
中国细胞生物学学报  Chinese Journal of Cell Biology 2020, 42(7): 1288–1296 DOI: 10.11844/cjcb.2020.07.0019

x
_
±s

收稿日期: 2019-09-02              接受日期: 2020-03-02
国家自然科学基金(批准号: 23573257)和陕西省重点科技创新团队(批准号: 2019TD-036)资助的课题 
*通讯作者。Tel: 029-87080068, E-mail: jinlianhua@nwsuaf.edu.cn
Received: September 2, 2019              Accepted: March 2, 2020
This work was supported by the National Scinence Foundation of China (Grant No.23573257) and Shaanxi Provincial Significant Technology Innovation Team (Grant 
No.2019TD-036)
*Corresponding author. Tel: +86-29-87080068, E-mail: jinlianhua@nwsuaf.edu.cn
URL: http://www.cjcb.org/arts.asp?id=5300

犬肿瘤免疫疗法的研究进展
李巴仑  华进联*

(西北农林科技大学, 动物医学院/陕西省干细胞工程技术中心, 杨凌 712100)

摘要      目前, 犬肿瘤疾病已成为临床常见病。手术疗法、放射疗法及化学疗法作为传统

治疗手段虽然在一定程度上能够改善病犬的生存及预后, 但仍不能彻底改变病犬的生存质量。因

此, 新的肿瘤治疗方式的引入迫在眉睫。肿瘤免疫疗法的诞生为犬类肿瘤的预防和治疗提供了契

机。该文综述了犬肿瘤免疫疗法的研究进展, 包括免疫检查点如程序性死亡受体1(programmed cell 
death 1, PD-1)/程序性死亡受体配体1(programmed cell death ligand 1, PD-L1)及细胞毒性T淋巴细胞

抗原-4(cytotoxic T lymphocyte antigen-4, CTLA-4)。同时, 该文评述了过继细胞疗法(adoptive cell 
therapy, ACT)在犬肿瘤治疗中的前景, 为未来犬肿瘤治疗的研究方向提供了理论基础。
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Abstract       At present, canine tumor diseases have become a common disease in the clinic. Surgical ther-
apy, radiation therapy and chemotherapy as traditional treatments can improve the survival and prognosis of sick 
animals to a certain extent, however, these strategies still can not revolutionize the survival of sick animals. There-
fore, the discovery of new tumor treatment methods is imminent. The birth of tumor immunotherapy provides 
us an opportunity for the prevention and treatment of canine tumors. Here, the advances in immunotherapy of 
canine tumors were reviewed in this paper, including the use of three immunological check points, such as PD-1 
(programmed cell death 1), PD-L1 (programmed cell death ligand 1), and CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte anti-
gen-4). Additionally, this paper summarizes the application prospect of adoptive cell therapy, also known as ACT. 
This review provides a theoretical basis and reference for the future research direction of canine tumor treatment.
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1   肿瘤免疫疗法概述
肿瘤是机体在各种致瘤因素作用下, 局部组织

细胞在基因水平上发生改变, 导致肿瘤细胞的异常

增殖及抑制细胞的凋亡[1]。目前肿瘤疾病已经成为

威胁人类生命安全的重大疾病之一, 对肿瘤的研究

已成为了科学界的热门事件。

传统的肿瘤治疗方法包括手术治疗、化学治疗

和放射治疗。近年来, 随着肿瘤免疫疗法的兴起, 尤
其是免疫检查点疗法及过继细胞疗法(adoptive cell 
therapy, ACT)的开发, 为肿瘤治疗提供了新思路, 并
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产生了良好的效果。与传统的治疗方法相比, 肿瘤

免疫疗法具有靶向性好、疗效持久、副作用小等优

点。迄今, 越来越多的研究聚焦于肿瘤免疫治疗的

领域。

正常情况下, 免疫系统可以识别并清除肿瘤微

环境中的肿瘤细胞。但肿瘤能够采取不同的策略抑

制机体免疫系统, 导致免疫系统不能正常地杀伤肿

瘤细胞, 从而使肿瘤细胞在抗肿瘤免疫应答的各阶

段得以幸存。这种机制称为肿瘤的免疫逃逸[2-3]。19
世纪90年代, COLEY[4]将术后感染与癌症症状的改

善相联系起来, 开创了利用免疫系统控制癌症发展

的治疗方法, 但由于放射疗法和化学疗法的快速发

展, 且最初的免疫疗法治疗效果不稳定, 免疫疗法很

快被研究人员所忽视[5]。肿瘤免疫治疗是通过各种

途径, 重新启动被肿瘤及其微环境抑制的免疫系统, 
恢复机体正常的抗肿瘤免疫反应, 从而控制并清除

肿瘤的一种治疗方法。目前, 研究较为完善的两种

免疫疗法为免疫检查点疗法及过继细胞疗法。

近年来 , 肿瘤免疫检查点CTLA-4(cytotoxic T 
lymphocyte antigen-4)与PD-1 (programmed cell death 
1)的发现, 掀起了新一轮的肿瘤免疫疗法热潮。为

进一步推进肿瘤免疫疗法的应用, 迫切需要大量的

临床前实验动物研究数据以支撑肿瘤免疫疗法的现

实可行性。

2   犬肿瘤临床治疗现状
2.1   犬肿瘤治疗概述

犬是最常见的伴侣动物, 伴随着宠物营养及福

利的快速发展, 宠物犬寿命逐渐延长。越来越多的

肿瘤疾病发生于中老年犬, 给宠物和主人带来了极

大的痛苦。常见的犬肿瘤类型包括乳腺肿瘤、皮肤

及软组织肿瘤等[6-8]。目前犬肿瘤的治疗主要依赖于

手术、化学治疗及放射疗法, 且在动物诊疗过程中

还需进行全身麻醉, 其成本十分昂贵[9]。恶性肿瘤

手术切除后, 常产生肿瘤细胞残留并转移, 且通过间

质肿瘤手术无法完全被切除, 化学疗法及放射疗法

则会导致免疫细胞麻痹, 从而诱导肿瘤细胞免疫逃

避, 并诱导肿瘤细胞突变[10-12]。因此, 对犬肿瘤治疗

的进一步研究迫在眉睫。肿瘤免疫疗法的发展为犬

肿瘤治疗带来了希望。

2.2   犬类肿瘤模型的研究优势

在针对肿瘤的研究中, 大多使用相对寿命较短

的小鼠作为动物模型, 并饲养在严格的无特定病原

体条件下, 此外普遍认为肿瘤是老龄化及肥胖化的

疾病, 因此小鼠作为动物模型无法反映真实的肿瘤

发生发展, 无法进行深入的研究[13]。而犬肿瘤病例则

是研究人类肿瘤疾病良好的天然模型[14]。首先, 犬肿

瘤和人类肿瘤在肿瘤定位、转移模式和对治疗的反

应方面具有相似性[7,15]。此外, 宠物犬和人类生活在

相似的环境下, 在犬身上发生的肿瘤与人类肿瘤在

病因学上具有其他实验动物无可比拟的相似性[16]。

对自发性犬肿瘤病例的研究, 可以为人类肿瘤研究

提供大量的临床前研究数据, 推动肿瘤疾病防治研

究进展[17]。

3   经典免疫疗法在犬肿瘤治疗中的应用
现行的免疫疗法主要包括免疫检查点疗法及

过继细胞疗法等, 本文综述了以下几种免疫疗法的

研究进展。

3.1   免疫检查点疗法

3.1.1   PD-1/PD-L1抗体      1992年, ISHIDA[18]发现了

免疫细胞上的PD-1。1999年, 该课题组通过小鼠实

验证明了PD-1具有免疫抑制作用[19]。1999年, CHEN
课题组[20]在正常细胞和肿瘤细胞中也发现了PD-1, 
并取名为B7-H1。2002年, CHEN等[21]发现肿瘤表面

表达的程序性细胞死亡配体1(programmed cell death 
1 ligand 1, PD-L1)能够限制免疫细胞, 使肿瘤细胞躲

过免疫系统监控。根据这个发现, CHEN等[21]使用单

克隆抗体阻断PD-L1与PD-1的结合, 在小鼠肿瘤模

型中取得了很好的治疗效果。SHOSU等[22]通过流

式细胞术及Western blot检测发现, PD-L1在恶性黑

色素瘤、乳腺肿瘤、肥大细胞瘤和淋巴瘤中表达较

高, 具有PD-L1表达的犬肿瘤类型可作为抗PD-L1治
疗的潜在候选者。NEMOTO等[23]制备了抗犬PD-1
及抗犬PD-L1抗体, 并有效阻断了犬PD-1及犬PD-L1
的结合。

PD-1是一种由活化的T细胞表达的免疫检查点, 
全称为程序性细胞死亡受体1。起初PD-1被认定为是

一种在激活的T细胞中诱导细胞死亡的受体[18], 但如

今, 越来越多的证据表明, 其还作为一种免疫检查点

在肿瘤抗免疫过程中促进T细胞衰亡。如图1所示, 
当肿瘤发生时, 抗肿瘤T细胞逐渐被激活, 肿瘤释放

促炎因子如干扰素-γ(interferon-γ, IFN-γ), 使PD-L1
激活诱导炎症反应发生, 并与T细胞上的PD-1结合
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以促进T细胞衰亡[24]。通过使用针对PD-1/PD-L1
的抗体, 使PD-1及PD-L1失去结合的能力, 从而抵

抗肿瘤微环境对T细胞的杀伤作用, 促进抗肿瘤T
细胞的激活。YIN等 [25]研究表明 , PD-1阻断对 IL-
13Rα2CAR-T细胞疗法治疗犬恶性胶质瘤具有选择

性增强作用。使用抗PD-1抗体还可激活体内休眠

的肿瘤浸润淋巴细胞(tumor infiltrating lymphocyte, 
TIL), 从而达到促进细胞免疫的效果[26]。

3.1.2   CTLA-4抗体      1992年, 研究发现CTLA-4可
参与共刺激T细胞从而参与免疫疗法[27]。同年发现

CTLA-4在抗原特异性T细胞活化中起关键作用[28]。

从此开始, 大量研究集中于CTLA-4。1994年, 研究发

现CTLA-4可以作为T细胞活化的负调节剂[29]。1996
年, 研究人员发现了CTLA-4阻断在抗肿瘤治疗中的

促进作用[30]。最新的研究中, 研究人员将CTLA-4与
PD-1联合起来, 以期望达到更好的抗肿瘤治疗效果。

最新研究表明, CTLA-4发挥作用的机制为在

细胞外的分子机制[31]。如图2所示, 在健康状态下, 
调节性T细胞(regulatory T cells, Tregs)表达CTLA-4
与CD28, 其中CTLA-4以比CD28更高的亲和力结

合抗原呈递细胞(antigen-presenting cells, APC)上表

达的CD80和CD86, 通过反式内吞作用使CD28不能

正常激活T细胞, 从而达到免疫调节作用。当在炎

症等因素刺激下, APC上调CD80/CD86的表达, 以

此摆脱Tregs中CTLA-4对其的控制, 使CD28能够与

CD86/CD80结合, 从而实现T细胞激活增殖。在肿

瘤微环境中, Treg上调CTLA-4表达, 从而抑制T细胞

的激活增殖。抗CTLA-4抗体以高亲和力与CTLA-4
结合, 使其失去与CD86/CD80结合的能力, 从而使

CD28发挥功能, 使抗肿瘤T细胞大量激活增殖, 从
而激活抗肿瘤免疫[24]。HASHEMI等[32]研究发现, 
在乳腺肿瘤发生时出现大量Treg聚集。在犬恶性乳

腺肿瘤中, 同样发现了Treg的大量聚集。CHEN等[33]

研究表明, 靶向CTLA-4治疗可通过消耗肿瘤相关

Treg从而抑制乳腺肿瘤生长, 这意味着, 抗CTLA-4
抗体可能是治疗犬乳腺肿瘤的一种切实可行的新

方法。

3.1.3   两种免疫检查点抗体的联合使用      CTLA-4
与PD-1/PD-L1两种免疫检查点分别在不同的部位

发挥作用, 抑制CTLA-4可促进T细胞的增殖激活, 抑
制PD-1/PD-L1可促进T细胞对肿瘤的杀伤作用, 通
过对两种免疫检查点抗体的联合使用, 可在多层次

多途径上抑制肿瘤对T细胞的抵抗[34]。抗CTLA-4抗
体与抗PD-1抗体联合使用在胃癌的治疗中呈现出

积极的作用, 其显著抑制了肿瘤细胞的细胞活力[35]。

SRINIVASAN等[36]在小鼠神经母细胞瘤模型中使用

CTLA-4与PD-L1两种抗体具有显著的治疗效果, 其
中抗CTLA-4抗体能够抑制肿瘤浸润淋巴细胞的扩

A: 当肿瘤细胞与T细胞接触时, 肿瘤细胞中PD-L1激活并与T细胞表面的PD-1结合, 促进T细胞衰亡, T细胞数量减少。B: 通过使用PD-1/PD-L1
抗体, 使二者不能结合, 从而抵抗肿瘤对T细胞的杀伤作用, T细胞得以进入肿瘤微环境中发挥对肿瘤的杀伤作用。

A: when tumor cells are exposed to T cells, PD-L1 is activated in tumor cells and binds to PD-1 on the surface of T cells, promoting T cell decline, and 
decreasing the number of T cells. B: PD-1/PD-L1 anti-body prevents the two from binding, thereby resisting the killing effect of the tumor on T cells, 
and the T cells can enter the tumor microenvironment to exert a killing effect on the tumor.

图1   PD-1/PD-L1及其抗体作用原理

Fig.1   Principle of action of PD-1/PD-L1 and its inhibitors
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增, 而抗PD-L1抗体则能够抵抗肿瘤部位的适应性

耐药。与使用单一疗法相比, 两者的联合使用具有

更广阔的应用前景。

3.2   过继细胞疗法(ACT)
过继细胞疗法指将离体培养扩增的特定细胞

群输注回患者体内, 从而达到直接杀伤肿瘤或激发

机体的免疫应答杀伤肿瘤细胞的目的。

如图3所示, ACT回输的细胞包括树突状细胞

(dendritic cell, DC)、自然杀伤细胞(natural killer cell, 
NK)、具有抗肿瘤反应性的天然宿主细胞如肿瘤浸

润淋巴细胞(tumor infiltrating lymphocyte, TIL), 以及

使用基因工程改造的T细胞, 如使用嵌合抗原受体改

造的T细胞(chimeric antigen receptor T-cell, CAR-T)
及T细胞受体基因工程改造的T细胞(T cell receptor-
gene engineered T cell, TCR-T), 此外还包括干细胞

技术在肿瘤治疗中的积极应用。与其他形式的癌症

免疫疗法相对比, ACT具有一定优势。有别于其他

的免疫疗法, ACT是一种“活的”治疗方式, 其发挥作

用的方式依赖于ACT回输的功能细胞在体内对肿瘤

细胞的高效识别能力以及介导肿瘤消退的功能[37]。

3.2.1   DC免疫治疗      DC以形状命名, 是一个异质

性群体, 主要从骨髓、血液中分离得到, 被认为是最

有效的抗原呈递细胞, 能够有效激活T细胞[38]。

DC疗法是将患者自身的单核细胞提取出来, 在
体外扩增诱导生成DC, 让DC负载相应的肿瘤抗原

后回输到患者体内, 通过分泌IL-12、I型IFN、反式

呈递IL-15及分泌外泌体[39], 使机体重建免疫监视功

能, 随血液在全身各处主动搜索识别肿瘤细胞, 诱导

产生大量效应T细胞并促使其迁移至肿瘤部位, 辅
助T细胞分泌多种细胞因子, 协同T细胞杀死肿瘤细

胞。DE SILVA等[38]研究表明, 在自发性犬非上皮

性恶性肿瘤及自发性肾细胞癌中皮下注射DC显著

增强了抗肿瘤免疫的效果, 且通过将DC与合成脂

肽h11c联合使用, 可极大促进DC的激活。RAMOS-
ZAYAS等[40]研究表明, 在犬传染性性病肿瘤(canine 
transmissible venereal tumour, CTVT)中使用CTVT细
胞裂解液处理后的DC可显著促进肿瘤消退。研究

表明, DC疫苗可延长自发性犬血管肉瘤病例的中位

存活期, 并在部分病例中获得长期幸存者[41]。

3.2.2   NK细胞免疫疗法      1975年, 首次鉴定发现

A: 健康状态下, Treg与APC结合, Treg表面的CTLA-4以高于CD28的亲和力与CD80/CD86结合, 抑制T细胞的增殖。B: 炎症发生时, APC上调

CD80/CD86的表达, 使CD28能够结合CD80/CD86, 从而促进T细胞增殖。C: 肿瘤微环境中, Treg高度表达CTLA-4, 以抑制CD28的功能, 从而抑

制T细胞的激活增殖。D: CTLA-4抗体使CTLA-4不能结合CD80/CD86, 从而恢复CD28与CD80/CD86的结合, 抗肿瘤T细胞增殖并发挥作用。

A: in a healthy state, Treg binds to APC, and CTLA-4 on the surface of Treg binds to CD80/CD86 with an affinity higher than CD28, and inhibits pro-
liferation of T cells. B: at the time of inflammation, APC up-regulates the expression of CD80/CD86, enabling CD28 to bind to CD80/CD86, thereby 
promoting T cell proliferation. C: in the tumor microenvironment, Treg highly expresses CTLA-4 to inhibit the function of CD28, thereby inhibiting the 
activation and proliferation of T cells. D: the CTLA-4 antibody prevents CTLA-4 from binding to CD80/CD86, thereby restoring the binding of CD28 
to CD80/CD86, and anti-tumor T cell proliferation and function. 

图2   CTLA抗体作用原理

Fig.2   Principle of action of CTLA and its inhibitors
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NK细胞为一类与T细胞和B细胞不同的细胞。此后, 
越来越多的研究人员发现其可以作为肿瘤的细胞疗

法[39]。

NK细胞是先天性淋巴细胞, 对肿瘤细胞具有细

胞毒性, 并通过释放细胞因子和趋化因子来协调免

疫应答[42]。其在骨髓中发育, 占外周循环中总淋巴

细胞的5%~10%[43]。NK细胞在骨髓发育的第三阶段

中发挥作用, 分化形成未成熟NK细胞, 在干扰素β的
产生中发挥作用, 以此参与免疫调节。对于NK细胞, 
常用的鉴定方法为检测CD56的表达及T细胞抗原

(如CD3和TCR)的缺乏并以此与T细胞分离[44]。

NK细胞可通过直接或间接方式杀死肿瘤细

胞[45]。直接方式基于肿瘤细胞和NK细胞之间免疫

突触的形成, 以此NK细胞发挥对肿瘤细胞的细胞毒

性。间接方式通过修饰先天性和适应性免疫应答以

获得细胞毒性。与T细胞或其他适应性免疫细胞相

反, NK细胞可快速释放炎性细胞因子并在没有预免

疫的情况下发挥杀伤细胞的作用。基于NK细胞的

肿瘤治疗主要涉及细胞因子、抗体和基于NK细胞

的过继疗法。通过改善NK细胞的持久性、活化性、

数量或针对肿瘤的特异性靶向性以加强NK细胞对

肿瘤的杀伤能力[46]。ROMANSKI等[47]将嵌合抗原受

体导入NK细胞，逆转了B细胞毒性肿瘤细胞对NK
细胞的耐受性，从而加强了NK细胞对肿瘤的杀伤

能力。CANTER等[48]研究表明, 自体NK细胞移植可

对犬骨肉瘤产生强大的细胞毒性。FELICES等[49]研

究表明, 在小鼠卵巢癌模型中NK细胞可以直接裂解

肿瘤细胞, 加入IL15超激动剂ALT-803能够增强NK
细胞对肿瘤细胞的细胞毒性。BROOKS等[50]研究表

明, 在小鼠胰腺导管腺癌模型中使用NK细胞联合吉

西他滨(gemcitabine, 嘧啶类抗肿瘤药物嘧啶类抗肿

瘤药物, 常用于晚期胰腺癌)的联合疗法可降低手术

切除肿瘤后肿瘤的转移和复发。使用嵌合抗原受体

技术改造NK细胞也逐渐引起了科学家的兴趣, 研究

表明CAR-NK细胞表现出惊人的抗肿瘤效果, 且具

有较CAR-T易于生产的优势[51]。

3.2.3   TIL免疫疗法      TIL指的是从肿瘤组织中分

离出的浸润淋巴细胞群, 包括T细胞以及NK细胞等, 
多数为CD3+、CD8+ T细胞。TIL疗法是指从肿瘤附

近组织中分离出的TIL细胞, 加入IL-2进行体外扩增, 
再回输到患者体内, 从而扩大免疫应答, 治疗原发性

或继发性肿瘤。

TIL的作用机制是通过释放细胞毒素直接杀伤

肿瘤细胞, 此外还能够调节机体免疫功能, 提高机体

对肿瘤的杀伤能力。已有大量研究针对TIL治疗恶

性黑色素瘤、子宫内膜癌、结肠癌等疾病, 通过使

用TIL以降低患者全身复发的概率。

已有研究表明, 抗肿瘤免疫激活时, 部分休眠

的TIL也将额外被激活从而达到多重抗肿瘤效果[26]。

RAKAEE等[52]研究表明, TIL水平与非小细胞肺癌存

活率呈正相关。目前, 用过继移植的TIL治疗转移性

黑素瘤患者已经发展成为一种有效的治疗方法。相

较于几种免疫检查点抗体, 在晚期转移性黑色素瘤

治疗中TIL具有更好的治疗效果及更低的成本, 尚待

出现更多的临床数据以支撑TIL疗法走向犬肿瘤临

床治疗[53]。

3.2.4   TCR-T疗法      TCR-T疗法是将患者体内的普

通T细胞分离出来, 利用基因工程引入新的基因, 使

图3   过继细胞疗法

Fig.3   Adoptive cell therapy

iPSC
Blood Tumor TIL

IL-2

T cell DC NK cell
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转基因T细胞表达出能够识别肿瘤细胞的T细胞受

体, 回输到机体内从而杀死肿瘤细胞。TCR是T细
胞表面的特异性受体, 与CD3结合形成复合物, 再
通过识别结合MHC呈递的抗原从而激活T细胞, 促
进T细胞的分裂与分化。ORLANDO等[54]研究表明, 
PRAME特异性TCR-T可对成神经管细胞瘤模型小

鼠起到显著的治疗作用。研究表明, 特异性替换T细
胞中的TCR可增强T细胞对血液恶性肿瘤的识别, 基
因编辑技术与TCR-T技术的结合将极大拓宽肿瘤免

疫疗法的前景[55]。

3.2.5   CAR-T疗法      CAR-T疗法的原理与TCR-T
相似 , 通过基因工程将单克隆抗体 (monoclonai anti-
body, mAb)中的抗原识别部分Fab“融合”到T淋巴细

胞膜中, 使得细胞毒性T淋巴细胞识别特定靶标并

在与癌细胞结合后被激活, 从而杀死肿瘤细胞[56]。

CAR-T疗法以非MHC限制性的方式识别肿瘤细胞

并使肿瘤细胞死亡。

一般的细胞过继疗法回输的免疫细胞缺乏肿瘤

抗原特异性, 在临床上无法达到期望的治疗效果, 而
CAR-T疗法是一种特异性细胞免疫疗法, 通过结合

嵌合抗原, 能够特异性地与肿瘤细胞相结合, 有着其

他细胞疗法无法比拟的杀伤力, 所以CAR-T疗法将

是未来ACT疗法的发展方向。目前绝大多数CAR-T
疗法基于DNA, 然而近年来基于RNA的CAR-T疗法

也有所增加, 基于RNA的CAR-T疗法主要优势包括

使用方便及副作用小, 但同时也存在过敏反应的风

险[57]。研究表明, 在使用CAR-T疗法前先进行体内

淋巴细胞清除可极大促进CAR-T在体内的细胞活性

和竞争力[58]。PANJWANI等[59]设计了靶向CD20的
CAR-T细胞, 证实了慢病毒载体可用于制备CAR-T
细胞, 并在犬弥漫性大B细胞淋巴瘤中取得了治疗效

果。YIN等[25]研究使用神经胶质瘤细胞系产生犬恶

性胶质瘤, 通过使用嵌合IL-13受体α2的CAR-T疗法

证实, 犬IL-13受体α2 CAR-T细胞能够明显抑制犬恶

性胶质瘤生长。目前已开展使用于临床的CAR-T疗
法主要为CD19 CAR-T，该疗法在临床使用中显示

出高效的抗肿瘤能力[60]。TCHOU等[61]研究表明, 在
肿瘤内注射RNA CAR-T细胞显示肿瘤部位广泛坏

死。SAKAI等[62]研究表明，cCD20-CAR-T细胞对

犬淋巴瘤细胞系在体外具有选择性毒性, 此外, 经
过冷冻保存后的cCD20-CAR-T仍具有相似的功能。

PANJWANI等[63]将自体cCD20-CAR-T细胞用于患有

复发性B细胞淋巴瘤犬只, 治疗效果良好, 并产生了

短期的抗肿瘤活性。CAR-T疗法也存在一定缺陷。

在实质瘤中, CAR-T无法渗透到肿瘤组织中, 其仅能

用于转移至腹膜腔的肿瘤, 这是其目前面临的主要

困难之一[57]。

3.2.6   诱导多能干细胞 (induced pluripotent stem 
cells, iPSCs)移植      由自体移植的DC、NK细胞及T
细胞已经取得了良好的研究成果, 但其也具有明显

的局限性, 阻碍了它们的进一步发展及更广泛的应

用。自体原代细胞的免疫疗法受制于其制备难度及

处理时间, 短期内难以应用到实际临床, 且自体细胞

分离扩增的质量和功能不均也可能成为ACT疗法产

业化的重要障碍[64]。iPSCs技术则有效弥补了ACT
疗法的这些短板。iPSCs具有类似胚胎干细胞的特

性, 能在体外无限扩增培养, 并可以成功分化为T细
胞及NK细胞等免疫细胞, 可有效解决ACT疗法中细

胞质量及数量的难点[65]。另外, iPSCs可以较易在体

外进行基因编辑, 可以对其进行遗传修饰以增强其

适用性、效力和持久性。虽然在原代细胞中进行多

重基因编辑的潜力有限, 但iPSCs理论上可以承受无

限的遗传变化[66]。最后, 与原代细胞相比, iPSCs的
基因工程可产生完全修饰的克隆系, 可对其进行广

泛评估, 从而获得稳定安全的来源[64]。已有研究证

明, 由iPSCs诱导而成的抗肿瘤T细胞具有与原代T
细胞相同的抗肿瘤反应性及相同的TCR。有趣的是, 
从iPSCs中分化诱导NK细胞已被证实比诱导为抗肿

瘤T细胞更加简单[66]。目前使用iPSCs定向诱导以获

得抗肿瘤免疫细胞仍存在一些挑战, 首先在iPSCs的
诱导中涉及多个步骤的分化过程, 在分化中的效率

问题尚未得到有效控制。其次在iPSCs的诱导分化

过程中使用的主要为异源血清及饲养细胞, 其安全

性尚未得到有效证实[66]。

4   展望
尽管肿瘤免疫疗法目前已有大量研究基础, 但

将免疫疗法应用于犬肿瘤治疗中, 还有许多问题尚

待解决。(1)迫切需要对现有靶点的重新筛选、验

证, 以达到良好的治疗效果。(2)犬品种繁多, 各品种

间体型差异巨大, 免疫疗法的剂量问题难以得到解

决, 还需更多的实验数据进行探索。(3)高昂的价格

是免疫疗法在犬肿瘤治疗中非常关键的问题, 现行

的免疫疗法大多需要一对一的精准治疗, 在治疗中
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对宠物医院的技术和条件要求高, 且药物价格昂贵。

所以免疫疗法在犬肿瘤治疗中的应用还有很长的距

离。未来在犬肿瘤免疫疗法的探索中, 主要的探索

方向应包括以下几点: (1)通过技术优化, 以达到降

低费用及简化步骤的目的, 使免疫疗法的应用更具

可行性; (2)研究更广泛的免疫检查点并与细胞免疫

疗法相结合, 以达到对肿瘤细胞更强大的杀伤作用。

毋庸置疑的是, 免疫疗法作为目前针对肿瘤靶向性

最强、治疗效果最明确的治疗手段, 必将是犬肿瘤

治疗的曙光和希望。
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