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嵌合抗原受体疗法在肿瘤免疫治疗中的研究进展
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摘要      嵌合抗原受体(chimeric antigen receptor, CAR)是通过基因工程技术构建的融合蛋白, 经
其修饰的免疫细胞可以特异性靶向和杀伤表达特定抗原的肿瘤细胞。到目前为止, 大多数关于CAR
的研究主要集中在T细胞上。CAR-T细胞疗法在治疗恶性血液疾病方面取得了突破性进展，目前

已有7款药物获批上市 , 研究者在不断深入研究CAR-T细胞疗法的同时也开始寻找新的免疫效应细

胞, CAR自然杀伤细胞(CAR natural killer cell, CAR-NK)疗法、CAR自然杀伤T细胞(CAR NK T cell, 
CAR-NKT)疗法以及CAR巨噬细胞 (CAR macrophage, CAR-MP)疗法逐渐成为免疫治疗的新策略。

尽管围绕CAR的研究策略不断增加 , 该领域也依然面临一些挑战 , 例如有效地靶向实体瘤、减少治

疗时的毒副作用。该文对以CAR为基础修饰不同效应细胞的细胞疗法的研究进展进行了综述。
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Research Progress of Chimeric Antigen Receptor Therapy 
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Abstract       CAR (chimeric antigen receptor) is a fusion protein constructed by genetic engineering technol-
ogy that can be used to reprogram immune cells to specifically target and kill tumor cells expressing specific anti-
gens. So far, most researches focus on CAR-T cell therapy. CAR-T cell therapy has made breakthroughs in haema-
tological cancers, and seven drugs have been approved for clinical treatment. While researchers continue to study 
CAR-T cell therapy in depth, they also begin to look for new immune effector cells, CAR-NK (CAR natural killer 
cell), CAR-NKT (CAR NK T cell) and CAR-MP (CAR-macrophage) therapies are being the new strategies for tu-
mor immunotherapy. Despite CAR-based strategies expansion, the field also faces challenges such as effective tar-
geting of solid tumors, reducing toxic side effects during treatment. This review focuses on the research progresses 
in current CAR-modified cell therapies. 
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近年来 , 细胞治疗—将细胞编辑加工后作为

药物来治疗疾病的新型疗法发展迅速 , 而围绕嵌合

抗原受体(chimeric antigen receptor, CAR)展开的免疫

细胞疗法是最有前景的疗法之一 , 在基础研究和临

床治疗中都取得了巨大进展 , 截至2023年1月 , 全球

共有7款CAR-T细胞治疗药物上市 , 这些成果建立在

数十年基础研究之上 , 并将不断激发基础医学研究

和基因编辑科学灵感, 带来更多有效的治疗手段。

从已报道的数据来看 , 围绕CAR开展的研究数

量增速放缓 , 可能意味着研究者们正面临着一些挑

战 , 研究者们的态度也趋于理性。截至 2022年 4月
15日 , 全球免疫肿瘤学研究中已有2 756种细胞治疗

药物 , 与2020年至2021年的43%和2019年至2020年
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的61%的增长速度相比 , 最近一年中36%的增长速

度显示出了适度的减速。经基因编辑技术工程化

修饰的CAR-T细胞疗法持续领跑各类细胞疗法 , 最
近一年的增长速度为24%(同样低于2020年至2021
年38%的增速 )[1]。基于自然杀伤细胞 (natural killer 
cell, NK)的CAR-NK细胞疗法势头虽然强劲, 但也出

现增长放缓 , 去年增长了55%, 前年增长了65%。从

ClinicalTrials.gov提取的数据显示 , 临床实验数量

与药物研究数量变化趋势一致 , 都放缓了增速 , 截
至2022年4月 , 有近1 800项细胞疗法进入了临床试

验阶段 , 近一年增加了33%, 上一年增幅为43%。与

前几年一样 , 大多数细胞治疗试验的重点是攻克血

液疾病 , 尤其是针对白血病和非霍奇金淋巴瘤 (non-
Hodgkin’s lymphoma, NHL)疗效显著, 而针对实体瘤

的临床试验占比较小, 为43%, 可能是因为实体瘤内

部免疫抑制性肿瘤微环境 (tumor microenvironment, 
TME)对CAR-T细胞有较强的抑制作用, 以及CAR-T
细胞的内在毒性问题等使研究试验仍然面临巨大挑

战。将其他免疫细胞如NK细胞、自然杀伤T细胞(NK 
T cell, NKT)以及巨噬细胞 (macrophage, MP)作为效

应细胞, 进行工程化基因编辑引入CAR的修饰, 用以

肿瘤免疫治疗的研究得到越来越多的关注 , 有望在

不久的将来获批, 以用于临床癌症治疗。

在国内 , 2021年 6月 , 复星凯特CAR-T细胞药

物—阿基仑赛注射液在我国正式获批上市 , 用于

治疗接受二线或以上系统性治疗后复发或难治性

大B细胞淋巴瘤 (relapsed or refractory large B-cell 
lymphoma, r/r LBCL)的成人患者。同月 , 该药物

用于治疗接受过二线或以上系统治疗后 r/r NHL获
国家药监局临床试验批准 , 并于 2021年 8月被纳入

突破性治疗药物程序。这是国内首款获批上市的

CAR-T细胞疗法药物 , 中国CAR-T细胞治疗元年就

此开启。同年9月 , 药明巨诺靶向CD19的CAR-T细
胞药物瑞基奥仑赛注射液正式获批 , 适应症与首款

获批药物相同。2022年10月 , 该注射液在我国获批

第二项适应症 , 用于治疗 r/r性滤泡淋巴瘤 (follicular 
lymphoma, FL), 这是中国第二款获批的CAR-T细胞

产品, 也是我国首个获批用于治疗r/r FL的细胞治疗

药物。两款获批的CAR-T细胞治疗药物均展现出

较好的安全性与疗效。到目前为止这两款获批的

CAR-T细胞治疗药物已累计完成超过 400位患者的

回输。

1   CAR的结构与功能
CAR是一种基因工程技术加工产生的受体分

子 , 可赋予免疫效应细胞特异性靶向肿瘤细胞抗原

表位的属性 , 能够增强免疫效应细胞识别抗原与活

化自身的能力, 最终消除肿瘤[2]。典型的CAR包括了

4个结构域 : 细胞外抗原识别域、铰链区(Hinge)、跨

膜结构域 (trans-membrane domain, TMD)、细胞内信

号刺激域。细胞外抗原识别结构域通常是单链可变

区片段 (single chain variable fragment, Scfv), 片段由

肿瘤抗原反应性抗体的重链和轻链的可变区通过柔

性接头连接形成 , 决定CAR对靶点的结合特异性 [3], 
重链和轻链中间用一段具有重复结构的氨基酸序列

(G4S)3或(G4S)5连接, 这段结构使蛋白质折叠获得了

灵活性 [4]。修饰有ScFv的效应细胞对其靶点的亲和

力 , 比未修饰的细胞大几个数量级 , 且能够不依赖主

要组织相容性复合体 (major histocompatibility com-
plex, MHC)的抗原递呈来识别靶点。ScFv通过Hinge
连接到TMD, Hinge暴露在CAR修饰后的细胞表面 , 
是效应细胞表面与抗原识别结构域的间隔区 , 其长

度由目标抗原的位置确定 , 靠近细胞膜的抗原需要

较长的Hinge, 而暴露在细胞表面的抗原需要较短的

Hinge, 铰链区的长度还会影响CAR分子的表达、抗

原识别、信号转导等功能 [5]。有研究发现 , 距细胞

膜具有较短间隔的CAR-T细胞能更有效地产生细胞

因子 , 也具有更强的增殖能力 [6], 一个广谱的癌症治

疗靶点酪氨酸激酶样孤儿素受体1(receptor tyrosine 
kinase-like orphan receptor 1, ROR1)拥有两个结构域

表位, 就Ig/Frizzled结构域表位来说, 来自小鼠2A2和
兔子R12 ScFv的ROR1-CAR具有较短的Hinge, 能发

挥最佳功能。而兔子R11 ROR1-CAR对另一Kringle
结构域中的表位具有特异性 , 需要较长的Hinge才能

识别ROR1肿瘤细胞 , 这再一次证明了Hinge的长度

会影响CAR的肿瘤识别功能 , 从而影响细胞药物的

杀伤功能 [7], Hinge长度对这些功能的影响取决于其

所靶向的结构域。另有研究印证了相似的现象 , 比
较使用CD28或CD8的Hinge和跨膜区构建抗CD19
的CAR-T细胞 , 其中来自CD8的氨基酸序列较长 , 所
构建的CAR-T细胞产生的细胞因子水平较低 , 磷酸

化水平也较低 , 表现出较低水平的诱导细胞死亡效

应 [6]。TMD的主要功能是将CAR锚定在免疫细胞膜

上。尽管有研究表明TMD同样可以影响CAR的表达

水平、稳定性, 但由于TMD常常根据Hinge和细胞内
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信号刺激结构域的需要而改变 , 在不同跨膜结构对

CAR功能的影响方面没有很好的研究。

细胞内信号刺激域在CAR工程中得到了广泛

研究 , CAR与靶点特异性结合后 , 信号转导至胞内

信号刺激域激活免疫效应细胞以杀伤靶细胞。最常

见的细胞内信号刺激域有T细胞受体的CD3ζ亚基 , 
胞外信号通过CD3ζ链中免疫受体酪氨酸的激活基

序 (immune receptor tyrosine-based activation motif, 
ITAM)的磷酸化介导T细胞活化。共刺激结构域通

常由经过选择和组合的不同蛋白序列构建而成 , 可
行使不同的功能 , 一些共刺激结构域可以在不同效

应细胞之间通用 [8-9]。修改CAR的结构尤其是细胞

内结构域以求创新一直是CAR-T细胞发生革命性

变化的主要驱动力 , CAR的结构已经经历了1代至5
代的发展历程 (图1)。第一代CAR, 仅有主要信号结

构域CD3ζ, CD3ζ能介导效应细胞转导信号、分泌

白介素并发挥T细胞效应 , 但信号转导效率低下 , 且
缺乏促进细胞活化所需的共刺激信号 , 在启动细胞

活化和抗肿瘤效果方面并不理想 [10-11], 如今已经过

时且很少再被使用。第二代CAR在第一代基础上

增加了共刺激分子 (costimulatory, CM), CM位于跨

膜区和CD3ζ中间 , 例如使用较多的CM包括CAR-T
细胞中的CD28[12]、4-1BB[13]、CD27[14]、OX40[15]和

诱导型T细胞共刺激物[16], CAR-NK细胞中的DAP10 

CD3ζ[17], 以及CAR-NKT细胞中的CD28、4-1BB[18]。

第二代CAR同时满足了高特异性识别肿瘤细胞以

及识别后高效活化免疫细胞这两个特性。目前具有

CD28和4-1BB共刺激结构域的CAR-T细胞是最常用

的CAR-T细胞设计。第三代CAR串联了两个或多个

CM, 临床前实验显示出第三代CAR能增强效应细胞

的持久性、增殖能力和抗肿瘤活性[19]。第三代CAR
受益于结合互补的共刺激域 , 但共刺激信号不是简

单的相加即满足相应的功能 , 多个CM可能会改变

胞内结构域长度导致信号减弱甚至无法传递 [5]。与

第二代CAR-T细胞相比 , 在具有4-1BB和CD28内域

的第三代CAR-T细胞的临床试验中 , 治疗 r/r B细胞

恶性肿瘤受试者时 , 初级响应率并未体现出第三代

CAR-T细胞具有更好的抗肿瘤疗效。而对于输注B
细胞恶性肿瘤负担较小的患者 , 第三代CAR-T细胞

表现出更好的增殖能力。因此进行额外的临床试

验来评估和监测因过度激活引起的副作用风险 , 可
以帮助发挥第三代CAR-T细胞的最佳潜力 [20-22]。随

着临床试验的扩大 , 检查点抑制剂疗法被发现能够

在短期内逆转复发患者CAR-T细胞的耗竭 , 并通过

转基因免疫调节剂的诱导释放来重塑TME, 基于这

些原理而被设计的CAR细胞疗法被称为是第四代

CAR[23], 其通常含有一个激活T细胞核因子结构域

(nuclear factor of activated T cells, NFAT), 可诱导效

1st generation
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2nd generation
CAR

3rd generation
CAR

4th generation
CAR

5th generation
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Hinge
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图1   1代至5代嵌合抗原受体T细胞胞内信号区发展历程

Fig.1   The development process of the intracellular signal region of chimeric antigen receptor T cells 
from the 1st to the 5th generation
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应细胞大量分泌组成型或诱导型细胞因子 (IL-12、
IL-15和IL-18等), 招募其他固有免疫细胞如MP和树

突状细胞, 识别并杀伤缺乏靶向抗原的肿瘤细胞, 引
发更广泛的抗肿瘤效应 , 有利于克服TME的抑制作

用 [24]。此外 , T细胞衔接子和一些膜受体也在第二

代CAR基础上被设计转录 , 设计的这种CAR被公认

为第五代CAR, 增加了IL-2β受体片段, 诱导Janus激
酶和信号转导与转录激活因子 3/5的产生 [25-26]。研

究者们仍然在不断设计优化CAR的结构 , 不只局限

在原始结构基础上组合不同信号分子 , 还优化了信

号转导基序的内部序列, 尤其是最常用到的CD3ζ结
构域, 有研究指出设计CAR的结构时使用CD3ζ链中

的1个 ITAM结构域而不是3个结构域全长 , 可以获

得更强的肿瘤抑制活性与持久力 [27]。CAR针对不

同的肿瘤细胞表面抗原蛋白而被设计 , 应具有合适

的靶密度, 每个细胞200~2 000拷贝的靶密度是最佳

的, 可以避免损伤正常细胞[28]。

2   CAR-T细胞疗法的研究进展
经 CAR改造后的 T细胞的过继免疫疗法 , 即

CAR-T细胞疗法。CAR-T细胞疗法的基本作用机

制在于 : ScFv识别肿瘤表面抗原后被激活 , 胞外

信号转导至胞内刺激结构域 , 磷酸化CD3ζ链上的

ITAM结构域 , 再通过酪氨酸激酶相关蛋白ZAP70
向下游转导 , 信号转导过程类似于T细胞抗原受体

(T cell receptor, TCR)信号转导 , 可启动T细胞各项

效应功能 , 例如增殖、细胞因子释放、代谢改变和

释放毒性 [19]。CAR-T细胞主要通过颗粒酶、穿孔

素、死亡受体行使毒性功能 [29-31]。CAR-T细胞能够

无视许多肿瘤免疫逃逸机制, 这些逃逸机制包括下

调MHC, 诱导分泌抑制性细胞因子和募集调节性T
细胞 , 有效地对抗原特异性的肿瘤细胞进行靶向杀

伤 [32]。值得一提的是 , 部分T细胞亚群也可以作为

CAR的效应细胞 , 与治疗的持久性和抗肿瘤免疫性

密切相关, 也显示出了巨大的临床应用潜力[33-35]。

目前进行的热门基础研究围绕以下几大策略开

展。首先 , 对于热门靶点CD19抗原丢失从而导致治

疗中的脱靶效应 [36], 有研究试图以CD20为潜在靶点 , 
或以CD19和BCMA为双靶点解决此难题 [37]; 其次, 有
研究者聚焦于改造功能元件, 例如利用CRISPR/CAS9
技术, 将CAR基因插入到PD1基因位点, 实现敲除PD1
的同时引入CAR基因 , 以进一步提高CAR-T细胞对肿

瘤细胞的杀伤效率 [38]; 再次 , TME对CAR-T细胞疗法

有抑制作用 , 可能是导致治疗后实体瘤缓解率较低

的原因 , 未来仍是CAR-T细胞疗法的一大挑战 [39]; 最
后 , 通用型CAR-T细胞 [40]与诱导多能干细胞 (induced 
pluripotent stem cell, iPSC)来源的CAR-T细胞[41]可以解

决自体细胞来源的CAR-T细胞的局限性, 包括低免疫

水平的细胞状态、使用次数与剂量的限制。

在各类别免疫疗法中 , CAR-T细胞疗法的基础

研究与临床试验一直处于领跑位置 , 在治疗血液恶

性肿瘤方面已取得了巨大的成功。全球已批准的 7
款有关CAR的药物, 均为CAR-T细胞药物(表1)。这

些药物均以CD19和B细胞成熟抗原 (B cell matura-

表1   目前已获得批准上市的CAR-T细胞疗法

Table 1   CAR-T therapies currently approved for treatment
药品名称

Drug names
获批企业

Manufacturer
靶点

Targets
代表性获批时间与国家

Typical countries and time of approval
已获批适应症

Indications

Kymria Novartis CD19 2017 (USA), 2018 (EU/CAN/AUS/
SWIT), 2019 (JPN), 2021 (SG/HK)

r/r LBCL, r/r ALL, r/r FL

Yescarta Kite Pharma CD19 2017 (USA), 2018 (EU)
2019 (CAN), 2021 (CHN/JPN)

r/r LBCL, r/r FL

Tecartus Kite Pharma CD19 2020 (USA) r/r MCL

Breyanzi Bristol Myers Squibb CD19 2021 (USA) r/r DLBCL

Abecma Bristol Myers Squibb BCMA 2021 (USA) r/r MM

Carteyva JW (Cayman) Therapeutics CD19 2021 (CHN) r/r LBCL, r/r FL

Carvykti Legend Biotech/Johnson & Johnson BCMA 2022 (USA) r/r MM

r/r: 复发或难治性; DLBCL: 弥漫大B细胞淋巴瘤; ALL: 急性淋巴细胞白血病; MCL: 套细胞淋巴瘤; MM: 多发性骨髓瘤; LBCL: 大B细胞淋巴瘤; 
FL: 滤泡性淋巴瘤。

r/r: relapsed/refractory; DLBCL: diffused large B cell lymphoma; ALL: acute lymphoblastic leukemia; MCL: mantle cell lymphoma; MM: multiple 
myeloma; LBCL: large B-cell lymphoma; FL: follicular lymphoma.
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tion antigen, BCMA)为靶点。目前仍有临床试验围

绕着血液瘤包括复发或顽固性急性 B淋巴细胞白

血病 (r/r B-cell acute lymphoblastic leukemia, r/r B-
ALL)、B细胞NHL、慢性淋巴细胞白血病、淋巴瘤

和多发性骨髓瘤(multiple myeloma, MM)等开展。

研究者们还在探索CAR-T细胞疗法新的适应

症 , 例如T细胞性血液系统恶性肿瘤、髓细胞性血

液系统恶性肿瘤。治疗多发性骨髓瘤的CAR-T细胞

疗法主要针对靶点BCMA[42], 但存在复发可能[43], 有
研究者设计了一种能够靶向BCMA和肿瘤细胞上的

另一分子TACI(trans-membrane activator and CAML 
interactor)的CAR-T细胞 , 该CAR依赖一段APRIL(a 
proliferation-inducing ligand)结构 , 能够与BCMA
和TACI双分子结合。研究者首先在具有CD28和
OX40共刺激域的第三代CAR中使用了单个APRIL
分子 , 但因临床试验缺乏疗效而停止。随后又在具

有4-1BB共刺激域的第二代CAR中使用了3个截短

APRIL分子模拟蛋白三聚体可溶分泌形式 , 试验结

果显示改进后的CAR比使用单一APRIL结构的CAR
具有更高的功效。除了治疗癌症 , CAR-T细胞疗法

在治疗红斑狼疮方面也取得了欣喜的突破。有研究

曾于2021年报道 , 一名患有自身免疫疾病重度难治

性耐药性红斑狼疮的20岁女性 , 曾接受其他治疗未

能控制症状, 在接受来源于自体的CD19靶向CAR-T
细胞输注后 , 辅助以低剂量泼尼松龙 , 44天后 , 她体

内攻击自身的抗体消失了, 病情得到了明显缓解, 且
未出现明显副作用 [44]。随后该团队又进行了五名患

者的治疗实验 , 患者们在接受一次CAR-T细胞治疗

后约3个月时 , 诸多症状得到了缓解 , 包括脏器异常

和疾病相关自身抗体的消失 , 且不需要额外激素治

疗 [45]。两次试验的成功可能意味着CAR-T细胞疗

法为自身免疫疾病带来了新希望。另有研究者成

功构建了对HIV感染的细胞具有特异性杀伤作用的

CAR-T细胞—ConvertibleCAR-bNAbs, 其既具有

bNAbs抗体活性能够中和HIV病毒, 又可以与感染病

毒的细胞表达的变异NKG2D配体结合 , 特异性杀死

病毒感染的CD4 T+细胞。在这个基础上 , 研究人员

开展了CAR-T细胞疗法清除HIV病毒储存库的I期临

床研究[46]。

CAR-T细胞治疗领域目前面对的一个重要挑战

是大多数实体瘤对CAR-T细胞回输没有明显反应, 这
可能是因为缺少在实体瘤中均质高表达且在健康组

织中不表达的分子靶标, 并且实体瘤内部TME的免疫

抑制问题难以解决 [47-48]。但研究者们仍然找到了一

些突破口, 间皮素(mesothelin, MSLN)在正常组织中很

少表达 , 在几种癌症中有高表达 : 已发现MSLN蛋白

在85%至90%的间皮瘤, 80%至85%的胰腺癌和60%至

65%的肺癌、卵巢癌和胆管癌中有表达 , 因此其成为

攻克实体瘤的重要靶点。以MSLN为靶点的CAR-T细
胞疗法有几项临床试验正在进行 , 包括治疗胰腺癌、

肺癌和卵巢癌[49], 初步观察到该CAR-T细胞具有抗肿

瘤活性且是安全的, 这也证明了CAR-T细胞疗法应用

于实体瘤治疗的可行性 [50]。B7-H3属于B7免疫共刺

激和共抑制家族, 但在人恶性肿瘤如胰腺癌、前列腺

癌、卵巢癌、肺癌、透明细胞肾癌、骨肉瘤、尤文

肉瘤、神经脑胶质瘤等实体肿瘤中异常高表达, 这使

之成为一个很好的潜在靶标。靶向B7-H3的CAR-T细
胞药物的主要挑战之一是正常组织上的靶蛋白低表

达会导致靶向毒性 , MAJZNER等 [51]利用一种只能识

别高水平B7-H3的抗体设计了一款ScFv, 其能够限制

CAR-T细胞对低水平表达B7-H3的健康组织的靶向

毒性。结果表明, 在B7-H3高抗原密度的环境(如髓母

细胞瘤、骨肉瘤和尤文肉瘤)中, 靶向B7-H3的CAR-T
细胞在体外和体内都是有效的, 当在抗原密度低的正

常组织环境中 , 该CAR-T细胞的活性要低得多 , 这表

明临床上可能存在有效、无毒的B7-H3靶向CAR-T
细胞治疗方式[51]。针对胶质母细胞瘤, 有研究测试了

以EGFRvIII、IL-13 Rα2和HER2为靶点的CAR-T细胞

疗法 [52-54], 初期试验发现抗原表达的异质性会导致该

CAR-T细胞的脱靶效应, 治疗效果并不明显。继而研

究者设计了基于氯毒素 (chlorotoxin, CLTX)的CAR-T
细胞, CLTX是一段由36个氨基酸构成的多肽, 与异质

表达的靶点相比 , CLTX与胶质瘤母细胞结合能力极

强, 此CAR-T细胞在没有其他胶质母细胞瘤相关抗原

的情况下也具有强大的抗肿瘤活性 [55]。类似诸多实

验表明, CAR-T细胞疗法在实体瘤中尽管没有像在血

液恶性肿瘤中一样疗效显著, 临床治疗却仍然充满希

望。有研究者公布了一款名为CT041的CAR-T细胞

药物治疗CLDN18.2阳性实体瘤 (包括胃癌、食管胃

结合部腺癌及胰腺癌 )的最新临床数据 , 数据显示所

有患者的客观缓解率达48.6%, 疾病控制率达73.0%; 
所有胃癌患者总客观缓解率为57.1%, 疾病控制率达

75.0%, 接受至少2线治疗失败的胃癌患者客观缓解率

为61.1%, 疾病控制率为83.3%[56]。



562 · 综述 ·

3   CAR-NK细胞疗法的研究进展
CAR-T细胞疗法取得的成功, 激发了人们使用

CAR修饰其他免疫细胞来攻克肿瘤的热情。NK细

胞是固有免疫系统的重要组成部分, 占人类外周血

白细胞的5%~15%, 表达CD56, 不表达CD3、TCR和
抗原特异性受体, 是一种非特异性肿瘤杀伤细胞, 受
一系列激活和抑制受体信号调控, 其杀伤力取决于

抑制信号和激活信号之间的平衡。在NK细胞中引

入CAR的修饰甚至敲除NK细胞自身抑制基因, 增强

NK细胞的抗肿瘤能力, 即CAR-NK细胞疗法近两年

来吸引了许多研究人员的注意。CAR-NK细胞利用

多种途径诱导靶细胞凋亡(如释放穿孔素、颗粒酶

等细胞毒物质杀伤靶细胞, Fas/FasL、TNF-α/TNFR-
I介导靶细胞凋亡等)。活化的NK细胞还分泌各种细

胞因子和趋化因子, 进一步募集并活化其他免疫细

胞, 如T细胞、树突状细胞和MP。
与CAR-T细胞相比 , CAR-NK细胞具有一些显

著优势。(1) 更高的安全性。较短的寿命不会引起

持续的脱靶效应 , 不表达TCR不会产生移植物抗宿

主病(graft versus host disease, GvHD), 不产生或少产

生IL6不会引起细胞因子风暴(cytokine storm, CRS)。
(2) 较强的实体瘤浸润 , 可克服耐药的TME, 实现有

效的抗肿瘤反应 [57-59]。(3) NK细胞的来源 [包括NK
细胞系(NK-92[60]、KHYG-1[61]等)、外周血单核细胞、

CD34造血祖细胞、脐带血的NK细胞 ]较多 , 最近来

源于iPSC的NK细胞 [62], 已成为CAR-NK细胞的重要

来源 , 因其能更稳定地表达CAR与其他发挥功能的

蛋白 , 同时可解决患者输注时细胞数需求紧张的问

题。(4) 除了依赖于CAR的抗肿瘤机制, 还可以通过

抗体依赖介导的细胞毒性作用 (antibody dependent 
cell medicated cytotoxicity, ADCC)杀伤靶细胞 , NK
细胞膜上表达的CD16可识别与靶细胞表面结合的

抗体的Fc部分 , 继而通过 ITAM信号途径激活NK细

胞。CAR-NK细胞治疗在基础研究和临床应用中也

存在很多挑战 , 首先是包括电穿孔和病毒转导在内

的几种方法尚未达到完全的转导效率[63]; 再者NK细

胞的扩增能力非常有限, IL-2、IL-15、IL-12、IL-21
和 IL-18是常用的体外原代NK细胞扩增因子 , 但对

NK细胞扩增效率不够高。采用与刺激性细胞共培

养的方法比使用细胞因子的扩增效果更好 , 但被这

些饲养细胞激活的原代NK细胞连续增殖8~15周后

会发生衰老。总体上目前还缺乏高效、安全的NK

细胞体外扩增方法[64]。

围绕 CAR-NK细胞逐渐兴起的话题主要有 3
个方面。一是不断优化和改进CAR的结构 , 有研

究证明用于CAR-T细胞的胞内信号结构域 (单独使

用CD3ζ链或结合CD28、4-1BB、OX40)也可以激

活NK细胞 [65]。最近有研究开发了以NK细胞表面

的 II型膜蛋白受体 (natural killer group 2D, NKG2D)
为胞外结构域 , DNAX相关蛋白 (DNAX-associated 
protein, DAP)10或DAP12和CD3ζ作为胞内信号结构

域的CAR-NK细胞 [66]。NKG2D是NK细胞表面激活

型受体 , 其配体在多种肿瘤细胞表面均有表达。而

DAP10和DAP12比CD3ζ能更好地激活NK细胞胞内

信号转导 , 从而使CAR-NK细胞表现出更强的细胞

毒性, 产生更多细胞因子 [67]。二是进一步提高CAR-
NK细胞在体内的增殖能力和持久性 , 有研究设计了

一款脐带血来源经编辑后可表达IL-15的CAR-NK细

胞, 该CAR-NK细胞能够自主产生IL-15, 足以维持其

42天的体内存活和活性 [68]。三是围绕CRISPR/Cas9
基因编辑技术构建工程化NK细胞的相关研究。

目前CAR-NK细胞疗法的临床试验数量有限, 许
多研究仍处于早期阶段 , 大部分是由公司推动的。到

目前为止, 在ClinicalTrials.gov官网可以检索到30多个

已注册的CAR-NK细胞相关临床试验 , 涉及的血液恶

性肿瘤和靶点 [69]包括NHL(CD19/CD22)、慢性淋巴

细胞白血病 (CD19)、ALL(CD19/CD22/NKG2D)、急

性骨髓性白血病 (CD33/FLT3)和MM(CS1/BCMA), 涉
及的实体瘤和靶点主要包括胶质母细胞瘤 (HER2/
EGFR)、乳腺癌 (HER2/MUC1)和卵巢癌 (MSLN/Ep-
CAM), 最近针对肺癌 (DLL3)、胃癌 (mesothelin)、胰

腺癌 (PSCA/ROBO1)和前列腺癌 (PSMA)也开展了一

些研究。此外 , 美国FDA已批准的一款名为FT536的
新药的临床研究备受瞩目 , FT536经过多重工程修

饰, 来源于iPSC, 表达特异性靶向I类MHC相关蛋白A
和B(MICA/MICB)的α3结构域的新型CAR, MICA和

MICB在许多实体瘤中高水平表达 , 因而围绕此款疗

法的临床试验所涉及的肿瘤类型众多 , 包括 : 晚期非

小细胞肺癌、结直肠癌、头颈癌、胃癌、乳腺癌、

卵巢癌和胰腺癌 ; FT536同时还修饰了可增强ADCC
作用的新型高亲和力、不可被切割的CD16Fc受体, 可
增强NK细胞活性的 IL-15/IL5R融合蛋白 , 此外FT536
敲除了表达CD38的基因 , 以减小NK细胞自相残杀的

可能性 , 这些修饰增强了NK细胞代谢适应性、持久
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性和抗肿瘤功能。2023年1月 , 这项看似很有希望的

研究试验被宣布停止 , 研究者们似乎面临着一些巨大

挑战 , 他们决定将未来的研究方向集中在以第二代

CAR为基础同时敲除CD38的CAR-NK细胞上, 这类疗

法与B细胞靶向单抗如CD20和CD38单抗联用发挥联

合治疗作用 , 从而对靶细胞进行多抗原攻击。他们还

会继续关注BCMA靶向CAR-NK细胞项目FT576的初

步临床数据 , 该疗法通过与CD38单抗联合实现双抗

原靶向 , 高剂量、多剂量治疗多发性骨髓瘤患者。另

有一名为CYTONK-203的CAR-NK细胞治疗方法 , 是
一种同种异体的CAR-NK细胞疗法 , 其以前列腺干细

胞抗原 (prostate stem cell antigen, PSCA)为靶点 , 能够

显著抑制胰腺癌 , 此外PSCA在胃癌和前列腺癌细胞

中也高表达 , 意味着此细胞疗法可能对治疗胃癌和前

列腺癌也具有潜力[70]。

4   CAR-NKT细胞疗法的研究进展
在寻找新的效应细胞时 , NKT细胞进入了研究

者的视野。NKT细胞是一种结合了NK细胞和T细胞

特性的T淋巴细胞亚群, 既表达TCR以适应性免疫细

胞的方式精确识别抗原 , 又像固有免疫细胞一样对

抗原暴露作出快速响应并产生大量细胞因子和趋化

因子 [71], 属于固有免疫和适应性免疫之间的交叉环

节 [72], 对癌症的免疫反应很重要 [73]。与常规T细胞一

样, NKT细胞在胸腺中成熟[74], 不同的是NKT细胞表

达的TCR识别的是非多态性MHC I类分子即CD1d递
呈的脂质抗原 [75]。表达CD1d的肿瘤细胞主要来源

于骨髓单核细胞和B细胞谱系 [76], 部分实体瘤也呈现

CD1d阳性[77-79]。NKT细胞还表达多种细胞因子受体, 
例如 IL-12、IL-18、IL-25和 IL-23, 即使在没有TCR
信号的情况下 , 这些细胞因子受体也可以通过炎性

细胞因子的表达而被激活 [80]。在TME中 , 当通过识

别内源性脂质感知到组织完整性的破坏时 , NKT细
胞被激活并直接裂解肿瘤细胞 , 或间接通过分泌一

系列细胞因子调节其他免疫细胞恶性环境 , 从而有

助于增强宿主免疫反应 [81]。可根据TCR多样性和抗

原特异性将CD1d限制性NKT细胞分为 I型NKT细胞

和II型NKT细胞两个亚群, I型NKT细胞又称iNKT, 主
要对肿瘤产生有效的免疫反应 [73,82-83]。iNKT细胞可

通过3种机制产生抗肿瘤免疫 : (1) 激活和释放大量

诱导细胞死亡的效应分子 (颗粒酶、FasL、TRAIL)
直接裂解肿瘤 ; (2) 通过启动Th1细胞因子级联反应

募集和激活其他先天性和适应性免疫细胞 ; (3) 调节

TME中的免疫抑制细胞 [84]。II型NKT细胞通常与肿

瘤免疫抑制功能相关[85-87]。与I型NKT细胞不同, II型
NKT细胞表达多种TCR, 由于这种多样性 , II型NKT
细胞的研究一直具有挑战性 , 因此对它们的了解要

少得多。多数CAR-NKT细胞的研究围绕 iNKT细胞

展开。

相对于传统T细胞作为CAR的效应细胞相比 , 
CAR-NKT细胞有 4个明显的优势。(1) 其关键优

势在于通过 TCR识别 CD1d分子上的糖脂而不限

于抗原蛋白 , 并以固有免疫的方式快速应答 [76], 有
了CD1d限制性 , 可以降低治疗时的脱靶效应 , 增
加NKT细胞在自体和异体环境中的适用性

[88]
。(2) 

NKT细胞可以合并TCR介导的刺激和炎性细胞因

子的信号 , 这些细胞因子可以反过来作用于TME
中存在的不同免疫细胞 , 例如极化巨噬细胞 , 从而

克服免疫抑制。(3) 因独特的细胞因子特征 , 以及

除CAR受体以外的广谱识别抗原受体 , CAR-NKT
细胞大大改善了治疗安全性 , 不会诱发 GvHD和

CRS[89-90]。(4) CAR-NKT细胞可以通过糖脂 (如
α-GalCer)进行刺激 , 浸润实体瘤 , 这与CAR-T细胞

不同 , CAR-T细胞经常表现出向肿瘤部位的运输受

损[90]。尽管CAR-NKT细胞疗法的优势明显, 但挑战

依然存在 , 外周血中NKT细胞数不到T细胞数量的

1%, 以及NKT细胞治疗肿瘤产生效应的多种方式似

乎都是间接的 , 还需要为此设计能帮助NKT细胞对

抗肿瘤的额外工具 , 这些挑战使得CAR-NKT细胞

疗法的研究目前还处于早期阶段。

CAR-NKT细胞疗法在最近的几项研究中也显

示出比较乐观的结果。GD2是一种糖鞘脂, 在黑色

素瘤、神经母细胞瘤和一些其他实体瘤患者中高

度表达[91-93]。有研究结果显示, 靶向GD2和CD19的
CAR-NKT细胞在神经母细胞瘤和淋巴瘤临床前研

究中取得了不错的效果, 这些CAR-NKT细胞不仅对

肿瘤抗原有很高的选择性, 而且还能在TME内高效

增殖, 产生高水平的细胞因子。目前, 该研究已转

化为临床试验, 以评估GD2靶向的CAR-NKT细胞在

儿童神经母细胞瘤中的作用
[89]
。而后另一项研究

也表示, CD19靶向的CAR-NKT细胞比CD19靶向的

CAR-T细胞能更有效地杀伤表达CD1d的淋巴瘤细

胞, 意味着CAR-NKT细胞在治疗淋巴瘤和其他表达

CD1d的肿瘤方面具有独特的优势[94]。此外, 有研究
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者从外周血单个核细胞中分离出了NKT细胞, 并首

次利用mRNA电穿孔技术构建出了特异性靶向黑色

素瘤硫酸软骨素蛋白聚糖4抗原的CAR-NKT细胞, 
体外实验结果表明该CAR-NKT细胞能够特异性杀

伤人类黑色素瘤细胞, 且其肿瘤细胞杀伤程度与传

统CD8+ CAR-T细胞相似[95]。为了解CAR-NKT细胞

在荷瘤小鼠体内的持久性问题, 有研究对人类原代

NKT细胞进行了体外扩增和编辑, 此款CAR-NKT细
胞疗法被称为GD2.CAR.15, GD2.CAR.15带上了优

化的抗GD2特异性ScFv和CD28或4-1BB共刺激胞内

结构域, 且能稳定表达IL-15, 延长细胞寿命。结果

显示, GD2.CAR.15体内持久性和肿瘤定位能力均有

明显增强且无明显毒性。目前该研究针对人类成神

经细胞瘤的临床试验初步表明, CAR-NKT细胞可以

在体内扩增并定位于肿瘤, 在三位患者中的一位身

上诱导了骨转移病变消退的客观反应, 且未产生剂

量限制性毒性[90]。

5   CAR-MP疗法的研究进展
MP细胞在固有免疫系统中是高度可塑造的效

应细胞 , 能够吞噬降解胞内细菌、肿瘤细胞 , 分泌促

炎因子并向T细胞提呈抗原 , 可响应环境刺激并改变

表型[96]。CAR-MP相较于CAR-T疗法起步较晚, 其绝

大多数研究还处于临床前阶段。CAR-T疗法研究主

要围绕癌症免疫周期 [97]的前三个步骤 , 即癌抗原识

别、癌抗原结合、 效应细胞启动和激活, 仍受制于抗

癌免疫周期的后四个步骤 , 即效应细胞运输、浸润

进入肿瘤、识别、杀死癌细胞。对于后四个步骤中

免疫细胞运输和浸润到TME, 与T细胞浸润能力不足

相比 , MP细胞有其独特的优势 , 可以大量存在于许

多实体肿瘤中。新鲜冷冻的肿瘤切片显示 , 巨噬细

胞在许多癌症类型中占肿瘤浸润细胞的大部分 , 在
黑色素瘤、肾细胞癌和结直肠癌中所占比例高达

50%。TME中MP细胞的浸润得益于肿瘤部位分泌

的许多细胞因子 , 如趋化因子配体2、人趋化因子配

体12、集落刺激因子1和血管内皮生长因子 , 缺氧环

境诱导肿瘤细胞和基质产生细胞因子募集MP细胞 , 
MP细胞一旦被招募到缺氧的TME中 , 这些可溶性因

子的受体就会被下调 , 从而使巨噬细胞锁定在TME。
此外 , 巨噬细胞可以直接感知缺氧条件(如低 pH值

环境 )及缺氧条件下的代谢物(如脂肪酸 ), 并迁移到

TME中。它们在肿瘤中积累并穿透肿瘤周围致密的

间质组织 , 同时具备直接杀伤肿瘤的能力和通过抗

原呈递增强内源性免疫的能力。通常将MP细胞简

单划分为两类 : 经典激活的促炎M1 MP细胞和交替

激活的抗炎M2 MP细胞[98]。M1 MP细胞通过分泌细

胞因子和趋化因子产生促炎反应 , 对细菌和病毒的

反应至关重要 [99]。肿瘤相关M2 MP细胞 , 被广泛认

为是TME的中枢免疫抑制细胞群之一[100], M2巨噬细

胞比M1巨噬细胞具有更高的吞噬能力 [101]。这些特

点成为CAR-MP细胞攻克实体瘤的必要条件。

CAR-MP细胞疗法与CAR-T细胞疗法相比有3
个显著优势: 第一, 对于T细胞很难进入的实体肿瘤

基质形成的物理屏障, MP细胞可以更容易的突破

进入TME, 进而免疫抑制TME; 第二, MP细胞具有

促进抗原提呈和增强T细胞杀伤能力的作用; 第三, 
CAR-MP细胞的非肿瘤靶向毒性较小。但从目前的

报道来看, 研究者仍然面对诸多难题。首先, MP细
胞对常用的病毒载体具有天然抗性, 使寻找高效的

工程化改造工具成为挑战; 其次, MP细胞无法在体

外扩增, 有限的细胞数量可能会影响病人的治疗效

果; 再次, 输入的MP细胞在体内迁移的特点同样会

严重影响治疗效果, 有研究发现, MP细胞输入体内

先经过肺脏后大部分滞留在肝脏[102]。

有中国学者构建了一组CAR-147 MP细胞 , 其
CAR区主要包括两个结构域 : 胞外结构域主要为一

个可以识别乳腺癌标志物HER2的ScFv, 胞内结构域

是可以激活MP细胞表达基质金属蛋白酶的CD147
分子。将CAR-147 MP细胞应用于 4T1小鼠乳腺肿

瘤模型后 , 结果显示该CAR-MP细胞促进了T细胞浸

润并抑制了肿瘤生长 [103]。来自宾夕法尼亚大学的

研究团队构建的HER2靶向的CAR-MP细胞 , 在表达

HER2的卵巢癌的小鼠模型中 , 可以降低肿瘤负荷并

延长小鼠生存期[102]。此项试验利用一种名为Ad5f35
的腺病毒系统代替了通常用于CAR转导的慢病毒和

逆转录病毒载体系统 , 解决了人类原代MP细胞不易

被转染的问题。此外 , 该系统不但能够靶向HER2并
吞噬肿瘤细胞 , 诱导MP细胞形成促炎细胞因子的表

型 , 还能进一步诱导肿瘤组织内的炎症反应 , 对实体

瘤的抑制作用非常明显。来自中国的张进团队[104]的

第二代CAR-iMac有了新的进展, 他们对iPSCs进行基

因编辑使之表达CAR结构 , 再使 iPSC分化成为巨噬

细胞 (human iPSC derived macrophages, iMacs), 第一

代CAR-iMacs实现了对血液肿瘤细胞和卵巢癌细胞
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较理想的杀伤效果。第二代CAR-iMacs创新性地将

介导M1极化分子的信号转导结构域引入CAR结构

中并表达在 iPSCs中 , 通过细胞分化得到成熟的M1-
CAR-iMacs, 体外肿瘤杀伤和荷瘤小鼠模型均表明

M1-CAR-iMacs大大提升了自身的抗肿瘤效果并具

有抗原依赖的M1极化能力 , 也进一步提高了效应细

胞分泌的 IL-1B、IL-6、TNF-α等促炎因子的水平。

临床前研究表明 , CT-0508能够靶向HER2阳性肿瘤

细胞 , 有效进入实体瘤并在实体瘤中生存 , 诱导炎症

性肿瘤微环境, 募集T细胞, 诱导抗肿瘤T细胞免疫反

应, 并通过巨噬细胞的吞噬作用降低肿瘤负荷。FDA 
也授予了这款CAR-MP细胞疗法快速通道资格, 加速

其对实体瘤患者的疗效和安全性的临床试验。日前 , 
该团队还公布了CT-0508的I期临床试验结果, 结果显

示CT-0508疗法是安全可行的 , 未从试验中观察到严

重的CRS与器官毒性 , 也未观察到剂量限制性毒性。

试验结果还显示出与临床前试验相似的结果 , CT-
0508能够激活并改造TME, TME内T细胞明显增加 , 
同时伴随T细胞活化, 成功诱导抗肿瘤免疫反应。

科学家们仍在不断探索寻找新兴的免疫效应

细胞类型甚至亚细胞器(例如调节性T细胞、树突状

细胞、γδT细胞、细胞间转运囊泡)进行工程化改造, 
充分利用它们所具备的不同的生理、免疫功能, 使
之成为人类癌症的个性化免疫疗法。

6   结语
过去几年中, CAR相关的免疫疗法使癌症治疗

方式发生了革命性变化, 特别是获批的CAR-T细胞

药物已经为患者提供了新的治疗手段。但CAR-T细
胞疗法也面临着许多挑战, 例如CAR-T细胞会引发

GvHD、CRS毒副作用, TME的免疫抑制性和癌症

特异性抗原的缺乏导致CAR-T细胞疗法在实体瘤中

的研究略显滞后。不依赖T细胞的治疗方式, 包括

CAR-NK、CAR-NKT和CAR-MP细胞疗法, 因独特

的优势、更好的安全性, 它们展示出了巨大的抗肿

瘤潜力, 已被研究并转化为临床试验, 为癌症治疗提

供了更多的思路。
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