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[摘 要] 嵌合抗原受体T（chimeric antigen receptor T, CAR-T）细胞是通过基因工程技术将T细胞改造成针对肿瘤特异性抗原

的新型杀伤细胞，具有特异性强、效率高、非MHC限制等优点，在复发/难治性血液系统肿瘤和部分实体瘤中取得良好的治疗效

果。但目前CAR-T细胞治疗仍面临着缺乏“现货供应”的通用型CAR-T细胞、抑制性免疫微环境和T细胞耗竭等问题。近年来，

锌指核酸酶(zinc finger nucleases, ZFNs)、转录激活子样效应因子核酸酶(transcription activator like effector nucleases,TALENs)、规

律性重复短回文序列簇[clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated(Cas9)，CRISPR/Cas9]等新型基

因编辑技术被广泛应用于细胞免疫治疗，为解决上述问题带来了希望。本文综述了目前CAR-T细胞治疗的研究进展及存在问

题，并探讨了3种主要的基因编辑技术改良CAR-T细胞治疗的策略，为CAR-T细胞的基础研究和临床治疗提供参考。
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肿瘤的诊断、治疗和监测方法至今有限，对人类

健康构成了持续威胁，导致了对其他可选择性的高

效疗法的迫切需求。近年来，肿瘤的免疫疗法，包括

抗PD-1治疗和T细胞过继免疫治疗，均表现出巨大

的研究潜力和临床价值，成为继外科手术、放疗、化

疗后第 4种具有显著优势及临床疗效的抗肿瘤治疗

方法[1-4]。在一系列体内和体外的研究中，T细胞的抗

肿瘤作用被逐渐揭示。异基因造血干细胞移植和供

体白细胞输注是临床上应用最早、目前使用最广泛

的T细胞过继免疫治疗，但是这两种方法容易引起移

植物抗宿主病（graft-versus-host disease，GVHD），是

导致患者死亡的主要原因之一[5-6]。因此，需要一种

能特异性靶向肿瘤细胞的T细胞来平衡细胞免疫治

疗的靶向活性和脱靶毒性。基因工程技术的广泛应

用允许将外来基因转入到T细胞，构建一种特异性靶

向肿瘤相关抗原的T细胞。目前，最受研究者关注的

基因工程T细胞疗法是转基因T细胞受体（transgen-

ic T cell receptor，tTCR）治疗和嵌合抗原受体（chime-

ric antigen receptor，CAR）治疗[7]。特异性靶向B细胞

表面抗原CD19的CAR-T细胞在治疗难治性B细胞

急性淋巴白血病（B - ALL）上取得显著疗效（CR>

90%）[8]。2017年 8月 30日，第一个CAR-T产品 tisa-

genlecleucel获FDA批准上市，用于治疗儿童和青年

人难治/复发性B-ALL，这成为细胞免疫治疗的里程

碑，显示出CAR-T细胞治疗的巨大前景[9]。但目前

CAR-T细胞大多来源于自体外周血细胞分离纯化的

T细胞，存在制备风险、时间延误、T细胞质量不佳等

限制，另外抑制性免疫微环境导致T细胞耗竭也影响

CAR-T细胞体内疗效。

最近，锌指核酸酶(zinc finger nucleases, ZFNs)、

转录激活子样效应因子核酸酶(transcription activator

like effector nucleases,TALENs)、规律性重复短回文

序 列 簇 [clustered regularly interspaced short palin-

dromic repeats / CRISPR-associated(Cas9)，CRISPR /

Cas9]等新型基因编辑技术被广泛应用于细胞免疫治

疗，并取得快速进展，为解决上述问题带来了希望。

因此，本文主要介绍CAR-T细胞治疗原理、研究进展

及存在的问题，并探讨了3种主要的基因编辑技术及

其对CAR-T细胞治疗的改进策略。

1 CAR-T细胞治疗

1.1 治疗机制

CAR 是基于 T 细胞激活的信号转导通路设计

的。TCR结合MHC-抗原复合物后被磷酸化，进而促

使 T 细胞表面的共刺激因子(CD28、CD27、CD134、
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CD137 或 ICOS)与抗原提呈细胞表面的相应受体

(CD80、CD86、CD137或 ICOSL)结合，导致T细胞活

化，分泌穿孔素、颗粒酶和细胞因子，导致靶细胞溶

解或凋亡[10]。CAR一般包含3个部分：胞外单链可变

区（single chain variable fragment，scFv）、穿膜区及胞

内信号转导区。scFv能够以非MHC限制性途径直

接识别肿瘤相关抗原，并通过胞内信号域传导信号

活化效应T细胞。胞内信号域通常包括来自T细胞

受体信号CD3ζ链和免疫共刺激因子，如CD28和 4-

1BB(CD137)[11]。CAR-T细胞是指通过基因工程技术

将CAR基因通过电穿孔、逆转录病毒或慢病毒载体、

转座子或转座酶系统转染到T细胞，使T细胞成为具

有识别特异性肿瘤相关抗原（tumor associated anti-

gen,TAA）的杀伤细胞。CAR-T细胞通过非MHC限

制方式与TAA特异性结合发生反应，避免了肿瘤因

MHC 分子提呈缺陷而导致的免疫逃逸[12]。同时，

CAR-T细胞基于 scFv可以识别多种肿瘤相关抗原和

半抗原，包括大部分蛋白类、糖类如Lewis-Y[13]、糖脂

如GD2[14]等。

根据胞内信号转导区的不同，目前CAR-T细胞

可以分为 4代。第一代CAR-T胞内区只包含CD3ζ

链，体内扩增能力有限、存留时间短以及抗肿瘤活性

不强。第二代CAR-T胞内区增加了一个免疫共刺激

因子，增强了T 细胞体内杀伤活性、扩增能力和存留

时间，是目前临床上主要应用的类型。第三代CAR-

T胞内区包含2~3个不同的共刺激因子，进一步增强

T细胞的活性及功能，但其安全性和有效性是否优于

第二代CAR-T细胞尚无定论。第四代CAR-T是在

第二代胞内区增加了 IL-2结构域，又称为TRUCK(T-

cell redirected for universal cytokine killing)，可以在强

化T细胞激活信号的同时，招募和活化更多的原始免

疫细胞清除抗原阴性的肿瘤细胞，可用来治疗病毒

感染、代谢性疾病和自身免疫病[15]。随着对CAR结

构的认识和研究手段的进步，CAR结构将进入快速

更新的时代。

1.2 临床应用

CAR-T 细胞治疗首次应用始于 1993 年，ESH-

HAR等[16]率先设计含特定抗体的 scFv和 ζ链的嵌合

基因并将其导入T细胞，成功地应用于黑色素瘤，是

第一代CAR-T细胞的原型。虽然CAR-T细胞最早

应用于实体瘤，但缺乏特异性靶向实体瘤的 TAA。

研究[17]发现，CD19在所有B细胞中表达、在造血干细

胞及其他细胞中不表达，且患者可长期耐受B细胞发

育不全，CD19成为CAR-T细胞治疗Ｂ细胞系肿瘤的

一个理想靶点，目前抗CD19 CAR-T主要用于B细胞

白血病和淋巴瘤的治疗。随着靶向CD19 CAR-T细

胞在临床的成功应用，针对其他血液恶性肿瘤TAA

的 CAR - T 疗法也在相继进入临床试验，包括抗

CD20、抗 CD22 CAR-T 用于治疗靶向 CD19 CAR-T

抵抗的Ｂ细胞肿瘤[18-19]，抗CD123 CAR-T用于治疗急

性髓性白血病[20]，抗CD30 CAR-T用于治疗CD30+淋

巴瘤[21]，抗CD38、抗BCMA CAR-T用于治疗多发性

骨髓瘤[22-23]等。

然而，尽管CAR-T细胞治疗在血液系统肿瘤中

取得显著疗效，但在实体瘤方面的应用仍存在许多

挑战。首先，很难找到类似CD19的针对实体瘤的理

想靶点[24]；其次，由于细胞外基质的阻挡和缺乏化学

趋化因子的介导，CAR-T细胞靶向实体瘤细胞的效

率不高[25]；另外，抑制性肿瘤微环境使CAR-T细胞难

以激活[26]。目前，只有有限的关于实体肿瘤的CAR-

T临床试验[27-29]被报道，包括抗HER2 CAR-T用于治

疗进展期胆道癌和胰腺癌，抗GD2 CAR-T用于治疗

成神经细胞瘤，抗CEA CAR-T用于治疗转移性结肠

癌等。最近，一项关于抗 IL13Rα2CAR-T在高度侵袭

性的胶质母细胞瘤的治疗中表现出显著疗效和低度

毒性，表明CAR-T细胞疗法通过不断优化也能有效

地应用于实体瘤[30]。

1.3 存在问题

目前大部分CAR-T细胞临床试验利用来自患

者自体的T细胞。一方面，由于患者本身肿瘤负荷过

重、淋巴细胞质量不佳或数量过少导致T细胞采样不

理想，无法获得一定数量的CAR-T细胞[31]。另一方

面，T细胞体外扩增和质检需要数周到数月，可能会

错过某些高度恶性患者的最佳治疗时间窗[32]。同时，

患者外周血分离的T细胞可能包含癌细胞，存在制备

风险。最近来自宾夕法尼亚大学的研究团队[33]报道

了一例表达靶向CD19 CAR的超级癌细胞，这种癌细

胞表面的 CAR 封闭了自身表面的 CD19，导致了

CAR-T耐药和疾病复发。因此，能实现“现货供应”

的通用型CAR-T细胞（universal CAR-T cell，UCAR-

T）成为研究热点，即利用同种异体健康个体来源的T

细胞进行体外大规模扩增，制备成CAR-T细胞回输

给患者用于治疗。UCAR-T技术最大的挑战是必须

克服GVHD和供体对异基因T细胞的排斥反应，利

用新型基因编辑技术有望突破免疫屏障。

其次，CAR-T细胞在体内的活化和增殖能力直

接影响其临床疗效[34]。在抗肿瘤免疫中，体内会出现

一些“终止信号”来合理控制T细胞的反应，包括上调

抑制性信号分子，如PD-1、CTLA-4、LAG-3、CD160、

2B4、TIM-3，抑制T细胞增殖；下调刺激性信号分子，

如 IL-2、IFN-γ、TNF-α，抑制T细胞活化及进一步效应

功能。抗原持续慢性刺激导致T细胞这种进行性表
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型和功能改变，称为T细胞耗竭[35-36]。T细胞耗竭使

其不能有效地杀伤肿瘤细胞，导致治疗的失败。因

此，利用基因编辑技术阻断T细胞耗竭相关信号通路

将显著提高CAR-T细胞疗效。

CAR-T细胞治疗在实验研究和临床研究中均取

快速进展。然而，除了缺乏UCAR-T和T细胞耗竭

外，CAR-T细胞仍面临许多挑战，包括如何在保证靶

向活性时避免脱靶毒性，如何促使足量的T细胞浸润

和转移到实体肿瘤细胞，如何精确控制CAR-T细胞

激活、增殖和寿命，如何管理和处理副作用如细胞因

子释放综合征、神经毒性、巨噬细胞活化综合征等，

如何预防因病毒载体转染或基因编辑的插入突变或

恶性转化引起的基因毒性，如何制定标准化生产和

质控流程，如何确定最佳给药剂量和方式等[37]。基因

编辑技术将为新一代CAR-T细胞的制备和优化提供

方便高效的研究工具。

2 基因编辑技术简介

随着基因编辑技术在细胞生物学的广泛应用，

基因编辑技术在优化CAR-T细胞治疗方面也取得了

最新进展[38]。近几年发展起来ZFNs、TALENs、CRIS-

PR/Cas9等基因编辑技术对生命科学领域具有革命

性贡献。

2.1 ZFNs

每个ZFN单体是由位于C末端的非特异性切割

结构域 FokI 核酸内切酶、位于 N 端的特异性识别

DNA的锌指蛋白(zinc finger protein，ZFP)、以及连接

DNA 结合结构域和内切酶的一段小肽组成[39-40]。

ZFP通常由3~6个锌指组成，每个锌指识别基因组中

连续的3~4个碱基，多个锌指结构由连接序列串联就

能形成 1个高度特异性的DNA识别区域[41-42]。ZFN

技术需要 2个分子ZFN以相对方向分别特异性识别

并结合DNA的正反义链,当这两个识别位点相距 5~

6 bp时，2个FokI二聚化产生内切酶活性切割DNA，

导致DNA双链断裂(double strand break, DSB)，继而

通过非同源末端连接（nonhomologous end joining,

NHEJ）或同源重组（homologous recombination，HR）

完成修复[43-44]。虽然 FokI 自身二聚化也能产生对

DNA的切割作用，但切割效率极低，容易产生非特异

切割，所以在设计FZN时，还需要对FokI进行突变，2

个结合不同靶序列的突变FokI相距5~6 bp就可形成

异源二聚体而具有酶切功能，同时增加了 FZN识别

的特异性[45]。

ZFNs具有高效的靶向效率和高度的特异性，在一

系列模式生物中获得成功，编辑效率约为30%[46]。但是，

ZFNs技术还存在一些不足，如由于“上下文依赖（组成

人工核酸酶的各个锌指结构单元之间存在相互影响）”

造成对目标DNA无法识别和切割的脱靶效应，设计操

作较复杂等，仍需要进一步完善和优化[47]。

2.2 TALENs

转录激活因子效应物(transcription activator like

effector，TALE)是植物病原体黄色单胞杆菌分泌的天

然蛋白，它可以特异性识别DNA碱基对[48]。TALE由

N-端转座结构域、DNA结合相关的中央区域、以及C-

端转录激活结构域组成。中央DNA结合结构域包含

15.5~19.5个单元模块，每个模块单元有 34个氨基酸

残基，其中第 12和 13位氨基酸可变，被称作重复可

变的双氨基酸残基 (repeat variable di-residues，RVDs)

位点，RVD 可与 DNA 的 4 种碱基之一结合使 TALE

可以特异识别DNA[49]。研究者[50-51]利用这一特性，将

TALE 模块与FokI核酸内切酶相连，构建可以靶向任

意DNA位点的TALENs。

相比于ZFNs，TALENs特异性更高、脱靶概率降

低、编辑效率也有提高，然而，由于目标序列的每个

碱基都需要一个TALEN识别模块，组装过程繁琐[52]。

由于 FZN和TALEN识别的目标基因序列长度一般

只有十几个碱基，在整个基因组中不可避免存在相

似序列，所以，脱靶最大的危害在于对相似序列进行

编辑后产生的不可预测的后果，在医学治疗领域需

要尽可能避免。TALENs 相比于 ZFNs 脱靶效率更

低，更适合医学领域的应用，目前应用于CAR-T细胞

治疗领域的主要是 TALENs和脱靶率更低的CRIS-

PR/Cas9。

2.3 CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9是目前一种广受欢迎的新型基因

编辑技术，最初在化脓性链球菌中被发现，作为细菌

天然免疫系统抵御入侵的外源性DNA[53]。CRISPR

基因座包括前导序列、间隔序列和重复序列。前导

序列执行启动子的功能，间隔序列捕获外源DNA分

子的一小段并将其整合在两个重复序列之间,以便与

外源DNA配对；Cas9蛋白含有RuvC和HNH两个活

性位点，分别负责 crRNA非互补链和互补链的特定

位点切割[54]。转录后,每个CRISPR RNA（crRNA）与

其重复序列互补的 tracrRNA结合，并和Cas9核酸酶

形成一个复合物，Cas9核酸酶在 crRNA的指引下,识

别保守的间隔相邻基序（PAM）并靶向结合到与

crRNA互补的DNA序列，进而切割DNA。随后，研

究[53,55]人员将 tracrRNA和 crRNA融合构建成大约 20

bp 的短向导 RNA(short-guide RNA,sgRNA)，并将其

与核酸内切酶Cas9结合，即可实现高效特异地基因

编辑。

不同于ZFNs和TALENs复杂的蛋白质识别结构

·· 340



李成功, 等 . 基因编辑技术在CAR-T治疗中的研究进展

域，CRISPR/Cas9的识别组件是RNA序列，与DNA

结合更加直接，对目的DNA的编辑效率更高，在水稻

胚细胞中的编辑有效率达 50%以上[56]。同时，CRIS-

PR/Cas9系统实验操作简单易行、费用低廉，使其被

广泛应用于各个领域的基因敲除研究。虽然，研究

人员[57]发现在前导序列和目标DNA互补过程中，远

离PAM一端可以容忍一些碱基的错配导致脱靶效应

的产生，但脱靶发生概率极低。3种基因编辑技术的

比较详见表1。

表1 3种基因编辑技术比较

项 目

DNA结合部位

核酸内切酶

编辑有效率

脱靶效应

系统设计

费用

复杂编辑能力

缺点

限制

ZFN

ZFN蛋白

FokI

30%

较高

较复杂

高

低

需要成对ZFN蛋白；

不能靶向任意位点；

ZFN蛋白结构复杂，

只能识别3~6核苷酸序列

TALEN

TALEN蛋白

FokI

30%～50%

稍高

复杂

中

低

需要成对TALEN蛋白；

不能靶向任意位点；

TALEN蛋白较大、传送到细胞困难、耗时

结合效率取决于5`端RVD

CRISPR/Cas9

sgRNA
Cas9

>50%

较低

简单

低

高

gRNA的设计要求较高

PAM限制序列多样性

3 基因编辑技术改良CAR-T细胞的策略

利用基因编辑技术研发新一代CAR-T细胞，科

研工作者们付出了巨大的努力并取得了一定的成

就。基因编辑技术使“现货供应”通用型CAR-T成为

可能，实现了更加精细的免疫调控和更加强大的抗

瘤功能。

3.1 研发“现货供应”的UCAR-T细胞

UCAR-T细胞是指从同种异体无关的健康供体

身上提前采集T细胞，并在体外制备成CAR-T细胞

低温保存，可用于全世界一个或多个患者的治疗[32]。

UCAR-T无需交叉配型，无需时间等待，可大大提高

CAR-T 细胞治疗时效性和广泛性。然而，发展

UCAR-T必须克服GVHD和受体对异基因T细胞的

排 斥 反 应 。 TCR 包 括 α(TRAC)、β1(TRBC1)、β2

(TRBC2)链，异基因T细胞的TCR可以识别受体的同

种抗原，导致GVHD；HLA主要是HLA-I类分子（包

括3条α链和1个β2微球蛋白），在同种异体T细胞表

面的表达可能导致宿主免疫系统对同种异体T细胞

的快速排斥。因此，利用基因编辑技术靶向敲除

TCR、HLA及相关分子，可有效解决排异问题。

2012年，来自Anderson癌症中心的研究团队[58]利

用ZFN技术特异性敲除TCR的α和β链，构建了TCR-

抗CD19 UCAR-T的最初模型，在B细胞肿瘤治疗中表

现出安全性和有效性。随后，该团队[59]再次利用ZFN技

术靶向敲除了异基因T细胞的HLA-I，成功构建了HLA-

的抗CD19 CAR-T细胞，未观察到免疫排斥反应。一项

研究利用CRISPR/Cas9技术将抗CD19 CAR基因与编

码TCR-α的DNA序列融合来制备UCAR-T细胞，不仅

避免GVHD，同时也避免了对内源功能基因的干扰，实

现了对CAR功能的生理性TCR样调控，相比传统CAR-

T治疗取得了更好的抗肿瘤活性[13]。2017年来自宾夕

法尼亚大学的研究者[38]利用多sgDNA单次CRISPR/Cas9

技术同时敲除了TCR和HLA-I，未观察到GVHD，该试

验同时还成功构建了TCR-HLA-I-Fas-的三敲除和TCR-

HLA-I-PD-1-CTLA-4-的四敲除UCAR-T模型。同年，

另一项来自宾夕法尼亚大学的研究团队[60]利用CRISPR/

Cas9技术同时敲除TCR、β2微球蛋白、PD-1构建UCAR-

T，在避免免疫排斥的同时也解除了PD-1的免疫抑制。

随后，来自中国的研究团队[61]利用CRISPR/Cas9技术构

建了β2微球蛋白、TCR-α双敲除和β2微球蛋白、TCR-

α、PD-1三敲除的UCAR-T细胞，2组细胞在小鼠实验中

均发挥了抗肿瘤活性，未发生GVHD。

临床上报道[62]的第一例UCAR-T细胞的应用是

在2015年，1例1岁ALL患儿由于接受化疗后无法获

得足够自体T细胞来完成CAR-T治疗，接受了伦敦

大学利用TALEN技术敲除TCRα的抗CD19UCAR-T

细胞治疗，获得了分子学CR，未出现GVHD反应，这

标志着CAR-T细胞疗法从实验研究层面到临床应用

级别的过渡。2017年，该团队[63]再次利用TALEN技

术破坏TCRα和CD25构建抗CD19 UCAR-T细胞,单

次输注给2例患有难治复发性CD19+ B-ALL的婴儿，

这2例婴儿在4周内均取得分子学CR，随后成功接受

了异基因造血干细胞移植，未出现GVHD，治疗后12
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个月内患者仍处于分子学缓解。UCAR-T细胞治疗

能为异基因造血干细胞移植提供桥接作用，显示出

基因编辑技术的巨大应用潜力，目前已有6项临床试

验正在进行评估UCAR-T的疗效和安全性。见表2。

表2 目前开展的UCAR-T细胞治疗的临床试验

NCT编号

02808442

03166878

02735083

02746952

03203369

03190278

干 预

UCART19

UCART19

UCART19

UCART19

UCART123

UCART123

疾 病

r/r B-ALL

B细胞肿瘤

进展髓系肿瘤

B-ALL

BPDCN

AML

研究单位

洛杉矶儿童医院（美国加利福尼亚）

伊丽莎白儿童医院（比利时根特）

罗伯特·德布雷医院（法国巴黎）

大奥蒙德医院（英国伦敦）

中国人民解放军总医院（中国北京）

洛杉矶儿童医院（美国加利福尼亚）

马萨诸塞综合医院（美国马萨诸塞州）

宾夕法尼亚大学医院（美国宾夕法尼亚）

MD安德森癌症中心（美国休斯敦）

伊丽莎白儿童医院（比利时根特）

Saint Antoine医院（法国巴黎）

罗伯特·德布雷医院（法国巴黎）

圣路易斯医院（法国巴黎）

大奥蒙德医院（英国伦敦）

国王学院医院NHS基金会（英国伦敦）

克里斯蒂国民保健基金会（英国曼彻斯特）

马萨诸塞综合医院（美国波士顿）

宾夕法尼亚大学附属医院（美国宾夕法尼亚）

MD安德森癌症中心（美国休斯敦）

Saint Antoine医院（法国巴黎）

圣路易斯医院（法国巴黎）

国王学院医院NHS基金会（英国伦敦）

克里斯蒂国民保健基金会（英国曼彻斯特）

MD安德森癌症中心（美国休斯敦）

威尔康奈尔医学院（美国纽约）

MD安德森癌症中心（美国休斯敦）

r/r：难治/复发性；BPDCN：囊状浆细胞样树突状细胞肿瘤；AML：急性髓系白血病

3.2 通过抵制T细胞耗竭增强疗效

研究[64]显示，增强T细胞的增殖能力和存活时间、

抵制T细胞耗竭将显著改善CAR-T细胞治疗的效果。

多项研究[65-66]表明T细胞表面PD-1、CTLA-4、TIM-3、

LAG-3等信号分子的表达，可抑制Ｔ细胞增殖和细胞

因子产生，导致肿瘤细胞的免疫逃逸，利用基因编辑技

术阻断这些抑制性信号分子将解除T细胞本身介导的

免疫抑制，增强CAR-T细胞疗效。PD-1和PD-1配体（PD-

L1和PD-L2）是T细胞介导的免疫抑制反应中的重要信

号分子，体内和体外试验均表明抑制PD-1/PD-L1可以

标准化CD4∶CD8比值，重建CD8+T细胞毒性和免疫突

触[3]。SU等[67]利用CRISPR/Cas9技术靶向敲除患者自

体T细胞的PD-1基因，体外培养发现T细胞释放 IFN-

γ增多，杀伤能力增强。REN等[38]利用CRISPR/Cas9技

术将分别靶向TCR、HLA、PD-1的 sgRNA慢病毒载体

通过单次电穿孔转染到抗CD19 UCAR-T细胞，在B-ALL

动物移植模型中，TCR-HLA-I-PD-1-抗CD19 UCAR-T细

胞相比于传统UCAR-T细胞表现出更显著的抗白血病

作用。

2016年，来自宾夕法尼亚大学的CYRANOSKI

教授等[68]首次获得FDA批准进行关于利用CRISPR/

Cas9 技术编辑 T 细胞的临床试验。该实验利用

CRISPR/Cas9技术敲除自体T细胞的PD-1和TCR基

因，再利用慢病毒载体将靶向NY-ESO-1的 TCR基因

导入TCR-PD-1-T细胞用来治疗肺癌，这项研究在保

证保证了高效的靶向活性的同时，避免了免疫排斥，

提高了T细胞杀伤活性。阻断PD-1可以再激活耗竭

的 T 细胞，CHONG 等[69]利用敲除 PD-1 的抗 CD19

UCAR-T细胞治疗改善了一位患有难治性DLBCL患

者的病情。类似的利用CRISPR/Cas9技术敲除T细
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胞PD-1基因用于治疗恶性肿瘤的临床试验，如食管

癌（NCT03081715）、前列腺癌(NCT02867345)、膀胱

癌(NCT02863913)、肾细胞癌(NCT02867332)、转移性

非小细胞肺癌（NCT0279385）等相继开展，试验结果

尚未公布但令人期待。利用基因编辑技术靶向敲除

自体或通用型CAR-T细胞免疫检查点相关基因，抵

制T细胞耗竭，在细胞、动物和临床实验中都表现出

增强的抗肿瘤活性和疗效。

3.3 其他应用

除了利用基因编辑技术直接敲除T细胞TCR、

HLA等避免免疫排斥，敲除 PD-1、CTLA-4等抵抗T

细胞耗竭外，还可以利用基因编辑技术敲除治疗细

胞上CAR的靶抗原，补充靶抗原表达阴性的正常细

胞，清除靶抗原表达阳性的异常细胞，纠正细胞分化

紊乱和机体免疫缺陷。正常B细胞缺乏可以由静脉

输注免疫球蛋白替代治疗，但由于正常髓系细胞缺

乏导致的免疫缺陷不能由药物补充来纠正，髓系定

向免疫疗法由于缺乏靶向恶性髓系克隆的特异性靶

点而发展受限[8]。KIM 等[70]利用 CRISPR/Cas9 技术

靶向敲除造血干细胞（hematopoietic stem cell，HSC）

表面的CD33，保留了HSC正常的髓系发育和成熟髓

系细胞的正常功能。将CD33— HSC输注到患者体内

一段时间后，将抗CD33 CAR-T细胞输注给患者，抗

CD33 CAR-T细胞对CD33+髓系细胞产生杀伤作用，

对CD33-髓系细胞无影响，这项研究为髓系定向免疫

疗法提供了新思路。来自贝勒实验室的研究者[71]利

用CRISPR/Cas9技术敲除正常T细胞的CD7，然后用

CD7- T细胞构建靶向CD7的CAR-T细胞，在体外实

验中表现出良好疗效。化学趋化因子受体CCR5，作

为 HIV 入侵 T 细胞的共受体表达于 CD4+ T 细胞表

面，一项临床试验 (NCT03164135) [72]利用 CRISPR/

Cas9 技术敲除 CD34+ HSC 表面的 CCR5，将 CCR5-

CD34+ HSC输注给患有恶性血液肿瘤的HIV患者，重

建了患者HIV抵抗的T细胞系。

4 结 语

继 tisagenlecleucel（CTL019）之后，axicabtagene

ciloleucel（KTE-C19）成为第 2个获得 FDA批准上市

的 CAR-T 产品，用于治疗成人的难治性或复发性

DLBCL[73]。随着研究的进展，越来越多的CAR-T产

品将进入临床，因此，发展新一代更加方便易得、疗

效更强、特异性更好的CAR-T细胞吸引了越来越多

科研工作者的研究兴趣。新型基因编辑技术如ZF-

Ns、TALENs、CRISPR/Cas9 因其能实现简单高效地

基因敲除，被广泛用于制备UCAR-T、抵制T细胞耗

竭、降低 CAR-T 细胞脱靶毒性等，打开了新一代

CAR-T细胞研究的新纪元。利用基因编辑技术改进

CAR-T细胞，临床前研究数据和结果让人充满期待，

许多相关的临床试验正在进行中，结果将在未来几

年陆续公布。基因编辑技术的应用将使更多患者获

得 CAR-T 细胞治疗的机会，使人类向实现安全、高

效、特异、低成本治愈肿瘤的最终目标更进一步。
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