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[摘 要] 过继细胞疗法（ACT）的飞速发展使其成为肿瘤治疗手段中的一项新热点，其中嵌合抗原受体修饰的T细胞（CAR-T

细胞）在治疗恶性血液肿瘤中取得的成果更是令人振奋，同时也为实体瘤的治疗提供了新策略。但是，目前CAR-T细胞免疫疗法

在肿瘤治疗过程中的局限性也日渐显露。本文旨在针对CAR-T细胞在肿瘤治疗中的研究进展及治疗中的挑战予以简要探讨。
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目前，过继细胞疗法（adoptive cell therapy，ACT）

主要有三种，即肿瘤浸润淋巴细胞（TIL）、T细胞受体

（TCR）和嵌合抗原受体（CAR）基因修饰T细胞。TIL

是通过手术切除肿块，从分离的肿瘤活检样本中对

TIL进行收集并扩增，最后回输到患者体内[1]。TCR-

T细胞免疫疗法是通过采集外周血中T细胞，在体外

进行基因修饰，使其表达特定靶向肿瘤抗原的TCR，

增强T细胞对特定癌症细胞抗原的识别能力和进攻

能力，这种途径具有MHC限制性。研究[2]发现，许多

癌症可通过下调MHC或使MHC不表达而逃避T细

胞介导的免疫应答。嵌合抗原受体（CAR）工程化T

细胞的出现克服了MHC限制性作用，因为其直接与

肿瘤抗原结合，不受MHC限制性作用影响，同时也

能像TCR工程化T细胞一样更有效地识别并进攻肿

瘤细胞[3]。因此，相比之下，CAR-T细胞免疫疗法在

治疗恶性肿瘤方面有更广阔的前景。本文以CAR-T

细胞免疫疗法在当下的进展为基础，分析其潜在问

题并探讨最新的方法来解决这些问题。

1 CAR-T细胞的发展

CAR-T细胞是通过采集患者或者供者外周血中

T细胞，通过基因修饰改造将CAR基因导入T细胞，

使其表达特定受体以结合特定肿瘤相关抗原，在体

外进行大量扩增后回输给患者，这些CAR-T细胞在

体内与肿瘤相关抗原特异性结合后，将信号传到细

胞内，使T细胞增殖活化，同时释放细胞因子，从而发

挥其靶向抗肿瘤作用[4]。

CAR通常由抗原识别区，即鼠或人源化单链可

变片段（single chain variable fragment scFv）、铰链或

间隔结构域、穿膜及胞内结构域四个部分组成，胞内

结构域包括一个或多个共刺激分子（通常为CD28或

4-1BB）和主要信号结构域（通常为CD3-ζ链）。根据

胞内结构域的组成，可将CAR-T细胞分四代：第一代

仅有主要信号结构域，即CD3-ζ链；第二代在胞内结

构域中增加了一个共刺激分子，如CD28；第三代在

胞内结构域中增加两个或多个共刺激分子，如CD28

和 4-1BB、CD28 和 OX40；第四代又称 TRUCK T 细

胞，其在原有基础上，另外用组成型或诱导型表达盒

修饰转基因蛋白，如某种细胞因子，这种CAR-T细胞

可以在激活时分泌细胞因子，同时能够号召其他先

天免疫细胞（巨噬细胞或树突状细胞）攻击肿瘤细胞

并调节肿瘤微环境[4-5]。

2 CAR-T细胞在肿瘤治疗中的应用

2.1 血液恶性肿瘤

CAR-T细胞治疗进入公众的眼球是在 2013年，

美国费城儿童医院[6]报道，化疗难治性急性淋巴细胞

白血病（acute lymphoblastic leukemia，ALL）患儿经过

CAR-T治疗后成功获得了完全持久缓解状态，在该

临床试验中的两名儿童都是对化疗药复发难治的B

细胞ALL，经过CAR-T治疗后，两名患儿都有缓解，
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其中一例完全持久缓解，但另一例却出现了CD19逃

逸变异。尽管如此，这项临床试验中成功的这一病

例仍然极大的鼓舞了人们对CAR-T细胞疗法的探

索。2014年该团队[7]再次报道招募的30例ALL患者

中，用 CD19-CAR-T 细胞治疗后有 27 例完全缓解

（complete remission，CR），即CR为 90%；6个月无事

件生存率67%；总生存率78%。

CAR-T细胞在治疗慢性淋巴细胞白血病（chron-

ic lymphocytic leukemia，CLL）、弥漫性大B细胞淋巴

瘤（diffuse Large B Cell Lymphoma，DLBCL）和多发

性骨髓瘤（multiple myeloma，MM）等血液恶性肿瘤

方面也取得了卓越的成绩[8-11]。通过 CD123-CAR-T

细胞治疗急性髓细胞性白血病（acute myeloid leuke-

mia，AML）的研究也证实了 CD123 可能成为治疗

AML的新靶点[12]，BUDDE等[13]在2017年美国血液病

学年会（American Society of Hematology，ASH）上公

布的用CD123-CAR-T细胞治疗AML在临床试验中

的成功更是振奋人心。同年，美国食品和药物管理

局（FDA）首次批准了两种靶向 CD19-CAR-T 细胞：

Tisagenlecleucel和Axicabtagene ciloleucel，它们可以

用于治疗 B - ALL 和成人大 B 细胞淋巴瘤[14]。

MAUDE 等[15]对 Tisagenlecleucel 治疗儿童和青年复

发难治B-ALL进行了Ⅱ期临床试验，该研究纳入了

92名患者，75名患者成功输注，3个月内总缓解率为

81%，且微小残留病灶阴性，同时无事件生存率为

73%，总生存率 90%。SCHUSTER等[16]又用Tisagen-

lecleucel对复发难治的弥漫大B细胞淋巴瘤展开了

一项单中心Ⅱa期临床试验，该试验招募了 238位患

者，其中纳入此项试验的有 165人，最后接受输注的

有 111 人，其中 95 人接受美国制造的 Tisagenlecleu-

cel，其中2人因为输注时间原因被剔除，可观察的93

人中最佳客观反应率（objective response rate，ORR）

为 52%，即 40% 的完全反应率和 12% 部分反应率。

患者无疾病进展生存 12个月为 83%。在 165位入组

患者中总体反应率为34%，中位总生存期为8.3个月，

第 12个月生存率估计为 40％。随后在 2018年ASH

上公布的数据[17]显示，所有反应者在 12个月和 18个

月的无复发生存率均为64%。

2.2 实体肿瘤

基于CAR-T细胞免疫疗法在治疗血液恶性肿瘤

方面取得的重大突破，其在治疗实体肿瘤中也初露

锋芒，CHRYSTAL等[18]用GD2-CAR-T细胞疗法治疗

成神经细胞瘤，该试验招募了19例患者，其中8例无

活动性疾病，11例有活动性疾病，经过GD2-CAR-T

细胞治疗后总生存期（overall survival，OS）中位数为

931天，且无活动性疾病的OS比有活动性疾病的长；

3例患者获得CR，1例为部分缓解（partial remission，

PR），同时也说明了可能CAR-T细胞长期低水平存在

与临床治疗效果正相关。用CAR-T细胞治疗肝细胞

癌的研究也层出不穷，复旦大学医学院GAO等[19]用

小鼠体内实验证实了用第三代GPC3靶向CAR-T细

胞治疗肝细胞癌可以杀死GPC3阳性的肝细胞癌细

胞，这为后期肝细胞癌的临床实验提供了一定基础。

用CD-133靶向CAR-T细胞治疗多种晚期转移性恶

性肿瘤的Ⅰ期临床试验（NCT02395250）[20]显示出用

CAR T 细胞治疗 CD133 阳性恶性肿瘤患者的可行

性、可控毒性和有效活性。该试验招募了23名患者，

其中 14例为肝细胞癌、7例为胰腺癌、2例为结直肠

癌，经过CD-133-CART治疗后，23名患者中 3例为

PR，14例病情稳定（stable disease，SD），3个月的疾病

控制率为 65.2%，无进展生存中位数为 5 个月。

WATANABE等[21]证明靶向间皮素CAR-T细胞（me-

sothelinredirected chimeric antigen receptor T cell ，me-

so-CAR T cell）联合释放TNF-α和 IL-2的溶瘤腺病毒

（oncolytic adenoviruses-TNF-α-IL-2，OAd-TNF-α-IL-

2）可以增强 meso-CAR T 对胰腺导管腺癌的治疗。

OAd-TNFα-IL-2可以增强meso-CAR-T对Capan-2肿

瘤细胞株的裂解，同时可以激活T细胞并诱导T细胞

增殖，使肿瘤侵润淋巴细胞增多，宿主体内T细胞及

CAR-T细胞在肿瘤周围聚集，Ad-mTNFa-mIL2可以

改变肿瘤微环境中的免疫抑制状态和宿主的免疫状

态，诱导巨噬细胞M1极化和树突状细胞成熟，联合

应用meso-CAR-T可以增强其在胰腺导管腺癌中的

治疗作用。同时CAR-T细胞在治疗非小细胞肺癌、

肾细胞癌、HER2阳性肉瘤、卵巢癌[22]及结直肠癌[23]等

实体瘤方面都有一定效果，尽管没有像血液系统一

样疗效显著，但仍然给临床在治疗恶性实体瘤时提

供了新方向[14]。

3 问题和对策

随着CAR-T细胞在治疗恶性肿瘤中越来越多的

应用与研究，副作用也随之暴露出来。对当前CAR-

T细胞在肿瘤治疗中的挑战及最新的应对策略探讨

如下。

3.1 脱靶效应与肿瘤相关抗原（tumor-associated an-

tigen，TAA）的选择

CAR-T细胞输注进体内后不仅可以杀死表达特

定靶向抗原的肿瘤细胞，也能够杀死表达靶向抗原

的正常细胞。在探索CAR-T细胞治疗恶性肿瘤初

期，最令人印象深刻的一例脱靶效应是 2010 年

MORGAN 等[24] 报道的用 CAR - T 细胞治疗一名

ERBB2高表达的结肠癌患者的病例，该患者在输注
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CAR-T细胞 15 min后出现呼吸窘迫，胸片显示广泛

肺浸润，最终在 5 d后死亡，其死亡的原因可能是肺

部低水平的ERBB2表达，使CAR-T细胞聚集在肺部

引起了严重的细胞因子风暴。因此，选择合适的靶

向抗原是构建CAR-T细胞的首要步骤。基于对新的

安全靶点的不断探索，JOHN等[25]发现了以白细胞免

疫球蛋白样受体-B4（leukocyte immunoglobulin-like

receptor-B4，LILRB4）为新靶点去治疗AML，这种an-

ti-LILRB4 CAR-T细胞可以特异性靶向AML细胞，

且对正常造血祖细胞无毒性，相比以CD33、CD123、

CD44、CD147为靶点治疗AML而言，这种新靶点可

以在治疗AML的同时较大限度地降低脱靶毒性风

险。正常细胞和肿瘤细胞中都广泛表达EGFR，EG-

FR的失调与上皮肿瘤有关，如胰腺癌、肺癌、头颈部

鳞状细胞癌、结直肠癌和乳腺癌。有研究[26]显示EG-

FRvIII-CAR-T细胞可以杀死 EGFRvIII阳性的胶质

瘤细胞，但是由于实体肿瘤中的许多肿瘤细胞表面

抗原的异质性，使抗原的表达是可变的，因此想让

EGFRvIII-CAR-T细胞实现持续的抗肿瘤作用也是

有限的，这也是实体肿瘤中选择合适的TAA的一大

难题。鉴于肿瘤细胞表面抗原的异质性使靶抗原是

多变的，理想的CAR-T细胞识别的靶抗原应该在患

者的癌细胞表面过度表达，在正常组织中表达为零

或极低。为了避免对正常组织造成损伤，新的技术

要更快发展，如单细胞RNA测序，这种方法可以为

TAA选择时提供更准确的抗原表达谱，能够更好地

预测新型CAR T细胞的功效和毒性[27]。

3.2 细胞因子释放综合征（cytokine release syn-

drome，CRS）及神经毒性

CRS是CAR-T细胞输注进体内后与带有肿瘤抗

原的细胞接触后大量增殖，对肿瘤细胞大量杀伤，并

产生一系列细胞因子后释放，对患者身体造成系列

性相关损害的综合征。它是一种炎症反应综合征，

以高烧、肌痛和不适为特征，在严重的情况下，会有

血管渗漏伴有低血压、缺氧、凝血功能障碍，多器官

毒性甚至死亡。神经毒性又称为CAR相关的脑病综

合征（CAR-related encephalopathy syndrome, CRES），

是CAR-T细胞输注后，在数日内出现神经毒性，表现

为长期头痛、意识减退和谵妄，更严重的甚至出现脑

出血、癫痫发作和死亡等症状的一种综合征[28-29]。传

统上，当患者发生CRS时，一般用托珠单抗阻断白介

素 6受体（IL-6R）和糖皮质激素治疗，但长期系统性

使用糖皮质激素会削弱CAR-T细胞的持久性。虽然

托珠单抗可以治疗CRS，但对CRES无太大作用，其

可能的原因是它不能通过血脑屏障。用阿那白滞素

（anakinra）阻断白介素 1受体（IL-1R）不仅可以治疗

CRS还可以抵消神经毒性，同时不管是阻断 IL-6R还

是 IL-1R都对CAR-T细胞抗肿瘤作用没有影响[29-30]。

2018年ASH年会上新公布的非慢病毒载体的P-BC-

MA-101 CAR-T细胞治疗复发难治性MM与传统的

抗 BCMA-CAR-T 产品相比具有较好的优势，不仅

CRS显著减少，且无神经毒性，同时也会产生更多的

干细胞记忆 T 细胞（stem cell memory T phenotype ，

TSCM)）[31]。同时也有报道[32]提示，在CAR-T细胞中

引入自杀基因调控其凋亡，当发生CRS时可以通过

自杀基因终止CAR-T细胞激活后的增殖作用。

STERNER 等[33]通过在体外和体内实验中使用

GM-CSF抑制剂 lenzilumab，发现这种抑制剂没有影

响 CAR-T19 的功能。接着他们对接受异种移植的

患者使用 lenzilumab，发现CAR-T19细胞增殖增强，

而且白血病控制更持久。在CRS和神经炎症原发性

ALL异种移植模型中，抑制GM-CSF使中枢神经系

统中髓样T细胞浸润减少，同时大大减少了神经炎

症，预防了CRS的发生。最后，他们在CAR-T细胞制

造过程中用CRISPR/Cas9对GM-CSF的干扰，生成

GM-CSF缺失CART19细胞，这种GM-CSFk/o CAR-T

细胞与CAR-T19细胞相比，GM-CSFk/o的CAR-T19细

胞不仅保证了正常功能，而且在体内增强了抗肿瘤

效应，提高了移植瘤模型整体存活率。

3.3 CAR-T细胞在体内作用的持久性

随着时间的推移，患者体内残留的CAR-T细胞可

能会越来越少，从而导致杀死肿瘤细胞的作用减弱，

甚至会引起复发。CAR-T 细胞治疗恶性肿瘤时，

CAR-T 细胞低水平持续存在与临床治疗效果正相

关[18]。为解决这一问题，KAGOYA等[34]开发了包含

JAK STAT 信号域的新型 CAR-T 细胞：28-IL2RB-z

(YXXQ) CAR-T细胞，与仅具有CD28或 4-1BB结构

域的CAR-T细胞相比，28-IL2RB-z（YXXQ）CAR-T

细胞编码白细胞介素(IL)-2受体β链(IL-2Rβ)和结合

酪氨酸-XX-谷氨酰胺(YXXQ)基序的截短的细胞质

区以及CD3z和CD28结构域，其触发的基因表达谱

类似于 IL-21处理触发的基因表达谱，与 28-z和BB-

z CAR-T细胞相比，它为T细胞提供了独特的功能特

性，包括更强的增殖能力和效应功能。在肿瘤模型

中表现出优异的体内持久性和抗肿瘤效果，但同时

也增加了CRS的风险。

3.4 肿瘤细胞上抗原靶点的丢失

影响CAR-T细胞在体内发挥抗肿瘤作用的因素

可能还有肿瘤细胞上抗原的丢失，如在难治复发的

B-ALL中，用CD19-CAR-T治疗后有相当高比例的

患者会出现CD19靶抗原丢失[35]，这又是CAR-T细胞

治疗中的一大难题。构建包含双靶点的CAR-T细胞
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可能成为这一问题的解决方法之一。在2018年ASH

年会上 ，GARDNER 等[36] 公布的在Ⅰ期临床试

验 (NCT03330691) 中 用 CD19 和 CD22 双 靶 点 的

CAR-T细胞治疗难治复发B-ALL时治疗效果较单靶

点CD19或CD22更好，可以避免单靶点时出现的靶

抗原丢失问题。

3.5 肿瘤干细胞的污染

在RUELLA等[37]报道的一个罕见病例中，可能

直接证实了肿瘤干细胞的存在。该患者为一名 B-

ALL，在经过CD19-CAR-T细胞治疗后，该患者在第

28天获得CR，但在第 261天出现了复发，最终去世。

经过该团队的研究发现可能是该患者的单个B细胞

白血病细胞在T细胞基因修饰过程中也被进行了修

饰，使其 CD19 的靶点被掩盖，从而逃脱了 CD19-

CAR-T细胞的识别与攻击，再经过在体内不断扩增，

造成该患者的复发与死亡。这一罕见病例为CAR-T

细胞制造技术敲响了警钟，说明需要改进制造技术，

以便从工程T细胞中清除残留的污染肿瘤细胞。严

格的CAR-T细胞制造技术是解决这项罕见副作用的

唯一途径，只有制造更加规范化、系统化、严格化，才

不会出现肿瘤干细胞的污染问题。

3.6 CAR-T细胞在实体瘤周围聚集能力

在治疗血液系统恶性肿瘤时，CAR-T细胞可以

与肿瘤细胞直接接触而有效发挥其抗肿瘤作用。但

是在实体瘤治疗过程中，CAR-T细胞需要从外周血

中有效转移至实体肿瘤组织才能发挥其抗肿瘤作

用，这种行为可能导致迁移到实体瘤组织的CAR-T

细胞数量与活性大打折扣，从而影响治疗效果。在

实体瘤TMA中存在肿瘤相关成纤维细胞（CAF）及致

密的细胞外基质（ECM），ECM对肿瘤的生物学行为

和免疫系统的重塑具有多重作用。在ECM中的一些

蛋白对肿瘤细胞的增殖和迁移具有重要的维持作

用，T细胞在攻击基质丰富的实体瘤时几乎没有穿透

力和在肿瘤部位聚集的能力，这导致了CAR-T细胞

抗肿瘤作用降低。因此，提高CAR-T细胞在富含基

质的实体瘤中特异性降解ECM的能力，同时又不损

害其细胞毒性，可以增强其抗肿瘤活性[38]。为了使

CAR-T细胞在实体瘤中发挥抗肿瘤作用，ADACHI

等[39]设计出了可以表达 IL7和CCL19两种趋化因子

的新一代CAR-T细胞（又称7×19CAR-T细胞），由于

CCL19可以募集外周T细胞及树突状细胞进入淋巴

组织，而 IL7在促进T细胞增殖同时可以维持T细胞

稳定，7×19CAR-T细胞增值能力、募集免疫细胞能力

以及抗肿瘤能力都更强，而且还会产生大量的癌症

记忆T细胞，起到持续抗肿瘤的作用。

3.7 肿瘤微环境（tumor microenvironment，TMA）的

免疫抑制作用

肿瘤细胞重塑肿瘤微环境是通过直接分泌抑制

T细胞功能的细胞因子或者招募免疫抑制细胞间接

抑制T细胞功能。肿瘤微环境对CAR-T细胞活性的

抑制包括缺氧、代谢重编程条件及通过细胞免疫检

查点受体的免疫抑制信号传导，这些都可以抑制

CAR-T细胞的抗肿瘤作用[40]。改变肿瘤微环境中的

免疫抑制作用或者重建肿瘤微环境可能会成为用

CAR-T治疗实体瘤的有效方法之一。研究人员[41-42]

设计了含有一种有效药物混合物的脂质纳米颗粒，

其可以阻断肿瘤微环境中的抑制细胞，刺激关键的

抗肿瘤免疫细胞，同时为CAR-T细胞开辟了一个窗

口，使其在实体瘤中的治疗效果更好。再者，联合使

用免疫检查点抑制剂也可以更好地发挥CAR-T细胞

的抗肿瘤作用。基于这一思路，RAFIQ等[43]设计了

一款可以直接分泌PD-1阻断性 scFv的CAR-T细胞，

这种CAR-T细胞相较于直接用免疫抑制剂毒性更

小，且抗肿瘤作用更强。

4 小 结

CAR-T细胞在治疗血液恶性肿瘤领域中取得的

确切疗效，使其成为当下肿瘤生物治疗中最有前景

的治疗方式，甚至被认为是最有可能治愈癌症的策

略。但不管是在治疗血液恶性肿瘤还是在治疗实体

肿瘤中，该方法都有一定的局限性。在本综述中，对

血液恶性肿瘤和实体瘤在用CAR-T细胞治疗中当下

遇到的困难做了简要概述，并探讨了一定的解决方

法。在 The Scientist 网站上公布的数据显示，我国

CAR-T 临床试验已超过美国成为全球第一大展开

CAR-T临床试验的国家。随着未来对CAR的设计和

临床试验结果的不断积累和发展，CAR-T细胞治疗

将是治疗肿瘤的一把利剑。
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