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[摘 要] 基因修饰T细胞疗法在肿瘤治疗领域取得突破性进展，主要包括嵌合抗原受体基因修饰T（chimeric antigen receptor

engineered T，CAR-T）细胞和T细胞受体基因修饰T（T-cell receptor modified T，TCR-T）细胞。虽然CAR-T细胞疗法在血液系统

肿瘤治疗领域呈现良好的临床治疗效果，但CAR-T细胞仅能识别肿瘤细胞膜抗原（占细胞全部抗原的比例约10%），而TCR-T细

胞可以识别人白细胞抗原（human leukocyte antigen，HLA）提呈的细胞内抗原，因此TCR-T细胞可以识别更多种类的肿瘤抗原，进

而实现对CAR-T细胞的合理补充。由于TCR-T细胞需要同时识别细胞内抗原和对应的HLA，而不同患者的HLA分型和表达的

肿瘤抗原都可能存在巨大差异，因此有必要为每个/每类肿瘤患者定制个体化的TCR-T细胞，其中的关键为筛选特异识别肿瘤抗

原的TCR。当前主要有筛选靶向“已知”肿瘤抗原TCR和筛选靶向“未知”肿瘤抗原TCR的两种策略，但其各有适用性，应针对每

个患者制定适合的筛选方法，以制备多种肿瘤特异性TCR-T细胞，从而实现个体化TCR-T细胞的肿瘤治疗。
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Screening strategies for individualized tumor-specific TCR

ZHANG Chaoting, LU Zheming (Key Laboratory of Carcinogenesis and Translational Research [Ministry of Education/Beijing],

Laboratory of Biochemistry and Molecular Biology, Peking University Cancer Hospital & Institute, Beijing 100142, China)

[Abstract] Genetically engineered T cell immunotherapy has made breakthroughs in the field of tumor therapy, including chimeric

antigen receptor engineered-T (CAR-T) cells and T cell receptor modified-T (TCR-T) cells. Although CAR-T cell therapy presents an

attractive clinical efficacy on treatment of hematological tumors, CAR-T cells can only recognize tumor cell membrane antigens
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(accounting for approximately 10% of all cellular antigens); However, TCR-T cells can recognize intracellular antigens presented by

human leukocyte antigens (HLAs), so TCR-T cells can recognize more types of tumor antigens, and then realize a reasonable

supplement to CAR-T cells. TCR-T cells needs to recognize both intracellular antigens and corresponding HLAs, while the HLA types

and tumor antigens in different patients may present huge difference, therefore, it is necessary to customize individualized TCR-T cells

for each/each type of cancer patient, in which screening the TCR that specifically recognizes tumor antigens is the key point. Currently,

there are two main strategies for screening TCR, targeting "known" tumor antigens and targeting "unknown" tumor antigens, and each

has its own applicability. A suitable screening method should be developed for each patient to prepare a variety of tumor-specific

TCR-T cells, so as to achieve individualized TCR-T cell therapy for tumor treatment.

[Key words] tumor; T cell receptor; T cell receptor modified-T cell (TCR-T cell)

[Chin J Cancer Biother, 2021, 28(9): 863-868. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2021.09.001]

基因修饰 T 细胞（genetically engineered T

cell）疗法在肿瘤治疗领域取得突破性进展，主要包

括嵌合抗原受体基因修饰 T（chimeric antigen

receptor engineered-T，CAR-T）细胞和T细胞受体

基因修饰T（T cell receptor modified-T，TCR-T）

细胞[1-3]。该技术是通过获取患者或供体外周血T细

胞，将其进行基因工程修饰，使T细胞表达能识别肿

瘤抗原的嵌合抗原受体（CAR）或T细胞受体（TCR），从

而激活并引导T细胞识别和杀伤肿瘤细胞[3]。CAR-T

细胞疗法在血液系统肿瘤治疗领域呈现良好的临床

治疗效果，最近两款CD19 CAR-T细胞产品已在中国

上市，用于治疗二线或以上系统性治疗后复发或难

治性大B细胞淋巴瘤成人患者。但是，由于CAR-T细

胞只能识别肿瘤细胞膜抗原，而细胞膜抗原占细胞

全部抗原的比例约10%[4]，因此实体瘤理想靶点的缺

失是导致CAR-T细胞疗法在实体瘤治疗领域进展缓

慢的重要原因[1,5]。与之相反，TCR-T细胞可以特异识

别人白细胞抗原（human leukocyte antigen,HLA）

提呈的细胞内抗原，由于细胞内抗原种类显著多于

细胞膜抗原，因此TCR-T细胞可以识别更多种类的肿

瘤抗原，进而实现对识别细胞膜抗原CAR-T细胞的合

理补充[6-8]。由于TCR-T细胞需要同时识别细胞内抗

原和对应的HLA，而且不同患者的HLA分型和表达的

肿瘤抗原都可能存在巨大差异，因此有必要为每个/

每类肿瘤患者定制个体化的TCR-T细胞，其关键为筛

选特异识别肿瘤抗原的TCR。

1 筛选靶向“已知”肿瘤抗原的TCR

理想的肿瘤抗原在肿瘤细胞高表达，而在正常

细胞不表达，同时能引起机体产生免疫应答。目前

“已知”的肿瘤抗原主要分为三类：肿瘤相关抗原、病

毒抗原和突变抗原。首先，肿瘤相关抗原是指在肿

瘤细胞或正常细胞上存在的抗原分子，其并非肿瘤

细胞所特有，在部分正常细胞低表达，而在肿瘤细胞

高表达，因此称为肿瘤相关抗原，包括CEA、MART-1、

MAGA-A3和NY-ESO-1等[9-10]。其次，多种致瘤病毒会

直接导致肿瘤的发生，比如人乳头状病毒（human

papilloma virus，HPV）会导致宫颈癌和头颈癌的发

生，EB病毒（Epstein-Barr virus，EBV）会导致鼻咽

癌和霍奇金淋巴瘤的发生，因此病毒感染肿瘤细胞

后表达的病毒抗原为潜在的TCR-T细胞治疗的靶

点[11-14]。最后，肿瘤的发生发展过程中会产生许多体

细胞突变抗原，而这些突变抗原仅在肿瘤细胞表达

而不在正常细胞表达，因此为TCR-T细胞潜在治疗

靶点[15-17]。

主 要 组 织 相 容 性 复 合 体 （major

histocompatibility complex,MHC）-肽四（多）聚体

技术是传统的检测和筛选“已知”肿瘤抗原对应的T

细胞的方法。通过“已知”肿瘤抗原和对应的HLA分

子合成的多聚体直接与外周血T细胞或肿瘤浸润淋

巴细胞（tumor-infiltrating lymphocyte, TIL）共

孵育后，通过流式细胞术直接分选多聚体结合的T细

胞，然后进行单细胞TCR测序获得对应的肿瘤特异

TCR。此技术针对上述肿瘤抗原，均有成功的报道。

POLLACK等[18]报道NY-ESO-1157-165抗原肽和HLA-A*02:01

组成的四聚体可以直接从NY-ESO-1阳性肉瘤患者外

周血T细胞中筛选靶向NY-ESO-1157-165的 T细胞。针

对病毒抗原，应用多聚体技术筛选靶向巨细胞病毒

（cytomegalovirus，CMV）和EBV等病毒抗原表位的T

细胞和TCR[19-20]。针对突变抗原，部分研究[21-22]通过

对HLA-A*02:01阳性肿瘤患者进行全外显子和转录

组测序，筛选突变抗原并与HLA-A*02:01分子组成多

聚体，利用该多聚体从HLA-A*02:01阳性健康供体的

外周血T细胞中筛选出靶向肿瘤患者突变抗原的T

细胞和TCR。

MHC-肽四（多）聚体技术需要预先确定肿瘤抗原

表位和对应的HLA分子亚型，但是不同患者的HLA分

型不同进而导致表达同一肿瘤抗原的不同患者识别

的肿瘤抗原表位亦不相同。因此，上述方法一般适用

于具有高频HLA亚型的患者，比如HLA-A*02:01和

HLA-A*11:01，但是中国人群中最高频的HLA-A*11:01

亚型所占比例不足20%[23]，实践上亟须探索无需预先
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明确患者的具体抗原表位和对应的HLA分型的肿瘤

特异TCR的筛选方法。基于此，笔者团队和其他团队

提出一种无需预先已知患者具体的肿瘤抗原表位和

HLA亚型的筛选肿瘤特异TCR的方法：用“已知”肿瘤

抗原在体外刺激外周血T细胞或TIL，经流式细胞术

筛选表达激活标志物（CD137、IFN-γ、IL-2等）的T细

胞或刺激后频率显著增加的T细胞，进而通过单细胞

TCR测序获得对应的肿瘤特异TCR。多项研究[24-25]报

道，通过将负载突变抗原肽的抗原提呈细胞与自体

TIL体外共孵育，通过流式细胞术筛选表达T细胞激

活标志物（OX40 和 CD137）的 T细胞并克隆对应的

TCR。上述研究首次证明CD8和CD4阳性T细胞均能

单独识别和杀伤对应肿瘤细胞并展示显著的临床抗

肿瘤效果。进一步，MALEKZADEH等[26]发现负载突变

抗原的抗原提呈细胞不但可以激活对应的TIL，而且

可以激活这些患者对应的外周血T细胞，通过激活标

志物筛选并获得突变抗原特异T细胞和TCR。该研究

还发现在部分患者的外周血T细胞和TIL中可以筛

选出相同的肿瘤特异TCR，而在部分患者的外周血T

细胞中筛选出的TCR未在TIL中筛选出。鉴于大部

分肿瘤患者中肿瘤特异T细胞比例较低，尤其外周血

中肿瘤特异T细胞比例更低，笔者课题组[27]前期通过

将负载EB病毒LMP2A抗原肽的DC体外刺激T细胞，

通过14 d的体外刺激，LMP2A特异T细胞的比例显著

增加，进而分离出LMP2A特异T细胞和对应TCR。上

述研究显示，“已知”肿瘤抗原体外刺激外周血T细胞

或TIL，可以通过流式细胞术筛选表达激活标志物

（CD137、IFN-γ、IL-2等）的T细胞或刺激后频率显著

增加的T细胞，进而通过单细胞TCR测序获得对应的

肿瘤特异TCR，该方法无需预先已知患者具体的肿瘤

抗原表位和HLA亚型，即可在患者外周血T细胞或

TIL中筛选肿瘤特异TCR。与外周血T细胞相比，虽

然TIL中肿瘤特异T细胞比例较高，但是部分肿瘤特

异TIL会发生免疫功能耗竭，无法表达激活标志物，

从而难以通过该方法筛选出肿瘤特异T细胞和TCR。

尽管外周血T细胞中肿瘤特异T细胞比例较低，但是

其总的T细胞种类显著多于TIL而且绝大部分外周

血T细胞的免疫功能正常，因此肿瘤抗原多次体外刺

激外周血T细胞后，可以实现肿瘤特异T细胞的显著

富集，进而可能筛选出TIL未能筛选出的肿瘤特异T

细胞和TCR。可见，外周血T细胞与TIL在肿瘤特异

TCR筛选方面可以形成优势互补。

随着单细胞TCR测序技术的成熟，上述筛选方法

可以通过流式细胞术分选肿瘤特异T细胞后，通过单

细胞测序即可获得对应TCR。但是部分患者肿瘤特

异T细胞比例低于流式细胞术检测灵敏度，同时部分

肿瘤特异T细胞虽然被激活但其激活蛋白表达量较

低，无法被对应流式抗体识别，均可能导致肿瘤特异

T细胞和TCR筛选失败。为提高筛选肿瘤特异TCR的

灵敏度，在上述肿瘤抗原与外周血T细胞或TIL共孵

育后，无需流式细胞术分选激活的T细胞，而是将其

直接进行高通量转录组和TCR组单细胞测序，通过转

录组确定表达激活标志物的T细胞，联合TCR组测序

分析，进而获得对应 T细胞的 TCR，即为肿瘤特异

TCR。该方法利用高通量单细胞转录组的测序结果

显著提高激活标志物的检测灵敏度，预期筛选出更

多种类的肿瘤特异T细胞和TCR。LU等[28]首先报道

通过四周时间完成TIL的体外培养和扩增，将其与负

载突变抗原的抗原提呈细胞体外共孵育，然后直接

进行单细胞转录组和TCR组测序，转录组测序结果识

别高表达IFN-γ或IL-2等激活标志物的T细胞，进而

通过单细胞TCR测序结果获得对应T细胞的TCR，由

此成功筛选肿瘤特异TCR。但上述方法TIL体外扩增

培养不仅增加筛选肿瘤特异TCR的时间，而且多克隆

TIL经过4周的体外扩增可能会导致部分肿瘤特异T

细胞丢失，该团队进一步改良上述方法。他们将患

者肿瘤组织裂解后直接分离其中的TIL，然后与负载

突变抗原肽的提呈细胞共孵育，并进行单细胞转录

组和TCR组测序筛选突变抗原特异T细胞和TCR，该

筛选方法预期会筛选出更多种类肿瘤特异TCR[29]。

利用高通量单细胞转录组测序结果能够识别转录水

平较低的激活基因，比流式抗体检测激活标志物的

方法具有更高的灵敏度。此外，由于不同T细胞激活

标志物的表达水平存在一定异质性[30]，基于单个T细

胞激活标志物表达进行筛选，可能导致准确性的下

降，因此针对单细胞转录组测序结果可以开展多个

激活标志物的联合分析，预期会取得更准确的筛选

结果。

2 筛选靶向“未知”肿瘤抗原的TCR

虽然通过靶向“已知”肿瘤抗原进行肿瘤特异

TCR筛选已取得一定进展，但是该方法存在一些不

足。首先，肿瘤相关抗原由于在部分正常组织表达，

那些识别靶向肿瘤相关抗原的高亲和力T细胞可能

早期被机体清除，而仅能筛选出亲和力较弱的T细胞

及对应的TCR；其次，由于病毒阳性肿瘤在全部肿瘤

中所占比例较低，通过病毒抗原筛选对应肿瘤特异

TCR的方法适用范围有限；最后，虽然大部分肿瘤均

表达大量突变抗原，但仅约1%突变抗原可以诱发T

细胞免疫反应，因此通过突变抗原筛选肿瘤特异TCR

的方法不仅筛选出的肿瘤特异TCR数目少而且成功

率低。基于上述通过“已知”肿瘤抗原筛选肿瘤特异
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TCR的不足，学者们考虑是否可以无需为每位患者预

先确定肿瘤抗原，而是直接从患者外周血或TIL获取

肿瘤特异T细胞及对应TCR。

笔者和其他团队提出筛选靶向“未知”肿瘤抗原

的TCR的方法：通过患者的肿瘤标本培养相应的原代

肿瘤细胞或类器官，与外周血T细胞或TIL共孵育

后，通过流式细胞术筛选表达激活标志物（CD137、

IFN-γ、IL-2等）的T细胞，对其进行单细胞TCR测序

获得对应的肿瘤特异TCR。笔者课题组[31]前期研究

中，将食管癌患者的原代肿瘤细胞与对应的TIL体外

共孵育，通过CD137的表达筛选激活的肿瘤特异T细

胞，并完成对应TCR的体外克隆和鉴定。DIJKSTRA

等[32]报道50%结直肠癌患者和30%非小细胞肺癌患

者的类器官与对应外周血T细胞进行为期2周的体

外刺激，可以实现肿瘤特异T细胞的富集，并通过

CD107a或IFN-γ表达在富集后的T细胞中筛选肿瘤

特异T细胞。上述研究显示，在肿瘤患者原代肿瘤细

胞或类器官中的具体肿瘤抗原未知的情况下，通过

体外刺激TIL和外周血T细胞依然可以获得对应的

肿瘤特异T细胞和TCR。此外，肿瘤穿刺标本即可满

足类器官的培养要求，而且结直肠癌和肺癌类器官

构建的成功率高达70%。因此针对靶向“未知”肿瘤

抗原可以实现高效获得肿瘤特异T细胞和TCR。

与上述筛选靶向“已知”肿瘤抗原的TCR的方法

类似，可以通过流式细胞术分选肿瘤特异T细胞，进

而通过单细胞测序获得对应TCR，但是部分患者肿瘤

特异T细胞比例低于流式细胞术检测灵敏度或者激

活蛋白表达量低于流式抗体识别范围，可能导致这

部分肿瘤特异T细胞和TCR筛选失败。为提高上述

方法筛选肿瘤特异TCR的灵敏度，将原代肿瘤细胞

与外周血T细胞或TIL共孵育后，无需流式细胞术分

选激活的T细胞，而是将其直接进行高通量转录组

和TCR组单细胞测序，通过转录组确定表达激活标

志物的T细胞，进而通过TCR组获得对应T细胞的

TCR（肿瘤特异TCR），该方法利用高通量单细胞转录

组的测序结果可以显著提高激活标志物的检测灵敏

度，进而筛选出更多种类的肿瘤特异T细胞和TCR。

笔者团队纳入2例非小细胞肺癌患者，为每位患者

培养原代肿瘤细胞和对应的TIL，并将其体外共孵育

后直接进行单细胞转录组和TCR组测序，通过激活

标志物的转录组水平筛选肿瘤特异T细胞并通过单

细胞TCR测序结果识别这些肿瘤特异TCR。通过该

方法为每位患者筛选出3种肿瘤特异TCR，并通过体

内外功能试验证明其对应的TCR-T细胞具备特异识

别和杀伤肿瘤细胞的能力（未发表数据）。

虽然类器官或原代肿瘤细胞体外刺激对应的T

细胞可以获得肿瘤特异T细胞和TCR，但仍然需要构

建患者的类器官和原代肿瘤细胞，是否有方法可以

实现无需任何肿瘤抗原刺激，而直接在肿瘤患者TIL

或外周血 T 细胞中筛选肿瘤特异 T 细胞和 TCR。

OLIVEIRA等[33]将黑色素瘤患者肿瘤组织裂解成单细

胞，然后对其中T细胞进行单细胞转录组和TCR组测

序，发现免疫耗竭T细胞中超过80%为肿瘤特异T细

胞并完成TCR克隆和TCR-T细胞功能验证，因此在黑

色素瘤患者中，可以直接筛选免疫耗竭TIL和对应的

TCR（肿瘤特异 TCR）。同时，PASETTO 等[34]报道在

12例黑色素瘤患者中的11例患者中均发现，CD8和

PD-1共阳性T细胞中最高频的5种TCR都可以特异识

别肿瘤细胞。但是SCHEPER团队[35]发现，虽然黑色素

瘤患者中高频PD-1阳性TIL中肿瘤特异T细胞比例

较高，但是在结直肠癌和卵巢癌患者中，高频PD-1阳

性TIL中肿瘤特异T细胞的比例低于5%。DUHEN等[36]

纳入4例黑色素瘤患者和2例头颈鳞状细胞癌患者，

通过流式细胞术为每位患者分选CD39和CD103共阳

性的TIL，发现其中肿瘤特异T细胞所占比例在黑色

素瘤患者和头颈鳞状细胞癌患者中分别为70%和

25%。上述研究结果显示，虽然多项研究报道根据多

个T细胞标志物在黑色素瘤患者TIL中可以直接筛

选肿瘤特异T细胞和TCR，但是在大部分上皮来源的

实体瘤患者中直接筛选肿瘤特异T细胞和TCR的方

法依然成功率较低。

3 结 语

目前虽然已有多种筛选肿瘤特异TCR的方法，但

是每种筛选方法都有其适用条件。因此，为实现个

体化TCR-T细胞治疗，需针对每个肿瘤患者制定适合

的肿瘤特异TCR的筛选方法。由于肿瘤抗原在实体

瘤存在显著的异质性表达，多种肿瘤特异TCR的筛选

是解决肿瘤异质性的关键，因此针对每例患者实际

情况制定多种适合的TCR筛选策略，将其成功制备个

体化的肿瘤特异TCR-T细胞和其他疗法联合应用，达

到攻克实体瘤的目标。
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