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免疫检查点分子联合CAR-T细胞治疗实体肿瘤研究进展

Research progress on combined treatment of immunotherapy of immune checkpoint
molecules and CAR-T cells for solid tumors
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[摘 要] 免疫检查点分子是一组表达于免疫细胞表面，主要调控免疫细胞稳态的分子。嵌合抗原受体修饰的T细胞（CAR-T）

免疫疗法是通过生物技术构建表达特异性抗原的人工合成T细胞，实现肿瘤靶向杀伤的免疫治疗技术。CAR-T治疗策略已在血

液肿瘤临床治疗中取得了较好的疗效，但针对实体肿瘤的CAR-T免疫治疗技术有待进一步研究完善。本文就免疫检查点分子联

用CAR-T免疫疗法在实体肿瘤治疗中面临的问题及新进展进行综述。
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嵌合抗原受体修饰的T细胞（CAR-T）免疫疗法

是指通过生物工程技术方式，以患者T细胞为基础，

构建包含靶向特异性靶点嵌合抗原受体（CAR）的

ScFv片段，而后两者组装，完成人工构建CAR-T细

胞。通过人工构建的 CAR-T 细胞精准靶向肿瘤细

胞，T细胞局限性释放 IL-6等多种抑瘤细胞因子，精

准、高效治疗肿瘤的治疗方式。免疫检查点分子是

一组存在于免疫细胞表面的调控分子，在生理状态

下，免疫检查点分子承担着维持自身免疫系统耐受

和维持免疫稳态的角色。常见的免疫检查点分子包

括程序性死亡蛋白-1（programmed death-1，PD-1）、细

胞毒性 T 淋巴细胞抗原 -4（cytotoxic T lymphocyte

antigen-4，CTLA-4）等。血液系统肿瘤CAR-T治疗已

取得了一定进展，但针对实体肿瘤的CAR-T技术研

究尚未完善。本文就免疫检查点分子联用CAR-T免

疫疗法在实体肿瘤治疗研究中的新进展进行综述。

1 CAR-T疗法在实体肿瘤治疗中的运用与挑战

CAR-T常包括胞外特异性识别肿瘤抗原的单链

可变片段ScFv、T细胞胞膜上识别区域和T细胞膜内

的效应区。RAJ等[1]通过构建可转变的ScFv片段，此

ScFv片段特异性靶向胰腺导管癌的HER-2区域，从

而达到了提高靶向准确度，减少T细胞“误杀”行为的

目的。现阶段常用的 CAR-T 技术已经发展到第三

代。三代CAR-T技术主要区别在人工构建的CAR

刺激区域的不同。其中，第一代CAR结构为最基础

的CAR结构，一般情况是指特异性识别的ScFv片段

直接与CD3ζ区域相结合。基于CD3ζ的第一代CAR

激活T细胞有可能是通过酪氨酸免疫受体活化基序

（ITAM）调控的[2]。第一代CAR-T技术构建的T细胞

活化程度不足，相对持久性较差。第二代CAR构建

方式是在第一代基础上加入了T细胞活化区域，如

CD28或 4-1BB（CD137）。有学者[3]证实在急性淋巴

瘤的肿瘤模型中，通过构建靶向CD19-CAR-T细胞同

时加入CD28共刺激区域构建的二代CAR-T细胞可

有效加强CAR-T的抑瘤效果。与此同时，也有学者[4]

通过在靶向前列腺特异性膜抗原的CAR中添加了

CD28 共刺激区域，可有效重定向和放大抑瘤因子

（IL-2）的释放效果。一项针对共刺激CD28与4-1BB

的研究[5]中指出，相较于共刺激CD28的CAR-T构建

策略，选择共刺激 4-1BB 区域可相对有效提高

CAR-T细胞的体内持久性，且这种对T细胞的“升级”

有可能是通过调节NF-κB实现的。第三代CAR-T技

术是指在构建CAR-T细胞时加入CD28和 4-1BB共

刺激区域。理想状态下，通过共刺激CD28和 4-1BB

区域可同时提高改造T细胞的效率和持久性。在治

疗霍奇金淋巴瘤临床试验[6]中证实，相较于第二代

CAR-T细胞，新构建策略的第三代CAR-T细胞表现

出更好的持久性和抗肿瘤活性。此外，有学者[7]提

出，通过共刺激 CD28 和 4-1BB 区域，可有效提高

CAR-T细胞的增殖能力，并通过胰腺癌异位成瘤的

CAR-T研究显示，第二代CAR-T相较于第三代CAR-T

表现出更好的诱导抗肿瘤因子的特性。为了探究诱
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导差异的原因，有学者[8]通过质谱分析的方法探究出

相较于第三代CAR-T细胞，仅共刺激CD28的第二代

CAR-T细胞有更好的诱导特性，此现象有可能是与

激活的磷酸化CD3ζ有关。

迄今为止，CAR-T疗法在血液系统恶性肿瘤治

疗策略的研究中已展现了极好的运用价值。如以患

者自身CD4+T和CD8+T细胞为基础，构建靶向CD19

的 CAR 的 ScFv 片段，靶向组装完成的 CD9-CAR-T

细胞已被用于B细胞来源的急性淋巴细胞白血病的

临床试验中，并采用流式细胞术检测结果显示，通过

CAR-T的治疗可使 90%的患者达到缓解状态[9]。因

此，在实体肿瘤治疗领域，CAR-T 技术存在研究

潜力。

这种治疗效果的差异可能与实体肿瘤的独特特

征有关。与血液系统肿瘤相比，实体肿瘤多表现为

实体肿瘤细胞靶点多呈现出多样性、实体肿瘤的T细

胞浸润程度较弱及微环境多表现抑制T细胞行为等

特征[10]。首先，相较于血液系统肿瘤高表达CD19的

特征不同，实体肿瘤常因组织来源不同等多种原因

表现为高度的抗原异质性。现阶段实体肿瘤CAR-T

靶点的选择策略通常是寻找特异性肿瘤相关抗原

（TAA）。例如，黏蛋白 1（mucin-1，MUC1/CD277）作

为TAA已经使用在实体肿瘤CAR-T上。有课题组[11]

使用HMFG2-ScFv构建第一代和第二代MUC1特异

性CAR-T细胞，且为了确保CAR-T细胞在实体肿瘤

微环境中的稳定表达及增殖，该课题组共表达连接

IL-7的 IL-4受体区域的反向细胞因子受体（inverted

cytokine receptor，ICR）。体内外实验 证 实 ，在

IL-4/-7 ICR共表达的情况下，第二代CAR-T相较于

第一代CAR-T技术表现出对肿瘤的有效抑制性，且

针对肿瘤微环境这种肿瘤抑制性表现更为优秀。在

头颈部肿瘤的治疗研究中，靶向MUC1的CAR-T细

胞可以赋予肿瘤特异性免疫力，且在外源性添加

IL-22 重组蛋白时，可有效增强 CAR-T 细胞功能[12]。

与此同时，MUC1 亦可作为胰腺癌[13]、非小细胞肺

癌[14]、前列腺癌[15]CAR-T治疗的靶点。其次，在实体

肿瘤环境中，嵌合抗原改造后的T细胞肿瘤浸润效果

及归巢效果较差。在血液系统中，CAR-T细胞与肿

瘤细胞共处于同一物理环境中，相对来说，不存在T

细胞浸润和归巢困难的问题。但当处于实体肿瘤微

环境时，趋化因子轴不匹配和高内皮小静脉（HEV）

幼稚化[16]有可能是影响效应T细胞肿瘤归巢的因素。

人生长调节癌基因-α（growth-regulated oncogene-α,

CXCL1/Gro-α）在多种肿瘤细胞上均有分泌。有学

者[17]把 CXCL1 作为目标趋化因子，通过使用编码

CXCL1受体的慢病毒转染T细胞，证实此基因可加

强T细胞分泌 IFN-γ，更重要的是此基因可通过整合

趋化因子轴的方式从而有效加强T细胞归巢的效果。

最后，不同于血液恶性肿瘤微环境，实体肿瘤的

微环境常表现为低氧、低糖的状态 [18]。肿瘤微环

境的低糖状态有可能会影响效应 T 细胞的活性，

且阻断 PD-1 可抑制葡萄糖代谢相关的雷帕霉素靶

蛋白（mTOR）活性达到降低糖酵解酶表达的作用[19]。

2 免疫检查点PD-1联用CAR-T技术

程序性死亡分子-1（PD-1，CD279）与其配体 PD-L1

（B7-H1，CD274）相结合后，激活可导致T细胞的衰减

和功能障碍[20]。在肿瘤的发生及进展过程中，肿瘤细

胞可表达PD-L1。肿瘤细胞可利用该免疫检查点的

负调节机制，靶向结合效应T细胞表面的PD-1抑制T

细胞，达到免疫逃逸的效果[21]。近年来，众多学者期

望通过多种抑制剂靶向抑制PD-1及PD-L1分子，从

而达到抑制肿瘤免疫逃逸。多个研究[22-25]证实，通过

阻断PD-1/PD-L1轴能够在一定程度上达到抑制肿瘤

细胞免疫逃逸及恢复T细胞的肿瘤杀伤功能的目的。

但是由于免疫调节的复杂性及恶性肿瘤的异质性，

免疫检查点抑制剂单药抑制肿瘤的效果欠佳。

PD-1/PD-L1 抑制剂的临床试验 [26]分析显示，接受

PD-1/PD-L1抑制剂治疗的患者中，60%以上患者出

现不良反应，因此，研究联用CAR-T技术在内的多药

物联合治疗策略具有重要意义。

PD-1调控联合CAR-T的研究策略主要针对构建

单独靶向或联合靶向PD-1的CAR-T细胞；构建小范

围分泌PD-1抑制剂的CAR-T细胞和靶向PD-1，间接

性增强CAR-T与肿瘤的结合程度及增强T细胞的细

胞毒性。

2.1 构建单独靶向或联合靶向PD-1的CAR-T

LIU等[27]学者构建了靶向PD-L1的CAR-T细胞，

在异位成瘤的裸鼠中证实靶向PD-L1的CAR-T细胞

可“根除”PD-L1高表达的非小细胞肺癌；该课题组进

一步通过局部照射和抗PD-L1-CAR-T细胞联用的方

式证实此联用可减弱低表达 PD-L1的非小细胞肺

癌细胞的生长。YANG 等 [28]通过慢病毒载体构建

PD-L1-CAR-T细胞靶向PD-1，在胰腺导管腺癌异位

模型的体内、体外实验中都表现了很好的抑制肿瘤

效果，且此抑制效果有可能是通过基因修饰后T细胞

高表达炎性因子实现的。除单独靶向CAR-T外，PD-1

联合靶点CAR-T构建同样引起关注。针对胃癌的研

究中，通过构建靶向Trop2和PD-L1的CAR-T[29]和靶

向 c-Met和PD-1双靶点CAR-T细胞[30]在体内及体外

实验中都表现出良好的抗肿瘤活性，且抗肿瘤活性

有可能与效应T细胞释放 IFN-γ与 IL-2有关。
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2.2 构建表达PD-1抑制剂的CAR-T细胞小范围分

泌PD-1抑制剂精准靶向肿瘤细胞

抗PD-1/PD-L1治疗依旧是研究相对完全、临床

试验相对完整的免疫检查点治疗方案。但除霍奇金

淋巴瘤和黑色素瘤外，在绝大多数晚期癌症患者的

治疗中，单一使用抗PD-1/PD-L1药物时，患者的缓解

率仅约为 20%，且约 66%的患者出现一项或一项以

上的不良反应[26, 31]。有课题组[32]通过构建识别CD19

或MUC16及小鼠CD28的双识别CAR-T并工程化改

造ScFv片段，使已改造CAR-T细胞特异性结合癌细

胞后通过旁分泌及自分泌两种方式小范围分泌PD-1

抑制剂；通过体内实验证实，人工制备的CAR-T细胞

表现出很好的肿瘤抑制特性，且与全身的免疫检查

点治疗相比较，CAR-T细胞分泌的ScFv局限在局部

的肿瘤微环境中，这种局部的ScFv表达有可能在一

定程度上降低了不良事件的发生概率。

2.3 通过靶向PD-1增强CAR-T与肿瘤的结合程度

及增强T细胞的细胞毒性

有课题组[33]通过神经母细胞瘤的临床试验比较

了 3 种联用方案：单独使用第三代 CAR-T、第三代

CAR-T 联用环磷酰胺和氟达拉滨（Cy/Flu）、第三代

CAR-T联用环磷酰胺和氟达拉滨（Cy/Flu）及PD-1抗

体，试验结果发现，采用第三代CAR-T与化疗药物和

抗PD-1三者联用方案表现出更好的T细胞功能持续

性及抗肿瘤抑制性，试验结果证实，PD-1抗体联用可

能在一定程度上强化了肿瘤治疗的效果。

有实验[34]证实，在前列腺癌的异位小鼠模型中，

通过联合CAR-T和抗PD-1单克隆抗体，可以有效增

强CAR-T细胞的靶向性及持久性。这种增强效果有

可能与逆转处于小鼠肿瘤结节中心的 CD3+T 细胞

功能限制有关。针对抗 PD-1 加强 CAR-T 细胞功

能的机制，CHERKASSKY 等 [35] 通过在胸膜间皮

瘤小鼠模型中联用 CAR-T 与 PD-1 阻断剂实验证

实，PD-1 阻断剂的确可有效提高 CAR-T 细胞的

作用效果且这种加强有可能与恢复CD28-CAR-T细

胞的作用有关。

RUPP等[36]为阻断因PD-1表达而引起的CAR-T

细胞功能低下，使用结合 Cas9 核糖核蛋白（Cas9

RNP）介导的低表达 PD-1的CAR-T构建方案，且证

实新构建的CAR-T细胞表现出更高的肿瘤杀伤力。

在一项针对肝细胞癌的研究中[37]证实，相较于野生型

CAR-T细胞，CRISPR/Cas9技术构建的 PD-1缺失的

CAR-T 细胞表现出更强的抗肿瘤活性，且 CD4+、

CD8+T 细胞亚群和 CAR-T 细胞的激活状态更加稳

定。在三阴型乳腺癌体外实验研究[38]中发现，同样通

过 CRISPR/Cas9 技术构建的 PD-1 缺失的 CAR-T 细

胞，相较于野生型CAR-T细胞，也表现出更强的抗肿

瘤活性，但与此同时对于CAR-T细胞的增殖几乎没

有影响。

虽然CRISPR/Cas9技术被使用在构建PD-1缺失

的CAR-T细胞中，但是CRISPR/Cas9技术可能引起

错义突变，加剧T细胞功能障碍。SHI等[39]通过单碱

基ABE编辑器技术构建PD-1糖基残基化CAR-T细

胞，并证实通过ABE构建的PD-1糖基残基化CAR-T

细胞在体内、外具有更强的抗肿瘤效果。WEI等[40]使

用 shRNA技术构建PD-1稳定阻断的CAR-T细胞，结

果显示，在短期PD-1阻断的确可以增强CAR-T细胞

肿瘤杀伤能力，但从长远看，PD-1敲低会削弱CAR-T

的增殖“潜力”，这种PD-1低表达有可能会影响CAR-T

的治疗效果；该课题组认为，PD-1的低表达有可能通

过加速T细胞的早期分化并阻止T细胞分化为效应T

细胞的方式抑制T细胞的增殖过程，并影响CAR-T

的治疗效果。

3 CTLA-4调控联合CAR-T技术在实体肿瘤治疗

策略中的研究

T细胞的活化需要“激活”及“抑制”相配合的调

控。T 细胞的抑制主要是通过免疫检查点 PD-1 及

CTLA-4的激活来实现。除PD-1外，CTLA-4同样被

认为是T细胞表面表达的抑制性免疫检查点之一。

在 T 细胞的活化过程中，CTLA-4 通过与 CD80 和

CD86 结合的方式以抵消 T细胞的CD28刺激性调

节作用。近年来，有学者[41]证实除T细胞外，NK细胞

表面有可能同样存在CTLA-4，通过靶向CTLA-4抗

体的形式靶向NK细胞，从而增强了NK细胞的抗肿

瘤活性。

有研究[42-43]发现，激活T细胞功能的调控点CD28

可共享CTLA-4的配体CD80及CD86。在CAR-T技

术的发展进程中，CD28的使用占有重要地位。相对

于第一代CAR-T技术，第二代CAR-T技术是通过添

加CD28刺激区域达到增强T细胞功能及持久性的

效果。有实验证实，通过添加共刺激域CD28区域可

有效增加CAR-T的抗肿瘤活性，但这种强效有可能

伴随CAR-T耐久性及持久性而降低。YIN等[44]证实，

CTLA-4 阻断剂与白介素 13 受体 α2（IL-13Rα2）及

CAR-T联用可有效加强CAR-T的抗肿瘤效果。有课

题组[45]聚合CAR样纳米聚合物，将CD28RNA适体和

CTLA-4RNA适体形成四聚体，再把其置于稳定的核

酸三相支架中，结果显示，合成物可特异性识别

CD28及CTLA-4，同时通过小鼠黑色素瘤体内实验

也证实该合成物可履行CAR-T的功能。
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CAR-T靶向治疗癌症因其高效性、靶向性和特

异性而受到关注。此技术在血液系统恶性肿瘤的治

疗中展现了精准的癌细胞靶向性及良好的治疗效

果。与血液系统恶性肿瘤不同，实体肿瘤存在多样

性的表面抗原，抗原的适应性及肿瘤组织微环境干

扰等劣势。

在实体肿瘤治疗研究领域，CAR-T技术的运用

依旧面临巨大的挑战。生理状态下，免疫检查点分

子通过负向调控免疫细胞的活性，达到负向监控免

疫系统，抑制免疫系统过度激活的目的。但在肿瘤

组织中，肿瘤细胞可通过靶向激活免疫检查点的方

式来抑制免疫细胞发挥作用，抑制活性免疫细胞分

泌抑制肿瘤细胞因子和趋化因子等，从而实现免疫

逃逸。现阶段，通过使用免疫检查点单克隆抗体抑

制肿瘤逃逸或将其与多种肿瘤治疗方式联用表现出

良好的抑制肿瘤生长的效果。在实体瘤治疗领域，

理想状态下，CAR-T细胞在体内应准确进入实体瘤，

且可有效地进行增殖、活化。在多数研究中，通过多

种形式的免疫检查点调控，可增强 CAR-T 的功能。

但现阶段，针对免疫检查点联用CAR-T治疗的研究

尚存在不足，因此使用免疫检查点作为CAR-T的靶

向位点有可能是新的研究方向。除免疫检查点分子

调节CAR-T细胞功能的策略外，随着更多新型免疫

检查点的发现，是否可用于CAR-T的构建或T细胞

功能的加强尚需要进一步的验证。此外，加强CAR-T

细胞对实体肿瘤浸润的策略亦尚需要进一步研究，

寻找合适的免疫检查点调控、联用策略以及探寻准

确、高效的肿瘤匹配CAR-T治疗方式在实体肿瘤治

疗策略的研究中具有重要意义。
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