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靶向肿瘤微环境的CAR-T细胞治疗结直肠癌的研究进展
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[摘 要] 结直肠癌（CRC）是最常见、致死率最高的肿瘤之一。嵌合抗原受体T（CAR-T）细胞治疗在CRC中未能重现其在血液

肿瘤和部分实体瘤治疗中获得的成功，其原因除CAR-T细胞治疗本身的研发困境（肿瘤抗原的异质性、特异性抗原的缺少等）外，

CRC肿瘤微环境（TME）中存在着多重物理和生化障碍限制了T细胞抗肿瘤作用：TME复杂的脉管系统、纤维性物理屏障影响T

细胞的迁移、抑制性细胞如Treg细胞、髓源性抑制细胞（MDSC）抑制抗肿瘤免疫反应、富集的免疫抑制性细胞因子影响T细胞的

激活、肿瘤细胞通过代谢重编程影响T细胞的存活和功能等。优化CAR结构设计、构建靶向TME中免疫抑制因素的CAR-T细

胞和其他治疗手段联合治疗等策略是克服CAR-T细胞治疗应用于CRC解决低响应率的关键性思路，将为靶向TME的精准免疫

治疗深入发展提供线索和方向。
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结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是常见于临

床、伴随高致死率的消化道恶性肿瘤[1]。嵌合抗原受

体T（chimeric antigen receptor T lymphocyte，CAR-T）

细胞治疗作为一种过继细胞免疫治疗方法，首先被

应用于血液肿瘤的治疗获得成功；尽管其也在黑色

素瘤、神经母细胞瘤等实体瘤中取得一定疗效，但在

CRC治疗中未能呈现显著获益。其原因与CRC细胞

生 存 的“ 土 壤 ”—— 肿 瘤 微 环 境（tumor

microenvironment，TME）通过影响CAR-T细胞归巢、

形成免疫抑制性细胞和细胞因子环境、上调T细胞免

疫检查点分子表达等多重方式对CAR-T细胞的抗肿

瘤作用形成限制有关[2-4]。随着质谱流式细胞技术、

空间转录组学、单细胞测序等新兴技术的发展，CRC

的TME特征及其对T细胞抗肿瘤免疫响应的影响和

作用方式得到更深入的研究解析，这对高响应率的

CAR-T细胞治疗方案开发具有重要意义。

1 CRC-TME是CAR-T细胞疗效的主要限制因素

1.1 CAR-T细胞疗法在CRC中的应用现状

CAR-T 细胞治疗是过继细胞免疫治疗方法之

一，其通过基因工程技术手段使T细胞表面表达可对

肿瘤抗原进行特异性识别的受体，并在胞内结构中

增加引起T细胞活化的信号转导区域，使T细胞对肿

瘤的靶向识别能力增强的同时摆脱组织相容性复合

物限制性，并产生高效和持久的抗肿瘤效应。目前

多种CRC的肿瘤相关抗原，如癌胚抗原、人类EGFR2

和 CD133 等已被转化为相应的 CAR-T 细胞，进行

CRC治疗的数项研究正在进行Ⅰ/Ⅱ期临床试验[5-7]。

但CAR-T细胞治疗在CRC中的整体临床响应率并

不理想[8]，提高疗效、泛化获益范围是目前CAR-T细

胞疗法探索的焦点。

1.2 CRC的TME对CAR-T细胞功能的影响方式

CRC的免疫抑制性TME是CAR-T治疗无法复

制其在血液肿瘤中的良好疗效的关键原因之一。首

先，CRC的TME对CAR-T细胞的运输归巢、浸润和

穿透肿瘤组织形成物理阻碍。肿瘤细胞分泌的趋化

因子与其在T细胞上的对应受体的错配使CAR-T细

胞的高效归巢受到影响。肿瘤基质中富集大量的致

密 结 缔 组 织 和 肿 瘤 相 关 成 纤 维 细 胞（cancer-

associated fibroblast，CAF），CAF通过分泌 IL-11激活

STAT3、导致血管新生相关基因的异常表达并因此驱
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动CRC形成[9-12]。CAF来源的外泌体还可通过增加

miR-92a-3p的分泌并将其传递至CRC细胞增加，从

而 CRC 肿瘤细胞的干性、促进上皮 -间充质转化

（EMT）和转移灶形成，以及产生治疗抵抗[13]。其次，

CRC中的TME景观呈现高度的分子亚型特异性，并

可解释CAR-T细胞应用于不同类型CRC时在组织

浸润和其介导的抗肿瘤免疫响应方面面临的挑战。

CMS1（免疫型）是CRC中突变负荷最高的亚型，其

TME中出现大量CTL、Th1细胞、活化的DC、NK细

胞和M1巨噬细胞[14]；同时在肿瘤中，诱导Th1细胞极

化，驱动三级淋巴结构形成和诱导趋化因子表达的

相关基因出现上调[15]。由于CMS1中存在强大的抗

肿瘤免疫响应，此类患者是目前免疫治疗的主要受

益群体，然而这类CRC依然能通过提高免疫检查点

分子的表达影响 T 细胞的功能而实现免疫逃逸。

CMS2的免疫景观被定义为“免疫沙漠”，肿瘤中几乎

没有编码与T细胞趋化性和激活有关趋化因子的基

因转录本，无法介导有效的抗肿瘤免疫[16-17]。CMS3

（代谢型）被定义为“免疫排斥”，肿瘤浸润性T细胞

（tumor-infiltrating lymphocyte，TIL）含量较低，富含

高表达免疫检查点蛋白 PD-1 的细胞、Th17 细胞、

naïve T细胞及静息态T细胞，在此条件下免疫响应

处于休眠状态[16]。CMS4（间充质型）CRC表现为中

高程度T细胞和巨噬细胞浸润，T 细胞中 CD8+和

CD4+ T 细胞较少，Treg细胞较为丰富，巨噬细胞以

M2型为主，并出现CAF、髓系细胞的高度浸润[14,18]。

由于大量免疫抑制元件的存在，CMS4 型 CRC 对

免疫系统的隐蔽能力更强、对 CAR-T 细胞等免

疫治疗的响应较其他分型更不理想。

此外，有效抗原靶点的缺乏也是限制CAR-T细

胞应用于CRC的重要原因之一。CRC中肿瘤特异性

抗原（tumor-specific antigen，TSA）极为稀缺。目前的

CAR-T 细胞主要是基于肿瘤相关抗原（tumour-

associated antigen，TAA）构建的，TAA除在肿瘤细胞

上进行过表达，也在正常细胞中表达，因此CAR-T细

胞也会对表达TAA的正常组织器官造成伤害，甚至

可能造成致命性细胞因子释放综合征[19]。

2 突破CRC-TME限制的CAR-T细胞的优化设计

2.1 新靶标抗原的探索

最新的研究[20]表明，靶向CDH17的CAR-T细胞

不仅在体外能以CDH17依赖性方式有效杀伤人和小

鼠肿瘤细胞，在小鼠异种移植瘤和原位瘤模型中也

表现出消除CRC细胞的能力，且由于其在正常肠上

皮层中的表达仅定位于细胞之间的紧密连接处，其

对同样表达 CDH17 的正常肠上皮细胞并不产生攻

击。CDH17代表了一类过去因共表达于正常组织而

未被充分开发的CAR-T细胞靶标抗原，对此类抗原

进行持续研究有望开发更安全的免疫治疗策略。此

外，靶向上皮细胞黏附分子（epithelial cell adhesion

molecule，EpCAM）的CAR-NK-92细胞可特异性识别

表达EpCAM的CRC细胞并释放穿孔素、颗粒酶B以

及 IFN-γ等细胞因子，并在体外显示出特定的细胞毒

性[21]。而靶向人鸟苷酸环化酶C（guanylyl cyclase C，

GC-C）的CAR-T细胞疗法在临床前研究中表现出促

进抗原依赖性T细胞活化、增加细胞因子分泌、杀

伤 GC-C 阳性表达的肿瘤细胞，并将在相当长时

间（161~282 d）内使荷瘤小鼠存活以及可抑制

CRC 细胞的肺转移 [22]。靶向 HER2 的CAR-T细胞

可持续高效释放 IFN-γ，使小鼠体内患者来源 CRC

异种移植瘤缩小甚至完全消失，同时防止肿瘤

复发[23]。

2.2 增加CAR-T细胞肿瘤靶向特异性的结构改进

提高CAR-T细胞的靶向特异性可增强其对肿瘤

识别的精准度，规避CAR-T细胞的脱靶效应和靶外

毒性的产生。目前主要提高CAR-T靶向精准度的方

法为构建 SynNotch 受体、串联 CAR 以及抑制性

CAR。如基于在CRC及包括乳腺癌、肾癌等在内的

其他实体瘤中观测到的CD70和B7-H3共表达现象，

构 建 了 同 时 靶 向 CD70 和 B7-H3 的 串 联 CAR

（bivalent tandem CAR，Tan CAR）-T 细胞，发现与单

特异性CAR-T细胞相比，在多种实体瘤中Tan CAR-T

细胞诱导的细胞溶解效应和细胞因子释放能力更

强、抗肿瘤能力更显著，表明双重靶向的Tan CAR-T

疗法可提高CAR-T细胞的靶向效率，克服肿瘤抗原

异质性和变异性的问题[24]。

2.3 延长CAR-T细胞在TME中作用时间的优化设计

优化CAR-T细胞的代谢适应性、减少T细胞耗

竭是延长 CAR-T 细胞寿命和作用持久性的可行策

略。对氧高依赖的记忆型T细胞在TME中的生存面

临极大挑战，因此有研究开始测试一些经特殊修饰

改善其在低氧条件下的功能：表达4-1BB共刺激片段

的 BBζ CAR-T 细胞的线粒体呼吸储备能力相比于

28ζ CAR-T细胞显著增强，且在低养分/氧供条件下

依然能保持较高代谢效率和较长存活时间[25]。有研

究[26]表明，敲除TIL上E3效应泛素连接酶Cbl-b可使

其克服衰竭命运、重获抗肿瘤能力；还进一步发现

CAR-T细胞敲除 cbl-b对CRC小鼠肿瘤生长抑制更

为显著。其他具有靶标意义的介导T细胞耗竭的关

键分子还包括转录因子Nr4a和NFAT等[27]。深入探

索T细胞在TME中的耗竭机制，筛选帮助T细胞克

服TME干扰的关键靶标分子，是优化CAR-T细胞治
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疗的核心技术突破点。

3 靶向TME的CAR-T细胞联合治疗策略探索

3.1 优化CAR-T细胞所处的细胞因子环境

CRC免疫微环境中多种类型细胞和细胞因子与

T细胞的相互作用存在高度的可塑性，这已经成为

CAR-T 细胞增敏和获益泛化策略研究的关键切入

点。如针对抗肿瘤细胞因子的浸润不足是CAR-T细

胞在实体瘤中发挥作用的重要因素，有研究改造了

间充质干细胞（mesenchymal stem cell，MSC），使其保

持主动迁移至肿瘤部位的天然属性外，还可增加 IL-7

和 IL-12的分泌[28]。这种人工改造MSC与靶向CEA

的CAR-T细胞联用时，对比于CAR-T细胞与天然型

MSC的组合表现出更为有效的刺激T细胞增殖和存

活的优势，同时可增强T细胞对LS174T细胞的溶解

能力、抑制LS174T细胞注射构建的移植瘤小鼠体内

肿瘤生长并改善存活，这与高分泌 IL-7 和 IL-12 的

MSC促使CAR-T细胞免疫响应类型向类Th1型抗肿

瘤响应转变有关[28]。

3.2 抑制TME的脉管系统形成

对应于肿瘤血管的异常增生和由此形成的高组

织胶状液压、低免疫细胞浸润和低抗肿瘤药物靶向

递送率，有研究[29]将血管破坏性药物 combretastatinA

4P（CA4P）与CAR-T细胞进行联合使用，发现CA4P

可增强 anti-HER2 CAR-T细胞治疗在结肠癌小鼠中

的抗癌作用，表现为联合治疗组相对 anti-HER2

CAR-T细胞治疗组呈现生存率的显著提升、肿瘤体

积变小、T细胞浸润增加、CD31表达量降低，同时初

次治疗后28 d和42 d时CAR-T细胞在外周血单核细

胞中的比例显著增加，治疗后30 d外周血 IFN-γ水平

亦出现显著上升，证实血管破坏性药物通过克服免

疫抑制性TME，增强CAR-T细胞的浸润功能，从而提

高其疗效，该方法值得进一步探索其临床应用的可

能性。

3.3 溶瘤病毒

溶瘤病毒靶向肿瘤细胞对其进行感染和破坏，

在此过程中大量释放的肿瘤抗原激活T细胞免疫应

答。因此，溶瘤病毒与CAR-T细胞的组合以直接杀

伤和促进T细胞对肿瘤的杀伤产生协同作用[30]。有

研究[31]采用改造的溶瘤病毒OV-19t使其在感染肿瘤

细胞后让肿瘤表面产生从头合成的截断型CD19，从

而使这些细胞可被 anti-CD19 CAR-T精准靶向和杀

伤，延长CRC小鼠的生存期。此外OV-19t给药还被

证实可通过增加内源性T和CAR-T细胞的浸润诱导

局部免疫响应，同时OV-19t从感染后裂解的肿瘤细

胞中释放并进一步造成OV-19t在肿瘤中的传播和感

染，进一步增敏CAR-T细胞的抗肿瘤作用[31]。

3.4 菌群调节

表达抗原的病毒和细菌可被用于诱导抗肿

瘤免疫。有研究证据 [32]表明，一种减毒的布鲁氏

菌Bm∆vjbR给药后可选择性定植于CRC肿瘤组织，

通过增加TME中CD8+ T细胞的数量和效应分子、促

使巨噬细胞向其促炎表型M1极化，有效编辑和改善

免疫抑制性TME，与靶向CEA的CAR-T细胞治疗产

生协同作用，有效抑制小鼠MC32肿瘤生长，且在所

有实验模型动物中表现出极高的安全性。一种常见

的肠道共生菌代谢物——丙酸被发现可通过上调

HECT结构域E3泛素蛋白连接酶2的表达，使常染色

组蛋白赖氨酸N-甲基转移酶2蛋白酶体发生降解，从

而抑制CRC生长；富含丙酸的多形拟杆菌培养上清

也被证实可抑制CRC细胞的生长[33]。此外，嗜酸乳

杆菌细胞裂解物可以通过增加TME中CD8+ T细胞、

CD8+CD44+CD62L+ 效 应 记 忆 型 T 细 胞 ，并 减 少

CD4+CD25+Foxp3+Treg细胞和M2型巨噬细胞，从而

在小鼠CRC 模型中表现出增强抗肿瘤免疫治疗

的能力[34]。目前发现的可通过重编辑免疫抑制性

TME改善免疫治疗应用于 CRC 疗效的菌种还包括

B. pseudolongum、Lactobacillus johnsonii 和 Olsenella

等，它们可增强脾 Th1 细胞分化以及 T 细胞产生

IFN-γ[35]。尽管菌群调节为破解CAR-T细胞治疗的肿

瘤耐药提供可能性，但在临床转化过程中，其作为

抗肿瘤药物的安全性和靶向特异性是需要关注

和验证的问题。

3.5 阻断免疫/代谢检查点分子

对TME 中的代谢检查点和免疫检查点进行

阻断，可解锁 TME 造成的 CAR-T 细胞的代谢限

制和免疫束缚（表 1）。如将 CAR-T 细胞与免疫

检查点阻断剂相结合不仅可逆转 CAR-T 细胞耗

竭和耐药，还可使免疫检查点抑制剂借助 CAR-T

细胞的定向功能精准到达肿瘤位置并唤醒本身

存在于 TME 但受到限制的 TIL 发挥抗肿瘤作用，

这一方法已经在多种实体瘤临床前探索中被证

实有效 [36]。此外，IDO1 作为代谢检查点蛋白，其

3'端非翻译区可被 miR-153 结合从而引起蛋白合

成的抑制，miR-153的过表达在与CAR-T联合后，显

著增强T细胞的体外肿瘤杀伤作用并可抑制小鼠的

异体移植瘤的生长，提示其可作为抗肿瘤miRNA和

代谢检查点抑制剂用于增强CAR-T细胞在CRC中

的效能[37]。
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表1 CAR-T细胞联合免疫/代谢检查点抑制剂治疗CRC的研究

实体瘤类型

CRC

卵巢癌

结肠癌

结肠癌

结肠癌

乳腺癌

CAR-T细胞靶标

EGFRvⅢ

MSLN

Glypican-1

（GPC1）

HER-2

联合方案

miR-153

PD-1 shRNA

anti-PD-1抗体

anti-4-1BB抗体

作用机制

miR-153抑制肿瘤细胞代谢检查点蛋白

IDO1表达，增加CAR-T细胞分泌 IL-2、

TNF以及颗粒酶

增强 CAR-T 细胞分泌 IFN-γ和杀伤肿

瘤细胞的能力

提高 CAR-T 细胞和 CTL 的抗肿瘤作

用；增强DC诱导CTL

增加CAR-T细胞表达Ki67和 IFN-γ；减

少Treg细胞和MDSC
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4 结 语

CRC对CAR-T细胞治疗具有抗性，重要因素是

其TME对CAR-T细胞形成多重限制。因此，提高自

身靶向特异性和递送效率而控制肿瘤细胞的“种子”

的同时，以靶向TME的其他设计方案，重塑肿瘤生存

的“土壤”，两相联合可实现CAR-T细胞治疗的增效。

此外，材料科学的极速发展有望助力CAR-T细胞克

服TME对其的限制，如新型镍钛金属网膜载体辅之

以纤维蛋白和刺激分子涂层可使CAR-T细胞精准递

送至实体瘤部位并实现局部高效扩增[41]。充分探究

免疫治疗与 TME互作网络的作用方式和干预可能

性，筛选潜在的疗效预测生物标志物、寻找高响应率

的联合治疗组合，发现并避免潜在不良反应发生，这

些研究对CAR-T细胞在CRC治疗中的探索应用具

有重要意义。
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