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基于合成生物学的CAR-T细胞治疗实体肿瘤的研究进展

Research progress of synthetic biology-based CAR-T cell therapy for solid tumors
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[摘 要] 合成生物学借助工程化技术在人工生物系统的设计与构建方面已经取得了长足进展，尤其在CAR-T细胞的开发和应

用中为实体肿瘤治疗带来了深刻变革。在合成生物学技术的支持下，新一代的CAR-T细胞可以在靶向肿瘤后激活细胞因子释放

通路，实现CAR-T细胞在肿瘤部位的自我调节；工程化的T细胞在CAR的基础上也可以表达其他受体元件（如正交型 IL-2、IL-9

受体等），通过人工给药干预可在体内实现多功效、特异性刺激，这对于实现CAR-T细胞在体内的精准刺激和克服抑制性肿瘤微

环境等意义非凡。此外，智能化CAR回路系统如 synNotch基因回路系统和CAR开关系统等研究结果表明，CAR-T细胞可以通

过自身基因回路的反馈或人工给药干预来发挥或终止杀伤功能，可有效保证CAR-T细胞在治疗过程中的安全性。虽然针对实体

肿瘤靶点难题的CAR-T细胞开发目前尚未有突破性进展，但对于有明确靶点的肿瘤，Ⅰ期临床试验结果已经显示CAR-T细胞治

疗实体肿瘤具有巨大潜力。因此，明确当下 CAR-T 细胞治疗实体肿瘤的作用机制和应用现状，可以对后续开发高效低毒

CAR-T细胞提供新思路。
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CAR-T细胞疗法作为临床上最有前景的肿瘤治

疗方法之一，其原理就是利用基因工程技术对患者

的T淋巴细胞进行工程化改造，以让其表达嵌合抗原

受体（chimeric antigen receptor，CAR）。而全新的

CAR结构赋予了T淋巴细胞重定向功能，以识别和

消除表达肿瘤相关抗原（tumor-associated antigens，

TAA）的肿瘤细胞[1]。基本的CAR结构包括 TAA结

合结构域、细胞外铰链结构域、穿膜结构域和细胞内

信号结构域[2]。第一代CAR介导的T细胞活化是通

过CD3ζ链或FcεRIγ上的酪氨酸活化基序完成的；第

二与第三代CAR-T细胞都是在初代CAR-T细胞中

CD3ζ信号结构域的基础上加入了CD28或 4-1BB等

共刺激结构域，以增强其回输后的持久性和增殖能

力；第四代CAR-T细胞则是在前三代的基础上，又加

入表达并释放免疫调节分子策略，以达到重塑肿瘤

微环境（TME）、逆转回输后 CAR-T 细胞衰竭等

目的[3-4]。

目前CAR-T细胞疗法在血液系统恶性肿瘤治疗

中显示出良好的疗效，然而在实体肿瘤治疗中存在

缺乏理想的肿瘤抗原靶点、靶外相互作用和细胞因

子风暴导致的严重毒性，以及肿瘤介导的免疫抑制

等挑战，阻碍着 CAR-T 细 胞 疗 法 的广泛使用。

CAR-T细胞的设计仍需要继续完善，以实现更精准

的肿瘤识别和更强的肿瘤杀伤。合成生物学

（synthetic biology）是一门汇集生物学、基因组学和工

程学等多种学科的交叉学科，利用工程学原理可通

过人工合成生物元件、模块和基因电路等对细胞进

行设计和改造，以实现用户所需要的功能。近年来，

合成生物学力图使用工程学原理来继续改造CAR-T

细胞，通过在细胞中加入基因回路，让它们能够感受

外来信号并且做出简单的逻辑决策。本文主要围绕

现阶段实体肿瘤的治疗困境，对基于合成生物学的

工程化CAR-T细胞最新研究进展作一综述。

1 利用免疫调节剂改善CAR-T细胞活性和免疫抑

制性TME

尽管CAR-T细胞治疗在B细胞白血病患者中可

以实现长达24个月的持续生存[5]，但是在实体肿瘤中

免疫抑制性TME通常会通过多种因素阻碍T细胞持

续发挥功能，例如诱导检查点抑制和T细胞耗竭。因

此开发支持TME中T细胞长久发挥功能的新方法在

CAR-T细胞疗法中至关重要。

1.1 CAR-T细胞自分泌免疫调节剂

在CAR-T细胞自分泌免疫调节剂的策略中，比

较经典的工程化设计是将一段分泌性蛋白编码序列

与CAR结构域一起转入T细胞中，使CAR-T细胞可

以分泌免疫调节剂或抗体等其他分子来进行自我激

活或活化其他旁观者细胞，并在实体肿瘤的免疫抑

[基金项目] 国家自然科学基金（No.82072926）

[作者简介] 史天宇（1996—），男，硕士生，主要从事肿瘤免疫治疗相

关的研究，E-mail：sstydyx@163.com

[通信作者] 孟凡岩，E-mail: fanyanmeng@hotmail.com

·· 261



中国肿瘤生物治疗杂志, 2023, 30(3)

制性TME中刺激宿主T细胞发挥抗肿瘤能力。例如

ADACHI 等[6]设计了表达 IL-7 和 CCL19 的 CAR-T

（7×19 CAR-T）细胞，其中CCL19作为趋化因子在减

少DC凋亡、增加T细胞增殖和Th1极化方面有着重

要作用；IL-7可以诱导单核细胞产生 IL-1α、IL-1β和

TNF-α，该细胞因子已被证明可以增强干扰素 γ

（IFN-γ）对大鼠胶质瘤的抗肿瘤作用[7-8]。尽管以往的

研究表明这种自分泌策略能够在肿瘤部位实现精准

释放，但这种对旁观者细胞的激活可能会增加毒性

风险。最近工程化 IL-23技术对该问题进行了很好

的解决：将组成 IL-23蛋白的 IL-12β p40亚基基因导

入T细胞基因组中，在T细胞受体（TCR）刺激下通过

上调STAT3信号来诱导 IL-23β p40亚基的表达，联合

固有的 IL-23α p19 亚基可产生 IL-23[9-10]。通过 p40-

GFP蛋白定位发现，IL23与产生 IL23的T细胞的优

先结合，且仅发生在T细胞激活时，对旁观者细胞的

影响有限。这种利用合成生物学技术的诱导式自分

泌方式，在一定程度上完善了自分泌策略在系统安

全性方面的不足。

1.2 工程化白介素受体CAR-T细胞

IL-2具有刺激淋巴细胞增殖、激活细胞毒性

T 细胞功能以及参与 T 细胞炎症途径等作用 [11]；

然而，其在临床上的主要局限之一是其高剂量

下的毒性作用 [12]。 IL-2 受体（IL-2R）由 α、β 和 γ

亚基组成（IL-2Rα，IL-2Rβ，IL-2Rγ），IL-2Rβ和普通

γ链（IL-2Rγ）共同形成信号二聚体，并以中等亲和力

结合 IL-2，而 IL-2Rα（CD25）不传递信号，但增加了

IL-2对二元（βγ）IL-2受体的亲和力，使T细胞对低浓

度 IL-2敏感[13]。

正交 IL-2 系统是一种外源合成受体，最早由

SOCKOLOSKY 等[14]通过基因工程实现。因为 IL-2

受体的β链是信号转导所必需的，并且可以独立结合

IL-2，所以选择 IL-2Rβ链作为突变受体，可以合成一

种正交型 IL-2受体。这种系统的优势就是利用突变

的 IL-2细胞因子与突变的 IL-2R特异性结合，避免在

体内传递天然 IL-2信号时产生多效刺激和全身毒性

反应[15]。2021年美国 Synthekine公司ASPURIA等 16]

和宾西法尼亚大学ZHANG等[17]同时报道了对鼠源

IL-2/IL-2Rβ进行的人源化改造。在这两项工作中，

研究人员对鼠源正交 IL-2/IL-2Rβ进行人源化处理，

正交 IL-2成功在体内选择性激活并扩增表达 IL-2Rβ

的CAR-T细胞；在复发或难治性淋巴瘤临床前模型

中，该系统均能实现持久的抗肿瘤反应，并且能够避

免或限制由CAR-T细胞诱导的细胞因子释放综合征

（cytokine release syndrome，CRS）。为进一步加强多

效刺激，最近KALBASI等[18]又基于正交 IL-2受体模

型，将正交 IL-2Rβ胞内结构域替换为其他细胞因子

（IL-9）受体的普通 γ链（IL-9Rγ）胞内段来重定向信

号, 导致全新的正交受体在受到刺激后同时激活

了 STAT1、STAT3 和 STAT5 多个通路信号，可直接

导致再编程后的 CAR-T 细胞功能多样性得到提

升，在胰腺癌等实体肿瘤模型中也展现出强大的

抗肿瘤活性。

2 synNotch基因回路系统

传统CAR-T细胞设计仅凭CAR的抗原识别来

诱导T细胞活化，有脱靶效应（on-target off-tumor）的

可能。KOLE 和 HYRENIUS-WITTSTEN 等[19-20]成功

地在细胞表面表达 synNotch受体系统，并建立了由

synNotch受体嵌入的CAR-T细胞，此时CAR-T细胞

同时与抗原A和B结合并被激活；与双靶点CAR-T

细胞不同，synNotch受体在与肿瘤表面的特定抗原A

结合后，通过释放转录因子激发T细胞表达靶向第二

个抗原B的CAR，从而激活T细胞去行使杀伤肿瘤功

能，保护了仅表达抗原A或抗原B的正常细胞不被

CAR-T 细胞攻击。最近，一项新研究再次提升

synNotch 基因回路的应用前景 ，ALLEN 等[21] 将

synNotch基因回路与 IL-2诱导回路结合，使生产 IL-2

的感应电路的激活绕过TCR或CAR的限制，包括消

耗或抑制TCR信号的转导，直接由 synNotch受体系

统控制。只有当这些CAR-T细胞与肿瘤细胞直接接

触时才自分泌 IL-2，因此可以避免全身性释放 IL-2

带来的不良反应，又能有效增强 CAR-T 细胞的

浸润和免疫抑制性实体肿瘤的清除。这种升级

后的 CAR-T 细胞可以在到达肿瘤细胞后启动细胞

因子的分泌，既能攻击肿瘤，又能有效控制激活时

间，最终实现高效的肿瘤清除，具有非常广阔的应用

前景。

3 利用内置开关系统降低CAR-T细胞的毒性作用

将安全开关或自杀基因插入CAR编码序列中，

在毒副作用发生时可借助某些控制性药物快速消除

或限制CAR-T细胞，从而缓解毒副作用[22-24]。尽管这

种方式被认为可以降低CAR-T细胞相关风险，但这

种机制也会给抗肿瘤能力带来消极影响，例如导致

抗肿瘤效率低下等。GIORDANO-ATTIANESE等[25]

设计了一个名为 STOP-CAR的CAR-T细胞，可由小

分子药物破坏其信号转导结构达到动态灭活STOP-

CAR 的效果，但产生的抗肿瘤活性仅相当于二代

CAR-T细胞。在另一项研究中，研究人员用来那度

胺作为开关分子来控制其设计的CAR-T细胞，其活

性也低于传统CAR-T细胞[26]。最近，国际权威杂志
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Cell 报道了一种高性能可调节 CAR 系统——SNIP

CAR-T细胞：在CAR的穿膜域与4-1BB/CD3ζ之间共

同表达由病毒衍生的 NS3 蛋白切割位点，并使用

CD8穿膜域绑定NS3蛋白酶，该酶可在FDA批准的

小分子药物Grazoprevir控制下被抑制，停药后又可

恢复活性并切割 NS3 位点，终止 CAR 信号传导。

SNIP CAR-T不仅可以提供可靠的安全性，而且在多

个实体肿瘤模型中显示出优于亲本架构CAR-T细胞

的抗肿瘤作用[27]。

4 利用新靶点提升CAR-T细胞精准识别能力

实体肿瘤抗原靶点选择的挑战之一是靶抗原只

在肿瘤组织的部分肿瘤细胞上表达，靶抗原阴性的

肿瘤细胞不受CAR-T细胞的杀伤而导致肿瘤复发。

针对肿瘤细胞靶点表达不均一的问题，多靶向型

CAR-T细胞可以识别肿瘤细胞表面两个或多个靶点

分子，即当肿瘤细胞的某一靶点分子低表达或不表

达时，其他靶点还可以被相应的 CAR-T 细胞识别。

例如杨美佳等[28]设计的靶向CD70和B7-H3的二价串

联 CAR-T 细胞，通过 linker 将 CD70 scFv 与 B7-H3

scFv进行串联，实现单个CAR分子能够靶向两个肿

瘤抗原。这种二价串联CAR-T细胞在低剂量下就可

实现对肺癌和黑色素瘤异种移植瘤的控制，有效改

善实体肿瘤中抗原异质性和变异性问题。除此以

外，还有并联型CAR（将两个CAR分子转入一个T细

胞中）、混合型CAR-T细胞（两种单独的CAR-T细胞

产品按照一定剂量比例混合在一起），以及小分子偶

联型CAR-T细胞（CAR-T细胞识别多种具有统一标

记物的小分子适配器，该适配器可靶向不同肿瘤抗

原）等[29-32]。

双 特 异 性 T 细 胞 衔 接 器（bispecific T cell

engagers，BiTE）作为一种双特异性抗体，通常设计用

来结合选定的TAA和TCR（一般为具有信号转导能

力的CD3链），从而诱导T细胞靶向杀伤肿瘤细胞[33]。

CAR-T细胞自分泌BiTE的治疗模式可以作为多靶

向型CAR-T细胞疗法的一种补充。其中BiTE除了

可以增加识别抗原种类外，还具有重定向非特异性

旁观者T细胞来发挥抗肿瘤效应。CHOI等[34]开发了

一种自分泌表皮生长因子受体（EGFR）特异性BiTE

的CAR-T细胞，用来针对EGFR变异体Ⅲ（EGFR vⅢ）

特异性 CAR-T 细胞疗效受限的 EGFR/EGFR vⅢ双

阳性成胶质细胞瘤。分泌出的BiTE弥补了EGFR vⅢ

特异性CAR-T细胞在表达EGFR成胶质细胞瘤上的

盲区，在小鼠成胶质细胞瘤模型中展现了显著的肿

瘤杀伤作用。

针对异质性极高或缺乏合适抗原的肿瘤，本课

题组[35]前期通过膜融合方式将EGFR vⅢ插入到不

表达该抗原的肿瘤细胞表面，并联合靶向EGFR vⅢ

的CAR-T细胞，建立了基于原位抗原修饰的靶点重

定 向 通 用 型 CAR-T（target-redirected universal

chimeric antigen receptor T，TRUE CAR-T）细胞治疗

模式，实现了CAR-T细胞对无合适天然靶点的肿

瘤细胞进行杀伤。这种人工修饰方式可以解决

肿瘤抗原普遍存在的异质性高、阳性率低等问

题，为构建一种普遍适用的 CAR-T 细胞疗法提供

了实验依据。

5 CAR-T细胞治疗的临床研究进展

CAR-T细胞治疗实体肿瘤的临床试验大约始于

2006年，由GROVER等[36]以及LAMERS等[37]开展了

第一代CAR-T细胞靶向FR-α阳性的卵巢癌和CAIX

阳性的肾细胞癌的临床试验，虽然都有较高的安全

性，但治疗效果不佳。近几年基于合成生物学的

CAR-T细胞疗法开发迅速，研究者们开展了一系列

针对实体肿瘤靶点的CAR-T细胞疗法临床研究，靶

点主要包括 HER2、GD2、EGFR、PSMA 等 TAA。例

如 NARAYAN 等[38]报道了嵌入 TGFβ RDN 靶点的

CAR-T细胞治疗前列腺癌的Ⅰ期临床试验，结果显

示，13名患者的CAR-T细胞和血清TGF-β1比例之间

存在显著的负相关，并且细胞动力学显示血液和肿

瘤中都有扩张。PANG等[39]报道了一名晚期肝癌患

者和一名晚期胰腺癌患者在接受自分泌 IL-7 和

CCL19 的 CAR-T 细胞治疗后，分别在第 30 天和第

240天肿瘤完全消失。从已报道的数据可以看出，优

化后的CAR-T细胞治疗实体肿瘤的效果已经明显优

于前代CAR-T细胞疗法，同时也说明这些优化后的

新型CAR-T细胞治疗实体肿瘤是可靠的，并且未来

有希望进入临床应用。本文在表 1中例举了几种基

于合成生物学的CAR-T细胞临床研究，这些研究主

要集中在提高CAR-T细胞的靶向性和安全性方面。

所以，目前基于合成生物学的工程化CAR-T细胞，其

研究热点主要集中在如何提高CAR-T细胞的活性和

靶向效率以及降低毒性作用等。另外，免疫检查点

抑制剂已被证明可以明显提高 CAR-T 细胞治疗效

果，临床前研究也已经证实，通过基因工程转入并

表达抗 PD-1 scFv可以在提升CAR-T细胞疗效的同

时，有效规避全身免疫检查点相关毒性，期待该策略

的临床研究可以带来让人满意的结果[40]。

6 结 语

CAR-T 细胞疗法是癌症免疫治疗领域中的热

点，有极大的希望革新实体肿瘤临床治疗的现状。
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从目前CAR-T细胞治疗技术的研究进展中可知，现

阶段 CAR-T 细胞的设计主要是集中在针对经典

CAR-T细胞功能调节系统的优化与完善。利用合成

生物学手段改造的CAR-T细胞不仅可以提高其在实

体肿瘤中的杀伤效果，还可以有效规避或缓解在肿

瘤治疗中出现的CRS和神经毒性。靶点的设计要相

对谨慎，但由于不同患者之间肿瘤抗原表达具有差

异，也有不少学者提出个体化设计，当然这也会提高

相应成本。寻求增强CAR-T细胞活性和靶向识别能

力以及降低CAR-T细胞毒副作用的新方法，依旧是

目前CAR-T细胞疗法面临的主要挑战。虽然在早期

临床试验中 CAR-T 细胞治疗实体肿瘤效果并不理

想，但是随着合成生物学的工程化技术的介入，诸多

研究结果表明能够通过这种方式实现对CAR-T细胞

群状态的精准控制，并对实体肿瘤进行消除。相信

经过更多科学、严谨的基础和临床研究后，CAR-T细

胞对实体肿瘤的治疗将会迎来新的曙光。

表1 基于合成生物学的CAR-T细胞临床试验

策 略

多靶向型CAR-T

内置开关型CAR-T

肿瘤类型

肺癌/三阴性乳腺癌

GD2/CD70阳性肿瘤

PSMA/CD70阳型肿瘤

胃癌/乳腺癌

B细胞淋巴瘤

急性淋巴细胞白血病

靶 点

EGFR/B7H3

GD2/CD70

PSMA/CD70

HER2

CD19

CD19

临床试验

Ⅰ

Ⅰ/Ⅱ

Ⅰ/Ⅱ

Ⅰ

Ⅰ

Ⅰ/Ⅱ

NCT编号

NCT05341492

NCT05438368

NCT05437341

NCT04650451

NCT03696784

NCT03016377

状 态

招募中

招募中

招募中

招募中

招募中

招募中

信息来源：https://www.clinicaltrials.gov
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