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优化CAR结构增强CAR-T细胞治疗的安全性和有效性

董杰，王征旭 [解放军总医院第七医学中心(原解放军陆军总医院）生物治疗中心，北京 100700]

[摘 要] 嵌合抗原受体T（chimeric antigen receptor T,CAR-T）细胞治疗近年来发展迅速，已在某些血液系统的恶性肿瘤治疗中

取得了惊人的疗效，但在实体肿瘤的治疗中进展不大。目前在CAR-T细胞治疗中需要解决的问题主要有：（1）增强CAR-T细胞

的杀伤活性；（2）解除肿瘤免疫抑制状态；（3）使CAR-T细胞进入实体瘤；（4）增强CAR-T细胞治疗的安全性。通过CAR结构的

优化设计，可以克服CAR-T细胞治疗中的一系列缺陷，增强CAR-T细胞的疗效和减缓并发症的发生。本文对近年来在CAR结

构设计上的一些优化改进措施及方法进行总结分析，探索提高CAR-T细胞治疗过程中有效性和安全性的策略和措施。

[关键词] 肿瘤；CAR-T细胞；细胞治疗；免疫治疗；分子结构

[中图分类号] R730.51；R392.12 [文献标识码] A [文章编号] 1007-385X（2018）12-1209-09

Optimizing CAR structure to improve safety and efficiency of CAR-T cell therapy

DONG Jie, WANG Zhengxu (Biological Therapy Center, the Seventh Medical Center of PLA General Hospital [Former Army General

Hospital of PLA], Beijing 100700, China)

[Abstract] CAR-T cell therapy has developed rapidly in recent years, and has achieved amazing results in the treatment of some malig-

nant tumors of the blood system, but little progress has been made in the treatment of solid tumors. At present, the main problems to be

solved in CAR-T cell therapy are: (1) enhancing the killing activity of CAR-T cells; (2) relieving the immunosuppressive state of tu-

mors; (3) bringing CAR-T cells into solid tumors; (4) enhancing the safety of CAR-T cell therapy. By optimizing the structure of CAR,

a series of defects in the CAR-T cell therapy can be overcome, and the curative effect of CAR-T can be enhanced and the complications

can be alleviated. In this paper, some optimization and improvement measures and methods on the structure design of CAR in recent

years are elaborated, and the effectiveness and safety of the CAR-T cell therapy are explored.
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2017年8月和10月，美国FDA先后批准了2个嵌合

抗原受体T（chimeric antigen receptor T,CAR-T）细

胞产品上市：诺华公司的Kymriah(tisagenlecleucel,

CTL - 019)和 Kite 公司的 Yescarta（axicabtagene

ciloleucel，KTE-C10）。这一消息具有里程碑式的意

义，为恶性肿瘤等疾病的治疗带来了新的希望。然而，

在看到CAR-T细胞治疗恶性肿瘤，尤其是血液系统肿瘤

的显著疗效的同时，也必须充分认识到其中存在的一

系列问题和挑战，如脱靶毒性、抗原逃逸、CAR-T细胞体

内存活时间和增殖能力有限、肿瘤抑制微环境、细胞因

子风暴等毒副反应[1]。本文将主要从改造优化CAR结
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构的设计方面入手，对提高CAR-T细胞肿瘤治疗的有效

性和安全性问题进行讨论。

1 提高CAR-T细胞治疗的有效性

目前，研究者[2-39]从多个角度，如CAR胞内分子结

构的优化、解决肿瘤抗原抑制性、促进CAR-T细胞向

肿瘤部位转运和浸润，以及拮抗肿瘤免疫抑制微环

境等，对CAR结构进行了改进，以期可更好地促进

CAR-T细胞疗效的发挥（图1）。

CAR: 嵌合抗原受体；TanCAR: 串联CAR结构；5E5：MUC1截短体特异性抗体；SUPRA CAR：Split, universal, and programmable

CAR，一种通用型CAR结构；HPSE：硫酸乙酰肝素蛋白多糖；7×19 CAR：可同时分泌IL-7和CCL19的CAR-T细胞；PD-1：程序性细胞

死亡蛋白1；△PD-1：PD-1表达被阻断；PD-L1 Ab：PD-L1抗体；PD-L1: PD-1配体1；4/7ICR：IL-4与IL-7受体融合结构；RIAD：调

控亚基锚定干扰物；TGF-β: 转化生长因子-β；CKs：细胞因子

图1 通过CAR结构优化提高CAR-T细胞疗效的策略

1.1 优化胞内信号分子

1.1.1 CAR胞内区协同刺激分子的优化 除了第一

代CAR-T细胞之外，其他几代的CAR-T细胞在设计时

都要面临不同协同刺激分子的取舍问题。有研究[2-3]

表明，4-1BB和CD28分别倾向于衍生更多的中央记忆

细胞和效应记忆细胞，以CD28作为协同刺激分子的

CAR-T细胞较4-1BB CAR-T细胞更容易发生耗竭，由

此推测4-1BB可能较CD28更有利于CAR-T细胞在体

内持久存活。MILONE等[4]研究发现，在B-ALL的小鼠

异种移植模型中发现，含有4-1BB的二代CAR-T细胞

较一代CAR-T细胞和以CD28为协同刺激分子的二代

CAR-T细胞有更强的抗白血病能力，且在体内存活更

为持久。在细胞因子分泌方面，与CD28 CAR-T细胞

相比，4-1BB CAR-T细胞分泌Th1型细胞因子的速度

更慢，Th2型细胞因子分泌量更低[5]。联合CD28和4-

1BB（第三代CAR-T细胞），可使CAR-T细胞在模型小

鼠体内存活更久，发挥更强的抗肿瘤效应[6]。此外，

其他的协同刺激分子，如ICOS，更倾向于诱导T细胞

向Th17方向分化，产生更多的IL-17A、IL-17F和

IL-22。与CD28和4-1BB相比，ICOS CAR-T细胞可能

会诱导更强的抗肿瘤应答[7]。总体而言，在CAR结构

中设计不同的协同刺激分子（图1A）可能对CAR-T细

胞的功能产生不同的影响，应选择哪种分子或是将

哪些分子联合使用等方面的研究不多，目前尚没有
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定论，有待进一步探索。

1.1.2 引入细胞因子 T细胞激活需要3个信号：TCR、

共刺激分子和细胞因子。临床上使用CAR-T细胞疗法

时，往往会联合细胞因子的全身给药以增强CAR-T的疗

效。然而，细胞因子的全身给药方式可能会带来一系

列的不良反应。为了在增强CAR-T细胞疗效的同时，同

时又避免全身使用细胞因子所带来的毒副作用，研究

者们尝试在CAR-T细胞CD3ζ元件后连接细胞因子IL-

7、IL-12、IL-18等基因。这些细胞因子能够在局部刺

激CAR-T细胞的增殖，延长T细胞生存时间，招募机体

免疫细胞，改善局部免疫抑制的微环境等，通过多种机

制增强CAR-T细胞的抗肿瘤免疫反应。这种可以自分

泌细胞因子并且刺激自身增殖的CAR-T细胞也称为武

装的CAR-T细胞（armed CAR-T cell），即第四代CAR-T

细胞[8]。目前研究最多的是分泌IL-12的CAR-T细胞。

多项研究[9-12]表明，IL-12的加入可缓解肿瘤免疫抑制

的微环境，促进CAR-T细胞分泌IFN-γ，增强其抗瘤活

性，明显延长荷瘤小鼠的生存期。此外，IL-7、IL-15和

IL-18等也都可促进CAR-T细胞功能的发挥，延长荷瘤

小鼠的生存期[13-15]。

1.1.3 引入其他共刺激信号分子 目前CAR胞内区

使用较多的共刺激分子是CD28或4-1BB。其他共刺

激信号分子，比如CD40L，也有望改善CAR-T细胞的功

能。CD40L属于TNF超家族成员，为Ⅱ型穿膜蛋白，最

初在活化的CD4+T细胞中发现。其受体CD40可表达

于多种免疫细胞及肿瘤细胞（B-ALL、CLL、HL、NHL、乳

腺癌、卵巢癌、鼻咽癌、骨肉瘤等）中。CD40L/CD40通

路参与体液免疫和细胞免疫过程，可促进肿瘤特异

性T细胞应答。CURRAN研究组[16]为CAR-T细胞组成

性表达CD40L后（图1B），可促进其增殖和Th1型细胞

因子分泌，并可改变CD40+肿瘤细胞以及患者CLL细

胞的免疫原性，促进DC成熟和分泌IL-12。与普通

CAR-T细胞相比，CD40L CAR-T细胞的体外杀伤能力

明显增强，并可显著延长荷瘤小鼠的生存期。

1.2 解决肿瘤抗原异质性及抗原表达的改变

1.2.1 同时靶向 2种或多种肿瘤相关抗原（tumor

associated antigen，TAA） 虽然靶向CD19的CAR-T

细胞在B细胞恶性肿瘤治疗中疗效显著，但随着研究

的增多，也不乏CD19表达阴性白血病复发案例的报

道。为此，ZAH等[17]设计了靶向CD19和CD20的双特

异性 CAR-T 细胞。通过 G4S(Gly4-Ser)接头，可将

CD19和CD20抗体的scFv进行连接，使之串联表达于

T细胞上（图1C）。这种靶向CD19或CD20的CAR-T细

胞可以对表达CD19或CD20的靶细胞产生强有力的

杀伤。不论是野生型或是CD19-突变型B细胞淋巴

瘤，CD19或CD20 CAR-T细胞都可以在体内发挥同等

的疗效，从而可以有效防止B细胞恶性肿瘤的复发。

无独有偶，HEGDE等[18]针对复发的胶质母细胞

瘤，设计了同时靶向HER-2和IL13Rα2的串联CAR-T

（tandem chimeric antigen T，TanCAR-T）细胞,发

现TanCAR-T细胞在遇到HER-2和IL13Rα2中的任何

一种抗原时，均可产生与普通CAR-T细胞同等的活化

效果；而当同时遇到这两种抗原时，则通过产生异二

聚体来增强T细胞的活化。与同时表达HER2 CAR 和

IL13Rα2 CAR的T细胞和只对单一抗原具有特异性

的CAR-T细胞相比，TanCAR-T细胞的活化更为持久且

不易发生耗竭。作者在小鼠的成胶质细胞瘤模型中

发现，TanCAR-T细胞可以很好地防止抗原逃逸，增强

CAR-T细胞的抗肿瘤效果，延长实验小鼠的生存期。

然而，成胶质细胞瘤患者之间不同肿瘤抗原表达的

差异使TanCAR-T细胞的临床效果并不尽如人意。为

了进一步提高CAR-T细胞治疗胶质母细胞瘤的效果，

BIELAMOWICZ研究组[19]发现，制备的三价CAR-T（tri-

valent CAR-T）细胞的研究结果。结果显示，在实验

样本中，靶向HER-2、IL13Rα2和EphA2的三价CAR-T

细胞几乎可以覆盖100%的成胶质细胞瘤。与一价和

二价CAR-T细胞相比，三价CAR-T细胞表现出更强的

细胞杀伤毒性和更高的细胞因子分泌能力。在成胶

质细胞瘤的异种动物模型中，三价CAR-T细胞可明显

抑制肿瘤的生长，延长实验动物的生存期。

1.2.2 以肿瘤特异性突变抗原为靶点 以经过修饰

或发生突变的肿瘤特异性抗原为靶点设计CAR-T细

胞，也可以增加CAR-T细胞作用的特异性，减少脱靶

效应的发生。如，POSEY等[20]针对只在肿瘤中表达的

MUC1的糖肽截短体设计了特异性的scFv-5E5，这种

5E5 CAR-T细胞（图1D）不会结合去糖基化的MUC1和

正常糖基化的 MUC1，只会特异性地结合肿瘤细胞

MUC1的Tn糖链，因此不会对正常细胞产生杀伤。此

外，有研究者[21-23]也发现了其他的肿瘤特异性突变抗

原，如EGFRvIII（6-273位氨基酸缺失），该抗原在神

经胶质瘤中高表达。一项有10位成胶质细胞瘤患者

参与的临床试验[23]显示，EGFRvIII CAR-T细胞疗法

（图1D）安全可行，未见脱靶毒性及细胞因子释放综

合征。IL13Rα2是另外一种只在肿瘤细胞中表达的

抗原，在每个成胶质细胞瘤细胞中有多达3万个抗原

结合位点，以IL13Rα2为靶点的CAR-T细胞研究也

正在进行[24-25]。

1.2.3 设计靶向不同肿瘤抗原的通用型CAR CAR-T

细胞结构一旦构建完成，除了重新构建以外，其CAR

结构将不再发生变化。这一结构特点使CAR-T细胞

通常只能与一种特定的靶抗原以特定的亲和力结

合，之后以“预设”的方式激活胞内信号分子，产生
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“预设”水平的应答，使CAR-T细胞的活化水平难以调

控。CHO等[26]针对CAR-T细胞结构的以上缺点，设计

了一种通用型SUPRA（split, universal, and pro-

grammable）CAR结构（图1E）。与传统的CAR结构不

同，SUPRA CAR是将胞内信号分子与胞外区的scFv分

子分开，然后通过亮氨酸拉链（leucine zippers）对

两者的结合进行调控。胞内信号分子与亮氨酸拉链

结合，称为ZipCAR。ZipCAR含有亮氨酸结构域、α铰

链区、穿膜结构域、共刺激分子CD28、4-1BB（第三代

CAR）和T细胞刺激分子δ，表达于T细胞表面；scFv

与另一段亮氨酸拉链融合，形成ZipFv。ZipFv含有

靶向肿瘤特异性抗原的scFv、35个氨基酸的甘氨酸/

丝氨酸多肽、C-Myc和6xHis tag标签。通过亮氨酸

拉链之间的特异性识别，可以实现ZipCAR与 ZipFv

的结合。与传统CAR-T细胞不同，SUPRRA CAR-T细胞

只需重复体外构建含不同肿瘤特异性抗体的ZipFv

融合蛋白即可，不需重新设计T细胞。鉴于基因修饰

T细胞的设计是CAR-T细胞治疗中最昂贵的部分,因

此 SUPRRA CAR-T细胞会大大降低CAR-T疗法的成

本。通过对亮氨酸拉链对之间的亲和力、肿瘤抗原

与scFv之间的亲和力、ZipFv的浓度以及ZipCAR的

表达水平进行调控，可以实现对SUPRA CAR-T细胞活

化水平的调控。通过设计竞争性的ZipFv可以有效

抑制CAR-T细胞的不良反应。根据不同肿瘤的抗原

表达异质性设计多种ZipFv，可以有效防止肿瘤抗原

多样性导致的肿瘤逃逸。通过为正常组织表达的抗

原设计“安全ZipFv”，可以有效防止CAR-T细胞的脱

靶效应，使之只特异性杀伤肿瘤细胞。此外，通过对

同一T细胞的不同信号分子以及对不同的T细胞亚

群设计不同的SUPTRA CAR结构，可以实现对T细胞

的不同应答以及不同T细胞的应答状态进行调控[26]。

1.3 促进CAR-T细胞转运和向肿瘤部位浸润

1.3.1 破坏肿瘤细胞外基质的HPSE-CAR CAR-T细

胞进入实体瘤的一个主要障碍便是肿瘤细胞的细胞

外基质（ECM），而硫酸乙酰肝素蛋白多糖（heparin

sulfate proteoglycans，HPSG）则是ECM的主要组成

部分。所以，CAR-T细胞只有突破HPSG的阻碍才能到

达肿瘤部位。然而，T细胞通常并不表达可降解HPSG

的乙酰肝素酶HPSE，因此若CAR-T细胞可表达HPSE，

便有可能实现肿瘤浸润。CARUANA等[27]构建了可表

达HPSE的GD-2特异性CAR-T细胞（图1F），发现在不

影响CAR-T细胞对GD-2的特异性识别的同时，HPSE-

GD-2 CAR-T细胞降解ECM的能力确实得到了很大提

升，并可促进CAR-T细胞的肿瘤浸润，明显延长荷瘤

小鼠的生存期。

1.3.2 联合趋化因子-趋化因子受体信号 根据趋

化因子与趋化因子受体之间的特异性结合原理，为

CAR-T细胞设计特定的趋化因子或趋化因子受体，将

有利于CAR-T细胞向肿瘤部位的迁移和浸润。目前

已有多个研究组在这方面做出了尝试，如DISTASI研

究组[28]发现，效应T细胞表达CCR4之后可以促进其

向霍奇金淋巴瘤细胞迁移。当CD30特异性CAR-T细

胞表达CCR4之后，其体外的细胞杀伤和细胞因子分

泌能力不受影响；同时，在霍奇金淋巴瘤的小鼠模型

中可以更好地控制肿瘤的生长。PENG等[29]在T细胞

上过表达CXCR2，由此便可识别肿瘤细胞产生的CX-

CL1。MOON等[30]在人间皮瘤的动物模型中发现，表达

了 CCR2的 CAR-T 细胞可更好地迁移至肿瘤部位。

2018年3月，KEISHI等[13]构建了表达IL-7和CCL19

的CAR-T细胞（7×19 CAR-T细胞，图1G），发现该细

胞可使荷瘤小鼠获得完全缓解，小鼠生存期明显延

长；组织病理学分析可见肿瘤组织中有明显的DC和T

细胞浸润。

1.4 改善肿瘤抑制微环境

1.4.1 免疫检查点阻断 （1）阻断PD-1：肿瘤细胞往

往会表达某些抑制性分子，比如PD-L1，后者可与活

化T细胞表达的PD-1结合，从而抑制T细胞应答，使

之发生耗竭。联合PD-1抗体可以提高CAR-T细胞的

疗效，然而由于PD-1抗体的全身给药也可能活化自

身反应性 T 细胞，带来不良反应[31]。因此, RUPP

等[32]利用CRISPR/Cas9基因编辑技术阻断CAR-T细

胞的PD-1表达（图1H）之后，不论在体内或是体外，均

可明显提高CD19 CAR-T细胞对CD19+PD-L1+肿瘤细胞

的杀伤能力。（2）引入PD-1/PD-L1和/或CTLA-4抗

体：SUAREZ等[33]则构建了可分泌PD-L1抗体的CAR-T

细胞（图1I），发现在肾透明细胞癌的人源化小鼠模

型中，与普通的靶向羧基脱水酶Ⅸ（carboxy anhy-

drase-IX，CAIX）的CAR-T细胞相比，分泌PD-L1抗体

的CAIX特异性CAR-T细胞可使小鼠的肿瘤负荷下降

50%~80%，明显延缓肿瘤生长，肿瘤细胞的PD-L1和

Ki67表达下调。CAR-T细胞在与肿瘤细胞接触过程

中局部分泌的抗PD-L1单抗能与肿瘤细胞表面的PD-

L1结合，进而封闭肿瘤细胞表面PD-L1的表达，解除

因T细胞PD-1分子与肿瘤细胞表面PD-L1分子结合

所导致的CAR-T细胞免疫抑制状态；同时，IgG1型

PD-L1 抗体还可介导 ADCC（antibody dependent

cellmediated cytotoxicity），并募集NK细胞到达

肿瘤部位，进一步增强了CAR-T细胞杀伤肾癌细胞的

效率。宁波市肿瘤医院和上海细胞治疗研究院分别

使用分泌PD-1抗体的CAR-T细胞以及同时分泌PD-1

抗体和CTLA-4抗体的MUC1 CAR-T细胞开展了针对

晚期恶性实体肿瘤的临床试验（NCT02873390 和
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NCT03179007），2项试验目前均正在招募患者。（3）逆

转PD-1的抑制信号:除了直接阻断PD-L1-PD-1通路

对CAR-T细胞的抑制作用外，还可尝试将二者传递的

抑制信号转变为活化信号。有研究者[34-35]对PD-1进

行改造，将其穿膜区和胞内信号区域用CD28分子取

代，从而使之成为协同刺激受体PD1∶CD28（图1J）。

这种CAR-T细胞表面同时表达抗PSAC、PD-1分子。

因前列腺癌细胞高表达PD-L1分子，当表达PD-L1的

肿瘤细胞与CAR-T细胞表面转染的PD-1分子相互作

用，会通过PD-1胞内连接的CD28分子，使CAR-T细胞

进一步活化，将会克服T细胞表面野生型PD-1和PD-

L1接触后的导致的免疫抑制作用，使免疫抑制信号

变成活化信号，因此能增强转染双基因的CAR-T细胞

对肿瘤的杀伤作用，同时也能促进CAR-T细胞IL-12、

IFN-γ、IL-12等Th1类细胞因子的释放，进一步改善

了肿瘤局部免疫抑制的微环境。动物实验[35]证明,

该转染双基因的CAR-T细胞，在体内有很好的杀瘤细

胞活性,经过PD1∶CD28改造的CAR-T细胞还可以有

效控制间皮瘤和前列腺癌小鼠模型中相应肿瘤的生

长，疗效优于PD-1抗体。

1.4.2 联合细胞因子 IL-4和IL-10等细胞因子参

与了肿瘤免疫抑制微环境的形成。与上文的PD1∶

CD28思路类似，MOHAMMED等[36]尝试将IL-4的抑制信

号转化为刺激信号，具体操作是将IL-4受体（IL-

4Rα）胞外区与IL-7受体（IL-7Rα）胞内区进行融

合，构建4/7 ICR结构（图1K），然后将该分子转入

PSCA CAR-T细胞中。发现改造后的CAR-T细胞可以

很好地抵制肿瘤分泌的IL-4的抑制作用，并可发生

增殖，最终使其抗肿瘤能力得到很大提升。

1.4.3 拮抗其他免疫抑制微环境中的抑制因素 （1）

抑制PGE2和腺苷：PGE2和腺苷是肿瘤微环境中重要

的免疫抑制分子，两者可激活PKA，后者可与ezrin蛋

白结合，最终抑制TCR活化，抑制T细胞功能。NE-

WICK等[37]设计了一种可表达短肽RIAD（可抑制PKA

与ezrin蛋白结合）的CAR-T细胞，即CAR-RIAD T细

胞（图1L）。通过促进CAR-T细胞效能的发挥以及更

好地进入肿瘤组织，RIAD的引入使CAR-T细胞在体内

外的初步实验中都表现良好。（2）提高CAR-T细胞的

抗氧化能力：活性氧过多构成了免疫抑制微环境的

另一个重要因素。LIGTENBERG等[38]将过氧化氢酶构

建至CAR结构中（CAR-CAT，图1M），以期通过促进过氧

化氢的代谢而增强CAR-T细胞的抗氧化能力。与普

通CAR-T细胞相比，CAR-CAT细胞不仅可抑制活性氧

的聚集，增强自身的抗肿瘤能力，同时，还可增强“旁

观者”NK细胞对肿瘤的杀伤能力。（3）逆转TGF-β的

抑制作用：CHANG等[39]对CAR-T细胞进行改造，使之可

以结合多种可溶性因子，如TGF-β（图1N）。TGF-β

是肿瘤免疫抑制微环境中重要的可溶性组分，改造

后的CAR-T细胞在与TGF-β结合之后可将其免疫抑

制效应逆转，成为有利于T细胞活化的激动剂。通过

对CAR胞外配体结合区与其胞内信号区的机械偶合

进行调节，便可调控CAR对于可溶性配体的应答。

2 增强CAR-T细胞治疗的安全性

在想方设法提高CAR-T细胞疗效的同时，尽量避

免其可能带来的不良反应是CAR-T细胞在应用过程

中需要注意的另一个关键问题，许多研究者[40-55]在这

方面做出了多方面的努力（图2）。

2.1 设计双抗原特异性CAR

用2种不同抗原来限制CAR的靶向性，只有同时

表达这2种抗原的肿瘤细胞才会被CAR-T细胞攻击，

而只表达其中一种抗原的正常组织可豁免。要达到

这一目的，目前有2种方法：一是KLOSS等[40]提出的

为T细胞转入2种受体，嵌合抗原受体(CAR)和嵌合

协同刺激受体（CCR）（图2A）。CAR可与第一种抗原

（如PSCA）特异性结合，为T细胞提供次优活化信号；

CCR可与第二种抗原（如PSMA）结合，为T细胞提供协

同刺激信号。当CCR CAR-T细胞遇到PSCA+PMSA+的肿

瘤细胞时，可完全激活，并发挥抗肿瘤效应；而遇到

PSCA+PMSA-的细胞时，则不会完全激活，从而使后者

免于脱靶效应的影响。该方法的缺点是难以保证在

2种抗原同时存在时使T细胞完全活化，同时，在只有

其中一种抗原存在时保持T细胞的完全抑制状态。

于是ROYBAL等[41]便提出了第二种方法，利用syn-

Notch受体控制CAR的表达。即synNotch受体胞外

识别结构域可与一种靶抗原A（如GFP）特异性结合，

导致受体断裂，释放转录激活结构域，后者进入细胞

核，启动特异性CAR，可特异性识别另外一种抗原B，

如CD19 CAR的表达（图2B）。只有当抗原A和B同时

存在时，该双特异性T细胞才会激活并杀伤特异性的

肿瘤细胞。

2.2 为CAR设计开关

JUILLERAT等[42]利用雷帕霉素与FKBP-12蛋白的

高亲和力来控制CAR-T细胞的活性。这个系统需要2

个载体：1个载体含有scFv、共刺激分子4-1BB、FKBP

序列（FK506 binding protein），另外1个载体携穿

膜结构域、共刺激分子4-1BB、FRB序列（FKBP-rapa-

mycin binding domain）、T细胞活化结构域CD3ζ。

在FcεRI受体的基础上构建的CAR结构(mcCAR，图

2C)，将FcεRI受体的的α、β、γ链分别用CD19抗

体的scFv以及铰链区、4-1BB和 CD3ζ来代替。同

时，另外1个载体在CD8α铰链区和scFv之间插入
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FRB和/或FKBP结构域。只有当雷帕霉素或其类似物

存在时，2个分离的载体被连接起来，因此结合肿瘤

抗原的CAR能刺激T细胞的增殖和活化。这个CAR-T

细胞的激活，需要通过小分子化合物来实现，FKBP/

FRB-CAR T细胞才会发挥其抗肿瘤效应，因此可以调

控CAR-T细胞的活化。

CCR：嵌合协同刺激受体；SynNotch：合成Notch受体；mcCAR：多链CAR结构；sCAR：开关CAR结构；FITC：异硫氰酸荧光素；PNE：短肽

新表位；TM：靶分子；iCAR：抑制性CAR结构；iCasp9：诱导型半胱氨酸天冬酶-9；CDC：补体依赖的细胞毒性；ADCC：抗体依赖的细胞

介导的细胞毒作用；Rituximab：利妥昔单抗；Cetuximab：西妥昔单抗；CAB：条件激活生物技术

图2 通过CAR结构优化提高CAR-T细胞治疗安全性的策略

MA等[43]利用偶联FITC的抗体对特异性的肿瘤相

关抗原（TAA）和FITC CAR-T（图2D）细胞的识别进行

控制。与普通CAR-T细胞不同的是，这种开关CAR-T

细胞（sCAR-T）的 scFv识别的是 FITC，而不是 TAA。

以 CD19为例，sCAR-T细胞必须先与标记有FITC的

CD19抗体进行结合，后者再与CD19结合，才能实现对

CD19+肿瘤细胞的特异性杀伤。因此，CAR-T细胞与肿

瘤细胞不能直接结合，需要通过特异性抗体桥接。

标记有FITC的CD19抗体便可以“开关”的身份控制

CAR-T细胞功能的发挥。同时，由于FITC CAR-T细胞

的“通用性”，可对表达除了CD19以外的多种TAA的

肿瘤进行调控，比如CD22等[44]。

除了FITC以外，还可以用短肽新表位（peptide

neo-epitopes，PNE）作为开关分子（图2E），作用机制

相似[45-46]。抗体的一端是抗肿瘤特异性抗原的Fab

端，另一端是PNE，Fab端能结合到肿瘤抗原，PNE端能

与CAR相结合。这时CAR-T细胞的scFv靶向PNE，而

不是靶向肿瘤抗原。sCAR-T细胞可取得与普通CAR-T细

胞类似的疗效，当肿瘤细胞被清除以后，只要不再输注特

异性的PNE抗体，CAR-T细胞就不能再和肿瘤细胞相结合，

因此不能再发挥特异性杀伤作用。这种方法分泌的

细胞因子相对较少，这对于预防临床应用时可能出

现的细胞因子释放综合征更为有益。

第三种开关分子是TM（targeting module），用

来调控UniCAR-T细胞[47-49]（图2F）。UniCAR-T细胞的

胞内结构与普通二代CAR-T细胞相同，胞外的scFv

结合区识别的却并不是TAA，而是由10个氨基酸组成

的无免疫原性的短肽5B9标签，后者源自人类的细胞
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核自身抗原La/SS-B。TM开关由可特异性识别TAA

的结合区与5B9标签融合而成，TM便可在表达TAA的

肿瘤细胞与UniCAR-T细胞之间架起桥梁，使两者在

可控条件下进行识别。与第二种开关类似，UniCAR-

T细胞可以通过不同的TM实现对多种不同肿瘤抗原

的特异性识别。

2.3 引入抑制性CAR结构：iCAR

FEDOROV等[50]用抑制性CAR结构（iCAR, inhibi-

tory CAR）来控制CAR-T细胞的脱靶毒性（图2J）。

iCAR的胞外区是针对正常组织抗原的scFv（比如前

列腺特异性膜抗原PSMA），胞内区与抑制性分子PD-1

或CTLA-4信号域连接。当表达PD-1或CTLA-4 iCAR

和普通CAR（如CD19 CAR）的T细胞遇到CD19+的肿瘤

细胞时，由于其不表达正常组织抗原PSMA，所以iCAR

不能对CD19 CAR的功能产生影响，从而使CD19+肿瘤

细胞被杀伤；而当iCAR-CD19 CAR-T细胞遇到PSMA+

CD19+的正常组织时，iCAR与正常组织抗原PSMA识

别，传达抑制性信号，抑制CD19 CAR的功能，抑制

CAR-T细胞增殖，减少其细胞因子的分泌，从而使正

常组织免于CAR-T细胞的杀伤。

2.4 诱导CAR-T细胞死亡

为阻止不必要的CAR-T细胞在体内持续存在，使

CAR-T细胞异性地杀伤肿瘤细胞的同时，又能在体内

被系统性地控制，因此需要发展某些安全机制来控

制CAR-T细胞的活性，解决方法之一是诱导体内的

CAR-T细胞凋亡或者自杀。

2.4.1 引入自杀基因 为CAR-T细胞引入自杀基因，

可以适时诱导CAR-T细胞死亡，从而防止不良反应的

发生。目前研究较为广泛的自杀基因主要有两种：

HSV-TK和iCasp9，尤其是后者，在CAR-T细胞治疗的研

究中应用较多。在小分子药物 CID AP20187[14]和

AP1903[51]等存在时，iCasp9基因激活，启动线粒体凋亡级

联反应，最终导致CAR-T细胞发生凋亡（图2H）。贝勒医学

院已经在GD2 CAR-T细胞中引入了iCasp9基因，用于

治疗晚期肉瘤（NCT01953900）和成神经细胞瘤

（NCT01822652），目前这两项临床试验正在进行中。

2.4.2 引入清除基因 在T细胞中表达已知抗原，如

CD20或EGFRt（EGFR截短体），在需要的时候可加入两者

相应的单克隆抗体利妥昔单抗（图2I）或西妥昔单抗（图

2J），通过补体途径或抗体介导的ADCC作用来诱导特定的

CAR-T细胞死亡。此外，CD20或EGFRt抗体的存在还

可以用于特定CAR-T细胞的筛选以及追踪[52-54]。

2.5 CAB（conditionally active biologics，CAB）条件

激活生物技术平台

肿瘤细胞与正常细胞在代谢方面的一个重要区

别在于，即使在有氧条件下，肿瘤细胞代谢也主要是

进行糖酵解而不是氧化磷酸化，这就促成了肿瘤酸

性微环境的形成。肿瘤细胞存在Warburg效应：肿瘤

细胞高酵解作用产生独特的肿瘤内部微环境如高乳

酸、低pH值等。在不同的pH值情况下，CAR-T细胞和

肿瘤抗原有完全不同的亲和力，从而在不同pH值情

况下被激活。美国BioAtla生物技术公司开发了一

种CAB条件激活生物技术平台[55]，用于控制CAR-T细

胞对正常组织可能产生的脱靶效应（图2K）。肿瘤酸

性微环境激活技术便是CAB的核心。不同的微环境

可作为CAB CAR-T细胞是否激活的开关，在肿瘤酸性

微环境中CAB CAR-T细胞可被激活并发挥效应，但在

正常组织中则不会激活，因此可避免脱靶现象。经

过CAB改造的药物，可以大大提高药物在肿瘤酸性环

境下与肿瘤细胞的特异性结合，因此降低药物的毒

副作用、提高安全性。目前，上海Sinobioway Sun-

terra 生物技术公司的CAR-T细胞产品——以Axl

和Ror2为靶点的CAB CAR-T细胞，已经在2018年1

月获得了伦理委员会批准，用于治疗转移性肾癌

（NCT03393936）。

3 结 语

CAR-T细胞治疗领域近年来发展迅速，仅从结构

上来看，已经由最初的没有胞内协同刺激分子的第

一代CAR-T细胞，发展至今天的第四代CAR-T细胞，

不仅增加了胞内协同刺激分子的数量，而且还引入

了IL-12等其他信号分子，使CAR-T细胞的抗肿瘤能

力大大增强。同时，一些适时抑制CAR-T功能的结构

设计也使得CAR-T细胞的应用更为安全。除了以上

提及的结构改造方法之外，CAR-T细胞与肿瘤细胞的

空间距离大小以及铰链区的长短等[56-58]都可能对

CAR-T细胞的疗效产生影响。总之，如何根据实际情

况将CAR结构最优化，使其在最大程度发挥肿瘤杀伤

功能的同时，又尽量避免或减少细胞因子风暴、神经

毒性反应等不良反应的发生，是未来科研工作者们

亟待解决的难点问题。
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