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[摘  要]  嵌合抗原受体基因修饰T（CAR-T）细胞免疫治疗被认为是最有前景的肿瘤治疗方法之一，效应CAR-T细胞的数量是

决定CAR-T细胞疗法治疗效果的关键因素。CAR-T细胞的体外扩增耗时耗力，回输体内后，CAR-T细胞大量耗竭且难以浸润实

体瘤，导致能有效抑制实体瘤的CAR-T细胞数量大幅下降。目前，CAR-T细胞的扩增方法在提高扩增特异性和治疗安全性等方

面均存在问题，为CAR-T细胞疗法的临床转化造成困难。近年来，新型免疫激动剂及其下游信号的发现为CAR-T细胞扩增方案

提供了更多选择，免疫激动剂给药方式的更新迭代进一步提高了其在体内扩增CAR-T细胞的安全性。本文分析了目前扩增CAR-T细

胞面临的挑战，系统阐述了近年来在体内外扩增CAR-T细胞的新策略，为CAR-T细胞疗法的疗效和产能优化提供了新思路。
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Optimization strategies for the amplification of CAR-T cells in vitro and in vivo
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[Abstract]  Chimeric antigen receptor gene-modified T (CAR-T) cell immunotherapy is considered as one of the most promising tumor 

treatments. The number of effector CAR-T cells is a key factor in determining the therapeutic effect of CAR-T cell therapy. The expansion 

of CAR-T cells in vitro is time and energy-consuming. After transfusion, it’s difficult for CAR-T cells to infiltrate into solid tumors, resulting 

in a significant decrease in the number of CAR-T cells that can effectively inhibit solid tumors. Currently, the amplification of CAR-T cells 

has problems in enhancing amplification specificity and treatment safety, which hinders the clinical transformation of CAR-T cell therapy. 

In recent years, achievements in new immunity agonist and their downstream signals have provided more options for CAR-T amplification, 

and the novel administration methods of immunity agonist have further improved the safety of CAR-T amplification in vivo. This review 

analyzes the current challenges in CAR-T cell amplification, and systematically expounds the new strategies of CAR-T cell amplification 

in vitro and in vivo in recent years, providing new thoughts for the efficacy and capacity optimization of CAR-T cell therapy.
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嵌合抗原受体基因修饰T细胞（chimeric antigen 

receptor gene-modified T cell, CAR-T细胞)疗法

是对自体 T细胞进行嵌合抗原受体（CAR）基因改

造[1]，使CAR-T细胞特异性识别表达CAR靶点的靶细

胞。CAR-T细胞疗法在肿瘤免疫治疗中已展现出巨

大的潜力，尤其在血液系统恶性肿瘤的治疗中显示

出卓越的疗效[2-4]。效应 CAR-T细胞的数量是决定
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CAR-T细胞疗法治疗效果的关键因素之一[5]。因此，

为使细胞数量达到治疗要求，需要对经过基因改造

的T细胞进行体外培养。通常一个患者需要几十亿、

甚至上百亿个CAR-T细胞，但是CAR-T细胞的体外扩

增不仅对时间和人力物力消耗较大，部分患者还因

为自身T细胞的数量和质量难以支撑全部疗程，不得

不中断治疗[6]。CAR-T细胞回输体内后，由于肿瘤免

疫抑制微环境等因素的影响，CAR-T细胞的数量进一

步下降，且耗竭的T细胞会失去自我增殖和对抗肿瘤

的能力[7]。因此，探寻在体内外增加效应CAR-T细胞数

量的方法显得尤为重要，本文在回顾CAR-T细胞扩

增存在问题的基础上，总结了近年来在体内外扩增

CAR-T细胞的新方法，旨在为提高CAR-T细胞治疗实

体瘤的疗效提供新思路。

1  CAR-T细胞扩增存在的问题

作为一种特殊的T淋巴细胞，CAR-T细胞的活化

同样需要第一和第二信号。第一信号为抗原刺激信

号，由TCR识别抗原提呈细胞（APC）提呈的抗原肽

-MHC复合物（peptide-MHC, p-MHC）产生，经CD3转导

信号，CD4或 CD8信号起辅助作用，使T细胞初步活

化。第二信号为共刺激信号，由APC或靶细胞表面的

共刺激分子与T细胞表面相应的共刺激分子相互作

用产生。在第一和第二信号的共同作用下T细胞完

全活化，只有完全活化的T细胞才能进一步分泌细胞

因子，在细胞因子的作用下实现细胞增殖和分化。

1.1  CAR-T细胞体外扩增的问题

1.1.1  扩增过程不可逆

CAR-T细胞的制备包括T细胞激活、病毒转染和

体外扩增，此过程需时至少6 d。使用慢病毒作为转

染载体，可携带更大的基因片段进入T细胞。然而，T

细胞受体激活和克隆扩增会通过氧化应激等过程，

造成T细胞的不可逆分化及抗肿瘤能力下降[8]。因

此，CAR-T细胞在体外扩增的过程中可能受到不可逆

的伤害，这对缩短CAR-T细胞体外培养的时间及克服

CAR慢病毒活化T细胞的障碍提出了更高的要求。

1.1.2  扩增缺乏CAR特异性

目前，主要是通过细胞因子刺激CAR-T细胞的体

外扩增，细胞因子也被认为是T细胞扩增的第三信

号。但是，基因改造后仅有部分T细胞表达CAR[9]，不

表达CAR的T细胞在细胞因子这种非特异性刺激下

甚至增殖得更快，从而导致基因改造效率进一步降

低[10]。如图1所示，第一代CAR-T细胞依赖CD3ζ来介

导T细胞的激活，临床疗效有限[11]；第二代和第三代

CAR-T 细胞在胞内信号转导区增加 CD28、4-1BB 或

ICOS 等共刺激分子[11]；第四代 CAR-T细胞通过在

CAR基因中引入细胞因子，实现了CAR-T细胞自分泌

IL-12。但是，第四代CAR的结构较为复杂，而CAR-T

细胞的转染效率与CAR的质粒大小成反比；第五代

CAR-T细胞[12]在第二代的基础上添加了激活其他信

号通路的共刺激结构域。但是，在改进CAR-T细胞结

构的基础上，增加细胞因子和共刺激结构域也引发

了CAR质粒过大造成扩增困难的问题。也就是说，

CAR的基因结构越复杂，表达CAR的T细胞越少，这对

CAR-T细胞的扩增提出了更高的要求。

图1    第一代至第五代CAR分子的结构特征

1.2  CAR-T细胞体内扩增的问题

1.2.1  T细胞耗竭

目前，CAR-T细胞体内扩增的主要障碍是T细胞

耗竭。在肿瘤患者体内，CAR-T细胞面对肿瘤细胞和
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自身免疫细胞的双重打击，导致CAR-T细胞逐渐失去

效应功能，记忆样T细胞特征也开始缺失[13]。T细胞

耗竭的发生途径包括细胞间通信信号识别延长、可

溶性细胞因子（IFN-γ、IL-10、TGF-β等）过量产生，以

及组织和微环境的影响[14]。耗竭的CAR-T细胞既失

去了分泌抗肿瘤细胞因子的能力，又失去了增殖能

力和细胞毒作用。

1.2.2  细胞因子的系统性毒性

静脉输注细胞因子会导致毒副作用[15]（表1），在

接受CAR-T细胞疗法的患者中，有23%~46%的患者表

现出严重的超生理细胞因子产生和大量体内T细胞

扩增[16]。CAR-T细胞与宿主的肿瘤细胞和免疫细胞

发生强烈的相互作用，导致CAR-T细胞的急剧活化和

扩增，引起细胞因子释放综合征（cytokine release 

syndrome, CRS），限制了细胞因子在临床上的全身

使用。

表1  细胞因子对CAR-T细胞疗法的作用及对人体的毒副作用

细胞因子

IL-2

IL-7

IL-10

IL-12

IL-15

IL-18

对CAR-T细胞的影响作用

刺激CAR-T细胞的扩增和效应功能

促进CAR-T细胞的扩增和存活

促进CAR-T细胞活性和扩增，诱导干细胞样

免疫记忆反应

激活CAR-T细胞和NK细胞

增强CAR-T细胞在体内的持久性和活性

活化效应T细胞，抑制Treg细胞

毒副作用

引发CRS和自身免疫组织损伤

加重炎症反应和组织损伤程度

全身和重复递送加重炎症反应

骨髓抑制，耐受性差，血流动力学不稳定，引发CRS

引发低血压、血小板减少；血清天冬氨酸转氨酶/丙氨

酸转氨酶水平升高

促进肿瘤进展，引发免疫逃逸
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1.3  CAR-T细胞的瘤内扩增

1.3.1  肿瘤免疫抑制微环境

与血液系统肿瘤不同，实体瘤内部普遍存在的

酸性、低氧、营养贫乏的状态，不利于CAR-T细胞的存

活和活化[28]。肿瘤微环境，即肿瘤细胞产生和生活

的内环境[29]，其中不仅包括了肿瘤细胞本身，还有其

周围的成纤维细胞、基质细胞、免疫细胞和炎症相关

细胞等各种细胞，也包括附近区域内的细胞间质、微

血管及浸润在其中的生物分子[30-32]。大部分CAR-T

细胞难以物理穿透这层机械屏障，导致实体瘤内的

CAR-T细胞数目大大降低[33]。另外，实体瘤微环境中

存在大量免疫细胞，如Treg细胞[34]、髓源抑制性细

胞、M2型肿瘤相关巨噬细胞[35]、N2型肿瘤相关中性粒

细胞[36]，它们可生成转化生长因子-β（TGF-β）[37]、前

列腺素E2（PEG2）[38]、活性氧[39]等，直接抑制CAR-T细

胞的功能。此外，实体瘤细胞会分泌趋化因子，包括

CXCL12[40]等，阻止效应T细胞浸润肿瘤。

2  体内外扩增CAR-T细胞的新策略

2.1  新型细胞因子刺激扩增

正如 1.1中所述，如果大量静脉输注为T细胞提

供活化第三信号的细胞因子，会导致严重的毒副作

用。例如，IL-15具有免疫刺激功能，能够增强CAR-T

细胞的活力和抗肿瘤作用持久性[41-42]。但是，全身输

注IL-15可能会影响血压和凝血功能[43]。因此，有研

究者[44]将 IL-15片段融合入纳米粒子，通过CD45抗

体将含IL-15片段的纳米“背包”连接到CAR-T细胞

表面，使第二代CAR-T细胞具有四代CAR-T细胞分泌

细胞因子的功能。此种技术改造自身CAR-T细胞，是

由于CAR-T细胞结构的复杂性影响转染效率。通过

纳米技术构建精准细胞疗法，避免了由于CAR结构过

于复杂导致的病毒包装难度大、转染效率低、影响T

细胞本身功能等问题[45]。CAR-T细胞携带纳米粒子

归巢肿瘤，增强纳米粒子的肿瘤靶向性，对肿瘤局部

免疫微环境的修饰效果更佳[46]；同时，纳米粒子也增

强了CAR-T细胞的抗肿瘤能力。但是，该“背包”策略

也具有局限性，因为纳米背包不能与CAR-T细胞同时

扩增，随着CAR-T细胞在体内扩增，IL-15的浓度也随

之下降[44]。此外，由于免疫抑制微环境的存在，CAR-T

细胞的抗肿瘤活性还受实体瘤中细胞因子可用性限

制。一些CAR-T细胞通过释放IL-2等细胞因子增强

其杀伤能力，这对除肿瘤以外的全身微环境产生巨

大的毒副作用[47]。

最近，来自美国田纳西州孟菲斯圣裘德儿童研

究医院的团队[48]设计了一种模块化嵌合细胞因子受

体，采用两个亮氨酸拉链基序改造T细胞中异二聚体

细胞因子受体的胞外结构，该胞外结构域可以提

供 JAK/STAT 激活子。在没有外源细胞因子激活的

条件下，基于IL-2、IL-7、IL-21或IL-12受体的亮氨

酸拉链基序受体在体内外均可以增强CAR-T细胞抗

实体瘤的活性，并且不会诱导非特异性CAR-T细胞

增殖。
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2.2  疫苗为CAR-T细胞扩增提供特异性信号

美国麻省理工学院IRVINE团队[49]证实，除T细

胞固有的第一、二信号外，CAR-T细胞的扩增还需要

特异性激活CAR-T细胞的“CAR信号”。靶抗原提供的

CAR信号不仅刺激CAR-T细胞扩增，还可能通过代谢

重编程促进内源T细胞启动。该团队前期将疫苗与

CAR-T细胞疗法联用，不仅提高了CAR-T细胞的体内

抗肿瘤活性，也激活了机体自身的抗肿瘤免疫。该

疫苗是将刺激CAR-T细胞的抗原肽或CAR配体偶联

在具有白蛋白结合域的长烷基链脂肪分子上，制备

成双亲性疫苗。该双亲性疫苗的亲水端为抗原肽或

CAR配体，疏水端为白蛋白结合域，在体内利用白蛋

白内在的淋巴结回流机制将抗原肽和CAR配体引流

到淋巴结发挥作用。将5×104个FITC-CAR-T细胞联

合Amph-FITC疫苗接种到小鼠体内，该双亲性疫苗在

体内被有效地引流到淋巴结，通过脂质尾部嵌入DC

的细胞膜上，膜上的CAR配体将大量募集CAR-T细

胞，产生的CAR-T细胞数量几乎是注射10×106个未处

理CAR-T细胞的两倍。一旦CAR-T细胞到达淋巴结，

抗原就会刺激它们，增强抗肿瘤T细胞群体，产生高

效的免疫反应。CAR-T细胞-疫苗联合疗法还有望防

止肿瘤复发。一旦CAR-T细胞开始破坏肿瘤，免疫系

统就能够检测到更多的肿瘤抗原并产生靶向这些抗

原的“记忆”T细胞群。2023年，该团队又在Cell上

发表研究论文，进一步证实，携带第二代CAR-T细胞

通过接受体内的激活淋巴结中CAR的双亲性配体疫

苗再刺激，可以诱导抗原扩散（antigen spreading, 

AS），促进DC向肿瘤的募集，增加DC对肿瘤抗原的摄

取，从而促进宿主CD4+ T和CD8+ T细胞对非CAR相关

肿瘤抗原的强烈反应。这一过程伴随着CAR-T细胞

代谢向氧化磷酸化（OXPHOS）的转变，并且依赖于

CAR-T细胞来源的IFN-γ。疫苗增强的CAR-T细胞诱

导的抗原扩散即使在初始肿瘤为50%的CAR抗原阴

性的情况下也能获得一定比例的完全反应，并且，通

过CAR-T细胞扩增IFN-γ的基因表达，进一步增强了

异质性实体瘤的控制，最终维持CAR-T细胞在肿瘤免

疫微环境的细胞毒性[50]。

2.3  增加浸润肿瘤的CAR-T细胞数目

如1.3中所述，CAR-T细胞难以浸润实体瘤，导致

瘤内CAR-T细胞数量大大降低，直接影响了CAR-T细

胞疗法治疗实体瘤的效果。通过将重组趋化因子受

体CCR2（b）分别导入靶向间皮素（MSLN）[51]和双唾液

酸神经节苷脂2（GD2）[52]的CAR-T细胞，借助肿瘤细胞

分泌的趋化因子帮助转运，增强CAR-T细胞的肿瘤浸

润能力。2022年，ALLEN等[53]报道了带有合成细胞因

子回路的治疗性T细胞，其中肿瘤特异性合成Notch

（synNotch）受体驱动IL-2的产生，在小鼠模型中，该

方法可以使CAR-T细胞浸润到胰腺癌和黑色素瘤中，

从而增强抗肿瘤效果。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细胞杀伤

肿瘤的功能[54]。

内化精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸肽（internalizing 

arginine-glycine-aspartate peptide, iRGD肽）是具

有良好肿瘤穿透性的多肽，iRDG肽修饰纳米粒子后，能

够明显增加载体对细胞的穿透性，提高药物载体在肿

瘤组织中的分布[55]。CD4+ T细胞表面表达的αv整合素

是iRGD肽的受体，可以与iRGD肽特异性结合。将iRGD

肽修饰于T细胞表面，可提高T细胞对肿瘤的浸润能力[36]，

从而增强抗肿瘤疗效。

此外，提高CAR-T细胞在异质性实体瘤上识别特异

性且均匀表达的肿瘤抗原靶点[57]的能力也是亟待解决

的问题。最近，Science期刊上发表的一篇名为益生菌

介导的CAR-T细胞对实体瘤的靶向性的文章，由哥伦比

亚大学的研究团队[58]设计了一种肿瘤定植的细菌（益

生菌），并通过基因改造让这些细菌在肿瘤中产生合成

靶标（ProCAR-Target）。这种合成靶标能够通过CXCL16

的激活突变体（CXCL16K42A）引导CAR-T细胞识别并消

灭含有该靶标的肿瘤细胞。这项研究的公布对于

CAR-T细胞治疗实体瘤具有重大意义。

2.4  CAR-T细胞的体内转染

近年来，CAR-T细胞的体内制备也是热门研究方

向。纳米粒子既具有淋巴细胞靶向性，又能负载核

酸，被广泛应用于 CAR-T细胞的体内转染。SMITH

等[59]通过DNA纳米载体将特定的CAR基因转染到体

内循环的 T 细胞，实现了体内转染 CAR-T 细胞。

RURIK等[60]构建含T细胞靶向抗体的脂质纳米粒子，

负载mRNA转运入T细胞，对T细胞进行基因编程，使

其成为CAR-T细胞。总体来看，由于纳米粒子出色的

生物相容性，用纳米技术制备CAR-T细胞在体内应用

优势更为明显，如果CAR-T细胞的体内转染和扩增能

进入临床，不仅能缩短CAR-T细胞的制备周期，而且

能维持长期疗效。

2.5  延缓CAR-T细胞在体内的耗竭

除增加CAR-T细胞在体内的扩增和驻留时间，延缓

CAR-T细胞在体内的耗竭也是关键因素。耗竭T细胞表

达免疫抑制性受体，而使用免疫检查点抑制剂可以阻

断这些信号，逆转耗竭的T细胞[61]。CAR-T细胞浸润肿

瘤后被抗原激活，其表面分子如PD-1[62]和CTLA-4[63]表

达进一步上调，其介导的下游信号抑制CAR-T细胞活性。

CAR-T细胞与免疫抑制分子或者其受体的阻断剂联用，

可减轻免疫微环境对CAR-T细胞的抑制作用[64]，例如用
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PD-L1单抗联合TGF-β抑制剂治疗“冷肿瘤”，能够抑制

肿瘤基质细胞的TGF-β信号通路，促进T细胞浸润，从

而增强抗肿瘤免疫和抑制肿瘤生长[65]。免疫检查点抑

制剂能否进入肿瘤微环境发挥作用是联合治疗成败的

关键，而高浓度或联合应用抑制剂又会导致全身的不

良反应增加[66]。CAR-T细胞能够自分泌PD-1抗体，已

在临床试验证明了CAR-T细胞的抗肿瘤效果，但是由于

胞内信号过多，CAR-T细胞自分泌的PD-1抗体是否会影

响CAR-T细胞自身疗效的发挥，尚无确凿证据。据报

道[67]，碱性亮氨酸拉链ATF样转录因子（basic leucine 

zipper ATF-like transcription factor, BATF）是T细

胞耗竭通路中的关键基因，高表达BATF基因的CAR-T细

胞在体内表现出记忆样细胞的表型，将BATF基因转入

CAR-T细胞，可逆转耗竭并增强抗肿瘤效果，提示基因

改造将成为对抗CAR-T细胞耗竭的新手段。表2总结

了的体内外扩增CAR-T细胞的优化策略及其方法。

表2    CAR-T细胞扩增方法的优化策略

目  的

增加CAR-T细胞数目和活性

增加实体瘤内 CAR-T 细胞数

目和驻留时间

策  略

借助细胞因子刺激，以上调免疫刺

激性细胞因子及调节分子

改造CAR-T细胞中细胞因子受体

嵌合受体疫苗以增强特异性CAR

信号

增强CAR-T细胞浸润肿瘤肿瘤

能力

通过外接材料引导CAR-T细胞浸

润肿瘤，以增强CAR-T细胞浸润

肿瘤能力

用抑制剂暂停CAR-T细胞作用

在CAR-T结构中添加延缓耗竭的相

关基因，以延缓CAR-T细胞耗竭

与抑制分子或者其受体的阻断剂联

用，以激活肿瘤免疫微环境

方  法

在CAR-T结构中加入 synNotch受体驱动产生 IL-2

在CAR-T细胞表面链接含有 IL-15片段的纳米粒子

在CAR-T结构中用亮氨酸拉链基序替换成嵌合细胞

因子受体

Amph-FITC配体增强双特异性CAR-T细胞活性

瘤内注射Amph-FITC配体实现CAR-T细胞对实体瘤

普遍重定向

CAR-T vax疗法增强CAR-T细胞释放 IFN-γ触发DC

产生 IL-12

在CAR-T结构中添加促进浸润的相关基因

在T细胞表面链接肿瘤穿透性 iRGD肽

容纳细胞因子和CAR-T细胞的水凝胶注射到体内，

持续扩增和释放CAR-T细胞

改造益生菌合成 Pro CAR 平台修饰肿瘤细胞，增强

CAR-T细胞靶向性

用达沙替尼（可逆性CAR信号的酪氨酸激酶抑制剂）

让CAR-T细胞暂时“休息”

在CAR质粒中导入BATF基因

与PD-L1单抗和TGF-β抑制剂联用，在CAR-T结构中

加入自分泌PD-1单抗片段

参考

文献
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[66]
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3  结  语

CAR-T细胞疗法在肿瘤免疫治疗中具有里程碑的

意义，但仍存在CAR-T细胞耗竭等问题，导致体内有效

抗肿瘤的CAR-T细胞数量大幅下降，从而限制了CAR-T细

胞疗法的疗效和临床转化。增加效应性CAR-T细胞的

数量是决定CAR-T细胞疗法治疗效果的关键因素。近

年来，体内外扩增效应CAR-T细胞数量的方法屡见报道，

例如，通过亮氨酸拉链基序模块化CAR-T细胞因子受体

解决实体瘤中细胞因子的有限供应阻碍CAR-T细胞抗

肿瘤持续性的问题；通过新型细胞因子刺激能够扩增

CAR-T细胞数目和增强抗肿瘤作用持久性，但其属于非

特异性扩增，所释放的细胞因子会产生CRS等毒副作用。

新型疫苗通过设计特异性CAR配体，刺激CAR-T细胞的

特异性扩增和抗肿瘤作用，使联合增强疫苗的CAR-T细

胞回输体内产生高达未处理CAR-T细胞数目的两倍，并

通过CAR-T细胞氧化磷酸化代谢重编程释放IFN-γ促

进内源性T细胞应答。值得注意的是，该设计中的Amph-

配体疫苗属于化学合成材料，生物相容性欠佳，临床应

用价值有待进一步考究。从长远发展来看，能扩增
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CAR-T细胞的生物制剂更具发展潜力，如工程化益生菌

和金属佐剂锰离子（Mn2+）等，随着金属免疫学和微生物

免疫学的发展，期待有更多的新型CAR-T细胞扩增策略

向临床转化。
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