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摘要       嵌合抗原受体修饰的T细胞(CAR-T)治疗是过继免疫治疗的一种,通常CAR-T细胞是由患者或供者的

T细胞经CAR基因转化并扩增而来,最后再回输到患者体内. CAR-T在治疗B细胞恶性肿瘤中展现出了振奋人心

的效果,目前也被用于治疗其他血液肿瘤的研究中. 本文就CAR的基本结构、CAR结构的演变、在急性白血病

治疗中的进展以及目前CAR-T设计新方案4个方面进行叙述.
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急性白血病(acute leukemia, AL)主要分为急性淋

巴细胞白血病(acute lymphoblastic leukemia, ALL)和急

性髓系白血病(acute myeloid leukemia, AML). ALL可
分为B细胞ALL (B-ALL)和T细胞ALL (T-ALL)以及混

合系急性白血病. 其中, 儿童B-ALL的5年存活率超

过80%,而AL的平均5年存活率仅为25%~50%,很多高

危患者缺乏有效的治疗方法[1]. 自2012年靶向CD19的
CAR-T成功将患者Emily Whitehead体内白血病细胞完

全清除以来,引发了CAR-T细胞治疗的突破性进展.
CAR-T细胞治疗是将CAR表达于患者或供者T细

胞, 使其特异靶向并消灭肿瘤细胞的过继免疫疗法.
目前常用的方法是从患者或供者外周血中分离出单

个核细胞(peripheral blood mononuclear cell, PBMCs)或
CD3+ T细胞,使用包被抗CD3/CD28的磁珠或抗CD3抗

体或滋养细胞以及细胞因子IL2,诱导T细胞快速增殖;
再使用慢病毒或睡美人转座子系统(sleeping beauty
transposon system)[2]把CAR转入细胞中稳定表达 , 待
CAR-T细胞扩增至足量后回输到患者体内.

1   CAR的基本结构

CAR是人工合成的受体, 包括3个结构域: 胞外

区、跨膜结构域及胞内信号转导结构域[3].

1.1  胞外区

CAR的胞外区包括信号肽、抗原识别区以及铰

链区[4].
信号肽使mRNA一边翻译一边进入内质网,进入
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内质网后信号肽被水解,成熟蛋白再进一步被分泌到

胞外. 因此, CAR结构的信号肽可引导抗原识别区及

铰链区转移到胞外, 从而识别靶细胞表面抗原. 常用

于CAR结构的信号肽有CD8a[5]和GM-CSF[6]信号肽.
抗原识别区通常由抗体的轻链和重链通过柔性连

接肽(flexible linker)连接而成的单链抗体(single chain
variable fragment, scFv)构成, 也可使用抗原的配体或

受体识别靶细胞,例如, Nakazawa等人[7]使用CD116的
配体GM-CSF识别CD34+AML细胞, Zhang等人[8]使用

NKG2D识别NKG2D配体阳性的RMA/Rae1细胞. 通

常, scFv与抗原的结合力要比天然TCRs结合主要组织

相容性复合体(major histocompatibility complex, MHC)-
多肽复合物高出几个数量级[9,10]. 目前,尚未能通过简

单法则确定CAR的结合能力 , 以推测CAR-T细胞的

活性[11]. CAR-T细胞对靶细胞的应答程度与scFv或配

体与抗原相互结合的亲和力[12,13]、T细胞表面CAR的
表达强度、以及靶细胞表面抗原表达程度相关[13,14].
Chmielewski等人[12]检测了针对同一抗原的不同亲和

力的scFv对CAR-T的激活作用,结果表明当亲和力较

低(Kd>10−8 M)时, CAR-T只能对抗原表达高的靶细胞

有杀伤作用, 当亲和力较高(Kd<10−8 M)时, CAR-T的
激活程度与靶细胞表面抗原表达程度无关 . Turatti
等人[13]研究表明,在CAR和抗原表达水平低于“最佳水

平”时(under suboptimal expression levels), 具有低亲和

力的scFv (Kd∼10−6)的CAR-T对靶细胞的杀伤作用强于

高亲和力的scFv (Kd<10−8). 尽管scFv与抗原需要足够

的相互作用才能建立免疫突触(immunological synapse)
从而激活T细胞行使杀伤功能;但是,如果效应T细胞与

靶细胞的结合作用太强, T细胞不能与靶细胞分开,会
导致T细胞不能再与其他靶细胞相互作用,从而降低总

体T细胞抗靶细胞效能(overall antitarget effect)[15];在没

有共刺激因子存在的条件下还会诱导T细胞凋亡[16]. 因
此, scFvs本身亲和力低时,可以区分抗原高表达和低表

达的细胞,仅识别抗原高表达靶细胞,从而降低CAR-T
对抗原低表达正常细胞的脱靶效应[17]. 例如, CD123是
重要的白血病干细胞相关抗原,在白血病干细胞表面

高表达,在正常造血干细胞中也有少量表达, Arcangeli
等人[18]通过突变CD123 scFv, 使CD123 CAR-T仅可对

CD123高表达的细胞产生杀伤作用. 此外, CAR-T也
可对可溶性抗原产生应答作用[19],但目前的临床应用

较少.

铰链区是连接抗原识别区和跨膜区之间的区域,通
常会采用IgG1[20], IgG4[21]或CD8α[5]的铰链区序列或者

IgG Fc序列(包括IgG铰链区以及CH2CH3区),其中最常

用的IgG1铰链区可满足大部分CAR结构的需要[4]. 选
择合适的铰链区可提高抗原识别区的柔韧性 , 降低

抗原和CAR之间的空间约束,从而促进CAR-T细胞与

靶细胞的突触形成[22]. 此外, 铰链区还可影响CAR-T
细胞的扩增及细胞抗肿瘤活性[21]. 目前发现IgG Fc
可与FcγR相互作用[23], 激活CAR-T细胞, 对自身单核

细胞产生脱靶效应[24]. 因此, 多项研究改变IgG Fc序
列, 以降低CAR-T的脱靶效应, 如使用IgG1-CH3替代

IgG1-CH2CH3,可明显降低CAR-T的非特异杀伤[20].

1.2  跨膜结构域

目前使用的跨膜结构通常来源于Ⅰ型膜结合蛋

白, 如CD4, CD8, CD28, CD3ζ或Fc εRIγ[11]. 但NKG2D
CAR-T是个例外 , NKG2D可作为抗原识别区结合

NKG2D配体阳性的靶细胞, 本身是Ⅱ型膜结合蛋白,
带有跨膜结构域;而Ⅱ型膜结合蛋白的N端在胞内区,
因此CD3ζ连接在NKG2D的N端. 当T细胞中共表达衔

接蛋白DAP10时, NKG2D-CD3ζ重组受体可在T细胞表

面表达并对NKG2D配体阳性的细胞产生杀伤作用[8].

1.3  胞内信号转导结构域

胞内信号转导结构域一直以来都是CAR结构的

研究重点. 由胞内信号转导结构域的不同将CAR大致

分为三代,将在第二部分CAR的结构演变中进行叙述.

2   CAR的结构演变

天然TCR是由α链和β链构成的膜结合的异二聚

体. CD4+ T细胞和CD8+ T细胞可通过内源性TCR结合

靶细胞表面抗原多肽-MHC复合物来识别抗原. TCR
与抗原多肽-MHC复合物结合后,通过与相关跨膜蛋白

的非共价相互作用诱导TCR下游信号通路的激活,相
关跨膜蛋白包括CD3ε和CD3δ组成的异二聚体、CD3ε
和CD3γ组成的异二聚体以及CD3ζ形成的同二聚体.
但是, TCR聚合物自身并不能有效激活T细胞,还需要

T细胞表面的共刺激因子受体与靶细胞表面相应的配

体相互作用,即第二活化信号. CD28是目前发现的最

典型的共刺激因子受体, 可与靶细胞表面的CD80或
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CD86相互作用, 促进T细胞激活并避免凋亡[25]. 除此

之外,还有CD137 (4-1BB)[26], CD134 (OX40)[27], ICOS[28]

和CD27[29]等. 基于TCR基本结构及激活途径, Eshhar
研究组构建了一代CAR.

2.1  一代CAR

1989年 , Eshhar研究组 [30]第一次使用免疫球蛋

白链替代了TCR的α链和β链 , 并命名为“T小体”(T-
bodies). 随后在1993年 , 使用scFv替代了免疫球蛋

白链, 并把scFv与包含3个免疫受体酪氨酸活化基序

(immunoreceptor tyrosine-based activation motif, ITAM)
的CD3ζ连接, 这一基本结构可以不依赖MHC与抗原

结合,激活T细胞,使其分泌IL2并裂解靶细胞[31]. 这一

发明应用于后期的很多研究工作中, 现在称其为“一
代CAR”.

除了CD3ζ,针对包含一个ITAM的FcεRIγ也作为一

代CAR的胞内信号转导序列进行了较多的试验[32],并
与CD3ζ进行了比较. Ren-Heidenreich等人[33]认为包含

有3个ITAM的CD3ζ与含有1个ITAM的FcεRIγ在CAR-T
细胞的体外激活方面没有差别. Haynes等人[34]发现,
在小鼠(Mus musculus)模型中,与含有FcεRIγ的CAR-T
相比,含有CD3ζ的CAR-T对肿瘤的清除能力更强. 这
可能是在ITAM活化起始阶段,与CD3ζ相比, FcεRIγ的
表达水平较高, 但随着时间的延长, 由于CD3ζ活化的

时间更持久,展现出了更强的杀伤能力[35].
最初的一代CAR-T临床试验是针对HIV的[36], 随

后针对实体瘤的碳酸酐酶(carbonic anhydrase IX)[37]、
CD171[38]、叶酸受体α (folate receptor α, FRα)[39]和
GD2[40,41], 以及针对B细胞恶性肿瘤的CD19[42]和
CD20[43]的一代CAR-T也相继用于临床试验. 在临床

试验中 , 一代CAR-T并没有引发实质性的抗肿瘤反

应, 而且回输到患者体内后, CAR-T细胞并不能持续

存在[44]. 尽管如此, 这些试验证实了CAR-T细胞在临

床治疗中是安全可行的[45].

2.2  提高信号强度——二代和三代CAR

淋巴细胞激活的双信号模型提示,可能是由于共

刺激因子的缺失导致一代CAR-T在体内存活的时间较

短,活性欠佳. 因此,研究人员开始尝试在胞内信号转导

区引入共刺激因子结构域来提高CAR-T细胞在体内的

活性和扩增效率. Finney等人[46]将CD28胞内结构域连

接于CD3ζ胞内结构域与跨膜结构域之间,构建CAR-T
细胞,体外实验结果表明与一代CAR相比,引入CD28
胞内结构域后, T细胞产生IL-2的水平是一代CAR-T的
20多倍. 随后, 大量实验表明, 含有CD28胞内结构域

的CAR-T可以维持T细胞的扩增[47,48], 除IL-2外, 多种

细胞因子分泌大量增加,如IFN-γ[27,49]以及GM-CSF[50].
体内实验进一步表明,含有CD28胞内结构域的CAR-T
具有更强的增殖能力以及抗肿瘤能力[34,51~54]. 另外,一
组针对非霍奇金氏淋巴瘤(non-Hodgkin’s lymphoma,
NHL)临床试验进一步证明,与回输抗CD19-CD3ζ一代

CAR-T相比, 抗CD19-CD28-CD3ζ CAR-T具有更强的

增殖能力[55]. 从此, CAR结构进入了胞内信号转导结

构域包含一个共刺激因子的二代CAR时代.
其后,更多的B7家族[56]和肿瘤坏死因子受体(tumor

necrosis factor receptor, TNFR)家族[57]的共刺激因子用

于二代CAR的研究. Brentjens等人[54]对比了抗CD19的
CD28, DAP10, OX40和4-1BB二代CAR的功能. 与其他

共刺激因子的二代CAR相比, CD28-CD3ζ促细胞增殖、

IL-2和IFN-γ细胞因子分泌等能力更强, 4-1BB-CD3ζ次
之. Finney等人[58]对比了抗CD33的CD28, ICOS, OX40
和4-1BB CAR的功能, 同样, CD28表现出更强的细胞

因子分泌能力, ICOS表现出最优的细胞杀伤能力, 而
4-1BB的抗T细胞凋亡能力最强. 尽管在以上体外实验

中, CD28-CD3ζ CAR-T在增殖及细胞因子分泌等方面

表现出优势,但在小鼠体内实验中Milone等人[59]对比了

抗CD19的CD28和4-1BB CAR, 4-1BB-CD3ζ CAR-T在
体内的持续增殖能力及抗白血病细胞能力更强. 本研究

组, Li等人对比了抗CD33的CD28和4-1BB CAR-T的细

胞类型及T细胞的耗竭,结果显示4-1BB-CD3ζ CAR-T
中心记忆T细胞(central memory T cell, TCM)的比例高

于CD28-CD3ζ CAR-T, 且T细胞耗竭标记PD-1, TIM-3
和LEG-3的表达低于CD28-CD3ζ CAR-T (研究结果尚

未发表). 临床试验中, Kite和Juno公司在应用抗CD19
CD28-CD3ζ CAR-T (KTE-19和JCAR015)时, Juno公司

报道,针对难治复发ALL患者治疗中, 2例患者因脑水

肿死亡; Kite公司报道,针对NHL患者治疗中, 1例患者

因脑水肿死亡[60,61]. 这可能是由于CD28引发强劲的T
细胞激活信号,导致CAR-T细胞的快速扩增而诱发的

脑水肿[61].
由于不同的共刺激因子在CAR-T中展现的作用不

尽相同,例如, CD28-CD3ζ CAR可引发T细胞的快速大
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量扩增, 4-1BB-CD3ζ CAR可增强T细胞持续增殖的能

力[62], 因此, 将不同共刺激因子同时引入CAR的结构

中, 可能使T细胞产生不同的性能. 将CD28, 4-1BB或
CD28, OX40两个共刺激因子和CD3ζ串联组成胞内信

号转导结构域,再与跨膜区和胞外区连接;或者将CAR
与共刺激分子并联,构成了“三代CAR” (图1)[59,63,64]. 总
之 , 三代CAR包含两个共刺激因子的胞内信号转导

结构域. 目前, 无论是体外实验还是小鼠体内实验,
均表明三代CAR的杀伤能力和产生细胞因子的水平

与二代CAR相比没有太大差别[59,65]. 美国贝勒医学院

的一项针对弥漫性大B细胞淋巴瘤(diffuse large B cell
lymphoma, DLBCL)的临床试验表明 , 患者体内三代

CD28-4-1BB-CD3ζ CAR-T扩增及持续扩增能力优于

二代CD28-CD3ζ或4-1BB-CD3ζ CAR-T[66]. 但目前三

代CAR并没有展现明显的临床优势[67].

3   CAR-T细胞在急性白血病中的应用

3.1  针对B-ALL的CAR-T治疗

目前针对B-ALL的CAR-T治疗主要集中在CD19,
CD22两个靶点上 , 而CD19是临床上应用最广泛的

CAR-T治疗靶点.

(1) CD19. CD19是B细胞表面膜蛋白,与B细胞活

化、增殖及信号转导相关, 几乎表达于所有正常B细
胞及B细胞恶性肿瘤细胞表面, 是用于CAR-T治疗的

有效靶点. 已开展的CD19 CAR-T临床试验见表1.
目前已报道有超过350例的B-ALL患者参与临床

试验[68]. 在不同诊疗中心, 不同国家, 使用不同结构

的CAR-T细胞类型、淋巴细胞清除方案、自体或异

体T细胞以及不同的CAR-T回输数量治疗难治复发的

B-ALL患者,其中50%~90%的患者可达到完全缓解[70].
且发现,经CD19 CAR-T治疗后,有近30%的患者会发

生CD19抗原缺失而复发[71]. 因此,需要寻找新的靶点

弥补由CD19缺失而造成的复发.
(2) CD22. CD22是B系分化抗原, 在90% B-ALL

患者中表达[72]. 因此, 也同CD19一样, 是可用于制备

CAR-T的靶点. 本研究组使用研究所前期制备的CD22
scFv序列构建特异性识别CD22的CAR-T,可有效杀伤

CD22阳性白血病细胞(研究结果尚未发表). Haso等
人[73]使用不同CD22单链抗体(HA22和m971)作为胞

外抗原识别结构域, 证实m971-CAR-T的杀伤效率较

高 , 可有效延长小鼠生存期 . 美国国家癌症研究所

(National Cancer Institute, NCI)报道了CD22 CAR-T相
关的Ⅰ期临床试验结果, 证实CD22 CAR-T不仅安全

可行,而且有效,大部分患者可达到缓解,并且患者对

CAR-T的反应率与输注CAR-T数量呈正比[74]. 目前,
有5个单位正在进行CD22 CAR-T相关临床试验 , 分
别为美国宾夕法尼亚大学(Upenn, NCT02650414)、中

国西南医院(NCT02935153)、中国人民解放军总医院

(NCT03185494)、中国徐州医科大学(NCT03185494)
以及中国深圳基因免疫医学研究所(NCT03125577).

图 1     CAR的基本结构
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1340 表 1   已报道的CD19 CAR-T临床试验结果[68]a)

年份 学术机构(公司)
患者入组类别、

数目

scFv/共刺激因

子结构域

质粒

类型
输注前预处理方案 CAR-T剂量 CRS/神经毒性 治疗效果

2013 美国贝勒医学院 成人B-ALL, n=4 FMC63/CD28
逆转录

病毒

无,输注前3-12mo
allo-HSCT

3.8×107~9.7×107/kg
无Gr≥3细胞毒

性报道

ORR: 3/4; CR: 1/4
(3mo); 持续CR:
2/4 (2~8mo)

2015 美国费城儿童医院 儿童B-ALL, n=60 FMC63/4-1BB 慢病毒 IC 1.1×106~1.7×107/kg
Gr CRS: 52/59;
sCRS: 16/59; 无

神经毒性

CR: 56/60, MRD(−):
51/56; 12mo RFS:

60%; 24mo RFS: 53%;
12mo OS: 79%; 24mo

OS: 61%

2015
中国人民解放军

总医院[69] 成人B-ALL, n=9 FMC63/4-1BB 慢病毒
无处理(n=7/9)

Cy-MOAD (n=2/9)
3×106~1×107/kg

Gr CRS: 4/9;
Gr≥3 CRS: 3/9

ORR: 4/9; CR: 2/9
(9 wks, 38+ wks),

MRD(−): 2/2; PR: 2/9;
18wk OS: 5/9

2016
美国费城儿童

医院/全球多中

心(Novartis)
儿童B-ALL, n=34 FMC63/4-1BB 慢病毒

IC (FluCy为主

要药物)
0.2×106~4×106/kg
(中位2.9×106)

Gr CRS: 28/34;
Gr 3 CRS:7/34;
Gr 4 CRS:8/34;
Gr 3-4S神经毒

性 : 7/34

CR/CRi: 24/29,
MRD(−): 24/24;

6mo OS: 89%; 6mo
RFS: 60%

2016
美国费城儿童

医院/美国多中

心(Novartis)
儿童B-ALL, n=29 FMC63/4-1BB 慢病毒 FluCy

2.0×106~5.0×106/kg
(≤50 kg);

1.0×108~2.5×108/kg
(>50 kg)

Gr 3~4 CRS: 11/29;
Gr 3 神经毒性: 1;
Gr 4~5神经毒性: 0

CR/CRi: 20/29,
MRD(−): 18/20; 6mo
RFS: 66.4%; 6mo

OS: 75.7%

2016
美国费城儿童医

院(Novartis)

儿童B-ALL, n=30
(11/30使用鼠源

CAR-T)

HuCART19/4-1BB
(人源化)

慢病毒 FluCy 未报道

Gr 3 CRS: 3/30; Gr
4 CRS: 1/30; 脑病:

5; 癫痫: 4

CR: 26/30 (7/11鼠
源CAR-T治疗 ),
MRD(−): 19/19

2016
福瑞德哈金森肿

瘤研究中心 (Juno)
成人难治复发

B-ALL, n=30
FMC63/4-1BB

(EGFRt)
慢病毒

Cy (n=13/30)
FluCy (n=17/30)

2×105~2×107/kg
CD4+: CD8+比

例=1:1

CRS: 25/30; sCRS:
7/30;一例患者死于

CRS; Gr 3~4神经毒

性: 14/30; Gr 5神经

毒性: 1/30 (Gr≥3神
经毒性: 6/6 CAR-T
剂量≥2×106/kg)

CR: 28/30 (17/17
Cy+Flu, 11/13 Cy),

MRD(−): 16/17 CyFlu,
10/11 Cy; CR: 12/17
CyFlu (中位f/u 300
days), 1/13 Cy (f/u

600+ days)



  中
国

科
学
: 生

命
科

学
    2017

年
   第

47
卷
   第

12
期

1341

续表1

年份 学术机构(公司)
患者入组类别、

数目

scFv/共刺激因

子结构域

质粒

类型
输注前预处理方案 CAR-T剂量 CRS/神经毒性 治疗效果

2016
中国深圳基因免

疫医疗研究所

B-ALL, n=102 (47
成人、55儿童)

CD19scFv/CD28-
41BB-CD27
(iCasp9)

慢病毒

FluCy (n=54),
Cy (n=17), 其
他(n=29), 无处

理(n=2)

平均1.05×106/kg

Gr 0~1 CRS: 73/102;
Gr 3~4 CRS: 3/17
(BM幼稚细胞

>80%), 8/38 (BM
幼稚细胞≥50%);
神经毒性NR

CR: 91.3% (<50% BM
幼稚细胞 , n=69),

75.8% (≥50% BM幼稚

细胞, n=33); 中位OS:
485 days (<50% BM
幼稚细胞), 317 days
(≥50% BM幼稚细胞)

2016
中国河北燕大陆

道培医院

B-ALL, n=47 (年
龄2~68岁)

CD19scFv/4-1BB 慢病毒

FluCy (n=46; Flu
30 mg/m2×3, Cy
250 mg/m2×3)

5×103~1.4×106/kg
(中位1.0×105/kg)

低剂量

中位CRS Gr 2; Gr≥3
CRS以及Gr 5 CRS
NR; 神经毒性NR.

CR/CRi: 31/35,
MRD(−): 29/35 (15持
续CR中位f/u 197天)

2016
美国安德森癌症

中心(Ziopharm/In-
trexon)

成人B-ALL, n=17 FMC63/CD28 睡美人
IC (随后进行

alloHSCT)
1×106~1×108/m2 无CRS和神经毒性报

道;成人GVHD: 3/17

持续CR: 9/17 (中位

随访时间6mo); CR
死亡 : 1/17

2016
纪念斯隆-凯特琳

癌症研究所(Juno)

成人难治复发

B-ALL, n=51
(20/51基线MRD)

SJ25C1/CD28
逆转录

病毒
Cy或FluCy 1×106~3×106/kg

sCRS: 14/51 (13/31
基线形态学阴性,
1/20基线MRD); Gr
3~4神经毒性: 15/51
(11/31基线形态学阴

性, 4/20基线MRD)

CR: 41/50 (CR: 23/30
形态学阴性, 18/20

MRD), MRD(−): 33/39
CRs (2例患者无

MRD); 15/33 MRD(−)
CR复发, 9/33 MRD(−)
CR持续阴性 1+ y);
6mo OS: 73% (基线

MRD), 57% (基线形

态学阴性), 92% (患
者达 MRD(−) CR)

2016 多中心(Kite)
B-ALL, n=5 (3成

人、2儿童)
FMC63/CD28

逆转录

病毒

FluCy (Flu 25
mg/m2×3, Cy
900 mg/m2)

1×106 vs. 2×106/kg
CRS: 5/5; 无Gr≥3
CRS; Gr≥3神经毒

性:3/5 (3/3成人患者)
CR: 5/5, MRD(−) : 5/5

2016
美国国家癌症

研究所

成人B-ALL
allo-HSCT后复

发 , n=5
FMC63/CD28

逆转录

病毒
无 4.2×106~7×106/kg

Gr 3~4窦性心搏过

速: 3/5; Gr 3~4血
压过低: 4/5; 神经

毒性未见报道

CR: 4/5; 其中MRD(−)
4/4
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1342 续表1

年份 学术机构(公司)
患者入组类别、

数目

scFv/共刺激因

子结构域

质粒

类型
输注前预处理方案 CAR-T剂量 CRS/神经毒性 治疗效果

2016
美国国家癌症

研究所

儿童难治复发

B-ALL, n=51
FMC63/CD28

逆转录

病毒

FluCy (低剂量

n=36, 高剂量

n=8), FLAG (n=6),
ifos/etop (n=2)

1×106~33×106/kg
Gr 3-4 CRS: 7/51; Gr
1-2癫痫: 2/51; Gr 3
神经毒性: 3/51

CR: 31/51 (18/21<25%
BM幼稚细胞 ,

13/32>25% BM幼

稚细胞), 其中28/31
MRD(−), MRD(−)中
位RFS 18mo; 中位

OS 13.3mo (FluCy) vs.
5.5mo (低剂量)

2016
西雅图儿童医

院(Juno)
儿童B-ALL, n=43

FMC63/4-1BB
(EFGRt)

慢病毒

Cy (n=27), FluCy
(n=14), CE (n=1),

Flu (n=1)

5×105~4×106/kg
CD4+: CD8+比

例=1:1

CRS: 40/43; sCRS:
10/43 (严重程度与

CAR-T剂量相关,无
毒性死亡);神经毒

性: 21/43; 严重神

经毒性: 10/43

CR: 40/43,其中40/40
MRD(−); 12mo OS:
69.5%; 中位CAR-T
持续时间 : 6.4mo
(>15% CD19+ BM
细胞), 1.7mo (<15%
CD19+BM细胞)

2016
美国宾夕法尼亚

大学(Novartis)
成人难治复发

B-ALL, n=30
FMC63/4-1BB 慢病毒 IC (Cy为基础药物) 5×107 vs. 5×108

Gr≥3 CRS: 22/30;
Gr 5 CRS: 3/30 (输
注5×108 CAR-T一
次, 使用拖珠单抗

和糖皮质激素); Gr
≥3神经毒性: 1/30

(Gr 3 脑病)

CR: 15/27; PR: 1/27

2017
伦敦大学

(Cellectis)
儿童B-ALL, n=2 4g7/4-1BB 慢病毒

Cy, Flu,
Alemtuzumab (抗

CD52单抗)

4×106~4.6×106/kg
uniCAR-T (使用

TALEN敲除TCR
和CD52)

无CRS, 无神经毒

性reported; Gr 2皮
肤GVHD: 1/2.

CR: 2/2 (持续12+和
18+ mo),全部MRD(−)

a) allo-HSCT:异基因造血干细胞移植; CR:完全应答或完全缓解; Cri: 血细胞计数未完全恢复的完全缓解; Cy: 环磷酰胺; CyFlu: 环磷酰胺+氟达拉滨; etop: 依托泊苷; FLAG:

氟达拉滨+阿糖胞苷+GM-CSF; Flu: 氟达拉滨; Gr: 级别; IC,研究人员选择; ifos: 异环磷酰胺; MRD:微小残留病; MRD(−): 微小残留病阴性; ORR:总缓解率; OS:整体生存率; PR:

部分反应率; RFS: 无复发生存率; CRS: 细胞因子风暴; sCRS: 严重CRS.
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(3)酪氨酸激酶样孤儿受体-1 (tyrosine kinase-like
orphan receptor-1, ROR1). ROR1主要表达于胎儿时期,
随着胎儿的发育ROR1的表达水平逐渐下降[75], 在成

人体内的脂肪细胞、胰脏和肺中低表达. 此外, ROR1
在B细胞恶性肿瘤中高表达, 如淋巴瘤、CLL, t(1;19)
B-ALL[76]. 由于ROR1在灵长类动物中高度保守,因此

Berger等人[77]使用抗ROR1CAR-T输入非人灵长类动物

体内,证实了ROR1 CAR-T的安全性. Deniger等人[78]证

实ROR1 CAR-T可有效杀伤ROR1阳性白血病细胞 ,
目前美国福瑞德哈金森肿瘤研究中心正在进行针对

ROR1+ALL的Ⅰ期临床试验(NCT02706392).

3.2  针对T-ALL的CAR-T治疗

(1) CD5. Mamonkin等人[79]使用CD5作为靶点构

建CAR-T细胞. CD5是T细胞的负调节因子, 在正常T
细胞中表达,在大约80%的T-ALL中表达. 由于CD5在
正常细胞中表达,因此他们将不包含胞外段的CD5及
抗CD5 CAR共同表达于T细胞中, 既降低了CAR-T对
自身的杀伤(由28%降低到10%),又可保证对CD5阳性

靶细胞的杀伤. 临床前试验显示CD5 CAR-T可有效清

除T-ALL细胞.
(2) CD7. Gomes-Silva等人[80]使用CD7作为靶点构

建CAR-T细胞. 与CD5不同的是, CD5仅在部分T-ALL
细胞表面表达, 而且大部分表达CD5的细胞中, 其表

达水平较低;而CD7在正常T细胞、NK细胞及其前体

细胞中表达[81,82],且在超过95%的T-ALL中表达[83]. 由
于其在T细胞中表达,因此他们使用CRISPR/Cas9基因

编辑技术敲除T细胞内源性CD7, 再将CD7 CAR转入

TCD7KO细胞中,临床前试验表明, CD7 CAR-T可有效杀

伤T-ALL细胞, 延长小鼠生存期.

3.3  针对AML的CAR-T治疗

(1) CD33. CD33是表达在正常髓系前体细胞的

SIGLEC家族跨膜蛋白 , 在将近90% AML患者中表

达 , 且表达于AML起始细胞中 [84]. 吉妥单抗 (Gem-
tuzumab ozogamicin, GO)是偶联免疫毒素卡里奇霉素

(calicheamicin)的抗CD33单抗. 2000年获FDA快速批

准上市, 其后因无法证明该药对患者有临床益处, 于
2010年撤市[85]. 但是一项meta分析证明GO可提高患者

的6年生存[86],而且针对AML使用GO的Ⅲ期临床试验

的近期回顾性分析显示,患者对GO产生耐药的原因主

要来自卡里奇霉素,而不是CD33单抗[85],因此以CD33
为靶点治疗AML还是切实可行的. Kenderian等人[87]

构建了靶向CD33的CAR-T (CART33)并进行了临床前

试验,体内外实验证实, CART33可有效杀伤白血病细

胞并延长发病小鼠的生存期,但是也会引发血细胞及

髓系祖细胞的减少. 因此,该研究小组构建了CD33瞬
时表达的CAR-T细胞, 将表达抗CD33 CAR的mRNA
电转入T细胞中,引起抗CD33 CAR瞬时但不持久的高

表达,这样使得抗CD33 CAR有可能应用于临床. 除了

临床前试验的研究,中国人民解放军总医院对一例难

治复发AML患者进行了临床试验, 使用CD33 CAR-T
治疗2周后骨髓中白血病细胞明显降低, 9周后复发[88].
目前有两项注册的CD33 CAR-T的临床试验正在进行,
分别是中国解放军总医院(NCT02799680)和深圳基因

免疫医学研究所(NCT03222674).
(2) CD123. CD123是IL3受体的跨膜α亚基(IL3Rα),

与CD131 (IL3Rβ)结合构成IL3受体, 与IL3相互作用,
促进细胞的存活与增殖. CD123在正常造血干/祖细

胞 (haemopoietic stem/progenitor cells, HSPCs)中低表

达, 在白血病起始细胞中高表达, 并在大多数AML细
胞中表达[89]. Mardiros等人[90]和Gill等人[91]构建了靶向

CD123 CAR-T细胞, 证实以CD123为靶点的CAR-T细
胞可有效杀伤AML细胞;如上文提到,为了降低CAR-T
对低表达CD123的正常HSPCs的杀伤作用, Arcangeli
等人[18]将识别CD123的scFv突变, 寻找仅识别高表达

抗原的scFv. 尽管CD123和上文提到的CD33 CAR-T均
可在体内实验中杀伤AML细胞,但对患者原代AML细
胞在体内的杀伤没有讨论. 因此, Pizzitola等人[92]构建

CD33/CD123双靶点CAR-T, 并证实对患者原代AML
细胞的有效杀伤. 目前有4项针对CD123 CAR-T的相

关临床试验正在进行(NCT03114670, NCT03222674,
NCT02159495, NCT03190278), 但尚未有相关结果

报道.
(3) CD44v6. 透明质酸受体CD44是Ⅰ类跨膜糖蛋

白, 在血液及上皮肿瘤中高表达. CD44通常用作肿

瘤干细胞的标记, 在CD44−/−的造血干祖细胞中过表

达BCR-ABL癌基因后, 第二代小鼠不能发病[93]. 使用

CD44单抗治疗人AML发病小鼠,可有效延长小鼠生存

时间[94]. CD44存在多个亚型,不同肿瘤中,高表达CD44
的亚型不同,在AML中, CD44v6高表达且患者预后不

良[95]. 另外,与CD123不同, CD44v6在正常HSPCs[96]及
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正常细胞如T细胞、单核细胞、角质细胞中不表达或

低表达. Casucci等人[97]制备的抗CD44v6二代CAR-T
可有效杀伤AML细胞,且未见对HSPCs的脱靶效应.

(4) 叶酸受体β (folate receptor β, FRβ). FR家族

是可结合叶酸的蛋白受体 , 目前已知的有4种(α, β,
γ和δ). FRα和FRβ是含有糖基磷脂酰肌醇 (glycosyl
phosphatidyl inositol, GPI)结构的膜结合蛋白[98], 有大

约70%的同源性,与叶酸的结合活性相似,且摄取叶酸

机制相同,但是FRα通常表达于上皮组织, FRβ表达于

髓系造血细胞中[99],并都高表达于相应的恶性肿瘤组

织中[100]. 目前针对卵巢癌的靶向FRα的二代CAR-T正
在临床试验中[101]. Lynn等人[102]构建了针对FRβ的二

代CAR-T, 并验证了对AML细胞系的有效杀伤. 为了

增强CAR-T对FRβ+AML的杀伤作用,制备了结合能力

更高的scFv,同时证实对HSPCs的功能没有影响[103].
(5) Lewis-Y. Lewis-Y是双岩藻糖苷糖类抗原, 结

合于包含肿瘤相关抗原(tumor-associated antigen, TAA)
等多种蛋白上[104],并且在包括AML等多种恶性肿瘤中

有较高的表达水平[105], 但在正常组织中很少表达[106].
Ritchie等人[107]使用抗Lewis-Y scFv构建二代CAR-T细
胞, 用于治疗难治复发AML患者, 结果显示CAR-T细
胞可在患者体内有效扩增,在体内持续存在10个月以

上,有皮肤毒性,但对AML细胞只有有限的杀伤作用.
(6) WT1 (Wilms Tumor 1). WT1是一个与细胞增

殖分化、器官发育以及凋亡相关的锌指结合转录因

子[108]. 在成人体内的肾脏、脾脏、骨髓以及生殖器官

低表达[109],在血液肿瘤尤其是AML高表达. 尽管WT1
是表达在细胞内的TAA,但会通过MHC呈递到细胞表

面, 研究最深入的是可由HLA-A*0201识别的与MHC
结合的WT1 126-134位多肽RMFPNAPYL (RMF)[110].
Rafiq等人[111]使用可识别MHC结合WT1多肽的scFv作
为CAR的胞外识别结构域构建CAR-T细胞,体内外试

验证实该CAR-T可有效杀伤AML细胞并延长小鼠生

存时间.
(7) C-型凝集素样分子-1 (C-type lectin-like mole-

cule-1, CLL-1). CLL-1是一类Ⅱ型跨膜蛋白, 仅在髓

系细胞中表达[112]. 按FAB分型, AML可分为M0-M7,
CLL1在85%~92%的M0-M6 AML患者中表达[113],而且

在CD34+CD38− AML白血病干细胞中表达, 在正常髓

系前体细胞中很少表达[112], 因此可能是另一个有效

的抗白血病前体细胞靶点. Tashiro等人[114]使用CLL-1

scFv构建二代CAR-T细胞,体内外试验表明可有效杀

伤CLL-1+AML细胞系及患者细胞.
尽管目前已发明多种抗AML和T-ALL治疗的

CAR-T细胞,但至今尚未见CAR-T治疗T-ALL和AML
最佳方案的报道, 因此仍需进一步探索.

4   CAR-T设计的新方案

除了寻找新的靶点,尚有很多创新的方案用来降

低CAR-T毒性以及提高CAR-T的抗肿瘤能力.

4.1  提高CAR-T细胞特异性

为了降低CAR-T细胞的非特异杀伤,提高CAR-T
细胞分辨肿瘤细胞和正常细胞的能力,可构建识别多

个抗原的CAR-T细胞以降低其脱靶效应.
Wilkie等人[115]将两个识别不同抗原的CAR表达

于细胞表面,每个CAR结构的信号转导结构域都是不

完整的, 只有当肿瘤细胞表面两个抗原同时存在时,
CAR-T细胞才能被激活,从而增强了CAR-T细胞识别

肿瘤细胞的特异性. 另外, 可以利用免疫抑制受体的

信号转导结构域(CTLA-4或PD-1)替代CAR的胞内共

刺激因子信号结构域,构建抑制性CAR (iCAR).
Fedorov等人[116]将识别PSMA的iCAR (off-target)

和识别CD19的CAR (on-target)表达于T细胞表面, 构
建仅表达CD19的靶细胞3T3-CD19和同时表达CD19
和PSMA的靶细胞3T3-CD19-PSMA,体内外实验表明,
当仅有CD19存在时, T细胞可有效激活, 并杀伤靶细

胞; 当CD19, PSMA同时存在时, T细胞不能有效发挥

作用. 因此,可将识别TAA的胞外结构域构建CAR,将
识别正常细胞抗原的胞外结构域构建iCAR, 以降低

CAR-T的脱靶效应.
另外, Roybal等人[117]构建了一个双抗原T细胞激

活环路,将识别一个抗原(抗原1)的胞外区与Notch受体

的胞内区连接,构成synNotch,将Notch调控的启动子与

识别另一个抗原(抗原2)的CAR连接, 构成notchCAR,
将synNotch与notchCAR共同表达于T细胞,当T细胞识

别抗原1时, 激活Notch调控notchCAR的表达, 从而诱

导T细胞识别抗原2, 杀伤靶细胞.
目前,尽管以上3个方法尚未应用于临床,但提高

CAR-T特异性将成为应用CAR-T的先决条件,因此这

些方法将为CAR-T的扩大应用提供新的思路.
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4.2  提高CAR-T杀伤活性

通过制备表达促炎性因子并同时表达细胞因子

受体的CAR-T细胞,使CAR-T细胞可调节肿瘤微环境

中免疫抑制信号的同时,还可通过细胞因子受体的激

活促进CAR-T细胞增殖,使用该策略制备的CAR-T细
胞也称作“装甲车”(armoured) CAR-T.在多个不同的临

床前试验中[118,119],均使用IL12促炎性因子调节肿瘤微

环境,研究表明,引入IL12后,微环境中免疫抑制细胞

调节性T细胞(Tregs)和髓系抑制细胞(myeloid derived
suppressor cells, MDSCs)的比例下降, CAR-T的杀伤活

性增加.
另外 , 当T细胞激活后 , 细胞表面负调节因子

LEG-3等表达上调, Zhang等人[120]使用基因编辑技术

CRISPR/Cas9敲除T细胞免疫抑制因子LAG-3,增强了

CAR-T细胞在小鼠体内的增殖,延长小鼠生存期.

4.3  避免抗原逃逸(escape)

与提高CAR-T特异性同样重要的是避免由靶细

胞表面抗原的逃逸引起的CAR-T治疗无效. 除了已经

报道的针对CD19 CAR的多个临床试验[121,122],本诊疗

中心正在进行的临床试验也发现, CD19 CAR-T在治

疗B-ALL时,由于CD19抗原发生改变,如CD19突变、

表达CD19其他异构体或完全缺失导致疾病复发. 另
外, 有一项临床试验报道, 由于白血病由淋系向髓系

转变, 导致CAR-T治疗失败[123]. 目前, 已有一项研究

报道[124],在CD19抗原改变导致CD19 CAR-T治疗失败

后,可使用抗CD22 CAR-T治疗复发患者. 本诊疗中心

临床试验中,针对一例难治复发B-ALL患者进行CD19
CAR-T治疗后, CD19阳性克隆消失,出现CD22阳性克

隆复发. 继而对该患者进行针对CD22 CAR-T的试验

性治疗,尽管CD22阳性克隆消失,该患者最终仍复发

(结果尚未发表). 目前还没有评价CD22 CAR-T治疗的

临床试验报道,但提示可设计应用双靶点或多靶点的

CAR-T以避免由于抗原逃逸导致的复发[125].
CD123高表达于白血病起始细胞及CD19阴性的

B-ALL细胞中, CD20, CD22是B细胞特异性标志, 也
表达于CD19阴性的B-ALL细胞中 . Ruella等人[71]设

计针对CD19/CD123双靶点CAR-T, Zah等人[126]设计针

对CD19/CD20双靶点CAR-T体内外实验证实双靶点

CAR-T可有效避免CD19改变而导致的复发. 除此之

外,本研究组设计的针对CD19/CD22双靶点CAR-T以
及CD19/CD20双靶点CAR-T的临床前试验正在进行中.

4.4  制备通用型(universal) CAR-T

如前文提到,经典的CAR-T制备及回输策略是采

集患者或供者的外周血,进行PBMCs或T细胞分离,通
过逆转录病毒等方式将包含CAR结构的质粒或mRNA
转染到细胞内,进行扩大培养再回输到患者体内,需要

7~15天的过程,且每位患者的CAR-T需要单独制备,成
本较高且不确定因素较多,如分离得到的细胞不足、

CAR-T制备失败、CAR-T制备中患者疾病进程较快

等因素可能造成CAR-T治疗失败,因此需要使用一个

或多个健康供者T细胞制备通用型CAR-T (uniCAR-T)
有望解决上述困扰.

(1) 改构T细胞 . 目前 , 应用基因编辑技术 , 如
CRISPR-Cas9, TALENs及ZFNs等,敲除内源αβ-TCR,以
排除移植物抗宿主病(graft-versus-host disease, GVHD)
的风险. Poirot等人[127]使用TALEN基因编辑技术,将T
细胞αβ-TCR和CD52 (可以在使用CAR-T治疗的同时

使用抗CD52抗体-alemtuzumab,以期提高治疗效果)敲
除,并使用慢病毒将CD19 CAR转入T细胞中. 一项针

对2例婴幼儿的难治复发B-ALL临床试验结果表明,该
uniCAR-T在28天内可以使患者达到分子学缓解,且在

异基因造血干细胞移植之前都可在患儿体内检测到

uniCAR-T的存在[128]. 目前应用该uniCAR-T的扩大样

本的临床试验正在进行(NCT02746952, NCT02808442).
Eyquem等人[129]使用CRISPR/Cas9将CD19 CAR敲入到

TCRα的TRAC结构域 , 使用TCRα启动子调节CD19-
CAR的表达,这样不仅敲除了T细胞中TCR的表达,制
备成uniCAR-T, 还有效避免由于CAR结构导致的T细
胞过度激活而引起的T细胞耗竭.

(2)改变CAR-T制备策略. 除了改造T细胞, Smith
等人[130]颠覆了传统CAR-T的制备方法, 他们将携带

CD19 CAR结构的DNA和转座酶的纳米颗粒输入小鼠

体内, 纳米颗粒表面包被的CD3 scFv可特异性靶向T
细胞, CD19 CAR在转座酶的作用下插入T细胞基因组,
从而实现了不分离T细胞而将CD19 CAR转入患者T细
胞,节约了时间成本,降低患者产生GVHD的风险.
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图 2     Pubmed中CAR-T相关文章发表数量

5  展望

自2007年开始, CAR-T相关文章的发表在近十年

时间呈现迅速增长,截至目前, 2017年已发表文章200
篇(图2). 今年3月,国内的CAR-T在研项目共有90个, 8
个月后(数据截止到2017年11月3日)数量已经达到126
个,而近两年临床试验年增长数量将近60个(图3).

2017年7月11日美国FDA肿瘤药物专家咨询委员

图 3     Clincal trail中注册临床试验年增长数目

会以10:0的投票结果一致支持批准诺华的CAR-T疗
法CTL-019上市, 用于治疗难治复发儿童和年轻成人

ALL.这一举措进一步证实了CAR-T在治疗急性白血

病中的意义.
在CAR-T快速发展的近十年,本研究组也自主研

发了数项针对不同靶抗原的CAR-T治疗技术 , 其中

CD19 CAR-T在前期研究中证实可以有效地杀灭白血

病细胞,显著延长白血病小鼠的生存[5],目前已注册两

项临床试验(NCT02975687, NCT03029338), 分别用于

治疗难治/复发B-ALL及淋巴瘤.
尽管前期CAR-T治疗B-ALL展现出空前成功, 但

还需找到其他血液肿瘤的最佳治疗方案,无论是通过

选择靶点, 改善CAR与靶抗原的结合效率, 还是通过

改造T细胞, 提高CAR-T杀伤活性及制备uniCAR-T等
都需要进一步临床试验的探索, 即是“从实验室走向

临床”.
CAR-T具有强大威力,但其中具体机制尚未解释

清楚,还需进一步研究人工构建的受体与免疫系统之

间复杂的信号通路,为进一步降低细胞毒性、提高治

疗效果提供新的思路,即是“从临床再回到实验室”.
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Recent advances in immunotherapy of acute leukemia via
chimeric antigen receptor-engineered T cells

XU YingXi, WANG Min & WANG JianXiang
State Key Laboratory of Experimental Hematology, Institute of Hematology & Blood Diseases Hospital, Chinese Academy

of Medical Sciences & Peking Union Medical College, Tianjin 300020, China

Chimeric antigen receptor-engineered T-cell (CAR-T) therapy is a type of adoptive cellular immunotherapy, in which
T cells isolated from patients’ or donors’ peripheral blood mononuclear cells are genetically modified, expanded, and
reinfused to patients. CAR-T therapy has resulted in encouraging outcomes in patients with B-cell malignancies and
is currently being investigated for the treatment of other hematological malignancies. This review discusses the basic
structure of CAR, the evolution of CAR structure, the advances in acute leukemia therapy, and the innovative strategies
in CAR design and CAR-T production.
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