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精准靶向肿瘤局部的免疫治疗有可能成为治愈癌症的关键性策略

李忠，孙艳，钱其军（上海细胞治疗研究院 上海细胞治疗工程技术研究中心，上海 201805）

[摘 要] 肿瘤免疫治疗的两大重要进展：（1）在体外激活或通过基因修饰的T细胞进行体内输注；（2）通过抗体使体内被抑制

的免疫细胞激活并处于相对持续作用状态。前者的基因修饰的T细胞主要是指嵌合抗原受体T（CAR-T）细胞，其对部分血液肿

瘤产生了明显的疗效；后者主要指免疫检查点抗体，其对基因突变较多的肿瘤产生了明显的疗效。对于肿瘤患者而言，其肿瘤局

部微环境的免疫抑制状态往往明显高于全身的免疫抑制状态。要将肿瘤局部微环境的免疫状况调整到正常或增强，全身用药时

可能引发其它正常组织免疫反应过强，甚至导致严重损害，如间质性肺炎、急性心肌炎及严重肝损伤。本文通过总结肿瘤免疫微

环境的形成和分类、肿瘤治疗和免疫治疗的发展历程，阐述靶向肿瘤微环境的重要性，提出了用自分泌抗体的CAR-T细胞（白泽T

细胞）高效精准靶向肿瘤局部，迅速提高肿瘤局部微环境的免疫功能，且有可能成为治愈癌症的关键策略。
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Immunotherapy precise targeting tumour microenvironment will become a key
strategy of curing cancer

LI Zhong, SUN Yan, QIAN Qijun (Shanghai Cell Therapy and Engineering Research Center，Shanghai Cell Therapy Research Insti-

tute，Shanghai 201805, China）

[Abstract] The most two advanced development in cancer immunotherapy: (1) Infusion with in vitro activated or gene-modified T

cells; (2) Activation of suppressive immune cells by antibodies to exert cytotoxicity. The first one about gene-modified T cells is main-

ly referred to chimeric antigen receptor-T cells (CAR-T) that have shown the significant efficacy in some haematological malignancies.

The latter one about immune checkpoint blockades takes effects on tumors with burden of gene mutations. For cancer patients, howev-

er, tumor microenvironment is suppressed highly more than the systemic immune. Normalizing or enhancing the local microenviron-

ment by systemic activation of immune response may cause the overreaction in other normal tissues, even severe damage, for example

interstitial lung diseases, acute myocarditis, and severe liver failure. This review summarizes the characterization and classification of

tumor immune microenvironment, development of cancer treatment and immunotherapy, and elucidates the importance of targeting tu-

mor immune microenvironment. The key strategy is pointed out to efficiently and precision target tumor immune microenvironment by

using self-secreting antibody CAR-T cells (baize T cells), quickly enhancing the immune function in tumor microenvironment, which

may eventually cure cancer.
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多年来，肿瘤免疫治疗一直是通过提高全身免疫

功能来进行的。近年来，随着基因检测技术、多色免疫

组化、动态影像组织细胞示踪技术等的应用，肿瘤微环

境或肿瘤免疫微环境的真相越来越清晰，也进一步清

楚了肿瘤治疗效果不佳、耐药、复发和转移都与肿瘤微

环境密切相关。免疫系统在肿瘤局部呈明显的抑制状

态，表现为抑制性细胞因子（如IL-10等）增多和抑制性

细胞（如TAM、MDSC和Treg细胞等）富集，而巨噬细胞、

细胞毒性T细胞在瘤组织内的浸润减少，或即使T细胞

还存在但已经失去了细胞毒性作用。肿瘤免疫治疗目

前最有效的两种治疗方案分别是免疫检查点抑制剂和

CAR-T或CAR-NK。抑制性免疫检查点是介导免疫抑制

的，如CTLA-4、PD-1受体；通过单克隆抗体阻断这些受

体，或结合PD-1受体的配体PD-L1，可解除T细胞的抑

制。CAR-免疫细胞是通过转基因的方式，使T或NK细

胞负载表达单链抗体、共刺激因子而被激活，回输体内

后，能识别表达抗原的肿瘤细胞进而产生杀灭作用。

免疫检查点抑制剂可因引起全身免疫反应增强而导致

副作用，CAR-T细胞则有可能受肿瘤局部抑制性微环境

的影响而不能发挥更好作用。因此，如何能够降低免

疫增强引起的副作用，又能修复肿瘤局部免疫抑制状

态，已经成为有效免疫治疗和肿瘤治愈的关键[1]。

1 肿瘤局部免疫微环境的形成与肿瘤生长

肿瘤发生是一个复杂的动态过程，包括启动、进

展和转移3个阶段。各种致癌因素导致基因突变或

蛋白质异常表达，使细胞特性发生改变，形成突变细

胞。早期这些细胞可能被机体的免疫系统清除，但

当致癌因素持续存在、变异或突变细胞增多、个别细

胞内部发生改变时，如抗原表达减少等，使其可以逃

避肿瘤免疫监视，进而与肿瘤细胞周围的细胞外基

质、基质细胞、免疫细胞等构成了肿瘤微环境。这样

的肿瘤微环境，对免疫细胞产生抑制作用，而对肿瘤

细胞产生促进作用。

在肿瘤微环境中，成纤维细胞、肌成纤维细胞、

神经内分泌细胞、脂肪细胞、免疫细胞、髓源性抑制

细胞（myeloid-derived suppressor cell,MDSC）、

Treg和肿瘤相关巨噬细胞（tumor-associated mac-

rophage,TAM）等，对肿瘤生长、转移和耐药的产生发

挥重要的作用[2]。这些免疫相关细胞与肿瘤细胞以

及它们分泌的细胞因子一起在组织器官内形成了一

个特殊功能区，被称为“肿瘤局部微环境（tumor mi-

croenvironment）”（图1）。

在肿瘤局部微环境中，肿瘤相关的成纤维细胞

（cancer-associated fibroblast,CAF）辅助肿瘤细

胞建立微环境，促进肿瘤细胞增殖、浸润、转移及治

疗耐受[3]。正常成纤维细胞通过细胞-细胞相互作

用、分泌的可溶性因子与完整的细胞外基质，对肿瘤

发生与转移可产生多重抑制作用。而CAF失去正常

成纤维细胞这些作用，产生富含纤维状的I型胶原蛋

白和透明质酸，引起基质发生纤维化。透明质酸的

代谢变化有助于CAF和肿瘤细胞的迁移和浸润。循

环CAF还能使肿瘤细胞形成异构团块，成为转移灶的

前身[4]。间充质基质细胞(mesenchymal stromal

cell，MSC）也参与建立肿瘤细胞巢，支持组织新生血

管形成、肿瘤浸润和转移。另外，其还能释放TGF-

β，影响抗肿瘤免疫，限制药物围绕肿瘤细胞[5]。MD-

SC通过直接或间接识别其他免疫细胞产生细胞因

子，而发挥免疫抑制作用，促进肿瘤生长和转移[6]。

已发现肿瘤间质存在52种基质细胞亚型，这些细胞

类型在不同程度上都与患者生存期有关，并影响药

物作用和免疫治疗的疗效[7]。

肿瘤免疫的关键是肿瘤特异性T细胞。无论是

在血液循环系统中，还是在肿瘤的特定部位，都存在

识别肿瘤特异性抗原的T细胞，这种现象说明肿瘤微

环境是能够吸引T淋巴细胞进入的。所以，这类细胞

通常称为肿瘤浸润性T细胞（tumor-infiltrating

lymphocyte,TIL）。虽然这些TIL能在体外或者动物

体内杀伤同种来源的癌细胞。然而，实际情况却是

这些被激活的淋巴细胞很少能成功地识别和清除肿

瘤细胞。其中主要原因是肿瘤抑制了T细胞免疫反

应以及肿瘤很少或不表达抗原。另外，TAM是一类通
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过分泌相关生长因子来促进肿瘤细胞的增殖，是肿

瘤逃避免疫监管的机制之一[8]。在乳腺癌、胃癌和结

肠癌患者中，肿瘤部位的TAM miRNA表达量降低，而

在外周血表达正常，并且这些miRNA对肿瘤的生长起

关键的抑制作用[9]。TAM 中抑制肿瘤的 TNF-α、

CD80、CD86和IL-12p40表达的降低，从而促进肿瘤细

胞增殖的IL-10、VEGF-A和VEGF-C表达升高[10]。中

性粒细胞通常被认为是防御感染的第一道防线，现

在已认识到其在肿瘤生物学多个方面的重要作用。

在肿瘤和循环中发现多种不同形式中性粒细胞的事

实支持了肿瘤相关中性粒细胞（tumor-associated

neutrophil,TAN）的提法[11]。相对来说，Treg是通过

抑制成熟T细胞的增殖和功能来降低自身免疫排斥

反应。WOO 等[12]最早在非小细胞肺癌（non-small

cell lung cancer,NSCLC）患者的肿瘤组织中发现

Treg数量比正常人组织中明显增多，而外周血中并

没有检测到增多的Treg。同样，在晚期卵巢上皮性

癌患者中，Treg可被特异性地招募到肿瘤位点，肿瘤

部位的 Treg 数量比血液和淋巴中的数量明显增

多[13]。说明Treg主要是集中在肿瘤部位，对肿瘤微

环境免疫状况是至关重要的[14]。Treg和TAM在肿瘤

微环境中的特异表达现象证明了肿瘤对免疫系统的

抑制主要发生在癌变组织局部，对全身其他部位并

没有类似的免疫抑制反应。另外，在增强全身的免

疫反应后，局部肿瘤细胞的增殖并没有完全被控制，

说明肿瘤不是全身免疫抑制的结果，而是局部组织

的病变和免疫抑制与逃逸所导致的。

细胞和非细胞成分促进（红箭头）或抑制（蓝T字型）肿瘤的发展

图1 肿瘤微环境调控肿瘤生长示意图

另外一个不容忽视的微环境影响因素是免疫检

查点负调控途径。免疫检查点受体及其配体可分为

激活性和抑制性两种，免疫系统依靠这些受体和配

体来调控免疫功能的平衡。在肿瘤微环境中，肿瘤

细胞表达 PD-L1 和吲哚 2，3-双加氧酶（indole-

amine2,3-dioxygenase1，IDO），MDSC产生一氧化氮

（NO）、精氨酸酶 I、活性氧（reactive oxygen spe-

cies，ROS）,TAM细胞产生TGF-β和VEGF这些因素的

综合作用结果抑制了 T 细胞和 DC，激活了 Treg。

Treg直接产生IL-10和TGF-β抑制T细胞。Treg还

抑制局部DC表达CD80和CD86，从而使之不能有效地

提呈抗原。激活的T细胞产生IFN-γ和其他炎症性
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因子，上调DC及肿瘤细胞表达IDO和PD-L1，以致产

生相反的抑制作用。因此，在只有肿瘤局部富集免

疫检查点抑制剂才能有效地提高肿瘤免疫治疗的作

用。

2 肿瘤局部微环境的分类与肿瘤治疗

免疫治疗的疗效取决于肿瘤局部微环境的修复已

经成为专家们的共识。随着对肿瘤微环境的深入了解，

最初人们根据肿瘤局部含有TIL的多少，将肿瘤分为热

肿瘤和冷肿瘤。随着抑制性免疫检查点PD-1受体发现，

将PD-L1（B7-H1）与TIL结合在一起又将肿瘤微环境分

为4类，它们分别是Ⅰ类(PD-L1−,TIL−)、Ⅱ类(PD-L1+,

TIL+)、Ⅲ类(PD-L1−,TIL+)和Ⅳ类(PD-L1+ TIL−)。Ⅰ类

肿瘤微环境是PD-L1阴性的微环境，不表达能诱导T细

胞的肿瘤抗原；没有TIL，或TIL没有炎性反应并不分泌

IFN-γ（图2）。Ⅰ类肿瘤类似以前所谓的冷肿瘤。Ⅱ

类类似热肿瘤,对阻断PD治疗有效，这是因为含有TIL

和其他免疫细胞，但是PD-L1的表达有可能引起肿瘤对

TIL清除的抵抗。Ⅲ类和Ⅳ类常见于多种肿瘤患者，都

缺乏TIL，可解释为什么会对抗PD治疗缺乏反应。Ⅲ类

患者有TIL但缺少PD-L1，可能是由于缺少表达IFN-γ

的T效应细胞，这也是细胞功能紊乱的表现[15-16]。

PD-L1：程序性死亡配体1；IFN：干扰素；PD-1：细胞程序性死亡受体1；TIL：肿瘤浸润性淋巴细胞

图2 肿瘤免疫微环境的分类（修改自参考文献[16]）

然而，在肿瘤微环境中存在的TIL并不是都具有

杀灭肿瘤的作用。2018年5月的Nature杂志，文章

报道，在人肺和结直肠癌中的CD8+TIL,除了能识别特

异肿瘤抗原，也能识别与肿瘤无关的抗原决定簇；这

一组TIL缺乏CD39表达，并且也缺少对肿瘤部位的

慢性抗原刺激的反应。因此，被命名为“旁观T细胞

（bystander T cell）”，它们对肿瘤抗原并非是特异

的[17]。上述推测很快被2018年12月的Nature Med

杂志上发表的文章证实。荷兰癌症研究所（NKI）的

SCHUMACHER领导的团队通过将人肠癌和卵巢癌中的

TIL细胞测序，通过分析肿瘤浸润T细胞能否识别周

围癌细胞，来准确判断肿瘤中杀伤T细胞的抗癌潜

力。数据分析发现，大约只有10%的肿瘤浸润T细胞

有识别周围癌细胞的能力，其他的都是旁观T细胞。

甚至在两份充满浸润性T细胞的患者组织样本中没

有检测到能识别癌细胞的杀伤性T细胞。因此，该文

章提出“不能以肿瘤中浸润性T细胞的数量多少”简

单地判断“冷”或“热”肿瘤，而是要分析浸润T细胞的

TCR是否能识别肿瘤[18]。基于肿瘤组织中对肿瘤反

应的TIL和旁观T细胞，作者将肿瘤微环境也分为4

型（Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ和Ⅳ）：Ⅰ型只有旁观T细胞，Ⅱ-Ⅳ均可

称为热肿瘤，但其含有的对肿瘤反应的T细胞是逐渐

增多的。

不同的肿瘤微循环对免疫治疗的反应不同，I型

肿瘤可用CAR-T疗法，其他类型肿瘤则需要CAR-T结

合免疫检查点抑制剂的联合应用。

3 靶向肿瘤局部的免疫治疗与癌症治愈

3.1 局部肿瘤治疗策略的演变

长期以来手术一直是肿瘤治疗的首选方案。不

可否认，早期发现后早期手术的预后是良好的，但是

多数肿瘤发现时已经发生远处转移或局部扩散，失

去了手术条件。虽然也有先化疗或放疗，然后再手

术的方案，但复发和转移的可能性依然很大。另外，

手术过程因手术者对切除区域的判断、肿瘤生长部

位、肿瘤周围浸润情况都可造成很大的预后差异。
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放疗和射频治疗往往是在手术无法实施的情况

下，单独或与化疗联合的治疗方案。常规放疗需要

达到一定的放射剂量（例如60 Gy）才能产生肿瘤杀伤

作用。依据肿瘤敏感性程度的不同和疗程次数的差

异，每次照射的剂量也有所不同。放疗对肿瘤的电

离作用通常引起照射部位肿瘤细胞死亡，形成局部

非细菌性炎症，死亡的肿瘤细胞释放细胞因子、肿瘤

抗原，继而可激活免疫细胞。但由于免疫耐受的存

在，单独放疗很少能打破对肿瘤抗原的耐受。因此，

结合适当的免疫治疗才能更好地发挥放疗作用。

化疗是通过药物或多肽对细胞的毒性作用而杀

伤肿瘤细胞的。大多数抗肿瘤药物对正常细胞也有

作用。针对肿瘤信号转导过程中的重要激酶或细胞

表面生长因子受体产生的单克隆抗体，虽然能带来

积极的肿瘤抑制作用，但由于肿瘤内部代偿性功能

调节和异常信号通路的存在，往往在靶向治疗1年至

1.5年后产生耐药。理论上说，化疗引起肿瘤细胞死

亡，也能释放免疫抗原。但由于肿瘤内存在抑制抗

原提呈机制，化疗引起的免疫反应并不明显。

总之，无论是手术、放疗、化疗或是靶向治疗，在

总体肿瘤治疗中获得治愈的概率还是比较低的。大

量的临床肿瘤治疗预后数据提示，当肿瘤局部或肿

瘤微环境中存在较多浸润性T细胞，往往伴随着较高

的无瘤存活率。故肿瘤能够发生和持续生长在很大

程度上取决于免疫系统对肿瘤的清除功能是否恢

复。实验证明，通过单克隆抗体阻断T细胞抑制性受

体与配体相互作用（如CTLA-4、PD-1或PD-L抗体等）

并激活T细胞功能时，许多肿瘤出现缩小或甚至消

失，正是肿瘤局部免疫功能增强的结果。然而，大量

临床数据显示，仅有10%~30%患者受益并产生长期疗

效，而大部分患者对免疫检查点抗体的作用不产生

反应，其原因在于肿瘤微环境的不同。因此，改变局

部肿瘤微环境、修复T细胞的免疫反应才是取得肿瘤

治疗疗效的关键。

3.2 肿瘤局部微环境的修复

全身性免疫疗法是以激活全身免疫反应从而达

到增强局部免疫反应为目标的肿瘤治疗手段（图3A）。

该方法不仅会使激活的效应T细胞消耗在肿瘤部位，

也会使正常的组织受到免疫系统的攻击，引发严重

的副作用。例如，目前广泛应用的免疫检查点伊匹

单抗（ipilimumab）和纳武单抗（nivolumab）联合治

疗，虽然增加对多种恶性癌症的治疗效果，但由于免

疫反应的增强，1例黑色素瘤患者在接受了这两种药

物的联合治疗后意外出现急性心肌炎而死亡[19]。常

见的副作用还包括皮肤、结肠、肝、内分泌腺和肺部

炎症[20]，其原因可能是免疫系统内T细胞引起的脱靶

效应。根据科罗拉多大学癌症中心纳武单抗联合伊

匹单抗的试验结果显示，约55%的患者具有严重的副

作用，约36%的患者不得不停止治疗。这说明目前还

无法预测联合免疫治疗中可能发生的不良反应，更

缺乏有效的应对措施。除此之外，在使用方式上，将

两种药物甚至更多疗法的联合是同步进行，还是按

照一定的次序、时间间隔实施，都还有待深入探究。

既然增强全身免疫的副作用大，怎么能研发出

聚焦肿瘤微环境的方案？

基于对肿瘤微环境的研究，靶向肿瘤微环境至

少需要克服以下几个困难：（1）制备靶向肿瘤局部的

特异性T细胞，招募更多的T淋巴细胞进入肿瘤局部

微环境。一般情况下，通过大量的CIK或CTL回输，

大部分细胞可能在循环过程中死亡，只要少量细胞

进入肿瘤组织。进入肿瘤微环境的T细胞，有可能因

为PD-1表达高而受到抑制。CAR-T细胞的问世，使靶

向肿瘤局部微环境成为可能。（2）阻断肿瘤局部免疫

抑制通路，如PD-1/PD-L1通路。如何实现PD-1或

PD-L1抗体在肿瘤微环境的富集，仅仅靠静脉注射抗

PD抗体药，需要持续用药，效果不理想，还有全身性

毒副作用。（3）如何使肿瘤局部持续存在免疫检查点

抑制剂并激活杀灭肿瘤的T细胞。所以，完美实现T

细胞靶向肿瘤，又能在肿瘤局部分泌产生抗免疫检

查点抗体，才是治疗肿瘤的最佳方案。因此，笔者提

出了精准靶向肿瘤局部的免疫治疗，修复肿瘤局部

微环境的策略：利用CAR-T细胞靶向肿瘤的特性，在

进入肿瘤组织微环境后能增殖并分泌抗PD-1抗体，

达到靶向肿瘤微环境，又修复肿瘤局部免疫抑制状

态的目的(图3B)。另外，利用TIL的回巢特性，在体

外分离和扩增TIL细胞，并修饰制备CAR-TIL，回输体

内，使TIL在肿瘤微环境中大量富集，或使TIL也能

分泌抗PD-1抗体，也是一个实现改变肿瘤微环境的

治疗方案。

3.3 精准靶向肿瘤局部微环境：自分泌抗体的CAR-

T细胞

CAR-T细胞联合体内注射免疫检查点抗体（如

PD-1抗体）在大量动物实验中获得了良好疗效[21-22]，

但自分泌抗体的CAR-T细胞在人体试验目前还比较

少。南加州大学的WANG团队[23]利用MP71逆转录病

毒载体编码抗CD19的CAR，并表达PD-1单链抗体，在

小鼠肿瘤移植模型实验中能明显增强CAR-T细胞抗

肿瘤活性，延长小鼠寿命。HVEM(TNFRSF14)受体突

变常见于生发中心淋巴瘤，HVEM缺乏的淋巴瘤B细胞

诱导促进肿瘤生长的微环境。通过CD19-CAR-T细胞

局部产生可溶性HVEN，能增强抗肿瘤作用[24]。不过，

考虑到慢病毒/逆转录病毒载体的自身缺陷，上述研
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究中CAR-T细胞表达抗体的效率并不高，能否用于患

者体内治疗尚未见报道。

A:当使用IFN、IL-2、CAR-T细胞、抗CTLA-4单抗及PD-1抗体

时，都能引起全身免疫反应的增强，会因免疫过强而引起副作

用;B：通过细胞靶向肿瘤组织微环境并释放PD-1抗体，增强

局部免疫反应而产生杀灭肿瘤细胞的作用，并且全身副作用

小（••为免疫反应部位）

图3 全身免疫与局部免疫治疗的区别

除了能使T细胞表达高水平的PD抗体并具有与

商业抗体同样的生物学活性，同时还需要保证载体

在细胞中能够长期稳定表达以及降低体外制备的成

本。常用的人体内转染载体包括病毒载体和非病毒

载体。病毒载体主要是慢病毒，而非病毒载体是以

转座子载体为主。转座子载体包括睡美人（sleep-

ing beauty,SB）、piggybac（PB)和Tol2。

表达抗体的载体构建、细胞转染和CAR-T制备的

研究在笔者团队已经经历了十多年的过程。早期是

利用腺病毒载体在体内外表达曲妥珠单抗（trastu-

zumab；即Herceptin，赫赛汀）全长抗体基因[25]，以及

抗HER-2全长抗体基因的[26]。经过多年探索，使小鼠

体内血清抗体水平达40μg/ml，维持至少4周，并对

小鼠卵巢癌移植瘤产生明显治疗效果。应用同样的

技术，在抗CD20抗体基因的小鼠及非人类灵长类动

物体内表达上也取得了较高的抗体水平[26-27]。在上

述研究的基础上，开始用T细胞来表达全长抗体，并

申请了专利。为了提高长期表达抗体的效果，真正

实现产业化生产，上海细胞治疗研究院对包含慢病

毒载体在内的主要基因修饰载体进行了比较分析，

结果证实非病毒载体在其基因修饰产品的疗效、安

全性以及转化成本等多方面优势显著（表1），具有很

强的产业化应用潜力。同时，非病毒载体中的PB转

座子系统，相较于SB及Tol2载体系统，在抗体表达

量、基因载量、整合效率等方面呈现优势（表2），是能

够长期表达抗体及其目标基因的理想载体系统。因

此，笔者团队最终选择PB转座子非病毒载体代替慢

病毒载体作为基因修饰的载体工具。

表1 病毒载体和非病毒载体在CAR-T基因修饰系统中使用性能的比较

指标

疗效

安全性

生产

应用前景

内容

免疫记忆

免疫原性

长期监测

质量控制

工艺

储存稳定性

血液瘤

实体瘤

病毒载体系统

记忆性T细胞比例较低，肿瘤复发

概率较高

产品成分比较复杂，免疫原性较高

病毒在体内长期存留具有重新获得

复制能力的风险，FDA 建议需要长

达15年的跟踪随访以确定其安全性

需要对质粒和病毒等进行检测，检测

项目多、成本较高

工艺复杂，质控要求高，但CAR-T细

胞制备周期较短

病毒储存要求严格，RNA 病毒不稳

定、有效期短

比较成熟，进一步优化较难

基因载量小，比较成熟，进一步优化

较难

非病毒载体（转座子系统）

记忆性T细胞比例较高，肿瘤复发概率较低

产品成分比较简单，免疫原性较低

无需监测复制型慢病毒，安全性更高

只需对质粒进行检测，检测项目较少、成本较低

工艺相对简单，易于质控，但CAR-T细胞制备周期较长

质粒DNA稳定性高，储存要求相对简单，有效期较长

自身工艺具有较大的优化空间：RNA形式的PB酶

以及DNA微环可进一步提高电转效率

基因载量大，可在CAR-T细胞中自表达高水平抗体，

易组成联合疗法
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PB非病毒载体系统采用电转染方式进行基因修

饰时，电转染效率会受到PB转座子质粒大小等因素

的影响，同时基因修饰细胞的活性也会因电转染的

损伤而下降。为降低电转染对细胞的损伤同时提高

电转染效率，笔者实验室采用较小的单质粒进行电

转染，并开发抗原富集培养体系，显著提高了转染效

率、CAR-T细胞阳性率及转染后活性。PB转座子非病

毒载体抗体表达效率比慢病毒载体高10~30倍[28-29]。

同时，PB非病毒载体的纯化工艺简单，在细菌培养体

系可完成，明显降低了成本，且容易质量控制。另

外，检测T细胞表达的抗体活性与抗PD-1抗体Key-

trude的活性基本类似[29]。进一步来说，通过23批次

基因测序分析，发现PB转座子非病毒载体的整合位

点倾向于基因间、多位点整合，无整合偏向性；同时

没有发现插入位点位于T细胞相关的肿瘤基因内。

因此，目前认为，PB转座子非病毒载体具有较好的完

全性、较高的表达效率和较低的制备成本，且易于质

量控制。笔者实验室将这种自表达抗体的PB转座子

非病毒载体CAR的T细胞称之为“白泽T细胞”。“白

泽”是传说中的神兽，通晓万物语言、行为方式，谙知

驱恶之道。这种白泽T细胞可以在肿瘤局部大量扩

增，将靶基因阳性的肿瘤细胞杀灭；同时在肿瘤局部

释放高水平的免疫检查点抗体，迅速将肿瘤微环境

免疫抑制状态改变成正常或增强状态，这将大大提

高对肿瘤治愈机会，并且全身副作用较小，有可能治

愈癌症。根据T细胞具有的特异性、高活性启动子的

特征，设计了针对多种肿瘤靶标抗原、同时表达抗免

疫检查点特异性抗体的CAR-T细胞，这些细胞正在进

行临床前实验或临床Ⅰ期试验，其中有19个项目已

经在美国Clinicaltrials.gov注册。

表2 不同的非病毒载体优劣势比较[30-33]

项目

物种来源

分类

分子结构

识别靶位点

搭载容量

转座子足迹

覆盖度

DNA整合特性

SB (sleeping beauty)

鲑鱼

Tc1/mariner超家族

<1.6 kb，由两个方向/正向重复序

列组成，转座酶360个氨基酸

AT

12 kb

有

30%~60%供者染色体

效率相对低

25%~45%参考序列基因

<2%转录起始点

<2% CpG岛

<1% DNA酶 I高度敏感区

Tol2

青鳉

hAT 超家族

<4.7 kb，由两个TIR组成，转座

酶649个氨基酸

8 bp 随机核苷酸序列 (C / G)

TTATAA(G/C)

11 kb

有

<20%供者染色体

效率相对低

<40%参考序列基因

<8%转录起始点

4%~13% CpG 岛

<5% DNA酶 I高度敏感区

PB (piggyBac)

粉纹夜蛾

PB超家族

<2.5 kb，由外部对称和内部不对称TIR组成，

转座酶594个氨基酸

TTAA

200 kb

无痕

9%~30%供者染色体

效率高

50%~55%参考序列基因

2%~20%转录起始点

4%~18% CpG 岛

1%~5% DNA酶 I高度敏感区

4 展 望

CAR-T细胞具有肿瘤趋向能力，能在趋化因子的

引导下，通过细胞变形或者细胞表面黏附分子的作

用，进入实体瘤内部发挥治疗作用。CAR-T细胞是实

现肿瘤局部治疗的合适工具。将免疫检查点抑制性

抗体基因或者免疫共刺激分子激活型抗体基因导入

CAR-T细胞中，可将CAR-T细胞转变为具有抗体生产

能力的“抗体工厂”。静脉输注后，借助CAR-T细胞的

肿瘤趋向性，具备抗体表达能力的CAR-T细胞可以趋

向肿瘤并进入肿瘤内部。在自我扩增和杀伤肿瘤细

胞的同时，在肿瘤局部分泌产生抗体分子。抗体一

方面保护CAR-T细胞免受肿瘤微环境的抑制作用，发

挥更持久的疗效；另一方面，在原位肿瘤局部激活处

于抑制状态的肿瘤浸润淋巴细胞（图4）。由此调动

外源与内源T细胞，发挥双重治疗作用，达到肿瘤治

疗目的。调动内源免疫细胞群后，还可以弥补单一

靶向CAR-T细胞难以杀灭异质性肿瘤细胞的缺陷。

这类CAR-T细胞在肿瘤微环境中分泌抗体，还可以克

服抗体全身用药带来的毒副作用。总之，自表达抗

体的CAR-T细胞治疗技术，具备CAR-T细胞与免疫检

查点抗体治疗的双重优势，同时克服了它们各自存

在的缺陷，无需额外注射免疫检查点抑制剂，又能靶

向局部肿瘤组织。期待精准靶向肿瘤局部能自分泌
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图4 自分泌抗体的CAR-T细胞的制备和应用

抗体的“白泽T细胞”在癌症精准医疗中彰显更大的

威力。

(诚挚感谢上海细胞治疗集团的严巧灵、王美文

和汪鹏老师在审阅、作图中的帮助和建议。)
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