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[摘  要]  目的：开发靶向成纤维细胞活化蛋白（FAP）的CAR-T细胞，评价其通过重塑肿瘤微环境（TME）抑制乳腺癌生长的能

力。方法：将识别FAP不同抗原表位的纳米抗体VHH1和VHH2串联，设计两种胞外识别区排列顺序不同的FAP-CAR1（VHH1-

Linker-VHH2）和FAP-CAR2（VHH2-Linker-VHH1），构建以二价FAP抗体为胞外识别域的CAR，将其分别克隆至逆转录病毒载体

并完成病毒包装。分离小鼠淋巴细胞，经抗CD3/CD28抗体激活后进行转导，制备FAP-CAR1-T和FAP-CAR2-T细胞。通过实时

无标记动态细胞分析（RTCA）、流式细胞术（FCM）评估FAP-CAR-T细胞的靶向杀伤活性，ELISA检测其激活后 IL-2分泌水平。

分别用FAP-CAR1-T细胞（FAP-CAR-T组）、HER2-CAR-T细胞（HER2-CAR-T组）及未转导T细胞（Mock-T组）治疗4T1-HER2荷

瘤小鼠，分析FAP-CAR-T对肿瘤生长的抑制作用，并通过免疫组织化学（IHC）检测肿瘤组织中T细胞浸润情况。进一步通过转

录组分析差异表达基因。结果：FAP-CAR1-T与FAP-CAR2-T细胞体外扩增稳定，CAR阳性率 > 60%。两者均能特异、高效杀伤

过表达鼠源FAP的小鼠成纤维细胞NIH3T3-mFAP，且FAP-CAR1-T细胞在扩增和分泌 IL-2方面优于FAP-CAR2-T细胞，因此选

用FAP-CAR1-T细胞进行后续体内实验。在小鼠 4T1-HER2 皮下移植瘤模型中，FAP-CAR-T 治疗组小鼠肿瘤生长速度显

著低于Mock-T组（P < 0.05），与HER2-CAR-T组肿瘤生长速度相当（P > 0.05）；与Mock-T组相比，FAP-CAR-T治疗组小鼠肿瘤

组织中CD3+ T细胞浸润增加，胶原沉积面积减少（P < 0.001或P < 0.01）。转录组分析结果显示，FAP-CAR-T组相较Mock-T组的

差异表达基因富集于细胞外基质、免疫应答等GO条目及ECM-受体相互作用等KEGG通路。结论：FAP-CAR-T细胞通过特异性

靶向FAP相关基质细胞，重塑肿瘤微环境，显著抑制乳腺癌生长，且在肿瘤体积控制上与HER2-CAR-T细胞相比无统计学差异。
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[Abstract]  Objective: To develop CAR-T cells targeting fibroblast activation protein (FAP) expressed by cancer-associated fibroblasts 

(CAFs) and evaluate their ability to inhibit breast cancer growth by remodeling the tumor microenvironment (TME), providing a new 

candidate strategy for breast cancer CAR-T cell therapy. Methods: Nanobodies VHH1 and VHH2, which recognize distinct antigenic 

epitopes of FAP, were linked in tandem to generate a bivalent FAP antibody and to construct two CARs with different extracellular 

domain arrangements: FAP-CAR1 (VHH1-Linker-VHH2) and FAP-CAR2 (VHH2-Linker-VHH1). The resulting CAR constructs, 

containing the bivalent FAP antibody as the extracellular antigen-recognition domain, were individually cloned into retroviral vectors 

and packaged into viral particles. Murine lymphocytes were isolated and activated with anti-CD3/CD28 antibodies, followed by 

transduction to generate FAP-CAR1-T and FAP-CAR2-T cells. Targeted cytotoxicity of FAP-CAR-T cells was evaluated using real-

time label-free dynamic cell analysis (RTCA) and flow cytometry (FCM), and IL-2 secretion was measured by ELISA. In a mouse 4T1-

HER2 subcutaneous tumor model, the inhibitory effects of FAP-CAR-T, HER2-CAR-T, and untransduced T cells (Mock-T) on tumor 
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growth were compared. Immunohistochemistry (IHC) was used to assess T cell infiltration in tumor tissues, and RNA sequencing was 

performed to analyze differentially expressed genes. Results: FAP-CAR1-T and FAP-CAR2-T cells expanded stably in vitro, with CAR 

positivity exceeding 60%. Both CAR-T cells specifically and efficiently killed NIH3T3 cells overexpressing mouse FAP (NIH3T3-

mFAP), with FAP-CAR1-T showing superior expansion and IL-2 secretion compared to FAP-CAR2-T. Based on these results, FAP-

CAR1-T was selected for subsequent in vivo experiments. In the 4T1-HER2 subcutaneous tumor model, FAP-CAR-T treatment 

significantly slowed tumor growth compared to the Mock-T group (P < 0.05), with no significant difference compared to the HER2-

CAR-T group (P > 0.05). Compared to the Mock-T group, FAP-CAR-T treatment increased CD3+ T cell infiltration and reduced 

collagen deposition areas in tumor tissues. Transcriptomic analysis revealed that differentially expressed genes in the FAP-CAR-T 

group, compared to the Mock-T group (|log2FC| ≥1, P < 0.05), were primarily enriched in pathways related to extracellular matrix 

remodeling, immune response, and ECM-receptor interaction. Conclusion: FAP-CAR-T cells specifically target FAP-expressing 

stromal cells, remodel the tumor microenvironment, and significantly inhibit breast cancer growth. In terms of tumor volume control, 

FAP-CAR-T cells did not differ significantly from HER2-CAR-T cells, suggesting their potential as a candidate CAR-T approach for 

breast cancer.
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以HER2为靶点的CAR-T细胞疗法在乳腺癌治

疗中已展现出显著潜力，相关临床研究证实其具有

良好的安全性和抗肿瘤活性[1]。HER2-CAR-T 中所

采 用 的 单 链 抗 体 可 变 区（single-chain variable 

fragment, scFv）多来源于曲妥珠单抗，该药物作为首

个获批的HER2靶向单克隆抗体，其安全性与疗效已

在多年临床实践中得到充分验证[2-3]。然而，与血液

系统恶性肿瘤相比，CAR-T细胞在实体瘤中的治疗

效 果 仍 受 到 多 重 限 制 。 肿 瘤 微 环 境（tumor 

microenvironment, TME）中由肿瘤相关成纤维细胞

（cancer-associated fibroblast, CAF）构成的致密基质

屏障，是阻碍CAR-T细胞浸润并导致其功能耗竭的

重要因素之一[4]。CAF作为细胞外基质（extracellular 

matrix, ECM）的主要来源细胞，通过高表达成纤维细

胞活化蛋白（fibroblast activation protein, FAP）促进基

质重塑和免疫抑制性微环境形成，营造“冷肿瘤”状

态，从而削弱免疫效应细胞的浸润与杀伤功能[5]。

FAP在多种实体瘤（如乳腺癌、胰腺癌等）CAF中呈高

度特异性表达，而在大多数正常组织中为低水平表

达或不表达[6]，因此被视为靶向 CAF 的理想治疗靶

点。本研究利用自主研发的羊驼来源的FAP纳米抗

体VHH1和VHH2，构建了由二者组成的二价纳米抗

体作为CAR胞外抗原识别结构域[7]，分别获得两种构

型 的 FAP-CAR1-T 细 胞（VHH1-Linker-VHH2）和

FAP-CAR2-T 细胞（VHH2-Linker-VHH1），并从体外

杀伤活性、体内抗肿瘤效应及对肿瘤微环境改变的

转录组学特征等方面，系统评价FAP-CAR-T疗法的

应用潜力，为乳腺癌CAR-T治疗提供理论基础与转

化依据。

1  材料与方法

1.1  动物、细胞及主要试剂

雌性，6~8周龄，18~22 g的 SPF级BALB/c小鼠

购自江苏集萃药康生物科技有限公司[生产许可证编

号：SCXK（苏）2023-0009]，饲养于徐州医科大学实验

动物中心[实验动物使用许可证：SYXK（苏）2020-

0048]。小鼠饲养于 12 h光照/12 h黑暗循环条件下，

温度为 20~26 ℃、相对湿度为 40%~70%。动物实验

流程符合动物福利伦理要求，经徐州医科大学伦理

委员会批准（审批号：202308T025）。

小鼠成纤维细胞NIH3T3购自美国典型培养物

保藏中心（American Type Culture Collection, ATCC）

细胞库，稳定过表达小鼠 FAP 及 GFP 的 NIH3T3-

mFAP 细胞由本实验室构建并保存，稳定过表达人

HER2 的小鼠乳腺癌细胞 4T1-HER2 由本实验室保

存。DMEM 培养基购自以色列 Biological Industries

公司，新生牛血清购自南京生航生物技术有限公司。

RPMI 1640 培养基、重组小鼠 IL-2、IL-7 和 IL-15，以

及小鼠 CD28 抗体、小鼠 CD3ε 抗体均购自美国

Biolegend公司。抗FAP抗体购自美国Cell Signaling 

Technology公司。

1.2  FAP-CAR质粒构建

本研究构建两种 FAP-CAR，胞外识别区为 FAP

纳米抗体 VHH1 和 VHH2，二者通过 Linker 前后串

联。两种FAP-CAR胞外识别区排列顺序不同，分别

命 名 为 FAP-CAR1（VHH1-Linker-VHH2）与 FAP-

CAR2（VHH2-Linker-VHH1）。同时，采用小鼠CD28

作为铰链/跨膜区及共刺激结构域，并以小鼠CD3ζ作

为胞内信号转导结构域，通过 T2A 与 RQR8 相连

（图1A）。

1.3  CAR-T细胞制备及增殖监测

取处于对数生长期的293T细胞，以6 × 10⁶个/皿

接种于10 cm培养皿中，培养过夜。待细胞汇合度达

70%~80%时，将CAR质粒及辅助质粒 pCL-Eco共转
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染 293T细胞，转染 6 h后更换新鲜DMEM完全培养

基。继续培养，于48 h和72 h分别收集培养上清液，

经0.45 μm滤膜过滤去除细胞碎片，即得CAR逆转录

病毒液。颈椎脱臼处死小鼠后，取小鼠腹股沟及肠

系膜淋巴结，于 40 μm滤网上轻柔研磨成单细胞悬

液，300 × g离心 5 min后弃上清液，以T细胞培养基

重悬细胞并计数，调整细胞浓度为 1 × 106个/mL（后

续将该未感染逆转录病毒的 T 细胞命名为 Mock-T

组）。将细胞以 1 × 106个/孔接种于 48孔板，37 ℃培

养 24 h后，将各孔细胞均匀分成 3孔，补足培养基至

500 μL。将 FAP-CAR1 和 FAP-CAR2 逆转录病毒液

按不同体积加入各孔细胞悬液中，在30 ℃、1 500 × g

条件下离心感染2 h，感染结束后，将细胞置于 37 ℃

培养箱继续培养。48 h后 300 × g离心 5 min，弃上

清液、收集CAR-T细胞，并更换新鲜培养基。分别于

病毒感染2、3、4、5 d进行细胞计数，记录CAR-T细胞

扩增倍数。

1.4  流式细胞术检测CAR-T细胞阳性率

在CAR病毒感染T细胞后第2天进行细胞计数，

各取 1 × 105个细胞置于 1.5 mL 离心管中，于 4 ℃、

300 × g离心5 min，弃上清液后，向沉淀中加入50 μL 

anti-Linker-PE抗体，冰上避光处理 30 min。经洗涤、

离心弃上清液后，用 200 μL PBS重悬并转移至流式

管中，采用流式细胞术检测Linker阳性细胞的占比，

作为CAR阳性率。

1.5  实时无标记动态细胞分析（real-time label-free 

dynamic cell analysis, RTCA）检测 FAP-CAR-T 细胞

体外杀伤活性

将NIH3T3及NIH3T3-mFAP细胞分别按 6 × 103

个/孔接种于RTCA专用细胞培养板中，置于培养箱

内培养约18 h，使用实时无标记细胞分析仪记录细胞

贴壁与增殖的基础阻抗曲线。随后分别按效靶比

（E∶T） = 2∶1和1∶1向NIH3T3或NIH3T3-mFAP细胞

中加入 FAP-CAR-T 细胞，同步设置相同效靶比的

Mock-T对照组，继续培养72 h，实时监测细胞指数变

化，以反映剩余靶细胞的存活数量，评估FAP-CAR-T

细胞对不同靶细胞的杀伤效果。

1.6  基于GFP荧光信号的 FAP-CAR-T细胞体外杀

伤活性检测

将过表达小鼠 FAP 及 GFP 的 NIH3T3-mFAP 细

胞按5 × 104个/孔接种于 96 孔黑色板中，待细胞贴

壁后分别按照效靶比（E∶T） = 1∶1 和 1∶3 加入

FAP-CAR-T细胞，同步设置相同效靶比的Mock-T对

照组，于37 ℃培养24 h和48 h。终止培养后，酶标仪

检测各孔剩余靶细胞的GFP荧光信号强度。按照公

式“靶细胞存活率 = （CAR-T细胞共培养组信号强度/

Mock-T共培养组信号强度） × 100%”，计算靶细胞存

活率，反映FAP-CAR-T细胞体外杀伤活性。

1.7  4T1-HER2细胞小鼠皮下移植瘤模型构建

将 2 × 105个 4T1-HER2肿瘤细胞悬浮于 100 μL 

PBS中，经皮下注射至BALB/c小鼠右胁腹建立移植

瘤模型。当肿瘤体积达 80 mm³时，视为造模成功。

小 鼠 皮 下 移 植 瘤 模 型 经 腹 腔 注 射 环 磷 酰 胺

（cyclophosphamide, CTX）进 行 预 处 理 ，剂 量 为

150 mg/kg，以清除快速增殖的淋巴细胞，为后续

CAR-T细胞输注创造免疫空间。采用随机盲法将小

鼠分为 3组（n = 7），分别命名为FAP-CAR-T、HER2-

CAR-T和Mock-T组，24 h后按照分组将 5 × 106个对

应细胞经尾静脉注射给药。治疗期间每 3 d以游标

卡尺测量肿瘤长径（a）和短径（b），并记录小鼠体质

量，肿瘤体积（V）按照公式V = （a × b²）/2计算。

1.8  免疫组织化学（immunohistochemistry，IHC）染

色法检测小鼠肿瘤组织中T细胞浸润及FAP表达

取小鼠肿瘤组织，经 4%多聚甲醛固定、石蜡包

埋后切片，进行抗原修复、封闭，分别加入CD3抗体

或FAP抗体4 ℃处理过夜，次日加入HRP标记二抗，

室温处理1 h，滴加DAB显色液，经苏木精复染、梯度

脱水、二甲苯透明后用中性树胶封片。显微镜下观

察特异性棕黄色染色，并采集图像，采用 ImageJ软件

对图片进行定量分析。

1.9  Masson染色法检测小鼠肿瘤组织纤维化程度

经颈椎脱臼处死小鼠后完整剥离皮下移植瘤组

织，置于 4%多聚甲醛溶液中固定 24 h。组织依次经

梯度乙醇，二甲苯透明处理，石蜡包埋，制备 4 μm

厚连续切片。切片脱蜡至水后，首先以苏木精染

核5 min，盐酸酒精分化，氨水返蓝。随后使用丽春红

酸性复红染液染色8 min，以磷钼酸溶液处理5 min进

行分化，最后直接置入苯胺蓝染液染色5 min，再以弱

酸乙醇溶液漂洗。染色结束后，切片依次经梯度乙

醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。每组随机选取

5个非重叠视野采集图像，通过光学显微镜观察胶原

纤维（蓝绿色）与细胞（红色）的分布特征，ImageJ软

件定量分析胶原纤维占比，评估组织纤维化程度。

1.10  RNA 测序（RNA sequencing, RNA-seq）检测

FAP-CAR-T治疗相关基因及信号通路

取FAP-CAR-T及Mock-T组荷瘤小鼠肿瘤组织，

提取总RNA并构建文库，进行高通量RNA-seq测序

（由杭州联川生物技术股份有限公司 Illumina 

NovaSeq X plus PE150平台检测）。对测序数据质控

后，使用STAR软件进行参考基因组比对并获得基因

表达矩阵，采用 DESeq2 进行差异表达分析。计算

FAP-CAR-T组相对于Mock-T组的基因表达倍数变
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化，以对数倍数变化（logarithmic fold change, log2FC）

表示，并行多重检验校正获得校正P值即错误发现率

（false discovery rate, FDR）。定义 |log2FC| ≥ 1 且

FDR < 0.05为显著上调基因，log2FC ≤ –1且FDR < 0.05

为显著下调基因。将差异表达基因用于后续GO及

KEGG通路富集分析，挖掘与 FAP-CAR-T治疗相关

的关键生物学过程和信号通路。

1.11  统计学处理

所有实验均至少独立重复 3次。流式细胞术数

据采用 FlowJo V10.8.1 软件分析，图像及统计图由

GraphPad Prism 9.5软件绘制。两组间比较采用 t检

验，多组间比较采用单因素方差分析（one-way 

ANOVA），以P < 0.05或P < 0.01表示差异具有统计

学意义。

2  结  果

2.1  FAP-CAR1-T和FAP-CAR2-T细胞的构建

按图 1A所示CAR结构构建 FAP-CAR1和 FAP-

CAR2质粒，并包装逆转录病毒。在CAR逆转录病毒

感染小鼠T细胞5 d后，FAP-CAR1-T与FAP-CAR2-T

细胞扩增倍数分别约为70.6倍和54.0倍，FAP-CAR1-T

略高于 FAP-CAR2-T 细胞（图 1B）。FCM 检测结果

（图 1C）显示，逆转录病毒感染小鼠 T 细胞 2 d 后，

FAP-CAR1-T和 FAP-CAR2-T细胞CAR阳性率分别

为67.6%和61.9%。以上结果表明，两种构型的FAP-

CAR-T均可稳定表达CAR。

A：CAR结构示意图；B：CAR-T细胞增殖统计图；C：流式细胞术检测FAP-CAR1-T及FAP-CAR2-T细胞CAR阳性率。

图1  FAP-CAR-T细胞的构建与鉴定

2.2  FAP-CAR-T细胞对NIH3T3-mFAP细胞的体外

杀伤作用

荧光显微镜和流式细胞术结果（图2A、B）显示，

NIH3T3-mFAP 细 胞 中 GFP 及 FAP 阳 性 率 可 达

96.6%，并且 WB 可检测到 NIH3T3-mFAP 细胞中

mFAP表达（图2C）。以上说明NIH3T3-mFAP靶细胞

可高效表达 GFP和FAP。

RTCA 全 程 监 测 FAP-CAR-T 对 NIH3T3 或

NIH3T3-mFAP细胞的杀伤能力，结果显示，在效靶比

E∶T = 2∶1和 1∶1条件下，两种FAP-CAR-T细胞对母

本NIH3T3细胞几乎不产生影响（图2D），而均能导致

NIH3T3-mFAP 细胞的细胞指数下降（图 2E），说明

FAP-CAR-T杀伤作用具有显著FAP依赖性。

由于NIH3T3-mFAP细胞表达GFP，进一步通过

CAR-T细胞与NIH3T3-mFAP细胞共培养，检测杀伤

后剩余 NIH3T3-mFAP 细胞的 GFP 表达强度以评估

CAR-T细胞杀伤效率。结果显示，在共培养 24 h及

48 h时，无论 E∶T = 1∶1 或 1∶3，两种 FAP-CAR-T

细胞均可特异且高效地杀伤 NIH3T3-mFAP 细胞

（P < 0.000 1），而Mock-T对照组靶细胞存活率维持

较高水平（图 2F）。ELISA结果（图 2G）显示，共培养

24 h后，在E∶T = 1∶1时，FAP-CAR1-T组上清中 IL-2

含量约为（493 ± 73）pg/mL，FAP-CAR2-T 组约为

（261 ± 35）pg/mL，在E∶T = 1∶3时，FAP-CAR1-T组上

清中 IL-2含量约为（409 ± 35）pg/mL，FAP-CAR2-T组

约为（372 ± 122）pg/mL，两种效靶比下Mock-T组均

几乎检测不到 IL-2，说明 FAP-CAR-T在特异性识别

靶细胞后发生明显功能激活，且FAP-CAR1-T的 IL-2

分泌水平更高。因此，后续采用 FAP-CAR1-T 细胞

（以下简称FAP-CAR-T）进行动物实验进一步验证其

抗肿瘤疗效。

2.3  FAP-CAR-T对乳腺癌 4T1-HER2移植瘤的体内

抗肿瘤作用

WB 结果（图 3A）显示，4T1-HER2 细胞高表达

HER2，不表达FAP。按照图 3B实验流程，评估FAP-

CAR-T（FAP-CAR1-T细胞）在4T1-HER2同种异体移
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植瘤的 BALB/c 小鼠模型中的抗肿瘤活性。结果

（图 3C）显示，在T细胞治疗第 36天，FAP-CAR-T组

肿瘤生长速度相较Mock-T组，明显延缓（P < 0.05），

而与HER2-CAR-T组的肿瘤生长曲线相近，差异无

统计学意义（P > 0.05）。在实验终点收取小鼠皮下瘤

进行称重拍照，结果（图 3D）显示肿瘤的大小变化趋

势与肿瘤体积数据基本一致。治疗过程中各组小鼠

体质量稳定，无明显下降（图3E）。

A：荧光显微镜检测NIH3T3-mFAP细胞中GFP表达；B：流式术检测 NIH3T3-mFAP细胞中mFAP表达；C：WB实验检测NIH3T3-mFAP

细胞中mFAP表达情况；D：RTCA实时监测E∶T = 2∶1及1∶1条件下FAP-CAR-T细胞对NIH3T3细胞的杀伤作用；E：RTCA实时监

测E∶T = 2∶1及1∶1条件下FAP-CAR-T细胞对 NIH3T3-mFAP 细胞的杀伤作用；F：将FAP-CAR-T细胞和 Mock-T 细胞，以E∶T = 

1∶1、1∶3分别与NIH3T3-mFAP细胞共培养，在24、48 h后，检测剩余的靶细胞数，计算各组相对细胞存活率；G：ELISA检测FAP-CAR-T

细胞和Mock-T细胞，以E∶T = 1∶1、1∶3分别与NIH3T3-mFAP细胞共培养24 h后上清中 IL-2含量。****P < 0.000 1。

图2  NIH3T3-mFAP靶细胞鉴定及FAP-CAR-T细胞体外杀伤活性检测

免疫组化染色结果（图 3F、G）进一步表明，FAP-

CAR-T细胞治疗组肿瘤组织中CD3+ T细胞浸润明显增

多，其数量高于HER2-CAR-T组（P < 0.01），并显著高

于Mock-T组（P < 0.001）；并且肿瘤组织中FAP阳性

基质细胞占比显著低于阳性对照 HER2-CAR-T 组

（P < 0.05）及Mock-T组（P < 0.001）。Masson染色发现

FAP-CAR-T细胞治疗组肿瘤组织中胶原沉积显著低

于Mock-T 组及阳性对照 HER2-CAR-T 组（P < 0.01，

图3H、I）。

2.4  FAP-CAR-T治疗对肿瘤微环境转录组的影响

鉴于 FAP-CAR-T 体内抗肿瘤作用与 HER2-

CAR-T无显著差异，进一步对FAP-CAR-T治疗后的

肿瘤微环境调控机制进行转录组分析。收集 FAP-

CAR-T组及Mock-T组小鼠肿瘤组织，进行转录组测

序。结果（图4A）显示，与Mock-T组相比，FAP-CAR-

T组共鉴定出 440个显著上调基因及 1648个显著下

调基因（|log2FC| ≥ 1且P < 0.05）。无监督层次聚类分

析（图4B）显示，两组样本在转录特征上可明显区分，

提示FAP-CAR-T治疗显著重塑了肿瘤组织的基因表

达谱。

GO富集分析结果（图4C）表明，差异表达基因显著

富集于细胞外空间、细胞外区域、ECM及免疫应答等相

关条目，提示FAP-CAR-T参与调节肿瘤基质组成和免

疫微环境。KEGG通路富集分析（图4D）显示，差异表

达基因主要富集于肌细胞的细胞骨架、蛋白质消化吸

收和ECM-受体相互作用等通路，提示FAP-CAR-T细胞

通过干预FAP相关基质细胞、促进ECM降解，从而有利

于免疫细胞浸润和抗肿瘤免疫反应的维持。

3  讨  论

本研究基于自主获得的FAP纳米抗体VHH1和

VHH2，构建了二价FAP-CAR，分别制备FAP-CAR1-T

与 FAP-CAR2-T，并系统评价其体内外抗肿瘤效应。

采用二价纳米抗体CAR的目的在于同时覆盖不同表
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位，以提高其与靶抗原结合的稳定性与亲和力，进而

增强与TME中异质性表达FAP的识别与激活效率，

同时降低因单表位遮蔽或亲和力不足导致的抗原逃

逸风险。结果表明，FAP-CAR1-T与FAP-CAR2-T均

可特异识别并高效杀伤 NIH3T3-mFAP 靶细胞，对

FAP阴性的亲本NIH3T3细胞几乎无影响，提示FAP-

CAR-T具备良好靶向性与安全性基础。需要指出的

是，本研究的重点是比较两种二价VHH排列方式对

CAR表达与功能的影响，以优化二价结构内部构型，

因此，未设置单价VHH-CAR作为直接对照。此外，

本研究尚未开展关于CAF不同表位的竞争结合及亲

和力测定的直接验证。在4T1-HER2移植瘤模型中，

FAP-CAR-T显著抑制肿瘤生长，其肿瘤控制效果与

HER2-CAR-T 相比无显著差异。除此之外，FAP-

CAR-T细胞可提高肿瘤组织CD3+ T细胞浸润、减少

胶原沉积面积，为靶向TME的CAR-T细胞策略提供

了临床前证据。本研究采用CD3免疫组化评估肿瘤

组织T细胞浸润，后续可通过流式细胞术对外周血T

细胞、肿瘤浸润T细胞的亚群构成，以及其功能/耗竭

表型进行定量分析，从而更系统地阐明CAR-T细胞

持续性与功能状态。

A：WB实验检测4T1-HER2细胞中HER2及FAP表达情况；B：BALB/c小鼠4T1-HER2肿瘤模型的CAR-T治疗实验设计；C：回输

CAR-T细胞后，各组小鼠肿瘤大小；D：实验终点收集小鼠肿瘤组织，进行肿瘤外观拍照；E：各治疗组的体质量；F：IHC检测小鼠

肿瘤组织中T细胞浸润及FAP表达；G：IHC检测小鼠肿瘤组织CD3及FAP阳性面积百分比定量分析；H、I：Masson染色检测肿瘤

组织中胶原蛋白沉积（H）及沉积面积定量分析（I）。*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001，****P < 0.000 1。

图3  FAP-CAR-T抑制小鼠肿瘤生长并改善肿瘤微环境特征

既往实体瘤CAR-T治疗多聚焦于HER2、EGFR

等肿瘤细胞抗原，但其整体疗效常受免疫抑制性

TME的限制[8]。CAF可分泌ECM形成基质屏障阻碍

T细胞浸润，并释放免疫抑制因子削弱T细胞功能[9]。

FAP在多种实体瘤基质区高表达、在多数正常组织低

表达，因此被认为是重要的TME干预靶点[10]。本研

究强调通过靶向FAP阳性基质细胞实现TME重塑，

这一思路与当前靶向基质/免疫抑制细胞的联合免疫

治疗策略相一致[11-12]。转录组测序结果显示，治疗后

肿瘤组织中与 ECM 结构组装、免疫应答调节及
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ECM-受体相互作用相关的通路发生显著改变，提示

基质屏障可能被削弱，免疫抑制状态得到缓解[13]。未

来可通过对CAF进行免疫荧光定量，并结合胶原降

解相关基因及趋化因子轴的检测，进一步阐明“FAP

阳性基质细胞变化 -ECM 重塑 -免疫浸润改善”的

机制。

A：FAP-CAR-T组与Mock-T组差异基因火山图；B：差异表达基因无监督层次聚类分析热图；C：差异表达基因GO

富集分析气泡图；D：差异表达基因的KEGG通路富集分析气泡图。

图4  FAP-CAR-T治疗对肿瘤微环境转录组的影响

在 CAR 结构设计上，本研究采用羊驼来源的

VHH作为识别结构域，并通过调整VHH1/VHH2排

列顺序构建二价胞外识别区[14]。相较 scFv，纳米抗体

分子量更小、免疫原性更低且更易工程化[15-16]。本研

究结果表明VHH排列顺序会影响CAR表达与功能，

FAP-CAR1-T 在扩增能力与 IL-2 分泌方面略优于

FAP-CAR2-T，后续将结合多参数流式细胞术与功能

实验完善对CAR-T效应谱的评价。同时，在后续优

化过程中，还需关注识别结构域空间构型与亲和力

调控，以期在安全性与活性间取得更佳平衡[17-18]。需

注意的是，FAP在骨髓基质、胰腺、子宫及创伤修复组

织中也存在低水平表达，因此其临床应用可能存在

脱靶风险[19]。目前仍以临床前研究为主，长期安全性

评估仍需更长期随访与更接近临床的模型来验证[20]。

4T1-HER2小鼠荷瘤模型与人乳腺癌的TME之间仍

存在差异，未来可在患者来源类器官或人源化小鼠

模型中进一步评估其转化价值[21]。

结合近年的研究进展，FAP靶向治疗的临床潜力

进一步凸显。有研究 [22]报道，靶向 FAP 阳性肌成

纤维细胞的 CAR-巨噬细胞疗法可有效减少心脏

纤维化，提示 FAP 靶向策略有望拓展至非肿瘤纤

维化疾病领域。同期临床研究 [23]证实，共价靶向

放射性核素药物 CTR-FAPI 显著提升甲状腺髓样

癌病灶检出灵敏度，为 FAP 靶向“诊疗一体化”

提供了临床证据。另有研究[24]显示FAPα+巨噬细胞

通过调控PD-L1和T细胞衰老驱动免疫逃逸，而FAP

抑制联合PD-1/PD-L1阻断在淋巴瘤、结直肠癌模型

中疗效显著。此外，有研究团队针对FAP-CAR-T细

胞和抗体药物偶联物进行了初步临床试验，进一步

凸显了CAF靶向免疫治疗的转化潜力[25]。这些新进
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展与本研究结论形成相互印证。综上，本研究为靶

向基质或免疫抑制细胞的CAR-T细胞策略拓展至更

多实体瘤提供了实验依据。
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