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开关型嵌合抗原受体T细胞的研究进展
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摘要: 近两年, 嵌合抗原受体T细胞 (chimeric antigen receptor T cell, CAR-T) 在血液瘤治疗方面取得了巨大成

就。但传统型CAR-T细胞治疗时伴随的不良反应如细胞因子风暴、脱靶效应及神经毒性, 严重威胁患者生命安全。

而且传统型CAR-T细胞胞外区为固定的某类单链抗体可变区 (single-chain variable fragment, scFv), 因此只能靶向

一种固定的靶点, 若肿瘤靶抗原突变或消失, CAR-T细胞也将失效。近年来, 领域前沿涌现了一批开关型CAR-T

(switchable CAR-T, sCAR-T) 设计, 用以解决上述问题。此类设计将传统的CAR-T细胞分解为CAR-T细胞和分子

开关, 使得CAR-T的激活完全依赖于分子开关, 不仅拓展了CAR-T细胞的通用性, 还可以通过开关控制CAR-T细

胞生物学活性, 从而降低传统型CAR-T细胞带来的不良反应。本文就现有报道的 sCAR-T进行分类总结, 目的是为

更多的CAR-T设计及优化提供思路, 为 sCAR-T进入临床治疗奠定基础。
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Abstract: In recent years, chimeric antigen receptor T cells (CAR-T) have been viewed as a target for successful

treatment of hematologic malignancies. However, targeting conventional CAR-T cell has a series of side effects,

such as cytokine storm, on-target off-tumor effect and neurotoxicity during treatment, and these side effects threatened

patients' life. The extracellular domain of conventional CAR-T is a fixed single-chain variable fragment (scFv) that

only targets one specific antigen, and once the tumor antigen is mutated or disappears, the CAR-T cell will fail. In

recent years, a number of different switchable CAR-T cells have emerged. The design of switchable CAR-T cells is

divided into two aspects: CAR-T cell and molecular switch respectively, and the activation of CAR-T is completely

dependent on the switch. It is not only universal, but also decreases the side effect of conventional CAR-T through

controlling the molecular switch. We summarized the existing sCAR-T to provide an idea for CAR-T design and

optimization, and lay a foundation for entering sCAR-T into clinical practice.
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近两年 , 嵌合抗原受体 T 细胞 (chimeric antigen receptor T cell, CAR-T) 在治疗血液瘤方面取得了巨大

成就。2017年, 美国食品药品监督管理局FDA批准了

两个 CAR-T 药物 , 分别是 Kymriah (tisagenlecleucel)、

Yescarta。前者用于治疗 25岁以下患有难治性或复发

两次以上的急性B淋巴细胞性白血病 (ALL) 的患者,
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后者用于治疗经过 2线以上系统治疗后复发性、难治

性成人大B细胞淋巴瘤患者, 两款CAR-T药物的上市

激励了更多CAR-T药物相关研究。

CAR-T细胞发挥功能的依据是抗原-抗体特异性

识别并结合后再激活相关生物学功能。传统型CAR-T

细胞 [指具有固定的单链抗体可变区 (single-chain

variable fragment, scFv) 的CAR-T细胞] 包括能够靶向

抗原的 scFv、铰链区、跨膜区、信号传导区域。目前已

上市的两种 CAR-T细胞均属于传统型, 一方面, 此类

CAR-T细胞在使用时会伴随严重的细胞因子风暴、脱

靶效应及神经毒性等不良反应, 严重威胁患者生命。

另一方面, 传统型CAR-T细胞需要先获取患者的T细

胞, 经改造后再回输至自身体内发挥作用, 这一过程不

仅耗时长, 而且易受患者自身T细胞的状态影响, 由于

大部分患者在经历化疗后, T细胞数量和质量会显著

下降, 因此增加了制备CAR-T细胞失败的风险。为使

CAR-T细胞制备过程更加稳定, 有研究认为可以利用

健康志愿者的T细胞制备CAR-T细胞进行回输, 实现

同种异体通用治疗[1-3]。第三方面, 由于传统型CAR-T

细胞胞外区为固定的 scFv, 因此只能靶向一种固定的

靶点, 当肿瘤靶抗原突变或消失时, CAR-T细胞也将

失效。针对这一情况 , 可以考虑采用开关型 CAR-T,

即CAR-T细胞的激活完全依赖于一种分子开关, 当肿

瘤抗原突变或消失时只需要更换开关, 无需重复制备

CAR-T细胞, 实现CAR-T细胞的通用。本文就目前已

有报道的开关型通用CAR-T细胞作一综述。

1 开关型CAR-T与传统型CAR-T的区别

1.1 CAR和TCR的异同 生理状态下, T细胞被激活

需要双重信号, T细胞受体 (T cell receptor, TCR) 对主要

组织相容性复合体 (major histocompatibility complex,

MHC)/抗原肽的识别为第一信号, 初始 T细胞是否能

够就此进入活化程序取决于它们是否能够同时获得抗

原递呈细胞 (antigen-presenting cell, APC) 所表达共刺

激因子所提供的第二信号。TCR与MHC/抗原肽紧密

结合形成免疫突触 (immunological synapse, IS) 后导致

TCR-CD3复合物中CD3分子胞浆区免疫受体酪氨酸激

活基序 (immunoreceptor tyrosine-based activation motif,

ITAM) 的磷酸化。Springer[4]最先提出了免疫突触的

概念, 随后 Monks等[5]首次发现了 T 细胞和抗原递呈

细胞之间相互作用时受体和细胞内蛋白聚集的三维结

构, 即免疫突触的三维结构。此三维结构是由 3个同

心的环组成, TCR-MHC 抗原肽复合物、PKCθ在最内

层环 , 称为中心超分子激活簇 (central supramolecular

activation cluster, cSMAC), 而整合素和其受体如淋巴

细胞功能相关分子 1和细胞间黏附分子 1 (lymphocyte

function-associated antigen 1/intercellular cell adhesion

molecule-1, LFA-1/ICAM1) 则位于中间环 , 称为周边

超分子激活簇 (peripheral SMAC, pSMAC), 最外层为

末端超分子激活簇 (distal SMAC, dSMAC)[6]。CD3分

子由 γ、ε、δ、ζ、η 5种肽链组成, 5种肽链有 3种二聚体

形式: CD3ζε、CD3δε异二聚体和CD3ζζ二聚体[7], γ、ε、

δ胞内区含 1 个 ITAM 序列 , ζ、η分别含有 3 个和 2 个

ITAM。

相较于 TCR, CAR 拥有的 scFv 可以直接靶向抗

原, 不需要 MHC 的递呈, 因此在肿瘤发生时 MHC 表

达降低的情况下CAR仍然能发挥作用, 而且可以使用

CD4+、CD8+ T细胞同时制备 CAR-T细胞。CAR免疫

突触的形成与TCR不同, CAR IS不形成明显的同心圆

结构, 其没有明显的肌动蛋白环, 但在 IS中心肌动蛋

白也没有完全消失, LFA-1同样杂乱的分布, CAR-肿

瘤抗原复合物形成聚集体随机地分布在免疫突触

中[8]。当TCR需要 5～10 min形成稳定的靶眼结构时,

CAR在不足 2 min内就形成了能够快速传递近端信号

的多焦点CAR免疫突触。免疫突触的另一重要功能

就是通过微管组织中心 (microtubule organizing center,

MTOC) 传递细胞毒颗粒至免疫突触, CAR 免疫突触

快速短暂的近端信号诱导 MTOC 向免疫突触移动并

加速释放细胞毒颗粒[8]。开关型CAR-T的免疫突触结

构及其作用机制尚不清楚。免疫突触的形成对CAR-T

细胞发挥功能起到了关键性的作用。CAR的信号传

导区域通常由协同共刺激因子 (如 CD28) 和 CD3ζ

组成。

1.2 开关型 CAR-T 与传统型 CAR-T 的区别 开关

型 CAR-T 通常由开关和 CAR-T 细胞两部分组成 ,

CAR-T自身失活, 只有开关存在时才能激活CAR-T细

胞发挥作用, 而且抗肿瘤效果与开关的剂量呈现明显

的依赖关系, 此为开关型CAR-T与传统型CAR-T最主

要的结构区别。开关型 CAR-T细胞能根据肿瘤发生

及毒性及时给药或终止给药, 降低了细胞因子风暴等

不良反应的发生率。简而言之, 即更高的疗效, 更低的

不良反应。

2 开关型CAR-T分类

本文将依据 CAR-T 细胞的开关结构将开关型

CAR-T细胞分为以下 3类: 第一类为抗体和小分子标

签偶联而成的开关控制的类型, 即 Ab-tag 型; 第二类

为小分子药物和小分子标签偶联而成的开关控制的类

型, 即 drug-tag型; 第三类为小分子药物开关控制的类

型, 即drug型。

2.1 Ab-tag型 该类型CAR-T细胞结构由靶向CAR

的 tag偶联在抗体上, 并且根据偶联 tag的数量或者与
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tag结合的抗体数量, 将开关分为不同的价位。如图 1a

所示, 二价开关可识别 2个相同的或不同的抗原或者

识别 2个CAR-T细胞, 相同条件下二价开关比一价开

关具有更高的亲和力和杀伤靶细胞能力。

Cartellieri 等[9]将传统 CAR 的信号传导和抗原结

合区域分成 2个独立部分, 如图 2a所示, 细胞内区域和

传统第二代 CAR相似, 与传统 CAR不同的是此 CAR

细胞外部 scFv不识别抗原, 而是识别一个由 10个氨基

酸组成的无免疫原性的短肽 (5B9 Tag), 此短肽来自人

源自身抗原La/SS-B, 在生理状态下CAR scFv的靶点

5B9 Tag不会暴露在细胞表面。因此, 将此种CAR-T单

独注射至体内后不会有活性, 只有在靶向模块 (target

modular, TM) 注射后, TM同时和UniCAR scFv以及抗

原结合后才能发挥作用。他们首先设计CD33 TM和

CD123 TM, 在验证其能够有效杀伤靶细胞后, 进而设

计了同时靶向CD33和CD123的双特异性TM, 由于同

时使用CD33 TM和CD123 TM时, 两种独立的TM竞

争结合UniCAR scFv表位, 因此同时使用 2个TM杀伤

靶细胞的效果不如双特异性 TM。文章同时验证了

UniCAR-T cells的毒性问题, 在给NSG小鼠静脉注射

UniCAR-T cells后, 发现UniCAR-T cells并不能识别鼠

内源性的5B9 Tag, 实验组小鼠和对照组小鼠均未发生

移植物抗宿主反应和其他的毒性。由于 5B9 Tag在人

和小鼠中高度保守, 因此这一动物实验对临床试验具

有巨大的参考价值。

随后Albert等[10]进一步将TM基于纳米抗体设计靶

向实体瘤, 其设计的靶向表皮生长因子受体 (epithelial

growth factor receptor, EGFR) 单价和二价靶向模块

TM在亲和力、杀伤力方面均具有较大差别, 单价 TM

与 A431 细胞的亲和力常数 Kd为 77 nmol·L-1, 而二价

TM 为 24 nmol·L-1, 单价与二价 TM 与 FaDu 的亲和力

差异较大 , 相差约 34 倍 (分别为 2 084 nmol·L-1 和 64

nmol·L-1)。靶细胞杀伤实验结果表明, 肿瘤杀伤程度

与靶细胞表面抗原的表达密度呈密切关系 , 抗原表

达密度越高 , 肿瘤杀伤程度越高 , 而单价 TM 只能杀

伤抗原密度较高的靶细胞。相同靶细胞保持抗原表达

时 , 单价 TM 的 EC50 (1.8 nmol·L-1) 是双价 TM (0.007

nmol·L-1) 的 250多倍。药代动力学研究表明, 单价TM

在注射 1.5 h后在肿瘤部位已经开始减少, 而二价TM

在 1.5 h时在肿瘤部位尚未达最大浓度, 且可以在接下

来的 22.5 h内在肿瘤部位进一步富集。因此Albert等

提出联合使用单价和双价 TM进行两步法治疗, 即在

治疗初期首先使用单价 TM, 以降低首先使用高亲和

力、杀伤力强的二价 TM可能带来的细胞因子风暴或

肿瘤杀伤综合症的风险, 待治疗后肿瘤负荷下降时, 再

使用能够在肿瘤部位聚集时间更长且亲和力更高的二

价TM以保证能杀伤抗原表达水平较低的肿瘤细胞。

Cao 等[11]进一步利用 FITC tag 和 PNE tag 设计了

靶向 HER2 的 CAR-T 细胞开关 , 同时考察了将 FITC

tag与抗HER2抗体曲妥珠单抗的Fab片段定点偶联至

Fab轻链或重链不同的位点以及不同价位对其生物学

功能的影响, 对比铰链区长短不同 (IgG4m和CD8) 的

CAR-T的抗肿瘤效果。结果表明, 在LS202X/HK136X

位点的二价 Anti-FITC scFv 和在 C 末端偶联的二价

Anti-PNE scFv (CTBV) 分别与 CD8 和 IgG4m 铰链结

合时T细胞激活程度更高, 而且在N末端偶联的二价

Anti-PNE scFv (NTBV) 与 CD8 铰链区结合时激活程

度比与 IgG4m铰链区结合时激活显著。但即使如此,

该组合仍然不如CTBV与 IgG4m组合激活程度高, 因

为只有当开关和CAR之间拥有最佳的距离以及方向

时才能进一步形成与生理上TCR-MHC复合物最相似

的假免疫突触[12], T细胞激活程度才能更高。此结果

被 Rodgers 等[13]在分别靶向 CD19 和 CD20 的 CAR-T

细胞杀伤血液瘤细胞实验中证明。Raj等[14]将PNE tag

定点偶联至抗HER2抗体 4D5 Fab片段的C末端, 得到

了靶向 PNE tag 和 Her 2 抗原的开关。其同时构建了

Anti-PNE 的 CAR-T 细胞 , 继而利用此开关型 CAR-T

细胞进行了细胞毒性实验和动物体内实验。结果表

明, 开关型CAR-T和开关联合与HER2阳性的胰腺导

管腺癌 (pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC) 靶细

胞共培养 , 能够有效杀伤 PDAC 细胞 , 同时不含 PNE

tag的开关对靶细胞几乎杀伤效果极微弱。在利用胰

腺导管腺癌 4期 PDAC细胞构建的动物模型中, 分别

注射 5×106个开关型 CAR-T 细胞和传统型 CAR-T 细

胞, 直到 64天两种CAR-T细胞对肿瘤杀伤效果相当。

更重要的是 , 在转移性 PDAC 模型中 , 开关型 CAR-T

细胞在 146天时仍然能与传统型CAR-T细胞具有相当

的肿瘤杀伤效果。

由于二价开关具有更高的亲和力, 因此有效地防

止了肿瘤抗原表达量低导致的治疗失效。又因其可以

设计同时靶向不同抗原的二价开关, 防止了因抗原突

变发生的肿瘤逃逸。但是由于二价开关在肿瘤部位富

集时间更长可能会提高细胞因子风暴发生的概率。

Lohmueller等[15]将生物素-亲和素系统引入开关

型CAR-T的设计。CAR-T细胞胞外区由单链链霉亲和

素 (monomeric streptavidin, mSA2) 组成 , 可被已结合

生物素化抗体的肿瘤抗原或生物素化抗体包被的微孔

板有效激活。在靶细胞存在的情况下, 只有当生物素化

抗体固定在靶细胞表面才能将CAR-T细胞激活, 游离

的生物素化抗体不能激活CAR-T细胞。Lohmueller等
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同时验证了 mSA2-CD28 ζ比 mSA2-41BB ζ产生更多

的 IFNγ, 但两者杀伤靶细胞的性能相当 , 这与传统

CAR-T细胞中CD28 ζ与 4-1BB ζ的实验结果相同。文

中使用同一 AT-CARs, 加入生物素化 FMC63 和利妥

昔单抗从而同时靶向 CD19 和 CD20 的抗原 , 实现了

CAR-T 细胞的通用。此 AT-CARs不仅使用的抗体均

为FDA批准的或临床使用的抗体, 而且患者对使用的

生物素 Tag较于 FITC或 PNE也有较高的耐受性。但

在转化为临床使用时仍然需要考虑mSA2蛋白的免疫

原性, 因为四聚体的亲和素能引起抗体和细胞反应, 因

此有必要进一步研究单聚体亲和素的影响。Urbanska

等[16]利用亲和素-生物素系统设计了通用型CAR-T, 验

证了鸡卵白单链亲和素可能由于与生物素的亲和力较

双链亲和素低, 因此双链亲和素与铰链区组合的胞外

区免疫识别活性更高, 而且 CD28共刺激因子的插入

能够分泌更多的 IFN-γ。更为重要的是, 人血浆中游离

的生物素不能使 CAR-T细胞产生 IFN-γ, 证明游离的

生物素不能激活CAR-T细胞。

2.2 Drug-tag 型 此类开关为靶向抗原的小分子药

物与 CAR-T 细胞结合的小分子偶联组成。Kim 等[17]

为了在实体瘤中实现更好的肿瘤浸润, 设计了双功能的

小分子开关 Folate-FITC靶向叶酸高表达的肿瘤细胞,

如图1b所示。当Folate-FITC存在时, anti-FITC CAR-T

细胞能够杀伤 80% 叶酸高表达的 KB 细胞, 且 Folate-

FITC浓度较低时即可有效杀伤 (EC50为 8.7 pmol·L-1),

而对叶酸阴性的细胞株无杀伤。通过细胞因子检测发

现, IFN-γ和 IL-2 的浓度随着 Folate-FITC 开关的浓度

升高而升高。因此可以表明, Folate-FITC开关可以使

anti-FITC CAR-T细胞特异性杀伤靶细胞并且呈现剂

量依赖性。由于生理状态下, 血液中存在叶酸, 因此考

察了在人和啮齿动物血液中存在叶酸 (浓度分别为 20

和 200 nmol·L-1) 时 , Folate-FITC 的 EC50值分别 9.3 和

66.9 pmol·L-1, 仍然具有足够的亲和力克服生理水平叶

酸的竞争。

双功能的小分子开关更有利于肿瘤浸润 , 而且

Folate-FITC开关偶联物在临床上已有应用[18,19], 为此

种开关型 CAR-T进入临床提供了有利的支持。然而

文章缺少动物实验数据的支持, 虽然有较好的体外抗

肿瘤效果, 但缺少动物体内抗肿瘤效果, 因此尚不能评

判其是否具有较大的临床价值。

2.3 Drug-型 Juillerat等[20]设计一种依赖于 FcεRI结

构的新型CAR, 此种结构模拟了TCR-CD3复合物的生

理状态, 将CAR中行使不同功能 (比如激活和共刺激功

能) 的结构分布在不同的链上: 将FcεRI三聚体的 γ和β

区域分别替换成CD3ζ和 4-1BB, α胞外区替换成靶向

CD19的 scFv以及CD8铰链区。同时利用大环内酯类

药物雷帕霉素与FKBP12蛋白结合形成复合物FRB, FRB

会影响mTOR信号通路, 利用此原理筛选出能够通过

加入雷帕霉素来控制T细胞表面表达 scFv的最佳CAR

结构为FKBP/FRB, 最终形成瞬时性CAR-T细胞, 检测

到其平均荧光强度为不加雷帕霉素对照组的 15倍多。

由于雷帕霉素具有免疫抑制性, 因此将雷帕霉素替换

成其类似物AP21967, AP21967能够和FKBP12结合但

是不影响mTOR信号通路。AP21967引起 scFv表达的

EC50值约为 10 nmol·L-1, 100 nmol·L-1时 scFv的表达量

不再升高。当使用100 nmol·L-1 AP21967与CD19阳性

CAR-T细胞和靶细胞共孵育 5 h时, CAR-T细胞杀伤

率能达到约70%。而且CAR-T杀伤靶细胞的程度依赖

于AP21967的剂量, 剂量越高, 杀伤程度越高。利用小

分子药物即能控制CAR-T表达并发挥细胞毒性, 这相

对大分子给药更简便易行。但相对于传统CAR-T的结

构, 此类型的结构较为复杂, 需要着重考虑其在细胞基

因组中的稳定性。此外, 雷帕霉素类似物AP21967目前

尚未在临床上使用, 因此将可能存在一定的风险。

3 sCAR-T的问题及展望

开关型CAR-T通过将传统型CAR-T细胞分解为

开关和 CAR-T 细胞两部分 , 实现了靶向快速切换功

能, 而无需重复制备 CAR-T细胞, 这将大幅改善其效

果和功能, 并同时降低治疗成本, 提高患者依从性。此

外, 开关型CAR-T可以通过简单给药就能够有效控制

CAR-T细胞的活性与功能, 克服了传统CAR-T严重的

脱靶效应, 进一步提升了CAR-T细胞的安全性。未来

若将基因编辑技术与开关型CAR-T结合, 可制备同种

异体开关型CAR-T细胞[21,22], 即可利用健康志愿者的

T细胞制备 sCAR-T细胞, 不受患者自身T细胞数量和

质量的影响, 从而扩大CAR-T技术的应用。但是开关

Figure 1 Different switchable CAR-T. a: UniCAR-T cells targeting

different antigens; b: CAR-T cells containing a bifunctional small

molecule switch
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型CAR-T仍然存在一些问题: 有些开关是外源性组分

(如 PNE)[11,16,23], 注入人体后可能存在免疫原性问题;

由于部分开关型 CAR-T进行体外杀伤实验时需要首

先将靶细胞与开关药物进行孵育[15], 因此其运用到临

床上仍需要进一步优化给药方式。但是由于开关型

CAR-T能够有效控制细胞因子风暴等不良作用, 而且

能够靶向不同的肿瘤, 因此其在临床上仍然具有巨大

的潜力。
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