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嵌合抗原受体T细胞（CAR-T细胞）的诞生是人类与肿

瘤的斗争中具有里程碑意义的事件。从首个人工改造TCR

嵌合T细胞的出现并验证其有特异性抗原识别活性，到嵌合

入特异性抗体单链可变区（scFv）片段和共刺激分子区域的

CAR-T细胞成为主流，再到CAR-T细胞被临床公认为一种

安全、有效、持续杀伤肿瘤细胞的免疫细胞疗法，其过程复杂

又艰辛。CAR-T细胞的演变历程是CAR-T细胞结构完善的

历史，亦是CAR-T细胞经历体外实验、动物体内实验最终进

入临床试验的发展史。本文我们就CAR-T细胞的结构演变

及CAR-T细胞的结构创新综述如下。

一、CAR-T细胞结构演变历程

为提高CAR-T细胞的杀伤效率、降低体内不良反应发

生率、杀伤肿瘤效果更持久，研究者们对CAR的结构不断进

行改进和完善，并根据CAR的结构特点对其命名，从最初的

第一代CAR-T细胞发展到目前第四代CAR-T细胞经历了近

30年的时间（图1）。

1. 第一代CAR-T细胞简介：第一代CAR-T细胞指嵌合

入经典的 scFv片段并由铰链区串联胞内信号CD3ζ结构域的

T细胞（图 1）。在将Fv嵌合入TCR恒定区赋予T细胞类抗

体识别特性后，Eshhar团队致力于改良嵌合受体的组成和结

构以提高T细胞的靶向杀伤能力。1993年该团队报道，其设

计了编码TNP抗体重链和轻链的 scFv，分别与TCR-CD3复

合体中胞内ζ信号转导片段和免疫球蛋白Fc受体γ链（FcγR

ⅢA）结合，构建 scFvRζ和 scFvRγ后转染到T细胞内，使T细

胞同时具备了抗体样直接识别和细胞免疫活性的双重特

征［1］。至此，由 scFv-铰链区-CD3ζ组成的CAR-T细胞基本结

构被广泛研究应用。包含此结构的CAR-T细胞公认为第一

代CAR-T细胞。

2. 第二代CAR-T细胞结构：第一代CAR-T细胞在设计

中并未包含共刺激分子片段，致使其无法完全激活，表现为

图1 嵌合抗原受体T细胞（CAR-T细胞）细胞结构演变
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在动物体内增殖、存活时间短，肿瘤杀伤效果不能维持，虽然

第一代CAR-T细胞可延长荷瘤动物生存期，但最终实验动

物仍因肿瘤细胞的持续生长而死亡。第二代CAR-T细胞是

指串联 scFv、一个 CD28 或 4-1BB 共刺激分子片段及下游

CD3ζ的人工嵌合T细胞。在 2002年Maher等［2］首先报道其

团队制备了识别前列腺特异膜抗原（prostate- specific

membrane antigen，PSMA）的特异性 CD3ζ-CD28 CAR-T 细

胞，自此包含共刺激分子的第二代CAR-T细胞诞生。2004年

Imai 等［3］报道包含 T 细胞共刺激分子 4-1BB 信号片段的

anti-CD19-BB-ζ CAR-T细胞对急性淋巴细胞白血病（ALL）

细胞强有效的特异性杀伤效应。串联共刺激分子片段的

CAR-T细胞比第一代CAR-T细胞显示了突出的优越性，开

启了第二代CAR-T细胞研究和应用的大门。至此，包含特异

性抗体ScFv、一个共刺激分子 4-1BB或CD28及TCR-CD3ζ

的第二代CAR-T结构明确。

3. 第三代 CAR-T 细胞结构：第三代 CAR-T 细胞是指

在第二代 CAR-T 细胞基础上再增加一个共刺激分子片段

构建的 CAR-T 细胞，其中共刺激分子可为经典的 CD28 和

4- 1BB，也可由经典信号分子联合 OX40、ICOS、CD27、

CD40-MyD88等组成，即由ScFv、2个共刺激分子和CD3ζ结

构域串联而成。2009年，June团队研究结果显示在CAR中

加入2个共刺激分子CD28与4-1BB后得到的CAR-T细胞具

有分泌细胞因子水平更高与增殖活性更强的特征［4］。随后，

Tammana 等［5］研究结果亦证实包含共刺激分子 4-1BB 和

CD28的CAR-T细胞具有良好的靶细胞杀伤活性。研究者

将这种包含 2个或者 2个以上共刺激分子的CAR-T称为第

三代CAR-T细胞，其与第二代CAR-T细胞相比, 其细胞毒性

及增殖活性更强。2018 年 June 团队在《JCI insight》发表数

据表明，由 ICOS 联合 4-1BB 制备的第三代 CAR-T 细胞在

体内展示了超强的抗肿瘤能力，而且延长其在体内的存活

寿命［6］。2018 年 15 例 B 细胞淋巴瘤和白血病患者应用

CD19-CD28-BB-ζ CAR-T 细胞的Ⅰ/Ⅱa 期临床试验数据公

布，证实了第三代 CAR-T 细胞人体应用的安全性和有效

性［7］。相比于第二代CAR-T细胞，第三代CAR-T细胞在前

临床试验数据中表现出更强更持久的作用活性［8］。但也有

报道指出，第三代CAR-T细胞可能有T细胞刺激阈值的降

低、T细胞活化过度、细胞因子过量释放等风险。

4. 第四代 CAR-T 细胞结构：2010 年 Dotti 团队将 IL-15

基因嵌合入CD19 CAR-T细胞中，展现出了很好的细胞增殖

活性并下调 PD-1 表达，体内抗肿瘤效果显著［9］。2011 年

Chmielewski 等［10］构建了 IL-12 可诱导分泌型 CAR-T 细胞

（iIL-12 CAR-T细胞），在肿瘤环境中募集并增强巨噬细胞功

能，在动物体内实现了CAR-T细胞杀伤靶抗原阴性肿瘤细

胞的良好效果。2014年Abken团队对第四代CAR-T细胞描

述时提出 TRUCK T 细胞（T- cells redirected for universal

cytokine killing）的概念［11］。第四代CAR-T细胞指含有一个

活化T细胞核因子（NFAT）转录相应元件，可以使CAR-T细

胞在肿瘤区域分泌特定的转基因蛋白，如细胞因子 IL-12、

IL-18、趋化因子等，从而修饰肿瘤微环境，募集并活化其他

免疫细胞进行免疫应答的T细胞。由于肿瘤细胞具有异质

性，或者肿瘤细胞在免疫治疗过程中靶抗原丢失，导致这部

分肿瘤细胞不具有可被T细胞特异性识别的抗原，无法被传

统的 CAR-T 细胞识别并清除。这一问题或可通过第四代

CAR-T技术，募集除CAR-T细胞以外的免疫细胞至肿瘤所

在区域来解决。更为重要的是TRUCK T细胞的应用也不再

仅限于肿瘤治疗，其在病毒感染、自身免疫病、代谢性疾病中

的应用前景值得期待。

二、CAR-T细胞结构研究的一些方向

1. scFv新靶点的挖掘：由于血液系统肿瘤细胞的异质性

大，有效靶点的选择是设计和构建CAR-T细胞最关键的一

环。选择一个理想的靶点并非易事，作为CAR-T细胞的靶

点最好能具备下列特征：①靶抗原应有很强的特异性，在正

常组织上不表达或在很少的正常组织上有微弱表达；②绝大

多数该种血液系统肿瘤患者有此抗原表达；③靶抗原最好能

表达在恶性克隆细胞的表面；④患者所患的恶性肿瘤细胞上

靶抗原能均一表达；⑤所选的靶点在该肿瘤的发生和发展中

起着关键的作用；⑥在免疫治疗的选择性压力下，靶抗原的

表达能较少下调。

CD19靶点是目前B细胞肿瘤CAR-T细胞治疗中使用

最成熟、最广泛的靶点。2003年Cooper等［12］就报道，其团队

构建的 CD19 特异性 CAR- T 细胞可以有效识别并杀伤

CD19+急性 B 淋巴细胞白血病（B-ALL）和淋巴瘤细胞［12］。

2004年含 4-1BB共刺激分子片段的CD19 ScFV-BB-ζ CAR-

T 细胞发表［3］。2006 年，含 CD28 共刺激分子片段的 CD19

ScFV-CD28-ζ CAR-T细胞被报道［13］。CD19 CAR-T细胞已

成为B细胞肿瘤CAR-T细胞治疗的主要产品。除CD19之

外，针对CD20、CD22、CD79b、ROR-1等设计研发的CAR-T

细胞，其临床应用的数据也在不断积累（表 1）。2019年Qin

等［14］报道了BAFF CAR-T细胞可以消灭CD19 CAR-T细胞

治疗阳性和阴性复发的肿瘤。寻找新的替代靶点，可为

CAR-T治疗后复发的患者带来新的希望。

2013年，Carpenter等［15］比较了B细胞成熟抗原（BCMA）

在正常人和多发性骨髓瘤（MM）患者中的表达，结果发现除

了浆细胞外，正常人体其他组织及CD34+造血干细胞表面均

未检测到BCMA，而在5例MM患者骨髓瘤细胞表面均检测

到BCMA高表达，以BCMA为靶点的CAR-T细胞在动物体

内显示了良好的杀伤 MM 细胞的效果。其后，抗 BCMA

CAR-T细胞治疗的临床试验广泛开展［16-19］。除了BCMA靶

点外，CD19靶点的CAR-T也有一定的抗MM作用；CD38、

CD138、κ轻链CAR-T细胞治疗的临床试验正在进行；针对

CS1、CD44v6 等靶点的 CAR-T 研究也在不断推进。根据

2016年《Nature review》报道及近年的文献报道总结血液系

统肿瘤CAR-T细胞靶点见表1。

2. scFv靶点的特异性：目前针对 scFv片段序列多为从

鼠源性现有抗体信息中获得，虽然其可识别人源肿瘤细胞表

面抗原，但动物来源属性的CAR-T细胞应用于人体仍存在
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特异性较差及具有免疫原性的风险。为避免受机体产生抗

CAR-T细胞免疫风险，保障CAR-T细胞在患者免疫系统内

长期存活，构建人源性CAR-T是更好的选择之一。本团队

应用人源CD19 scFv代替鼠源序列，连接 4-1BB-ζ片段构建

的 CAR-T 细胞在临床应用中显示了良好的疗效，14 例无

CAR-T细胞治疗史的难治/复发ALL患者中 13例在输注后

30 d内获得完全缓解（CR），且 3例患者经过鼠源CAR-T治

疗无效后再次输注人源CAR-T细胞，1例获得CR［20］。人源

化CD19修饰的CAR-T细胞在临床应用中崭露头角。2019年

本团队再次发布应用人源化CD19 CAR-T联合BCMA CAR-T

细胞治疗 21例难治/复发MM的研究，总体反应率达 95％，

包括9例获严格意义上的完全应答，3例获CR，5例获得非常

好的部分缓解，3例达部分缓解，再次证实了人源化CAR-T

细胞在临床应用中的良好效果［18］。

3. CAR-T细胞活化/清除开关的应用：CAR-T细胞输注

是个不可逆的过程，这种生物活性药物可在人体内长期存

活，当有抗原暴露时其可经历几个周期的扩增、衰竭过程。

CAR-T细胞应用后一个最常见的急性毒性反应就是细胞因

子释放综合征（CRS）。为此，怎样有效控制体内CAR-T细

胞的活性及功能的问题值得深入探讨。早在2010年可诱导

型 caspase9 自杀基因（iC9）系统被导入 CD19 CAR-T 细胞，

药物开启 iC9自杀活性后，可有效将CAR-T细胞从体内清

除［9］。2019年Raje等［21］证实了在CAR-T细胞结构中嵌入淋

巴细胞特异性酪氨酸激酶（LCK）片段控制CD3ζ的磷酸化，

可实现调控 CD28-ζ或者 4-1BB-ζ型 CAR-T 细胞的免疫活

性。研究结果表明，应用酪氨酸激酶抑制剂达沙替尼可迅速

关闭CD8+和CD4+ CAR-T细胞的功能，此关闭状态可持续几

天且并不影响CAR-T细胞的生存能力。可根据酪氨酸激酶

抑制剂的用量实现对CAR-T细胞功能的部分或全部关闭，

更重要的是此抑制作用是迅速、且可逆的。这种对CAR-T

细胞实行的功能开关调控模式，在动物体内已经能较好控制

致死性CRS的发生。此CAR-T细胞的结构模式能否安全、

有效地应用到人体，获得类似的临床效果，仍需大量试验去

验证。

4. 复合CAR-T细胞的构建：目前临床上常用的CAR-T

细胞为识别单一靶抗原的 scFv片段的CAR-T细胞，然而同

一种类的肿瘤细胞表达特异性抗原的丰度和种类并不一致，

因此有研究者提出设计复合CAR-T把2个或以上 scFv识别

表1 血液系统肿瘤嵌合抗原T细胞（CAR-T细胞）靶点汇总

靶抗原

CD19

CD20

CD22

CD23

CD30

CD33

CD38

CD44v6

CD56

CD70

CD79b

CD117（c-kit）

CD123

CD138

CD319（CS1, SLAMF7）

CD371（CLL-1）

BCMA

BAFF-R

FLT3

FRβ

GPRC5D

Igκ

IL1RAP

Lewis Y

LMP1

MMG49

NKG2D

ROR1

CAR结构

CD3ζ, CD28 or 4-1BB

CD3ζ, CD28 and 4-1BB

CD3ζ or CD3ζ and 4-1BB

CD3ζ and CD28

CD3ζ and CD28

CD3ζ and CD28

CD3ζ and 4-1BB

CD3ζ and 4-1BB

CD3ζ and CD28

CD3ζ and CD28

CD3ζ and CD28

CD3ζ and 4-1BB

CD3ζ and CD28

CD3ζ and CD28

CD3ζ and 41BB

CD3ζ and CD28

CD3ζ, CD28 and 4-1BB

CD3ζ and 41BB

CD3ζ and 41BB

CD3ζ, CD28 or 4-1BB

CD3ζ or CD3ζ and CD28

CD3ζ, CD28 and 4-1BB

CD3ζ and CD28

CD3ζ and CD28

CD3ζ and CD28

CD3ζ, CD28 or/and 4-1BB

CD3ζ and CD28

CD3ζ

CD3ζ and 41BB

靶向疾病名称

急性淋巴细胞白血病、慢性淋巴细胞白血病、B细胞型非霍奇金淋巴

瘤、多发性骨髓瘤

CD20+恶性肿瘤

急性B淋巴细胞白血病、B细胞型非霍奇金淋巴瘤

慢性B淋巴细胞白血病

霍奇金淋巴瘤、非霍奇金淋巴瘤

急性髓系白血病

多发性骨髓瘤、急性B淋巴细胞白血病

急性髓系白血病、多发性骨髓瘤

多发性骨髓瘤

多发性骨髓瘤、弥漫大B细胞淋巴瘤

弥漫大B细胞淋巴瘤、套细胞淋巴瘤

急性髓系白血病

急性髓系白血病

多发性骨髓瘤

多发性骨髓瘤

急性髓系白血病

多发性骨髓瘤

B细胞恶性肿瘤

急性髓系白血病

急性髓系白血病

多发性骨髓瘤

慢性淋巴细胞白血病、B细胞恶性肿瘤, 多发性骨髓瘤

急性髓系白血病

急性髓系白血病

B细胞淋巴瘤

多发性骨髓瘤

多发性骨髓瘤、淋巴瘤

慢性淋巴细胞白血病、小淋巴细胞淋巴瘤
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区的序列联合嵌入构建CAR-T细胞，以期此CAR-T细胞能

够对同一类型肿瘤中各亚型细胞的杀伤范围更广泛。早在

2016年Grill团队在《J Clin Invest》提出CD19和CD123双靶

点CAR-T细胞预防CD19单靶点CAR-T细胞治疗中肿瘤细

胞CD19抗原丢失导致CAR-T细胞治疗失败的理论，并验证

了CD19-CD23 CAR-T细胞在动物体内杀伤B-ALL细胞的

优越性［22］。Zah等［23］报道了利用CD19和CD20双抗原特异

性CAR-T细胞（OR-gate CAR-T）杀伤B细胞淋巴瘤的数据，

表明此 OR-gate CAR-T 可以杀伤自发性丢失 CD19 的 B 淋

巴瘤细胞而优于单CD19 CAR-T细胞。此外，2018年Chen

等［24］报道应用BCMA联合CS1抗体片段制备的BCMA-CS1

cCAR-T 细胞，在动物体内显示出良好的杀伤 MM 细胞效

应。上述复合CAR-T细胞理念的提出，弥补了单一CAR-T

细胞靶向性的不足，前期动物实验的成功为临床应用奠定了

基础，复合CAR-T细胞在临床实践中的安全性、有效性评价

也有待更多的临床试验来验证。

5. 转换型CAR-T细胞的构建：很多的实体肿瘤都表达

高水平的抑制性配体比如PD-L1等。利用针对抑制性配体

的受体序列构建的CAR-T细胞则有可能将此抑制性信号转

换为T细胞活化信号，从而介导肿瘤细胞的杀伤作用。由此

观点出发PD-1-CD28转换型CAR-T细胞应运而生，此PD-1-

CD28 CAR-T细胞可实现良好的增殖和细胞因子释放等T

细胞活化行为，在小鼠体内可有效清除肿瘤细胞并保留一定

的记忆特性；且可竞争性结合肿瘤细胞表面高表达的PD-L1

配体，从而将原本 PD-L1/PD-1 传导的抑制性信号转换为

CD28介导的T细胞活化信号，最终实现对肿瘤细胞的杀伤

效应［25］。此大胆创新的实践，不再苦于肿瘤异质性高而靶抗

原特异性不强的局限，借助肿瘤发生后恶性细胞自身的特征

为切入点设计CAR-T细胞。肿瘤细胞表面其他高表达的免

疫抑制受体也将成为被尝试的对象。

6. 通用型 CAR-T 细胞（UCART）的构建：目前大部分

CAR-T细胞来源于患者自身T细胞，可能出现T细胞数目不

足、扩增不良等状况，且这种个体化定制的CAR-T细胞制备

成本昂贵，因此利用基因编辑技术构建出既能针对肿瘤抗原

又不产生移植物抗宿主病（GVHD）的同种异体UCART将是

未 来 的 努 力 方 向。 现 有 研 究 多 使 用 ZFN、TALEN 及

CRISPR/Cas9等基因编辑工具，敲除异体T细胞上的TCR、

MHC及相关信号通路基因，从而防止异体型CAR-T的排斥

反应，达到制备现成CAR-T细胞的目的［26］。2017年Qasim

等［27］报道利用 TALEN 系统构建的 UCART19 治疗了 2 例

B-ALL患者，28 d达到分子生物学缓解。另外，针对CD123

靶点构建的UCART123治疗急性髓系白血病（AML）的Ⅰ期

临床试验（NCT02159495）也正在进行。除了上述UCART的

基本结构构建之外，还可以敲除PD1、CTLA4等T细胞抑制

信号分子，进一步增强UCART细胞的功能。这种带有抗原

识别适配器的UCART细胞，通过基因手段改变了CAR-T细

胞个体化制备的局面，使其成为一种现货储备的即用型细胞

疗法。但是，目前UCART细胞也面临一定的技术挑战，如微

量TCR阳性的CAR-T细胞仍可引起GVHD反应、基因编辑

过程的脱靶效应等，仍需要进一步探索。

三、展望

CAR-T细胞治疗在临床应用的开展到如今初具规模不

过短短10年时间，随着CAR-T细胞结构的逐步改进和完善，

众多病例已从中获益。面对 CAR-T 细胞治疗中遇到的问

题，研究者一直在积极寻找解决的途径。为寻找AML的特

异性靶抗原，Grill 团队于 2018年在《Cell》报道，利用基因编

辑工具CRISPR/Cas9移除健康造血干细胞的CD33分子，使

CD33 CAR-T细胞特异性靶向AML肿瘤细胞，获得良好治

疗效果［28］，提示基因工程改造将使CAR-T细胞应用于更广

阔的领域。2018 年 June 团队在《Nature》报告，CAR 序列被

无意插入到了TET2基因中，赋予了这个CAR-T细胞更强的

增殖能力、抗癌能力和持久的寿命，该例接受CAR-T治疗的

CLL患者的病情得到了长期（随访 5年）控制［29］。未来是否

可在CAR-T结构中加入细胞定向插入引导序列，从而调控

CAR-T细胞的体内功能等研究也指日可待。另外，2019年

发表于《Nature》上的研究表明，重编程上调 CAR-T 细胞的

c-Jun基因，使得CAR-T细胞在体内抵抗细胞衰竭，表现出更

强的抗癌活性［30］。在实体肿瘤的研究中，为增强CAR-T细

胞杀伤肿瘤效果，给CAR-T细胞引入趋化因子受体基因如

CXCR2、CCR4、CCL17和CCL2等，使T细胞能定向迁移到

预定靶点。综上所述，CAR-T细胞在基因结构层面具有良

好的拓展潜力，未来在此方面的研究价值可观。
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