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嵌合抗原受体T细胞介绍及抗肿瘤临床应用
陈  杰  王宇环  罗成林  王慧琴  罗晓玲*

(深圳市合一康生物科技有限公司, 深圳 518057)

摘要       过继性细胞免疫治疗(adoptive cellular immunotherapy, ACI)是目前较为有效的恶性肿

瘤的治疗方法之一。随着技术的日趋成熟, 已在多种实体瘤和血液肿瘤的临床治疗中取得较好疗

效。其中, 嵌合抗原受体(chimeric antigen receptor, CAR)T细胞技术是近年来发展非常迅速的一种

细胞治疗技术。通过基因改造技术, 效应T细胞的靶向性、杀伤活性和持久性均较常规应用的免疫

细胞高, 并可克服肿瘤局部免疫抑制微环境和打破宿主免疫耐受状态。目前, CAR的信号域已从第

一代的单一信号分子发展为包含CD28、4-1BB等共刺激分子的多信号结构域(第二、三代), 临床

应用广泛。但是, 该技术也存在脱靶效应、插入突变等临床应用风险。该文将就CAR-T细胞技术

在恶性肿瘤免疫治疗中的应用及可能存在的问题作一综述。
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Introduction of Chimeric Antigen Receptor-engineered T Cells 
and the Clinical Use for Anticancer
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Abstract       Adoptive cellular immunotherapy (ACI) is one of the most effective comprehensive anticancer 
therapies. It has achieved expectable curative effect on different solid tumors and hematological malignancies sug-
gested by recent data and striking clinical responses. As an ACI, chimeric antigen receptor (CAR)-engineered T cell 
therapy has been rapidly developed in recent years. By the use of genetic modification techniques, effector T cells 
have better properties with regard to targeting, killing activity and durability than immunocytes of conventional ap-
plication. CAR-T cells can overcome the local immunosuppressive tumor microenvironment and break the immune 
tolerance in host. At present, the signal domain of CAR has been developed from the single to multiple structure 
containing costimulatory molecules such as CD28 and 4-1BB, and has been widely used in clinic. However, there 
are potential risks on account of the off-target effect, insertion mutation, etc. In this paper, applications and prob-
lems of CAR-T cells in cancer immunotherapy are reviewed for clinical guidance.
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随着肿瘤免疫学理论和技术的发展, 免疫细胞

治疗在肿瘤治疗中的作用日益受到重视。研究发现, 
T淋巴细胞是肿瘤细胞的天敌, 在肿瘤免疫应答中起

主要作用, 对肿瘤细胞有极强的杀伤作用。但是, 使
用内源性T细胞进行肿瘤免疫治疗时, 靶抗原需经过

加工处理后才能和靶细胞表面的主要组织相容性复

合物(main histocompatibility complex, MHC)作用, 也
就是存在我们常说的“MHC限制性”。然而, 肿瘤免

疫编辑的过程会使MHC在肿瘤细胞表面表达下降, 
破坏抗原加工过程, 降低肽段免疫原性。这样长期

形成的免疫逃逸机制, 能使肿瘤细胞成功躲避T细胞

攻击, 肿瘤快速增殖。

此外, 人体内肿瘤特异性的T细胞数量较少, 并
且由于大多数肿瘤细胞不断表达自体抗原, 使得靶

向这些抗原的T细胞通过免疫耐受机制被中和或移

除, 数量进一步减少。所以, 包括细胞因子诱导的杀

伤细胞(cytokine-induced killer cell, CIK细胞)在内的

T细胞过继性免疫治疗虽然在部分肿瘤的治疗中取

得了一定的效果, 但在大多数肿瘤中疗效尚不能令

人满意。

近年来发展的利用基因改造技术表达肿瘤特

异性嵌合抗原受体的T细胞治疗技术进展迅猛, 在体

外和临床试验中显示出良好的靶向性、杀伤活性和

持久性, 为过继性细胞免疫治疗提供了新的有效解

决方案, 展示了巨大的应用潜力和发展前景[1]。

1   嵌合抗原受体T细胞介绍
目前, 大多数嵌合抗原受体(chimeric antigen re-

ceptor, CAR)由胞外抗原结合区(由来源于单克隆抗

体的轻链(VL)和重链(VH)组成, 中间由带韧性的铰链

区连接形成单链抗体(single chain fragment variable, 
scFv)、跨膜区域和胞内信号转导区组成。

通过将识别肿瘤相关抗原(tumor associated an-
tigen, TAA)的scFv和胞内信号域“免疫受体酪氨酸

活化基序(immunoreceptor tyrosine-based activation 
motifs, ITAM, 通常为CD3ζ或FcεRIγ)”在体外进行基

因重组, 生成重组质粒, 再在体外通过转染技术转

染到患者的T细胞, 使患者T细胞表达肿瘤抗原受体, 
转染后经过纯化和大规模扩增后的T细胞, 称之为嵌

合抗原受体T细胞(CAR-T细胞)[2]。CAR-T细胞在体

内、外都具有对特定肿瘤抗原高度亲和性及对抗原

负载细胞高效杀伤特性(图1)。近年来, CAR修饰T

细胞技术在白血病、淋巴瘤、黑色素瘤、脑胶质瘤

等恶性肿瘤治疗中均显示出良好的抗肿瘤效应。

1.1  第一代CAR-T细胞

早在1989年, Eshhar研究小组[3-4]就将免疫球蛋

白样scFv和FcεRI受体(γ链)或CD3复合物(ζ链)胞内

结构域融合形成嵌合受体, 即第一代CARs。表达

CAR的T细胞以抗原依赖、非MHC限制的方式结合

肿瘤抗原, 启动并活化特异性杀伤肿瘤反应。CARs
表达的稳定性依赖于所用的胞内信号域。尽管最

近研究报告显示, 去除CD3ζ链的两个ITAMs磷酸化

作用, 能减少T细胞转导后的凋亡, 有利于转基因的

长期表达[5-6]。但是, 目前含CD3ζ链的CAR-T细胞相

对于含FcεRIγ链的CAR-T细胞临床研究更多。原因

可能是因为CD3ζ含有三个ITAMs, 而FcεRIγ链只有

一个ITAM, 虽然体内表达率较低, 但是能更有效激

活T细胞, 对肿瘤根除能力更强。此外, CAR-T细胞

的跨膜区一般由同源或异源的CD3、CD8或CD28
等二聚体膜蛋白组成, 通过CAR二聚化以及与内

源性TCR的相互作用产生的信号有助于T细胞的激

活。Bridgema等[7]发现, 抗CEA CAR-T细胞能通过

自身CD3ζ跨膜区的二聚化作用, 有效激活初始人T
淋巴细胞。Kershaw等[8]报道了逆转录病毒介导的

抗α-叶酸受体CAR修饰的T细胞治疗14例卵巢癌患

者。输注2 d后, CAR-T细胞在体内可大量检测到, 
但1个月后迅速下降至难以检测的水平, 也没有观

察到对肿瘤的免疫应答反应。Julie等[9]针对细胞黏

附分子-L1, 采用CE7R的单链抗体与CD3ζ结合, 以
质粒DNA作为载体构建第一代CAR, 并在其中引入

“自杀基因”HyTK, 治疗儿童复发难治性神经母细胞

瘤。在治疗的6例患者中, 虽没有发现与细胞剂量相

关的严重不良反应, 但每次输注CAR-T细胞在体内

存活时间不超过1周, 并且只有一个瘤荷最小的患

者有部分缓解, 治疗效果不理想。Lamers等[10]构建

scFv(G250)-CD4TM-γ嵌合抗原受体, 通过逆转录病

毒转染患者T细胞, 治疗CAIX+的三例肾癌患者。虽

然IFN-γ在体外分泌增高, 但血浆IFN-γ水平却与肝

毒性反应成正相关, 考虑可能是因为scFv(G250)+ T
细胞攻击正常胆管CAIX+上皮细胞所致。2008年, 
Pule等[11]用针对GD2靶抗原的CAR治疗儿童成神经

细胞瘤。输入6周后, 仍然可以在病人血液内发现

EBV特异性的CAR-T细胞, 而非EBV特异性细胞仅

维持1周, 接受治疗的11个患者中, 6例患者在治疗6
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周后出现肿瘤细胞坏死或肿瘤缩小。此外, 还有以

CD20[12]为靶点治疗惰性非霍奇金淋巴瘤/套细胞淋

巴瘤等应用。虽然第一代CAR-T细胞研究较多, 但
是大多数试验在细胞扩增、体内存活时间、细胞因

子分泌等方面还存在不足, 没有达到预期的临床效

果。

1.2   第二代CAR-T细胞

研究表明, T细胞的完全活化有赖于双信号和

细胞因子的作用。其中第一信号为特异性信号, 由
TCR识别抗原递呈细胞表面的抗原肽-MHC复合物

所启动; 第二信号为协同刺激信号, 通过CD28/B7等
重要的共刺激分子, 促进IL-2合成, 并使T细胞充分

活化及免于凋亡。对于初始型T细胞(未与抗原接触

的T细胞), 如只在信号1而没有信号2条件下无法使T
细胞发挥正常作用; 即使T细胞与抗原接触, 如果没

有协同刺激信号, 细胞也不能发挥正常功能。相应

的, 仅含有CD3ζ序列的嵌合抗原受体, 如没有协同

刺激信号2, 也是无法激活CAR-T细胞。因此, 依照

T细胞活化的双信号学说, 第二和第三代CARs 在嵌

合受体上加上如CD28、CD134(OX40)和CD137(4-
1BB)等共刺激分子(costimulatory molecule, CM)[13-15], 
以提高T细胞的细胞毒性、增殖活性, 维持T细胞应

答, 延长T细胞存活时间等(图2)。其中, CD28分子在

调节淋巴细胞增殖和存活方面有着重要作用, 也对

效应细胞和记忆细胞的建立起着关键作用, 其通过

募集如PI3K、Grb2和Lck等分子, 以调节关键转录

因子如NFκB的活性并且增加IL-2和Bcl-xL的分泌。

CD134能使初始T细胞获得持久的体外增殖和较强

的IL-2分泌。CD137则为维持T细胞应答提供信号, 
在T细胞生存和CD8+ T细胞记忆中起关键作用[16-18]。 

Porter等[19]和Kalos等[20]研究用第二代CAR-T
细胞(scFvCD19-CD137-CD3ζ)靶向治疗3例慢性淋巴

细胞白血病(chronic lymphocytic leukemia, CLL), 接
受治疗的3例患者回输CAR-T细胞总数为1.4×107 

~1.1×109, CAR-T细胞不仅在体内扩增1 000倍以上, 
而且在血液和骨髓中存活的时间也超过6个月, 分
泌的细胞因子如干扰素-γ、CXCL9等较治疗前显著

增高。虽然其中1例患者发生了疑似效应细胞脱靶

图1  嵌合抗原受体结构示意图(根据文献[2]做适当修改)
Fig.1  Structural representation of CAR (modified from reference [2])

Monoclonal antibody: 单克隆抗体; TCR-CD3 complex: T细胞受体-CD3分子复合物; Antigen-binding region: 抗原结合区; Transmembrane region: 
跨膜区; Signal transduction region: 信号转导区; Hinge area: 铰链区; VH: 重链; VL: 轻链; Tumor antigen: 肿瘤抗原; T cell: T细胞。大多数CAR包
括胞外抗原结合区(由来源于单克隆抗体的轻链和重链组成, 中间由带韧性的铰链区连接形成单链抗体)、跨膜区域(一般由同源或异源的CD3、
CD8或CD28等二聚体膜蛋白组成)和胞内信号转导区(免疫受体酪氨酸活化基序, 通常为CD3ζ或FcεRIγ)组成。 
Most CARs are composed of surface antigen-binding region, transmembrane region and intracellular signal transduction. The antigen-binding region 
consists of heavy(VH) and light(VL) chains derived from monoantibody, which are linked by flexible hinge area. Transmembrane region involves 
dimer membrane proteins like CD3, CD8 and CD28. Intracellular signal transduction region is ascribed to immunor tyrosine-based activation motifs, 
involving CD3ζ or FcεRIγ.
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第一代CAR(左)由单链抗体通过跨膜区域与胞内信号传导区(ITAM)相连, ITAM通常为CD3ζ或FcεRIγ; 第二代CAR(中)的胞内信号转导区引入

了共刺激分子CM1, 主要为CD28分子; 第三代CAR(右)引入了双共刺激分子(CM1和CM2), 主要为CD28分子加上CD134或CD137。
In the CAR of first generation, single chain antibody links the ITAM (CD3ζ or FcεRIγ) at transmembrane region. In the second generation, costimula-
tory molecule (CM1, such as CD28) has been engineered to the signal transduction region. The third generation has been engineered another costimula-
tory molecule (CM2) based on the second generation, combining CD134 or CD137.

图2  第一至第三代嵌合抗原受体(根据文献[14]做适当修改)
Fig.2  First-generation to third-generation CARs (modified from reference [14])

Minicircle DNA: 微环DNA; Promoter: 启动子; Polyadenylation signal: 加尾信号; Nanophase materials: 纳米材料; Nanophase-minicircle DNA: 纳
米–微环DNA。微环DNA-纳米系统, 是一个通用基因治疗载体, 能较好解决体内DNA投递问题。保持其基本结构不变, 仅改变DNA序列, 便可

用来治疗不同疾病。通过将纳米–微环DNA体内靶向转染T淋巴细胞, 能优化现有的CAR-T技术。

Minicircle DNA-nanophase system is a general vector of gene therapy, with superiority of DNA delivery. It targets different diseases by changing the 
DNA sequence with preservation of the basic structure. CAR-T technique could be optimized by transfection of T cells via nanophase-minicircle DNA.

图3  微环DNA优化现有的CAR-T技术(根据文献[28-29]修改)
Fig.3  Minicircle DNA can optimize the existing CAR-T technology (modified from references [28-29])
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有关的肿瘤溶解综合征, 但经过对症处理, 不良反

应已经好转。接受治疗的3例患者中, 2例达到完全

缓解, 1例部分缓解, 疗效得到肯定。Kandalaft等[21]

比较一代和二代治疗卵巢癌的疗效, 证实第二代的

CAR-T细胞(MOv19-BBζ)在杀瘤活性和体内存活时

间均优于第一代(MOv19-ζ)。2013年, Brentjens等[22]

用CD19-CAR(scFvCD19-CD28-CD3ζ)T细 胞 治 疗5
例形态学或微小残留病变阳性的急性B细胞白血病

(Acute B lymphocytic leukemia, B-ALL)患者。通过

治疗, 5例肿瘤迅速减小, 且微小残留病灶完全缓解。

其中1例患者治疗8天之后就很快得到完全缓解, 3例
患者缓解期已长达5月至24个月。虽然患者对该疗

法能够耐受, 但是也出现了细胞因子相关的毒性反

应, 并且与肿瘤负荷成正相关。这也是首次发表的

CAR-T细胞治疗对成人ALL患者有效的研究。

1.3   第三代CAR-T细胞

Till等[23]以逆转录病毒为载体构建第三代

CAR-T细胞(scFv CD20-CD28-CD137-CD3ζ), 治疗3
例非霍奇金淋巴瘤。经PCR检测, 效应细胞在体内

存活的时间超过12个月。临床反应持续完全缓解2
例, 部分缓解1例。其中1例28岁利妥昔单抗难治性

滤泡性淋巴瘤患者, CAR-T细胞治疗3.5月后, 颈部

淋巴结在1~2周内迅速减小3 cm。

而美国国家癌症研究所Morgan等[24]报道一

例结肠癌合并肝和肺转移患者接受第三代HER2-
CAR-T细胞治疗。该患者输注后4小时血液就检测

出有高水平的IFN-γ、GM-CSF、TNF-α和IL-6等细

胞因子。因为细胞静脉输注后首先经过肺循环, 输
注大量的HER2-CAR+ T细胞后, 识别并攻击表达

HER2的正常肺细胞, 释放的过量细胞因子, 引起“细
胞因子风暴”, 患者于治疗后5天死亡。这也是迄今

为止公布的最为严重的1例CAR-T细胞相关的不良

反应。由于目前第三代CAR-T细胞临床应用还比

较少, 故其安全性和有效性是否就一定优于第二代

CAR-T细胞, 以及选择怎样的共刺激分子组合, 还需

进一步观察。

2   嵌合抗原受体T细胞基因转导的方法
外源基因进入细胞中通常需要运输工具, 

CAR-T细胞基因转导进入细胞内也不例外。目前, 
基因导入的载体主要分为病毒类和非病毒类。

病毒载体的转移效率高, 培养T细胞到达临

床数量的时间相对较短, 且不同病毒载体具有不

同表达特点, 故在基础研究和临床试验中应用广

泛, 是目前主要的基因治疗载体。《Journal of Gene 
Medieine》对2008年在临床基因治疗中所用载体的

类型进行了调查, 约70%的治疗方案采用病毒载体。

理论上所有病毒经过删除与致癌、致毒和复制相关

的基因片段并在适当位置插入外源基因, 均可成为

基因传递的工具。目前最常用的主要是逆转录病毒

载体(包括慢病毒载体)、腺病毒载体和腺相关病毒

载体等。

由于病毒载体仍存在着一定的安全隐患, 比如

诱导机体产生免疫反应, 存在着插入突变等致瘤及

致毒的风险, 且载体容量有限, 制备滴度不高[25-26]等, 
而非病毒载体则具有无传染性、不限制载体容量、

化学结构可控、可大量制备及具有靶向性等优点[27], 
现已受到越来越多的科研人员的关注。目前, 所应

用的非病毒载体有裸DNA、脂质体、多聚物及分子

耦联体等。

近年来, 微环DNA被认为是最好的非病毒载体

之一, 在基因治疗中已被广为应用。微环DNA是一

种新颖的小环超螺旋表达框, 它是传统质粒在大肠

杆菌体内通过位点特异性重组得到的。Chen等[28]通

过在体内联合表达一种限制性内切酶, 将小质粒和

亲本质粒酶切, 使之成为线性DNA, 这样就可以通

过常规的质粒分离方法获得高纯度的微环DNA。

因缺少抗性标记基因、复制原点等细菌序列的

特点, 大大增强了这种新颖的小环超螺旋表达框在

临床上的安全性。体外研究也表明, 微环DNA可显

著提高转基因表达效率[29]。而微环DNA-纳米系统, 
就是通过保持基本结构不变, 仅改变DNA序列, 便
可用来治疗不同疾病, 在T细胞基因改造的技术构建

中具有深厚的应用潜力(图3)。

3   CAR-T细胞临床应用中的问题和解决

办法
虽然目前CAR-T细胞临床应用越来越多, 也取

得了一定的临床效果和突破, 但研究者对其安全性

还是十分重视和关注的。目前, CAR-T细胞就可能

存在如下主要的不良反应。

3.1   CAR-T细胞的脱靶效应

CAR-T细胞临床应用的首要问题是脱靶效

应, 导致针对正常组织的自身免疫反应。故研究
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者首先考虑的是肿瘤特异性抗原(tumor specific 
antigen, TSA)。但目前已知的TSA较少, 除了少

数CAR-T试验针对前列腺特异性膜抗原(prostate-
specific membrane antigen, PSMA)和表皮生长因子

受体Ⅲ(epidermal growth-factor receptor variant Ⅲ, 
EGFRvⅢ)等TSA外[30-31], 大多数针对重要组织不表

达或相对可损耗组织表达的肿瘤相关抗原(tumor as-
sociated antigen, TAA)。其中, 以针对CD19、CD20
和CD22为靶抗原的CAR-T细胞治疗B细胞恶性肿瘤

研究得最多[19-20,22-23], 原因就是即便损伤了成熟B细
胞, 也只是暂时的、可恢复的; 且缓解期血液肿瘤细

胞数量级约为108~109, 而1 cm实体肿瘤其肿瘤细胞

数就有约1×109。实体瘤肿瘤微环境的免疫抑制作

用更强, 免疫细胞不易进入实体瘤内部, 也是CAR-T
细胞目前主要治疗血液系统疾病的又一重要原因。

对于拥有多重胞内信号区的第二和第三代

CAR-T细胞, 更强的亲和力和信号传导功能使其结

合相关抗原后, 能大量释放细胞因子, 引起炎症反应
[32], 故选择合适的靶抗原, 是避免脱靶效应的重要挑

战。上文提到的第一代CAR-T细胞治疗转移性肾细

胞癌造成肝细胞毒性和第三代CAR-T细胞的不良反

应就是此种情况。此外, Brentjens等[33]报道的1例接

受第二代CAR-T细胞的CLL患者, 出现低血压、呼

吸困难和肾衰竭, 于细胞治疗后4天死亡, 考虑也是

CAR-T细胞相关“细胞因子风暴”所致。

最近, Kochenderfer团队[34]也报告了1例带CD28
和ζ链刺激结构域的抗CD19-CAR治疗B细胞淋巴瘤

患者。病人虽出现CD19+淋巴瘤细胞清除, 但是这

种效果是通过持续清除外周血B细胞达39周才得以

实现的, 说明对健康成熟B细胞的脱靶效应仍然是

CAR-T细胞应用于临床的一个潜在的主要障碍。

3.2   插入突变

CAR-T技术是在T细胞中插入一段外源DNA片

段, 理论上说其结构已被破坏, 存在一定的致瘤风

险。虽然目前并没有关于基因改造T细胞致瘤性的

报道, 但是研究者还是一直在关注此问题, 也在不断

通过优化载体类型和转染方式来降低插入突变的风险。

3.3   可能的解决办法

针对以上问题, 如何保证发挥CAR-T细胞生物

有效性的同时减少其潜在危险性, 是实现基因联合

细胞治疗恶性肿瘤需要解决的问题之一。

首先, 很多临床试验采用了剂量爬坡的治疗方

法。在同一代次的治疗中, 把细胞剂量由小到大分

散到几次回输中, 并不断监测细胞毒性; 或是应用第

一或者第二代CAR没有观察到毒性后, 再开始下一

代CAR-T细胞的治疗, 防止可能诱发大规模不良反

应。

其次, 可以引入自杀基因的人工调控开关, 通
过自杀基因系统删除识别靶抗原的剩余CAR-T细
胞。虽然自杀基因在体内需要一些时间才能被激活, 
不能阻止急性脱靶毒性引起的组织损伤, 但对于减

小长期毒性还是有积极的作用。

第三, 可以把CAR中信号结构域分裂到两个

不同CAR(信号一CAR和信号二CAR), 只有当两个

CAR与肿瘤表面的靶抗原都结合以后, 才能完全激

活应答。Duong等[35]就发表了类似的方法, 包括使

用两种不同的CAR, 以促进对表达两种肿瘤抗原的

靶细胞更强的应答。

第四, 除了激活受体外, 还可以引入抑制性

CAR。当CAR-T细胞与正常组织的靶抗原相互作用

以后, 抑制性CAR将拮抗效应T细胞的激活。

最后, 还可以根据靶抗原表达水平, 微调CAR
亲和性。以较低的亲和性识别抗原高表达的肿瘤细

胞, 而不攻击相同抗原低表达的正常细胞。当然, 这
些方法是否可行, 是否适用于不同的肿瘤类型, 还需

临床进一步验证。

4   嵌合抗原受体免疫细胞的发展方向
随着细胞免疫治疗肿瘤的进展, 嵌合抗原受体

修饰的T细胞在临床应用中的作用越来越受到人们

的重视。通过探索完美的CAR信号组合, 调节适宜

的CAR亲和性, 增加人工基因调控开关, 产生合理的

细胞因子分泌, 诱导T细胞特异性归巢等, 相信第四

代甚至第五代CAR-T细胞也将很快应用于临床。

除此之外, 嵌合抗原受体也不仅仅只是修饰T
细胞, 它还可以修饰CIK细胞、NK细胞以及γδT细
胞[36-38]等等。例如, 德国波恩大学的研究人员从结

直肠癌患者外周血中采集和培养CIK细胞, 并利用

CEA+抗体特异性的CAR对CIK细胞进行改造, 使
CIK细胞获得CAR的特性[39]。将CAR-CIK细胞与

CEA+肿瘤细胞共培养后, 发现其分泌的IFN-γ, 要高

于与CEA-肿瘤细胞共培养情况; 而用未改造的CIK
细胞与CEA+/CEA–分别共培养, 却未观察到IFN-γ分
泌增加, 且CAR-CIK细胞的细胞毒效应也比未改造
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CIK细胞要高。

最后, 当前构建的嵌合抗原受体存在固定的抗

原特异性, 这意味着它们每次只能靶向一种类型的

肿瘤抗原。将来可以设计构建一种更加通用性的嵌

合抗原受体框, 最终可用于同时或依次靶向多种肿

瘤抗原[40], 这样将更大程度解决肿瘤免疫逃逸引起

的复发和转移等问题, 成为疗效更确切的过继性免

疫细胞治疗方法, 给肿瘤治疗带来新的希望。
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