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［摘要］ 嵌合抗原受体T（chimeric antigen receptor T，CAR-T）细胞治疗作为一种肿瘤免疫疗法已经在血液系统肿瘤的临

床治疗中取得良好效果。然而，由于实体瘤缺乏肿瘤特异性抗原，大多数CAR-T细胞以同样在机体其他正常组织器官中广

泛表达的肿瘤相关抗原作为识别靶点，导致脱靶效应的产生，严重时甚至会危及患者生命。由于脱靶效应的存在，CAR-T
细胞治疗在实体瘤治疗领域中的应用受到严重限制。为克服CAR-T细胞治疗中脱靶效应的影响，可以利用肿瘤微环境中

氧含量低的特点，设计缺氧敏感型CAR-T细胞，使其仅在乏氧的肿瘤微环境中表达靶向肿瘤相关抗原的CAR，从而避免

CAR-T细胞对正常组织器官的“误伤”。本文综述缺氧敏感型CAR-T细胞构建的常用元件和思路，梳理近年来构建缺氧敏

感型CAR-T细胞的研究进展，有望加强CAR-T细胞治疗的安全性，提高CAR-T细胞在实体瘤治疗中的效果。
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［Abstract］ Chimeric antigen receptor T (CAR-T) cell therapy, as a kind of tumor immunotherapy, has made remarkable 
achievements for the treatment of hematological malignancy. Disappointingly, regarding solid tumors, CAR-T cells generally target 
tumor-associated antigens that are also widely expressed in normal tissues because of the lack of tumor specific antigen, resulting 
in on-target off-tumor effects, which may even endanger patients’ lives. Measures should be taken to overcome the off-target effects 
which severely limit the application of CAR-T cell therapy in solid tumors. A feasible strategy is to design hypoxia-sensitive CAR-T 
cells, which express CAR only in the hypoxic tumor microenvironment. Therefore, the redundant “accidental injury” can be avoided. 
In this review, common approaches as well as recent advances in the construction of hypoxia-sensitive CAR-T cells were discussed 
and summarized, which has guiding significance for enhancing the safety of CAR-T cell therapy and promoting the application of 
CAR-T cell in solid tumors.
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1  嵌合抗原受体T（chimeric antigen receptor 

T，CAR-T）细胞与肿瘤治疗

癌症一直是严重威胁人类生命安全的一类重

大疾病。尽管许多癌症患者的生存率有所提升，

一些国家肝癌、胰腺癌和肺癌患者的存活率增加

了5% ［1］，然而，癌症患者的生存状况仍然不容



72 薛  影，等  用于实体瘤治疗的缺氧敏感型CAR-T细胞的研究进展

乐观。2021年最新全球癌症统计报告 ［2］显示，

2020年全球新增癌症病例1  930万例，新增癌症死

亡人数近1  000万例。近年来，除化疗、放疗、

外科手术等传统的肿瘤治疗手段外，光动力治

疗、光热治疗、免疫治疗等新兴的治疗方式快速

发展，逐渐显示出其在癌症治疗领域中的独特优

势，将来或能为癌症的临床治疗提供新的手段，

为进一步降低癌症死亡率、提高癌症5年生存率

带来希望。

CAR-T细胞治疗是一种有效的免疫治疗方

式 ［3］，其主要功能元件CAR包括胞外识别结构

域、铰链及跨膜域和胞内信号域 ［4］。在CAR-T
细胞治疗过程中，来源于患者的T细胞经过基因

编辑后能够表达识别肿瘤表面抗原的CAR分子

并被回输到患者体内。回输的CAR-T细胞通过其

胞外识别域与肿瘤细胞表面抗原特异性结合，胞

内信号域进一步向胞内传导T细胞活化信号。激

活后的CAR-T细胞通过释放穿孔素、颗粒酶等杀

伤性分子，高表达肿瘤坏死因子（tumor necrosis 
factor，TNF）配体，Fas/FasL等途径实现对肿

瘤的杀伤 ［5］。实际上，在肿瘤患者机体内本身

也存在一群对肿瘤组织有杀伤能力的T细胞，即

细胞毒性T淋巴细胞（cytotoxic T lymphocytes，
CTL）。然而，CTL对肿瘤细胞的识别依赖

于靶细胞上的主要组织相容性复合体（major 
histocompatibility complex，MHC）Ⅰ类分子对

靶细胞抗原的提呈；CTL的活化依赖于抗原提呈

细胞（antigen-presenting cell，APC）与CTL间共

刺激分子的相互作用。在免疫系统与肿瘤的博弈

过程中，肿瘤进化出了一系列的逃逸机制来避免

机体的免疫监视和免疫清除 ［6］，其中就包括下

调MHC Ⅰ类分子的表达 ［7］。而肿瘤免疫抑制微

环境严重限制APC的作用，共刺激信号被减弱，

CTL细胞难以活化增殖，最终走向耗竭。因此，

依靠癌症患者自身产生的CTL往往不能有效地抑

制癌症生长，控制肿瘤发展。而CAR-T细胞对肿

瘤的识别不需要借助MHC Ⅰ类分子的抗原提呈

作用，CAR的结构中包含活化刺激信号，不依赖

APC提供第二信号。即使在免疫抑制的肿瘤微环

境（tumor microenvironment，TME）中，对于低

表达MHC Ⅰ类分子的肿瘤细胞也能起到杀伤作

用，从而达到治疗癌症的目的。此外，CAR可靶

向除蛋白质抗原外的糖脂类抗原，从而扩大肿瘤

抗原的靶向范围 ［8］。

目前，CAR-T细胞治疗已经成功应用于血液

系统肿瘤领域，这在很大程度上依赖于CD19靶
点的独特性质。CD19在B细胞恶性肿瘤及幼稚B
细胞中高表达 ［9］，在其他细胞及成熟B细胞（如

浆细胞）中不表达。接受治疗的患者，尽管表现

出B细胞丢失的症状，但是这一不良反应可以通

过静脉注射免疫球蛋白替代治疗来控制 ［10］。

在实体瘤的治疗中，人们也希望能寻找

到仅在实体瘤细胞表面表达的肿瘤特异性抗原

（tumor specific antigen，TSA）作为CAR-T细

胞治疗的靶点。对于与病毒感染密切相关的实

体瘤，可以将病毒抗原作为CAR-T细胞治疗的

靶点。例如，全世界50% ~ 80%的肝癌由乙型肝

炎病毒（hepatitis B virus，HBV）感染引起，因

此HBV表面蛋白  ［11］被视为肝癌的理想靶点。

同理，对于EB病毒（Epstein-Barr virus，EBV）

感染引起的相关恶性肿瘤（如鼻咽癌），EBV
潜膜蛋白1作为EBV阳性患者CAR-T细胞治疗靶

点的研究也已开展 ［12］。然而，对于大部分实体

瘤来说，CAR-T细胞研究是以差异表达的肿瘤

相关抗原（tumor-associated antigen，TAA） ［13］

作为靶点。由于TAA在正常组织器官中也表

达，CAR-T细胞会对其造成无差别杀伤，从而

引发严重的不良反应，如细胞因子释放综合征

（cytokine release syndrome，CRS）、免疫效应

细胞相关神经毒性综合征（immune effector cell-
associated neurotoxicity syndrome，ICANS）和细

胞减少症等 ［14］。在实体瘤中以表皮生长因子受

体（epidermal growth factor receptor，EGFR）、

间皮素（mesothel in，MSLN）、EGFR变体

Ⅲ、人表皮生长因子受体2（human epidermal 
growth factor receptor 2，HER2）、癌胚抗原

（carcinoembryonic antigen，CEA）、前列腺特

异性膜抗原（prostate-specific membrane antigen，
PSMA）等TAA作为靶点的研究已开展，但初步

临床试验结果不尽如人意 ［15］。在一项正在进行
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的靶向cldn18.2的CAR-T细胞治疗的Ⅰ期临床试

验 ［16］中，其中期分析结果显示，所有患者均出

现3级或更高的血液学毒性，94.6%的患者发生

1、2级CRS。此外，实体瘤所处的TME表现为免

疫抑制性的特征，会在一定程度上限制CAR-T细

胞的效力，造成CAR-T细胞对实体瘤的清除效果

不 佳 ［17］。

由此可见，仅将单一的TAA作为靶向肿瘤细

胞的工具并不能实现对癌症部位的精准定位，

TME在肿瘤生成与发展中所起的作用对于CAR-T
细胞治疗的影响也不容忽视。为克服上述瓶颈，

实现CAR-T细胞治疗在实体瘤治疗领域中的应

用，研究者提出了许多方案。其中一项可行的方

法是基于TME有别于正常组织内环境的独特性

质，构建既能靶向TAA又能靶向TME的CAR-T细

胞。本文基于TME的缺氧特性，讨论缺氧敏感型

CAR-T细胞构建的常用元件和思路，梳理近年来

构建缺氧敏感型CAR-T细胞的研究进展，有望加

强CAR-T细胞治疗的安全性，提高CAR-T细胞在

实体瘤治疗中的效果。

2  TME的形成和特征

肿瘤被认为是一种涉及癌细胞与TME之间

持续、动态的相互作用的进化和生态过程 ［18］。

TME支持侵袭性肿瘤行为，在肿瘤发展过程

中，免疫细胞往往表现出表型和功能的不稳定

性，并分化为不同的细胞类型或状态，从而促

进或抑制肿瘤的生长和转移  ［19］，提供免疫逃

避 ［20］。TME由细胞和非细胞成分组成，细胞成

分包括肿瘤细胞、成纤维细胞、间充质基质细胞

（mesenchymal stromal cells，MSC）、髓系来源

的抑制细胞（myeloid-derived suppressor cells，
MDSC）、免疫细胞、炎症细胞等 ［21］；非细胞

成分包括细胞外基质及细胞分泌的可溶性分子

（如细胞因子等） ［22］。基因突变导致肿瘤细胞

表现为不受控的生长、对凋亡的抵抗、代谢向有

氧糖酵解的转变等特征，使得TME呈现出缺氧、

氧化应激和酸中毒等有别于正常组织微环境的特

点。TME对于抗肿瘤治疗的效果及患者预后会产

生关键影响，例如，TME会对T细胞的浸润产生

明显的屏障作用，这也被认为是过继T细胞治疗

失败的一个重要原因 ［23］。近年来，靶向TME的

治疗策略受到了广泛关注，已有研究 ［24］证实，

TME可能是调节宿主免疫系统以支持免疫靶向治

疗的可行策略。

在肿瘤最初形成时，细胞主要依靠渗透获

得营养物质。随着肿瘤细胞迅速增殖，对氧气的

需求量越来越高，肿瘤生长往往伴随着血管新

生 ［25］。然而，随着肿瘤的进一步异常增生，肿

瘤细胞的快速扩张使得肿瘤对于氧和营养物质的

需求无法由周围的血液供应维持，再加上肿瘤血

管系统发育不完全，导致TME呈现出氧含量低

的特点  ［26］。在实体瘤部位中，氧含量仅占1%
甚至更低 ［27］。TME乏氧的特点及肿瘤细胞快速

生长的需求又会迫使肿瘤细胞的代谢方式由氧化

磷酸化向糖酵解发生转变，糖酵解产物乳酸在细

胞质中生成并被运输到细胞外，导致细胞外酸 
化 ［28-29］。乏氧、弱酸性不仅会导致常规治疗耐

药性，缺氧驱动的适应机制还为肿瘤细胞提供了

生长优势，允许肿瘤细胞在缺氧的TME中继续生

存甚至增殖。与此相对，TME为免疫细胞创造不

适宜的环境并破坏关键调控通路，干扰效应细胞

杀伤肿瘤的功能，阻碍免疫细胞向肿瘤组织的浸

润，削弱机体自发的抗肿瘤免疫，诱导免疫耐受

和免疫逃逸 ［30］。由此可见，乏氧是诱导新血管

生成、弱酸性等TME与正常组织内环境显著区别

的关键因素，它与肿瘤组织的放化疗耐药性、肿

瘤转移性等患者不良预后特征息息相关 ［31-32］。

3  缺氧诱导元件的工作机制

缺氧会对细胞正常的生理活动产生不利影

响，为适应缺氧环境，肿瘤细胞往往表现出缺氧

诱导因子（hypoxia-inducible factors，HIF）信号

转导通路的激活 ［33］。HIF是一种在缺氧TME中

激活并稳定表达的转录因子，能在肿瘤部位上调

促癌基因的表达 ［31］，如血管内皮生长因子、血

小板衍生生长因子和血管生成素-1等，从而触发

一系列的细胞反应（如糖酵解、血管生成、凋亡

分化）以抵消缺氧对细胞造成的负面影响 ［33］。

鉴于HIF在肿瘤组织发生、发展和侵袭中发挥的

关键作用，许多研究团队也在尝试将以HIF为靶

点的抑制剂用于肿瘤的治疗 ［31，34］。
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HIF是一种异源二聚体复合物，包含一个

组成性表达的核HIF-β亚基和一个胞质氧依赖的

HIF-α亚基 ［26，35-36］。哺乳动物中共有3种HIF-α
亚基：HIF-1α、HIF-2α及HIF-3α，分别在不同的

组织器官中表达。其中，HIF-1α和HIF-2α是研

究最为广泛的HIF-α亚基，HIF-3α的功能还没有

被很好地确定 ［37］。HIF的稳定与HIF-脯氨酸羟

化酶结构域蛋白密切相关 ［38］。在常氧条件下，

PHD-2使HIF-α亚基氧依赖降解结构域（oxygen-
dependent degradation，ODD）的脯氨酸残基发

生羟基化，随后，E3泛素连接酶pVHL蛋白附

着在羟化的ODD脯氨酸残基上，并作为E3泛素

连接酶复合物的底物识别成分使HIF-α亚基泛素

化。最终，泛素化的HIF-α亚基被蛋白酶体降

解。总之，在细胞中的氧含量正常时，HIF-α会
发生迅速降解，半衰期只有5 min，基本不会被

检测到 ［39］。在细胞乏氧条件下，PHD的活性受

到抑制，HIF-α亚基不会发生羟基化、泛素化，

从而避免了被蛋白酶体降解。未被降解的HIF-α
亚基在细胞质中不断积累并转移到细胞核内，与

细胞核内的HIF-β亚基形成异源二聚体复合物。

异源二聚体HIF能够与靶基因上的缺氧反应元件

（hypoxia-responsive elements，HRE）区域相结

合，介导下游基因的转录调控 ［33，40］（图1）。

用范围。

其中一种构建思路是利用ODD在氧含量正常

时易被降解的特性，在CAR编码基因上串联ODD
编码序列，使得在正常组织器官中编码CAR的

基因即使转录表达出来，也很容易被蛋白酶体降

解，从而避免CAR-T细胞对正常体细胞的杀伤。

Juillerat等  ［41］设计构建了3种靶向CD19抗原的

HIF-CAR，在这3种类型的HIF-CAR中，CAR-α
链的C端分别连接了HIF-α链380 ~ 603位的氨基酸

（ODD大结构域，记为HIF-CAR1），344 ~ 417
位的氨基酸（ODD N末端结构域，记为HIF-
CAR2）及530 ~ 652位的氨基酸（ODD C末端结

构域，记为HIF-CAR3），结果显示，HIF-CAR1
与HIF-CAR2细胞在低氧条件下可以测得CAR
在细胞表面上的表达增加。Liao等  ［42］比较了4
种ODD的缺氧敏感性，对比发现全长的HIF-1α 
ODD具有最低的基线表达和最强的缺氧诱导表

达，缺氧敏感性最为严格，因此，研究者选择

全长的HIF-1α ODD作为缺氧敏感元件，在缺氧

条件下，缺氧敏感性CAR-T细胞对于肿瘤细胞的

杀伤能力相较于在常氧条件下显著增强，作者还

评估了缺氧敏感性CAR-T细胞对实体瘤的杀伤效

果，结果表明，相较于常规CAR-T细胞，缺氧敏

感性CAR-T细胞的杀伤效果有所减弱，但仍可有

效地控制肿瘤生长。

另一种构建思路是在常规的仅携带CAR编

码基因载体的基础上，串联HRE启动子序列。

只有在缺氧条件下，HIF二聚体入核与HRE结

合后才能介导下游的编码CAR基因的表达。

除此之外，通过改变串联HRE启动子的重复数

目，能够调节缺氧条件的严格程度  ［43］。串联

的HRE重复数越多，缺氧条件下目的基因的

转录水平越高。ErbB受体家族是广受关注的

TAA，在许多种类的癌症中呈高表达。然而，

为转移性结肠癌患者静脉注射靶向ErbB2受体的

CAR-T细胞会引发严重的CRS，产生致命的不

良反应。Kosti等  ［44］通过在CAR上添加ODD，

同时在载体的长末端重复增强子区域添加9个
连续的HRE，构建了一个靶向ErbB2受体的严

格缺氧调节的CAR表达系统。研究结果显示，

图1  HIF信号转导通路

Fig. 1  HIF signaling transduction pathway
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4  缺氧敏感型CAR-T细胞的构建及研究现状

基于上述缺氧诱导元件能在缺氧条件下诱导

基因转录表达的特性，研究者们提出了缺氧敏感

型CAR-T细胞的概念，尝试克服传统CAR-T细胞

治疗脱靶效应的缺陷，扩大CAR-T细胞治疗的应
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在HN3或SKOV3移植瘤小鼠模型中，CAR细胞

在肿瘤中的表达均显著高于血液、肺、肝脏等

其他组织。此外，静脉注射缺氧敏感性CAR-T
细胞的小鼠体内白细胞介素-2（interleukin-2， 
IL-2）、γ干扰素（interferon-γ，IFN-γ）等细胞

因子的表达水平没有显著提高，没有在小鼠身上

观察到CRS的症状，说明缺氧敏感性CAR-T很好

地避免了非缺氧敏感型CAR-T细胞脱靶效应引起

的不良反应。

尽管已有许多构建缺氧诱导型CAR-T细胞的

实验得到了开展，目前还没有缺氧敏感型CAR-T
细胞治疗药物被批准上市并用于肿瘤治疗。通过

添加缺氧诱导元件可以在一定程度上控制CAR
在常氧与乏氧条件下的区别表达，但其控制的严

格程度还有待进一步提升。理想情况下，缺氧诱

导型CAR-T细胞能很好地区分肿瘤与正常组织，

实现在不同部位CAR的“全或无”表达。然而，

在实际应用中，常氧组织中仍可以观察到残留的

CAR-T细胞。此外，人体内还存在一些健康的、

低氧的组织如骨髓，CAR-T细胞可能对这些组织

造成损伤 ［45］。此外，缺氧诱导元件的添加使得

CAR即使在缺氧条件下的表达也远达不到常规

CAR-T细胞中CAR的表达水平。这也在一定程

度上限制了CAR-T细胞的疗效，或需通过提高回

输次数或数量来补偿，给治疗增加新的成本和负

担。最后，尽管缺氧诱导型CAR-T能够控制CAR
在不同空间中的表达，但是在进入人体后，难以

对其表达时相加以监测和控制。理想情况下，

CAR-T细胞在不同氧含量环境中切换时，其表面

CAR的表达水平也应随着氧含量的变化得到迅

速响应，从而在达到最佳的疗效的同时避免由于

CAR降解延迟引起的非靶向毒性。ODD能实现在

蛋白水平上的迅速调控，如前文中提到的Juillerat
等  ［41］的研究，在去除缺氧诱导因素后大约2 h
内，CAR的表面表达下降了80%。此外，在转录

水平上进行调控的HRE响应速度较慢，如前文中

提到的结合了ODD与HRE的CAR表达系统，在

缺氧培养18 h后，CAR的表达才达到了峰值。且

对于在缺氧环境中顺利表达的CAR-T细胞，由于

缺乏对其在蛋白质水平上的调控，也存在着潜在

的不良反应风险。如何实现CAR表达的严格控制

从而增加其在不同氧含量环境中表达水平的差异

性，如何在保证CAR-T细胞有效性的同时进一步

增强安全性，以及如何平衡CAR表达的时相控制

和空间控制，这是构建缺氧敏感型CAR-T细胞的

研究中需要思考的问 题。

5  总结与展望

作为肿瘤免疫治疗领域备受瞩目的治疗手

段，CAR-T细胞治疗已经成功地应用于许多类型

的血液瘤中。尽管目前该项技术还存在一些瓶

颈，阻碍其推广到实体瘤的治疗中，但研究者们

也在积极地寻找针对上述局限的解决思路。由于

CAR-T细胞治疗的不良反应绝大多数由脱靶效应

引起，如何使CAR具备区分正常组织和肿瘤组织

的能力成为关键。

缺氧与肿瘤组织的发生、发展密切相关，

自从HIF信号转导通路发现几十年来，该通路相

关蛋白被广泛地用于癌症治疗的研究中。例如，

有研究 ［46］表明，pVHL的缺失能够促进CAR-T
细胞在TME部位的驻留。本综述重点介绍了利

用TME缺氧的特点，借助HRE、ODD等缺氧敏

感元件构建缺氧敏感型CAR-T的思路和优化方

向。除本文中介绍的方法外，还有许多用于增加

CAR-T细胞区分度的手段。例如，利用动力学原

理制备与高表达TAA的肿瘤细胞亲和力更强而与

低表达TAA的正常组织细胞亲和力低的CAR-T细

胞，利用二价抗体提高CAR-T细胞对肿瘤组织的

靶向性等。无论利用何种手段，只要设计得当，

都能实现区分肿瘤组织与正常组织、克服脱靶效

应的目标。尽管目前还没有针对实体瘤的CAR-T
细胞治疗药物被批准上市用于临床治疗，但相信

CAR-T细胞治疗必将逐渐发展成熟，并逐步推广

到越来越多类型的肿瘤临床治疗中。
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