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T 细胞受体基因修饰在过继免疫治疗中的应用 

邰  文，刘东博，吴  疆，潘明佳，陈常青 
天津药物研究院，天津  300193 

摘  要：T 细胞过继性转移可以增强免疫系统介导的对肿瘤细胞的消除，是近年来获得较高关注的一种特异性、无毒性的癌

症新疗法，此方法对于治疗血液性和实体恶性肿瘤具有一定效果。对 T 细胞进行基因修饰能够增强其免疫能力，保持 T 细

胞的持久活性，同时也可以克服肿瘤自身的免疫逃避机制，潜在提高免疫治疗应用于多种肿瘤疾病的成功率。在 T 细胞过

继转移中，T 细胞受体（TCR）基因转移作为一种发展迅速的免疫治疗方法，可以在体外产生大量的具有已知抗原特异性和

功能亲和性的 T 细胞，应用于病毒感染或病毒相关恶性肿瘤的过继细胞免疫治疗。TCR 基因转移利用逆转录病毒或慢病毒

作为载体，其中包含了从所需抗体特异性 T 细胞群中克隆得到的 TCR-α 和 TCR-β 链基因序列，然后应用 TCR 编码载体转

导体外的原始 T 细胞。为产生带有所需功能特异性的转导 T 细胞，引入的 TCR-α和 TCR-β链必须形成异源二聚体，与 CD3
复合体结合从而在 T 细胞表面稳定表达。 
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Application of T cell receptor gene modification in adoptive immunotherapy 

TAI Wen, LIU Dong-bo, WU Jiang, PAN Ming-jia, CHEN Chang-qing 
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Abstract: T cell adoptive transfer could enhance immune-mediated elimination of tumor cells with high concerns for providing a 
specific and non-toxic cancer therapy,. This approach has been effective in treating some hematologic and solid malignancies. 
Moreover, genetic modification of T cells could improve their immunopotency, maintain their persistence, and overcome the tumor 
immune evasion mechanisms as well, so as to potentially increase the achievement rate of immunotherapy in a wide range of tumors. In 
T cell adoptive transfer, T cell receptor (TCR) gene transfer, a rapid developing strategy of immunotherapy, can generate a number of T 
cells with a given antigen-specificity and functional avidity in vitro and is used to treat viral infectious diseases and virus-associated 
malignancies and caner. TCR gene transfer utilizes retrovirus or lentivirus as vectors which contain gene sequences of the TCR-α and β 
chains. TCR-α and -β chains were cloned from a T-cell population with the desired antigen specificity. Then the TCR encoding vector is 
used to transduce primary T cells in vitro. To generate a transduced T cell with the disired functional specificity, the introduced TCR-α 
and -β chains must form a heterodimer and combine with the CD3 complex in order to be stably expressed at the T-cell surface. 
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体外扩增 T 细胞的过继转移能够修复骨髓移植

后免疫系统对病毒的免疫反应，并增进其对肿瘤的

免疫反应。病毒特异性的细胞毒 T 淋巴细胞（CTL）
或肿瘤特异性 T 细胞的转移是治疗人类疱疹病毒

（EBV）相关恶性肿瘤的一种安全有效的方法，如霍

奇金淋巴瘤、鼻咽癌[1-2]和黑色素瘤[3]等。由于无效

抗原的存在，很多肿瘤不能首先诱导 T 细胞产生强

烈的免疫反应，因此这种免疫疗法在广泛应用于肿

瘤治疗时还受到一定限制。近期研究表明，基因转

移技术能够操纵 T 细胞进行基因修饰，从而使过继

T 细胞疗法对多种肿瘤维持较强的功能效果。10 年

前，以逆转录病毒为载体的 T 细胞受体（TCR）基

因转移首次在黑色素瘤抗体特异性 TCR 研究中实

现[4]，当时只有少数的转导T细胞具有较低功能[5-6]。

目前对 TCR 基因转移的研究已取得了实质性进

展，其中包括 TCR 基因传递的载体和转导步骤的改 
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进等。 
研究表明，TCR 转导的 T 细胞的多肽特异性和

亲和力与分离出 TCR 的双亲 T 细胞克隆一致[7]。动

物模型中 TCR 转导的 T 细胞具有抗病毒感染功能，

从而起到抗肿瘤作用[8]。临床研究已证实经过基因

修饰的 T 细胞可以在体外产生，TCR 转导的 T 细胞

可以在过继转移后持续存活，且能观察到其对黑色

素瘤的抗肿瘤活性[9]。TCR 基因转移效率以及其后

的转导 T 细胞功能可被载体传递系统、TCR 转基因

和转导条件等影响。目前多数 TCR 基因转移步骤使

用 γ 逆转录病毒载体，逆转录病毒载体的稳定基因

整合需要 T 细胞在转导过程中完全活化增殖。这一

过程使用 CD3 抗体，通过 TCR 复合体施加刺激，

从而激发 T 细胞进入细胞周期，以及产生之后的一

系列体外扩增反应[10-11]。目前该领域中存在的问题

主要有：（1）如何使引进 TCR 的细胞表面表达 大；

（2）如何使引进 TCR-α 链和 β 链与内源 TCR 链的

误配 小；（3）如何使引进 TCR 与 CD3 复合体分子

结合得更好，提高 TCR 转导 T 细胞的功能亲和性。 
1  促进 TCR 表达 

TCR 组装和表达是一个复杂的过程[12]，在细胞

表面进行表达之前，TCR-α链和 β链首先形成异源

二聚体，然后与 CD3 复合物在内质网结合， 终

TCR-CD3 复合物由内质网释放后转移至细胞膜。鼠

类的 TCR 比人类 TCR 在人 T 细胞中的表达效率更

高，有可能是因为其与人 CD3 分子的结合作用  
更强[13]。 
1.1  TCR-α和 β链转基因的密码子优化 

TCR-α和TCR-β链转基因的密码子优化依赖于

用人类基因组中的常见的同义密码子置换非常见密

码子。已有证据表明，密码子优化的 TCR 基因可使

TCR 转导 T 细胞的表达水平比野生型 TCR 基因有

所提高，从而增强其体内功能[14-16]。然而，密码子优

化可能产生免疫原性 TCR，导致抗 TCR 免疫反应，

此过程也可能会伴随多肽序列的改变产生另一种开

放读码框，有一定风险，但目前还未见相关报道。 
1.2  TCR-α和 β链的载体配置 

TCR 基因转移 好使用编码 2 条 TCR 链基因

的单病毒载体，尽可能防止插入突变和转导 T 细胞

仅表达引入的 1 条链。只引入 1 条 TCR 链会增加引

入链与相应内源性 TCR 链误配的风险。如果存在

TCR 其中 1 条链供应不足的情况，会削弱 TCR 异

源二聚体的聚合细胞表面表达。因此 近使用病毒

载体将 TCR-α 和 β 链基因与内部核糖体进入位点

（IRES）序列或猪捷申病毒（PTV）来源的 2A 多肽

序列相连接[17]。 
IRES 序列载体能形成在转导细胞内病毒启动

子控制下的单独 mRNA 分子的表达。由于 IRES 序

列的下游基因比上游基因表达水平低，因此转导效

率受到限制。2A 多肽连接子也形成单独的 mRNA
分子，但在翻译过程中由于核糖体跳跃形成了 2 个

单独蛋白[17]。临床和临床前大部分研究使用 2A 序

列连接 TCR-α 和 β 链，提高 2 种基因的等量表达，

此方法比 IRES 载体表达量高。有研究显示，转导

了连接有 2A 序列的 TCR 基因的 T 细胞具有细胞表

面 TCR 的高水平表达，检测 IFN-γ分泌水平，发现

此种 T 细胞比携带相同 TCR 序列的 IRES 载体转导

T 细胞具有更高的抗原特异性[18]。 
1.3  引入性 TCR 和内源性 TCR 之间的竞争 

有效的细胞表面 TCR 表达需要稳定的

TCR-CD3 复合体构建[12]。没有 CD3 的情况下，TCR
不能聚合而被降解。因此向 T 细胞内引入外源性

TCR 时，CD3 分子的存在是主要限速步骤。竞争可

以降低引入性 TCR 的细胞表面表达并修复转导细

胞的抗原识别活性。 近研究表明，带有编码 TCR-α
和 β链基因载体的 CD8+ T 细胞与另一个编码 CD3 
γ，δ，ε，ζ基因的载体进行双重转导，可以提高 CD8+ 
T 细胞活性。这有可能是增强转导 T 细胞表达低亲

和性 TCR 功能活性的机制。 
引入性TCR的表达水平通常比内源性TCR低，

如前讨论，内源性 TCR 可以削弱转导 T 细胞对低

浓度 TCR 识别抗原的反应活性。这一结果验证了引

进 TCR 与内源性 TCR 竞争有限的 CD3 分子。

Heemskerk 等[19]的研究结果表明，引入性 TCR 的表

达水平通过向不同的抗原特异性 T 细胞克隆中引入

相同 TCR 而被内源性 TCR 的“强度”影响。 
2  提高 TCR-α和 β链的特异性配对 

由于 TCR 只作为 α/β异源二聚体在细胞表面表

达，有研究表明单独 α或 β链向原始 T 细胞内的转

导可导致外源性 TCR 链和相应内源性 TCR 链混合

二聚体的形成。这一点已被引入 α或 β链的细胞表

面表达增加所证明[5,19-21]。 
混合 αβ TCR 二聚体的形成主要有 2 个缺陷。

首先，引入 αβ TCR 链的误配导致需要的 TCR 细胞

表面特异性配对减少，这对合成 TCR 的亲和性有不

利影响。其次，混合二聚体的形成可能导致安全问
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题，这对临床应用更为重要。虽然并未在临床上观

察到脱靶自身免疫病理学问题[9]，但现已证实 TCR
转导 T 细胞表达新的混合 TCR 二聚体是自体反应

的，在体外具有同种异体反应性[22]。 
2.1  TCR 链的半胱氨酸修饰通过产生分子间二硫

键提高特异性配对 
TCR 恒定域中外源性二硫键的加入可减小 TCR

误配，也因此增加了受体T细胞的功能亲和力[21, 23-24]。

Thomas 等[25]的研究表明，鼠杂交结合和恒定域中

半胱氨酸键的加入提高了它们在 TCR 细胞表达上

的效用，因此与单独成分相比 T 细胞功能活性增加。

然而应强调 TCR 恒定域的鼠杂交和半胱氨酸修饰

都不能完全消除修饰 TCR 链的与内源性人类 TCR
链的误配。研究表明 TCR 误配水平也能被内源性

TCR 链的不同区域所影响[13]。 
2.2  对 TCR 恒定链的二级结构修饰可提高特异性

配对 
Voss 等提出的防止 TCR 误配的方法是在

TCR-α和TCR-β恒定域界面中插入一对特异性相互

作用氨基酸。这2个氨基酸的插入突变将“knob-into- 
hole”结构变为“hole-into-knob”结构，从而提高

了转导突变 TCR 的优先配对。此方法在人和鼠 TCR
基因转移系统中均有效。 
2.3  嵌合体抗原受体作为常规 αβ TCR 的替代物 

另一种减小 TCR 误配的方法是发展嵌合体抗

原受体（CAR），CAR 由单链 Fv 融合 CD3 信号单

元，而其功能活性依赖于信号单元的敏感性，信号

单元由共刺激分子和（或）细胞因子组成。早期对

表达 CAR 的 T 细胞的研究表明它们对多肽的敏感

性不如表达 αβ TCR 异源二聚体的 T 细胞[26]。 
修饰过的 TCR 在具有免疫活性的宿主体内具

有免疫原性，导致转导 T 细胞的持久性降低甚至消

失。 近在过继 T 细胞转移之前使用淋巴删除法能

够允许 T 细胞移植物植入，但如何减小修饰后 TCR
可能存在的免疫原性仍是当前需要考虑的问题。 
2.4  TCR-αβ链引入相应的效应细胞 

减小 TCR 误配的一种新方法是将 TCR-αβ基因

转导入 γδ T 细胞。利用此系统，T 细胞必须由与

CD8 或 CD4 共受体独立的 TCR 转导，或者 TCR 和

共受体必须共转移。这些转导了 TCR 的 γδ T 细胞

在体外表现出多肽特异性溶胞作用和细胞因子释

放，在体内表现出多肽特异性、持久性增殖以及召

回反应[27-28]。 

3  提高 TCR 的亲和性 
目前 TCR 基因治疗过程中的主要挑战之一在

于如何制备具有较高功能活性的 T 细胞。目前制备

得到高亲和性 TCR 主要有 2 种方法，其一是研究一

种提供高亲和性 T 细胞作为高亲和 TCR 的供给资

源，其二为将 TCR 自身大量复制以提高其亲和性。 
3.1  异体限制法从高亲和 CTL 克隆中选择 TCR 

很多方法已经用于制造和分离高亲和性 T 细

胞，并从其中克隆 TCR，从而进行 TCR 转移。有

研究者[25]用异体限制 CTL 制造高亲和性 T 细胞，

此方法能耐受旁路 T 细胞。转导了从异体限制 CTL
中分离出的 TCR 的 T 细胞表现出体外和体内多肽

选择性[29]。另一种制备高亲和TCR的方法是使HLA
转基因鼠对人类多肽免疫。这样制备出的鼠 T 细胞

能够识别人类 HLA 中出现的多肽。这些细胞来源

的 TCR 可以被分离出来，转导入人 T 细胞。这种

方法也被其他学者应用于分离能够识别人类和鼠类

双微蛋白-2（MDM2）和 p53 的 TCR[30]。 
3.2  亲和力成熟的 TCR 

以上方法从高亲和 T 细胞中选择和分离 TCR，
另一种方法是使用体外系统直接导致 TCR 突变，提

高它的亲和性。通常在限定了的联合多肽或 MHC
识别的 TCR 域里用 PCR 诱变引入随机突变来建立

TCR 变量的 DNA 文库。这些文库在真菌、细菌或

T 细胞中被表达，从而提高与多肽-MHC 复合体的

亲和力。选择克隆来源的 TCR 可以被测序和转导入

T 细胞中进行进一步分析，很多研究者已对 TCR 的

CDR1、CDR2 和 CDR3 区域参与结合动力学和多肽

特异性做出深入研究。在简化模型中，CDR1 和

CDR2 与 MHC 单环结合，CDR3 与多肽结合。在 3
个 CDR 都带有突变亲和力的成熟 TCR 仍然保留了

多肽特异性，这说明除了氨基酸序列之外，静电力

和 TCR 构象在确定多肽特异性时也起重要作用[31]。 
应用亲和力–成熟作用技术，可以制备出在生

理学水平上具有亲和力，并且比双亲野生型 TCR 有

更强能力的 TCR[32-33]。Varela-Rohena 等[34]使用噬菌

体展示来产生亲和力成熟的 TCR，它对 HLA-1 组

人免疫缺陷病毒（HIV）具有特异性，并衍生出 SL9
多肽。成熟 TCR 向 CD8 T 细胞转导之后，保留抗

原特异性，TCR 转导的 T 细胞制造了更多种类的细

胞因子和更多数量的 IL-2，作为对 HIV 感染细胞的

反应。相对于从野生型分离出 TCR 的 CTL 细胞

系，有报道指出，高亲和性 TCR 转导的 CD8 T 细
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胞表现出多肽某些特异性的缺失，由于 TCR 的亲

和力提高，它能够识别的刺激性多肽的数量也提高

了[35]。因此这些 T 细胞会显示出与自我-多肽- MHC
复合体的交叉反应。值得注意的是，高亲和性 TCR
转导的 CD4 T 细胞继续显示出多肽特异性，TCR 亲

和性的提高伴随着的多肽识别和 T 细胞亲和性的提

高[36]。这一技术经证实在基因上修饰 CD4 T 细胞，

从而达到 T 细胞对癌症的过继免疫治疗。 
3.3  TCR 去糖基化 

近公开的一种提高TCR亲和性的方法证实T
细胞表面蛋白糖基化的提高与活化起始的提高有

关，反之亦然。Kuball 等[37]提出，TCR-α和 β链的

恒定域 N-糖基化位点的删除可以提高转导了这些

修饰 TCR 的 T 细胞的功能亲和性。这一影响已在

人和鼠对不同肿瘤抗原有特异性的 TCR 中被证实，

因此认为该技术有朝一日可以应用于翻译任何

TCR。由于上述 TCR 的能力，应该检测识别自身蛋

白的亲和力起始水平，并且在临床应用之前，亲和

力增加的 TCR 需经过体内和体外筛选，因此这种检

测也有其必要性。 
4  结语 

过继 T 细胞疗法作为一种特异性、无毒性治疗

癌症的方法是很有发展前景的，虽然目前仅对有限

情况有效，但基因修饰 T 细胞能提高它们的靶向性、

持久性、抗肿瘤活性，以及安全性和有效性。本文

综述的 TCR 基因转移和 T 细胞修饰是基础 T 细胞

免疫治疗的重要领域，有助于今后对 TCR 配对和聚

合的重要步骤、抗原识别、T 细胞信号传导和自我

反应 T 细胞功能等方面进行更深入的研究。 
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