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靶向肿瘤驱动抗原的 T 细胞受体工程化 T 细胞治疗策略
罗凌杰，汤宇翔，张周朝阳，梁文华，谭润琳，钱威瑾，王锋 *

（上海交通大学医学院 上海市免疫学研究所，上海 200025）

[ 摘要 ] 肿瘤临床治疗手段日新月异，除临床手术、放射治疗、化学药物治疗和靶向药物治疗外，近年来肿瘤免疫疗法也显示出强大

的抗肿瘤疗效，成为肿瘤临床研究的热点之一。基于最近对肿瘤突变抗原的深入研究，一些关键性肿瘤驱动突变抗原以及靶向这些抗

原的 T 细胞得以发现。同时，这些肿瘤驱动突变抗原特异性 T 细胞高效诱导了抗肿瘤应答，提示了以 T 细胞 - 肿瘤驱动突变抗原识别

为基础的 T 细胞受体工程化 T 细胞（T cell receptor-engineered T cells, TCR-T）肿瘤免疫疗法在肿瘤免疫治疗中的巨大潜力。对近

年肿瘤驱动突变抗原与 TCR-T 肿瘤治疗的研究进展和方法进行综述，以期为 TCR-T 肿瘤免疫治疗的临床研究提供理论基础。
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T Cell Receptor-Engineered T Cells Therapy: 
Strategy for Targeting Tumor Driver Antigen 
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[Abstract] The clinical treatments of tumors have been changing in decades. In addition to such traditional approaches as clinical surgery, 
radiotherapy, chemotherapy and targeting therapy, tumor immunotherapy has also shown strong anti-tumor efficacy, and has become one 
of the hot spots in anticancer clinical research. Based on the recent exploration on cancer antigens, several crucial driver mutations and 
their targeting T cells were identified. Moreover, the driver mutation antigen-specific T cells effectively induced an anti-tumor response, 
revealing the potential of anti-tumor clinical strategy via T cell receptor-engineered T cell (TCR-T) immunotherapy, which based on the T cell 
recognition of tumor driver antigens. This paper summarizes the recent progress of tumor driver mutation antigens and the strategy of TCR-T 
immunotherapy targeting these antigens, so as to provide a theoretical basis for further clinical research on TCR-T tumor immunotherapy.
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近年来，以程序性死亡受体 1（programmed 
death-1，PD-1）等免疫检查点阻断抗体和嵌合抗

原 受 体 T 细 胞（chimeric antigen receptor T cells，
CAR-T）免疫疗法为代表的肿瘤免疫疗法已在临

床上取得了重要进展 [1-2]。免疫检查点阻断抗体疗

法以 T 细胞的免疫检查点 PD-1/ 程序性死亡配体 1
（programmed death-ligand 1，PD-L1） 及 细 胞 毒

性 T 淋巴细胞相关蛋白 4（cytotoxic T lymphocyte 
associate protein 4，CTLA-4）为靶点，诱导 T 细胞

增强抗肿瘤免疫应答 [3]。免疫检查点阻断抗体疗法
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常伴随有自身免疫性疾病的发生，成为临床治疗中

的一个难点，而以基因工程技术为基础的 T 细胞治

疗可使这一副作用发生率大大降低。在 CAR-T 疗

法中，通过基因工程技术，将 1 个 T 细胞激活域

[ 通常包括分化簇 -3（cluster of differentiation-3，
CD3）复合物的 ζ 链 ] 和细胞外免疫球蛋白衍生

的重链和轻链组合形成嵌合抗原受体（chimeric 
antigen receptor，CAR），并通过将其移植于 T 细

胞使 T 细胞获得不受主要组织相容性复合物（major 
histocompatibility complex，MHC）限制的抗原识

别能力，并通过这一识别，活化 T 细胞，从而发

挥其抗肿瘤的功能。但由于第 1 代 CAR-T 活化能

力受限，无法长时间发生 T 细胞反应，所以在第 1
代 CAR-T 的基础上，通过添加共刺激分子胞内域

及细胞因子信号域，发展出了拥有 1 个共刺激分子

的第 2 代 CAR-T、拥有 2 个甚至更多共刺激分子的
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第 3 代 CAR-T 及具有细胞因子或趋化因子受体的第

4 代 CAR-T，大大增强了 T 细胞的活化和存活 [4]。

CAR-T 识别抗原不受 MHC 的限制，并只能识别细

胞表面抗原，且需要多个靶点的识别才能发挥其抗

肿瘤功能，这可能是细胞因子释放综合征这一较为

严重的副作用的由来。目前，CAR-T 疗法在血液肿

瘤的治疗中表现出了巨大的优势，但在实体瘤的治

疗中效果尚不明确。同时，免疫检查点阻断抗体疗

法在实体瘤中的有效率也亟需进一步提升。而 T 细

胞受体工程化 T 细胞（T cell receptor-engineered T 
cells，TCR-T）免疫疗法识别的是多肽-MHC 复合体，

可精确定位并杀伤呈递这些多肽的细胞，且可靶向

所有被 MHC 呈递的抗原，而不限于细胞表面抗原，

尤其是胞内抗原，如肿瘤突变抗原和来源于致癌病

毒的抗原。此外，由于 TCR-T 可识别多肽-MHC 复

合体，相较于 CAR-T 疗法，在回输入患者体内时，

不会被循环中的抗原阻断，大大提高了 TCR-T 实

体肿瘤归巢的可能。这些特点均可提升 TCR-T 的

抗实体肿瘤功能。本文重点介绍以肿瘤驱动突变、

T 细胞受体与抗肿瘤免疫应答为基础的 TCR-T 研

究进展，同时介绍驱动突变抗原 -TCR 验证筛选系

统，为更深入的实体瘤 TCR-T 临床治疗研究提供新

思路。

1  肿瘤驱动突变生物学特征

肿瘤细胞基因组中存在多种突变，只有少数能

诱导肿瘤发生、发展的突变被定义为驱动突变，这

些驱动突变是肿瘤细胞的特征性标志之一，确定肿

瘤细胞的驱动突变是肿瘤治疗的关键环节。肿瘤细

胞的驱动突变可发生在原癌基因及抑癌基因中。在

原癌基因中发生的驱动突变进一步增强了原癌基因

的功能，促进了肿瘤细胞增殖，而驱动突变在抑癌

基因中解除了其对肿瘤细胞生长调控的抑制作用，

诱导肿瘤发生、发展。在原癌基因 BRAF 中最常发

生的 V600E 突变是包括甲状腺癌、黑色素瘤、结肠

癌等多种恶性肿瘤发生的重要诱因 [5]。错义突变导

致的抑癌基因 TP53 功能失活也是诱导肿瘤发生的

主要因素 [6]。此外，对转化生长因子-β（transforming 
growth factor-β，TGF-β）的研究证实，在肿瘤发生、

发展的早期，其信号失活的突变诱导了早期肿瘤的

发生，而在肿瘤发生的后期，增强 TGF-β 信号的突

变驱动了肿瘤的进展 [7-8]。因此，特定的突变可能只

在肿瘤发生、发展的某些阶段起驱动作用，而同一

基因向不同方向的突变均可能驱动了肿瘤的形成。

通过对癌症相关突变基因的研究发现，约有

90% 的癌基因突变发生于体细胞中，此外有 20% 的

癌基因突变发生于生殖细胞中，而 10% 的癌基因突

变可同时在体细胞和生殖细胞中发生 [9]。这些存在

于生殖细胞中的癌基因突变表明，驱动突变可遗传

给子代，生殖细胞发育来的机体在生命早期携带有

驱动突变，但绝大部分肿瘤并没有发生在生命早期，

即在细胞癌变前数十年这些细胞既已携带有驱动突

变，但并没有发生癌变。对多种癌组织样本的基因

组数据研究表明，大多数样本携带不止 1 个突变，

其中有一些突变在不同的癌组织样本中高频出现，

且在其所研究的 30 种肿瘤中有 25 种肿瘤存在与年

龄因素相关的标志性基因突变 [10]。因此，肿瘤细胞

可能并不是由单一驱动突变诱导，需要多种驱动突

变同时存在以诱导肿瘤的发生、发展，而这些驱动

突变随时间的推移在细胞内逐渐累积，最终导致肿

瘤的发生。通过对肿瘤全基因组和肿瘤基因组图谱

的分析发现，绝大部分肿瘤发展需要平均 4 ~ 5 个驱

动突变，但在约 5% 的病例中未检测到已知的驱动

突变，这意味着可能还有更多潜在的驱动突变有待

发现；在肢端黑色素瘤中，染色体突变性断裂重组

先于大多数体细胞点突变，并同时影响多个肿瘤相

关基因，这表明肿瘤的形成很可能是多个驱动突变

协同作用的结果，单一的驱动突变可能不足以诱导

肿瘤生成，通过对肿瘤细胞基因组更为深入的探索，

可能发现不同驱动突变在肿瘤发生、发展中的协同

特性 [11]。

2  T 细胞受体肿瘤新抗原的识别对抗肿瘤免疫
    的作用

在抗肿瘤免疫反应中，T 细胞是主要的效应

细胞，具有特异性识别肿瘤抗原的能力。T 祖细胞

（pro-T）从胚肝或骨髓中迁出，并在胸腺微环境

中通过 T 细胞受体（T cell receptor，TCR）识别抗
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原信号进行胸腺选择，发育为成熟 T 细胞后随血液

循环最终定居于外周淋巴系统或组织器官中。经过

胸腺选择后，TCR 即获得了对 MHC 分子呈递的外

源或突变抗原识别的能力，又可以排除对自身抗原

的识别，从而获得免疫耐受能力。由此形成的每一

T 细胞克隆均携带有独特的 TCR 序列，可特异性

地识别相应的抗原多肽，数量众多的 T 细胞表达不

同的 TCR，从而形成具有丰富多样性的 TCR 组库。

TCR 组库的多样性是其抗原特异免疫应答的分子

基础，决定了 T 细胞抗肿瘤免疫应答效应。

2.1  T 细胞与 T 细胞受体信号 

TCR 是由多个跨膜蛋白组成的蛋白质复合体，

其包含了由 TCRα 与 TCRβ 链或 TCRγ 与 TCRδ 链

组成的二聚体以及由 4 种 CD3 蛋白组成的 3 个二聚

体 ( 分别为 CD3εδ，CD3εγ 和 CD3ζζ)。外周血中具

有 TCRα 链及 TCRβ 链组成的 T 细胞（后文简称：

TCRαβ 二聚体或 αβ T 细胞）占总 T 细胞的 90% 以

上，而具有 TCRγ 链及 TCRδ 链 TCR 组成的 T 细胞

（后文简称：TCRγδ 二聚体或 γδ T 细胞）仅占不到

10%[12]。与 γδ T 细胞不同的是，αβ T 细胞与抗原的

识别受 MHC 的限制，在适应性免疫应答中发挥重

要作用。αβ T 细胞的 TCR 二聚体主要以胞外区为主，

负责识别其他细胞表面的肽段 - 主要组织相容性

复 合 体（peptide-major histocompatibility complex，
pMHC）。因此，TCRαβ-CD3 复合体可通过 TCR
胞外区与抗原-MHC 结合，又可通过 CD3 二聚体将

信号传递到细胞内。

TCRα 链 和 TCRγ 链 由 多 个 不 同 的 可 变 区

（variable region，V）、铰链区（joining region，J）
和恒定区（constant region，C）片段组成，TCRβ
链和 TCRδ 链则由不同的 V 区、多变区（diversity 
region，D）、J 区和 C 区片段组成，且每个片段中

都有多个不同的基因片段，这些不同的基因片段在

重排的过程中随机组合，这是 TCR 多样性产生的主

要机制。TCR 与抗原的选择性结合有赖于 TCR 高特

异性的 V 区，V 区有 3 个超变区，亦称为互补决定

区（complementarity determining region，CDR），

其中 CDR3 的变异决定了 TCR 的抗原特异性，结合

TCR 的 V（D）J 基因的重排，使得个体产生庞大

的 TCR 组库。在 TCRαβ 二聚体对抗原 -MHC 复合

体的识别中，CDR1 和 CDR2 识别 MHC 分子抗原

结合槽中由 α 螺旋组成的侧壁，CDR3 则直接识别

MHC 所呈递的抗原。

当细胞外的 TCRαβ-CD3 复合物结合到能与之

相互匹配的 pMHC，通过胞内的 CD3 复合物形成抗

原特异性信号即第一信号传入，在蛋白酪氨酸激酶

（protein tyrosine kinase，PTK）的作用下，TCR 自

身的酪氨酸磷酸化，由此激活下游信号通路。激活

的抗原信号再整合共刺激／共抑制受体产生的第二

信号以及细胞因子信号，决定 T 淋巴细胞的抗原特

异性免疫反应或免疫耐受 [13]。 
2.2  T 细胞抗肿瘤免疫应答

在 T 细胞的抗肿瘤免疫应答中，CD4+T 细胞

通过 CD40L 与树突状细胞（dendritic cell，DC）的

表面蛋白 CD40 相结合，诱导 DC 产生如白介素-12
（interleukin-12，IL-12）和白介素-15（interleukin-15，
IL-15）的细胞因子，作用于细胞毒性 CD8+T 细胞，

增强其杀细胞功能，直接杀伤肿瘤细胞。T 细胞抗

肿瘤免疫治疗的关键是靶向抗原肽，抗原肽则是由

癌细胞上 MHC 分子进行呈递。在肿瘤的发生、发

展中，肿瘤细胞由突变诱导生成许多抗原肽，在其

释放后被 DC 捕获；DC 对这些捕获的抗原进行加工

处理，并经 MHC 分子将抗原呈递给 T 细胞，通过

这些肿瘤来源的抗原活化 T 细胞；其中活化后形成

的效应性 CD8+T 细胞经循环进入肿瘤组织，通过对

MHC-I 类分子呈递的同源抗原的识别，杀伤表达这

些同源抗原的肿瘤细胞；被杀伤的肿瘤细胞释放更

多的肿瘤抗原，以增强这一 T 细胞抗肿瘤反应 [14]。

针对多肽与不同的人类白细胞抗原（human 
leukocyte antigen，HLA）亚型结合效率及结合位点

的差异，TCR 对抗原多肽的识别可产生不同的应答

效果。只有当 HLA 亚型有效结合多肽，且被相匹配

的 TCR 识别后，T 淋巴细胞才能被激活，从而开启

对肿瘤细胞的杀伤。有研究显示，当多肽-MHC 与

TCR 的亲和力较低时，PD-1 表达减少，分泌 γ 干扰

素（interferon-γ，IFN-γ）以及肿瘤坏死因子（tumor 
necrosis factor，TNF）-α 的 CD8+T 细 胞 增 加， 从

而影响 CD8+T 细胞对肿瘤的杀伤功能 [15]；另外，
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MHC 与 TCR 的持续结合使得 CD8+T 细胞的共刺激

以及共抑制受体在经历短暂的初始上调后，其表达

水平便开始下降，从而影响了 CD8+T 的潜在功能 [16]，

这表明MHC的功能不仅仅只是向T细胞呈递抗原，

其与 TCR 的结合更参与了对 CD8+T 细胞功能的调

节。然而，肿瘤细胞可通过多种机制改变多肽-MHC
复合体的表达，以规避 MHC 与 T 细胞的结合，逃

避 T 细胞介导的杀伤。抗原多肽在肿瘤细胞内通

过抗原加工相关转运体，进而被运输到内质网，

MHC-I 类分子可选择性结合不同序列的多肽，形成

多肽-MHC 复合体。在肿瘤组织中抗原加工和呈递

机制相关基因和蛋白异常较为常见，可导致一些肿

瘤相关抗原不能被运输到内质网内并被 MHC-I 类
分子结合，这大大减少了肿瘤抗原-MHC 复合体在

肿瘤细胞表面的表达 [17]。此外，对乳腺癌及非小细

胞肺癌的研究表明，肿瘤细胞可下调甚至完全丧失

MHC-I 类分子的表达，使其逃避了肿瘤抗原特异性

CD8+T 细胞的识别和杀伤 [17-18]。

3  T 细胞靶向肿瘤突变抗原

基于二代测序技术的全外显子测序和大 panel
测序可获知肿瘤样本中每百万编码 DNA 中体

细胞基因突变的总数，即肿瘤突变负荷（tumor 
mutation burden，TMB），它包括同义突变和非

同义突变 [19]。较高的 TMB 值提示肿瘤细胞产生较

多肿瘤抗原的可能及更多的能被 T 细胞识别的肿

瘤抗原。通过对来源于不同肿瘤类型的多个肿瘤

组织样本的分析发现，在突变频率最为显著的黑

色素瘤中，每百万编码 DNA 中有超过 10 个非同

义突变，等同于肿瘤细胞基因编码区内有 150 个

非同义突变 [20]。MC38 肿瘤模型的研究表明，只

有 10% 的非同义突变产生的多肽可与 MHC-I 类分

子高亲和力结合，而这 10% 中也只有很少的一部

分能诱导免疫应答 [21]。目前，所检测的绝大部分

肿瘤的 TMB 小于 10 [20]。因此，肿瘤细胞产生的

能诱导免疫应答的肿瘤抗原极少。

在早期 T 细胞抗肿瘤研究中，对于目标抗

原的选择集中在一些肿瘤中高频出现的肿瘤抗原

中。在难治性转移性乳腺癌的治疗中，通过对靶向

SLC3A2，KIAA0368，CADPS2 和 CTSB 的突变蛋

白肿瘤浸润 T 细胞的研究发现，这些 T 细胞可以对

突变产生反应并有效杀伤肿瘤，且大部分情况下这

些 T 细胞可以在外周血中持续较长时间 [22]。

4  T 细胞靶向致癌病毒抗原

爱泼斯坦-巴尔病毒（Epstein-Barr virus，EBV）、

高危的人乳头瘤病毒（human papilloma virus，HPV）

亚型、默克尔细胞多瘤病毒（Merkel cell polyomavirus，
MCPyV）、 乙 型 肝 炎 病 毒（hepatitis B virus，
HBV）、丙型肝炎病毒（hepatitis C virus，HCV）、

卡 波 西 肉 瘤 相 关 疱 疹 病 毒（Kaposi,s sarcoma-
associated herpesvirus，KSHV）及人类 T 淋巴细胞

白血病病毒 1 型（human T-lymphotropic virus type-1，
HTLV-1）的感染是部分肿瘤患者的主要致病因素，

这些病毒被认为是致癌病毒。其中，HPV 癌基因

蛋白 E6 和 E7 特异性地表达于宫颈癌细胞 [23]；其

通过 p53 和 pRb 的降解，E6 和 E7 与 p53 和 pRb
结合的减弱及端粒酶活性的上调，进而诱导角

质形成细胞的癌变，从而导致 HPV 相关恶性

肿 瘤 的 发 生 [24-27]。EBV 核 抗 原 1（Epstein-Barr 
nuclear antigen 1，EBNA1）及潜伏膜蛋白（latent 
membrane protein，LMP）1 和 LMP2 被 认 为 是

导致 B 细胞恶性肿瘤发生的关键致癌因素 [28]。

MCPyV 阳性的默克尔细胞癌中，肿瘤细胞常表达

大 T 抗原突变体 [29-30]。研究表明，MCPyV 大 T 抗

原的这一突变体和 MCPyV 的小 T 抗原蛋白均显示

了强大的致癌能力 [31-32]；它们是 MCPyV 阳性的默

克尔细胞癌肿瘤细胞存活的必要前提，大 T 抗原

突变体和小 T 抗原的敲除可诱导 MCPyV 阳性的默

克尔肿瘤细胞的死亡 [33-34]。在肝癌的发生、发展中，

鉴于 HBV 和 HCV 感染导致的肝脏慢性炎症，其

编码的蛋白可能不是通过直接诱导而是间接调控的

方式介导了肿瘤的发生 [35]。这些证据表明，致癌

病毒抗原是导致肿瘤发生的主要因素，同时这些抗

原只存在于肿瘤组织中，不存在于正常细胞，并且

由于病毒基因组编码蛋白序列与人类蛋白序列相似

度极低，受淋巴细胞的中枢耐受影响较小，因此致

癌病毒抗原具有很强的免疫抗原性，是 TCR-T 疗
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法的理想靶点。

5  T 细胞靶向肿瘤驱动突变抗原

驱动突变是肿瘤发生、发展的决定性突变，在

肿瘤细胞中驱动突变诱导细胞产生带有特异性突变

的氨基酸序列，这些突变所致抗原通常是肿瘤所特

有的，只表达于肿瘤组织，因此这些氨基酸序列构

成的多肽对于免疫系统是完全陌生的，且不在胸腺

表达，不会在胸腺 T 细胞阴性选择过程中被清除。

这保证了免疫系统对其具有应答能力，且不会诱导

T 细胞在中枢免疫过程中对其产生耐受，因此可以

产生更为有效的抗肿瘤 T 细胞免疫应答。此外，由

于驱动突变抗原的肿瘤限制性表达，由其引起的免

疫应答作用于肿瘤组织，不影响正常的自身组织，

可大大降低由其引起自身免疫反应的危险性 [36]。

在黑色素瘤的过继 T 细胞治疗中，肿瘤细胞通

过减少抗原表达或等位基因突变，导致原 T 细胞识

别的肿瘤抗原在细胞中选择性地丢失，表明 T 细胞

在肿瘤的发生、发展中对肿瘤抗原的产生和编辑施

加了选择压力 [37]。这一选择压力在肿瘤细胞的进一

步变异中干预了肿瘤抗原的突变，使其逃避了 T 细

胞的杀伤。在 TCR 肿瘤抗原识别中，以乘客突变

（passenger mutation）所致肿瘤抗原为靶标时，随着

其突变的持续发生可造成 T 细胞识别的脱靶。鉴于

驱动突变是成为肿瘤的决定性因素，因此以驱动突变

抗原为靶标时，TCR 识别脱靶的概率远低于乘客突

变，这也使得驱动突变成为较为稳定的 T 细胞识别

靶标，有效降低了肿瘤治疗中免疫逃逸的概率。

肿瘤细胞突变所产生的多肽在胞内被蛋白酶体

处理后可与 MHC 结合，这些突变所产生的多肽均

可呈递给 T 细胞。在肿瘤细胞中，乘客突变等非决

定性的突变所产生的多肽占肿瘤细胞表面 MHC 呈

递抗原的绝大多数，虽然驱动突变多肽占比较少，

但一旦其与 MHC 结合表达于细胞表面，即可被 T
细胞识别，这是由 TCR 的特异性决定的。通过对

P53 的驱动突变来源表位的研究发现，特异性识别

该表位的 TCR 足以介导对表达该驱动突变抗原的

肿瘤细胞的杀伤 [38]。而在携带有 KRAS G12D 突变

的结直肠癌肺转移的患者中，通过从肺转移灶中分

离出针对 KRAS G12D 突变的肿瘤浸润 T 细胞，并

在体外扩增回输入患者体内后，可引起 10 个肺转

移灶中的 9 个病灶的消退 [39]。这些都表明，P53 和

KRAS 的驱动突变产生的肿瘤抗原可作为肿瘤治疗

的有效作用靶点。

6  驱动突变抗原特异性 T 细胞受体工程化 T 细
    胞的肿瘤临床研究进展  

目前，基于 T 细胞的免疫疗法已成功用于临床

治疗人类实体瘤，TCR-T疗法正处于蓬勃发展中 [40-45]。

2006 年，Science 报道了一项通过逆转录病毒表达

编码 T 细胞识别黑色素瘤抗原 1（melanoma antigen 
recognized by T cells 1，MART-1）的特异性 TCR，使

来自外周血的自体 T 细胞获得了识别肿瘤的能力，

进而让转移性黑色素瘤病变成功消退的临床研究 [46]。

然而，少数靶向肿瘤相关抗原的 TCR-T 治疗可引发

严重甚至致死性的并发症，如结直肠癌 TCR-T 靶

向癌胚抗原（carcinoma embryonic antigen，CEA）

的临床治疗研究中并发了严重的炎性肠病而终止了

研究 [47]。靶向 MART-1，糖蛋白 100（glycoprotein 
100，gp100）和黑色素瘤相关抗原 A3（melanoma-
associated antigen-A3，MAGE-A3） 的 黑 色 素 瘤

TCR-T 治疗引起了正常组织的严重破坏 [48] 和严重

的神经毒性反应致受试者死亡 [49]，以及心源性休克

死亡的发生 [50]。TCR-T 疗法需要肿瘤特异性更强的

抗原靶标，而针对驱动突变的 TCR-T 疗法由于驱

动突变抗原的肿瘤专一表达，其可以有效降低肿瘤

免疫治疗过程中的脱靶及细胞因子释放综合征和神

经毒性的发生 [51]。KRAS 驱动突变是肿瘤的常见诱

因，25% 的非小细胞肺癌患者中发现存在 KRAS 第

12 和第 13 号密码子上的基因突变，而这些突变在

结直肠癌患者中的发生率可达 39%，在胰腺癌患者

中的发生率更是高达 95%[52]。Tran 等 [39] 的发现表明

KRAS 驱动突变肿瘤新抗原可以在临床上有效诱导出

T 细胞免疫应答；而通过从肿瘤患者体内分离出的

HLA 亚型有效结合的肿瘤致癌突变抗原特异性 T 细

胞，已筛选出多个识别 KRAS 驱动突变蛋白的特异

性 TCR 序列。表 1 为截至 2021 年 5 月 4 日“https://
clinicaltrials.gov”网站上已申报的关于驱动突变抗原
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及致癌病毒抗原肿瘤 TCR-T 疗法临床试验项目汇总，

可见以特异性 TCR 为基础针对相应的肿瘤抗原开发

TCR-T 疗法在临床前和临床研究中显示出巨大的潜

力。 

表 1  驱动突变抗原及致癌病毒抗原肿瘤 T 细胞受体工程化 T 细胞疗法临床试验项目列表 

Table 1  List of clinical trials of T cell receptor-engineered T cells therapy for driver mutation and oncogenic 

viral antigen related tumor  

靶标 目标疾病 目前试验状态 临床试验阶段 NCT 编码 国家

P53 转移性黑色素瘤 已完成 Ⅱ期 NCT00393029 美国

P53 黑色素瘤，肾癌 已终止 Ⅱ期 NCT00704938 美国

KRAS G12V 胰腺癌、胰腺肿瘤、胰腺导管腺癌 招募中 Ⅰ/Ⅱ期 NCT04146298 中国

KRAS G12V 胰腺癌，胃癌，胃肠道癌，结肠癌，直肠癌 已终止 Ⅰ/Ⅱ期 NCT03190941 美国

KRAS G12D 胃肠道癌，胰腺癌，胃癌，结肠癌，直肠癌 已终止 Ⅰ/Ⅱ期 NCT03745326 美国

E7 Ⅱ B- Ⅳ A 期宫颈癌 暂停中 Ⅰ期 NCT04476251 美国

E7 子宫颈上皮内瘤变 已终止 Ⅰ期 NCT04411134 美国

E7 HPV 感染，口咽肿瘤 暂停中 Ⅱ期 NCT04015336 美国

E7 可切除或不可切除的Ⅰ期 HPV 相关口咽癌 已终止 Ⅱ期 NCT04044950 美国

E7 HPV 感染，宫颈上皮内瘤变、原位癌，外阴肿瘤、外阴疾病 招募中 Ⅰ/Ⅱ期 NCT02858310 美国

E7 外阴鳞状上皮病变 已完成 Ⅱ期 NCT03937791 美国

E6 HPV-16 型感染，高度鳞状上皮病变 已完成 Ⅰ期 NCT03197025 美国

E6 阴道癌，宫颈癌，肛门癌，阴茎癌，口咽癌 已完成 Ⅰ/Ⅱ期 NCT02280811 美国

HBV 肝癌 招募中 Ⅰ期 NCT03899415 中国

HBV 复发性 HBV 相关性肝癌 进行中 Ⅰ期 NCT04677088 中国

HBV 肝癌 未知 Ⅰ期 NCT02686372 中国

HBV 复发性肝癌 未知 Ⅰ期 NCT02719782 中国

EBV 鼻咽癌 招募中 Ⅱ期 NCT03648697 中国

LMP2 复发性或转移性鼻咽癌 已完成 Ⅰ期 NCT03925896 中国

LMP2 转移性或难治性鼻咽癌 尚未招募 Ⅰ/Ⅱ期 NCT04509726 中国

MCPyV 默克尔细胞癌 招募中 Ⅰ/Ⅱ期 NCT03747484 美国

数据来源：https://clinicaltrials.gov，截止日期：2021 年 5 月 4 日；HPV： human papilloma virus（人乳头瘤病毒）；HBV：hepatitis B 
virus（乙型肝炎病毒）； EBV：Epstein-Barr virus（EB 病毒）；MCPyV：Merkel cell polyomavirus（默克尔细胞多瘤病毒）；LMP2：
latent membrane protein 2（潜伏膜蛋白 2）

7  驱动突变抗原-T 细胞受体筛选体系

7.1  基于活化 T 细胞核因子- 绿色荧光蛋白报告基因的

抗原-T 细胞受体筛选系统

利用 J76 细胞系无内源 TCR 表达的特征，

将候选功能性肿瘤抗原 TCR 重组并过表达于活

化 T 细胞核因子-绿色荧光蛋白（nuclear factor of 
activated T cells-green fluorescent protein，NFAT-
GFP）J76 细胞可以构建抗原-TCR 筛选系统（见图

1A）。将上述报告细胞系与肿瘤抗原和 DC 共孵育，

候选 TCR 若与对应抗原相互识别，则激活转录因

子 NFAT 使其开始转录，其后的 GFP 表达并产生

荧光信号，可通过流式细胞术定量检测 [53-54]。由此，

利用该系统，通过给予 DC 和不同肿瘤抗原孵育，

可以从 TCR 组库中的候选 TCR 出发，在体外高效

筛选可活化相应 TCR 克隆的肿瘤抗原。此方法相

较于体内筛选更为简便，用时较少，结果更为显著。

此功能报告基因系统也是其他高通量筛选方法的后

续常用验证环节。 

7.2  基于液滴微流控技术的功能性 T 细胞筛选系统 

传统的单细胞分析方法依赖于与单细胞聚合酶

链式反应（polymerase chain reaction，PCR）和高通量

测序结合的流式细胞荧光分选（fluorescence activating 
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cell sorter，FACS）技术，通常无法与实时的单细胞

功能监测相提并论，并且受限于取样的细胞数而降

低获得的 T 细胞的多样性。微流体领域的飞速发展

为单细胞生物学的高通量研究提供了新的工具。其

中，液滴微流控技术将单个细胞分离入极小体积的油

滴，对单个细胞水平上细胞间的相互作用实时监测，

并对其 TCR 序列进行下游识别，从而对 T 细胞进行

功能筛选（见图 1B）。这一液滴微流控平台包括针

对每个单独克隆 TCR 的跟踪系统以及用于回收目标

克隆以进行下游分析的分类程序。以识别 NY-ESO-1
抗原的 T 细胞为例，将 T 细胞与表达复杂 HLA/NY-
ESO-1 抗原肽的靶细胞一起封装为单个液滴，非特异

性 T 细胞（MART-1 T 细胞）不识别表达 NY-ESO-1
抗原的靶细胞，而特异性 T 细胞（NY-ESO-1 T 细胞）

在识别其相关抗原后被激活，从而触发增强绿色荧光

蛋白（enhanced green fluorescent protein，eGFP）的表

达，经过液滴捕获、孵育和成像，观察 eGFP 的表达

强弱，从而实现特异性 T 细胞的功能筛选 [55]。该技

术只需很少的细胞输入且整个样品被封装，从而大大

减少了操作中的细胞损失，适用于珍贵且细胞数目有

限的样品。此外，极小的液滴体积可有效提高灵敏度，

从而减少分析时间；同时，其可对液滴中的单个细胞

进行多参数检测和多功能筛选。

7.3  基于信号传导和抗原呈递双功能受体文库的抗原-T

细胞受体筛选系统 

T 细胞识别靶抗原后被激活，进而诱导表达了

可被检测到的基因，然而由于 MHC 分子缺乏信号结

构域，对相应抗原提呈细胞（antigen presenting cell，
APC）所提呈抗原的检测有一定挑战性。相关研究表

明，采用信号传导和抗原呈递双功能受体（signaling 
and antigen-presenting bifunctional receptor，SABR）文

库，可以高效识别与给定 TCR 相互作用的 APC 所呈

递的抗原表位，对 TCR 靶向抗原的发现十分有效 [56]

（见图 1C）。SABR 的细胞外结构域是共价连接的

抗原肽-β2 微球蛋白-MHC 三聚体，参与提呈抗原，

其与细胞内 CD3ζ 信号结构域和 CD28 共刺激结构域

融合，可在递呈靶向抗原与 TCR 结合时向 APC 转导

类似 TCR 的下游信号。在 APC 中导入 NFAT-GFP 报

告基因即可获得具有抗原呈递报告功能的细胞系。基

于 SABR 文库进行 TCR- 抗原筛选时，首先需生成

由免疫表位数据库的所有已知 HLA-A*0201 限制性

表位组成的目标表位列表，以编码抗原表位-SABR
文库（A2-SABR 文库），通过表位的蛋白质序列合

成 SABR 文库的全部寡核苷酸；然后用免连接法将

文库扩增并克隆至 SABR 载体质粒，通过慢病毒将

后者转导至具有 NFAT-GFP 报告基因的 JURKAT 细

胞的 APC 中，使其表达 SABR。将此 APC 与具有

可识别特定抗原 TCR 的 JURKAT 细胞共孵育，再利

用流式细胞术分选 GFP 阳性的 NFAT-GFP-JURKAT 
APC，并对所分选细胞的 SABR 抗原表位部分进行

扩增和测序，与 A2-SABR 文库比对筛选获得确切

抗原表位序列信息，由此成功进行特定 TCR 靶向抗

原的高通量筛选。 
7.4  基于 T-Scan 报告基因的高通量抗原-T 细胞受体

筛选系统  

T-Scan 采用基于细胞的联合筛选方法来高通量

鉴定 TCR 有效识别的抗原（见图 1D）。在 T-Scan
系统中，候选抗原文库通过慢病毒在靶细胞内表达，

靶细胞加工后荷载到 MHC 分子上，在细胞表面通

过 MHC 分子呈递出来。将这些带有抗原库的靶细

胞与 CD8+T 细胞共同培养，TCR 与抗原相互识别

后，CD8+T 细胞分泌细胞毒性颗粒至带有相应抗原

的靶细胞。颗粒酶 B（granzyme B，GzB）是一种

存在于细胞毒性颗粒中的丝氨酸蛋白酶。靶细胞与

CD8+T 细胞成功识别后，分泌的 GzB 通过剪切连

接红外荧光蛋白（infrared fluorescent protein，IFP）
2 个结构域间的 GzB 特异性剪切序列，激活靶细

胞中的 IFP，从而可以通过 FACS 分离出这些靶细

胞。最后，使用 PCR 和二代测序（next generation 
sequencing，NGS）技术来鉴定这些靶细胞表达的抗

原 [57]。T-Scan 不直接测量反应性 T 细胞，而是基于

GzB 检测 CD8+T 细胞对候选抗原库的聚焦作用，其

允许从候选抗原库中富集具有高灵敏性和特异性的

稀有同源靶细胞。T-Scan 可以从蛋白质组中识别病

毒和自身反应性 TCR 的已知肽表位，并继续利用该

方法生成高分辨率的 TCR 特异性图谱，识别多个孤

立 TCR 的对应表位。这种方法能够在高通量筛选中

获得高度复杂的候选抗原组。
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图 1  抗原-T 细胞受体筛选系统组图

Figure 1  Charts of antigen-T cell receptor screening system 

A：基于 NFAT-GFP 报告基因的抗原-TCR 筛选系统；TCR：T 细胞受体；NFAT：活化 T 细胞核因子；GFP：绿色荧光蛋白；IL-2：白
细胞介素-2；B：基于液滴微流控技术的功能性 T 细胞筛选系统；eGFP：增强绿色荧光蛋白；C：基于 SABR 文库的抗原-TCR 筛选系
统；JURKAT：悬浮细胞；SABR：信号转导和抗原呈递双功能受体；D：基于 T-Scan 的高通量抗原-TCR 筛选系统；MHC：主要组织
相容性复合体；T-Scan：T-扫描；GzB：颗粒酶 B；N-GFP：绿色荧光蛋白氨基端；C-GFP：绿色荧光蛋白羧基端；N-IFP：红外荧光
蛋白氨基端；C-IFP：红外荧光蛋白羧基端；E：基于细胞接触和表面修饰的抗原-TCR 筛选系统；APC：抗原呈递细胞；FT：岩藻糖
基转移酶；GDP-Fuc：鸟苷二磷酸岩藻糖；Fuc：岩藻糖；LacNAc：N-乙酰-D-乳糖胺
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7.5  基于细胞接触和表面修饰的抗原-T 细胞受体筛选

系统

以细胞-细胞间相互作用为基础，对 T 细胞进

行岩藻糖基-生物素化标记的抗原-TCR 筛选系统可

以检测并从旁观者 T 细胞中分离出针对肿瘤特异性

抗原的反应性 T 细胞（见图 1E）。岩藻糖基转移

酶（fucosyltransferases，FT）是一种能快速定量地

将与其天然供体底物鸟苷二磷酸岩藻糖（guanosine 
diphosphate-fucose，GDP-Fuc）结合的蛋白质转移

到含有 N-乙酰-D-乳糖胺（N-acetyl-D-lactosamine，
LacNAc）的 DC 或 T 细胞表面的糖基转移酶。DC
对肿瘤裂解物进行识别、加工和提呈表达肿瘤特

异性抗原-MHC 复合体；将人工合成的共轭化合物

GDP-Fuc-FT 与 DC 共孵育，FT 可作为自催化剂转

移至 DC 表面；再将此 DC 与 GDP-Fuc-生物素和 T
细胞共孵育，T 细胞识别 DC 表面的肿瘤特异性抗

原-MHC 复合体，其特异性 TCR 与 DC 形成细胞-

细胞间接触，DC 表面的 FT 催化 GDP-Fuc-生物素

向T细胞表面转移并形成LacNAc-Fuc-生物素标记，

通过亲和素荧光标记这一生物素化的 T 细胞后，可

通过荧光显微成像或流式检测特异性识别肿瘤特异

性抗原的T细胞 [58]。此法不依赖遗传操作，较为简便，

成本低，周期短，适用于原代细胞，通常适用于可

检测到 T 细胞浸润的小鼠肿瘤模型。而在人的 DC
表面导入 FT 也容易完成，可用于检测和分离患者的

肿瘤特异性抗原反应性 T 细胞，在临床中有很高的

应用潜力，有望推动个性化癌症治疗的进一步发展。

8  展望及总结

在 TCR-T 治疗中，肿瘤特异性抗原及相对应的

特异性 TCR 是肿瘤免疫应答的关键因素，更是免疫

应答效应的分子基础。绝大多数的 TCR-T 疗法的靶

标抗原特异性程度不足，使得治疗相关的副反应严

重阻碍了这一疗法的发展。在早期 T 细胞靶向肿瘤

突变抗原的研究中，所检测到的绝大部分肿瘤的突

变负荷值较低，肿瘤细胞产生的能诱导免疫应答的

肿瘤抗原极少；而致癌病毒抗原具有很强的免疫抗

原性，是 TCR-T 治疗的理想靶点；驱动突变抗原是

肿瘤细胞所特有的，并决定了肿瘤发生、发展的肿

瘤特异性抗原，这一特性使得肿瘤驱动突变抗原自

然而然成为 TCR-T 治疗的最优靶标，而这些驱动突

变抗原及相应的 TCR 还有待进一步发掘，如通过

对 TCGA 数据库的挖掘驱动突变基因，运用计算机

预测肿瘤驱动突变抗原，通过肿瘤浸润细胞的单细

胞 RNA 转录组和 TCR 联合测序获得潜在的功能性

TCR 信息，并通过 TCR-pMHC 晶体结构的解析等

手段对驱动突变抗原和功能性 TCR 进行优化，还可

以应用基于 NFAT-GFP 报告基因的抗原-TCR 筛选系

统、基于液滴微流控技术的功能性 T 细胞筛选系统

等，这将极大推进实体瘤 TCR-T 治疗的发展。目前，

TCR-T 疗法正处于蓬勃发展之中，在临床前和临床

研究中均展示出巨大的潜力。经过十几年的研究，

其对于转移性黑色素瘤的治疗已被广泛采纳并进行

了相关临床试验，而更多的针对实体瘤的 TCR-T 疗

法也在积极的开展中。
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