
中国肿瘤生物治疗杂志 http://www.biother.cn

Chin J Cancer Biother, Mar. 2023, Vol. 30, No.3

∙综 述∙DOI：：10.3872/j.issn.1007-385x.2023.03.010

CD4+CAR-T细胞亚群在肿瘤治疗中作用的研究进展
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[摘 要] 嵌合抗原受体T（CAR-T）细胞疗法是目前治疗癌症最有效的一种免疫治疗方法，但CAR-T细胞功能障碍很大程度限

制其自身对癌症治疗的效果。T细胞功能的差异以及记忆和效应T细胞的作用被证明在CAR-T细胞治疗中极为重要。CD8+ T

细胞作为发挥抗癌作用的主要效应细胞一直是研究焦点，而对CD4+ T细胞的关注较少。CD4+ T细胞不仅可以通过激活CD8+ T

细胞使其杀伤肿瘤细胞，还可以独立发挥抗肿瘤作用。现有研究发现，细胞因子、共刺激域和细胞代谢等因素均可影响

CD4+ CAR-T细胞亚群的增殖和分化。本文主要综述了CD4+ CAR-T细胞亚群在治疗肿瘤中的重要性以及影响其增殖分化因素

的研究进展，为进一步研发高效的CAR-T细胞提供新思路。
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近年来，过继细胞治疗（adoptive cell transfer

therapy，ACT）作为免疫疗法的主要形式之一，已经

成为癌症治疗的新方法[1]。ACT主要包括肿瘤浸润

淋巴细胞（TIL）治疗 、细胞受体基因工程化 T

（TCR-T）细胞治疗、嵌合抗原受体基因修饰的 T

（CAR-T）细胞疗法及NK细胞疗法等，其原理皆是通

过向患者体内输注免疫细胞，从而杀灭血液及组织

内的病原体、癌细胞，以上治疗中应用最广泛的仍是

T细胞。近几年，靶向CD19的CAR-T细胞在治疗B

细胞恶性肿瘤方面取得的显著成功[2-8]，引起了人们

对于CAR-T细胞用于治疗实体肿瘤的广泛兴趣。然

而，CAR-T细胞在实体肿瘤的临床疗效较低，主要原

因包括肿瘤微环境的免疫抑制、T细胞持久性差、T细

胞终端分化和功能障碍等[7, 9-10]。有研究[7, 11]表明，

CAR-T细胞在体内的持久性除了与临床反应相关，

也取决于输注的细胞中CD4+ CAR-T细胞亚群和中

央记忆细胞(CD45RO+CD62L+)的数量。最近，抗原

特异性CD4+ T辅助细胞被认为在诱导最佳抗肿瘤反

应中起到关键作用[12-15]。由于 T细胞亚群在 CAR-T

细胞疗法中发挥不同的作用，所以对T细胞亚群激

活、扩增和分化的研究至关重要[16-18]。因此，进一步

加强对CD4+ CAR-T细胞亚群的功能、分化和增殖的

了解，可以改进下一代CAR-T细胞免疫疗法，实现CAR-

T细胞更加高效的抗肿瘤作用。

1 CAR-T细胞

CAR-T细胞治疗是指利用基因工程技术使T细

胞能够准确识别肿瘤相关抗原，将抗原抗体结合机

制和T细胞的杀伤作用相结合，能够特异性杀伤肿瘤

或其他病变细胞的治疗方法。嵌合抗原受体(CAR)

是CAR-T细胞的核心部件，CAR的结构目前可分为

五个不同的代次[19-21]。CAR可以通过质粒或病毒载

体（如腺病毒、逆转录病毒或慢病毒）转入 T 细

胞[20, 22-25]。有研究[26]发现，在体外培养的CAR-T细胞

和未转导的T细胞相比，CAR-T细胞更容易发生耗竭

及出现细胞因子分泌功能减弱的现象。CAR世代之

间的主要差异在于特定的共刺激分子，因此通过优

化CAR载体，可以提高CAR-T细胞治疗的安全性和

有效性。

2 CD4+亚群在CAR-T细胞治疗肿瘤中的重要性

T细胞根据其表面表达CD8糖蛋白或CD4糖蛋

白可分为 CD8+ T 细胞或 CD4+ 细胞（辅助 T 细胞）。

CD4+ T细胞又可根据其分泌不同细胞因子和多种免

疫调节功能分为不同的亚群：Th1、Th2、Th3、Th9、

Th17、Th22、Treg细胞、Tfh（卵泡辅助T细胞）和TR1

细胞[12, 27-28]（图1）。

了解CAR-T细胞的最佳特性能极大改善CAR-T

细胞疗法，其中包括CAR-T细胞中CD4+和CD8+亚群

的 适 当 组 成[4, 7, 29]。 与 CD8+ CAR-T 细 胞 相 比 ，

CD4+ CAR-T细胞直接杀伤肿瘤的能力较弱，但在宿

主免疫激活方面CD4+ CAR-T细胞更有效。有报道[30]

称，相较于CD8+ CAR-T细胞，CD4+ CAR-T细胞增加
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了内源性CD4+ T细胞、DC和单核细胞的数量。在一

些体内模型中发现，CD4+ CAR-T细胞在介导肿瘤消

退方面要优于CD8+ CAR-T细胞[31]。一方面，CD4+ T

细胞可以通过提供细胞因子和共同刺激等因素，从

而激活记忆 CD8+T 细胞使其发挥作用；另一方面，

CD4+ T细胞还可以通过获得细胞毒活性直接发挥抗

肿瘤作用，参与独立于CD8+ T细胞的抗肿瘤免疫应

答[32]。

图1 CD4+ T细胞分化过程

有研究[33]表明，CAR-T 细胞治疗有两个主要阶

段：以CD8+ T细胞为主的初始反应阶段和以独特的

增殖性与细胞毒性CD4+ CAR-T细胞表型为主的长

期缓解阶段。在细胞治疗期间发现，CD4+ CAR-T细

胞中的颗粒酶 A、颗粒酶 K 和穿孔素 1 基因出现上

调，这些都支持了CD4+ CAR-T细胞可直接发挥细胞

毒性功能。在靶抗原负荷较高的情况下，由于

CD8+ CAR-T细胞更容易衰竭，而CD4+ CAR-T细胞的

衰竭较少，其抗肿瘤效应可能更好[34-35]。是否可通过

改变注射途径影响CAR-T细胞和抗原阳性靶细胞的

比例，从而提高CAR-T细胞的抗肿瘤能力，这也有可

能是CD4+ CAR T细胞的潜在优势。有临床研究[33]发

现，细胞毒性CD4+ CAR-T细胞与长期白血病缓解有

关，而 CD4+亚群的维持也与胶质母细胞瘤患者中

CAR-T细胞的长期抗肿瘤能力呈正相关[4, 32]，这些都

进一步表明体内增加CD4+ CAR-T细胞对CAR-T细

胞治疗的重要性。此外，有研究[7, 12]发现，CD4+ Treg

细胞会抑制CAR-T细胞疗法的疗效。综上，通过抑

制CD4+ Treg细胞的激活或者诱导CD4+ CAR-T细胞

的其他亚型分化可作为提高CAR-T细胞疗效的研究

方向之一。

3 CD4+ CAR-T细胞亚群的分化

T细胞激活的三个基本信号是：（1）触发TCR信

号；（2）充分的共刺激，例如CD28信号轴；（3）细胞因

子，如 IL-1、IL-2、IL-7、IL-12、IL-17等[36-37]。有研究[32]

表明，在体外获得的各种CD4+ T细胞亚群主要是通

过在培养过程中添加不同细胞因子诱导分化而来。

IL-12除了诱导Th1分化外，还能增强活化T细胞的

增殖，诱导细胞介导免疫。此外，IL-1能够直接作用

于 CD4+ T 细胞，尤其是对 Th17 细胞的作用极为显

著，可提高其扩增能力和存活率。研究[32]表明，尽管

在CAR-T细胞中所有主要的分化亚群（如幼稚细胞、

中央记忆细胞、效应记忆细胞和效应细胞）都被检测

到，然而CAR-T细胞活化过程与经典T细胞明显不

同。CAR-T细胞中CAR的单链可变片段（scFv）外结

构域与靶向肿瘤细胞表面表达的抗原结合，并通过

穿膜接头将信号传递至细胞内信号结构域，该过程

不同于TCR介导的信号转导。而且CAR-T活化过程

中主要表现为混合的 Th1/Th2 表型，这些都表明
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CAR-T细胞的活化是一个经典过程。

3.1 CAR构建中的共刺激域对CD4+ CAR-T细胞亚

群分化的影响

CAR结构包含不同共刺激域，这些共刺激域一

方面可促进CAR-T细胞的体外扩增，另一方面也发

挥其特定的功能。研究[38]发现，在体外培养中使用

CD3 /CD28抗体刺激的CAR-T细胞可以极大地提高

细胞增殖的能力。除了CD28，TNF受体超家族的共

刺激信号，如OX-40、4-1BB、CD27和LIGHT，也可能

诱导T细胞活化。另外，肿瘤微环境中LIGHT的表

达已被证实可以增加T细胞的扩增、活化和浸润[32, 39]。

与 CD3.z 联合添加共刺激域，如 CD28 或 CD137（4-

1BB）的信号域，已被证明可以增强体内CAR-T细胞

的功能和持久性[12, 40]。然而，一部分CAR-T细胞经过

特定抗原刺激可降低CD4+ T细胞的数量，且抑制了

大部分中央记忆T细胞（central memory T cell，Tcm）

向效应记忆T细胞（effector memory T cell，Tem）的定

向分化。因此，探索不同共刺激域作为构建CAR结

构的候选信号域，需要进一步阐明它们在CAR-T细

胞活化过程中发挥的生物学作用。综上，通过增加

单个或多个共刺激域可以达到改善 CAR-T 细胞扩

增、提高抗肿瘤活性和持久性的目的。

3.1.1 CD28 研究[29]发现，含有CD28共刺激域的

CAR-T细胞（CD28.z CAR-T）富含Tem，并且这些细

胞还具有较强的增殖能力，并在体外通过反复刺激

后可以维持CD4+ T细胞。CD28.z CAR-T细胞在体

内外都表现出较强的抗肿瘤活性。但也有研究[40]表

明，CD28.z CAR-T 细胞会发生细胞发育障碍，而

LIGHT是一个新的非CD28依赖的T细胞共刺激分

子，可促进T细胞的增殖和分化。LIGHT共刺激途径

优先诱导Th1细胞反应，而阻断LIGHT共刺激则减

少Th1细胞分泌的细胞因子的产生[41]。因此，构建同

时含有CD28和LIGHT共刺激域的CAR-T细胞有可

能解决CD28.z CAR-T细胞出现的发育障碍问题。

3.1.2 4-1BB（CD137） 有一项关于治疗HIV-1感染

的研究[40]中发现，4-1BB 而非 CD28 共刺激域诱导

HSC的分化并改善了来自CAR修饰的HSC的CAR-T

细胞的抗病毒功能。而且在早期未经治疗的HIV-1

感染期间，将 4-1BB添加到CD4+ CAR-T细胞中能更

快地抑制病毒血症。研究[42]表明，增加了4-1BB共刺

激域的CAR-T细胞（4-1BB.z CAR-T）增加了Tcm的

分化，并显著减少了终末效应记忆T细胞（terminally

differentiated effector memory T cell，Temra）的分化。

Temra是显示衰老表型的最终分化T细胞，Tcm具有

显著的持久性和增殖能力，可以支持更长的持续应

答时间，并维持免疫记忆。据报道[7, 42]，具有诱导性T

细胞共刺激（inducible co-stimulatory，ICOS）细胞内

信号域的 CAR-T 细胞可以稳定 Th17 细胞的功能。

与 4-1BB.z CAR-T细胞相比，同时有 ICOS和 4-1BB

细胞内信号域的CAR-T细胞针对实体肿瘤可能有更

强的疗效。

3.1.3 OX-40（CD134） 研究[38]表明，在 TCR 刺激

后，OX-40在CD4+ T细胞和CD8+T细胞中瞬时表达，

且OX-40在CD4+ T细胞上的表达高于CD8+ T细胞。

同样地，在三阴性4T1乳腺癌小鼠肿瘤模型中对肿瘤

组织、引流淋巴结和脾脏的免疫细胞的分析表明，局

部添加 α-OX40治疗增加了这三种组织中CD4+细胞

和CD8+T细胞的浸润，并抑制了骨髓源性抑制细胞

的积累[43]。虽然OX-40对CD4+ T细胞和CD8+ T细胞

都可以发挥刺激作用，但其主要针对CD4+ T细胞发

挥的作用更加显著。因此，以OX-40作为构建CAR-T

细胞的共刺激域可能增强CD4+ CAR-T细胞亚群的

功能，从而提高CAR-T细胞的抗肿瘤作用。

3.1.4 CD81 CD81是四肽家族的一员，与T细胞表

面的CD4和CD8有物理联系[44]。CD81被证明具有

独立的共刺激特性，当与抗CD3和CD28抗体一起使

用时，与效应和记忆T细胞相比，优先激活幼稚T细

胞。CD81的添加增强了Tcm和Tem群体的激活，并

诱导体外分离的原始T细胞向记忆表型转变，而这种

作用在未分化的CD4+ T细胞中最为明显[45]。但有研

究[44]表明，分离的幼稚CD4+ T细胞对CD81的共刺激

反应较弱，可通过添加细胞因子 IL-6显著增加CD81

协同刺激幼稚CD4+ T细胞的激活。另外，CD28的共

刺激增加了CD4+ Foxp3+ Treg细胞的数量及其激活水

平，而CD81的共刺激并没有使CD4+Foxp3+ Treg细胞

的数量增加。而在肿瘤中Treg细胞高表达Foxp3可

能会阻断任何针对癌症细胞的免疫反应。综上，以

CD81作为共刺激域构建CAR-T细胞，且在体外培养

过程中添加 IL-6 有可能得到更多的幼稚和记忆

CD4+CAR-T 细胞，从而提高 CAR-T 细胞的扩增能

力、自我更新能力及抗肿瘤活性。

3.1.5 C3aR C3a受体（C3aR）是识别补体片段C3a

的受体，不仅介导先天免疫反应，还参与诱导T细胞

反应[46-47]。据报道[48]，将 C3aR 作为结构域插入 CAR

结构中并生成靶向CD19的BB-z-C3aR CAR-T细胞，

在急性淋巴细胞白血病（ALL）和多发性骨髓瘤

（MM）模型中，输注CAR-T细胞后表现出Th17细胞、

Tcm细胞和Tem细胞增加和Treg细胞减少，这表明

C3aR 共刺激域促进了 CAR-T 细胞的记忆功能。

C3aR 的添加增加了 Th17 细胞的激活，同时抑制了

Treg细胞的分化。总之，添加C3aR作为共刺激域构

建CAR-T细胞，可通过增加CAR-T细胞中Th17细胞
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和记忆性T细胞的数量以及抑制Treg细胞，提高其清

除肿瘤细胞的能力。

3.2 细胞因子对CD4+ CAR-T细胞亚群分化的影响

细胞因子在诱导细胞分化的转录因子中起主要

作用，在体外培养细胞过程中，添加不同的细胞因子

可诱导T细胞向不同的亚群分化[28, 49]。研究[12]表明，

Th1和Th2 CD4+ T细胞亚群分泌的细胞因子可以驱

动第二代含有CD28共刺激域的CAR-T细胞产生不

同类型的细胞毒性。与 IL-2相比，补充 IL-7/IL-15介

导了靶向CD19的CAR-T细胞CD4+亚群的扩增。同

样，IL-7和 IL-15可促进低分化T细胞表型，使其持续

时间更长、抗肿瘤效果更好[7, 29]。另有研究[50]显示，

CD4+ Treg细胞重建受 IL-2的剂量和患者的调节程度

的影响，并与患者对治疗的反应呈负相关。在第五

代CAR结构中已经添加了 IL-2Rβ作为其中一个共

刺激域，但尚未有成熟、安全的五代CAR-T细胞用于

临床治疗。因此，将 IL-7/IL-15受体作为潜在共刺激

域可以为构建更高效的CAR-T细胞提供新思路。

3.3 细胞代谢对CD4+ CAR-T细胞亚群分化的影响

由于原始T细胞和效应T细胞的代谢途径不同，

CAR-T细胞的分化也可能受到CAR-T细胞代谢的影

响[32]。当机体的营养物质被分解产生能量时，静止的

T细胞或记忆细胞进行分解代谢，而激活的T细胞则

进行合成代谢，以支持细胞增殖。Th1、Th2和Th17

细胞亚群主要是依靠糖酵解，而Treg细胞依赖脂质

代谢。有研究[42]表明，激活的 T 细胞中共刺激性

CD28信号通过激活 PI3激酶和下游AKT诱导糖酵

解。另外，4-1BB.z CAR-T 细胞在代谢上与 CD28.z

CAR-T细胞不同，前者表现出更大的氧化代谢能力，

这可能有助于增强 4-1BB.z CAR-T细胞的中枢记忆

分化和持久性。因此，可以通过从分解代谢转变为

合成代谢的方法来调节CAR-T细胞代谢，也可通过

干预Treg细胞的脂质代谢抑制Treg细胞，从而增加

CAR-T细胞的功能。

4 结 语

尽管CAR-T细胞免疫治疗在血液肿瘤方面取得

了可观的成绩，但CAR-T细胞治疗在实体肿瘤临床

应 用 中 存 在 不 可 忽 视 的 缺 陷 。 本 文 综 述 了

CD4+ CAR-T细胞亚群在CAR-T细胞免疫治疗中的

重要性，以及阐述了影响CD4+ CAR-T细胞在体外增

殖和分化的因素。强调了CD4+ T辅助细胞亚群（特

别是Th1和Th17细胞）来诱导强效抗肿瘤反应的重

要性，同时也分析了将效应亚群分化为记忆细胞以

帮助防止复发的必要性[32]。事实上，在CAR-T细胞

结构中不同共刺激域对CAR有不同的影响，这强烈

地表明，应该根据CAR分子和疾病的背景来选择和

利用不同的共刺激域。目前关于CAR-T细胞治疗的

研究多聚焦于促进细胞的体外增殖方面，但有研究[18]

表明，T细胞的突然高剂量激活会导致细胞衰竭；而

轻度激活速度可能有助于减少细胞衰竭，增加记忆

性T细胞。因此，CAR-T细胞的CD4+与CD8+细胞亚

群组成比例、体外增殖及分化程度和CAR-T细胞的

结构成分（如共刺激域）等因素都可影响CAR-T细胞

在临床应用中的疗效，针对于这些影响因素的深入

了解，对于研发出高效、安全的 CAR-T 细胞至关

重要。
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