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CAR-T细胞治疗后复发机制及治疗新策略研究进展

Research progress in the mechanisms of recurrence following CAR-T cell therapy 
and novel treatment strategies
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[摘  要]  嵌合抗原受体基因修饰T淋巴细胞（CAR-T细胞）疗法作为肿瘤免疫治疗的重要突破，在血液系统恶性肿瘤中展现出

显著疗效，但治疗后复发问题严重限制了其临床应用。本文系统总结了CAR-T细胞治疗后复发的关键机制，包括肿瘤抗原逃逸、

CAR-T细胞功能耗竭、免疫抑制性肿瘤微环境、肿瘤异质性及克隆演化、肿瘤干细胞耐药性等，并基于此提出新型治疗策略，如多

靶点CAR设计、联合表观遗传调控与代谢干预、重塑肿瘤微环境及人工智能辅助优化等。通过多学科交叉融合与技术创新，未

来有望突破CAR-T细胞疗法在实体瘤及复发难治性肿瘤中的瓶颈，推动精准免疫治疗的发展。
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嵌合抗原受体基因修饰 T 淋巴细胞（chimeric 

antigen receptor gene-modified-T lymphocyte, CAR-T

细胞）制备采用离体基因工程策略，主要流程包括自

体T细胞分选、体外活化、病毒载体介导的CAR基因

转导、细胞扩增、冻存及最终产物回输[1]。CAR分子

结构由 3部分组成：（1）胞外抗原识别域（含 scFv/纳

米抗体及铰链区）；（2）跨膜结构域；（3）胞内信号域

（CD3ζ激活域协同 CD28/4-1BB 共刺激域），共同介

导T细胞活化及肿瘤杀伤功能[2]。临床研究[3]显示，

CAR-T细胞疗法在复发难治性血液肿瘤[如急性淋巴

细胞白血病（acute lymphoblastic leukemia, ALL）、弥

漫性大B细胞淋巴瘤（diffuse large B-cell lymphoma, 

DLBCL）]中可诱导持久缓解，但约 50%的儿童/青年

B细胞急性淋巴细胞白血病（B-cell acute lymphoblastic 

leukemia, B-ALL）患者在2年内出现复发。

1  主要复发机制

1.1  肿瘤细胞免疫逃逸机制

1.1.1  抗原逃逸

靶抗原丢失或表达下调：肿瘤细胞通过表观遗

传改变或基因突变导致靶抗原[如CD19和B细胞成

熟抗原（B cell maturation antigen, BCMA）等]表达下

调或完全缺失[4]。KarMMa 试验发现，1 例 ide-cel 治

疗后复发患者存在BCMA纯合缺失克隆逃逸机制[5]。

研究[5]表明，治疗前存在BCMA杂合缺失（16p13.13）

的骨髓瘤患者在接受BCMA靶向治疗后复发风险显

著升高。BCMA靶向治疗后复发的多发性骨髓瘤患

者常伴随 del16p和 del17p突变，提示TP53突变与耐

药相关[6]。有研究[7]表明，在抗CD19 CAR-T细胞治

疗后，多达一半的CD19阳性B-ALL患者发生CD19

抗原阴性复发。CD19阴性复发在B-ALL患者中占

比高达48%[8]，机制包括谱系转分化、可变剪接、表观

遗传沉默、溶酶体分选缺陷或预存抗原阴性克隆的

选择性扩增[9-10]。

抗原掩蔽：肿瘤细胞通过分泌可溶性BCMA和

膜蛋白（CD81）介导免疫逃逸机制，其中 γ-分泌酶

（γ-secretase, GS）调控的可溶性BCMA释放可竞争性

遮蔽靶抗原表位，进而干扰 CAR-T 细胞特异性

识别[11]。

1.1.2  免疫抑制信号激活

实体瘤肿瘤细胞上 PD-L1、TIM-3和CTLA-4等

免疫检查点分子，抑制T细胞的过度扩增[12]。MHC-Ⅰ

分子缺失、IL-10/IL-6/TGF-β等免疫抑制因子分泌及

IDO/Wnt通路激活，进一步加剧TME免疫抑制[13]。

1.1.3  抗原提呈缺陷

肿瘤细胞通过基因突变、缺失或表观遗传修饰

（如DNA甲基化、组蛋白修饰）下调MHC-Ⅰ分子表

达，逃避免疫监视，使细胞毒性T细胞无法识别和杀

伤肿瘤细胞[14]。

1.2  CAR-T细胞功能受限

1.2.1  细胞持久性不足

自体CAR-T细胞易因终末分化或宿主T细胞耗

竭导致功能受限[15]。CAR-T细胞在体内存活时间短，

无法持续监控肿瘤，可能与细胞类型（如CD8⁺效应T
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细胞占比高）、共刺激域设计（如4-1BB比CD28更利

于长效）或宿主免疫排斥（针对鼠源单链抗体 scFv）

有关[16]。CAR-T细胞疗法的临床试验[17]表明，体内输

注T细胞的持久性较差，尤其是在实体瘤中。

1.2.2  T细胞耗竭

T细胞耗竭是慢性抗原暴露诱导的功能失调状

态，其机制涉及多层级调控网络：（1）抗原持续刺激

通过TCR信号异常活化，诱导代谢重编程及克隆扩

增失调，阻碍效应 T 细胞向记忆表型分化，并触发

PD-1/TIM-3/LAG-3等抑制性受体持续高表达[18]；（2）

转录-表观遗传级联中，TCF1维持耗竭祖细胞自我更

新能力，其表达衰减标志终末耗竭不可逆[18]，TOX/

NR4A通过NFAT信号介导表观遗传重编程（如开放

Pdcd1增强子区域），协同T-bet/EOMES失衡共同驱

动终末分化[19-21]；（3）耗竭进程呈现阶段特异性特征，

即可逆阶段耗竭祖细胞1/2并保留增殖潜能，中间阶

段TCF1缺失启动不可逆转变，终末阶段则伴随TIM-

3/LAG-3 高表达及功能完全丧失，可通过 CD38/

CD101/CX3CR1 等表面标志物及 Ly108/CD69 等转

录特征进行分期鉴别[18, 20, 22]；（4）耗竭虽具有限制免疫

过度激活的保护作用，但终末耗竭T细胞存活能力低

下，显著削弱抗肿瘤/抗病毒免疫应答[23]。

1.2.3  CAR结构设计局限性

单靶点CAR-T细胞治疗易因靶抗原逃逸导致失

效。CD28和 4-1BB共刺激结构域通过PI3K/AKT与

NF-κB等信号通路差异调控CAR-T细胞的增殖动力

学、持久性及效应功能（包括 IFN-γ、IL-2分泌和细胞

毒性）[24]。 scFv 区诱发的宿主免疫应答可能限制

CAR-T细胞的体内扩增持续性，增加白血病复发风

险[13]。CAPPELL等[25]研究证实，CD28共刺激CAR-T

细胞具有更强的体外细胞毒性，而4-1BB共刺激型则

表现出更优的体内外增殖能力与持久性，凸显共刺

激结构域对CAR-T功能的关键调控作用。

1.3  肿瘤微环境（TME）的免疫抑制

1.3.1  抑制免疫细胞浸润

TME通过多维度机制抑制CAR-T细胞功能。调

节性T细胞（Treg细胞）、髓源性抑制细胞（MDSC）及

肿瘤相关巨噬细胞（TAM）通过分泌TGF-β、IL-6等细

胞因子，抑制T细胞活化并诱导耗竭表型[26-27]。肿瘤

细胞通过双重调控机制抑制免疫细胞浸润：（1）分泌

TGF-β/IL-10 等免疫抑制因子抑制 T 细胞；（2）上调

PD-1、CTLA-4、TIGIT和LAG-3等免疫检查点分子并

下调MHC表达，干扰抗原提呈[28]。NF-κB/STAT3通

路持续激活可诱导免疫抑制因子级联分泌，促进肿

瘤免疫逃逸[26, 29]。PD-L1 阻断通过 CD163+ M2 巨噬

细胞的 IFN-γ调节恢复CAR-T细胞活性[30]。

1.3.2  物理屏障

异常血管构筑与细胞外基质（ECM）过度沉积构

成CAR-T细胞浸润的关键物理屏障。研究[31]显示，

HSPG等基质蛋白在维持肿瘤恶性表型中发挥重要

作 用 。 ZHOU 等[32] 开 发 的 IL-21-CCL19 共 修 饰

NKP30 CAR-T细胞，通过降解ECM组分显著增强肿

瘤浸润能力。该修饰策略同时诱导T细胞向中央记

忆亚群（Tcm）分化，并抑制耗竭相关标志物表达，展

现出物理屏障突破与免疫表型调控的双重效应。

1.3.3  代谢竞争

由于肿瘤脉管系统紊乱和肿瘤细胞糖酵解代谢

（Warburg效应）的增强，TME中低氧、低葡萄糖及高

乳酸环境抑制T细胞代谢活性，削弱CAR-T细胞扩

增与存活[33]。

1.4  肿瘤异质性及克隆演化

1.4.1  肿瘤异质性

肿瘤靶抗原异质性制约CAR-T细胞特异性识别

效能。治疗后抗原阳性细胞被清除，而阴性克隆通

过表型转换（如CD19⁻/CD20⁺）介导的免疫逃逸选择

性扩增，导致疾病复发[34]。实体瘤（尤其转移性病灶）

与血液肿瘤的克隆特征显著不同：前者通过体细胞

突变累积形成多克隆群体，促进基因组不稳定性及

抗原异质性[35]。典型证据[36]显示，HER2阳性乳腺癌

肿瘤微环境中免疫调控相关基因呈现显著空间异质

性，而BCMA-CAR-T细胞治疗后复发机制与抗原阴

性克隆选择性扩增直接相关[37]。这些发现提示肿瘤

细胞可塑性及抗原动态演化是免疫治疗耐药的重要

机制。

1.4.2  治疗压力下的克隆选择

CAR-T细胞疗法清除敏感克隆后，耐药亚克隆

通过表型转换或基因组扩增形成复发主导克隆。实

体肿瘤克隆演化可诱发双重免疫逃逸机制：靶抗原

丢失（包括表位掩蔽/表达下调）或获得性耐药（如

PD-L1上调伴随CD8+ T细胞耗竭）[26]。多发性骨髓瘤

（MM）临床研究[38]证实，BCMA靶向CAR-T治疗后残

余肿瘤普遍存在BCMA抗原丢失/下调现象。该群体

显著的肿瘤异质性使BCMA低表达/阴性亚克隆在治

疗选择压力下获得增殖优势，进而导致治疗抵抗[39]。

Ⅰ期研究数据显示，高肿瘤负荷复发/难治性MM患

者接受CART-BCMA治疗后28 d即出现BCMA表达

显著下调，但伴随持续性微小残留病灶，提示抗原逃

逸是重要耐药机制[39]。

1.5  肿瘤干细胞（cancer stem cell, CSC）的存在

CSC具有干细胞静止态、多能性与自我更新等

特性，驱动肿瘤异质性和恶性进展，其CAR-T细胞治

疗抵抗机制涉及3个方面：（1）低靶抗原表达与Wnt/β
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-catenin 等耐药信号通路异常激活；（2）多重耐药机

制，包括解毒酶表达上调、药物外排增强及DNA修复

活性增加等内源性因素，以及TME低氧应激等外源

性因素；（3）通过分泌免疫抑制因子及激活 STAT3/

PI3K/AKT存活通路，协同诱导免疫逃逸[40-41]。临床

研究[42]数据显示，靶向CD123的单克隆抗体 SL-401

在母细胞性浆细胞样树突状细胞肿瘤（blastic 

plasmacytoid dendritic cell neoplasm, BPDCN）治疗中

显现显著临床活性，7 例受试者达到客观缓解

（objective response rate，ORR），占 77.8%；其中，5 例

为完全缓解（complete response，CR）、2例为部分缓解

（partial response, PR）。

1.6  CAR-T细胞毒性作用

细 胞 因 子 释 放 综 合 征（cytokine release 

syndrome, CRS）作为细胞免疫疗法的核心安全性问

题，其发生机制与CAR-T细胞激活后级联释放的炎

性介质密切相关。当CAR-T细胞识别肿瘤抗原后，

通过释放 IL-6、IFN-γ、TNF-α等关键细胞因子驱动

CRS发生[43]。共刺激结构域的选择显著影响CRS表

型：相较于CD28共刺激型CAR-T细胞，4-1BB共刺

激型可延迟CRS发生时间并降低严重程度[44]。进一

步研究[45]显示，CAR-T细胞活化后分泌的促炎因子谱

（包括 IL-8、IL-10、MCP-1等）不仅通过正反馈环路加

剧炎症反应，更可能通过双重作用机制影响治疗效

果：一方面直接抑制CAR-T细胞功能；另一方面通过

募集Treg细胞和MDSC等免疫抑制细胞促进肿瘤微

环境重塑。

1.7  表观遗传的调控

异常表观遗传修饰（如DNA甲基化、组蛋白修饰

失调及 lncRNA异常）通过调控CSC的恶性转化驱动

肿瘤发生[46]。表观遗传调控可增强 CAR-T 细胞功

能：通过修饰组蛋白/DNA甲基化促进记忆表型形成

并逆转 T 细胞耗竭[41]；DNA 甲基转移酶（DNA 

Methyltransferase, DNMT）/组 蛋 白 去 乙 酰 化 酶

（histone deacetylase, HDAC）抑制剂等表观遗传疗法

在离体条件下能解除转录抑制，诱导新抗原/癌睾抗

原表达以增强免疫识别，同时通过重塑T细胞表观遗

传景观（染色质构象/DNA甲基化）恢复其趋化因子

分泌与分化功能[47]。

2  新型治疗策略

2.1  针对抗原逃逸的优化策略

2.1.1  多靶点CAR-T细胞设计

双靶点/三靶点CAR-T细胞：靶向CD19/CD22或

CD19/CD20可显著降低单一抗原丢失导致的复发风

险[48]。临床试验[49]显示，CD19/CD20 双靶点 CAR-T

细胞治疗复发/难治性非霍奇金淋巴瘤（relapsed/

refractory non-hodgkin lymphoma, R/R NHL）的 ORR

达 90%，CR 达 70%。体内基因表达谱[50]分析表明，

CD70/CD33双靶点CAR-T细胞在持久性、激活状态

和T细胞受体（TCR）信号通路相关基因的表达显著

上调，提示其功能增强。

逻辑门控 CAR（逻辑电路 CAR）：SynNotch/

AND-gate系统通过双抗原协同激活机制（仅当肿瘤

表达初/次级抗原时触发CAR表达），实现精准靶向，

降低脱靶毒性（如 CRS/神经毒性），提升治疗安

全性[51]。

分子开关设计：（1）可逆性激活系统：利用小分

子药物（如雷帕霉素）或光控开关（光敏蛋白）调控

CAR结构域的二聚化，实现CAR-T细胞的“开/关”控

制[52]。（2）自杀基因系统：引入诱导型胱天蛋白酶 9

（inducible caspase 9, iCasp9）、截短表皮生长因子受

体 （truncated epidermal growth factor receptor, 

tEGFR）、单纯疱疹病毒胸苷激酶（herpes simplex 

virus thymidine kinase, HSV-TK）或 CD20 标记，通过

药物（AP1903、西妥昔单抗、更昔洛韦或利妥昔单抗）

快速清除过度激活的 CAR-T 细胞，防止细胞因子

风暴[53]。

2.1.2  抗原表位扩展与通用型CAR-T细胞

靶向新型抗原：靶向肿瘤特异性抗原（tumor-

specific antigen, TSA）及新抗原可有效降低脱靶风险

并拓宽治疗适应症，其中病毒癌蛋白、癌症睾丸抗原

（cancer-testis antigen, CTA）等胚胎相关抗原均为潜

在的肿瘤治疗靶点[54]。

模块化/通用 CAR-T 细胞：“模块化”或“通用”

CAR系统的开发通过可切换双特异性接头设计实现

靶向适应性调控，进而提升对异质性肿瘤抗原的靶

向精度[55-56]。例如，通用型嵌合抗原受体（universal 

chimeric antigen receptor, UniCAR）系统通过靶向模

块介导与共刺激受体 4-1BB 交联，可激活 NF-κB/

MAPK 信号通路轴，显著增强 UniCAR-T 细胞的扩

增、持久性及效应功能（如细胞因子分泌与肿瘤杀伤

活性）。

2.2  逆转CAR-T细胞耗竭的策略

2.2.1  优化CAR结构设计

替代靶向结构域：重链单抗可变区（variable 

domain of the heavy chain of heavy-chain-only 

antibody, VHH，亦称纳米抗体）因其独特的理化稳定

性，可耐受高压、酸性等极端环境，同时维持抗原高

亲和力。该特性使其在CAR-T细胞工程中的应用展

现出显著优势，通过VHH结构域的整合可有效增强

靶向受体识别能力[57]。
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共刺激域创新：与CD28和 4-1BB相比，新型共

刺激分子（如 ICOS、OX40、MYD88-CD40、KIR2DS2）

能够在增强效应功能的同时减少T细胞耗竭，从而优

化CAR-T细胞的抗肿瘤活性[58]。如，ICOS加4-1BB、

TLR2（Toll 样受体 2 的 Toll/白细胞介素-1 受体结构

域）加CD28和4-1BB加OX40，所有这些组合在体内

和数学模型中都表现出比CD28和 4-1BB共模拟结

构域的组合更好的性能[59-60]。

抑制性受体阻断：靶向 PD-1/CTLA-4 scFv或通

过CRISPR-Cas9技术调控T细胞耗竭相关基因（如敲

除 PD-1、TOX 或增强 TCF7 表达），可有效改善

CAR-T细胞耗竭状态并重塑TME免疫抑制特性，从

而显著增强 CAR-T 细胞治疗的持久性和抗肿瘤效

应[26, 61]。临床研究[62-63]显示，在复发/难治性B细胞非

霍奇金淋巴瘤（relapsed/refractory b-cell non-hodgkin 

lymphoma, R/R B-NHL）中，CD19/22 双靶向 CAR-T

细胞联合PD-1抑制剂治疗使ORR提升12%，其机制

与T细胞耗竭标志物下调密切相关。

2.2.2  表观遗传调控与记忆表型增强

表观遗传药物联用：表观遗传调控药物（如地西

他滨和伏立诺他）可通过不同机制逆转T细胞耗竭：

DNA甲基转移酶抑制剂通过去甲基化恢复T细胞功

能[61] ，而HDAC抑制剂则通过增强染色质可及性解

除PD-1、TOX等关键基因的沉默状态[64]。

靶向特异性T细胞亚群：中枢记忆T细胞（T central 

memory T cell, Tcm）与干细胞样记忆T细胞（T stem cell-

like memory T cell, Tscm）因其长寿特性及强增殖潜能，

在CAR-T细胞疗法中展现出优越的抗肿瘤潜力。研究[65]

表明，基于这两种亚群构建的CAR-T细胞库可显著提

升其扩增能力、持久性及抗肿瘤效应。SONG等[66]发现，

电荷修饰的底物通过增强TCR信号转导促进T细胞活

化，同时抑制初始T细胞向虚拟记忆T细胞（T virtual 

memory T cell, Tvm）转化，该调控机制可协同增强效应

分子表达与T细胞增殖效能。

2.2.3  非病毒方法递送

非病毒方法递送有基于转座子的系统、mRNA

电穿孔和脂质转染、CRISPR 等。LNP 递送 CAR-

mRNA较电穿孔体外疗效更持久，兼具低毒性、缓增

殖、少耗竭优势[67]。CRISPR/Cas9编辑通过靶向敲

除 CAR-T 细胞的抑制性受体（PD-1/CTLA-4）、表

观调控因子（DNMT3A）及耗竭基因（TOX），提升功

能持久性，同时规避病毒载体风险并优化精准安

全性[54]。

2.3  重塑肿瘤微环境的联合治疗

2.3.1  靶向TME免疫抑制成分

清除抑制性细胞：抗CSF-1R抗体清除M2-TAMs，

CCL5抑制剂阻断MDSC募集，可协同逆转免疫抑制

微环境[68]。MUC1/TRAILR2.41BB CAR-T细胞，同时

靶向肿瘤特异性抗原和MDSC，可以抵消 CAR-T细

胞耗竭并提高抗肿瘤疗效[69]。

细胞因子调控：共同表达 IL-12、IL-15、IL-18 和

IL-36γ的 CAR-T 细胞可以提高 CAR-T 细胞的持久

性 ，降低 PD-1 表达 ，并通过 ATP-P2RX7/CCL20-

CCR6双通路促进表位扩散及宿主免疫应答，显著提

升肿瘤清除率[57]。

2.3.2  代谢干预

解除代谢竞争：通过抑制肿瘤糖酵解（如使用

LDHA抑制剂）或补充代谢底物（如精氨酸、谷氨酰

胺），改善CAR-T细胞的线粒体代谢功能，增强其抗

肿瘤活性[70-71]。

缺氧调控：低氧诱导型 CAR（hypoxia-inducible 

chimeric antigen receptor, HiCAR）整合氧依赖性降解

结构域（oxygen-dependent degradation domain, ODD）

和缺氧反应元件（hypoxia-response element, HRE），维

持CAR-T细胞在低氧TME中的功能稳定性[72]。联用

PX-478 抑制 HIF-1α活性，下调 VEGF/GLUT1，阻断

肿瘤血管生成、糖酵解重编程及EMT[68]。

2.3.3  协同联合疗法

低剂量化疗：抑制 IL-10、TGF-β等免疫抑制因子

及 PD-1/CTLA-4 检查点，改善 TME，提升 CAR-T 细

胞疗效与持久性[73]；放射疗法：促T细胞募集、重塑血

管、增强浸润并逆转免疫抑制性TME，协同增效[74]；

溶瘤病毒：裂解肿瘤释放抗原，重塑TME并激活Ⅰ型

干扰素通路，优化CAR-T细胞治疗条件[75]；酪氨酸激

酶抑制剂（tyrosine kinase inhibitor, TKI）：调控 PI3K/

AKT、JAK/STAT通路，增强CAR-T细胞在免疫抑制

性TME中的持久性[76]。

2.4  应对肿瘤异质性的创新技术

2.4.1  单细胞技术与动态监测

单细胞多组学分析：通过单细胞 RNA 测序

（single-cell RNA sequencing, scRNA-seq）和 TCR 克

隆追踪揭示CAR-T细胞表型动态，结合基因表达与

信号通路（如PI3K/AKT、NF-κB）特征优化工程化设

计，指导抗肿瘤效能的精准调控，包括增强持久性、

浸润能力和杀伤活性[77]。

人工智能（artificial intelligence, AI）预测模型：AI

通过高通量数据优化CRISPR设计（如 sgRNA筛选与

脱靶预测），提升CAR-T细胞靶向性与安全性，并简

化生产流程以降低成本。基于机器学习的脱靶效应

预测模型进一步增强治疗特异性，推动CAR-T细胞

适应症从血液瘤（白血病/淋巴瘤）向实体瘤（乳腺癌/

肺癌）及自身免疫病扩展[78]。
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2.4.2  原位CAR-T细胞激活与局部递送

原位CAR-T细胞激活：传统瞬时CAR-T细胞系

统由于依赖非共价瞬时结合，存在稳定性差、靶标多

样性有限等固有缺陷；基于共价生物偶联的改进系

统通过设计合成生物材料（如共价偶联分子或功能

性纳米材料），实现了更稳定、快速且可扩展的

CAR-T细胞调控，为肿瘤免疫治疗提供了长效且可

定制的解决方案[79]。

局部给药系统：CAR-T细胞局部递送通过瘤内

注射实现靶向杀伤，降低全身毒性[80]。纳米载体保护

CAR-T细胞并增强肿瘤迁移，通过可控释放提升疗

效及持久性[81]。LI等[82] 开发的空间分布式微针系统

（spatially distributed microneedle system, SDMNS）结

合空间递送与生物正交技术，解决实体瘤抗原异质

性和CAR-T细胞浸润不足。

3  结  语

未来研究需聚焦多机制交叉调控网络解析，开

发“CAR-T 细胞 + 表观药物 + 代谢调节剂”联合方

案，并通过纳米递送系统实现精准时空调控。临床

转化需平衡安全性与可及性，推动通用型CAR-T细

胞研发。随着机制理解与技术革新，CAR-T细胞疗

法有望突破实体瘤治疗瓶颈，引领肿瘤免疫治疗进

入新纪元。
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