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癌症免疫疗法是指为了根除肿瘤细胞而利用免

疫系统的疗法。体内的免疫细胞本来就有识别和攻
击恶性细胞的机制，免疫疗法旨在通过多种不同方

法来加强和补充这些自然反应，其中包括抗体和细

胞因子疗法、癌症疫苗和过继细胞输注。这些疗法
中一些需要对患者的细胞进行基因改造，或直接杀

伤肿瘤细胞或诱导免疫反应或提高其靶向和细胞

毒性。2006年，有研究者首次尝试利用特异性 T细
胞受体导入淋巴细胞以治疗黑色素瘤，当时使用的

病毒载体是 γ-反转录病毒载体（γ-RV）［1］。与 γ-RV
相比，慢病毒载体（lentivirus，LV）是最近才在免疫基
因疗法中得到应用的。γ-RV和 LV均能稳定的将其
荷载整合入靶细胞的基因组从而达成目的基因的

持续表达。此外 LV有 3个显著的特性使其相较于
γ-RV更适用于基因疗法：LV 可容纳高达 10 kb 大
小的基因；LV在宿主基因组中选择较为安全的整合
位点；LV可转导分裂细胞及非分裂细胞［2-3］。2012
年，19． 7％的基因疗法试验中使用了 γ-RV，使用 LV
的仅占 2． 9％［4］；而 2017年，两者占比分别为 17． 9％
和 7． 3％［5］。

1 慢病毒载体的结构及生活史

LV和 γ-RV同属逆转录病毒科，其基因组包含
两类基因，第一类为逆转录病毒感染和复制所必须

的基础基因，包括编码结构蛋白的 gag基因、编码酶
蛋白的 pol基因、编码包膜糖蛋白的 env基因；第二
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类为病毒复制必需的 rev和 tat基因以及附加基因
vif、vpr、vpu 和 nef［ 6］。结构蛋白对于病毒核心内
RNA周围的结构包装至关重要。病毒核心内含有 2
个拷贝的相同 RNA以及与核衣壳蛋白结合在一起
的整合酶、反转录酶及蛋白酶。核心的外部，存在一
层能与外层脂膜相互作用的基质蛋白。由 env编码
的糖蛋白镶嵌于此外层中。
生活史方面，病毒的感染起始于由 env编码的

糖蛋白与细胞膜受体结合之时。结合事件的发生使
得病毒与细胞发生融合。在结合之后，病毒内容物
被传输至细胞。一旦进入细胞，病毒解包装并将核
心组分释放入胞浆。其中单链 RNA基因组会被转
化为 cDNA并运输入细胞核。LV将其 DNA整合入
宿主基因组，然后利用宿主的机制将其基因转录回

RNA。一旦完成复制并回到胞浆，病毒 RNA被翻译
并包装入一个新的病毒颗粒中，然后以出芽方式离

开细胞完成生命周期［7］。

2 LV的发展

慢病毒系统的生产过程，是将 1个传输载体、1
个包装载体以及 1 个编码包膜的载体共转染
HEK293T细胞，然后从细胞培养上清中收获病毒颗
粒。在最初的第 1代 LV中，传输载体提供了病毒
RNA，其中包含 2 个长末端重复序列（long terminal

repeat，LTR）、1个Rev反应元件（Rev reaction element，
RRE）、1个包装信号（Ψ）及 1个转基因表达盒。包
装载体中包含 2个调节性基因（tat 和 rev）、辅助基
因及 gag和 pol基因。包膜载体中编码包膜的基因
并非来自慢病毒本身，而是包含水泡口炎病毒 G蛋
白（vesicular stomatitis virus G protein，VSV-G）的包
膜基因，目的在于改善 LV的亲嗜性。
为了减少具有复制能力的慢病毒载体（replica-

tion competent LV，RCL）生成，对第 1 代 LV 进行了
安全性方面的改造，通过将包装载体中的辅助基因

（vif、vpr、vpu和 nef）去除，形成第 2代 LV；通过进一
步在传输载体中利用 1 个巨细胞病毒（cytomegalo
virus，CMV）启动子 ／ LTR杂交体来代替 tat基因，获
得了第 3代 LV。一般认为同源重组是导致 RCL生
成的主要原因之一，为了降低同源重组的发生几率，

第 3代 LV的设计思路除了去除非必需基因外，还
可将功能性的病毒基因分别单独用质粒表达，从而

明显降低同源重组的几率。
另一个可以提高 LV安全性的策略是删除位于

转移载体的 3′LTR U3区的启动子和增强子元件。这
种缺失的载体被称为自我灭活型（self-inactivating，
SIN）载体，在逆转录过程中，U3缺失区域从 3′LTR
到 5′LTR被复制，产生了包含 U3修饰的 LTR的整合
载体，可减少启动子的活性（大约为原活性的 10％）。
目前常见的 LV生产系统见表 1。

表 1 LV生产系统的比较
Tab 1． Comparison of LV production system

3′LTR的切 含有 HIV基因的 辅助基因 编码 Tat 和 重叠的 Gag和
除（自失活） 包装质粒数 vif、vpr、vpu、nef Rev蛋白的序列 Pol多重蛋白结构

第 1代 3 无 1 全部包含 Tat和 Rev被包含在 在同一个质粒中 2次同源重组
单个包装质粒中

第 2代 3 无 1 全部缺失 Tat和 Rev被包含在 在同一个质粒中 3次同源重组
单个包装质粒中

SIN第 3代 4 有 2 全部缺失 Tat缺失，Rev由单个 在同一个质粒中 在不具同源性的质粒间
独立质粒表达 发生 4次同源重组，从

而得到一个弥补“SIN”
的启动子

Lenti-XTM 6 无 3 全部缺失，除了无功 Tat和 Rev由单个 分别在两个质粒中 在不具同源性的质粒间
能 vpr的会与 pol编 质粒独立表达 发生 4次同源重组，与
码序列并作为反转录 传输载体重组，修复点

酶和整合酶的融合蛋 突变以并得到启动子以

白被包装进颗粒 表达 Tat、Rev、Gag和 Pro

Translenti- 6 有 3 全部缺失，除了无功 Tat和 Rev由两个 分别在两个质粒中 在不具同源性的质粒间
viralTM 能 vpr的会与 pol编码 质粒独立表达 发生 4次同源重组，与

序列并作为反转录 传输载体重组，修复点

酶和整合酶的融合蛋 突变以并得到启动子以

白被包装进颗粒 表达 Tat、Rev、Gag和 Pro
注：Lenti-XTM是由 Clontech实验室生产的商业用 LV表达系统；TranslentiviralTM是由 Open Biosystem提供的商业用 LV表达系统。

生产系统 质粒数 RCL形成的需求
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3 LV在癌症免疫疗法中的应用

伴随着一系列临床上应用的成功，过继传输经

过基因工程改造的 T细胞已经成为目前癌症免疫疗
法中的主流。自体 T细胞疗法包括从患者身上获取
T细胞并选取在抗原选择上对肿瘤具有良好亲和力
的高度抗原特异性的 T细胞，然后将这些细胞进行
激活、扩增并回输给患者。而对 T细胞进行基因工
程改造可提高其识别、增殖以及杀伤特异肿瘤细胞
的能力。利用重组 LV进行基因改造的 T细胞，包括
基因有异源性的 T细胞受体（T cell receptor，TCR）
和嵌合抗原受体（chimeric antigen receptor，CAR）。

TCR-T细胞疗法中，TCR是由 1条 α链和 1条
β链组成的异二聚体结构，识别由主要组织相容性
复合物（major histocompatibility complex，MHC）和经
处理的细胞内蛋白组成的复合物。TCR与 CD3信号
复合物相结合，是通过 TCR激活 T细胞所必需的过
程。现在有一种策略，即从对肿瘤相关抗原（tumor-
associated antigen，TAA）具有高度特异性和活性的 T
细胞中，获取 TCR并将其 cDNA转移至从另一群患
者体内分离的外周血 T细胞中。这项策略的关键点
在于被转移的 TCR能保持高度的肿瘤反应性和特
异性。在这方面，由于具有双顺反子的慢病毒能更
为方便的表达 TCR复合物的 α和 β链基因，从而使
LV成为 TCR疗法中选择的转基因载体［8］。目前有
多项使用 LV转导 TCR针对不同癌症的自体 T细胞
的临床实验正在进行中，比较具代表性的为一项以

NY-ESO-1为靶点的治疗食管癌的Ⅱ期临床试验（临
床试验代号：NCT01795976）；此外还有多个以转移
黑色素瘤中的 T细胞识别的黑色素瘤抗原-1（mela-
noma antigen recognized by T cells 1，MART-1）为靶
点的试验，其中包括一个联合使用针对MART-1和递
呈 MART-1的 DC的Ⅰ期临床试验（临床试验代号：
NCT00910650）。

TCR-T细胞疗法所面临的一个潜在问题就是外
源性 TCR链与内源性 TCR链组合产生了意外的异
源性 TCR形式而造成的脱靶毒性［9］。一个可行的
解决方案是使用经过特异性设计的锌指核酶（zinc
finger nuclease，ZFN）来干扰内源性基因。研究表
明，以 TCR基因为靶点的 ZFN可有效阻断 T细胞中
的 TCR表达，以 LV为载体的 Wilms肿瘤 1抗原特
异性 TCR经 ZFN编辑的 T细胞与未经 ZFN编辑的
T 细胞相比，TCR 纯度显著提高，而脱靶效应显著
降低［10］。

CAR-T细胞疗法是目前最为主流的癌症免疫疗

法，至目前为止已有两项 CAR-T疗法获得美国食品
药品监督管理局（Food and Drug Administration，FDA）
的上市批准［ 11-12 ］，其中一项使用的就是 LV［ 12 ］。
CAR-T细胞疗法，是通过在体外向患者 T细胞转导
CAR序列以达到对 T细胞进行改造的目的，CAR则
是由不同蛋白的多个不同结构域组成并被装配成一

个人工的受体。这些受体被设计定位在细胞膜上，
并且由胞外和胞内区域组成，其胞外区域被设计与

肿瘤细胞表面表达的特异性 TAA结合。此区域通
常由一个来自抗体的单链可变区域（single-chain
variable fragment，scFv）组成，识别并结合特异性的
TAA从而使免疫细胞具有针对靶癌症细胞的特异
性。胞内结构域的数量为 1 ～ 3个，被设计用来激
活 ／ 加强 T细胞的细胞毒能力。胞内结构域能增加
效应细胞的细胞因子分泌、增殖和持久性。这些结
构域一般包括来自 TCR的 CD3ζ，以及 CD28、OX40
和 ／ 或 4-1BB等共刺激分子。第一代 CAR分子的胞
内结构域仅包含 TCR的 CD3ζ，第二代 CAR分子的
胞内结构域还包含 CD28、OX40和 ／ 或 4-1BB等共
刺激分子中的一种［13］，第三代 CAR分子的胞内结构
域则包含 2 个共刺激分子（CD28、4-1BB）［14］，而最
近开发的第四代 CAR分子还引入了促炎症细胞因
子（如 IL-12）和共刺激配体（4-1BBL和 CD40L）［15-16］。

4 LV应用中的监管考虑

LV在 CAR-T等癌症免疫疗法中最主要的安全
性问题就是发生病毒间的同源重组，这种重组会产

生 RCL［17］，而当 LV中 RCL含量升高以后，伴随着
病毒复制的增多对宿主 DNA的插入突变发生几率
也会随之增高。因此，FDA、欧洲药品管理局（Euro-
pean Medicines Agency，EMA）以及世界上大部分监
管机构均要求对载体和患者进行 RCL的检测［17-18］，
也就是要求对病毒载体及经过遗传改造的细胞产品

均需进行 RCL检测。目前检测 RCL的最主要方法
为 S＋L－检测，这是一种将检测样本与允许病毒复制

的细胞一起孵育的方法［19］，通过 PCR或血清学检
测可以监测患者体内的 RCL。FDA建议在第 1年对
接受过免疫疗法的患者每 3个月进行 1次检测。因
为通过多质粒体系将病毒基因组分开表达，第三代

具有 SIN设计的 LV产生 RCL的可能性较低。
由于使用 LV具有产生 RCL的可能性，而由此

产生的 RCL引起的插入突变会导致肿瘤，因此，美
国和欧洲的卫生监管部门对于接受过使用 LV的疗
法均要求进行长时间的随访。各国对于随访的要求
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不同，在美国推荐的方案是在接受疗法后 15年每年
随访 1次，获得 FDA批准的 tisagenlecleucel其长期
上市后监管方案就是以此为理论参考的。但是对于
患者长期随访的最佳持续时间并非一成不变，而是

取决于对多种因素的综合考虑，其中包括载体以及

转基因的表达持续时间。除了对 RCL以及次生的
肿瘤，患者还需进行检查以诊断神经性、风湿性和
自身免疫性不良反应的发生及恶化［20］。FDA还要
求对参与使用 LV的临床试验的患者，均需将所使用
的 LV作用机理以及整合进宿主 DNA 的可能性进
行告知。

5 讨论及展望

为了提高 LV的安全性已进行了很多的研究，
其中大多研究均是针对 LV进行设计。非整合型慢
病毒（non-integrating lentiviral vector，NILV）就是一
个可以避免插入性突变的方法。NILV能转染分裂
细胞和非分裂细胞，其病毒整合酶蛋白有缺陷，病

毒基因组游离于胞内而不是整合进宿主的基因组

DNA中［21］。这样预计在分裂细胞中 NILV仅能维
持短时间的表达，尽管这种稀释效应在某些情况下

很不利，但对于免疫细胞疗法这种不需要长时间基

因表达的条件下，反而会有利于安全性。
目前在很多临床前研究中将 NILV当作疫苗使

用，可诱导体液和细胞免疫反应，还有抗肿瘤免疫反

应［22］。还可将 ZFN与 NILV一起共转染细胞，以便
于将编码载体的重组 DNA整合进宿主 DNA的特异
位点，而不是随机整合［23］，这样可降低由于逆转录

病毒随机插入宿主基因组而导致的原癌基因激活或

抑癌基因沉默而使细胞向肿瘤转化的风险。在一项
临床前研究中，研究者尝试利用 ZFN将 T细胞中内
源性的 TCR除去，由 NILV携带的具有抗肿瘤特异
性的 TCR替代［10］。本文前面已经提及过 ZFN对于
内源性 TCR的编辑能降低脱靶效应。如果需要在
分裂细胞中进行长期表达，可通过表达噬菌体 φC31
的整合酶的双重 NILV系统［24］。

6 结 语

针对癌症的免疫疗法近年来取得了重大进展，

而 LV因其具有较高的安全性和较好的长期表达能
力越来越多被应用于癌症免疫疗法中。科研工作者
对 LV进行了大量的迭代改进，而监管机构人员也
需对其安全性的考量进行充分的评估，以便更好的

进行管理。本文为更好地发挥 LV的功效并提高其
安全性提供了参考。
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