
书书书

中国生物工程杂志　ＣｈｉｎａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０２４，４４（２／３）：１４２１５２

ＤＯＩ：１０．１３５２３／ｊ．ｃｂ．２３０８０２２

细胞免疫治疗载体技术的现状与展望

刘秀盈１　刘静静１　崔鑫铭１　于梦圆１　史渊源１，２　王建勋１，２
（１北京中医药大学生命科学学院　北京　１００００　２深圳细胞谷生物医药有限公司　深圳　５１８０００）

摘要　近年我国细胞免疫治疗发展迅速，从零基础直追国际前沿水平。在细胞免疫疗法蓬勃发
展的背后，将基因导入靶细胞并使其进行表达的基因递送载体技术的支持不可或缺。如何更加

安全高效地进行基因转递也是困扰行业发展的重要瓶颈之一。通过总结目前细胞治疗领域主要

应用的载体技术发展现状，并对比已经上市产品的工业化生产流程，以期为后续载体技术的发展

提供参考。
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　　２０２３年６月３０日，由信达生物与驯鹿生物共同开
发及商业化的细胞免疫治疗产品伊基奥仑赛注射液

（商品名：福可苏）通过优先审评审批程序附条件获得

国家药监局审批上市许可。福可苏是国内首个获批靶

向Ｂ细胞成熟抗原（ＢＣＭＡ）的嵌合抗原受体 Ｔ细胞治
疗（ＣＡＲＴ），也是第一款完全意义上本土发展的产品。
细胞治疗作为一种治疗手段已经在临床崭露头角，

２０１９年美国癌症年会就将其与手术、放疗、化疗和靶向
治疗并列为癌症治疗的五大支柱［１］。在其他疾病方

面，细胞免疫治疗也逐渐成为发展的重要方向，也是继

小分子、大分子靶向疗法之后的新一代精准疗法，其中

基因编辑的过程非常重要，将外源基因导入免疫细胞

中需要合适的载体技术。例如，ＣＡＲＴ细胞生产过程
中，将ＣＡＲ基因转导进入 Ｔ细胞所采用的载体被认为
是制造过程中的关键原材料。理想载体应具备以下几

个特点：（１）有足够的空间来递送大片段的治疗基因；
（２）具有高转导效率；（３）可以长期稳定表达转基因；
（４）具有较低的免疫原性或致病性，不会引起炎症；
（５）具备大规模的生产能力。本文将对细胞治疗载体
技术的现状进行综述并提出展望。

１　细胞免疫治疗

　　如图１所示，细胞免疫治疗是指通过采集人体的

免疫细胞，经过体外培养以富集扩增其中某种免疫细

胞或增加靶向性杀伤功能，然后再回输回患者体内，从

而杀灭患者体内的病灶，通常是癌组织、病变细胞或病

原体等［２］。与传统医学借助外源药物来干预病原不

同，细胞治疗开创了一种全新的医疗理念，即将人体自

身作为治疗的基础。免疫细胞是人体的防卫军，是人

体免疫系统的重要组成部分，负责杀灭对人体有害的

病原体、病变细胞或癌细胞，免疫细胞包括人体的 Ｔ细

胞、ＮＫ细胞、Ｂ细胞、树突状细胞（ＤＣ）等。细胞免疫

疗法正是利用了这种强大的功能，将其改造为具有持

久功能的“活药”。１９８４年，Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇ发明了 ＬＡＫ细

胞疗法并于１１月获美国食品药品监督管理局（ＦＤＡ）

批准进行临床试验，其被誉为“过继性细胞疗法的开创

者”［３］。世界上第一位接受 ＣＡＲＴ细胞治疗的白血病

患者，ＥｍｉｌｙＷｈｉｔｅｈｅａｄ至今已经无癌生存了１１年，这

在细胞免疫疗法之前是不可想象的。经过近４０年的

发展，细胞免疫疗法不仅有效果良好已经上市的产品，

还有更多在研的产品进入临床试验阶段，表１总结了

细胞免疫治疗的主要发展历程。

２　细胞免疫治疗中的基因递送载体技术

　　纵观细胞免疫疗法，特异性越来越强是很明显的

发展趋势，为了增强靶向性的杀伤功能，必须对提取的

免疫细胞进行基因改造，这就意味着高效安全的基因

递送载体技术不可或缺。２０２０年诺贝尔化学奖得主
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表１　细胞免疫治疗的发展

Ｔａｂｌｅ１　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｃｅｌｌｕｌａｒｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ

代数 主要产品 特点

第一代 淋巴因子激活的杀伤细胞疗法（ＬＡＫ） 非特异性，广谱杀伤能力

第二代 细胞因子诱导的杀伤细胞疗法（ＣＩＫ）、肿瘤浸润淋巴细胞（ＴＩＬ） 非特异性，广谱杀伤能力

第三代 细胞因子诱导的杀伤细胞树突状细胞混合疗法（ＤＣＣＩＫ） 非特异性，混合培养能够增强ＮＫＴ的广谱杀伤能力

第四代 嵌合抗原受体Ｔ细胞、ＮＫ细胞或巨噬细胞治疗（ＣＡＲＴ、ＣＡＲＮＫ、
ＣＡＲＭ），Ｔ细胞受体嵌合 Ｔ细胞治疗（ＴＣＲＴ），树突状细胞疗法
（ＤＣｂａｓｅｄｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ）

特异性，绕过了抗原呈递过程，直接靶向性杀伤高表

达靶抗原的细胞或组织，能够在体内长期存活，或能

够直接诱导多种细胞进行免疫应答

图１　细胞免疫治疗的流程

Ｆｉｇ．１　Ｐｒｏｃｅｓｓｏｆｃｅｌｌｕｌａｒｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ

Ｄｏｕｄｎａ［４］认为递送仍然是基因编辑体细胞治疗的最大

瓶颈。以目前细胞免疫治疗中最火爆的ＣＡＲＴ项目为

例，表２总结了在我国和美国已经上市的细胞产品采

用的基因递送载体技术，主要集中为两类病毒载体，即

逆转录病毒载体和慢病毒载体。但随着新技术的发

展，在研的细胞免疫治疗技术中采用的底层载体技术

远远不止上述两种，下文对目前比较常见递送载体进

行简要介绍。

２．１　逆转录病毒载体

　　逆转录病毒（ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓｅｓ，ＲＶ）又称反转录病毒，是

一种ＲＮＡ病毒，其两端为长末端重复序列（ＬＴＲ）［５］。

该病毒呈球形，有包膜，表面有刺突，颗粒比较大，直径为

８０～１００ｎｍ，是一种包膜蛋白壳，包含病毒基因组［６］。

表２　上市ＣＡＲＴ产品信息（中国、美国）

Ｔａｂｌｅ２　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｎｌｉｓｔｅｄＣＡＲＴ

ｐｒｏｄｕｃｔｓ（Ｃｈｉｎａ，ＵＳＡ）

上市时间 商品名 靶点 载体

２０１７年８月 Ｋｙｍｒｉａｈ ＣＤ１９ 慢病毒载体

２０１７年１０月 Ｙｅｓｃａｒｔａ ＣＤ１９ 逆转录病毒载体

２０２０年７月 Ｔｅｃａｒｔｕｓ ＣＤ１９ 逆转录病毒载体

２０２１年２月 Ｂｒｅｙａｎｚｉ ＣＤ１９ 慢病毒载体

２０２１年３月 Ａｂｅｃｍａ ＢＣＭＡ 慢病毒载体

２０２１年６月 奕凯达 ＣＤ１９ 逆转录病毒载体

２０２１年９月 倍诺达 ＣＤ１９ 慢病毒载体

２０２２年２月 Ｃａｒｖｙｋｔｉ ＢＣＭＡ 慢病毒载体

２０２３年６月 福可苏 ＢＣＭＡ 慢病毒载体
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衣壳周围的包膜结构实际上是起源于宿主细胞的脂质

双层，含有病毒编码的表面糖蛋白和跨膜糖蛋白。逆

转录病毒复制有一个必需步骤：在逆转录酶的作用下，

其基因组 ＲＮＡ可被逆转录为前病毒 ＤＮＡ（ｐｒｏｖｉｒａｌ
ＤＮＡ），随后借助整合酶的作用通过前病毒两端ＬＴＲ插
入到宿主细胞的基因组中［７］。一般来说，简单的逆转

录病毒包含三个主要编码片段和一个小型编码域。主

要片段包含三个基因———ｇａｇ、ｐｏｌ和 ｅｎｖ，ｇａｇ编码病毒

的核心蛋白、ｐｏｌ编码逆转录酶、ｅｎｖ编码病毒外膜糖蛋
白［８］。作为最早被开发的一类病毒载体，通过多次改

进，目前逆转录病毒载体（ｒｅｔｒｏｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒ，ＲＶＶ）仅具备

单次感染能力，感染的宿主细胞不能产生可以复制的

病毒，病毒载体的致病性大为下降。

　　主要上市和在研的产品大部分采用的是 γ逆转录
病毒载体，现有的逆转录病毒载体主要分为三型［９］。

第一型是双表达（ｄｏｕｂｌｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＤＥ）载体，含两个
外源基因，一个基因取代 ｇａｇ／ｐｏｌ片段，表达为非剪接
的ＲＮＡ形式，且不含内含子序列。第二型是具有内部

启动子的载体，由于病毒载体内部有一个启动子，不同

类型的启动子导致病毒的效价不同，选择合适的启动

子可以提高１０～５０倍病毒效价，在较难转导的原代淋
巴样细胞和骨髓祖细胞中有较广应用。第三型被称为

是自灭活载体（ｓｅｌｆｉｎａｃｔｉｖａｔｉｎｇｖｅｃｔｏｒ，ＳＩＮ），该载体中

３′ＬＴＲ缺失增强子和启动子序列，它们的缺失并不影响
病毒功能，但可以使病毒载体整合入靶细胞染色体时

本身不具备活性，提高安全性。

　　目前逆转录病毒载体生产制备的主要流程为：目
的基因获取→构建质粒测序验证→病毒瞬时包装→筛

选得到稳转细胞系→扩大培养→收获病毒上清液→纯
化病毒。科研级逆转录病毒载体的生产过程无须筛选

稳转细胞系，过程较为简单，收获病毒产量较低，进行

浓缩后可供科学研究使用。逆转录病毒载体工业化生

产工艺更加完善，通过转染一种包装细胞并用这些细

胞产生的病毒上清液转导另外一种包装细胞，然后筛

选第二种包装细胞的稳转细胞系来收集逆转录病毒载

体［１０］。瞬时转染的病毒载体存在较大异质性［１１］，通过

筛选稳转细胞系甚至挑选单克隆细胞库，使生产病毒

载体的细胞基因水平稳定、平均［１２］，使产生的病毒载体

产品质量稳定，工艺放大容易，单个批次生产的逆转录

病毒载体可供多达１０００名患者进行细胞治疗，这种大
规模生产大大节约了成本［１３］。采用逆转录病毒载体工

艺已经上市的产品均定价较低，受益人群更多，从长远

应用和效益来看，逆转录病毒载体具有很大优势。一

项研究对１９９７年包装并储存的逆转录病毒载体上清
液和２００８年新鲜包装的病毒载体进行了对比，虽然
１０年的储存略降低了逆转录病毒载体的质量，但靶

细胞的转导效率和增殖能力与２００８年的对比并未显
著下降，这说明逆转录病毒载体具有很强的稳

定性［１４］。

２．２　慢病毒载体
　　慢病毒属于逆转录病毒科，是一种 ＲＮＡ病毒，是

直径为８０～１２０ｎｍ的球形颗粒。它存活和功能所需的
基本基因是ｇａｇ、ｐｏｌ和ｅｎｖ，ｇａｇ编码结构蛋白，ｐｏｌ编码
逆转录和整合到宿主细胞基因组所需的酶，ｅｎｖ编码病
毒包膜糖蛋白［１５］。慢病毒载体（ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒ，ＬＶＶ）
是一类改造自人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）的病毒载
体［１６］，生产病毒滴度浓缩后可高达１０９ＴＵ／ｍＬ，通常用
于细胞和基因治疗［１７］。它能够感染分裂期与非分裂期

细胞，可利用逆转录酶将外源基因整合到宿主基因组

中，并长期稳定表达，如神经元、造血干细胞和免疫系

统细胞［１８］。

　　现有的慢病毒载体主要可以分为三代：第一代慢
病毒载体系统由 ｅｎｖ包装质粒、异源包膜蛋白 ＶＳＶＧ
质粒及载体质粒组成，包含很大一部分 ＨＩＶ基因组，包

括ｇａｇ和ｐｏｌ基因，慢病毒辅助基因 ｖｉｆ、ｖｐｒ、ｖｐｕ、ｎｅｆ，以
及调节基因ｔａｔ和ｒｅｖ［１５］。由于ｔａｔ和ｒｅｖ是病毒复制所
必需的基因，而ｖｉｆ、ｖｐｒ、ｖｐｕ和 ｎｅｆ基因对病毒在体外生
长不是必需的。因此，第二代慢病毒载体去除了辅助

基因ｖｉｆ、ｖｐｒ、ｖｐｕ、ｎｅｆ，在不影响载体产量和感染效率的

情况下提高了安全性。第三代慢病毒载体删除了 Ｕ３
区的３′ＬＴＲ，使载体失去 ＨＩＶ１增强子及启动子序列，
以产生自失活慢病毒载体。将ｇａｇ和ｐｏｌ与ｒｅｖ基因编

码在不同的质粒上，去除了 ｔａｔ基因，通过将病毒基因
组分解成单独的质粒进一步提高了安全性［１９］。

　　目前慢病毒载体生产制备的主要流程为：目的基
因获取→构建质粒测序验证→转染 ＨＥＫ２９３Ｔ→扩大
培养→收获病毒上清液→纯化浓缩。科研级慢病毒载
体的生产过程使用普通培养瓶，收获病毒产量较低，仅

供科学研究使用，纯化浓缩主要采用超滤柱浓缩法、

ＰＥＧ浓缩法或超速离心法［２０］。临床试验以及工业化生

产需要大量慢病毒载体，因此会使用大规模制备设备，

如采用多层培养系统、用悬浮培养生产慢病毒，纯化过

程采用膜分离技术、离子交换色谱、亲和色谱、体积排

阻色谱等技术，对洁净室环境要求也更高。
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２．３　腺病毒载体

　　腺病毒属于腺病毒科，无包膜，其基因组为２６～４５
ｋｂ线状双链ＤＮＡ分子，是直径为９０～１００ｎｍ的二十
面体病毒颗粒［２１］。其基因组两端各有一个反向末端重

复区，内侧为病毒包装信号。基因组上分布着４个承

担调节功能的早期转录元 Ｅ１、Ｅ２、Ｅ３和 Ｅ４，以及一个
负责结构蛋白编码的晚期转录元［２２］。１９５３年，人们发
现并成功分离腺病毒，经过几十年的发展，通过对其基

因组的逐步修改，腺病毒成为一种有前途的基因递送

载体。目前，腺病毒载体（ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒ，ＡｄＶ）基因

插入能力从第一代约７ｋｂ提高到了３６ｋｂ，可以收获滴
度高达１０１０～１０１１ｐｆｕ／ｍＬ的病毒载体［２３］。

　　腺病毒载体构建方法方便简单，对分裂期与非分
裂期细胞均可以有效转导，转导效率高，病毒载体可长

期储存，进入宿主细胞后不整合到宿主细胞基因组，仅

瞬间表达，安全性高［２４］。因此，腺病毒载体在基因治疗

的临床试验方面蓬勃发展。２００３年，赛百诺公司自主
研发的 “重组人 ｐ５３腺病毒注射液”（Ｇｅｎｄｉｃｉｎｅ）成为
世界上第一个获准上市的基于腺病毒载体的基因治疗

药物［２５２６］。现有的腺病毒载体可分为三代：第一代腺

病毒载体去除了 Ｅ１或 Ｅ３基因，这一类型的病毒需要

经过纯化才能安全使用，否则会引发机体产生较强的

炎症反应和免疫反应。第二代腺病毒载体去除了 Ｅ２Ａ
或Ｅ４基因，减弱了免疫反应的发生，提高了载体容量

和安全性，但病毒包装难度增加，病毒滴度有所下降。

第三代腺病毒载体去除了全部或大部分病毒基因，仅

可保留ＩＴＲ和包装信号序列，使免疫反应进一步减少，

载体中引入核基质附着区基因，可使外源基因保持长

期表达，增加了载体的稳定性［２７］。目前，Ａｄ５型腺病毒
载体被广泛应用于基础科学、基因治疗和疫苗开发［２８］。

　　腺病毒载体的包装系统可以分为ＡｄＭＡＸ和ＡｄＥａｓｙ
两种，主要步骤包括构建穿梭质粒→穿梭质粒与腺病毒

骨架同源重组→转染ＨＥＫ２９３细胞→扩大培养→收集病
毒上清液→纯化病毒载体［１１，２９］。目前科研级腺病毒载

体主要是通过小规模的培养瓶培养，培养面积为十几平

方厘米到３００ｍ２之间，临床级及工业化生产则需要中等
甚至大规模的细胞培养环境，如细胞工厂、生物反应器贴

壁培养或悬浮培养等。收获的腺病毒载体还需要进行纯

化，目前采用的纯化方法多是柱层析法，可以去除大颗粒

及小分子杂质，并使病毒载体进一步浓缩。

２．４　腺相关病毒载体

　　腺相关病毒（ａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ，ＡＡＶ）属于细

小病毒家族，无包膜［３０］，由三种病毒衣壳蛋白 ＶＰ１、
ＶＰ２和ＶＰ３组成二十面体对称的非包膜壳，需要依赖
于其他病毒如腺病毒、单纯疱疹病毒、牛痘病毒和人乳

头瘤病毒等才能进行复制［３１］。基因组为长度４～６ｋｂ
的单链线状ＤＮＡ，包含 ｒｅｐ、ｃａｐ和 ａａｐ三个基因，ｒｅｐ基
因编码病毒基因组复制和包装所必需的 ４种蛋白质
ｒｅｐ７８、ｒｅｐ６８、ｒｅｐ５２和 ｒｅｐ４０，ｃａｐ表达产生病毒衣壳蛋

白，ａａｐ基因在与帽基因重叠的替代阅读框中编码组装
激活蛋白［３２］。ＡＡＶ最初是在１９６５年作为猴腺病毒制
剂中的污染物被发现的，１９８４年有研究人员认为其是
潜在的基因治疗载体［３３］。目前使用的 ＡＡＶ载体是重
组腺相关病毒 （ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ，

ｒＡＡＶ）载体，是在非致病的野生型 ＡＡＶ基础上改造而
成的基因载体，其中 ｒｅｐ、ｃａｐ和 ａａｐ基因由转基因表达
盒取代，只剩下了两端的ＩＴＲ［３４］。
　　与其他载体系统相比，ｒＡＡＶ载体的包装容量略

低，可以承载５ｋｂ以下的基因组，除了包括 ＡＡＶ自身
的ＩＴＲ以外，还要考虑基因表达所需的调控元件。但
与其他病毒载体不同，不同血清型的 ＡＡＶ组织感染嗜
亲性各不相同，具有一定器官靶向特异性［３５］。并且

ｒＡＡＶ载体不整合进入宿主基因组，免疫原性低，感染

范围广，可以感染分裂期与非分裂期细胞，感染效率

高，收获病毒滴度较高。早期的 ＡＡＶ生产系统采取两
种质粒转染：一个是包含目的基因的质粒，两侧是ＩＴＲ；

一个是表达 ｒｅｐ和 ｃａｐ基因的质粒，以及提供辅助功能
的腺病毒载体，但该方法不能避免腺病毒污染［３６］。因

此，通过研究，目前 ＡＡＶ生产采用最多的是经典的三
质粒共转染法（ＨｅｌｐｅｒｆｒｅｅＡＡＶ包装系统），即用编码

转基因的质粒、含有 ５型腺病毒（Ａｄ５）辅助基因（即
Ｅ１ａ／ｂ、Ｅ２ａ、Ｅ４和ＶＡＲＮＡ）或其等效基因的辅助质粒，
以及编码ｒＡＡＶＲｅｐ和 Ｃａｐ蛋白的另一个质粒共同转
染ＨＥＫ２９３细胞［３７］。目前临床应用及大规模生产中已

经培育出可以在生物反应器悬浮液中生长的 ＨＥＫ２９３
细胞，每升产生超过１×１０１４个载体基因组，生产所得的
病毒载体采用密度梯度离心或阴离子交换柱纯化，可

以获得大量高纯度、高效率的病毒载体［３８］。

２．５　非病毒载体

２．５．１　裸ＤＮＡ　裸ＤＮＡ是最简单也是最常见的非病
毒载体 （ｎｏｎｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒ，ＮＶＶ），但其转染效率低、基因
表达时间短，在临床应用上受到较大限制［３９］。目前，

裸ＤＮＡ主要利用如肌内注射、电穿孔、基因枪等物理

方法，将目的基因载入细胞中并进行表达。
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２．５．２　脂质体　脂质体是由脂质双分子膜形成的封

闭微脂囊［４０］，具有低毒性、可降解性、易操作及制备等

优点。目前，阳离子型脂质体是除裸 ＤＮＡ外应用最为

普遍的非病毒基因传递系统［４１］。

２．５．３　高分子多聚物　多聚物载体中，阳离子多聚物

目前应用较多［４２］。多聚赖氨酸（ｐｏｌｙｌｙｓｉｎｅ，ＰＬＬ）和聚

乙烯亚胺 （ｐｏｌｙｅｔｈｅｒｉｍｉｄｅ，ＰＥＩ）是阳离子多聚物的典

型代表。但二者在使用中都存在许多问题。例如，ＰＬＬ

缺乏内涵体逃逸机制和内涵体裂解基团，如组氨酸［２４］

等，导致其在细胞内的传递使用受到限制，需要科学家

对其结构加以改造［４３］。

２．５．４　纳米颗粒　无机纳米颗粒基因载体具有低分

散性、可重复合成性、良好的生物亲和性、较低细胞毒

性、代谢产物少、无免疫排斥反应、稳定性好等优点。

目前己有关于无机硅壳类纳米颗粒的一些研究报道。

例如，无机纳米颗粒可用于转染，将质粒导入相应细胞

系，并实现其在细胞内的高水平表达［４４４５］。此外，金纳

米颗粒作为无机纳米材料的一种，具有非细胞毒性、生

物相容性、易于修饰改造等优点，非常适合作为核酸递

送载体［４６］。

２．５．５　ＳＢ转座子　ＳＢ转座子（ＳｌｅｅｐｉｎｇＢｅａｕｔｙ

ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ）发现于鲑鱼基因组中，是一种合成元素，隶

属于Ｔｃ１／ｍａｒｉｎｅｒ超家族 ＤＮＡ转座子，该超家族在大

约１０００万年前处于鼎盛时期［４７］。它被Ｉｖｉｃｓ等从睡眠

中唤醒。１９９７年［４８］通过消除失活突变，构建了８种不

同鱼类的共有序列。重建后，ＳＢ转座子还被发现能介

导包括小鼠和人类在内的多种脊椎动物的转座［４９］，因

此，它逐渐成为基因组工程的实用工具，其应用范围从

功能基因组学［５０］到基因组学和细胞疗法［５１］。目前其

作为一种基因转导技术，在体内外实验中均得到应用。

２．５．６　ＰＢ转座子　ＰＢ转座子（ＰｉｇｇｙＢａｃｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ），

最初是由病毒遗传学家Ｆｒａｓｅｒ等［５２］发现于对甘蓝尺蠖

蛾（ｃａｂｂａｇｅｌｏｏｐｅｒｍｏｔｈＴｒｉｃｈｏｐｈｓｉａｎｉ）的研究中，属于真

核生物的第二类 ＤＮＡ转座子，是一个自主转座子，可

通过“剪切和粘贴”机制在载体和染色体之间有效转

座。在转座过程中，ＰＢ转座酶可识别位于转座子载体

两端的转座子特异性反向末端重复 （ＩＴＲ）序列，能够

有效地将内容物从其原始位置移动，并将其有效整合

到ＴＴＡＡ染色体位点中［５３］。与 ＳＢ转座子相比，ＰＢ转

座子有更高的转导转座效率［５４］。除此之外，ＰＢ转座系

统操作简单，具有较高的安全性且成本低，目前 ＰＢ转

座子系统成功应用于 Ｔ细胞修饰［５５］，是应用较广且具

有临床研究前途的非病毒载体系统。

　　除上述载体外，非病毒基因载体还有多肽、蛋白

质、壳聚糖等。随着材料化学和医学研究的快速发展，

非病毒载体种类将会越来越丰富，功能越来越多样。

３　载体的工业化生产

　　细胞免疫治疗载体技术种类丰富，根据不同研究

需求，科学家们可以选择不同种类的载体，但最终的目

标都是能够推进临床应用，《人用基因治疗制品总论》

《细胞治疗产品研究与评价技术指导原则（试行）》《免

疫细胞治疗产品学研究与评价技术指导原则（试行）》

等文件均对载体的生产和质量控制进行了通用性技术

要求［５６５８］。虽然病毒载体和非病毒载体在科学研究上

百花齐放，但是在上市阶段，在细胞治疗领域已经上市

产品主要依赖于慢病毒载体、逆转录病毒载体两种底

层技术，工业化病毒包装过程基本包括以下三步：

（１）将目的基因构建进入骨架质粒；（２）将包装质粒转

染进入包装细胞；（３）收集上清液并纯化病毒载体。根

据《中国药典》要求，从提取质粒的环节开始所有过程

均需符合 ＧＭＰ的基本原则和相关要求，并且不能仅从

成品进行检测，从质粒、细胞库、试剂及添加物、过程控

制、中间制品、特性分析和工艺验证等全程、全方位进

行质量控制［５９］。

　　Ｙｅｓｃａｒｔａ和 Ｋｙｍｒｉａｈ两款产品是最早上市的 ＣＤ１９

靶向ＣＡＲＴ产品，一个采用慢病毒载体、一个采用逆转

录病毒载体，６年建立了市场化管线，两者均具有相对

成熟的工业化生产线。图２总结了两款产品近５年的

全球销售额，２０２２年 Ｙｅｓｃａｒｔａ（应用逆转录病毒载体）

比Ｋｙｍｒｉａｈ（应用慢病毒载体）的销售额高出 ２倍。

２０２１年是中国细胞治疗的元年，奕凯达和倍诺达作为

国内上市的第一款和第二款靶向 ＣＤ１９的 ＣＡＲＴ产品

先后问世，也采用了不同的生产工艺。图 ３总结了

２０２２－２０２３年这两款产品在国内的销售情况，奕凯达

（应用逆转录病毒载体）比倍诺达（应用慢病毒载体）

的销售额高出近３倍，可见逆转录病毒载体在工业化

中的优势遥遥领先。无论是在国内市场还是在全球市

场，应用逆转录病毒载体工艺的产品售价更低，在销售

数量和销售额中都较慢病毒载体工艺的产品高，逆转

录病毒载体较低工业化成本和高产量使其市场占有率

较高，从而获得高收益。
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图２　Ｙｅｓｃａｒｔａ和Ｋｙｍｒｉａｈ近５年全球销售额

Ｆｉｇ．２　ＹｅｓｃａｒｔａａｎｄＫｙｍｒｉａｈｇｌｏｂａｌｓａｌｅｓｏｖｅｒｔｈｅｌａｓｔｆｉｖｅｙｅａｒｓ

图３　２０２２－２０２３年中国奕凯达和倍诺达销售情况

Ｆｉｇ．３　ＳａｌｅｓｏｆＥｋｅｄａａｎｄＢｅｎｅｖｏｄａｉｎＣｈｉｎａ，２０２２－２０２３

　　慢病毒载体的包装流程较为简单，但由于慢病毒

包装一般设计为３个质粒共同转染，且为瞬时包装方

式，包装质粒需求量大。包装质粒需求量大这种方式

导致批次之间的异度较大，一定程度上限制了生产规

模。在工业化生产阶段，逆转录病毒载体筛选稳定转

染的细胞株工艺较复杂，但其优势在于能够形成稳定

产毒的细胞株，这也就意味着前期包装质粒需求量小，

并且病毒载体产量稳定，批次之间异度较小，并且可以

通过冻存细胞株以实现后期源源不断收获病毒载体。

除去感染细胞的操作过程不一致，扩增感染细胞环节

是两种病毒载体包装中一致的环节，并且由于包装细

胞均为贴壁细胞，相对于悬浮细胞培养模式，贴壁细胞

的空间利用度太低，目前科学家们从新工艺开发入手，

开发了悬浮培养体系等解决方案［６０］。图４总结了两个

载体工业化包装流程，表３对两种载体进行对比。

　　如今，细胞产品种类的开发日益丰富，除已上市在

血液瘤治疗中展示出极大优势的 ＣＡＲＴ细胞产品外，

还有很多针对实体瘤治疗的 ＣＡＲＮＫ、ＣＡＲＭ等细胞

产品，针对治疗实体瘤的细胞产品在剂量上也有大幅

度提升，但要考虑其工业化成本优势。除成本外，细胞

的转导效率是应用于临床的主要考核指标，慢病毒载

体常见包膜 ＶＳＶＧ，在造血干细胞（ＨＳＣ）和自然杀伤

（ＮＫ）细胞的改造中 ＶＳＶＧ假型慢病毒载体并不能获

得令人满意的转导效率，而作为 ＶＳＶＧ同源细胞受体

的低密度脂蛋白受体（ＬＤＬＲ），在被激活的 Ｔ细胞表

面高水平表达，因此 ＶＳＶＧ假型慢病毒载体（ＶＳＶＧ

ＬＶｓ）转导能力在 Ｔ细胞上较强，而转导 ＮＫ细胞其效

率极低（一般小于５％）。相反，逆转录病毒载体的包膜

在ＮＫ细胞的转导上更具优势［６１］。
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４　展　望

　　２０１０年，第一个经ＦＤＡ批准上市的自体细胞免疫

疗法 Ｐｒｏｖｅｎｇｅ诞生，它通过将患者的免疫细胞与

ＰＡ２０２４抗原共培养，以刺激和引导细胞在回输至患者

体内后对抗前列腺癌。但在获得监管部门批准后，

Ｐｒｏｖｅｎｇｅ面临与其制造和管理相关的挑战，高成本和短

保质期阻碍了其广泛的临床应用。在经过短短几十年

的研发过程，尽管细胞免疫疗法制备过程越发复杂易

变，但目前在临床大放异彩，这与一代代载体技术的发

展密切相关，从可能携带致病性基因片段，到失活载体

构建、提高安全性，现在已经有了可以定向在合适位点

插入治疗基因的研究［６２６３］，从各方面都有了长足的进

步。从Ｙｅｓｃａｒｔａ产品２０２２年全球销售额达１１．６亿美

金的结果来看，似乎１０年前禁锢 Ｐｒｏｖｅｎｇｅ产品发展的

问题已经解决，但是细胞免疫疗法载体生产在工艺优

化、生产规模加大和质量控制方面还有很多挑战。随

着技术的不断发展和人们对疾病认识的进一步加深，

基因递送载体作为可编程活体药物的途径将成为对抗

疾病的有力武器。

图４　慢病毒载体和逆转录病毒载体工业化包装流程

Ｆｉｇ．４　Ｆｌｏｗｏｆｉｎｄｕｓｔｒｉａｌｐａｃｋａｇｉｎｇｏｆｌｅｎｔｉｖｉｒａｌａｎｄｒｅｔｒｏｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｓ

表３　慢病毒载体和逆转录病毒载体的对比

Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｌｅｎｔｉｖｉｒａｌａｎｄｒｅｔｒｏｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｓ

病毒载体 慢病毒载体 逆转录病毒载体

病毒颗粒大小 ８０～１２０ｎｍ ８０～１００ｎｍ

基因组 ＲＮＡ ＲＮＡ

包装所需质粒数量 １个表达质粒和２～３个包装质粒 １个表达质粒

包装所需质粒规模 毫克级 微克级

包装方式 表达质粒和包装质粒共转染２９３Ｔ细胞以获得含有慢病
毒载体颗粒的上清液

表达质粒转染含有包装蛋白质的瞬转包装细胞以获得含

有病毒的上清液，感染能够稳转的包装细胞，最终获得含

有逆转录病毒载体颗粒的上清液

病毒纯化 必需（核酸、蛋白质） 可选（蛋白质）

病毒浓缩 必需 可选

病毒滴度 浓缩后可达１０８～１０９ＴＵ／ｍＬ １０６～１０７ＴＵ／ｍＬ，浓缩后可达１０８～１０９ＴＵ／ｍＬ

免疫原性 低中 低中

整合方式 随机并稳定整合 随机并稳定整合

一般整合位点 基因内 基因间

８４１



２０２４，４４（２／３） 刘秀盈 等：细胞免疫治疗载体技术的现状与展望

（续表３）

病毒载体 慢病毒载体 逆转录病毒载体

产量 低（３０～５０人份／批） 高（可达１０００人份／批）

成本 较高 较低

感染细胞状态 分裂期和非分裂期 分裂期

表达维持时间 稳定表达 稳定表达

表达丰度 高水平 高水平

开始表达时间 较慢，２～４天 较快，１～２天
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