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摘 要： 体内原位生成嵌合抗原受体T细胞（chimeric antigen receptor T cell，CAR-T）疗法作为一种新兴的治疗策 

略，在实现标准化产品制备、降低治疗成本以及缩短治疗周期方面展现出巨大潜力。本文聚焦于体内CAR-T治疗的 

关键技术——载体递送系统，深入探讨了不同递送载体的作用机制及其优劣势，综述了该领域的最新研究进展与面 

临的技术挑战，旨在为优化体内CAR-T治疗策略及推动其临床转化提供理论参考。 
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Abstract: In vivo chimeric antigen receptor T-cell (CAR-T) therapy is an emerging paradigm that enables direct genetic 
engineering of T cells within patients, bypassing ex vivo manufacturing. This approach addresses key limitations of traditional 
CAR-T therapy, including lengthy production time, high costs, T-cell exhaustion, and integration-related mutagenesis risks, 
while promising standardized, accessible, and safer treatments. This review systematically evaluates vector delivery systems 
essential for in vivo CAR-T generation. Viral vectors, including lentiviral (LVs) and adeno-associated viral (AAVs) vectors, 
leverage natural transduction mechanisms. Engineered LVs with retargeted envelopes achieve efficient, durable CAR 

收稿日期：2025-11-26； 修回日期：2026-01-29 
基金项目：国家自然科学基金项目(82101929)；黑龙江省协同创新项目(LJGXCG2023-003)；哈尔滨医科大学附属第一医院杰出 

青年基金项目(2021J02) 
*通信作者：E-mail: zhenkunwang@hrbmu.edu.cn 

王振坤，研究员/博士生导师。现任国家卫生健康委细胞移植重点实验室PI、哈医 

大一院干细胞临床研究管理办公室主任、黑龙江省细胞临床研究学术委员会秘书长、 

中国研究型医院学会生物治疗学专业委员会委员、中国抗癌协会肿瘤微环境专业委员 

会委员、亚太医学生物免疫学会血液学分会常务委员、黑龙江省医学会医学细胞生物 

学分会委员。主持国家自然科学基金、省“双一流”学科协同创新重点项目等多项课 

题，发表SCI论文30余篇，出版学术专著1部（主编），获黑龙江省卫生厅医疗新技术成果 

奖一等奖。围绕细胞治疗及机制开展多项研究，主导细胞培养基及关键试剂自主研 

发，申请国家发明专利3项，并成功实现成果转化与产业化落地。  



expression via genomic integration. AAVs offer lower immunogenicity and primarily episomal persistence, enhanced by 
serotype optimization and capsid engineering for improved T-cell specificity and reduced pre-existing immunity. Non-viral 
vectors, led by lipid nanoparticles (LNPs), provide scalable production, flexible cargo capacity (mRNA/DNA/CRISPR), and 
proven safety from mRNA vaccine applications. Challenges like hepatic tropism are mitigated through lipid formulation 
tuning, surface ligand conjugation, and alternative dosing routes. Emerging biomimetic nanoparticles, such as cell membrane- 
coated or fusogenic virus-like particles, enhance biocompatibility, immune evasion, and targeted cytosolic delivery. Key 
challenges include viral integration/immunogenicity risks, non-viral transient expression and endosomal escape, off-target 
effects, and solid tumor microenvironment barriers. Solutions encompass multi-domain ligands, transposon integration, co- 
delivery of immunomodulators, and stimulus-responsive designs. Comparative analysis reveals application-specific 
suitability: LVs for hematologic malignancies needing long-term surveillance; LNPs for autoimmune diseases via transient 
″immune reset″; biomimetics for superior evasion. Phase I trials of viral platforms show promising safety and efficacy. Future 
success hinges on enhancing delivery precision, balancing expression durability with safety, and standardizing production. 
Multidisciplinary advances will expand in vivo CAR-T beyond oncology to autoimmune disorders, transplant tolerance, and 
chronic infections, heralding accessible precision immunotherapy. 
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嵌合抗原受体（chimeric antigen receptor，CAR） 

于1989年提出 [ 1 ] ，其设计将T细胞受体（T-ce l l  
receptor，TCR）的细胞内信号域与抗体可变区融合， 

赋予T细胞识别肿瘤抗原并发挥细胞毒性的能力。 

基于此概念发展出的CAR-T细胞疗法是一种革新的 

免疫治疗方法，其核心原理是从患者体内分离T细 

胞，通过基因工程将识别肿瘤抗原的CAR导入细胞， 

扩增后回输给患者，使T细胞可不依赖主要组织相容 

性复合体（major histocompatibility complex，MHC）识 

别并杀伤目标细胞，已经在急性B淋巴细胞白血病、 

淋巴瘤及自身免疫性疾病的治疗中取得了显著成 

效[2-5]。然而，CAR-T疗法目前依赖的传统“体外（ex 

vivo）”制备模式面临多重挑战：流程烦琐且耗时漫 

长，从T细胞分离、病毒载体转导、体外扩增到回输， 

高昂的费用与时间成本使许多患者无法受益；病毒 

载体的随机整合带来潜在的基因插入突变风险；长 

期的体外培养易导致T细胞功能耗竭，削弱其体内持 

久性与治疗效果等[6，7]。 

体内（in vivo）CAR-T细胞工程能够摒弃繁琐的 

体外步骤，通过体内递送技术直接对T细胞进行CAR 
修饰，实现其原位转化[8，9]。这种“现货型”（off-the- 
shelf）疗法有望从根本上简化制备流程、降低成本， 

并提高治疗的安全性与可及性。 

体内CAR-T治疗的核心理念，不仅在于将外源 
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基因成功递送至体内，更在于确保具有治疗效应的 

基因片段能够在特定的靶细胞亚群中实现持续、稳 

定且高水平的表达。然而，面对体内复杂的生理环 

境，如何突破递送瓶颈成为关键。目前，学术界主要 

致力于两大类递送系统的研发：一是利用具有天然 

侵染机制的工程化病毒载体，二是通过材料设计实 

现高效包封与释放的非病毒载体。本文主要探讨这 

两类递送技术在体内CAR-T疗法中的研究进展、面 

临的挑战以及解决策略。 

1 体内 CAR-T递送系统 

1.1 基于病毒载体的CAR-T递送技术 

体内CAR-T技术的核心挑战，在于如何实现编 

码CAR的核酸序列（DNA或mRNA）的安全、精准及 

高效体内递送。因此，具备天然“遗传物质递送机 

制”的病毒载体成为解决这一难题的关键工具。在 

此背景下，基于病毒的基因治疗技术已发展为一项 

常规策略，其中慢病毒（lentivirus，LVs）与腺相关病 

毒（adeno-associated virus，AAVs）已逐渐应用于在体 

生成CAR-T这一前沿领域。 

1.1.1 慢病毒载体递送技术 

慢病毒作为逆转录病毒家族的一员，因其独特 

的生物学特性在CAR-T细胞疗法中占据核心地位。 

其优势在于能够有效感染分裂和非分裂细胞，并将 

外源基因稳定整合到宿主细胞基因组中，从而实现 

CAR基因的长期表达[10]。这种特性对于CAR-T细 

胞能够长期行使免疫监视功能和抗肿瘤效应至关 

重要。 

LVs通常具有较大的载体容量，可以承载编码 

复杂CAR结构所需的较长序列。Frank等[11]提出 

利 用 表 达 抗 C D 3 单 链 可 变 片 段 （ s i n g l e - c h a i n  
variable fragment，scFv）的慢病毒载体（CD3-LVs） 

直接在体内工程化T细胞。NSG小鼠体内实验证 

实，注射候选载体TR66.opt-LV成功诱导了CD19- 
CAR-T细胞的原位生成，实现了对B细胞的特异性 

杀伤，且未发现脱靶转导迹象。Coradin等[12]利用 

第四代慢病毒载体平台TetraVecta，结合改进型靶 

向性尼帕病毒包膜系统（ Nipah envelope system） 

特异性靶向T细胞，与传统的水疱性口炎病毒糖蛋 

白（vesicular stomatitis virus glycoprotein，VSV-G） 

假型载体相比，TetraVecta载体对T细胞表现出更高 

的特异性。此外，Huckaby等[13]发布了一种双靶向 

的慢病毒递送系统，研究人员使用了一种基于辛德 

毕斯病毒的假型慢病毒载体（SINV-LV），并且对载 

体中的包膜蛋白2（envelope 2，E2）糖蛋白进行突 

变，从而消除了其对人类细胞的天然趋向性，并通 

过双特异性串联抗原结合段（fragment antigen- 
binding，Fab）连接病毒突变E2糖蛋白与CD3抗体， 

这种重定向的慢病毒递送系统展现出卓越的特异 

性和转导效率。 

1.1.2 腺相关病毒载体递送技术 

腺相关病毒因其较低的免疫原性和非致病性而 

备受关注，它是一种小型、二十面体、无包膜的病毒， 

直径约为25 nm， 含有单链DNA基因组。AAVs能够 

高效感染多种细胞类型，包括静息状态的T细胞，并 

且主要以附加体形式（episomal DNA）存在于细胞 

核中，而非整合到宿主细胞基因组，这使得其基因组 

整合的风险远低于LVs[14]。此外，AAVs血清型的多 

样性赋予了其广泛的组织和细胞靶向潜力，每种血 

清型都具有独特的组织嗜性和转导效率，通过选择 

合适的血清型，可以实现对特定T细胞亚群的体内 

转导，增强递送效率。例如，AAV6在体内CAR-T构 

建中具有显著优势，因为它能够有效转导原代T细 

胞，包括在体内占比最大的静息T细胞[15]。有研究 

者选用高嗜性的AAV-DJ载体递送靶向CD4的CAR 
基因，在人源化白血病小鼠模型中，仅需单次注射即 

可生成足量且主要为CD8+表型的功能性CAR-T细 

胞，实现了与传统体外制备CAR-T细胞相似的肿瘤 

消退效果[15]。 

1.2 基于非病毒载体的CAR-T递送技术 

以脂质纳米颗粒（lipid nanoparticle，LNP）为代 

表的非病毒载体在临床转化层面具有显著优势，即 

易于实现GMP标准的规模化制备、成本可控并且存 

储稳定性更好[16，17]。其核心优势在于此类载体具 

备优异的装载包容性与灵活性，不仅能够突破病毒 

衣壳的容量限制，装载大片段质粒DNA，还能高效 

递送mRNA以实现治疗分子的瞬时表达，甚至可封 

装CRISPR/Cas9核糖核蛋白复合物（RNP）进行精准 

的基因组编辑[18]。 

LNP在COVID-19 mRNA疫苗中的成功实践， 

已在规模化生产、安全性与递送效率方面得到充分 

验证，为体内T细胞工程奠定了关键的技术与药学 

基础[19-21]。LNP体系的构建通常涉及四种核心脂 

质组分（图1），分别为可电离脂质、辅助脂质、胆固 
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醇、聚乙二醇（polyethylene glycol，PEG）化磷脂，并 

通过微流控技术与带负电荷的mRNA分子进行自 

组装[22，23]。各脂质组分在结构中发挥特定功能： 

（1）可电离脂质是LNP功能的核心，其独特的pH敏 

感性使其能在酸性内体环境中迅速质子化而带正 

电荷，进而有效破坏内体膜结构，促进封装mRNA 
的胞质释放，是实现高效基因递送的关键步骤。 

（2）辅助脂质通常为磷脂，有助于形成LNP的结构 

骨架，提供稳定性和生物相容性。磷脂的双层结构 

是脂质纳米颗粒的基础，有助于维持颗粒的形态和 

防止内容物泄漏。（3）胆固醇与磷脂共同构成LNP 
的结构骨架，维持其结构完整性、物理稳定性和膜 

的适度流动性，有效防止其在血液循环中被免疫系 

统识别和清除，从而延长其体内循环半衰期。（4） 

PEG化磷脂带有一个PEG链，在LNP表面形成一个 

亲水性涂层，抑制血浆蛋白在LNP表面的非特异性 

吸附，避免了LNP被单核吞噬细胞系统迅速清除， 

从而显著延长了LNP在血液循环中的半衰期。同 

时，PEG化磷脂还能够有效防止LNP颗粒之间发生 

聚集，维持颗粒分散的稳定性[24，25]。 

Rur ik等 [ 2 6 ] 开发了表面修饰有CD5抗体的 

LNPs递送系统，其内部包裹编码靶向成纤维细胞 

激活蛋白CAR的修饰mRNA，成功实现了体内瞬 

时 CAR-T细胞的原位重编程。该系统展现出卓越 

的mRNA递送效能，不仅在体外实现了超过80%的 

T细胞转染效率，在心力衰竭小鼠模型中，也能稳 

定诱导约20%的脾脏T细胞原位重编程为CAR-T 
细胞。这部分比例的CAR-T细胞高效地清除致病 

性成纤维细胞，大幅逆转心脏纤维化。 

2 体内CAR-T技术面临的核心挑战与解决策略 

2.1 病毒载体介导的体内CAR-T技术面临的问题 

及解决策略 

尽管病毒载体具备独特的递送优势，但其临床 

应用仍面临严峻挑战，其中安全性是首要顾虑，特别 

是慢病毒载体带来的随机基因组整合风险不容忽 

视。这种随机整合可能引发插入突变，导致原癌基 

因激活或抑癌基因失活，从而产生显著的致癌风险。 

这一安全隐患增加了治疗的不确定性，为该技术的 

临床转化和监管审批带来障碍。为解决这一问题， 

研究者们已展开多项相关研究。 

整合酶缺陷型慢病毒载体（integrase-deficient 
lentiviral vector，IDLV）是一种经过基因改造的慢病 

毒载体，其核心特征是缺乏有功能的整合酶。传统 

LVs可能将CAR基因插入到宿主的抑癌基因导致失 

活或原癌基因附近导致激活，从而诱发T细胞白血 

病。而IDLV进入细胞后，其DNA主要以游离环状 

DNA形式存在于细胞核内，不打断宿主基因组。因 

此，IDLV的非整合特性有效避免了插入突变的风 

险，降低了发生永久性基因组损伤或癌变的可能 

性[27，28]。然而，IDLV的应用是一个典型的“安全 

性”与“疗效持久性”之间的博弈：首先，IDLV形成的 

图1 脂质纳米颗粒的四种核心组分 
Figure 1 Four core components of lipid nanoparticles  
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游离环DNA不具备复制原点，无法随宿主DNA一起 

复制。随着T细胞的扩增，携带CAR的效应细胞比 

例会被迅速稀释。其次，游离的DNA在细胞核内容 

易受到表观遗传修饰的影响，导致基因表达被“沉 

默”。即使细胞没有分裂，IDLV介导的CAR表达水 

平也可能随着时间推移而降低，使得CAR-T细胞持 

续性极差[29]。鉴于IDLV在持续性上的局限，将研 

究思路从改变病毒整合机制转变为改进递送系统精 

确度或许是更好的选择。 

INT2104载体是一种创新的体内基因治疗技术， 

旨在通过单次静脉注射在患者体内直接生成靶向 

CD20的CAR-T细胞和CAR-NK细胞，用于治疗B细胞 

恶性肿瘤。该载体包含两种关键的包膜蛋白：靶向 

病毒的融合蛋白（Gen 2.1 Fusogen）和靶向CD7分子 

的scFv。首先，研究人员对Gen 2.1 Fusogen进行单点 

突变，使其不再与体内广泛存在的天然受体——低 

密度脂蛋白受体（LDL-R）结合，从而避免了载体的非 

特异性递送。同时，通过引入氨基酸替代物（T214N 
和T352A），显著提升了载体在血液中的稳定性，使其 

适用于静脉给药。此外，载体表面还装载了特异性 

靶向CD7分子的scFv，由于CD7主要在T细胞和NK细 

胞表面表达，该设计能够使慢病毒载体精准靶向循 

环系统中的CD7＋T细胞（包括CD4+和CD8+亚群）与 

NK细胞。临床前研究证实，INT2104能高效清除 

CD20+B细胞，且未在肝脏等非靶向组织中表达，显示 

出良好的安全性与有效性[30]。 

VivoVec同样是一种经过工程化改造的慢病毒 

载体，然而与INT2104载体不同的是，研究者将T细 

胞激活和共刺激信号以多结构域融合蛋白（multi- 
domain fusion protein， MDF）的形式结合到VivoVec 
颗粒表面，该蛋白在一条多肽链上整合了多种模拟 

T细胞生理性激活所需的信号，包括用于T细胞识别 

的抗CD3scFv，以及共刺激分子CD58和CD80的结 

构域。这种设计极大地增强了载体与T细胞的结 

合、激活和转导能力，从而能更高效地生成CAR-T细 

胞。同时，该平台采用Cocal病毒的融合糖蛋白对慢 

病毒载体进行假型化，与常用的VSV-G糖蛋白相比， 

Cocal糖蛋白能够更好地抵抗人血清的灭活作用，提 

高了载体在体内的稳定性和持久性。并且优化了给 

药方式，通过淋巴结内注射，提高载体与T细胞的接 

触时间，同时减少全身暴露，提高了安全性[ 3 1 ]。 

INT2104和VivoVec的创新性改造都实现了在确保 

高效转导的同时最小化脱靶毒性，为开发下一代慢 

病毒载体提供了宝贵的理论基础和创新方向。 

AAVs尽管整合风险较低，且不同AAV血清型提 

供了一定的组织倾向性，但仍不足以实现T细胞的 

特异性转导[32，33]。此外，病毒载体固有的免疫原性 

也是阻碍其临床应用的主要瓶颈，尤其对于AAVs而 

言，预存免疫的影响尤为显著：患者体内预先存在的 

抗AAV中和抗体会直接阻断载体与靶细胞的结合， 

严重限制AAV在体内的递送效能[15]。 

因此，优化基于AAVs递送载体的体内CAR-T技 

术的核心在于提高其靶向精准度。Michels等[34]开 

发了靶向小鼠CD8+T细胞的基因递送系统，将筛选 

出的高特异性的重复蛋白（designed ankyrin repeat 
proteins，DARPins）插入到AAV2衣壳蛋白中，使该 

载体在保持高度转导特异性的同时，还克服了转导 

障碍，其在小鼠脾细胞中的基因递送活性较传统 

AAV2提高了20倍以上。而Demircan等[35]开发的 

DARPins靶向AAVs（DART-AAVs）通过突变消除了 

AAV6对天然受体（硫酸肝素蛋白聚糖和唾液酸）的 

结合能力，并利用柔性G4S接头在AAV6的衣壳蛋白 

上插入DARPins配体，在保持衣壳核心结构完整的 

同时，实现了配体在表面的有效表达。DART-AAVs 
展现了极高的T细胞靶向性和转导效率，即使在全 

血复杂环境中也能维持较高转导效率。 

2.2 非病毒载体介导的体内CAR-T技术面临的问 

题及解决策略 

尽管LNP技术在mRNA递送领域已取得显著成 

就，但在实现高效、精准的免疫细胞靶向递送方面仍 

面临挑战。其核心瓶颈在于LNP静脉注射后普遍表 

现出显著的肝脏趋向性。具体而言，绝大部分LNP 
在抵达目标淋巴器官或免疫细胞前，即被肝脏非特 

异性截获与清除，导致能有效转染靶细胞的载体剂 

量极低。这种显著的肝脏蓄积效应严重限制了LNP 
的递送能力，制约了体内CAR-T细胞的转染效 

率[36，37]。针对这一难题，研究人员已开发出多种旨 

在逃避肝脏清除、增强免疫靶向的新型策略。 

（1）LNP脂质配方优化：LNP的组分构成及摩尔 

比是决定其理化性质、生物学功能及最终递送效率 

的关键参数。FDA已批准上市的RNA药物，如用于 

治疗转甲状腺素蛋白淀粉样变性的Patisiran，以及两 

款COVID-19 mRNA疫苗BNT162b2 （Pfizer-  
BioNTech）和mRNA-1273（Moderna），其LNP配方中 
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各脂质组分的摩尔比均经过了严谨的优化与验 

证[38-40]。这些成功案例显示，可电离脂质、中性磷 

脂、胆固醇与PEG化磷脂通常以一个高度精确的摩 

尔比例（例如Patisiran和mRNA-1273中的摩尔比均 

为50:10:38.5:1.5，BNT162b2中为46.3:9.4:42.7:1.6） 

协同作用，以达到最佳的封装效率、内体逃逸能力、 

循环稳定性和最小的毒副作用[39，41]。 

精确调整辅助脂质的摩尔比例，被证实能够影 

响LNP的膜融合效率、稳定性以及蛋白冠的组成，进 

而间接调控其在体内的生物分布和T细胞递送效率 

（表1）[42]。这种内源性配方优化旨在通过改变其在 

体内的药代动力学行为，使其更多地靶向到富含T 
细胞的免疫器官，而非肝脏。 

不同的可电离脂质种类及其电荷密度，能改变 

细胞膜与LNP的亲和力及随后的内吞途径。此外， 

LNP表面吸附的血浆蛋白冠（protein corona）受其自 

身脂质构成的影响，而蛋白冠的自身特异性，是介导 

LNP在体内生物分布和细胞靶向性的一个重要因 

素[43]。例如，LNP静脉注射后因肝脏ApoE受体介 

导的摄取而表现出肝脏趋向性。策略性地调整LNP 
脂质配方，能够降低其肝脏非特异性蓄积，并间接促 

进其向免疫细胞的递送[42，44]。 

通过改变可电离脂质的分子结构，如调整其 

pKa值、疏水链长度和支化度，可以影响LNP与血浆 

蛋白冠的形成以及其与ApoE受体的相互作用强度， 

从而降低肝脏的非特异性摄取。因此，LNP组分设 

计不仅是提升递送效率、降低毒性的关键，更是实现 

体内特定细胞精准靶向的核心手段。 

（2）LNP表面修饰：除上述配方优化外，还可通 

过LNP表面的共价或非共价修饰，赋予其对T细胞或 

其特定亚群的主动靶向能力。这通常涉及在其PEG 
化磷脂链的末端偶联能够特异性识别T细胞表面标 

志物的配体[45]。例如，连接抗CD5、抗CD8等单克 

隆抗体或其Fab片段，可实现LNP对T细胞或其特定 

亚群（如CD8+细胞毒性T细胞）的精准靶向[46]。有 

研究表明，抗CD5抗体修饰的LNP能够显著提高 

mRNA在脾脏T细胞中的表达[26]。此外，为降低潜 

在的免疫原性并增强在致密组织中的穿透能力，使 

用更小分子量的靶向配体，如纳米抗体（VHHs）、特 

异 性 多 肽 或 适 配 子 ， 正 成 为 当 前 研 究 的 重 要 方  

向[47-49]。 

基于上述策略的优化，有研究者开发了基于 

DNA的靶向LNP（NCtx），旨在突破现有mRNA-LNP 
技术的局限性。NCtx内部共封装了两种关键核酸 

分 子 。 其 一 为 编 码 C A R 的 微 小 环 状 D N A  
（mcDNA），该DNA包含转座子系统所需的末端反 

向重复序列（ITRs）；其二为编码SB100x转座酶的 

mRNA。当LNP被T细胞摄取后，mRNA会瞬时表达 

SB100x从而精准识别mcDNA上的CAR基因序列， 

并将其“剪切”下来，整合到宿主T细胞的基因组中， 

实现CAR的长期稳定表达。此外，为了确保LNP能 

够精准地作用于T细胞，其表面同时修饰了两种特 

异性配体。首先是抗CD7纳米抗体，它能高效靶向T 
细胞并促进LNP的内吞。其次是抗CD3scFv，用于 

诱导T细胞活化。体外及人源化小鼠模型研究证 

实，NCtx不仅能在远低于传统mRNA-LNP的剂量下 

生成具有效应功能的CAR-T细胞，更凭借基因整合 

优势，实现了CAR蛋白的长期稳定表达[45]。 

（3）递送路径与给药方式的策略性选择：虽然静 

脉注射是实现全身性递送的常用途径，但其固有的 

肝脏清除机制是主要障碍。因此，探索替代给药途 

径，如局部淋巴结注射、腹腔注射或瘤内注射，有望 

降低LNP的系统暴露和肝脏摄取，从而在局部区域 

实现更高的递送效率。 

2.3 体内CAR-T治疗实体瘤面临的瓶颈问题 

实体瘤复杂的免疫抑制微环境几乎是所有细胞 

疗法必须面对的难题。实体瘤的肿瘤微环境（tumor 
microenvironment，TME）是一个高度复杂并且动态 

表1  FDA已批准的LNPs的脂质摩尔比 
Table 1  Lipid molar ratios of FDA-approved LNPs  

Patisiran BNT162b2 mRNA-1273 CVnCoV OXLUMO 

内容药物类型 siRNA mRNA mRNA mRNA siRNA 
可电离脂质 DLin-MC3-DMA ALC-0315 SM-102 Cationic Lipid DLin-MC3-DMA 
辅助脂质 1，2-DSPC 1，2-DSPC 1，2-DSPC Phospholipid 1，2-DSPC 
胆固醇 Cholesterol Cholesterol Cholesterol Cholesterol Cholesterol 
PEG化磷脂 DMG-PEG2000 ALC-0159 DMG-PEG2000 PEG-ylated Lipid DMG-PEG2000 
脂质摩尔比 50:10:38.5:1.5 46.3:9.4:42.7:1.6 50:10:38.5:1.5 50:10:38.5:1.5 50:10:38.5:1.5 
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变化的生态系统。它不仅通过致密的细胞外基质 

（extracellular matrix，ECM）阻碍CAR-T细胞的有效 

浸润，更构建了一个由缺氧、酸性代谢物堆积，以及 

大量免疫抑制性细胞（如调节性T细胞、髓源抑制性 

细胞）和TGF-β、PD-L1等免疫抑制性因子交织而成 

的负性调控网络。如何让体内生成的CAR-T细胞有 

效浸润到肿瘤组织内部，并在缺氧、酸性、充满抑制 

性细胞和因子的环境中保持活性和杀伤功能，是决 

定该技术能否成功应用于实体瘤治疗的关键。 

应对策略往往采用联合应用方式，例如纳米载 

体递送与免疫检查点抑制剂、TME重塑药物的协 

同，或多模态递送系统，以增强CAR-T细胞的浸润 

与功能维持。（1）协同递送微环境重塑因子与免疫 

检查点抑制剂：利用纳米颗粒共递送编码促炎细胞 

因子（如IL-12、IL-15）的mRNA，或分泌型免疫检查 

点抑制剂（如可溶性PD-1、CTLA-4抗体），甚至引入 

代谢重编程因子，以提升CAR-T细胞在TME中的存 

活能力和持续杀伤功能。近期研究显示，工程化 

CAR-T细胞分泌αPD-L1–IL-12融合蛋白，可在实体 

瘤模型（如前列腺癌和卵巢癌）中实现肿瘤局部IL- 
12释放，提升IFN-γ水平、促进CAR-T浸润和TME重 

塑，同时减少系统性炎症毒性[50]。类似地，IL-15修 

饰的CAR-T在临床试验中显示出增强持久性和抗 

瘤活性，并且与PD-1抑制剂联合后进一步放大效应 

功能[51]。（2）降解物理屏障促进浸润：通过纳米颗 

粒共递送介导重塑TME的酶或耗竭免疫抑制细胞 

的RNA分子。例如，将编码分泌型透明质酸酶 

（hyaluronidase，HAase）的mRNA封装于纳米颗粒 

中，或直接将HAase负载于刺激响应型纳米凝胶武 

装CAR-T细胞表面。表达的HAase能够催化降解实 

体瘤细胞外基质中的透明质酸分子，从而显著降低 

ECM的黏度和刚度，增加细胞间隙，有效瓦解肿瘤 

的物理屏障。近期研究显示，HAase纳米凝胶修饰 

的CAR-T在实体瘤模型中显著提升ECM降解和 

CAR-T深部浸润，抑制率达83%，并缓解抑制性 

TME[52]。（3）联合耗竭免疫抑制细胞或因子：设计 

多功能纳米载体，同时递送靶向调节性T细胞或髓 

源抑制性细胞的siRNA/CRISPR组件，或编码耗竭 

TGF-β等抑制因子的分子，以直接削弱TME的负向 

调控网络。临床前和临床研究证实，dnTGF-βRII修 

饰的CAR-T在TGF-β丰富TME中的增殖、持久性和 

瘤清除效率显著提升[53，54]。多模态递送系统进一 

步优化此策略，例如靶向响应型LNP（如CD3/CD7 
靶向LNP）共递送CAR mRNA与PD-1干扰组件，或 

刺激响应型纳米颗粒在TME酸性/缺氧条件下释放 

重塑因子，实现精准局部调控[55，56]。 

即便上述的部分策略仅实践于体外CAR-T治疗 

中，但将这些针对实体瘤TME的改进策略协同递送 

载体的优化策略，将有望在未来攻克实体瘤等具有 

挑战性的疾病。 

2.4 递送载体的免疫原性调控 

体内CAR-T递送载体的免疫原性是制约其安全 

性、重复给药能力和临床转化潜力的核心因素。不 

同类型载体会在体内引发先天性或适应性免疫响 

应，包括中和抗体产生、补体激活、促炎细胞因子释 

放以及细胞毒性T细胞反应等，导致载体被快速清 

除、转导效率下降以及潜在的炎症毒性。 

病毒载体的免疫原性主要源于其天然病毒成 

分。AAVs载体虽整体免疫原性较低，但人群中预存 

中和抗体普遍存在，血清阳性率通常在30%~70%之 

间。这些预存中和抗体可阻断载体与靶细胞结合、 

激活补体途径或促进吞噬清除，导致转导失败并限 

制重复给药；高滴度的预存中和抗体甚至可诱发补 

体相关血栓性微血管病或急性损伤。 

LVs载体整合效率虽高，但常用包膜蛋白易被 

血清灭活并引发炎症响应，尤其在系统给药时放大 

免疫识别。为缓解这些问题，当前调控策略主要包 

括衣壳或包膜工程化改造，例如插入DARPins配体 

或突变消除天然受体结合，以提升T细胞特异性并 

降低预存免疫影响[35]；假型化处理则采用Nipah、 

Cocal或Sindbis病毒包膜，提高血清抵抗力和T细胞 

靶向性[12，31]；此外，IgG降解酶可瞬时清除预存中和 

抗体，结合血浆置换或空衣壳“诱饵”策略，进一步拓 

宽治疗窗口[57]；包膜混合（如NiV与VSV-G）则可在 

特异性和效率间实现平衡。这些优化已在临床前模 

型中证实，可显著提升体内CAR-T生成效率并最小 

化免疫毒性。 

以脂质纳米颗粒为代表的非病毒载体，虽无病 

毒蛋白，但仍会激活补体系统引发补体激活相关假 

性过敏，诱发促炎细胞因子释放，并产生抗PEG抗 

体，导致血清除加速和重复给药失效。PEG化脂质 

是主要诱因，尤其在预存抗PEG个体中放大响应。 

调控策略聚焦于脂质组分优化，例如前文提到的调 

整可电离脂质pKa值、辅助脂质比例，或直接替换 
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PEG为聚肌氨酸（polysarcosine，pSar）等低免疫原性 

聚合物，以降低补体激活和细胞因子分泌[58]；表面 

修饰引入靶向配体（如抗CD3/CD7）可减少非特异 

吸附，同时采用生物可降解离子化脂质进一步提升 

相容性[59]；此外，给药路径优化，如局部或淋巴结注 

射，也可避开系统暴露。 

2.5 递送载体对调节性T细胞的错误编辑 

病毒载体以及非病毒载体在体内递送中均可能 

导致对调节性T细胞（regulatory T cells, Tregs）的意 

外靶向或错误编辑。Tregs是一类CD4+T细胞亚群， 

主要表达Foxp3转录因子，负责维持免疫耐受和抑 

制过度免疫反应，在抗肿瘤免疫中起到负调控作用。 

如果Treg被意外转导为CAR-Treg，可能会增强其免 

疫抑制功能，导致效应T细胞活性降低、肿瘤微环境 

进一步抑制，从而削弱整体抗肿瘤疗效，甚至引发自 

身免疫失调或治疗失败。为规避此风险，可通过表 

面修饰使用CD8特异性纳米抗体、scFv或DARPins 
靶向细胞毒性T细胞进行表面修饰，实现对细胞毒 

性T细胞的精准靶向，避免对Treg的非特异性靶向。 

同时，利用mRNA的瞬时表达特性或非整合型载体 

（如IDLV或AAV）避免永久基因组整合，减少Treg的 

长期功能干扰。此外，整合高保真编辑工具（如base 
editing）或T细胞特异性启动子，可进一步降低off- 
target编辑风险，确保安全性。这些优化不仅提升了 

安全性，还确保了疗效的针对性。 

3 仿生纳米颗粒递送技术的发展现状与未来 

展望 

3.1 仿生纳米颗粒递送技术的研究现状 

仿生纳米颗粒（biomimetic nanoparticles）指模 

仿生物体结构的纳米载体，相比合成材料，它们具有 

更好的生物相容性、免疫逃逸能力和靶向性。虽然 

目前大多数基于仿生纳米颗粒的研究聚焦于化疗药 

物递送或小核酸干扰，但现有文献充分证实了该技 

术在体内CAR-T递送中的潜力。 

细胞膜纳米颗粒（ce l l  membrane-der ived  
nanoparticles，CMNPs）作为一种创新性的仿生递送 

平台，凭借其表面包覆的生物细胞膜所赋予的卓越 

免疫逃逸能力、源自原始细胞膜的归巢特性，以及天 

然低免疫原性的生物相容优势，有望成为mRNA药 

物 的 体 内 精 准 、 高 效 递 送 的 理 想 平 台 [ 6 0 ， 6 1 ] 。  

CMNPs不仅能够有效跨越核酸胞内递送所面临的 

屏障，更可实现对目标免疫细胞亚群的精确锚定，同 

时显著降低传统合成纳米载体可能引发的全身性免 

疫毒性风险。其设计理念在于提取特定生物源细胞 

的天然细胞膜，并将其作为包覆层封装mRNA、 

siRNA或各类治疗药物。 

C u i 等 [ 6 2 ] 构 建 了 一 种 用 于 递 送 s i R N A 的  

CMNPs，该系统利用基因工程化的细胞膜包裹遗 

传物质，并通过表面修饰功能性的突变蛋白实现对 

特定受体的识别；更关键的是，其整合了基于凝血 

酶的酶控膜融合机制，能够在大分子蛋白或酶的触 

发下直接介导载体膜与细胞膜/内体膜融合，从而 

实现高效的胞质递送。尽管该研究初衷是利用 

siRNA沉默实体瘤中的EGFR基因并抑制转移，但 

其独特的“伪装 -靶向 -膜融合”设计理念在体内 

CAR-T制备中展现出巨大的转化潜力。特别是其 

突破性的酶控胞质释放机制，有效解决了非病毒载 

体难以逃逸内体捕获的瓶颈问题，这对于需要进入 

胞质翻译的编码CAR基因的mRNA递送至关重要。 

此外，该平台的表面配体具有高度的可工程化特 

性，如果通过将肿瘤靶向配体替换为T细胞特异性 

抗体（如anti-CD3），将有望赋予仿生纳米囊泡优异 

的靶向能力。 

T-FVLP-mCAR是一种模拟人类免疫缺陷病毒 

（human immunodeficiency virus，HIV）的T细胞特异 

性融合病毒样颗粒。研究者在其表面表达了经过突 

变的HIV病毒包膜糖蛋白gp160。改造后的gp160蛋 

白被赋予了特异性识别并介导与人CD4+和CD8+T细 

胞膜融合的能力，有效地将病毒宿主靶向性转化为 

递送载体的细胞趋向性。同时，其内部通过巧妙利 

用Peg10衣壳蛋白实现了对编码抗CD19的CAR- 
mRNA的高效封装与保护[34]。该策略的独特之处在 

于，它模拟了病毒的天然感染机制，规避了病毒基因 

组整合和复制的固有风险，并且降低了毒性[35]。此 

外，有研究者使用RAW264.7巨噬细胞衍生的纳米囊 

泡（FuNVs），并在其表面修饰了基于呼肠病毒或麻 

疹病毒的CD3靶向融合蛋白。通过识别T细胞表面 

的CD3分子，FuNVs诱导膜融合并将CAR蛋白直接 

整合至T细胞膜，从而实现功能性CAR-T细胞的快速 

制备。由于CAR蛋白会随着时间自然降解，该策略 

避免了CAR-T细胞的持续性激活，从而显著降低了 

与之相关的毒副作用风险。动物模型数据进一步证 

实了其良好的安全性：该疗法未诱导关键炎症细胞 
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因子（如IL-6）水平升高，有效规避了细胞因子释放 

综合征（ cytokine release syndrome，CRS）CRS的发 

生。同时，主要器官未见组织毒性，且重复给药后未 

检测到抗体反应，显示出极低的免疫原性[59]。 

这三项研究不仅验证了仿生纳米颗粒用于体内 

CAR-T治疗的可行性，也为未来设计下一代具备高 

生物相容性、环境响应能力及精准靶向功能的非仿 

生纳米颗粒递送系统提供了思路。 

3.2 仿生纳米颗粒递送技术面临的核心挑战及解决 

策略 

尽管仿生纳米颗粒具有天然优势，其临床转化 

仍面临多重挑战，主要包括规模化生产难度、批次 

间稳定性以及体内药代动力学限制。（1）规模化生 

产与批次一致性问题：实现仿生纳米颗粒的高效、 

批次间均一性且符合GMP标准的规模化生产是临 

床转化的首要前提。在制备过程中，如何精准控制 

囊泡大小、表面膜蛋白拓扑结构和膜组分比例，以 

确保功能活性和重复性，仍是技术瓶颈[63]。因此， 

优化CMNPs的制备工艺是解决这一问题的关键，例 

如近年来，更多的研究者采用精密的微流控系统取 

代传统的挤出或超声方法，实现CMNPs粒径、形貌 

和组分分布的均一性控制，提高批次间稳定性。 

（2）体内非特异性清除与脱靶蓄积：与LNPs类似， 

CMNPs在静脉注射后将同样面临肝脏、脾脏等主要 

清除器官的非特异性摄取问题。这种组织滞留效 

应将显著降低CMNPs在外周血中对T细胞的有效 

递送比例，并可能引发潜在的脱靶毒性，从而限制 

其治疗窗口。因此，对仿生纳米颗粒进行进一步的 

工程化表面修饰，增强主动靶向性，或开发环境响 

应型设计，在免疫器官局部优先激活是解决这一问 

题的核心思路。（3）免疫原性与长期安全性：尽管 

仿生设计降低免疫识别风险，但异源细胞膜成分仍 

可能诱发潜在免疫反应，尤其重复给药时，这种风 

险尤为突出。因此，应优先选用自体或通用型源细 

胞膜（如红细胞、血小板膜），或通过基因编辑去除 

免疫原性表位，并且在临床前严格评估重复给药后 

的抗体应答与炎症因子水平。 

综上所述，仿生纳米颗粒凭借其天然的生物相 

容性与优异的免疫逃逸能力，正在重塑体内CAR-T 
递送的技术格局。然而，该技术的临床转化面临制 

备工艺以及药代动力学限制等严峻挑战，仍需要不 

断地研究与探索。未来，随着工程化制备工艺的革 

新与智能靶向设计的优化，仿生递送系统有望打破 

现有壁垒，为开发低成本、现货型的体内CAR-T疗法 

开辟全新路径。 

4 不同载体技术的横向对比及疾病领域应用 

差异 

4.1 不同载体技术的横向对比 

体内CAR-T载体递送技术主要分为病毒载体 

（慢病毒LVs、腺相关病毒AAVs）、非病毒载体（以脂 

质纳米颗粒LNP为主）以及新兴仿生纳米颗粒三大 

类。这些技术在递送效率、安全性、表达持久性、生 

产成本、靶向精准性以及临床转化进度等方面存在 

显著差异（表2）。病毒载体（如LVs）转导效率高、表 

达持久，常用于需要长期免疫监视的场景，但面临插 

入突变风险和生产复杂性高等挑战；腺相关病毒 

（AAVs）的免疫原性较低、非整合特性提升安全性， 

但载量有限且易受预存抗体影响；非病毒载体（如 

LNP）安全性优异、生产易规模化、成本低，且支持重 

复给药，已借鉴mRNA疫苗经验快速推进临床，但表 

达相对瞬时且存在肝脏趋向性；仿生纳米颗粒兼具 

优秀生物相容性和免疫逃逸能力，能有效规避网状 

内皮系统清除，目前仍处于早期研发阶段，但批次稳 

定性与规模化生产是主要瓶颈。 

4.2 不同递送载体在疾病领域的应用差异与适用 

场景 

不同载体技术在血液肿瘤、实体瘤及自身免疫 

性疾病中的应用存在明显差异，主要源于疾病微环 

境、所需CAR表达持久性及安全性需求的不同。 

在血液肿瘤领域，病毒载体尤其是LVs优势显 

著，其持久表达有助于实现长期免疫监视。目前多 

数体内CAR-T临床试验聚焦于此，已有约7个项目进 

入I期，主要采用病毒载体平台。例如，Interius的 

INT2104在澳大利亚和欧洲开展I期试验，初步安全 

性良好，无严重CRS或ICANS报告；Umoja的UB- 
VV111在复发/难治性B细胞肿瘤中获得FDA快速通 

道资格，剂量爬坡期临床数据显示CRS发生率可控、 

无重度神经毒性；EsoBiotec的ESO-T01的I期临床数 

据显示，5例经历过多线治疗的复发/难治性多发性 

骨髓瘤患者在单次静脉输注后，4例达到客观缓解， 

其中3例为严格完全缓解。非病毒载体也可应用，但 

其瞬时表达更适合辅助或短期强化治疗，而仿生颗 

粒仍处于临床前阶段。尽管病毒整合风险需持续监 
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控，但早期安全性数据总体优于预期。 

实体瘤领域进展相对缓慢，所有载体均面临肿 

瘤微环境抑制、CAR-T细胞浸润困难及抗原异质 

性等挑战。目前主要限于临床前或早期I期试验， 

尚未有体内CAR-T专属项目报告成熟疗效数据， 

如客观缓解率或微小残留病阴性率。非病毒载体 

如LNP通过共递送微环境重塑因子显示潜力，可协 

同降解细胞外基质或阻断抑制信号；病毒载体持 

久表达有利于长期监视，但脱靶效应及TME抑制 

显著限制效率；仿生颗粒的免疫逃逸优势有望改 

善浸润。 

在自身免疫性疾病领域，非病毒载体如LNP- 
mRNA最具优势，其瞬时表达可实现“免疫重置”并 

避免长期毒性，已率先进入临床。例如，Capstan的 

CPTX2309于2025年启动I期试验，初步数据显示，给 

药后可实现B细胞的快速耗竭、无需清淋化疗、CRS 
发生率低且支持重复给药。 

5 总结与展望 

本综述系统梳理并剖析了体内CAR-T细胞工程 

领域的递送技术前沿。我们重点探讨了以脂质纳米 

颗粒为代表的纳米颗粒递送技术，以及慢病毒、腺相 

关病毒为代表的病毒载体递送技术的设计原理、机 

制、进展与挑战。尽管前景广阔，体内CAR-T疗法的 

全面临床转化仍面临一系列深刻挑战，亟待跨学科 

协同攻关。 

递送效率与靶向精准性：如何在复杂体内环境 

中，克服生理屏障与非特异性清除，实现纳米载体对 

目标T细胞群的高效、精准基因递送，确保生成足量 

的功能性CAR-T细胞，是当前的核心难题。 

疗效持久性与安全性的平衡：mRNA的瞬时表 

达特性在保障安全性的同时，也限制了其在对抗实 

体瘤时所需的长期免疫监视能力。开发自扩增 

RNA、环状RNA等新型技术，以在不牺牲安全性的 

前提下延长CAR表达时长，成为关键研究方向。 

肿瘤微环境的抑制：实体瘤的免疫抑制性TME 
是主要障碍。未来的递送系统需能促进CAR-T细胞 

的浸润，并帮助其在乏氧、酸性的恶劣环境中维持功 

能，甚至协同递送免疫调节因子以重塑TME。 

生产工艺与免疫原性：实现规模化、标准化的 

合规生产，并精确控制载体的免疫原性，是推动该 

技术迈向临床的先决条件，也是当前亟待攻克的产 

业化难题。规模化生产必须严格遵守GMP（good 
manufacturing practice）标准，对于病毒载体，要求 

其滴度达到1012~1014 vg/mL级别，且要求宿主细胞 

蛋白及DNA残留量低于10 ng/剂、复制型病毒检测 

（RCR/RCA）须呈阴性；对于非病毒载体，则须严格 

控制颗粒均一性（PDI<0.2）、核酸封装率（>90%）及 

内毒素水平。目前，实验室级别的手工微流控或离 

心制备难以直接放大，常导致颗粒聚集或免疫原性 

表2  不同载体类型的横向对比 
Table 2  Comparison of different vector types 

参数 慢病毒载体(LV) 腺相关病毒(AAV) 脂质纳米颗粒(LNP) 仿生纳米颗粒 

递送效率 高(高效感染分裂/非分裂细胞) 中等(具有组织差异) 中等(依赖细胞内吞作用， 
mRNA 释放与翻译迅速) 

中等(高度依赖载体与靶细胞 
的膜融合效率) 

靶向特异性 较低(天然泛嗜化) 中等(具有天然组织嗜性) 高(需主动靶向)  高(天然归巢) 

安全性 中等(存在插入突变以及较高的 
免疫原性) 

高(低整合风险，但大剂量易引 
发肝毒性及预存中和抗体反 
应) 

高(无基因组整合风险、免疫原 
性低、可重复给药) 

高(免疫逃逸能力强、毒性低) 

表达持久性 永久(基因组整合) 长期(主要以游离体形式存在) 瞬时或中长期(视载荷不同而 
定) 

瞬时或中长期(视载荷不同而 
定)  

生产成本与规 
模化 

高(需活细胞体系，GMP级大规 
模扩增与纯化流程复杂) 

中等(质量控制难度大，GMP 
制造成本高) 

低(无细胞化学合成体系，微流 
控易实现规模化) 

高(活体细胞膜提取、破碎与均 
一性包覆极难实现标准化与放 
大)  

临床转化进度 I期(主要为血液肿瘤) 临床前为主 I期(自身免疫、部分肿瘤) 临床前为主 

主要优势  持久表达、对分裂期和非分裂期 
细胞均具有较高的转导效率 

低免疫原性、致瘤风险低 安全性高、支持多次重复给药、 
成本低易于规模化生产 

生物相容性强、天然归巢、免疫 
逃逸能力强 

主要局限 存在插入突变风险、制备难度大 载量有限、存在预存免疫屏障 瞬时表达、具有肝脏趋向性、靶 
向性改造难度大 

难以实现批次稳定、规模化生 
产难度极大 
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增加。因此，开发自动化的闭环生产线、推进可电 

离脂质等核心原料的国产化以控制成本，是弥合基 

础研究与临床应用差距的必由之路。 

随着这些技术挑战的逐步克服，体内CAR-T疗 

法终将实现其“off-the-shelf”细胞免疫治疗的目标。 

这种直接在患者体内生成CAR-T细胞的策略，不仅 

在肿瘤治疗领域展现出更安全、更经济、更高可及性 

的优势，更在非肿瘤性疾病的精准免疫调控中蕴含 

巨大潜力。 

自身免疫性疾病的深度重置：通过设计靶向致 

病性自身反应性T或B细胞的CAR，结合瞬时表达的 

非病毒递送系统，可在体内选择性耗竭或重编程致 

病免疫细胞，同时避免传统体外CAR-T可能带来的 

过度免疫抑制和长期毒性风险。该策略有望为系统 

性红斑狼疮、多发性硬化症、类风湿关节炎、1型糖尿 

病等难治性自身免疫性疾病提供全新的治疗模式， 

实现疾病缓解甚至治愈。 

诱导器官移植耐受：传统器官移植后需终身使 

用广谱免疫抑制剂，这会显著增加感染和诱发肿 

瘤的风险。为解决这一临床困境，通过体内递送 

技术递送遗传物质，以编码特定嵌合抗原受体或 

靶向同种异体抗原的抑制性嵌合抗原受体，可在 

移植受者体内原位生成具有免疫耐受诱导功能的 

CAR-Treg细胞或iCAR-T细胞（inhibitory chimeric 
antigen receptor T cells，iCAR-T）。这些细胞能够 

在移植微环境中特异性抑制抗供者免疫反应，促 

进移植器官的长期存活，同时保留对病原体和肿 

瘤的正常免疫监视能力。这一策略若与优化后的 

靶向递送系统相结合，有望从根本上改变器官移 

植的治疗范式，显著提升移植成功率并改善患者 

生活质量。 

届时，这种更安全、更经济、更具个性化潜力的 

治疗模式，不仅将改变肿瘤治疗的现有格局，推动肿 

瘤治疗进入真正的普惠时代，更有望将其应用至自 

身免疫性疾病、移植耐受诱导、慢性病毒感染乃至再 

生医学等更为广阔的临床领域，从而开启个体化精 

准免疫治疗的新纪元。 
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