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摘要:近年来以PD-1抗体和嵌合抗原受体T细胞(chimeric antigen receptor T cells,CAR-T)为代表的免疫治疗使肿瘤晚期

患者获得显著疗效,肿瘤免疫治疗成为肿瘤治疗的热点. 自体CAR-T在血液恶性肿瘤和一些自身免疫性疾病的治疗中展现

出可喜疗效,但由于其价格昂贵、制备耗时、临床使用不便等局限, 限制了 CAR-T产品的临床应用. 通用型细胞可以弥补

这些缺陷.双阴性T细胞(double negative T cells,DNT)存在于人外周血中, 属成熟T细胞的一个亚型, 细胞表面表达

CD3与αβ或γδTCR分子,但不表达CD4、CD8、CD56分子,也不结合恒定型自然杀伤T细胞特异性α-半乳糖神经酰胺

(α-galactosyceramide,αGalCer)加载的CD1d四聚物,占正常人外周血T细胞约1％～10％.异体来源的DNT无需基因编

辑, 天然不引起移植物抗宿主病和宿主抗移植物反应,具备作为通用型细胞治疗产品的特征. DNT可在体外大量扩增, 生

产工艺成熟可控,可提前制备存储在液氮罐备用, 满足作为药物属性的通用型细胞产品要求. DNT是制备通用型CAR-

DNT产品的良好载体细胞,可以发挥DNT天然多靶点叠加CAR特异靶点的多重杀瘤活性.该综述将重点介绍DNT的发

现、杀瘤机制及其在临床研究中的进展,为开发通用型免疫细胞治疗产品提供全新的视角.
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随着人类平均寿命的延长和生存环境的恶化，

全球范围内恶性肿瘤的发病率和死亡率呈上升趋

势。嵌 合抗原受体 T 细胞(chimeric antigen recep¬

tor T cells, CAR-T)疗法作为新兴的肿瘤治疗手段

取得很大成效，CAR-T技术通过基因工程获得携

带识别肿瘤抗原特异性受体的T 细胞，克 服MHC 

限制性，准确高效地定位到肿瘤靶点并在患者体内

长期存在。目前，全 球共有12款 CAR-T产品获批

上市，靶 点集中在CD19和 BCMA。

然而目前获批上市的CAR-T疗 法均为自体

CAR-T产品，存在成本高、生产时间长和制造困难

等固有瓶颈，开 发通用型CAR-T产品是必然发展

趋势。有 研究尝试采用敲除内源性 T CR和 H LA 

分子技术开发供体来源的 CID4+、CD8+通 用型

CAR-T,然 而，该 技术路线存在产品成本高、工 艺

复杂以及引起移植物抗宿主病(graft versus host 

disease, GvHD)和染色体易位等安全隐患。

双阴性 T 细胞(double negative T cells, DNT)

是一种存在于人外周血的特殊T 细胞亚群，无需基

因编辑即可制备通用型细胞制剂，其 原料来自健康

供体外周血，制 备工艺成熟可控，体 外扩增细胞量

大，提 前制备后存储在液氮中，具 有很好的抗癌功

能，不 引起 G vHD和宿主抗移植物反应(host ver¬

sus graft reaction, HvGR)Cb3］,是国内首个进人注

册临床试验的通用型免疫细胞治疗药物，目前正在

开展治疗血液肿瘤和自身免疫性疾病的临床研究。

1 DNT概述

1989年，斯 坦福大学的 Strober教 授团队在

Nature第一次报道了从类风湿关节炎病人滑液中

克隆的T CR-DNT对 分枝杆菌抗原产生特异性应

答，该 应答不受MHC的限制［4］。2000年，加 拿大

多伦多大学医学院张丽教授团队在 N ature Medi-

cine发表论文，报 道了小鼠模型中DNT具有抗原

特异性移植耐受功能及其机制™ 。后续大量临床前

研究表明，D NT存在于正常人外周血，占总T 细

胞比例约1% ~ 10%，属成熟T 细胞的一个亚型，

表达CD3分子，但 不表达CD4、CD8、CD56分子，

也不结合恒定型自然杀伤T 细胞特异性 cr半乳糖

神经酰胺(a-galactosyceramide，aGalCer)加载的

CDld四聚物。根 据 T CR的不同，将 DNT分 为

a(3+ DNT 和 y8+ DNT, y8+ DNT 通过相 TCR 和膜

表面天然细胞受体(natural cell receptor, NCR)以
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MHC非限制性的方式发挥双重杀瘤活性，并 可发

挥抗原呈递细胞的作用，呈 递肿瘤抗原以招募和激

活其他免疫细胞，发 挥抗肿瘤活性，见 图L  DNT 

在胸腺中成熟分化后通过淋巴管、外 周血和组织液

等循环，分 布到血液充盈的器官和组织中，在 小鼠

血液肿瘤模型中，输 入的DNT细胞主要归巢到骨

髓、脾脏和肝脏等组织与器官发挥杀瘤活性，至 于

正常生理条件下DNT细胞的最终归巢器官目前尚

不清楚，有文献报道DNT细胞大量存在于肠上皮

组织。值得注意的是，与 CD4+ T细胞、CD8+ T细

胞和N K细胞相比，D NT对 白血病细胞具有更强

的杀伤活性［1’6］。2023年，Behjati教授团队在

Nature Medicine发表了迄今为止最大规模的CAR-

T持久性研究，系 统分析了 10例复发难治性儿童

急性B淋巴细胞白血病(relapsed or refractory B-

acute lymphoblastic leukemia, r/r B-ALL)患者接

受CD19-CAR-T治疗 5年 后的血液和骨髓样本中

CAR-T特征，发 现所有时间点持续存在的CAR-T 

主要是DNT［7］，此结论不同于之前Carl H June团

队分析的两名缓解的慢性淋巴细胞白血病成人患者

持续存在的CAR-T以 CD4+CAR-T为主要占比，

这项新的更大规模研究揭示了 DNT长久抗肿瘤的

作用M。

图1 DNT表面表达TCR和 NCR, 相+DNT通过ySTCR和

NCR以 MHC非限制性的方式发挥双重杀瘤活性。

DNT与同种异体PBMC或胳带血共培养72 h 

没有杀伤反应，表 明DNT不引起 GvHD。TCR和

B2M双敲除以及单TCR敲除的T 细胞对肿瘤杀伤

作用随时间增加，而 192 h后没有观察到对DNT 

的作用，表 明DNT不引起 H vGRm 。DNT通过

CD25-JAK-STAT通路影响CD4+ T细胞的增殖和

活化，减轻急性GVHDW。目前各种通用细胞疗

法间的比对见表 1。

注：①PF为穿孔素(perforin);②Gr为颗粒酶(granzyme).

表 1 天然通用细胞疗法对比

特征 DNT细胞 •/ST细胞 NK细胞

PBMC占比 1%〜10% 1%〜10% 5%〜20%

细胞表面蛋白

TCR 
+ 一 —

y8 TCR 
V81 及 V82 V81 或 V82 —

CD4、C D 8
一 土 —

细胞毒因子 PF® ，G r②，T RAIL PF, Gr PF, Gr 

识别蛋白 TCR, NKG2D, DNAM-1, LFAb TCR, NKG2D, NKG2C, NKp30 NKG 2D , DN A M-1, NCR , KIR 

NKp44, NKp30

HLA限制性 无 有 有

持续性 长期免疫记忆 长期免疫记忆 存活时间短

体外扩增量 + +  + + + +  +

细胞因子 IFN-y/TNF-a/IL-2/IL-4 IFN-y/TNF-a/IL-10 IFN-y 

GvHD风险 低 低 低

HvG风险 低 低 髙

2 DNT的杀伤机制

2.1 识别激活机制

2.1.1 y8 TCR识别激活机制 DNT表面y8 TCR 

的表达在60%~90%cio］,通过相 TCR以MHC非

限制性方式直接识别肿瘤磷酸化抗原PAg并激活

DN T 。

2.1.2 NCR识别激活机制 DNT遇到肿瘤细胞

后，DNT通过激活N KG2D和 DNAM-1识 别和杀

伤急性 髓 系 白血 病 (acute myeloid leukemia,

AML)原 始细胞M。Xu等［n］发 现 D NT通 过

MICA-NKG2D途 径抑制胰腺肿瘤的生长。Y ao 
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等［12］发现当阻断DNT细胞表面的NKG2D受体

后，抑 制了 DNT对肺癌细胞的杀伤。除 了 NKG2D 

和DNAM-1受体外，当 DNT与血液恶性肿瘤细胞

系共培养时，还检测到NKp30、KIR2DS4的参与，

同时共剌激分子CD30、GITR、CD27和CD28的表

达増加，共 抑制分子ICOS、CTLA4和 PD-1的表

达较低，表明DNT有良好的生存能力［13］。

2.2 杀伤机制

2.2.1 细胞凋亡途径 DNT通过FasL-Fas途径介

导靶细胞凋亡。DNT与胰腺癌细胞体外共培养，胰

腺癌细胞中 Fas、Caspase-8 和 cleaved Caspase-8 的

表达增加，当添加阻断剂诱骗受体-3后，胰 腺癌细

胞中 Fas、Caspase-8 和 cleaved Caspase-8 表达降

低，DNT的抗肿瘤作用随之降低［14］;在裸鼠胰腺

癌肿瘤模型中，DNT治疗组和吉西他滨治疗组肿

瘤体积和重量均低于空白对照，DNT治疗组Fas、

Caspase-8和cleaved Caspase-8的表达高于空白对

照组，说 明DNT通过 Fas/FasL信号通路使胰腺

癌细胞凋亡［14］。DNT也可通过TRAIL通路诱使

肿瘤细胞凋亡，Yao等［12］研究表明，DNT扩增后

的膜TRAIL表达量增加了一倍，培 养上清液也检

测到可溶性TRAIL。

2.2.2 释放PF/Gr DNT通过分泌PF和颗粒酶

B(granzyme B, GrB)杀伤肿瘤细胞。Merims 等［6］

证实，AML患者的DNT比CD8+ T细胞表达更髙

水平的PF,阻断DNT分泌PF后其对肿瘤细胞的

杀伤作用降低80%~97% ,表明DNT的杀伤作用

依赖于PF及GrB途径。Voelkl等［15］发现DNT克

隆(T4H2)以PF/GrB依赖方式靶向人黑色素瘤细

胞。Lee等［1］证明DNT对白血病细胞毒性的抑制

作用主要是由PF/GrB诱导的。Yao等_ 发现

PF/GrB参与了 DNT杀伤非小细胞肺癌(non-smll 

cell lung cancer, NSCLC)的过程。

2.2.3 细胞因子 DNT可以产生大量的IFN-y和

TNF-aC6'16-171。DNT在识别AML细胞后，通过释

放IFN-y增加 AML细胞上 N KG2D和 DNAM-1

配体的表达，增 强DNT的细胞毒作用w 。另外，

DNT分泌的IFN-y可以显著提髙肿瘤细胞对Fas/

FasL凋亡途径的敏感性，诱导肿瘤细胞凋亡［18］。

3 DNT在疾病治疗中的研究进展与应用

3.1 DNT在 血液恶性肿瘤中的临床研究进展

AML是成人最常见白血病，治疗方法以化疗为主，

但约70%获得缓解的患者最终复发并演变为难治

性白血病，导 致治疗失败而死亡。临 床前研究提

示，DNT对表达CD64的 A ML细胞杀伤效果更

好_ 。在 一项 首次 人 体 I/IIa期 临床试验

(ChiCTR1900023499)中，10名接受异基因造血细

胞移植(allogeneic hematopoietic stem cell trans¬

plantation, allo-HSCT)治疗后复发的AML患者

完成3次 DNT回输，研 究期间和随访中所有患者

未观察到急性和慢性G vHD及 与研究药物相关的

严重不良事件，50%的复发难治AML患者(5/10)

得到完全缓解，其 中40%患者(4/10)获得长期缓

解，中 位 缓 解 持 续 时 间 (m edian duration of 

response, mDOR)为49个月，最 长缓解持续时间

已达个月［2°］，表明DNT能够安全有效的治疗复发

难治性AML。

allo-HSCT是复发难治 A ML的有效治疗手

段，但 移植后 2年 累积复发率(cumulative inci¬

dence of relapse, CIR)高达60%, 5年生存率仅有

9 % ~ 25 %［21］。DNT 输注预防 allckHSCT 后 AML 复

发在中国 已完 成 1项 研 究 者 发 起 的临床 研 究

(investigator initiated trial, IIT； ChiCTR1900023499),

可评估受试者DNT输注后的随访时间中位数为37.22

月(区间范围：15.31-47.08月)，m DOR为37.22月(区

间范围：4.34-47.08月)，3年CIR为25%,其中髙剂

量组为0% (未发表数据)。由此表明DNT能够预防

AML患者alkyHSCT治疗后疾病复发。

DNT与其他治疗手段联合应用于血液恶性肿

瘤可达到更好的治疗效果。Chen等人［22］临床前研

究发现DNT能靶向柔红霉素治疗后的化疗耐药细

胞，增 加化疗耐药 A ML原 始细胞上 N KG2D和

DNAM-1配体的表达，增 强DNT的杀瘤活性，提

髙抗白血病作用。临床前AML病人来源肿瘤异种

移植(patient-derived tumor xenograft, PDX)小鼠

模型中发现，PI3K8抑制剂idelalisib与 DNT联用

后，DNT表现出早期记忆表型，具有更高的活力和

增殖能力，更 少的细胞衰竭，使 DNT在体内发挥

持久的抗白血病作用［23］»维奈托克联合阿扎胞苷

治疗复发难治性AML患者疗效不佳，体 外及小鼠

实验发现维奈托克和阿扎胞苷单药或两药联合能够

增强DNT对 AML细胞的杀伤作用，对 正常造血

细胞没有损伤［24］。

3.2 DNT在治疗实体肿痛中的研究进展 DNT不

仅存在于外周血中，还 可浸润至实体肿瘤内，如
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NSCLC、肝癌、胶质瘤和胰腺肿瘤等［14’25］，并能够

治疗实体瘤。D NT天 然表达 N Kp30、NKG2D、

DNAM-1、膜  TRAIL 并分 泌 PF/GrB、IFN-y.

TNF-a和 可溶性 T RAIL等 ，DNT 可 有效杀伤

NSCLC、胰腺癌细胞、肝 癌细胞、胃癌细胞等。临

床前研究证明，D NT单独或者联合淋巴细胞活化

基因3抗体都能有效抑制三阴性乳腺癌细胞的生

长™ 。在人胰腺癌PANC-1细胞裸鼠移植瘤模型

中，DNT通过Fas/FasL途径有效抑制胰腺肿瘤的

生长 在PDX小 鼠肿瘤模型中验证DNT能够

有效抑制NSCLC的生长［25］。

DNT疗法与其他治疗方法结合增强实体瘤治

疗效果。Fang等［25］的研究表明DNT能在PDX小

鼠肿瘤模型中显著抑制晚期肺癌移植物的生长，联

合PD-1抗体Nivolumab能够增加 DNT的肿瘤浸

润和抗肿瘤功能。IL-15可 刺激 D NT增 加效应分

子的表达，在 PDX小鼠NSCLC模型中发现DNT 

与IL-15联 合 使 用 能 够 增 强 D NT 的 抗 肿 瘤

活性［12］。

3.3 DNT在治疗自身免疫性疾病中的研究进展

1 型糖尿病(type 1 diabetes mellitus, T1DM)是器

官特异性自身免疫性疾病，研 究发现DNT可以从

多方面治疗T1DM。外 周CD4+T细胞能够分化为

DNT［27］，从而抑制免疫反应，控制T1DM疾病进

展；胰岛(3细胞抗原特异性DNT可以预防T1DM 

的发展，并增加异体胰岛移植后的存活［28］; DNT 

结合抗胸腺细胞血清治愈患有 T 1DM的 N OD 

小鼠™ 。

3.4 DNT在治疗神经退行性疾病中的应用前景

研究证实细胞衰老在阿尔兹海默病(Alzheimer's 

disease, AD)、帕金森病(Parkinson's disease, PD)

等神经退行性疾病(neuro degenerative diseases,

NDD)中起重要作用［3°］，近期美国NKGen Biotech 

公司宣布其开发用于治疗AD的 N K细胞疗法新药

临床试验申请已获美国FDA批准。与 NK细胞相

似，DNT兼具免疫防御、免疫监视和免疫自稳三大

功能，已有研究发现衰老会伴有 DNT的数量和功

能发生变化 DNT在衰老及 N DD领域的应用

有待进一步研究。

3.5 基于DNT为平台的 CAR-DNT的 临床应用

在DNT上表达CAR抗原受体即CAR-DNT,对 肿

瘤细胞发挥更强的杀瘤活性。张 丽团队使用CD19-

CAR-DNT在 B-ALL和 N SCLC小 鼠模型实验的

结果显示 CD19-CAR-DNT 具有与 CD19-CAR-T 

相似的杀瘤活性，但 体现出更好的安全性。同时发

现CD19-CAR-DNT表 面的淋巴细胞功能相关抗

原-1 (lymphocyte function associated antigen-1,

LFA-1)和脱颗粒作用参与肿瘤细胞杀伤，表 明

CAR-DNT与 DNT在杀瘤机制上略有不同M 。

CD19-CAR-DNT具有三重配体-受体识别机制，见

图20

NCR(NK(；2D.NKp?0.NKp44.IFA-lJ)NAM-l)

图2 CD19-CAR-DNT H 重受体-配体识别机制，C D19-CAR-

DNT可通过CD19-CAR. y8 TCR和 N CR三重受体-配体识别

机制杀伤肿瘤。

CD19-CAR-DNT用 于治疗复发/难治性非霍

奇金淋巴瘤 r/r NHL的研究者发起的临床研究

(NCT05453669)结果表明，12名 患者剂量限制性

毒性评估中未观察到＞ 2级细胞因子释放综合征、

免疫效应细胞相关的神经毒性综合征、G vHD和其

它严重不良事件，证 明CD19-CAR-DNT的临床安

全性；在 有效性方面，随 着剂量增加，临 床疗效显

著提升，第 4剂量组3例受试者在单次给药后都获

得不同程度的临床缓解，客 观缓解率为100%，完

全缓解率为33.3%［3_ 。

CD4-CAR-DNT对 T 细胞恶性肿瘤包括 T 细

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

leukemia, T-ALL)和外周 T 细胞淋巴瘤(peripher¬

al T cell lymphomas, PTCL)具有很强的杀瘤活

性，通 过LFA-1和 N KG2D分 子浸润肿瘤，延 长

T-ALL和PTCL PDX小鼠的生存期〔34］。

CLL1-CAR-DNT有 强大 的抗 肿瘤功能，与

CAR-T相比，CLL1-CAR-DNT表现出对 AML细

胞系(THP1和 H L60)更强更快的杀伤作用，甚 至

消除了失去TAA的肿瘤细胞M。
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4 小结与展望

DNT可以在多种疾病治疗领域发挥作用。临

床前研究证明DNT通过抑制炎症细胞改善非酒精

性脂肪性肝炎[35]; DNT可靶向自体B细胞和T 细

胞，显 著提高小鼠供体特异性皮肤和心脏移植的存

活率 DNT在对病原体的免疫监测发挥重要作

用，包括土拉杆菌、利什曼原虫[17]和流感病毒[37]等。

CAR-DNT与CAR-T相比具有其独特的优势，

未来可以借助基因编辑技术敲除/敲人相关基因，进
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Research progress and trend of universal double negative T cell therapy

YAN Qiong-yu1, LU Li-ming2,YANG Li-ming1(1. Shanghai Ruishun Nuosheng Biotechnology Co,

Shanghai 201403, China; 2.Shanghai Jiao Tong University School of Medicine, Shanghai 200025,

China)

Abstract:With the development of checkpoint inhibiting antibodies such as PD-1 and chimeric antigen receptor T cells(CAR-

T),tumor immunotherapy has become a research hotspot.CAR-T therapy has achieved extraordinary results in antitumor

treatments,especially in hematological malignancies and some autoimmune diseases, where it leads to a remarkable complete

remission rate with manageable safety profile.Nevertheless,some limitations persist in autologous CAR-T therapy,including

high costs, long manufacturing turn-round time, and inconvenient to use.These limitations may be overcome by utilizing

allogeneic T cells obtained from healthy donors as a source of universal CAR-T production.Double negative T cells(DNT)have

emerged as an allogeneic immunotherapy with no genome editing.DNT are mature T cells that comprise 1％to 10％of

peripheral T cells and are defined by the expression of CD3 but not CD4,CD8,or CD56 molecules on their surface.Their TCRs

are either TCRαβ or TCRγδ chains and do not bind to invariant natural killer T cells TCR-CD1d-α-galactosylcenonide(αGalCer)

tetramers.A lot of preclinical data showed that DNT possess dual abilities to kill tumor cells while simultaneously inhibiting

graft-versus-host disease.DNT can be ex vivo expanded from healthy donors.Therefore,allogeneic DNT can be used as an"off-

the-shelf"cellular product that is readily available for clinical applications.Genetically modified CAR-DNT have enhanced

target-specific tumoricidal effects against several tumors.In this review, we will summarize the discovery of DNT, its

tumoricidal mechanisms and updated clinical applications.DNT may provide a novel perspective immunotherapy for various

diseases.
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