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CTL与肿瘤治疗性疫苗

CTL and therapeutic vaccine of tumor

贾正才 ,吴玉章　　(第三军医大学基础医学部全军免疫学研究所 ,重庆 400038)

　　恶性肿瘤是当前威胁人类生命健康的几大主要疾病之一 ,

其发病率和死亡人数呈逐年上升趋势 , 特别是在发展中国家 ,

其新增肿瘤病人人数占全球新增肿瘤病人的 60%。据WHO 统

计 , 1990 年全球肿瘤死亡人数约为 510 万 ,到 1997 年已上升至

620 万 , 死亡人数占全球死亡总人数的比例位居几大主要疾病
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之三 ,且呈上升趋势。肿瘤已成为世界性疾病 , 对其采取有效

的治疗和控制已迫在眉睫。目前对恶性肿瘤的治疗多采用手

术 、化疗 、放疗 、生物治疗和中医疗法联合应用。 这些疗法的共

同缺陷是缺乏肿瘤特异性 , 对正常组织细胞损伤大 , 毒副作用

大 ,不但疗效不能满意 , 而且医疗费用巨大。肿瘤细胞能表达

肿瘤相关抗原(TAA)或肿瘤特异性抗原(TSA), 针对这些抗原

发展起来的肿瘤治疗性疫苗 ,能有效激活免疫系统杀伤肿瘤细

胞 ,而对正常组织细胞却几乎没有损伤。因此 , 发展肿瘤治疗

性疫苗 , 可望克服上述缺陷 , 达到特异 、安全 、有效地治疗肿瘤

的目的。
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1　肿瘤抗原的鉴定

　　早在两个世纪以前 ,就提出了用疫苗来治疗人类肿瘤的想

法。但因长期以来一直无法在肿瘤细胞上找到肿瘤特异性的

抗原 ,因而进展缓慢。本世纪 50 年代 , 动物研究提示免疫系统

有可能被诱导而抑制肿瘤的生长。用移植肿瘤免疫动物后 , 被

免疫的动物不仅能排斥再次移植的肿瘤 , 而且在其体内能产生

细胞毒性 T 淋巴细胞(CTL), 这种淋巴细胞能与肿瘤细胞结合

并杀死肿瘤细胞。在随后的 20 年中 , 研究者们对激活 CTL 的

信号进行了大量的研究。本世纪 70 年代 ,Harold Hewitt发现人

体自发产生的肿瘤不能诱导前述在动物身上所见到的那种免

疫应答 ,因而认为前述在动物身上所观察到的对肿瘤的抑制只

不过是宿主对移植物排斥的结果。由于当时并未在人类肿瘤

上找到激活 CTL的信号 , 因此肿瘤特异性免疫治疗失去了对研

究者们的吸引力。从 80 年代末开始 , 各种不同的肿瘤抗原鉴

定方法相继得以建立。1989年 , 比利时的 Boon 等从特异性 CTL

入手 ,首次成功地分离出 3 种人黑色素瘤MAGE 抗原(MAGE-1、

MAGE-2和 MAGE-3),并建立了通过 CTL克隆来鉴定肿瘤抗原

的技术路线。利用此方法 ,一系列的肿瘤抗原如 MAGE、BAGE、

GAGE、RAGE 、LAGE 、DAM、MART-1 、CDK-4、酪氨酸酶 、β-catemin

等相继被发现并得到确认。肿瘤抗原鉴定的另一方法是血清

学方法(SEREX),即利用肿瘤病人的抗体来鉴定肿瘤抗原。 通

过此方法 ,先后发现了 NY-ESO-1 、HOM-RCC-3.1.1 和 HOM-HD-

21 等新的肿瘤抗原 , 尽管这些抗原是通过抗体发现的 , 但它们

同样能为 CTL所识别。这一系列肿瘤抗原的发现 、鉴定为肿瘤

特异性 、治疗性疫苗的发展奠定了基础。

2　CTL在肿瘤免疫中的作用

　　现已确认 , 在抗肿瘤的免疫应答中细胞免疫起着主要作

用 ,特别是 CTL , 它是抗肿瘤免疫的主要效应细胞[ 1] 。将来自

肿瘤病人肿瘤浸润淋巴细胞(TIL)的特异性 CTL克隆回输病人

体内 ,可使病人肿瘤消退。Mitchell等[ 2]用黑色素瘤细胞溶破产

物加以佐剂 DETOX治疗 22 例黑色素瘤病人 ,使其中12例病人

的外周血 CTL前体数目增加 , 并使 8 例的肿瘤消退(其中 ,两例

的完全消退 , 3例的部分消退 ,另外 3 例的肿瘤有较小的消退),

这 8例病人的外周血 CTL前体数目均有所增加 , 而外周血 CTL

前体数目不增加的病人没有临床应答 , 没有一例的肿瘤有所消

退。除 CTL外 ,具有抗肿瘤作用的免疫系统成分还有抗体 、NK

细胞 、巨噬细胞 、嗜酸性粒细胞等。

3　肿瘤免疫逃避机制

　　既然机体的免疫系统具有免疫监视功能 ,其诸多成分都能

杀伤肿瘤细胞 ,那为什么人体自发产生的肿瘤能躲过免疫系统

的免疫监视而形成肿瘤的免疫逃避呢? 这主要是由于:(1)免

疫系统对肿瘤抗原的免疫耐受或免疫忽视:大部分TAA 在正常

组织细胞都有所表达 , 在 T细胞的发育成熟过程中 , 对 TAA 反

应的T 细胞由于被去除或产生无反应性 , 因而造成宿主对 TAA

的免疫耐受 。但是 , 这种免疫耐受并不是绝对的 , 有些未经免

疫的肿瘤病人或正常健康人对 TAA就有免疫应答 , 如肿瘤相关

抗原 CO17-1A、p53 、MUC-1 、gp100、 MART-1/ melan-A 和 HER-2

等 ,提示:针对 TAA 的特异性免疫治疗是可能的。事实上 , 用

MUC-1 、 gp100 或MART-1的多肽免疫病人 , 能诱导体液免疫和/

或细胞免疫应答的产生[ 3] 。另外 , 与 TAA不同 , TSA(如 MAGE、

BAGE 和 RAGE 等基因家族编码蛋白及 N-乙酰氨基葡萄糖转移

酶V基因产物 、MUM-1 、CDK-4、β-catenin、人乳头瘤病毒 E6、E7

蛋白 ,等)在正常细胞(除睾丸 、卵巢外)不表达 , 而仅广泛表达

于多种组织类型的肿瘤细胞。 由于这些抗原在正常组织的不

表达 ,可预期免疫系统对之并无免疫耐受。 对 TSA 反应的 T 细

胞既未被去除 , 也未造成无反应性 , 而是由于免疫忽视(Ig-

nore),形成对肿瘤细胞的无应答。在人体内进行的临床实验已

证实了这种潜能。 Boon 等[ 4]用多肽 MAGE-3 A1 皮下注射免疫

黑色素瘤病人 ,结果 25 人中有 7 人的肿瘤显著消退 , 其中有 3

人的完全消退 ,有 2 人的无瘤期达两年以上。可见这些 TSA 是

潜在而有效的免疫刺激剂。(2)肿瘤细胞分泌免疫抑制因子:

肿瘤细胞能分泌 TGF-β 、IL-10 和 RTF 等免疫抑制因子 , 抑制 T

细胞的反应性 、抑制 APC 的分化 、成熟。但这种抑制作用只能

抑制 T细胞的诱导 , 而不能抑制其效应功能 , 可通过导入免疫

刺激性细胞因子 IL-2、IFN-γ和 GM-CSF 等的 cDNA加以克服
[ 5]
。

(3)肿瘤细胞协同刺激分子表达缺失:协同刺激分子 B7 对 CTL

杀瘤作用的发挥虽然不重要 , 但它对 CTL的诱导 、活化具有十

分重要的作用 , B7 的缺失可导致 T 细胞活化障碍。与正常细

胞相比 ,肿瘤细胞 B7 分子的表达量会降低甚至缺失 , 不易诱导

特异性 CTL的产生。将 B7 分子的 cDNA 导入肿瘤细胞则能克

服其表达降低或缺失的不足 , 诱导抗瘤免疫应答[ 6] 。(4)肿瘤

细胞 MHC分子表达下调:许多来自各种不同组织类型的肿瘤

细胞系 ,其 MHC 分子的表达下调或缺失 , 其中大部分是 MHCⅡ

类分子的表达下调或缺失。而这也正是基于 CTL 的免疫治疗

的主要障碍。但对肿瘤细胞MHC 分子表达下调的观察多是利

用体外培养的肿瘤细胞系 ,这一结果不一定能反映肿瘤的在体

表达情况 ,而用 IFN-γ等可促进肿瘤细胞 MHC 分子的表达 , 有

利于 CTL的活化 、功能发挥。(5)Fas 反击:有的肿瘤细胞(如食

管癌细胞 、黑色素瘤细胞等)一方面可表达大量的 FasL , 通过

Fas/FasL系统引起活化后 T淋巴细胞的凋亡 , 特别是 FasL阳性

肿瘤巢的TIL的凋亡 , 导致癌区 TIL量的减少;另一方面 , 它又

可通过表达Fas凋亡途径的抑制分子逃避这种自杀性死亡而产

生免疫逃避。如果施以 IFN-γ等 , 则可增加肿瘤细胞对 Fas 凋

亡的敏感性 ,导致肿瘤细胞的死亡[ 7] 。

4　肿瘤治疗性疫苗

　　鉴于以上机制与发现 ,目前已有多种肿瘤治疗性疫苗被开

发并应用于肿瘤的免疫治疗研究 , 它们包括肿瘤细胞疫苗 、肿

瘤抗原疫苗 、多肽疫苗 、基因疫苗 、抗独特型抗体疫苗等 , 见图

1。其中 ,大部分疫苗都是基于或主要基于 CTL的疫苗 , 如肿瘤

细胞疫苗 、肿瘤抗原疫苗 、多肽疫苗和基因疫苗等。
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图 1　肿瘤免疫治疗策略

4.1　肿瘤细胞疫苗
　　在肿瘤治疗性疫苗中 ,研究最早的是肿瘤细胞疫苗。早在

本世纪初 ,人们就开始用经照射或病毒感染的肿瘤细胞或其溶

破产物作为免疫原探讨其对荷瘤机体的治疗效果 , 但由于肿瘤

细胞免疫原性弱 ,缓解率极低。随着肿瘤免疫学和分子生物学

的发展 ,基因工程技术被引入肿瘤细胞疫苗的研究。人们用逆

转录病毒 、腺病毒等载体将外源基因导入肿瘤细胞内 , 以提高

其免疫原性。转染的外源基因主要有MHC 基因 、B7 分子基因 、

细胞因子基因 、粘附分子基因等。 DC 是目前所知的呈递效率

最高的抗原呈递细胞。将APC与肿瘤细胞融合 , 可诱导有效的

抗瘤免疫应答 , 诱导 CD4+、CD8+ CTL 和 NK 细胞的抗肿瘤应

答[ 8] 。肿瘤细胞疫苗应用于临床已有 20 年的历史。目前最常

用的肿瘤细胞疫苗是协同刺激分子 B7 及 MHC 等基因转染的

肿瘤细胞 、细胞因子基因转染的肿瘤细胞 、半抗原修饰的肿瘤

细胞 、与细菌佐剂混合的肿瘤细胞和细胞溶破产物等。这些肿

瘤细胞疫苗在体外能有效地诱导产生特异性的 CTL , 杀伤靶细

胞;在体内 ,也能诱导特异性 CTL的产生 , 使肿瘤有所消退 , 延

长病人的生存期。从肿瘤细胞的来源来看 , 研究最多 、应用最

多的是异体肿瘤细胞系。尽管自体肿瘤细胞疫苗具有与病人

的HLA最匹配 、所表达的抗原相同等优势 ,但却常常无法得到

足够的肿瘤细胞数目以免疫病人。而异体肿瘤细胞系虽在病

人体内可诱导强的抗 HLA免疫应答 , 但来源丰富 、易获得足够

量的细胞数目 , 因而应用较多。 与其它肿瘤治疗性疫苗相比 ,

肿瘤细胞疫苗的免疫原性最强 ,这主要是由于肿瘤细胞不仅表

达多个具免疫原性的表位 , 而且表达的多个表位可被不同的

HLA 分子呈递 , 有许多肿瘤细胞甚至表达多种不同的 TAA 或

TSA。不足的是肿瘤细胞疫苗的特异性差 , 自体肿瘤细胞疫苗

不易突破免疫耐受 , 而异体肿瘤细胞疫苗又易被机体清除 , 这

些缺点至今仍无法克服。目前 , 肿瘤细胞疫苗已进入Ⅲ期临

床 ,见表 1。用半抗原 DNP修饰后的自体黑色素瘤细胞疫苗免

疫62 例手术后病人 , 病人的存活期明显延长 ,有 36 例的存活期

平均达 55个月[ 9] 。

表 1　进入Ⅲ期临床的肿瘤治疗性疫苗

　疫苗 　佐剂 　肿瘤类型 　实验者

肿瘤细胞疫苗 BCG 结肠直肠癌 ECOG(Hanna/Hoover)

肿瘤细胞疫苗 牛痘病毒 黑色素瘤 NCI(Wallack)

GM2-KLH QS21 黑色素瘤 BMS(Livingston)

肿瘤细胞疫苗 Detox 黑色素瘤
Riley Immuno. Chem.

(Mitchell)

肿瘤细胞疫苗 BCG 黑色素瘤 NCI(Morton)

肿瘤细胞疫苗 DNP 黑色素瘤 Avax(Berd)

STn Detox 乳腺癌 Biomira(Longenecker)

抗独特型抗体(GD3) BCG 小细胞肺癌 Imclone(Chapman)

4.2　肿瘤抗原疫苗
　　与肿瘤细胞疫苗相比 , 肿瘤抗原疫苗也含有多个表位 , 包

括Th 表位 、CTL表位和 B 细胞表位等 , 因而免疫原性也较强 ,

仅次于肿瘤细胞疫苗 , 可诱导特异性 CTL的产生和抗体的产

生 ,杀伤靶细胞 , 抑制肿瘤的生长 , 使部分病人的肿瘤有所消

退;其特异性却高于肿瘤细胞疫苗 , 仅低于多肽疫苗。应用于

肿瘤抗原疫苗研究的主要有黑色素瘤 、腺癌 、结肠癌 、淋巴瘤和

前列腺癌等表达的肿瘤抗原 GM2 、TF、MUC-1 、HER-2/neu 、CEA、

CO17-1A/GA733和 PSA 等。肿瘤抗原疫苗一般以重组病毒感

染昆虫或以病毒作为表达载体。此疫苗于几年前就已进入临

床试验 ,其中第一个进入临床试验的是 CEA 疫苗。将编码完整

CEA的基因导入牛痘病毒或复制缺陷的鸟病毒 ALVAC ,用之免

疫病人可诱导特异性 CTL的产生[ 10] 。肿瘤抗原疫苗也已进入

Ⅲ期临床 ,见表 1。

4.3　多肽疫苗
　　随着越来越多的 TAA和 TSA、各种肿瘤抗原的 Th 表位和

CTL表位等的相继被发现 、鉴定 , 更具特异性的多肽疫苗应运
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而生。这种疫苗从表位水平对免疫应答 、免疫识别和肿瘤的免

疫治疗等进行深入的研究 ,对 T、B细胞的增殖 、活化 , 特别是对

CTL的诱导研究更为深入 、细致。该疫苗采用 TAA或 TSA的特

异性表位诱导特异性的 CTL免疫应答 ,在所有肿瘤治疗性疫苗

中特异性最强。传统免疫学理论认为 , CTL识别的是与 MHCⅠ

类分子结合的内源性肽。现已有证据表明 , 合成表位肽能直接

与MHCⅠ类分子结合 , 而不需 APC 的加工 、处理;它和天然的

内源性肽在激活免疫系统方面具有着同等的效力。用表位肽

疫苗在体内外都能诱导出特异性的 CTL , 杀伤靶细胞。肿瘤抗

原MAGE-3因其在肿瘤细胞的特异性表达及在多种组织类型

肿瘤细胞的广泛性表达而倍受人们的重视。MAGE-3 在黑色素

瘤 、肺癌 、食道癌 、肝细胞癌和骨肉瘤等都有较高比例的表达。

Oiso等[ 11]用 MAGE-3的 HLA-A24 限制性表位多肽体外刺激外

周血单个核细胞(PBMC),成功地诱导产生了特异性的 CTL。 而

用表位多肽 MAGE-3 A1处理后的 DC , 在体内也能诱导特异性

的CTL产生 ,并使部分黑色素瘤病人的肿瘤有所消退[ 12] 。 免

疫原性弱是多肽疫苗的一大弱点。单用多肽疫苗免疫病人 , 多

肽在体内易被肽酶降解 ,所诱导的 CTL不易突破使肿瘤消退所

需的阈值。对表位多肽进行修饰(包括单个氨基酸的替换 、多

肽的 PMRI修饰和脂肽等)或采用多价疫苗则可有效提高其免

疫原性 , 诱导更强的 CTL活性[ 13 ～ 15] 。正是由于多肽疫苗具有

特异性强的优势 ,大量的研究已集中于 TAA或 TSA 表位的鉴定

及多肽疫苗研究(如 MAGE 家族 、MART-1、 gp100、MUC-1、HPV、

CEA、gp37等)。1995 年 , Boon等首先将多肽疫苗应用于临床研

究。最近的资料显示 ,多肽疫苗不仅能使部分病人的肿瘤有所

消退 , 而且可使部分病人的肿瘤完全消退 , 无瘤期达两年以

上[ 4 , 16] 。多肽疫苗已进入临床Ⅱ期。

4.4　基因疫苗
　　基因疫苗是近几年才发展起来的一种新的疫苗 , 它由基因

治疗发展而来。由于它具有能在体内有效表达 , 尤其是能表达

目前未鉴定的抗原表位等优势 ,因而发展异常迅速。早期的方

法是将肿瘤抗原质粒 DNA 或已导入了肿瘤抗原质粒 DNA的腺

病毒直接进行肌注 ,以期获得抗肿瘤的 CTL 免疫应答 , 但都收

效甚微。用重组逆转录病毒作为载体 , 将 MAGE-1 基因转导入

胚胎纤维细胞制成遗传修饰的细胞 ,能在小鼠体内诱导特异性

的 CTL应答;将 GM-CSF 或 B7-1 的基因一起导入 , 则能显著提

高小鼠的成活率[ 17] 。近年来 , 基因疫苗已与肿瘤细胞疫苗结

合 ,一般是通过一定的载体将靶基因导入肿瘤细胞中 , 然后用

以免疫病人 。用作载体的有腺病毒 、逆转录病毒和单纯苞疹病

毒等 , 靶基因包括细胞因子基因(IL-2、IL-7、IFN-γ和 GM-CSF

等)、肿瘤抗原CEA 等的基因 、肿瘤抑制基因 p53、酶 HSVtk 的基

因和 MHC 的基因等。随着人们对 DC 认识的进一步深入 , DC

被引入了基因疫苗的研究。 将编码肿瘤抗原的 DNA 转染入

DC , 不仅能在体内诱导特异性 CTL的产生 ,而且能使病人的肿

瘤有所消退[ 18] 。如果将细胞因子 、协同刺激分子 B7 等的基因

与肿瘤抗原基因一起导入 DC , 则能显著提高其诱导 CTL应答

的能力[ 19 , 20] 。基因疫苗也已进入Ⅱ期临床 ,但效果不理想。 主

要是由于载体不稳定导致病人无应答或靶基因表达率低等。

基因疫苗的这些不足之处有待进一步的研究 、克服。

5　结语

　　尽管单克隆抗体 、NK细胞 、巨噬细胞和嗜酸性粒细胞等在

抗肿瘤免疫中起着一定的作用 ,但清除肿瘤最有效的免疫应答

是CTL的产生。因此 , 如何有效地激发抗肿瘤 CTL应答就成为

了肿瘤免疫治疗的主要问题。大量的研究显示[ 8 , 12 , 18] , 在 T 细

胞的刺激中 ,特异性抗原呈递细胞 DC 起着非常重要的作用;无

论是用肿瘤抗原溶破产物 、抗原多肽 、肿瘤细胞的 RNA 等处理

后的 DC 或肿瘤细胞与 DC 的融合细胞刺激免疫系统 , 都能更

有效地诱导更强的 CTL免疫应答 , 并且可逆转宿主对 TAA 或

TSA的免疫耐受[ 21] ,诱导免疫系统对肿瘤抗原的免疫应答 , 而

不会诱导自身免疫的产生。 DC 作为佐剂已应用于结肠癌 、白

血病和黑色素瘤等肿瘤治疗性疫苗的临床Ⅰ 期研究。但问题

是树突状细胞在体内 APC 细胞库中含量少 , 难以分离和扩增 ,

临床应用非常不便;从病人获得的 DC 经处理后一般只能回输

给病人自己 , 应用范围非常窄;DC 捕获 、呈递抗原肽的能力仍

不足。因此 ,如何提高肿瘤抗原尤其是表位多肽的免疫原性以

及增加其被APC 捕获 、呈递的效率成为亟待解决的问题。随着

对抗肿瘤免疫应答的认识的不断深入 , 人们发现:CD4+ T淋巴

细胞在抗肿瘤免疫应答中同样起着关键性的作用。CD4+ T 淋

巴细胞不仅有助于 CD8+ CTL 的活化 , 而且其本身也发挥着多

种效应细胞的功能。CD4+ CTL能直接杀伤肿瘤细胞 , CD4+ Th

细胞能活化对肿瘤细胞有非特异性杀伤作用的巨噬细胞和嗜

酸性粒细胞。因此 ,理想的肿瘤治疗性疫苗应是包括多种肿瘤

抗原的多种表位(包括 CTL表位 、B 细胞表位 、Th 细胞表位)的

合理搭配与组合的多价疫苗 ,在提高疫苗免疫原性以最大限度

地发挥 CTL的抗肿瘤作用的同时 ,扩大 CTL杀伤肿瘤细胞的范

围 ,并充分利用其它抗肿瘤成分的功能。

　　关键词:细胞毒性 T淋巴细胞;肿瘤;疫苗
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CTL细胞毒作用的颗粒依赖性途径

Granule-dependent pathway of CTL cytotoxicity
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　　细胞毒T 淋巴细胞(CTL)是机体防御细胞内感染的主要成

员之一 ,分为 CD8+CTLs、CD4+ CTLs和双阴性 CD4-CD8- CTLs

(DN CTLs)几个亚群。CTL细胞毒性通过两条接触依赖性途径
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