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mRNA致敏的树突状细胞用于肿瘤免疫治疗的研究进展
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摘要: 肿瘤免疫治疗旨在恢复或增强机体的免疫监视功能来对抗肿瘤, 与传统的抗肿瘤治疗直接聚焦于肿瘤病

灶局部不同, 其具有不良反应小、作用持久、特异性强及适于个体化治疗等优势。树突状细胞 (DCs) 作为功能最强

的抗原递呈细胞, 能够在体内诱导强烈的特异性免疫应答。目前基于DCs的肿瘤免疫治疗, 是将肿瘤抗原通过一定

方法负载于DCs, 从而激发特异性抗肿瘤免疫应答。用编码肿瘤抗原的mRNA致敏DCs是目前研究较为广泛的一

种肿瘤抗原负载方式, 对应的免疫治疗策略已在临床试验中显示出较好的抗肿瘤疗效。因此, mRNA致敏的DCs是

一种极具潜力的肿瘤免疫治疗新模式。
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Abstract: Distinct from conventional cancer therapies focusing directly on local tumors, cancer immunotherapy

aims to restore or enhance immune surveillance to fight against cancer, which bears the advantages of less side

effects, lasting efficacy, substantial specificity and suitability for individualized treatment. As the most powerful

antigen-presenting cell type, dendritic cells (DCs) can induce potent antigen-specific immune responses in vivo.

DCs-based immunotherapy acts by loading DCs with cancer antigens in various ways to elicit specific anti-tumor

immune responses. Currently, pulsing DCs with cancer antigen encoding mRNAs is an antigen loading approach

under extensive study, registering encouraging results in relevant immunotherapeutic clinical trials. Thus, pulsing

DCs with mRNAs is a new and highly promising modality in cancer immunotherapy.
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肿瘤免疫治疗系通过恢复或增强机体免疫系统的

免疫监视功能来对抗肿瘤, 具有不良反应小、作用持

久、特异性强及个体化治疗等优点, 且可通过诱导免疫

记忆细胞起到防止肿瘤复发的作用, 因而目前已成为

继手术、放疗及化疗后的第 4类抗肿瘤治疗手段, 给很

多晚期肿瘤患者带来了希望。树突状细胞 (dendritic

cells, DCs) 具有强大的抗原摄取和处理能力, 通过向

初始T细胞递呈抗原来启动适应性免疫应答, 因而在

诱导机体产生特异性抗肿瘤免疫中发挥着核心作用。

2010年美国 FDA批准了全球首个肿瘤治疗性DCs疫
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苗Sipuleucel-T用于治疗晚期激素难治性前列腺癌, 开

启了抗肿瘤DCs疫苗的新纪元; 我国自主研发的首个

抗原致敏的DCs治疗转移性结直肠癌疫苗也已进入了

Ⅲ期临床试验。尽管近年来已有大量基于DCs的抗肿

瘤疫苗进入了临床试验阶段, 并显示出一定的疗效, 但

仍有许多问题亟待解决, 如DCs的来源及肿瘤抗原负

载 DCs 的方式等 , 其中如何将肿瘤抗原高效负载到

DCs是制备抗肿瘤DCs疫苗的关键问题之一。用编码

肿瘤抗原的 mRNA 致敏 DCs是目前研究较为广泛的

一种肿瘤抗原负载方式, 已展示出巨大的应用前景[1-3]。

本文将综述 mRNA 致敏 DCs制备抗肿瘤疫苗的研究

进展, 并探讨该策略用于肿瘤免疫治疗的未来方向和

所面临的挑战。

1 基于DCs的肿瘤免疫治疗

Steinman 及 Cohn[4]在 1973 年发现在小鼠外周淋

巴器官中有一群细胞呈树枝状突起 , 因而以希腊语

dendreon (树) 来命名这群新发现的细胞。在经过数十

年对这群异质细胞的深入研究后, 终于证实这群细胞

是机体内功能最强的专职抗原递呈细胞, 是连接固有

免疫与适应性免疫间的桥梁, 在适应性免疫应答的诱

导中发挥着关键作用。Steinman也因这一极其重要的

发现而于2011年被授予了诺贝尔医学生理学奖。

1.1 DCs 的生物学功能 DCs 的分化发育经历未成

熟和成熟两个阶段。体内绝大多数DCs处于未成熟阶

段, 该阶段的DCs分布在外周非淋巴组织中, 主要功能

是识别并摄取抗原, 这个阶段的DCs高表达与吞噬相

关的受体, 低表达CD80、CD86等共刺激分子及黏附分

子等, 抗原递呈能力较弱, 因而不能有效刺激T细胞的

活化[5]。未成熟的DCs一旦摄取抗原或在炎症因子的

作用下, 将向外周淋巴器官迁移。迁移过程中的DCs

逐渐分化成熟, 高表达主要组织相容性复合体 (major

histocompatibility complex, MHC) 分子及 T 细胞共刺

激分子 (如CD40、CD80、CD70 及CD86等), 同时大量

分泌白细胞介素 (interleukin, IL)-12 p70、IL-6、肿瘤坏

死因子 (tumor necrosis factor, TNF)-α和干扰素诱导蛋

白-10。此外 , 与 DCs 归巢密切相关的趋化因子受体

CCR7的表达也增高, 这些分子对于有效激活T细胞至

关重要[6]。成熟的DCs在淋巴结内通过递呈抗原而激活

T淋巴细胞, 初始T细胞的充分激活依赖于 3个信号的

共同作用, 第一信号由DCs将抗原肽结合的主要组织

相容性复合物 (peptide bound major histocompatibility

complex, pMHC) 递呈给T细胞识别受体 (T cell receptor,

TCR)识别, TCR特异性识别抗原肽与自身MHC分子,

CD3 将抗原识别信号 (即第一活化信号) 传递入 T 细

胞内; 第二信号即共刺激信号, 由 DCs (CD80、CD86、

PD-L1/2、CD40、CD70、OX40L及 4-1BBL等) 及T细胞

(CD28、CTLA-4、PD-1、CD40L、CD27、OX40 及 4-1BB

等) 上的共刺激及共抑制性分子间的平衡来决定; 第

三信号是多种细胞因子的共同作用, 可刺激T细胞增

殖、调控T细胞的分化并产生免疫记忆。如DCs分泌

IL-12 p70可促进Th1应答, IL-23、IL-6及 IL-1β可促进

Th17应答[7-9]。激活后的T细胞, 如肿瘤特异性CTL将

离开外周免疫器官并迁移至肿瘤部位以发挥特异性抗肿

瘤作用。此外, DCs还可通过与自然杀伤细胞 (natural

killer, NK) 间的相互作用而进一步增强抗肿瘤效应。

新近研究发现, 成熟的DCs可通过其表达的CXC3CL1

与 NK 细胞上 CXC3CR1 间的相互作用 , 以及分泌的

IL-12、IL-15及 IL-18等细胞因子来促进 NK细胞的增

殖、活化及细胞毒功能[10]。

1.2 DCs的制备 尽管 DCs存在于机体的大多数组

织中, 但其中的绝对数量很少, 如成熟的DCs仅占外周

血单核细胞 (peripheral blood mononuclear cell, PBMC)

的 1% 左右。随着 DCs体外制备技术的不断完善, 目

前多种髓样前体细胞已被用做诱导髓样DCs, 如外周

血中的非增殖性CD14+前体细胞、骨髓及脐带血中的

增殖性 CD34+前体细胞等[11,12]。外周血中的 CD14+单

核细胞含量高达 10%左右, 因而目前外周血单核细胞

来源DCs (monocyte-derived dendritic cell, moDC) 已被

广泛研究及应用。早在 1994 年 , Romani 及 Sallusto

等[13,14]就建立了在体外用粒细胞-巨噬细胞集落刺激

因子 (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor,

GM-CSF) 和 IL-4联合诱导单核细胞获得DCs的方案,

该方案中所用GM-CSF是维持DCs发育分化最重要的

细胞因子, 而 IL-4的作用是抑制巨噬细胞和粒细胞的

增殖, 阻止单核细胞向巨噬细胞分化。1996年, Romani

及 Zhou 等[15,16]进一步优化了培养方案 , 先使用 GM-

CSF 与 IL-4 联合诱导 6～7 天获得不成熟 DC, 再用

TNF-α等活化因子刺激 3天以获得成熟的DC细胞, 该

方案首次在培养体系中使用了人血浆来替代牛血清,

这为体外培养DCs用于临床治疗奠定了基础。目前,

人DCs的体外培养方案已有了更多的探索, 如用 IL-15

替代 IL-4 以增加 DCs 的刺激能力 [17,18]; 除了经典的

1周培养方案外, 研究人员还研发了 2～3天就可以培

养出DCs的快速方案[19]。

由于 moDCs不能在体外大量增殖而使得其应用

受到一定限制 , 研究报道可将 CD34+造血干/祖细胞

(hematopoietic stem progenitor cell, HSPCs) 用于体外大

量制备DCs, 这类DCs与moDCs相比可诱导更强的T

细胞抗肿瘤应答, 促进NK细胞上调肿瘤坏死因子相关

凋亡诱导配体 (tumor necrosis factor-related apoptosis-
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inducing ligand, TRAIL) 的表达并增强细胞毒性。已

报道从多发性骨髓瘤及黑色素瘤患者来源的CD34+细

胞成功制备DCs, 并在黑色素瘤的治疗中观察到肿瘤

特异性应答[20,21]。

1.3 DCs的临床应用 已证实 DCs疫苗具有与其他

常规抗肿瘤治疗手段类似的临床客观反应率。如DCs

治疗恶性黑色素瘤后患者的客观反应率为 8.5%, 与一

线药物达卡巴嗪 (dacarbazine) 类似。同样, 在DCs治

疗前列腺癌、恶性胶质瘤和肾细胞癌患者后的客观反

应率分别为 7.1%、15.6%和 11.5%, 与常规化疗药物治

疗结果相似[22]。2018 年 Liau 等[23]报道了一项 DCs 疫

苗治疗胶质母细胞瘤的Ⅲ期临床试验 , 该研究的所

有入组患者均在手术及化疗后随机分组, 治疗组为自

体DCs疫苗 (DCVax-L) 联合替莫唑胺组, 对照组为替

莫唑胺及安慰剂组。DCVax-L是由手术切除的肿瘤组

织裂解物活化自体 DCs 制备得来 , 结果显示 : 与既

往单独手术治疗后仅 15～17个月的中位总生存时间

(median overall survival, mOS) 相比, 治疗组的mOS达

到 23.1个月。此外, 67例 (30%) 患者存活期超过 30个

月, 44例 (24.2%) 超过 36个月, 患者对该治疗方案耐

受性好, 仅有 2.1% (7/331) 的患者出现了 3及 4级的不

良反应。

以上研究表明, 将DCs疫苗用于抗肿瘤治疗疗效

确切且不良反应小。若能进一步优化DCs疫苗的制备

方法 , 如肿瘤抗原负载到 DCs 的方式、体外培养 DCs

的方法以及DCs给药途径等, 有望进一步增强DCs疫

苗的抗肿瘤疗效。

2 mRNA致敏的抗肿瘤DCs疫苗

2.1 肿瘤抗原负载到 DCs的方式 如何将肿瘤抗原

负载到DCs是制备DCs疫苗的关键之处, 目前常用超

声破碎或反复冻融等方法制备的肿瘤全细胞抗原、人

工合成肿瘤抗原多肽、肿瘤细胞DNA或RNA, 以及肿

瘤细胞来源的外泌体等来致敏DCs[24-27]。肿瘤抗原多

肽是按照肿瘤抗原中已证实或预测得到的多肽表位的

氨基酸序列人工合成而来, 因其所诱导的免疫反应具

有肿瘤抗原特异性且安全性好, 因而已有大量的临床

试验使用肿瘤抗原多肽来致敏DCs, 但该方案存在较

多的缺陷 , 如可供选择的多肽受限于患者的 HLA 型

别, 必须清楚肿瘤的抗原表位 (但绝大多数肿瘤抗原

是未知的) 以及针对CD8+ T细胞识别表位的抗原多肽

不能诱导 CD4+ T 细胞的特异性活化等[28]。此外 ,

HLA-抗原肽复合物的半衰期较短, 因此也限制了抗原

递呈的时间[29]。研究发现, 肿瘤细胞来源的外泌体含

有大量的肿瘤抗原, 因而也被用于致敏DCs[24], 并发现

与肿瘤裂解物相比, 肿瘤细胞来源外泌体致敏的DCs

具有更好的疗效, 推测是其中的DNA分子激活了DCs

的 cGAS/STING通路而促进了DCs的成熟并增强了肿

瘤抗原的递呈 , 从而诱导了更强的抗肿瘤免疫应

答[30,31], 但如何获得大量高纯度的外泌体是目前急需

解决的难题。

相比前述的肿瘤抗原负载到DCs的方式, 使用编

码肿瘤抗原的 mRNA 体外转染 DCs制备抗肿瘤疫苗

具有其他方案无法比拟的优势, 如mRNA不会整合到

基因组而避免了可能出现的治疗性突变, 可体外大量

制备。编码肿瘤抗原的mRNA转染DCs后, 能诱导针

对多个抗原表位的特异性T细胞应答, 可有效防止抗

原变异而引起的免疫逃逸, 并能靶向 MHC-Ⅱ类分子

的递呈途径, 从而进一步扩大所诱导的T细胞反应[32]。

此外, 随着 mRNA 体外合成技术的进展, 使得其稳定

性显著提高, 还可通过修饰技术降低其免疫原性。因

而mRNA被认为是制备抗肿瘤DCs疫苗的理想工具,

已受到了广泛关注[33,34]。

2.2 用于致敏DCs的mRNA 目前用于致敏DCs的

mRNA包括肿瘤来源或体外合成的mRNA。使用肿瘤

来源的mRNA可确保递呈肿瘤表达的完整表位库, 从

而扩大免疫反应, 避免因肿瘤抗原表达下调或丢失而

发生逃逸。然而, 制备肿瘤来源的mRNA需要获取大

量的肿瘤细胞 , 即使可从肿瘤组织中分离出肿瘤

mRNA并进行扩增, 但这一过程费时费力而不利于在

临床应用。编码肿瘤抗原的 mRNA 可通过含有靶蛋

白开放阅读框的质粒DNA或者其他DNA片段作为模

板, 通过体外转录技术合成。目前, 随着人们对mRNA

结构的深入了解, 使研究者能够对其进行调节以增强

mRNA 编码抗原的表达。在 mRNA 的体外合成中可

通过对 5'帽、非翻译区、poly(A)-尾、抗原序列本身以及

选择表达载体以提高翻译效率和降低降解率等多个方

面来进行优化[35-38]。近年来, 人们已经越来越清楚地

认识到除了 CD8+ CTL 细胞外 , CD4+ T 细胞 , 尤其是

Th1细胞是机体发挥抗肿瘤免疫的重要组成部分[39]。

由于mRNA所编码的蛋白质是在DCs的胞质内合成,

抗原肽与 MHC-Ⅰ类分子结合后通过递呈仅可活化

CD8+ T细胞, 而CD4+ T细胞需要依赖MHC-Ⅱ分子的

递呈来活化。目前已经报道了几种将 mRNA 编码抗

原靶向到 MHC-Ⅱ类分子递呈途径的方法, 其中常用

的方法是将抗原靶向到溶酶体相关膜蛋白-1、DC-溶

酶体相关膜蛋白-1以及恒定链的分选信号上。这些靶

向溶酶体的融合蛋白能通过MHC-Ⅰ和MHC-Ⅱ类分

子同时递呈 , 从而可同时活化 CD8+ T 细胞和 CD4+ T

细胞, 以增强抗肿瘤免疫应答[40,41]。

上述策略大多数只关注了DCs功能的一方面, 然
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而, DCs的功能是由多种因素来共同决定的, 如细胞表

面的共刺激分子、共抑制分子以及激活性与抑制性细

胞因子间的平衡。因而, 针对可促进DCs功能的多个

方面来设计的DCs疫苗才有可能达到最优的疗效。如

将编码 Toll 样受体 (Toll-like receptors, TLR)-4、CD40L

和CD70的 3种mRNA的混合物 (TriMix) 来共同活化

DCs就是很好的尝试[42,43]。目前TriMix已开展了大量

临床前及临床试验研究, 证实其可诱导DCs发挥更强

的免疫刺激能力。更重要的是, 还发现TriMix-DC可将

Treg调节成类似Th1细胞来发挥作用。在使用TriMix-

DCs治疗Ⅲ/Ⅳ期黑色素瘤的临床试验中就观察到, 患

者在治疗后出现了前所未有的 27% 的客观反应率

(NCT01066390)[44]。

2.3 将mRNA导入DCs 在 20世纪 90年代末, 杜克

大学的 Gilboa 课题组等[45]最先使用编码肿瘤抗原的

mRNA来致敏DCs, 其中mRNA进入DCs的方式是通

过细胞的巨胞饮来摄入, 但该方式存在较大的缺陷, 因

为 mRNA 本身可以通过 TLR-3 和 TLR-7 等模式识别

受体来激活DCs, 但激活后的DCs其摄取mRNA的能

力迅速下降[46]。此外, mRNA必须通过胞内体传递使

得只有一小部分 mRNA 能到达细胞质而被翻译为蛋

白质。此后对mRNA导入DCs的方式不断进行优化,

目前多采用电穿孔、脂质体和超声处理等方法。其中

电穿孔是将 mRNA 导入 DCs 较为有效的方法 , 由于

mRNA不需进入细胞核, 因而仅需较弱的电脉冲就可

导入胞质中, 极大降低了对细胞的损伤, 另外电穿孔导

入的 mRNA 无需与模式识别受体结合而降低了不必

要的免疫反应。与以上物理方法不同, 脂质体转染是

通过脂质体-mRNA复合物来将mRNA导入细胞, 在胞

内体中 , 脂质体与内体膜融合 , 从而介导其运输的

mRNA 在胞浆的释放。除此之外 , 超声处理也可将

mRNA直接传递入胞浆中, 带有mRNA的脂质超声微

泡在超声波的作用下, 微泡空化和破裂, 导致周围细胞

的质膜上形成暂时的孔 , 从而允许破裂时释放的

mRNA进入细胞[47]。

3 mRNA致敏的抗肿瘤DCs疫苗临床试验研究

大量研究已证实, 将编码肿瘤抗原的mRNA体外

致敏患者自体DCs制备抗肿瘤疫苗, 再将DCs疫苗回

输到肿瘤患者体内以诱导特异性抗肿瘤应答是一种安

全可行的肿瘤免疫治疗策略 (图 1)。近 20年来, 利用

mRNA致敏DCs制备的抗肿瘤疫苗所开展的临床试验

已达 47 项 (clinicaltrail.gov 检索数据), 主要分布在美

国、比利时、荷兰及挪威等国家 , 我国有 4 项基于

mRNA的抗肿瘤DCs疫苗也进入了临床试验阶段。在

这些试验中, 体外转录的mRNA、自体肿瘤或肿瘤干细

胞来源的 mRNA 被用于向 DCs负载肿瘤抗原。除了

mRNA抗原来源的差异外, 这些研究中还采用了不同的

DCs活化策略, 从使用促炎性细胞因子激活到通过传递

TriMix mRNA来活化DCs。这些DCs被用于包括卵巢

癌、乳腺癌、晚期黑色素瘤、白血病、恶性胶质瘤、间皮

瘤、胰腺癌、食道癌、骨髓瘤及肺癌等多种类型肿瘤的

治疗。在这些研究中应用最多的DCs给药途径是皮内和

静脉注射, 偶有结内及瘤内给药的报道。从近年报道的

临床试验数据中可反映出 mRNA 致敏的抗肿瘤 DCs

疫苗的疗效, 如使用了编码MAGE-A3、MAGE-C2、酪氨

酸酶及 gp100 抗原的 mRNA 及 TriMixDC (TriMixDC-

MEL) 治疗 15 例晚期黑色素瘤患者 (NCT01066390),

其中 2 例完全应答 , 2 例部分应答。6/12 患者检测到

抗原特异性皮肤浸润淋巴细胞, 4/5患者检测到抗原特

异性CD8+ T细胞[44]。另外还值得关注的是, 近年来多

项开展中的临床试验都将抗肿瘤 DCs 疫苗联合化疗

药物或靶向抗体以增强抗肿瘤疗效 (NCT00626483、

NCT02649829、NCT02366728、NCT02649582)。

此外, 将mRNA致敏的DCs疫苗与免疫检查点抑

制剂的联合使用也显示出增强的抗肿瘤作用。2011年

开展了一项使用TriMix-DCs联合抗CTLA-4单克隆抗

体 ipilimumab治疗无法切除的Ⅲ期或Ⅳ期黑色素瘤患

者的Ⅱ期临床试验 (NCT01302496), 在经 TriMix-DCs

和 ipilimumab 治疗 6 个月后 , 患者的疾病控制率为

Figure 1 Specific tumor antigen mRNA-DCs vaccine. DCs are

gengerated from CD14+ monocyte and differentiated by various

stimuli, followed by mRNA loading and maturation. Mature den‐

dritic cells are re-administered into the patient. DCs: Dendritic

cells; GM-CSF: Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor;

IL-4: Interleukin 4
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51%, 总体应答率为 38% (8 例完全应答 , 7 例部分应

答), 在 36 个月的中位随访期 (从 22～43 个月) 内有 7

例完全应答, 1例部分应答[48]。

4 展望

DCs在启动适应性免疫应答中发挥着极其重要的

作用, 如何利用DCs来更好地诱导抗肿瘤免疫应答已

成为研究的热点。近年来研究发现, 无论是用于抗原

负载, 还是传递刺激或抑制的功能信息, mRNA都是用

于体外修饰 DCs 的一种很好工具。目前该方案用于

临床试验的挑战在于: 如何保证体外制备的DCs疫苗

在过继回输后, 能有效将mRNA编码的肿瘤抗原信息

传递给T淋巴细胞。因此, 研究人员正试图绕过体外

制备DCs, 而将mRNA直接进行淋巴结内注射, 结内注

射的 mRNA 能被体内的 DCs 直接摄取 , 进而诱导免

疫应答[49]; 同时, 裸mRNA还能刺激如TLR3、TLR7和

TLR8 等 , 从而介导 DCs 的活化。然而 , 单独使用裸

mRNA通常不足以充分激活DCs, 若同时使用诱导成

熟的佐剂又会对 DCs摄取 mRNA 的效率产生负面影

响。有研究将肿瘤抗原和TriMix共传递, 在保证负载

抗原的同时 , 还可原位活化 DCs[50], 这为基于 DCs 的

mRNA抗肿瘤疫苗的研究提供了新方向。

mRNA致敏的DCs疫苗已在肿瘤免疫治疗中取得

了很多突破性的进展, 在临床试验研究中也已展示出

显著的疗效, 同时还可与多种抗肿瘤免疫治疗制剂联

合使用, 有望在未来的临床应用中取得更好的疗效, 使

更多的肿瘤患者受益。
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