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合成生物学在肿瘤疫苗设计中的应用进展
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摘要：根据中心法则和细胞免疫学原则，利用合成生物学设计和生产新型肿瘤疫苗代表了癌症免疫治疗中的一个

重要途径。本文概述了利用合成生物学针对两个主要方面 （抗原选择和疫苗设计） 的创新治疗性肿瘤疫苗的最新

研究进展。针对肿瘤相关或特定抗原，开发更精确和有效的肿瘤疫苗引起了广泛关注。传统方法在抗原选择中主

要针对肿瘤中的特定基因，而以高通量测序及质谱为基础筛选新抗原的方法明显改善了疫苗的靶向性及免疫原

性。在疫苗类别方面，与传统多肽疫苗相比，通过对DNA、mRNA、病毒/细菌、细胞的工程化修饰而成的新型疫

苗显著扩大了肿瘤疫苗的范围，从而大幅增强了不同肿瘤疫苗的免疫效果。合成生物学的快速发展将加速对肿瘤

疫苗的实验研究进度，最终导致临床治疗效果的持续增强。
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Abstract: The central dogma of biology, which delineates the flow of genetic information from DNA to RNA to 

protein, along with the principles of cellular immunology, provides a foundational understanding for harnessing the 

power of synthetic biology to combat cancer. The application of synthetic biology in the design and production of novel 

tumor vaccines marks a pivotal advance in the field of cancer immunotherapy. This study delves into the cutting-edge 

development in the creation of therapeutic tumor vaccines, with a particular focus on two critical components: antigen 
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selection and vaccine design. The request for more precise and effective tumor vaccines has garnered the attention of 

researchers globally. These vaccines are designed to target tumor-specific antigens or those related to tumor growth and 

survival pathways. Traditional approaches to antigen selection have typically involved targeting specific genes with 

tumors. However, the advent of high-throughput sequencing and mass spectrometry has revolutionized this process by 

enabling the screening of novel antigens, thereby enhancing the precision and immunogenicity of vaccines. In recent 

years, the landscape of tumor vaccines has been significantly broadened by the engineering of vaccines through various 

platforms. These include DNA-based vaccines, mRNA vaccines, viral or bacterial vector vaccines, and cell-based 

vaccines. These innovative approaches offer a stark contrast to traditional peptide vaccines, significantly amplifying the 

immune response against a variety of tumor types. The versatility of synthetic biology allows for the customization of 

vaccines to target a wide array of tumor antigens, thereby potentiating a more robust and targeted immune reaction. The 

progress made in synthetic biology is not only refining existing vaccine strategies but also accelerating the pace of 

experimental research in tumor vaccines. This rapid advancement holds the promise of continually improving the 

clinical therapeutic effects of these vaccines. As researchers continue to unravel the complexities of tumor immunology 

and synthetic biology techniques become more efficient, the intersection of these fields is expected to yield a new 

generation of tumor vaccines that are not only more effective but also safer and more accessible to patients. In 

conclusion, the integration of biological knowledge and technological innovation in synthetic biology is transforming 

the development of tumor vaccines. The focus on optimizing antigen selection and vaccine design is driving the 

creation of more potent and tailored immunotherapies. It is anticipated that synthetic biology will play an even greater 

role in enhancing the efficacy of tumor vaccines, offering cancer patients with hope in the ongoing battle against this 

devastating disease.
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从 15世纪中国人开始接种人痘来预防天花起，

疫苗已成为重要的疾病预防手段，通过使用减毒

或灭活病毒，使机体产生相应的抗体，从而获得

免疫能力［1］。自 1891年 William Coley开始利用化

脓性链球菌和黏质沙雷氏菌治疗肉瘤患者，疫苗

不再仅限于预防，而扩展到治疗领域［2］。
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肿瘤疫苗作为一种肿瘤免疫治疗手段，其中

一种是利用 T 细胞对肿瘤特异性抗原（tumor-

specific antigen，TSA）或肿瘤相关性抗原（tumor-

associated antigen，TAA）的免疫反应诱使其识别

并杀灭肿瘤细胞。

目前，肿瘤疫苗主要分为五类：DNA 疫苗、

mRNA疫苗、多肽/蛋白疫苗、细胞疫苗、工程化

病毒/细菌疫苗。DNA或mRNA疫苗、多肽疫苗和

细胞疫苗在制备过程中都需要肿瘤细胞抗原的初

步提取。其中，多肽疫苗的研究基础最为广泛。

它们通过将肿瘤细胞产生的特异性多肽注入机体，

使其被抗原呈递细胞吞噬处理后呈递给T细胞，从

而激活免疫系统。相比之下，DNA或mRNA疫苗

虽然同样瞄准肿瘤特异性或相关性抗原，但并不

直接利用抗原刺激T细胞。相反，它们作为模板，

使机体内自主合成多肽抗原，再通过抗原呈递细

胞刺激 T细胞［3-4］。与多肽疫苗相比，核酸抗原不

能直接刺激抗原呈递细胞，因为它们需要在细胞

核内被转录成 mRNA，再在细胞质内被翻译成多

肽。然而，不需要进行体外肽段合成使疫苗设计

更为简单。此外，由于核酸的高容性，一段核酸

内可以同时包含多个抗原编码序列，增加了疫苗

的复杂度。细胞疫苗则多指树突状细胞（dendritic 

cell，DC）疫苗，DC本身即是抗原呈递细胞的一

种，从患者体内提取树突状细胞进行体外培养后，

使用抗原直接刺激这些细胞，使其负载抗原，再

将其重新输入体内，机体内的T细胞就可以被含有

肿瘤相关抗原或肿瘤特异性抗原的DC细胞直接激

活和启动，从而产生对肿瘤细胞的免疫活性［5］。

与核酸疫苗和多肽疫苗相比，DC疫苗完全绕过了

体内抗原呈递的过程，转而在体外完成。因此，

DC 疫苗的效果要优于其他疫苗类型。然而，DC

细胞的体外培养和体外抗原处理使得DC疫苗的生

产成本远高于其他疫苗。因此，在选择疫苗种类

时，有必要综合考虑疫苗的效果与成本。最后一

种策略则是将抗原信息植入病毒或者细菌的基因

组中，病毒与细菌有相对固定的免疫原性，工程

化重组后作为载体能够渗透到免疫细胞中，从而

触发T细胞的激活，启动抗肿瘤免疫应答［6-7］。

合成生物学方法贯穿整个疫苗研发流程，即

利用中心法则与细胞免疫原理，通过人为改变某

些步骤，诱使 T 细胞攻击肿瘤细胞以达到治疗

目的。

正确识别肿瘤抗原是肿瘤疫苗发挥作用的关键

第一步。根据抗原在肿瘤及正常细胞中是否表达或

者表达丰度可以将肿瘤抗原分为肿瘤特异性抗原和

肿瘤相关性抗原。肿瘤特异性抗原的特点是特异

性，这种抗原仅存在于肿瘤或者特定肿瘤细胞中，

在正常组织细胞中并不存在；而肿瘤相关性抗原

则在肿瘤或者正常细胞中均有表达，但是其表达

丰度在肿瘤中相对较高。肿瘤抗原的识别依赖于

主要组织相容性复合体（major histocompatibility 

complex，MHC），抗原在与MHC分子结合后被T

细胞所识别并引发免疫反应，从而对肿瘤细胞进

行灭杀［8］。但事实上，目前已经发现肿瘤细胞能

过通过多种方式来抵抗体内免疫细胞的灭杀，通

过下调TAA或者TSA的表达来躲避T细胞的识别，

或者通过高表达PD-L1抑制T细胞活性［9-10］。

在过去的数年中，多个 TAA或者 TSA相继被

发现，根据其来源不同也可以大致分为五类。其

中第一类为以病毒为抗原的肿瘤，比如LMP1/2病

毒为抗原的鼻咽癌抗原［11］、HPV E6/7病毒的宫颈

癌抗原［12-14］，将 E6/E7-质粒（VGX-3100）或者 

E6/E7 FMS样酪氨酸激酶 3配体质粒作为疫苗成功

诱导T细胞免疫反应［13，15］。gp100富集于黑素小体

和黑色素瘤，其靶向有效性也在临床试验中得到

证明，当靶向 gp100时，T细胞免疫反应强烈，且

患者生存时间增长［16］，并且与 IL-2联用时，相比

于只使用 IL-2，多数患者T细胞的免疫反应显著更

强烈［17］。前列腺酸性磷酸酶（PAP）在前列腺上

皮细胞中和其他组织中有表达，其表达强度随着

肿瘤进展而增强［18］。在多项细胞疫苗临床试验

中， 以 PAP 为靶的疫苗使患者提升了约 4 个月的

寿命［19］。第二类为基因自身突变导致的过表达抗

原。表皮生长因子受体变异体Ⅲ（epidermal 

growth factor receptor variant Ⅲ，EGFRvⅢ）是一

种结构性活性的、体细胞突变的EGFR变异体，通

常在恶性胶质瘤和非小细胞肺癌（NSCLC）中表

达。临床实验也表明抗 EGFRvⅢ的疫苗可以有效

引 起 机 体免疫应答［20-24］。柯尔斯滕大鼠肉瘤

（KRAS）是参与细胞增殖和生存的主要癌基因，也

是所有癌症中最常见的突变癌基因［25-26］。针对
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KRASG12C的 mRNA 疫苗（NCT03948763）、多肽疫

苗（NCT04117087）、DC疫苗（NCT03592888）目

前正进入临床试验中［27］。第三类是发育特异性抗

原，例如促进肿瘤发生的转录因子 WT1［28-29］。

WT1正常短肽以及HLA高亲和性变异肽段都能在

白血病临床试验中引发免疫反应［30-33］。黑色素瘤相

关抗原 3（MAGE-A3）是一种具有抗细胞凋亡功

能的肿瘤-睾丸抗原，在黑色素瘤、非小细胞肺癌

和骨髓瘤中优先表达，多项临床试验表明MAGE-

A3多肽疫苗成功诱导了抗肿瘤免疫反应，引发了

CD4+ T细胞反应，并延长了患者生命［34-36］。纽约-

食道癌-1（NY-ESO-1）同样也是一种肿瘤-睾丸抗

原，在胚胎、性腺和癌细胞中有限制性表达，而

在滑膜肉瘤中高表达，在黑色素瘤、卵巢癌和食

道癌中特异性表达［37］，在联合使用结合抗 NY-

ESO-1（CDX-1401）与 TLR 激动剂后，大多数患

者产生了 CD8+T 细胞反应，并伴随有肿瘤消

退［38-40］。第四类则是组织特异性抗原。人类表皮生

长 因 子 受 体 2 （human epidermal growth factor 

receptor ，HER2/Neu）是一种 EGFR 家族成员激

酶，在约 30% 的乳腺癌和一些的胃肠道和卵巢肿

瘤中的表达强于正常组织。临床试验证明，当联

合使用抗 HLA-Ⅰ与抗 HLA-Ⅱ多肽疫苗时，可以

显著诱导CD4+与CD8+ T细胞的免疫反应［41-44］。黏

蛋白（MUC1-MUC24）是一类参与细胞信号传导

和屏障保护的糖蛋白家族，以 MUC1 为靶点的疫

苗在肿瘤患者体内显示出了显著 T 细胞免疫活

性［45-46］。第五类则是肿瘤富集的抗原。p53基因在

约一半的癌症中发生突变，在肿瘤中经常丢失，

但也存在有害的突变和过表达［47-48］。以 p53为靶点

的质粒疫苗、多肽疫苗、呈递细胞疫苗都显示出

了显著的T细胞免疫活性［47，49-52］。当以突变型 p53

为靶点时，使用对应的突变抗原显示出了比野生

型更强的免疫活性［53］。吲哚胺 2，3-双加氧酶 1

（indoleamine 2，3-dioxygenase 1， IDO）与 p53 类

似，IDO疫苗与PD-L1联用时显示出了强烈的T细

胞免疫活性［54］。

本文综述了近年来利用合成生物学方法进行

治疗性肿瘤疫苗抗原靶向、疫苗设计的前沿进展，

有望为以后肿瘤疫苗的设计生产提供借鉴。

1 合成生物学加速新抗原识别与筛选

由于 TAA不具有肿瘤特异性，很难引起较强

的免疫反应，基于 TAA的肿瘤细胞识别势必会误

伤一部分正常细胞。而 TSA几乎不存在于人类原

生蛋白组内，使得其可以避开淋巴器官中的T细胞

中枢免疫耐受。由于肿瘤病毒仅局限于少数几种

癌症，因此对于肿瘤新抗原（neoantigen）的筛选

成为对肿瘤细胞识别的一种有效手段［55］。新抗原

的产生大致有四种方式：基因组突变，转录异常，

翻译后修饰异常，病毒［56］。单碱基突变是最常见

的产生新抗原的基因组突变，肿瘤患者可能会有

高达数百个位点的单碱基突变，而平均每个患者

会产生超过 100 个由此引发的潜在新抗原［57］。碱

基插入或缺失则是另一类能产生有效新抗原的方

式。该突变经常会导致基因开放阅读框的改变，

因此可以产生更多种类的新抗原［58］。例如在肾透

明细胞癌中，大约有 16% 的新抗原是由该突变产

生的［59］。染色质易位倒位造成的基因融合也会产

生许多新抗原，且此种方式新抗原通常具有更强

的免疫原性［56］。而转录异常产生新抗原的方式通

常指由 mRNA 的可变剪接产生的新抗原。由于转

录调控元件的异常导致肿瘤转录本发生异常从而

最终产生能与MHC分子高亲和的新抗原。除了调

控元件，剪切体自身的异常会直接导致 mRNA 的

剪切异常。例如 Lu 等［60］利用药物攻击剪接因子

RBM49，在不引入新突变的情况下使肿瘤产生了

随机的可变剪切体，由于肿瘤细胞与正常细胞内

的微环境有较大的差异，因此当肿瘤细胞受到来

自外界刺激后产生的转录调控与正常细胞也有差

异，利用这些差异导致肿瘤细胞内产生了区别于

正常细胞的新转录本，最终成为新抗原。蛋白翻

译的异常调控是肿瘤新抗原的另一种来源。例如

pIRS2的正常蛋白并不会引发免疫反应，但其异常

的磷酸化蛋白却可以产生免疫反应［61］。最后一种

新抗原来源于病毒蛋白。事实上，一部分肿瘤是

由于病毒感染直接导致的，例如 EBV导致的鼻咽

癌以及默克尔细胞多瘤病毒导致的默克尔细胞

癌［62-63］。还有一部分病毒基因会直接整合进入宿主

基因组中，造成基因组的突变，例如 HPV 病

毒［64］。表1总结了肿瘤抗原的分类情况。
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由于新抗原为新产生的多肽，并且该多肽与

MHC分子具有高亲和性，因此液相色谱-质谱联用

法（LC-MS）是新抗原筛选中相对可靠的方式

（图 1），即利用 MHC分子分离出细胞内能够结合

的多肽分子，然后使用高效液相色谱法对肽段序

列进行分析，通过比较肿瘤与正常细胞的差异，

从而筛选出新抗原［65］。例如 Lin 等［43］ 发现 ，

TRAP1基因在小鼠肺上皮癌细胞系特异性高表达，

而在正常细胞中几乎不表达，由此筛选出 12个在

小鼠肺上皮癌细胞系特异性表达的HLA-AAD结合

性新抗原，并最终鉴定出由 TRAP1 诱导的 HLA-

A2限制性磷酸肽 KLIpS。此外，在另一项临床前

研究中，由新抗原开发的多表位DNA疫苗在乳腺

癌小鼠模型中诱导了强大的免疫反应［45］，并能够

在随后的转移性神经内分泌肿瘤患者中引发新抗

原特异性T细胞反应。

除液相色谱-质谱联用法之外，根据新抗原出

现的原因，其鉴定也可以通过转录组测序或者外

显子测序等依赖高通量测序的方式来进行预测和

鉴定。当以外显子测序数据来推测新抗原时，首

先利用外显子数据找到患者的特异性突变位置，

再根据突变位置的 DNA 序列转变为 8～14氨基的

多肽序列，利用多种MHC分子结合预测软件推测

MHC高亲和性的多肽序列。根据多肽序列合成多

肽并进行免疫活性测试，从而对预测的抗原进行

实验验证，最终鉴定出肿瘤特异的新抗原。

而以转录组测序为基础的预测则是基于

mRNA 的转录本的特异表达。特异性转录本的来

图图1　新抗原鉴定主要方法（转录组测序、外显子测序及LC-MS分析）

Fig. 1　Identification of neoantigens through transcriptome sequencing, exome sequencing, and LC-MS analysis

表表1　　肿瘤抗原分类

Table 1　　Classification of cancer antigens

肿瘤抗原

肿瘤相关性抗原

肿瘤特异性抗原

抗原类型

高表达蛋白或者多肽

肿瘤种系抗原

肿瘤病毒

肿瘤新抗原

表达位置

肿瘤或正常细胞

肿瘤，生殖细胞

病毒性肿瘤

肿瘤

高丰度表达位置

肿瘤

肿瘤，生殖细胞

病毒性肿瘤

肿瘤
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源有以下几种：①基因突变导致的特异性转录本；

②基因突变导致的 mRNA 可变剪切体；③肿瘤特

异性微环境导致的特异性转录本；④肿瘤特异性

刺激导致的特异性转录本或者可变剪切体。

Kristensen等［66］研究发现，在黑色素瘤的肿瘤

浸润性淋巴细胞（TIL）输出产物中，产生了约

1.8%的新肽，而这些新抗原特异性的CD8+ T细胞

的存在能够有效延长病人生命。而 Holm 等［67］则

利用外显子测序方法从尿路上皮癌患者中鉴定出

了数个新抗原序列，并用其对患者进行治疗三周

后，发现T细胞应答增强，同时促进了免疫检查点

抑制物的活性。

新抗原固然有其患者的特异性，但若是可以

通过大规模的筛选发现其中的共同性特征，那么

对于新抗原的筛选将有巨大的帮助，因此全世界

范围内产生了一系列的数据库，这些数据库从不

同的侧面记录了已经预测出的新抗原，甚至是已

经验证过的新抗原。例如 CAPED 数据库（The 

Cancer Antigenic Peptide Database）从 2001 年就开

始记录那些与人类肿瘤抗原最相关的数据［68］。

IEDB（Immune Epitope Database）记录了在人类和

其他动物物种中研究的抗体和T细胞表位的实验数

据，其中包含高达 159 万个预测多肽和 3183 个验

证多肽［69］。相比之下，NeoPepptide数据库则记录

的是源于体细胞突变的新抗原［70］，而TCIA数据库

（The Cancer Immunome Atlas）则是提供了对来自

TCGA数据库（The Cancer Genome Atlas）的20种实

体癌症的高通量测序（NGS）数据的全面免疫基因组

分析结果［71］。TSNAdb（Tumor-Specific NeoAntigen 

database）则是基于TCIA和TCGA数据库的肿瘤样

本数据，对 16种肿瘤类型的体细胞突变数据和人

类白细胞抗原（HLA）等位基因信息的泛癌免疫

基因组学分析开发的，该数据库利用 netMHCpan

预测了突变和野生型多肽与人类白细胞抗原Ⅰ类

分子的结合亲和力，并给出了高达 370万个所有肿

瘤样本的体细胞突变产生的潜在新抗原的详细

信息［72］。

除了直接对肿瘤细胞中的新抗原进行预测和

鉴定，也可以通过对肿瘤细胞进行基因编辑或者

药物刺激使其产生新抗原。Indisulam 是一种碳酸

酐酶抑制剂，具有抗癌活性。通过使 Indisulam成

为 DDB1/CUL4 E3 泛素连接酶的新底物来降解辅

助剪接因子 RBM39，可引起 mRNA 的可变剪切。

在 Indisulam 处理之后的 MB49 肿瘤细胞中，鉴定

出数个可变剪切 mRNA，并最终鉴定出 11个高可

能性的新抗原［60］。

2 合成生物学助力新疫苗的设计

中心法则决定了抗原遗传信息的流动方向，

虽然疫苗种类不同，但都遵循相同的原理，即将

抗原呈递给T细胞，从而引发免疫机制。不同的疫

苗平台则是在抗原遗传信息流动的不同时间点进

入肿瘤组织中。

2.1 多肽/蛋白疫苗

大多数多肽疫苗是基于表位肽，通过刺激

CD8+ T 细胞或者 CD4+辅助 T 细胞识别 TSA 或者

TAA。利用特定的基因突变产生的肿瘤抗原来设

计对应的多肽疫苗是目前多数肿瘤亚型治疗的

方向。

间变性淋巴瘤激酶（anaplastic lymphoma kinase，

ALK）基因融合（ALK+）驱动的非小细胞肺癌

（non-small cell lung cancer， NSCLC） 通常使用

ALK 酪氨酸激酶抑制剂（tyrosine kinase inhibitor，

TKI）来进行治疗［73-77］。但是多数患者会由于长期

用药导致AKL激酶结构域的二次突变而产生耐药

性，并且高达 40% 的患者会发生中枢神经系统的

肿瘤转移［78-79］。然而，却因为不了解为什么 ALK

阳性的 NSCLC 会对免疫检查点抑制剂（immune 

checkpoint inhibitor，ICI）缺乏反应而无法使用肿

瘤免疫治疗。Mota等［80］鉴定出多个具有免疫活性

的 ALK 多肽，并在小鼠体内追踪了 ALK 特异的

CD8+ T 细胞的免疫反应，从而证明 ALK 阳性的

NSCLC的低免疫原性可以被ALK特异的CD8+ T细

胞通过接种疫苗而加强。单一的ALK多肽疫苗即

可增加瘤内的ALK特异的CD8+ T细胞，而且当与

洛拉替尼（Lorlatinib，一种 ALK TKI）联合使用

时，可以对小鼠肿瘤产生治疗效果，并能防止肿

瘤转移至中枢神经系统（图2）。

通过接种灭活或者减毒HVB病毒，HBV预防
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性疫苗已经大大降低了HBV的感染性，但是对于

相当数量的HBV感染患者，肿瘤免疫治疗性疫苗

仍处于研究阶段。Choi 等［81］发现一种 6mer 的

HBV 衍生肽段（Poly6），这种肽段在小鼠体内通

过激发能够产生一氧化氮合酶的树突状细胞可以

引发强烈的抗癌效果。相比于没有Poly6，将Poly6

与乙型肝炎病毒表面抗原（HBsAg）共同制成疫

苗注射入小鼠模型后，树突状细胞的成熟以及迁

移能力获得大幅提高，并且增强了HBsAg特异性

细胞免疫反应，这表明与 Poly6联用的疫苗或许可

以用于对HBV肝癌的治疗。

多肽疫苗经济高效易于设计，但是其有效性

依赖于大量的重复性筛选实验。而利用人工智能

的疫苗设计方法可以有效减少这部分工作量。Suri

等［82］设计了一种基于深度学习的多肽疫苗设计方

法——IntegralVac，通过预测来自肿瘤的多肽免疫

亲和性来设计或者提高现有的多肽疫苗效果。

Hu等［83］首先通过单细胞转录组测序的方式确

定了 20位肿瘤患者的肿瘤抗原，并合成个性化的

长多肽疫苗。在经过长达 4年时间的治疗后，全部

肿瘤患者均存活，并且超过 1/4的病例没有症状。

Wiedermann 等［84］将三个来自 HER2/neu 细胞外区

域的融合B细胞表位与CRM197相结合，并以添加

Montanide为佐剂制备成多肽疫苗 IMU-131。在全

部 11 名参与评估的受试患者中，其中 1 位完全缓

解，5名患者出现部分缓解。另外发现，在注射高

剂量疫苗的患者体内，HER2特异性 IgG更高。

多肽及蛋白疫苗是常用最普及的肿瘤疫苗类

型，其关键就是如何确定最佳的靶向多肽，对于

多肽疫苗的筛选目前多数研究仍然依靠大规模筛

选检测，而现有的基于深度学习或者数据库的方

式仍然较少，因此筛选效率仍然是制约多肽疫苗

的因素之一。

2.2 DNA 疫苗

与多肽疫苗相比，DNA或者mRNA疫苗不需

要体外合成多肽，因此其生产效率更高、成本更

低。但由于其需要先进入细胞核内进行转录，然

后翻译为多肽才能被呈递细胞呈递给T细胞，因此

其效率相比其他类型疫苗略低。提高DNA疫苗效

力的策略包括选择合适的抗原，优化插入质粒，

研究疫苗与传统策略和靶向治疗的组合［85］。

在过去一段时间，为了帮助规避免疫耐受，

并引发潜在的免疫原性反应，利用与自身同源基

因的异源元素，从另一个物种中提取的蛋白质或

多肽制作疫苗是一种较为常见的方式［86-87］。Safavi

等［88］通过将抗原疫苗与诱导CD4+ T细胞的多肽共

注射来增强免疫活性（图 3）。这些多肽可以是长

肽或是泛HLADR表位（PADRE）多肽，它们可以

刺激CD4细胞和树突状细胞。

另一种新的DNA疫苗则是多表位（polyepitope-

based）DNA疫苗［89-90］。DNA疫苗的首要地位与这

样一个事实有关，即大量的序列可以在一个单一

的结构中传递。而多表位DNA疫苗的基本概念始

于细胞毒T细胞（cytotoxic T-cell，CTL）。MHC-Ⅰ
分子呈现抗原，CTL将其识别为短肽（通常由 8～

10个氨基酸组成）。这些短肽或片段被称为T细胞

毒细胞决定簇（DTC）。多表位DNA疫苗在一个微

型基因结构中用几个DTC进行测序，以诱导针对

广泛的靶标谱系的CTL反应。与人工合成的多肽、

DC 和 mRNA 相比，以 DNA 质粒形式生产的多表

位疫苗具有相对容易的制造过程、理想的安全性

和分子灵活性［91］。

相比于蛋白疫苗，DNA疫苗需要在体内进行

表达，因此DNA疫苗的表达效率以及转录翻译的

准确度是影响其最终结果的重要因素，相比于传

图图2　ALK 多肽疫苗抑制肿瘤转移效果［72］

（中枢神经系统转移肿瘤实验鼠数量的比例）

Fig. 2　Inhibition of tumor metastasis by ALK peptide 

vaccine characterized by the number of tested mice with 

metastatic tumors in their central nervous systems[72]
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统单一表位的DNA疫苗，多表位疫苗能一次性产

生多个抗原表位，增强了刺激T细胞的概率，显然

是DNA疫苗更为重要的发展方向。

2.3 RNA 疫苗

相比于DNA疫苗，mRNA疫苗不需要进入细

胞核内进行翻译，在效率上有一定的提高，但

mRNA的稳定性略输于 DNA，在胞内更容易被降

解。mRNA 疫苗根据其复制能力也分为两种：

①非复制 mRNA；②自我复制 mRNA（saRNA）。

非复制型 mRNA 的蛋白表达取决于成功传递的转

录本的数量，而 saRNA则由于其自我复制的特性，

即使在低剂量下也会产生大量的抗原［92］。saRNA

与常规mRNA结构类似，但加入了一段额外的 9～

10 kb 序列，这些序列编码来自甲型病毒的复

制子［93］。

胰腺导管腺癌（pancreatic ductal adenocarcinoma，

PDAC）的致死率高达约 90%，即使在手术之后，

仍然有约 80% 的患者复发，其 5 年生存率仅为

9%［94］。在过去多年的研究中发现，PDAC中含有

多种新抗原，这对于PDAC肿瘤细胞的识别提供了

巨大的帮助［95-97］。Rojas 等［98］通过对比肿瘤患者

与正常细胞的 DNA 序列差异，合成了一种名为

Autogene cevumera 的 个 性 化 mRNA 疫 苗 。 该

mRNA疫苗将高达 20个与两类MHC高亲和性的新

抗原 mRNA，同直径 400 nm的脂络合物纳米颗粒

（lipoplex nanoparticles）包装形成 mRNA-lipoplex 

nanoparticles复合物。对 16名患者注射了mRNA疫

苗，其中一半患者出现显著的T细胞免疫反应，证

明该疫苗可以诱导增强免疫反应。在注射 mRNA

疫苗 18个月内，其中对疫苗出现免疫反应的患者

未观察到复发，但是对疫苗没有出现免疫反应的

患者在 13.4 个月（中位数）之后复发。该实验结

果证明该 mRNA 疫苗具有一般有效性，但是由于

有一半患者并未出现免疫反应，这也说明对于患

者特异性新抗原的筛选仍然有进一步发展的空间。

相比于仅以抗原编码 mRNA 作为疫苗，将免

疫佐剂与 mRNA共递送被认为是对 mRNA疫苗效

果的一种显著提升，而佐剂的选择与添加方式对

mRNA 疫 苗 效 果 的 影 响 具 有 重 要 作 用［99-101］。

Tockary等［102-103］发展了一种利用RNA编辑将免疫刺

激功能整合入mRNA中的通用辅助方案。在这种方

案中，最终的mRNA疫苗相比于普通mRNA疫苗多

了一个名为免疫刺激点（immunostimulatory teeth）

的双链RNA，在mRNA上有这种免疫刺激点，其

双联 RNA末端被 5′三磷酸化，而这种结构可以激

活维酸钾诱导的基因Ⅰ（RIG-Ⅰ），这个基因编码

一个先天性的免疫受体，可以诱导强烈的细胞毒

性T淋巴细胞的免疫反应。作者利用这种方式改进

了多个已知的 mRNA 疫苗，发现对于疫苗中佐剂

的活性具有显著的增强作用。

区别于mRNA，circRNA是一种具有共价闭环

结构的 ncRNA，由于其对核酸外切酶的高抗性，

稳定地存在于真核细胞的细胞质中［104］。虽然RNA

疫苗通常是以 mRNA 作为抗原，但 circRNA 也可

以作为抗原包装入脂质纳米颗粒中，从而防止自

身降解，通过促进内体进入，增强细胞的摄取和

转运，最终在体内发挥其抗肿瘤作用［105］。

mRNA 作为中心法则中转录环节的起始点，

成为了RNA疫苗中的首选。mRNA疫苗的发展方

向分为两个：一是增强对 mRNA 的保护，使其尽

可能地保持完整；二是增强mRNA免疫刺激原性。

而 mRNA 本身并不能做到这两点，这些都需要佐

剂的参与，因此 mRNA 设计中，佐剂将会是其中

除mRNA位点设计外的另一个重要的因素。

图图3　病人对 autogene cevumera疫苗的免疫反应［88］

（接种新疫苗抗原后，在患者体内收集的PBMC中疫苗诱导的

IFNγ+ T细胞数量。R0/R1表示手术切除边缘的状态）

Fig. 3　Immune response of the patients to the autogene 

cevumera vaccine［88］

(The number of vaccine-induced IFNγ+ T cells in PBMC collected 

from the patients after vaccination with new vaccine antigens. R0/R1 

indicates surgical resection margin status. Adapted with permission 

from reference.)
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2.4 细胞疫苗

树突状细胞来源于骨髓祖细胞，作为一种抗

原呈递细胞将抗原吞噬并处理后，利用MHC分子

将抗原呈递给T细胞从而激活免疫反应［106］。然而

由于DC来源于骨髓，因此难以获取大量的DC直

接用于制作细胞疫苗。取而代之的是，从外周血

单核细胞的体外分化炎症 DC（inflammatory DC，

iDC）同样可以呈递抗原给 T 细胞［107］。将肿瘤抗

原 TAA 或者 TSA 转染至体外培养的 DC 后，树突

状细胞即可呈递出相对应的抗原，然后将DC通过

静脉回输或者皮下注射给肿瘤患者，从而引发免

疫反应治疗肿瘤。相比于多肽或者核酸疫苗，DC

疫苗通过注射已经负载抗原的树突状细胞更直接

地刺激T细胞激活免疫反应。各种DC疫苗的区别

则在于选择不同的负载抗原。

胶质母细胞瘤是一种致命的脑部肿瘤，而至

今尚未发现显著有效的治疗方式。目前有多个胶

质母细胞瘤DC疫苗正处于临床试验阶段，其不同

之处就是使用了不同的抗原负载。在 1项 331位患

者参与的Ⅲ期临床项目中，以肿瘤裂解物作为DC

抗原负载，其总生存时间达到了 19.3 月，显著提

高了患者生存率［108］。而将肿瘤裂解物进行再分

类后，在一项以含有 EGFRvⅢ、erbB2、gp100、

MAGE-A3、IL13Ra2的裂解物为 DC 抗原负载时，

25%的患者总生存时间达到了 2年。因此将肿瘤裂

解物的细分或不同组合作为抗原负载也许可以制

作效果更好的胶质母细胞瘤DC疫苗。

Mucin（MUC）基因在肿瘤和正常细胞中的表

达具有重大差异，因此 MUC1常作为 TAA靶向肿

瘤细胞。Gabba 等［109］同样利用 MUC1 制作 DC 疫

苗，其不同之处在于，除了使用MUC1作为抗原，

galactose-type lectin（MGL）同时作为负载抗原。

相比于多肽疫苗，DC疫苗引发的T细胞免疫活性

要显著强于前者。

Liu等［110］将抗原呈递和免疫抑制逆转整合到

一起，建立起了用于癌症免疫治疗的基因工

程细胞膜纳米微囊（antigen self-presentation and 

immunosuppression reversal， ASPIRE）。 ASPIRE

系统将树突细胞膜作为信号载体，通过将多种免

疫刺激信号共同传递给 T 细胞，实现 T 细胞的活

化。ASPIRE 系统提供了一种强大的工程化的方

法，可以显著改善对淋巴器官的抗原输送，直接

激活自然T细胞，并产生广谱T细胞反应。该系统

也是首次实现同时递送 PD-1与 CD80/86抗体，高

效地实现了肿瘤免疫抑制。

细胞疫苗的设计过程中，炎症DC已经使得制

备疫苗的细胞数量大大上升，但仍然需要从患者

体内大量收集，对患者是一个不小的身体负担，

如果能够利用 IPS细胞或者其他可以体外培养分化

的细胞来制备疫苗将会大大扩展细胞疫苗的应用。

2.5 工程化病毒/细菌疫苗

Soliman 等［111］ 在 一 项 Ⅱ 期 临 床 实 验

（NCT02779855）中，将编码 GM-CSF 的工程化

T-VEC 溶瘤病毒注射入三阴乳腺癌患者体内，接

近一半的患者获得完全的病理学应答，并且大多

数患者的抗肿瘤T细胞水平和免疫信号通路的激活

水平显著提高。

Zhu等［112］则以乳链球菌为基础，开发出一种

表达 Fms样酪氨酸激酶 3配体和共刺激分子OX40

配体的融合蛋白原位疫苗，在瘤内注射后诱导强

烈的抗菌免疫反应，释放大量肿瘤特异性抗原，

促进肿瘤微环境和肿瘤引流淋巴结中树突状细胞

的抗原交叉呈递（图4）。

除了直接改造病毒或者细菌的遗传物质，工

程化修饰后的细菌同样可以作为疫苗。Wang等［113］

将减毒沙门氏菌包裹了一层吸附有抗原的阳离子

聚合物纳米粒子，再将疫苗进行瘤内注射后，抗

原富集在肿瘤周围，增加了抗肿瘤免疫反应。

细菌疫苗是最早使用的肿瘤疫苗，但仅有几

种少数的自然菌可以直接被使用，随着分子技术

及基因编辑技术的普及，对于细菌和病毒的基因

编辑效率已经大大提升，通过对其遗传物质的修

改使其能够直接表达所需要的抗原，这将是未来

肿瘤疫苗的一个非常重要的发展方向。

3 结论与展望

在本文中，我们对近期新型肿瘤疫苗的研发

进行了描述，总结了其中共同或者特别的经验。
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通过对近期肿瘤疫苗研究的总结，利用肿瘤新抗

原的筛选以及原有抗原的不同组合使得疫苗的靶

向性有了很大的提高，但疫苗的有效性显著受到

抗原选择、疫苗制作方式以及递送方式的影响。

合成生物学利用已有的基因路线，通过对其进行

人为修改、利用，加速实验研究并提高肿瘤疫苗

在临床治疗效果，目前对于肿瘤疫苗效果的提升

关键在于以下几个方面：

通过筛选肿瘤特异性新抗原，可以有效地找

到不同类型肿瘤的更精准靶点，而不同的抗原组

合同样也能够提升靶点的精准性。除了提升精准

性，通过加入不同的佐剂辅助抗原能够更好地发

挥疫苗的有效性。虽然从原理上新抗原有着巨大

的优势，但并不是所有肿瘤细胞所有患者都能鉴

定出有效的新抗原。目前以外显子测序和转录组

测序的方式进行的预测在准确度上仍无法满足要

求，将预测的DNA或者mRNA序列转换为多肽序

列的过程中，目前还无法模拟肽段的折叠情况，

与 MHC 分子的模拟过程更依赖于已知的 motif 序

列，这会导致一部分多肽的假阳性，同时也会遗

漏一些尚未发现的新抗原。因此对于提高新抗原

的筛选准确性，需要找到一种更好的预测方式。

作为肿瘤疫苗设计的最初始步骤，抗原的免疫原

性是疫苗成功的关键因素，通过对抗原筛选方法

的进一步研究，肿瘤抗原的选择会更加精准。

抗原提高了疫苗精准性，但是疫苗设计方式

的不同决定了疫苗的有效性。各种疫苗的优缺点

极为明显。核酸疫苗生产简单，可改造性强，能

够针对不同肿瘤进行快速的设计迭代，但DNA疫

苗的基因组整合可能性高，mRNA 疫苗又会发生

快速降解。多肽疫苗则需要生产特异性多肽，无

法大规模生产，且多肽折叠方式、修饰方式的不

同同样也会影响疫苗效果。相比于核酸及多肽疫

苗，病毒/细菌疫苗更依赖于小规模实验，而无法

进行高通量筛选。相比于前几种疫苗，DC疫苗由

于已经在体外完成了对抗原的处理，作为抗原呈

递细胞可以快速成熟并激活T细胞免疫反应，但是

树突状细胞的体外培养无疑大幅提高了疫苗的成

本。因此在不同疫苗的设计方式上，并没有任何

一种疫苗具有压倒性优势，只能根据不同肿瘤特

性选择不同的设计方式。在核酸疫苗中，mRNA

疫苗目前前景最为广阔，利用 mRNA 与不同的补

剂进行组合，使得 mRNA 疫苗既保留其设计的简

洁性又增强其免疫原性及肿瘤的靶向性，是今后

一个重要的设计方向。病毒/细菌疫苗由于其自身

的免疫原性，需要大量的改造，因此建立大规模

筛选可用病菌的方法迫在眉睫。而细胞疫苗目前

也不再局限于DC细胞，大量其他细胞类型的使用

图图4　FOLactis疫苗合成过程［112］

Fig. 4　Schematic diagram of the production of the FOLactis vaccine. Adapted with permission from reference[112]
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已经极大地扩展了细胞疫苗的使用。期待接下来

基于上述新方法设计的新肿瘤疫苗的产生。

以对抗式神经网络为基础的深度学习以及以大

数据为基础的生成式人工智能，都在飞速发展，其

在各个领域正在挑战传统方法学对科学研究的贡献。

通过将过去进行的疫苗设计的正向以及负向研究结

果的一部分打包作为数据基础，将另一部分作为预

测集，确有可能将AI模型应用于疫苗的设计工作以

及递送方式改进中。以AlphaFold为代表的蛋白结

构预测工具，可以预测潜在新抗原的多肽结构，从

而预测其与MHC分子的结合能力，进而帮助筛选新

抗原。另外，在疫苗靶点设计以及递送方式上利用

人工智能对疫苗进行预测打分，可大大减少前期筛

选过程所耗费的时间和精力，而对设计结果的验证

又会辅助提高模型的设计准确性，从而螺旋式提升

疫苗的靶向性和有效性。

将肿瘤抗原更高效更精准地进行递送将是未

来肿瘤疫苗设计的一个关键领域。普通的注射方

式显然已经无法满足疫苗的有效性需要，使用纳

米材料将多肽或者核酸抗原进行封装，使其能更

好、更多地被抗原呈递细胞所吞噬处理是目前的

一个新兴热点领域。
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