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                扭牙

            自

    2000年6月26日，美、英、法、德、日、中六国同时向世界宣布人类基因组计划

( HGP)基本完成，2001年2月人类基因组工作框架图正式发表，从而揭示生命科学

进人了功能基因组学研究的新时代。与日俱增的海量遗传信息对生物医学科学

研究和医学模式产生巨大而深远的革命性影响。发展和应用针对全基因组或全

系统的高通量、大规模的整体实验手段，利用结构基因组学提供的信息和材料研

究基因的功能将成为这个时代生物医学研究的主要特征。功能基因组学除在分

子水平、细胞水平上进行研究外，在很大程度上还将依赖于对模式生物的研究，通

过基因打靶对模式生物的遗传物质进行修饰并研究其相关的表型，可以提供某种

基因在生理和病理中所起的作用，快速解析相关的分子途径和机制。同时也可为

治疗及新药筛选提供动物模型，为功能基因组的研究开辟了一条新的渠道。

    由国家自然科学基金委员会和军事医学科学院共同主办的第六届海内外生

命科学论坛学术研讨会将就“基因打靶和功能基因组学”这一主题进行研讨。会

议邀请了在国外从事相关领域研究并颇有成就的学者回国讲学，与国内同行就共

同感兴趣的领域和问题进行研讨，并谋求共同合作和发展。相信本次会议将对推

动国内相关研究领域和学科的发展起到积极的作用。

军事医学科学院院长

2001年5月20日
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Brca 1和乳腺肿瘤的发生

邓初夏

  美国国立卫生研究院糖尿病、消化道病及肾病

研究所发育和疾病遗传学部，贝塞斯达，MD20892

[摘要】生殖细胞中Brca 1基因的突变是大多数家族性乳癌和卵巢癌发生的原因，

但该基因在体细胞中的突变却极少在散发性的肿瘤中检测到。不仅如此，携带有

Brca 1无效突变的小鼠胚胎或缺失Brca 1外显子11的纯合子胚胎Brca 1 0 "}0"，都由

于细胞增殖缺陷而在妊娘期死亡;这一事实提出了有关Brca 1抑制肿瘤形成的机理

的问题。分子生物学分析的结果揭示，Brca 1的突变引起胚胎和胚胎性成纤维细胞

( MEF)对Y射线照射过敏和染色体异常。值得注意的是，Brcal0u}01Brca 1 ‘的MEF保持有

完整的G, - S关卡，但在q-M关卡控制方面却有缺陷。这些细胞含有多个有功能

的中心体，从而导致不均等的染色体分离和非整倍性发生。这些资料显示了Brca 1

通过调控中心体复制和G一M关卡而在维持遗传稳定性中所起关健性的作用，并为

它在肿瘤发生中起着作用提供了分子基础。最后，我们的观察结果表明，Brca 1在乳
腺上皮中发生的条件突变，引起细胞凋亡的增多和导管发育的异常。突变小鼠中乳

腺肿瘤的形成，需经过一个长的潜伏期后才出现并与p53的突变相关联。这些结果
是与Brca 1起着看管人基因(caretakergene)作用的模型相一致的，即该基因的缺失并
不直接启动肿瘤发生而是引起遗传不稳定性;这种不稳定性便进一步引发各种变化

的发生并最终导致肿瘤的形成。

【关键词】Brca1,p53;中心体;q-M关卡;肿瘤发生

【Abstracts   Ggcmline mutations in Brca 1 are responsible for most cases of familial breast and

ovarian cancels, but somatic mutations in the gene are rarely detected in sporadic tumors. More-

over, mouse embryos carrying Brca 1一null mutations or homozygous deletions of Brca 1 exon 11

of( Brca 1 0 "}0")die during gestation due to proliferation defects, raising questions about the

mechanisms场which Brca 1 represses tumor fomration.Molecular analysis reveals that these

Brca 1 mutations cause hypersensitivity toy一irradiation and chromosomal abnormalities in em-

bryos and embryonic fibroblast cells(MEFs).Notably, Brca 10"'0" MEFs maintain an intact G,
一S checkpoint, but are defective in G一M checkpoint control. They also contain multiple,

functional centrosotrles，which

data uncover an essential role

centrosome duplication andq

lead to unequal chromosome segregation and aneuploi街.These

for Brca 1 in maintaining genetic

一M checkpoint，and provide a

stability through regulation of

molecular basis for its role in
                        一 1 一



tumorigenesis. Finally, we show that conditional mutation of $,cal in mammary epithelium

causes increased apoptosis and abnormal ductal development.Mammary tumor formation in mu-

tent mice occurs after long latency and is associated with p53 mutations. These results are con-

sistent with a model that Brca 1 acts as a caretaker gene, whose absence does not directly ini-

tiate tumorigenesis, instead, causes genetic instability, which triggers further alterations and ulti-

mately leads to tumor formation . 2001 Elseviar Sciernce B.V . All rights reserved

Keywords】  Brca 1, p53;Centrosome; Gz一M checkpoint;Tumorigenesis

    1.前言

    乳腺和卵巢肿瘤抑制基因Brca 1中发生的突变，导致妇女易于发生癌症〔i,z)。在大约90%
的家族性乳癌/卵巢癌患者和在50%左右的家族性乳癌的患者中，都检测到了生殖细胞中的

Brca 1发生了突变(见〔3〕和〔4)中的综述)。当前所做的一些研究指出，Brca 1在反式激活作

用、DNA损伤的修复，以及细胞周期的调控中，都起着重要的作用。

    Brca 1含有2A}个外显子，编码一种大分子蛋白质;这种蛋白质在人包含有1 863个氨基

酸，而在小鼠则包含1 812个(z,，一’〕。它还含有许多可能具有不同功能的结构性基序(见〔4)中
的综述)。在氨基端中的一个锌指区，通过蛋白质一蛋白质间的相互作用而直接地或间接地与

DNA发生相互作用(a-u)。在其竣基端中含有一个与RNA Pol II及p300发生相互作用的BRCT
区，并具有反式激活蛋白或阻抑蛋白的功能〔I2 } is)。一些已知Brca 1下游的靶基因包括p21(w) \

ER}}0〕和Gadd45}Z'}。
    关于Brca 1可能参与DNA损伤修复的头一个证据，得自于当用致DNA损伤的一些物质处

理之后，DNA进行复制处所观察到的Brca 1与细胞核内结构中的RAD51发生共定位(colocal-

ize)的现象}'}} o RAD51参与依赖于ATP的DNA链交换反应，并且已知是酵母的RecA的一个
同系物;后者具有同源性重组和DNA损伤修复的功能(z3)。虽然Brca 1与RAD51之间的相互
作用极有可能是间接发生的(an)，但最近有一项研究显示，Brca 1的外显子11与在同源性重组

及DNA损伤反应中也起着作用的〔}}}'} RAD50直接结合(zs)。关于将小鼠Brca 1与DNA损伤修

复联系起来的直接证据得自一个新近观察到的结果，即缺乏Brca 1的细胞对于一些氧化因子，

包括7线照射和过氧化氢，具有过敏性，以及在转录偶联的修复方面有缺陷(zs)0
    关于在Brca 1与细胞周期控制之间有联系的证据，得自下列的一些观察。已经表明，

Brca 1与多种细胞周期的蛋白质，包括E2F,cdc2，以及细胞周期蛋白，相关联}}} o  Brca 1的水平

随着细胞周期的不同时期而有所变化。在晚G:和S期中该蛋白质发生超磷酸化作用，而在M

期之后的早期阶段又发生短暂的去磷酸化(}o.3il。除此之外，野生型Brca 1的超表达使培养的

细胞中p21发生活化并诱导G，一S停滞(ivl0
    为了研究Brca 1在体内的功能，我们和其他学者都利用基因打靶技术，向Brca 1中导人了

一系列突变，包括无效的、形态发育不全的(hypomorphic )，及条件的突变〔io}u,sz-}s)。对于这些
突变小鼠进行分析的结果指出Brca 1通过参与DNA损伤修复、细胞周期关卡控制，以及中心
体复制的过程而在保持基因组完整性中起着主要作用。Brca 1的丢失，导致遗传学上的不稳

定性并引发一些进一步的变化，包括癌基因的灭活及(或)肿瘤抑制基因(如p53)的失活，从而
  一 2 一



导致肿瘤的形成。

    2.在Brca 1无效突变胚胎中所观察到的生长缺陷，对Y线过敏及遗传不稳定性

    至少有5个实验室已能使Brca 1发生破坏(3z-}s)。令人感到兴趣的是，Brca 1突变的纯合

子胚胎呈现有表型的变异并在胎龄(E)5.5一13.5 d之间死亡;其死亡的早晚在很大程度上依

赖于所引入突变区的不同。尽管致死作用在胎龄的早晚上有所不同，但所有发生突变的胚胎

都具有类似的异常表现，包括发育迟缓和细胞增殖缺陷。值得注意的是 Brca 1的缺失可部分

地借p21t}')或p53(sz}}sl的丢失而得以挽救;而Brca 1一/一;p21一/一或Brca 1一/一;p53一/-
胚胎，都比Brca 1一/一胚胎平均多存活2d。根据所推测的Brca 1在DNA损伤修复中所起的

作用和关于p21及p53在细胞周期控制中的作用的知识而做出的一个假说是，Brca 1的丢失
引起未得到修复的DNA损伤逐渐蓄积起来，从而引发了依赖于卢3/p21的一个细胞周期关卡
的活化，于是便导致了Bl'Ca 1一/一胚胎的死亡〔32,37)。为了检验这一假说，我们对携带有外显
子11遭到靶向破坏的一个Brca 1突变株(BICR 1  11一/一)胚胎进行了研究(36)。选择外显子11

的理由是它编码Brca 1的60%以上的氨基酸，以及它与RAD50及RAD51发生直接的或间接的

相互作用(x,，一’'}'}'''}} o Brca 1 11 -/一突变胚胎在原肠胚形成阶段发育迟缓(图1A)，并且也对
于Y线的照射超敏感。由于电离辐射所造成的最为常见的损伤是DNA中发生双链断裂

  图1A 具有p53+1+或p53 -/一背景的Brcca 1 11-/一胚胎的形态学和染色体的异常
(n>ES.s胚胎。3个Brca 1 11一/一胚胎(左)都比其杂合子或野生型同窝对照胚胎(右)的体积显著为小。

(B和C)E9.5胚胎。Brag 1 11一/一;p53 -/一胚胎(B)小于对照胚胎(C)，并显示有变质的迹象。

(D一H)对照胚胎细胞的染色体(D)和Brca 1 1卜/一;p53一/一胚胎细胞的染色体(E一H)o

(D) , (E)和(F)中的染色体数目，每个细胞分别为40,65和26个。(E)中的箭头所指的为一异常巨大的染色体;

(G)中的箭头所指为一具有典型的罗伯逊易位的染色体;(F)中箭头所指为一姐妹染色单位长度不相同的染色体
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( DSB) (3s)，因此这一观察提示在Brca 1 11一/一胚胎中不能够修复DSB的损伤。通过从植人后

早期的胚胎直接制备染色体样品，他们发现大约30%的Brca 1/11一/一细胞显示有染色体的异

常，表现为数量上和结构上的变化(图1D-H)o剔除p53能使Brca 111一/一胚胎发育到

E9.S } 10.5(图1B)。然而，Brca 1 11一/一;p53 -/一胚胎存活时间的延长，与染色体异常结构
的猛烈增加有关联，即75%以上的细胞都表现有大量染色体的变化c}}。综合起来分析，这些

资料表明，Brca 1 11一/一胚胎的生长缺陷乃是继发于遗传不稳定性所致，而p53依赖性细胞周
期关卡的活化则造成突变胚胎发育的停滞，从而防止了损伤的DNA进一步蓄积起来。这一关

卡在Brca 1 11一/一;p53一/一胚胎中被消除之后，便有大量的染色体异常蓄积起来，从而终于

导致Brca 1 11一/一;p53 -/一胚胎死亡。
    3. Brca 1外显子11同I型缺失细胞中表现为有缺陷的q一M细胞周期关卡和中心体复

制的异常

    在研究Brca 1对细胞周期关卡控制的可能功能及其与p53的关系时，必须从突变的胚胎
建立胚胎性成纤维细胞系(MEF)。然而，在开始进行这种尝试的初期，由于Brca 1缺失细胞即

使在存在p53无效突变的条件下也不能生长而遭到失败(}7。为了克服这一困难，研究人员便
转向Brca 1精细突变引人及条件基因剔除。

    Brca 1位点编码一复杂的RNA减接类型(2,39-44)。最近的研究显示，Brca 1外显子11的不

同剪接方式，产生了两种主要的转录物:1个7.2 kb的全长度转录物和1个3.9 kb的△一外显

子11转录物〔’。〕。为了建立能够让突变的胚胎存活时间较长的一种形态发育不全突变，我们

在小鼠生殖细胞中使7,2 kb全长度转录物发生特异的缺失，而仍保持3.9 kb△一外显子11转

录物的完整〔‘。〕。由Brca loivo“胚胎所获得的MEF细胞，比野生型和杂合子细胞生长得显著慢

些(图2A和B)，并对一些损伤DNA的因子具有选择性的敏感性(比较图2C和D)。虽然
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            图2  Brca 10"}0" MEF的增殖缺陷及对于一些DNA损伤因子的敏感性

      (A和B)将从E14.5野生型胚胎(A)和突变型胚胎(B)所取MEF以200 00()细胞/孔的密度接种于6孔平板中。

    每隔3d用胰酶消化一次细胞并加以计数，然后再以同样的密度重新进行接种。共观察了3个野生型和3个突

    变型胚胎的MEF，并得到了相似的结果。(C和D)第1次接种平板的MEF对于丝裂霉素C(C)和Y线照射(D)

      的敏感性。将细胞用图中所指出的剂量加以处理，并在4-7 d后于显微镜下计数在0.2%台盼蓝溶液

    ( Sigma)中的细胞
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    石比“1    }1t/O1Brca 1 ’的MEF细胞仍保存有完整的p53依赖性G，一S关卡，然而却被发现y线照射

所诱发的q一M关卡完全是有缺陷的〔}o)0q一M关卡的一个关键性的功能，是使含有损伤的

DNA的细胞停滞于q期，以便让细胞有更多的时间来修复DNA的损伤。q一M关卡的缺失

导致突变的细胞进人有丝分裂期并将突变的DNA传递给子代细胞，从而造成遗传的不稳定

性。

    利用刀比。1ouioiBrca 1 ‘的MEF，我们还揭示出Brca 1在调控中心体复制中先前所未曾怀疑到的

一个作用〔}o)。细胞于正常情况下在间期和在进行有丝分裂的各期，都含有1个或2个中心

体(as-a})。然而，25 % } 30%的刀几。1ouiouBrca 1 细胞都含有3个以上的中心体和多极的纺锤体，从

而将染色体拉向不同的方向。结果就导致不均等的染色体分离和微核的形成。由此可见，GZ

一M细胞周期关卡的缺陷和中心体复制的异常，都造成在刀陀“1}1V}1Brca 1 ，细胞中所观察到的大量

染色体异常的蓄积。

    4. Brca 1在乳腺上皮中的条件突变导致钝端导管的形态发生和肿瘤形成

    由于胚胎的死亡与Brca 1的靶向破坏相关，但仍然不明确的是Brca 1在小鼠中是否具有

肿瘤抑制基因的功能。为了阐明这一问题和建立一个与Brca 1相关的肿瘤发生的小鼠模型，

我们利用一种Cre一loxP技术使小鼠乳腺上皮细胞中发生了特异性的Brca 1突变。正如图3A

M ouse 1 Mouse 2

‘Brcalk̀}+   '(}MMTV Cre
                          /               Mouse 3

Brcalk0}+MMTV C小i一 }

      圈3    Brca 1在乳腺上皮中发生的条件性突变造成乳腺的异常发育和肿瘤形成

(A)繁殖Brca 1 Kd}0 ; MMTV一Cre小鼠的交配路线。用同一的交配路线还繁殖了Brca 1Kdco ;

WAP一Cre小鼠(图中未绘出)。(B与C) Brca 1 Kdc0 ; WAP一Cre小鼠(c>和对照小鼠(s)妊娠

d 16.5时的乳腺。突变小鼠的乳腺发育不良，出现未完全被填充的脂肪垫(箭头所指)。(D与E)

一直径为0.5 cm的实体性肿瘤(D,箭头所指)及其组织学切片(E)。该肿瘤取自一只13月龄大的

Braa 1 K0'c0 ; WA1〕一Cre小鼠的第3对乳腺



中绘出的略图所示，在此项研究中使用了3种不同类型的小鼠:剔除了Brca 1的(Brca 1 K0 ) }}}
条件剔除的(Brca 1}0 ) }"}，和MMTV一Cre或WAP一Cre转基因小鼠Caa)。由于MMTV - Cre和
WAP一Cre转基因是主要在乳腺上皮中表达的(as)，因而Cre所介导的Brca 1的重组可以预料会

主要发生在乳腺上皮中。

    与Brca 1在乳腺上皮中的失活相关的一些突出的特点，是乳腺上皮发育的迟缓和细胞凋

亡现象的增强(图3B和C)(u)。尽管存在有这些异常，但观察到2一10月龄的雌鼠仍能为其幼

仔哺乳而且无肿瘤发生。到10 } 15月龄时，39只MMTV - Cre及WAP一Cre雌鼠中的9只发

生了乳腺肿瘤(图3D,E)。在肿瘤细胞中整个基因组似乎具有内在的不稳定性，表现为蓄积有

大量的染色体异常。由于肿瘤的发生并不是普遍性的，而且出现在生命的较晚时期，因而有理

由认为，Brca 1缺失所造成的遗传不稳定性会引发其他一些因子的突变，从而导致肿瘤的发

生。

    5. p53的缺失极大地使Brca 1发生条件突变的小鼠中乳腺肿瘤的发生率增高

    令人惊奇的是，在所分析的肿瘤中，三分之二的标本显示p53的转录发生得较晚叫。由
于这一观察结果揭示在乳腺肿瘤的发生中p53和Brca 1之间存在有联系，所以我们开始寻找

进一步的证据。据报道，人Brca 1家族性乳腺肿瘤经常包含有p53的突变〔a}-sz)。然而，仍不
明确的是，这些突变是否简单地乃是与肿瘤的进程相关的遗传不稳定性的一个结果，或者它们

是否是加速肿瘤形成的促进因子，因为在大约55%的所有人体肿瘤中都观察到了p53突变。
最近也有研究结果表明，具有Brca 1和p53都发生了突变的杂合子(Brca 1 +/一;p53 +/一)小

鼠经y线照射之后，只发生有低频率的乳腺肿瘤(ss)0
    为了直接检验p53在与Brca 1相关的肿瘤形成的作用，让Brca 1条件突变小鼠与p53基

因有打靶突变的杂合子小鼠(sa)进行交配，从而获得了只具有一个功能性p53拷贝的动物叫。
如果p53的丢失能够加速肿瘤的发生，那么在这些小鼠中肿瘤的发生率就会增高，因为细胞只
需要有一个拷贝的p53失活，而不像是在p53野生型细胞中那样需要两个拷贝都必须发生改
变(图4A)。在Brca 1'}}c0 ; MMTG - Cre ; p53十/一小鼠中观察到了肿瘤发生频率和检测到肿瘤
时间方面的剧烈变化(图4B)，提示p53的丢失的确能加速肿瘤的形成。

                                A

Brca lx0'c0 } MMTV一Cre
p53+/+

  {自发突变
Brca lx0'c0; MMTV一Cre
p53+/-

  {自发突变
  Brca lx0ic0; MMTV一Cre
      p53一/一

共有25 % (10/39)的小鼠在

10 } 15月龄时发生了肿瘤

Brcalx0'c"; MMTV一Cre
      p53+/一

    {自发突变
Brcalx0'c0; MM1'V一Cre
    p53~/-

共有?5%(8/11)小鼠于

6一8月龄时发生了肿瘤

图4  p53的丢失加速了Brca 1条件性突变的小鼠中肿瘤的发生

  (A)在Brca 1 xdc0 ; MMTV - Cre ;户3十/十小鼠中，经过一长的潜伏期后肿瘤以低的频

  率形成。绝大多数的肿瘤都有两个野生型p53等位基因丢失。(B)在Brcalxdc0.

  MMTI/一Cre ;卢3十/一小鼠中，肿瘤形成的速度被推视9加快了，因为只有p53的一
  个野生型等位基因需要在这些小鼠中丢失



    综合起来分析，这些观察所见指出，Brca 1本身的丢失对于肿瘤发生来说仍是不够的，而

还需要在Brca 1突变的细胞中发现的染色体异常所反映出来的基因组失去稳定性。基因，包

括抑癌基因和癌基因的突变率在理论上的增加，最终将导致肿瘤的形成。然而，这一参与多基

因突变的过程，需要一定的时间来完成。这可能就是在携带有Brca 1突变的人当中，癌的出现

有一较长潜伏期，以及在散发性的癌症中体细胞性Brca 1突变极为罕见的原因(ss-saJ0
    6.结论

    越来越多的证据提示，Brca 1基因通过至少下列3种功能而在维持基因组的完整性方面

起着极为重要的作用:修复DNA损伤的能力、对细胞周期关卡的控制，以及调控中心体的复

制。Brca 1的这些重要功能的缺失就造成遗传不稳定性，从而依次再导致一些细胞周期关卡

的活化，包括一个依赖于p53的q一S关卡，因为p53的丢失能部分地挽救Brca 1突变所造成
的早期胚胎死亡[(32,36,37)。细胞周期关卡的活化导致细胞停止生长和发生细胞凋亡，从而引起

胚胎的死亡。然而，在Brca 1条件性剔除的小鼠中，上述这些异常都只发生于乳腺，从而使这

种小鼠仍具有正常的寿命。由于Brca 1的丢失而引起的遗传不稳定性，致使一些基因发生突

变的频率增加，包括癌基因的活化及(或)一些抑制肿瘤基因如p53的失活，并最终导致肿瘤的
形成。
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转移性黑素瘤的进化分子肖像‘

Ena Wang and Francesco M.Marincola

国立卫生研究院临床研究中心输血医学部，贝塞斯达，MD 20892

[摘要】我们研究小组在利用免疫疗法治疗转移性黑素瘤和肾细胞癌中积累了大量

的经验。近期的研究进展揭示了这种治疗调节宿主免疫系统与肿瘤之间相互作用的

分子机制。但是肿瘤排斤所必需的完整的级联过程尚未被发现。我们的实验室致力

于鉴别免疫系统介导的肿瘤排斥规律。本文总结了我们在过去、现在以及将来在这
个领域中进行的可能会取得成功的一些新策略。

    一、简 介

    肿瘤抗原的鉴定为研究肿瘤与宿主之间的分子免疫学机制提供了合适的工具〔i,a)。但是，

随着研究的深入，关于免疫介导的肿瘤表型调节的天然过程，以及与之相反的由肿瘤诱导的宿

主免疫活性的适应性改变等新问题也不断出现(3 ,4)。尤其是对T细胞识别的肿瘤抗原的分子
鉴定激起了人们对活性特异接种策略的极大兴趣;这种策略在使用最小化抗原决定簇进行单

独免疫或者与抗原呈递细胞相结合是非常成功的(ss)。但是这些关键的接种研究也提出了新

的问题，即根据一些病例中观察到的反常现象，发现由接种诱导的肿瘤反应性循环T细胞与临

床疗效无关(})。事实上，肿瘤消退仍然是反复无常的，而其发生的原因是难以捉摸的。由于接
种的主要目的一激发系统性T细胞的反应已经实现了;所以临床上失败的原因可能是由于一

些影响到接种激发的T细胞功能的下游事件。回顾这方面的研究可以发现已经有许多解释人

类肿瘤难以预料行为的假说，并且其数量还在增长闭。绝大部分来源于临床前或者分子模型

的假说分析都没能给出一个普遍适用的解释。经验证明，采用遗传背景和发病过程一致的动

物模型以及严格的实验条件，所得来的结论通常会偏离人类疾病的行为学。相比之下，人类本

身具有遗传多态性，其疾病在病因、解剖学以及表型上均是不同的，因此其治疗方案也会因为

考虑到临床、实际和(或)民族等因素而有所改变。人类肿瘤的异质性和极为复杂的生物学特

性成为人们发现人类肿瘤排斥所必需的真正规律的无法逾越的障碍。我们最近回顾了可能影

响宿主免疫系统闭进行肿瘤识别以及破坏的大量变量，认为如果必须鉴定出在人体中对免疫

调控作出反应的肿瘤消退规律，就必须找到一种新的方法(s)0

1缩略语 aRNA，反义 RNA ; cDNA，互补 DNA; C'TL，细胞毒性T细胞;FNA，细针吸活检;IC一FACS，细胞内-

FACS; IF'A，不完全弗氏佐剂;FACS,荧光细胞分类;岁09,gp100;209一217(210M);II-IC，免疫组织化学;II}一2，白
细胞介素2;HLA，人类白细胞抗原;MA,黑素瘤抗原;MDA,黑素瘤分化抗原;MHC，主要组织相容性复合体;

NHEM，正常人类上皮黑素细胞;PBMC，外周血单核细胞;PFU,噬斑形成单位;TA，肿瘤抗原;TCR,T细胞受体;

Tc一试,T细胞前体频数;TII.，肿瘤浸润淋巴细胞tHI..A, I-II..A/表位四聚体复合物;TSA，肿瘤特异性抗原。
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    1.肿瘤耐受的多种途径

    有人认为不完全或者不稳定的免疫应答或许可以解释肿瘤的顽固(9,10,3>11)。但是在癌症

病人中可以很容易地鉴别出肿瘤抗原(TA)特异性的细胞毒性T细胞(CTL)应答，并且与正常

的非肿瘤病人相比有所加强〔121。进一步的研究发现，用来自于肿瘤抗原的抗原表位进行免疫

对于免疫能力具有有利而不是阻碍的作用(},sl。尽管肿瘤浸润淋巴细胞(tumor infiltrating咖-
phocytes)在肿瘤处的定位是临床应答的前提条件，但是由于它不一定会引起肿瘤消退，因此这
并非充分条件〔”〕。另外，既然病人的免疫应答在某一个时间点上是恒定的，因此混合性应答
(以对治疗反应的同期转移的不同行为为特征)的发现指明了肿瘤微环境中的一些因素的重要

性。因此，我们主要的目的是希望发展一种策略监测在肿瘤微环境中肿瘤与宿主之间的相互

作用。由于与人类多态性及肿瘤异质性相关变量的存在，这个方法依然很复杂。呈递T细胞

表位的人类白细胞抗原分子是人类基因组中多态性结构最多的部分。另外，与不同的人类白

细胞一类抗原的等位基因相关的肿瘤抗原及T细胞表位的数量成指数增加闭。与T细胞和肿

瘤之间相互作用的多种可能性(pluri一potentiality)相比，人类白细胞抗原等位基因/表位与抗原
决定簇呈严格的相关性〔ia)。因此，对于特定的病人，对某一肿瘤抗原的应答程度取决于其表
达量、宿主的人类白细胞抗原表型以及肿瘤细胞表达的HLA水平(a)。因此我们有理由认为每

一个癌症病人都代表了一个独立的免疫实体，由于同期病灶的表型可能大不相同，同一病人的

完全不同的转移灶也可能是独立的生物实体〔”〕。
    2.人类疾病中存在的多态性及异质性

    利用免疫组化或者分子水平分析手术切除的肿瘤来研究肿瘤与宿主之间的相互作用受限

于不可能进行功能性研究。利用新鲜的体外消化的肿瘤细胞可以进行功能研究，但是由于易

受其他细胞的污染，不利于定量的估算。扩增切除的肿瘤中存在的肿瘤浸润性淋巴细胞/肿瘤

细胞为体外研究细胞毒性T细胞与肿瘤细胞之间的相互作用提供了一个很好的模型Re)，但是
这种研究不能代表体内的真实情形。最重要的是通过分析切除的肿瘤标本，我们能获得的只

是一种疾病经过长时间的遗传不稳定性积累后的静止的信息。因此一旦离开肿瘤发生的天然

过程，肿瘤研究也就无法进行了。所以我们建议对肿瘤与T细胞之间相互作用的研究应当采

用在同一个病灶反复多次细针吸活检(F'NA )，以尽量与疾病发展的自然过程保持一致。对于

同一病灶的系列分析可以降低由于肿瘤异质性带来的实验“噪声”，并对针对单一肿瘤抗原和

人类白细胞抗原复合物的表位特异性接种进行监测，两者相结合为我们有效的分析肿瘤与宿
主之间交互作用的分子成分提供前所未有的机会。

    3.疫苗激发的T细胞频数的确定以及它们的活性状态

    尽管体外致敏实验表明接种黑素瘤抗原肤以后，MA特异性的细胞毒性T细胞反应性有

所增加，但这种反应在临床上仍是罕见的。这种异常提出一个问题，是否通过体外刺激并扩增

T细胞获得的数据导致了对接种产生的免疫应答的过高估计。利用人类白细胞抗原与表位的

四聚体复合物，我们详查了接种了gp100;209一217(210M)(g209一2M)的23位黑素瘤病人的外
周血单核细胞中MA特异性的T细胞前体频数。单独使用多肤接种的全部7名病人以及5名

同时使用了多肤和白细胞介素2病人中的4名，均出现了接种后外周血单核细胞中疫苗特异

性的T细胞前体频数升高;升高的范围分别是0.2%一2.4%及0.25%一2.5%。升高的T细

胞前体频数与体外相应表位刺激后的易感性升高有关。反常的是，在大部分同时使用了1L -

2一一种被认为与肿瘤消退相关的化合物的病人当中，没有发现接种后的T细胞前体频数升
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高。这些病人中未出现Tc一可升高与培养时不能激发接种特异性的T细胞扩增一致。这些
研究表明，多肤疫苗可以有效地在癌症病人的PBMC中产生可定量的T细胞特异性的免疫应

答，但是这种应答与临床中转移性黑素瘤的明显消退无关。因此，这些来自于关键的黑素瘤抗

原特异性接种的结果表明，这种激发循环T细胞应答的有效性与临床功效之间存在谜一样的

矛盾(7,5)。尽管有多种关于肿瘤耐受途径可以为这种反常现象提供一个简单的解释(4)，即常规
应用的测定方法所记录的接种激发T细胞频数和应答性不能准确地反映它们在体内的数量和

(或)活性状态。事实上，循环黑素瘤特异的T细胞在未接种的病人中以及正常的非肿瘤病人

的人群中也可以检测到〔iz, n, is)。有人认为这种未受阻碍的肿瘤增长与循环肿瘤特异性T细胞

共存的反常现象可以解释为T细胞活性状态的选择性减弱〔’。〕。通过比较我们可以推断没有
发生肿瘤消退可能是因为疫苗激发的T细胞具有很弱的应答活性。过去，我们判断表位特异

性接种的免疫应答范围采用的方法是比较接种前后PBMC与体外用任意浓度的疫苗相关表位

及外源IL - 2刺激的敏感性(})。但是，经常会有人指出这种方法可能误导或者夸大了体内疫
苗诱导免疫应答的范围及质量。早期的研究表明，直接测定循环接种特异性T细胞前体频数

和tHLA说明其频数与体外扩增的易感性之间存在紧密的联系〔19)。这种联系表明体外致敏实

验获得的数据只能粗略地反映接种前后宿主的免疫活性。而且tHLA指导的疫苗特异性T细

胞检测不能表明其功能状态〔}o)。事实上，tHLA结合并不能排除混杂的、低亲和性的TCR/tHLA

相互作用，这种相互作用无法产生配体诱导的生理学应答〔io.zoJ。另外，由于T细胞活力状态的

下降，即使是高亲和性的TCR也无法与其天然配体产生有活力的相互作用〔‘。〕。因此，为了联
合使用直接定量、描述体内疫苗诱导的T细胞活性状态的以及最小限度的离体操作等方法，我

们采用细胞内FAGS分析研究了tHLA染色以及疫苗诱导的T细胞的活性(2i)。结合tHLA，我

们详查了接种}-II A一A‘相关的gp100;209一217 ( 210M)表位的黑素瘤病人PBMC中(gp209 -
2M)疫苗激发的T细胞前体频数。利用细胞内FACS分析以及定量实时一PCR，我们检测了接

种后PBMC产生由疫苗相关表位或疫苗匹配(HLA一A" 0201)黑素瘤细胞激发的细胞因子应答

的能力。在研究的S名CD8+细胞群体频率在0.3%一2.3%的范围内的病人中，有6名可以用

tHI.A检测到疫苗诱导的Tc一讨增强。采用IC一FAGS或定量实时PCR可以分别在5名或6名
病人中检测到疫苗相关的表位刺激诱导产生IF'N一Y表达。同类刺激引起的tHLA染色下调可

以作为T细胞应答活性的附加的标记。最后，我们在6名病人中观察到了对疫苗匹配的肿瘤

靶标反应性的增强，这是部分独立于已知的疫苗特异性的免疫应答的。在同一个样品中不论

是采用IC一FACS还是定量实时PCR检测，均可检测到接种后PBMC tHLA染色同IFN一y表达

之间的强相关性。

    因此，T细胞本身活性状态的减弱不能很好地解释接种后临床应答反应的缺乏。

    为了进一步描述离体的T细胞的活性状态，在大量病人中利用定量实时PCR对PBMC中

细胞因子基因的表达进行了一系列的测定，以检测循环淋巴细胞以及肿瘤处的功能性免疫应

答c}}。转移性黑素瘤病人用由黑素瘤自身抗原gp100经过人工修饰后产生的多肤表位(209 -
2M)来免疫。利用系列基因表达分析，我们证明了直接从免疫后病人的外周血得来的新鲜细

胞中，疫苗诱导的C1'L具有反应活性的功能性证据。我们还进一步证明了疫苗激发的免疫应

答在体内肿瘤微环境中的定位。疫苗诱导的CTL定位高度依赖于靶向免疫接种的抗原表达。

这些实验的结果直接证明了多肤免疫可以导致定位于转移位点处的功能性肿瘤特异CTL。有

趣的是，这种疫苗激发的CTL的定位并非肿瘤消退的充分条件，研究过的转移瘤中无一例因
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