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[摘 要] 传统化疗药物及治疗方案在非特异性杀伤肿瘤细胞的同时不可避免地损伤免疫细胞，不利于机体免疫系统的抗肿瘤

作用。近期研究表明，特定化疗，如蒽环类药物或调整化疗药物剂量或调整部分化疗药物配伍，在非特异性杀伤肿瘤细胞时可以

通过多种机制增强肿瘤细胞的免疫原性，肿瘤细胞在发生死亡的同时，由非免疫原性转化为免疫原性而介导抗肿瘤免疫应答，此

现象被称之为免疫原性细胞死亡（immunogenic cell death, ICD）。肿瘤细胞发生 ICD时，一系列信号分子和细胞因子参与其中，包

括细胞膜表面信号分子表达水平的改变，促免疫效应因子的合成与释放，此类物质被称为损伤相关分子模式(damage-associated

molecular patterns, DAMP)。DAMP主要包括细胞死亡早期钙网蛋白、热激蛋白的分子释放，以及细胞死亡晚期三磷酸腺苷和高

迁移率蛋白B1的分子释放等。本文就DAMP对免疫细胞的调控作用、引发DAMP的常见化疗药物、化疗与免疫治疗的协调作用

等近年来的研究进展进行综述。
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中国癌症发病率接近世界水平，但病死率高于

世界水平。美国癌症患者5年生存率较中国高，原因

之一是中国中晚期癌症患者多，化疗药物治疗效果

持续性差。免疫原性细胞死亡（immunogenic cell

death, ICD）及损伤相关分子模式（damage-associated

molecular patterns, DAMP）的发现[1-2]，推动了肿瘤免

疫学基础理论的发展，在此理论基础上，促进了化疗

和免疫治疗的联合运用，在多种肿瘤治疗中取得了

较单一疗法更优、更持续的治疗效果。化疗致

DAMP释放并启动 ICD，能在一定程度纠正机体免疫

抑制状态，纠正常规化疗所致机体免疫细胞受损，降

低肿瘤细胞耐药性的发生。本文就近年来肿瘤化疗

与DAMP的相关性研究进展进行综述, 旨在为今后

肿瘤化疗和免疫治疗的综合治疗有效的开展提供参

考依据。

1 DAMP概念及其分子组成

肿瘤细胞表面抗原表达缺失，肿瘤细胞微环境

存在免疫抑制，导致肿瘤细胞不能被免疫细胞识别

攻击，机体对肿瘤免疫耐受，此时的肿瘤细胞呈非免

疫原性。以往认为，常规化疗杀伤肿瘤细胞的同时

不可避免地损伤免疫细胞，不利于机体免疫系统的

抗肿瘤作用的产生，导致肿瘤细胞免疫逃逸。近期

有研究[1]表明，在某些杀死肿瘤细胞的抗癌治疗中，

特定化疗药物如蒽环类药物或通过调整某些化疗药

物剂量或某些化疗药物配伍，治疗肿瘤时可以通过

多种机制增强肿瘤细胞的免疫原性，肿瘤细胞在发

生死亡的同时，会进入一种特殊有益的细胞死亡形

式——ICD，肿瘤细胞及其微环境由非免疫原性转化

为免疫原性，形成能够刺激机体产生非特异性致敏

淋巴细胞或特异性抗原抗体反应的能力，从而介导

抗肿瘤免疫应答。肿瘤细胞发生 ICD时，一系列信号

分子和细胞因子参与其中，包括细胞膜表面及其微

环境信号分子表达水平的改变，即将死亡的细胞膜

表面上调表达、释放一系列介质，被Toll样受体（Toll-

like receptor，TLR）和Nod样受体（Nod-like receptor，

NLR）识别，促免疫效应因子的合成与释放，诱导机

体固有和特异免疫应答的发生，这一系列介质被称

为DAMP，主要包括细胞死亡早期钙网蛋白 (calretic-

ulin，CRT）、热激蛋白（heat shock protein，HSP）分子

释放，以及细胞死亡晚期三磷酸腺苷（adenosine tri-
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phosphate，ATP）和高迁移率蛋白 B1（high mobility

group box-1，HMGB1）分子释放[2-5]。

1.1 CRT

CRT是一种相对分子质量为46 600、结构和功能

高度保守的Ca2+结合蛋白，普遍存在于细胞内质网

内，在细胞核和细胞膜也有少量分布。CRT有多种

生物学功能，如Ca2+稳态调节、分子伴侣、细胞黏附、

基因表达调控等。肿瘤细胞在 ICD时会出现未折叠

蛋白反应（unfolded protein response，UPR），表现为展

开蛋白在内质网腔聚集以重建细胞内环境。在奥沙

利铂、蒽环类等药物治疗作用下肿瘤细胞发生 ICD，

死亡早期内质网压力（endoplasmic reticulum stress，

ERS）触发内质网中CRT（endo-CRT）约 1 h内大量快

速转移至细胞膜表面（ecto-CRT）[6]。KEPP等[7]通过

Western blotting法及免疫组化法检测临床样本证实，

ICD的核心事件之一是激活内质网压力反应致CRT

暴露于细胞膜表面，与CRT暴露相关的真核细胞起

始因子 2α（eukaryotic initiation factor 2α，eIF2α）磷酸

化可以作为预测细胞 ICD发生的分子标志。

1.2 HSP

HSP是高度保守的分子伴侣蛋白家族，该家族分

为HSP28、HSP60、HSP70、HSP90、HSP100、葡萄糖调

节蛋白（glucose-regulated protein，GRP）等几大类，主

要功能为促进蛋白的正确折叠。HSP70一级结构分

3个功能域：N端为ATPase活性区；中间是与细胞中

的肽结合的肽结合区，能作为分子伴侣将肽提呈给

APC；C端则参与诱导促炎性细胞因子释放，调节激

活固有免疫细胞（如NK细胞）的功能。HSP70释放

机制包括：非经典蛋白免疫外泌体释放的主动释放

机制和坏死、损伤时释放的被动释放机制。HSP系统

既参与机体固有的防御系统，也能通过帮助抗原蛋

白质正确折叠、错误折叠蛋白质重折叠、提呈抗原肽

到细胞膜以调节激活特异免疫功能，并有助于及时

消除受损细胞，HSP70的表达与肿瘤的发生、恶化密

切相关[8]。

1.3 HMGB1

HMGB1是一类核内非组蛋白，是进化高度保守

的DNA结合蛋白，是HMGB超家族成员之一，广泛

分布于全身组织、细胞的细胞核和细胞质中。

HMGB1能结合核小体促进DNA弯曲，参与DNA的

转录复制，既调控细胞内转录又调解细胞外炎症的

发生，是与炎症反应相关的细胞因子。肿瘤细胞中

HMGB1高表达与其细胞周期加速、细胞更替加速密

切相关。HMGB1在炎性坏死、ICD中都有表达释放。

用化疗药物处理肿瘤细胞的死亡过程中，HMGB1通

过两种机制释放协助诱导抗肿瘤免疫应答：一是通

过转录后修饰如乙酰化作用，从细胞核主动转位到

细胞质；二是由坏死肿瘤细胞被动释放作为炎性介

质。HMGB1 的释放和作用与细胞死亡的方式、程

度、时机相关[9]。

1.4 ATP

ATP是细胞新陈代谢的能量来源，在调节细胞各

种生化反应的能量供应及维持生物体正常机能中起

重要作用。细胞死亡释放ATP的机制目前还不是很

清楚。化疗诱导肿瘤细胞死亡早期分泌释放ATP[10]。

初步研究[11]发现，在化疗药物治疗的过程中，肿瘤细

胞死亡中释放的凋亡蛋白酶激活可引起ATP主动释

放，且由HMGB1调节,并依赖于泛联接蛋白 1（pan-

nexin 1，PANX1）等电压门控半通道激活，通过促

ATP重新分布、溶酶体与胞外分泌、质膜起泡、PI3K

胞吐、PERK调节等多种方式，释放到细胞间隙微环

境中。由于组织中多种细胞表达ATPases，血浆中也

存在ATPases，细胞外ATP浓度在死亡细胞周围呈梯

度变化[12-15]。

2 DAMP对免疫细胞的调控作用

虽然许多化疗药物可以有效地杀死癌细胞，但

长期抵御癌症的目标并没有实现，多数患者仍存在

癌症复发，而动员和刺激机体免疫系统才是防止癌

症复发和转移的最有效策略。有研究[16-17]发现，某些

特定情况下，化疗能够致死亡肿瘤细胞释放DAMP

分子，驱动肿瘤靶向免疫应答，进而靶向杀伤抑制残

余肿瘤细胞，实现预防癌症复发的目标。当细胞损

伤或受到压力后释放DAMP分子，宿主通过DAMP

特异受体识别反应，激活APC对肿瘤相关抗原重新

识别，重新激活肿瘤特异性CTL，激活宿主特异抗瘤

免疫；同时刺激释放 IL-2、IL-4、IL-8、IL-10等细胞因

子，重新激活肿瘤的一线防御固有免疫：巨噬细胞

（macrophages，Mφ）和NK细胞，并增强肿瘤的免疫监

视。

2.1 CRT对免疫细胞的调控作用

Ecto-CRT分子的外翻暴露早于经典的细胞死亡

生化标志分子如磷脂酰丝氨酸的外翻。CRT选择性

作为“eat me”信号刺激DC吞噬死亡细胞，DC吞噬有

ecto-CRT外翻暴露的死亡肿瘤细胞是肿瘤细胞 ICD

的重要步骤。传统凋亡的早期，经典的细胞死亡生

化分子磷脂酰丝氨酸外翻促进肿瘤细胞被Mφ而不

是DC识别和吞噬，Mφ同时释放抑制性细胞因子如

TGF-β和 IL-10等致免疫原性抑制。而CRT刺激则

能使死亡细胞及相关蛋白分子被DC吞噬和处理，从

而使死亡细胞具有免疫原性，活化特异性免疫应答。

敲除肿瘤细胞中CRT基因或抗体中和CRT后，死亡
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肿瘤细胞的免疫原性随之消失，DC对死亡细胞的吞

噬被抑制，而将重组CRT导入非免疫原性的凋亡肿

瘤细胞则可恢复肿瘤细胞的免疫原性。化疗药物诱

导肿瘤细胞CRT暴露是肿瘤细胞 ICD的一个重要标

志，但并非所有的肿瘤细胞在所有的化疗药物作用

后都出现CRT暴露，利用CRT暴露进行预后评估或

通过适当的化疗药物促进CRT暴露以增加疗效、防

止肿瘤复发的研究是目前本领域研究热点。临床证

据显示，CRT信号与肿瘤患者的预后间存在重要关

系。WU等[18]研究发现，通过放化疗作为诱导方式引

起肿瘤细胞发生 ICD的CRT暴露，能很好地改善肺

癌患者和卵巢癌患者的预后。PENG等[19]在一项结

肠肿瘤研究中发现，CRT表达与肿瘤后期微环境中

的CD45RO+记忆性T细胞呈正相关，能显著延长患

者 5年生存率。HSU等[20]在 68例成神经细胞瘤队列

研究中发现，恶性肿瘤细胞中高水平CRT与患者的

良好预后相关。

2.2 HSP对免疫细胞的调控作用

在死亡细胞表面暴露的HSP70和HSP90是细胞

免疫原性的另一分子基础。HSP通过以下多个途径

实现免疫刺激功能。在特异性抗肿瘤细胞免疫中：

（1）肿瘤源 HSP70 能结合 APC 上 HSP 受体（CD91、

CD40、TLR2/4 + CD14、CD35、Lox-1和SR-A），协助刺

激APC对相关抗原的提呈；（2）肿瘤细胞在药物处理

后发生死亡的过程中，释放HSP70、HSP90、葡萄糖调

节蛋白 94（GRP94）等多种携带肿瘤特异性抗原肽-

HSP复合物，该复合物能将抗原肽转递给肿瘤细胞膜

上MHC-Ⅰ类分子，然后MHC-Ⅰ抗原肽复合物直接提

呈给肿瘤特异性 CD8+ CTL 并使其活化，HSP70 和

HSP90有利于CTL与TLR4和CD14间相互作用；（3）

细胞外的HSP与肿瘤抗原也形成HSP-肽复合物而将

肿瘤抗原转交给 DC 表面的 MHC- Ⅰ分子，DC 上

TLR2、TLR4 和 CD14 识别 HSP -肽复合物后上调

CD86、CD40表达，促进DC成熟，提呈给CD8+CTL，

诱导肿瘤特异性免疫应答[21]；（4）HSP70细胞外释放

能够诱导骨髓来源的抑制性细胞（myeloid-derived

suppressor cells，MDSC）分化为成熟DC，有助于缓解

MDSC 的免疫抑制而最终激活抗肿瘤免疫反应[22]；

（5）HSP70也强化MHC-Ⅱ限制性抗原肽提呈和CD4+

T细胞活化。在固有抗肿瘤细胞免疫中：（1）化疗药

物应激致肿瘤细胞表面HSP表达增加可通过CD94/

NKG2A形成，抑制HLA-E-肽复合物的识别而介导固

有免疫NK细胞杀伤；（2）HSP70可通过C型选择素

受体结合域激活 NK 细胞；（3）利用肿瘤细胞自身

HSP90处理后的NK细胞表面NKG2D或NKp46表达

增加。CHEN等[23]的临床证据发现，HSP信号与肿瘤

患者的预后间存在重要关系，可溶性HSP90能够激

活肿瘤细胞内源性信号途径从而与疾病演进相关。

2.3 HMGB1对免疫细胞的调控作用

部分化疗药物作用于肿瘤细胞后致细胞核与细

胞膜破坏，HMGB1从细胞核向细胞质转移，并通过

细胞膜被动释放，发出细胞危险信号，细胞外的

HMGB1 与模式识别受体结合刺激炎症和免疫通

路[24]。HMGB1 可结合细胞膜上多种受体 TLR2、

TLR4、TLR9 和高级糖基化终产物受体（receptor for

advanced glycation end products，RAGE）等。HMGB1

至少通过以下 3 个途径实现免疫刺激功能：(1)

HMGB1募集并激活未成熟DC，结合DC细胞TLR2

活化该受体介导的信号通路，增加 CIMO、CD54、

CD58、CD80、CD83和MHC-I的表达，促进DC成熟，

增加抗原提呈激活抗原特异性 CD8+杀伤 T 细胞数

量，最终增强化疗引起的抗肿瘤效应；(2) HMGB1分

子与坏死细胞同时释放的多种DNA片段结合成免疫

复合体，通过TLR9途径诱导DC成熟[24]，HMGB1是

DC成熟、迁徙和Th极化过程中一个内源性信号因

子，HMGB1刺激促使细胞极化的一系列细胞因子分

泌，如 IL-1β、IL-2、IL-5、IL-8、IL-12和TNF-α等；(3)

HMGB1结合DC表面TLR4，通过抑制抗原提呈物-

溶酶体颗粒聚集融合而防止被DC吞噬的肿瘤抗原

进一步降解,间接提高抗原提呈功能，调控DC内抗原

加工和提呈的下游事件，使免疫原信号级联放大，促

进DC向T淋巴细胞提呈肿瘤抗原，致肿瘤细胞特异

的T细胞免疫反应激活。有研究[25]发现，当HMGB1

被抗体中和时淋巴细胞特异抗肿瘤效应受到抑制，

提示HMGB1在DC介导的激活杀伤T细胞过程中起

到必不可少的作用。临床研究[26]证实，88例食管癌患

者接受外科手术治疗与化疗后引起血液中HMGB1

升高者预后良好，在胃腺癌的研究中也发现类似的

结果，而HMGB1在未经治疗的患者血液中增高却预

示预后不良。细胞质、间质HMGB1表达水平的改变

与肿瘤分期也密切相关[27]。

2.4 ATP对免疫的调控作用

ATP对免疫细胞的调控作用呈双向特点。肿瘤

细胞释放ATP能促进吞噬细胞产生免疫原性反应，

细胞外的ATP至少通过以下 3个途径实现免疫刺激

功能：（1）死亡细胞释放的 ATP 是一种“find-me”信

号，在APC表面存在的嘌呤型（P2）受体是感知ATP

的关键的感受器，死亡细胞能通过ATP的介导募集

促进APC或其前体进入细胞死亡区域，结合APC膜

上P2Y、G蛋白（P2RY2）进而促进死亡细胞的吞噬和

清除[28]；ATP通过 P2受体调控抑制性髓系细胞的增

殖、分化迁移、趋化作用和细胞因子释放、溶酶体和
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活性氧氮生成，而P2受体功能异常可对髓系细胞产

生不同的影响和导致造血疾病[29]；（2）组织中，细胞外

的ATP浓度在邻近受压力和死亡细胞周围呈梯度增

加[14,30-31]。如此分布模式的ATP作为从死亡细胞发散

出的特异趋化性信号，可强化如 CD11c+ CD11b+

Ly6Chi TIL 等髓系细胞向死亡细胞的移动。KRO-

EMER等[32]发现，髓系细胞聚集在caspase-3高表达的

死亡细胞巢中，相继激活 DC 中 NLR 家族成员 NL-

RP3和 caspase-1可促进 IL-1β酶降解和 IL-1β前炎症

因子释放，进而促进肿瘤细胞激发的免疫效应；（3）

促进固有免疫，诱导天然细胞毒性NK细胞增殖。越

来越多的证据显示，去除ATP或封闭 P2RY2受体都

能抑制ATP介导的免疫增强功能，清除死亡肿瘤细

胞内或细胞外ATP后可使小鼠对瘤细胞的免疫反应

消失，提示ATP在介导肿瘤细胞 ICD中发挥重要作

用，细胞外ATP释放引起的抗肿瘤免疫作用对肿瘤

患者的预后起重要影响。

肿瘤微环境中瘤细胞或基质细胞外核苷酸酶

CD39、CD73表达增加可致胞外腺苷酸ATP被降解为

ADP、AMP和腺苷，多种肿瘤中存在的嘌呤代谢改变

也能加速腺苷产生或减少其降解，ADP、AMP和腺苷

通过与腺苷酸ATP不同的受体作用启动与ATP相反

的免疫抑制作用，可通过激活A2A受体降低天然细

胞毒性NK细胞成熟及杀伤功能,抑制T细胞和NK

细胞补充征募活化致免疫逃逸、肿瘤进展转移。相

反地，封闭CD73则抑制瘤细胞增殖和转移，并增加

蒽环类化疗药介导的抗肿瘤免疫反应。JOOS等[33]研

究发现，清除死亡细胞的第一步是ATP引导的Mφ对

死亡细胞的趋化迁移，Mφ感知死亡细胞释放的化学

趋化信号ATP，ATP随后降解为ADP、AMP和腺苷，

引发嘌呤受体集中在死亡细胞前沿导致Mφ趋化迁

移。通过体外视频图像分析发现，Mφ对死亡细胞趋

化迁移方向性和速率与嘌呤自分泌信号放大转换为

定向运动的趋化信号、ATP和ADP降解、嘌呤自分泌

信号保持都密切相关，而通过各种腺苷受体拮抗剂

处理A3R信号缺失可导致Mφ定向趋化迁移的损失。

3 引发DAMP的常见化疗药物

目前，传统化疗药和化疗方案设计缺少考虑肿

瘤细胞 ICD模式的诱导，其作用只单纯杀伤肿瘤细

胞，不能诱导死亡肿瘤细胞的免疫原性，并造成机体

免疫抑制，从而影响化疗药物疗效持久性。但近年

研究[34]发现，几类化疗药，如多柔比星（doxorubicin，

DOX）、米托蒽醌（mitoxantrone）、奥沙利铂（oxaliplat-

in）、环磷酰胺（cyclophosphamide）、硼替佐米（bort-

ezomib）能诱导经典的免疫原性肿瘤细胞死亡模式，

而多数化疗药虽只能诱导非经典免疫原性肿瘤细胞

死亡即肿瘤细胞免疫原性调节，适当剂量或配伍也

同样能重新激活胞内危险信号通路ROS（reactive ox-

ygen species) 和 ER(endoplasmic reticulum stress）产

生，释放DAMP，激活宿主抗瘤免疫。蒽环类抗生素

DOX抑制DNA合成及转录的同时可促进HMGB1释

放、增强CRT暴露，HMGB1与DC的Toll受体结合可

促进DC激活，CRT则可增强DC识别和吞噬，激活肿

瘤细胞免疫监测。ERALP等[35]在BALB／c鼠种植乳

腺癌模型中，给予DOX联合肿瘤疫苗发现，DOX可

促进肿瘤疫苗引起的抗肿瘤免疫应答反应，显著缩

小瘤体体积；而 BAP31、eIF2α突变，Bax、Bak、cas-

pase-8、SNAREs、ERp57等的缺失都会消除蒽环类药

物诱导的CRT 膜转位。蒽环类抗生素作用肿瘤细胞

后激活Toll样受体3（Toll-like receptor 3，TLR3）分泌Ⅰ

型 IFN。Ⅰ型 IFN结合免疫效应性细胞上同型或异型

二聚体受体调节多种免疫刺激效应：一方面，刺激

CTL和NK细胞功能，增加记忆性CTL的存活；另一

方面，降低天然NK细胞清除，激活Mφ释放前炎症因

子，遏制Treg免疫耐受功能；此外，还参与多种细胞

内信号通路的调节如整合趋化因子配体（C-X-C mo-

tif,CXCL10）募集免疫细胞聚集。APETOH等[36]用蒽

环类化疗药多柔比星处理CT26或MCA205细胞后，

在上清液中检测出肿瘤细胞免疫原性分子HMGB1，

而用小干扰RNA技术沉默HMGB1表达或HMGB1

抗体中和或非特异性的泛 caspases 抑制剂 Z-VAD-

FMK抑制HMGB1释放后,再用蒽环类药物处理时肿

瘤细胞的免疫原性丧失。临床上，肿瘤患者在进行

蒽环类药物化疗时，影响HMGB1与TLR4结合的基

因突变同样可影响蒽环类化疗的免疫学效应，TLR4

等位基因功能缺失的乳腺癌患者，在蒽环类化疗后

肿瘤复发较 TLR4等位基因功能正常的患者更为迅

速；DOX、伊立替康、多西他赛、奥沙利铂化疗药与放

疗结合作用于肿瘤后均可引起HMGB1释放，募集并

激活DC向淋巴结移动，通过抗原交叉提呈作用激活

抗原特异性CD8+杀伤T细胞，最终增强化疗抗肿瘤

免疫效应[36]。BELL等[37]用依托泊苷及喜树碱类药物

诱导 Jurkat、Panc-1、U937及HeLa细胞死亡后亦可检

测出HMGB1释放。紫杉醇（paclitaxel，PTX）顺铂诱

导的凋亡卵巢癌细胞也具有较强的促进DC分化成

熟及提呈作用的免疫原性，从而显著强化CTL杀伤

活性[38]。

4 化疗致DAMP与免疫治疗的协调作用

越来越多的临床证据显示，DAMP相关的CRT、

HSP、HMGB1、ATP信号与肿瘤患者的化疗预后间存
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在重要关系。MARTIN等[39]在发生维罗非尼（venurafenib）

抵抗的黑色素瘤细胞中，通过联合使用MEK抑制剂

与自噬阻断药实现了提高细胞死亡和DAMP释放水

平的目的，为未来中晚期化疗抵抗患者提供了新的

参考。用肿瘤坏死提取物致敏DC再输回体内进行

抗肿瘤生物治疗，已应用于B细胞淋巴瘤、黑色素瘤、

前列腺癌、多发性骨髓瘤等患者临床试验。笔者课

题组前期研究中也发现，适当剂量和配伍的化疗模

式诱导DAMP后对免疫细胞的显著调控效应（另文

报道）。REN等[40]将DC和自体CIK的过继细胞疗法

与化疗结合用于转移性乳腺癌治疗，患者的免疫功

能与生活质量显著提高，无进展生存期从单独使用

化疗药物的3.7个月延长到10.2个月。

5 结 语

常规化疗杀伤肿瘤细胞的同时致免疫细胞损伤，

不利于机体抗肿瘤免疫应答的产生。特定化疗药物

和剂量、配伍治疗肿瘤，在致肿瘤细胞发生死亡同

时，肿瘤细胞从非免疫原性细胞转化为免疫原性细

胞，从而激发机体的抗肿瘤免疫效应，打破机体的免

疫抑制状态。就目前的临床治疗策略而言，传统的

肿瘤化疗治疗需要充分考虑DAMP释放可能对机体

抗肿瘤免疫应答及未来治疗的影响。监测化疗前、

后患者肿瘤免疫细胞及微环境中 DAMP 的动态变

化，保持提高肿瘤微环境中最有益的免疫状态是今

后化疗方案设计和实施必需解决的问题，化疗相关

DAMP的把握、化疗作为免疫治疗增敏剂的应用对

保证肿瘤患者治疗效果、延长患者生存期尤为重要。
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