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肿瘤浸润淋巴细胞治疗恶性黑色素瘤研究新进展
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[摘 要] 恶性黑色素瘤的发病率和病死率在逐年增长，引发广泛关注。目前恶性黑色素瘤的治疗方式主要为手术、化疗和靶

向治疗，总体疗效极差。然而，PD-1抗体治疗恶性黑色素瘤的成功，使广大研究者把希望聚焦于生物免疫治疗。肿瘤浸润淋巴细

胞（tumor infiltrating lymphocyte，TIL）是从肿瘤组织分离出的淋巴细胞，经体外扩增后得到的能够杀伤肿瘤细胞的细胞群，具有

高杀瘤活性和高靶向性特点。临床试验研究发现，TIL对恶性黑色素瘤治疗效果显著且稳定，但其临床疗效尚未完全阐明。本文

对TIL免疫治疗的发展及其在恶性黑色素瘤治疗中的研究新进展作一综述，以期为恶性黑色素瘤的治疗提供新的策略。
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近年来，全球恶性黑色素瘤的发病率及病死率

逐年增长[1-2]。虽然中国恶性黑色素瘤总体发病率不

高，但庞大的人口基数，使得中国恶性黑色素瘤发病

率一直居高不下[3]。国内恶性黑色素瘤发病具有地

域性，云贵高原紫外线辐射强，其发病率和病死率位

居全国首位[4]。恶性黑色素瘤作为一种高度恶性的

肿瘤，病情隐匿、转移早，复发、转移和放化疗抵抗是

患者病死的主要原因[5]，早诊断、早治疗是其治愈的

关键。越来越多的研究表明，生物免疫治疗在恶性

黑色素瘤治疗中具有独特疗效，尤其PD-1抗体治疗

恶性黑色素瘤的成功，使广大研究者把希望聚焦于

生物免疫治疗。然而，PD-1抗体治疗具有总疗效率

低、价格昂贵等缺点，限制了其临床应用[6]，亟需研发

新的治疗方法和靶点。临床试验研究[7]发现，肿瘤浸

润淋巴细胞（tumor infiltrating lymphocyte，TIL）治疗

具有高杀瘤活性和高靶向性特点，在进展期恶性黑

色素瘤治疗中具有明显优势。本文就TIL在恶性黑

色素瘤治疗中的新近研究进展作一综述，旨在探讨

其在恶性黑色素瘤治疗中的可能方法并展望其发展

方向。

1 TIL治疗的发展历程

TIL 是 1986 年由 ROSENBERG 等[8]从荷瘤小鼠

肿瘤组织中发现并分离出的，存在于肿瘤细胞周围

的一群高度异质性细胞，TIL在肿瘤组织中的浸润数

量和面积及CD8+T细胞所占的比例与肿瘤患者的预

后呈明显正相关。用于过继性细胞免疫治疗的TIL

是从肿瘤组织分离出的淋巴细胞，经体外低剂量 IL-2

刺激活化后进一步扩增得到的能够杀伤肿瘤细胞的

细胞群[9]。TIL以CD4+和CD8+T细胞为主，且不同肿

瘤组织来源的TIL的CD4+和CD8+T细胞比例存在差

异[10]，故不同组织来源的 TIL 的抗肿瘤活性存在

差异。

值得关注的是，恶性黑色素瘤作为高免疫原性

肿瘤，TIL治疗首先于恶性黑色素瘤治疗中获得初步

成功[11-12]。KAWAKAMI等[13]于 1988年首次利用TIL

治疗20例转移性恶性黑色素瘤，其中12例达到部分

或完全缓解，提示TIL可能成为治疗恶性黑色素瘤的

新的生物免疫治疗方法。此后，越来越多的研究人
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员集中于TIL的分离、制备和应用研究，使TIL研究

得到迅速发展。

2 TIL的培养方法

TIL治疗恶性黑色素瘤的关键在于其培养方案，

即尽可能减少T细胞培养时间，并改善T细胞的记忆

和效应特性，以增强其在人体内抗肿瘤活性及延长

作用时间[14]。为促进TIL治疗的临床转化，ROSEN-

BERG等[15]开发了一种“年轻”TIL培养方法，它在保

持细胞活性的同时，通过酶消化肿瘤TIL立即分离并

扩增，而不必等待它们从肿瘤碎片中迁移出来，这导

致更多的TIL可以立即进行扩增，达到快速扩增所需

的最小数量及更短的时间，且成功率更高（>80%）。

该方法使用整个切除的肿瘤快速扩展TIL以用于临

床，这些TIL可使 50% 难治性转移性黑素瘤的肿

瘤病灶消退 [16]。目前 TIL 的培养过程 [14]是：无菌

条件下获取新鲜肿瘤组织，去除坏死组织和脂

肪组织，将肿瘤组织剪成约 1 mm3 的碎块，加入透

明质酸酶、胶原酶和DNA酶等消化，将单个核细胞按

1×106细胞/ml重悬于无血清培养液中，同时加入 IL-2

（10~20 IU/ml）诱导TIL活化和增殖，培养 7~10 d，

再加入 IL-2（5 000~6 000 IU/ml），继续培养40~50 d。

令人遗憾的是，TIL作为一种特殊的CTL淋巴细

胞群体，在很大程度上受到肿瘤特异性浸润的可获

得性、体外扩增能力及体外培养后功能的可维持性

的限制，TIL治疗疗效的提高仍需进一步深入研究。

3 TIL与 IL-2联合治疗

IL-2最初是从T细胞培养上清中分离获得的[17]，

从被发现迄今已有 30余年，是最受关注和被广泛研

究的细胞因子，其对体外培养的T细胞具有促进增殖

作用[14]。传统观点认为，IL-2是一种能激活T细胞，

并维持T细胞分化和增殖的T细胞生长因子，同时，

它亦参与炎症或自身免疫性反应[18]。目前，IL-2已被

用于恶性黑色素瘤治疗[19]，但 IL-2半衰期短，需要连

续频繁给药，高剂量 IL-2可引起较重的副作用，如呕

吐、发热及炎症反应等[20]，而TIL与 IL-2联合治疗能

够减弱这一毒性作用，起到协同增效作用[21]。AN-

DERSEN等[22]纳入25例进展期难治性转移性黑素瘤

患者，进行 IL-2联合TIL治疗的Ⅰ/Ⅱ期临床试验，发

现TIL能够降低 IL-2的毒性反应，将既往需要重症监

护病房处理的 IL-2相关毒副反应控制在普通病房处

理，该联合治疗同时使3例患者达到完全缓解，7例患

者达到部分缓解，缓解率达到42%。

值得关注的是，初次分离的TIL免疫功能处于抑

制状态，IL-2 能够显著提高 TIL 细胞的免疫活性。

HAVUNEN等[23]采用免疫缺陷鼠和具有免疫力的仓

鼠进行的临床前研究发现，IL-2可增加体内CD4+和

CD8+ TIL的比例，促进体外脾细胞增殖，表明 IL-2细

胞因子对于T细胞活性的持久性和增殖至关重要。

KHAMMARI等[24]的研究将入组的 88例恶性黑色素

瘤患者随机分成两组，分别接受TIL联合 IL-2或单独

IL-2治疗，随访并回顾性分析其17年的中位生存期，

结果发现接受TIL联合 IL-2治疗的患者中位生存期

较接受单独接受 IL-2治疗的患者延长33.4个月。

以上研究提示，TIL治疗作为恶性黑色素瘤的一

种新的治疗方法，与 IL-2联合应用能够明显改善患

者预后、延长患者生存期、降低毒副反应、提高患者

生活质量，但该联合治疗仍处于临床试验阶段，且已

有的临床研究样本量较小或多为单臂研究，临床应

用亟需大样本多中心随机对照试验提供循证学依

据。

4 TIL与化疗方案联合治疗

TIL与传统化疗方案相结合是目前治疗恶性黑

色素瘤的研究热点。传统化疗方案，尤其是细胞毒

性药物具有激活免疫系统、增强抗肿瘤免疫应答的

功能。对于恶性黑素瘤患者，IL-2和达卡巴嗪已批准

用于恶性黑色素瘤的治疗，且患者疾病客观反应率

达到12％至15％[25]。WEIR等[26]利用小鼠研究发现，

TIL细胞治疗与化疗药物环磷酰胺治疗在恶性黑色

素瘤中具有协同作用，环磷酰胺可抑制CD4+ T细胞

的增殖，但并不抑制CD8+ T细胞杀伤肿瘤的活性；同

时，TIL与环磷酰胺联合治疗可显著提高治疗疗效、

减轻毒副作用。GOFF等[27]入组101例患者进行前瞻

性研究，发现TIL输注前先给予环磷酰胺治疗，患者

的总生存期延长至40.9个月。

ROSENBERG 等[28]进一步研究并评估输注 TIL

前给予非清髓和清髓两种治疗方案的安全性和有效

性，即环磷酰胺和氟他拉滨联合或环磷酰胺、氟他拉

滨和放射治疗联合，该研究采用两项试验评估患者

总生存率。非清髓组入组的25例患者接受TIL治疗

前先进行7 d化疗；清髓组的25例患者接受TIL治疗

前先进行5 d化疗序贯12 Gy TBI放疗。截止到2018

年 1月 1日，非清髓组生存期长于清髓组（27 vs 10个

月）。研究[25]进一步发现，在TIL输注前给予由环磷

酰胺和氟达拉滨组成的化疗药物，可显著改善患者

的免疫微环境，明显延长患者总生存期。但清髓组

比非清髓组的毒性反应大。

以上研究表明，TIL与某些化疗方案联合应用可

明显改善恶性黑色素瘤患者的总生存期，但相关研

究纳入的病例数较少且为单臂研究，缺乏高质量大
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样本的临床随机对照试验，临床应用仍需汇总大量

高质量随机对照研究结果；由于非清髓较清髓治疗

效果更好且副作用较小，目前关于TIL的临床研究中

多采用非清髓方法。

5 TIL与放射治疗联合治疗

放射治疗是指用放射线治疗恶性肿瘤的临床策

略。主要用于有手术禁忌证、手术切缘阳性患者的

辅助治疗或晚期患者的姑息性治疗[29]。恶性黑色素

瘤患者通常采用单次大剂量低分割（400 cGy/次）的

放疗方法，但疗效不佳[30-31]。2017年第59届美国放射

肿瘤学年会上，来自美国德克萨斯大学ANDERSON

癌症中心放射肿瘤学WEL副教授报道了一项针对Ⅳ

期癌症患者的新研究，发现放疗与生物免疫治疗联

合对晚期癌症患者安全且耐受性好，相当大比例的

患者获得了13个月以上的疾病稳定[32-33]。

目前，TIL联合放疗治疗恶性黑色素瘤已得到临

床试验的确证。RODRIGUEZ-RUIZ等[34]进行的临床

前研究发现，放疗加单克隆抗体刺激联合治疗8 d后

可显著增强 T 细胞浸润，使更多 CD8+ T 细胞识别

gp70肿瘤抗原从而杀伤肿瘤细胞，这一研究说明TIL

治 疗 与 放 射 治 疗 联 合 具 有 协 同 作 用 。 VAN-

POUILLE-BOX等[35]以精确放疗对免疫治疗的影响

为题进行的综述表明，肿瘤特异性CD8+ T细胞的表

达高度依赖于放疗剂量，放疗剂量在可行范围内选

择剂量越高，可使TIL杀伤肿瘤细胞的效率提高，促

进了 TIL 在恶性黑色素瘤患者中发挥更好的治疗

作用。

虽然放疗与TIL治疗对恶性黑色素瘤患者具有

协同增强作用，但基本都属于临床前研究，尚未进入

临床研究阶段，临床上是否有效及具体效果尚需大

量临床试验证实。

6 TIL与靶向治疗联合治疗

当前，恶性黑色素瘤发病机制研究获得了较大

的进展，特别是针对基因突变及异常激活的研究，推

动了分子靶向治疗的发展。新近研究揭示了癌细胞

能够逃避免疫攻击的新机制——免疫检查点介导的

免疫逃逸，针对这一机制，已经开发了一系列靶向治

疗药物，包括CTLA-4抗体、PD-1抗体、BRAF抑制剂

等，在恶性黑色素瘤治疗中显示了良好的临床应用

前景[36]。

6.1 TIL与易普利姆玛（ipilimumab）联合治疗

随着2011年FDA批准 ipilimumab治疗晚期恶性

黑色素瘤以来，单抗药物在恶性黑色素瘤治疗中的

地位逐步上升。HODI等[37]进行的临床试验入组了

676例不可手术切除的Ⅲ/Ⅳ期恶性黑色素瘤患者，按

3∶1∶1分别接受 ipilimumab联合gp100疫苗、单独 ipi-

limumab和单独 gp100疫苗治疗，结果发现接受该 3

种疗法的中位生存期分别为10.0、10.1和6.4个月，说

明 ipilimumab能够显著提高晚期恶性黑色素瘤的生

存期；但 ipilimumab服药者伴有致死性的自身免疫反

应副作用，最常见的包括：腹泻、恶心、便秘、皮疹

等[38-39]，由于 ipilimumab可导致严重和致命性不良反

应，给临床应用带来严峻考验。

令人感兴趣的是，TIL与 ipilimumab联合治疗可

弥补这一缺陷，TIL的存在与 ipilimumab的疗效密切

相关。DIEM等[40]回顾性分析了 9例接受 ipilimumab

治疗的Ⅲ期具有淋巴结转移的恶性黑色素瘤患者原

发肿瘤组织和转移淋巴结中的TIL情况，结果在4例

治疗有效（1例CR、2例PR、1例SD）患者的转移淋巴

结中均检测到TIL浸润，而在治疗无效的5例患者的

淋巴结中均未检测到TIL浸润，有效者中TIL存在与

否与无效者具有明显相关性（P=0.008）；TIL细胞丰

富淋巴结转移患者较无TIL浸润患者具有更好的中

位无进展生存期（6.8 vs 3.3个月；P=0.090）和总生存

期（至随访结束仍存活 vs 8.2个月，P=0.080）。因此，

TIL浸润与否可在一定程度反映 ipilimumab治疗效

果。BJOERN 等[41]的研究入组了接受 ipilimumab 和

未接受抗CTLA-4抗体治疗的恶性黑色素瘤患者，通

过检测接受 ipilimumab 治疗的患者其 T 细胞表型

CD4+ T和CD8+ T表达增高，可见 ipilimumab可激活T

细胞并识别肿瘤相关抗原的T细胞比例，进一步促进

T细胞扩增，因此，ipilimumab治疗可能较CTLA-4治

疗更能诱导TIL浸润[41]。

到目前为止，尚未见TIL与 ipilimumab联合治疗

恶性黑色素瘤的临床试验报道。有一项正在研究中

（https://www.clinicaltrials.gov），但 ipilimumab治疗有

效者通常具有TIL浸润这一发现提示，ipilimumab和

TIL联合治疗可能具有良好的效果。

6.2 TIL与PD-1抗体联合治疗

在人体正常的免疫系统中，激活PD-1/PD-L1通

路可抑制T淋巴细胞的免疫功能，促进调节性T细胞

的抑制功能，进而减少机体的免疫反应及对外周正

常组织的损伤和炎症反应，抑制自身免疫应答反应，

从而维持正常机体的免疫耐受[42]。而肿瘤微环境会

诱导浸润的T细胞高表达PD-1分子，PD-1抗体可以

阻断肿瘤微环境中PD-1/PD-L1通路，改变肿瘤微环

境，恢复并增强T细胞杀伤肿瘤细胞的功能[43-44]。抗

PD-1药物已在多种恶性肿瘤中显示出良好的临床疗

效，ASPESLAGH 等[45]发现，纳入 118 例患者，给予

PD-1抗体药物治疗，发现接受 PD-1抗体治疗后，从
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免疫疗法中获益的患者再接受常规治疗，患者PFS延

长。

值得关注的是，TIL 治疗作为一种细胞免疫治

疗，与PD-1抗体联合应用于临床显示出更高的临床

效应。DONIA等[46]分析了 16例患者的连续血样中

TIL的功能和表型发现：多功能TIL在外周血淋巴细

胞中随时间累积，并在输注后早期使PD-1特异性上

调；而输注PD-1抗体后1年内T细胞扩增和功能状态

基本稳定，尽管大量TIL在体内发生了一定程度的克

隆多样性，但是进一步分析显示，特定肿瘤抗原T细

胞具有相似的分化状态。结果证明，TIL和 PD-1抗

体联合治疗恶性黑色素瘤能够使TIL在患者体内持

续保持活性[46]。

以上研究提示TIL与PD-1抗体联合治疗可能改

善恶性黑色素瘤患者预后，但目前相关研究尚处于

临床前或样本量较小，结果具有一定局限性，离临床

应用还有较长的路。

6.3 TIL与BRAF抑制剂联合治疗

已有研究[47]表明，50%的恶性黑色素瘤晚期患者

存在丝苏氨酸蛋白激酶BRAF基因突变。美国麻省

总医院 SOSMAN等[48]纳入 322例具有BRAF突变的

晚期恶性黑色素瘤患者，试验组给予BRAF抑制剂曲

美替尼（trametinib），对照组给予化疗，结果发现选择

性BRAF抑制剂能显著提高恶性黑色素瘤患者的存

活期（4.8 vs 1.5个月，P<0.01）。DENIGER等[49]新近

研究纳入 11例晚期恶性黑色素瘤患者，非清髓后给

予TIL和 trametinib联合治疗，结果 3年内 11例患者

中有 7例有临床症状部分缓解，2例患者临床症状完

全缓解。

综上所述，TIL免疫治疗作为一种新的治疗方法

与靶向治疗联合应用，在恶性黑色素瘤治疗中具有

良好的应用前景，但目前相关研究仍处于临床前期

或小样本低质量临床试验阶段，广泛应用于临床仍

需大量高质量、大样本多中心的前瞻性研究证实其

疗效。

7 展 望

总的来说，TIL 治疗恶性黑色素瘤具有良好前

景。笔者预测，通过大规模多中心临床试验，TIL治

疗会在未来几年成为批准治疗恶性黑色素瘤的方

法。目前，尽管TIL治疗恶性黑色素瘤已经获得良好

的临床疗效，但还不能替代一线治疗方案，因TIL治

疗具有它的局限性。一是TIL制备技术复杂，通常需

要筛选上百个甚至几百个T淋巴细胞克隆才能得到

肿瘤特异性的TIL；二是TIL在T淋巴细胞分类中属

于效应T细胞，虽然杀瘤功能强大，但其寿命短，不具

备记忆能力；三是用于临床治疗的TIL细胞局限于新

鲜且无菌保存的肿瘤组织样本，对于那些无法提供

此类样本的患者，无法应用TIL治疗；四是不同肿瘤

或相同肿瘤的不同个体间异质性大，并非所有患者

或肿瘤均有TIL细胞浸润，故无法从该类肿瘤或患者

肿瘤组织样本中分离得到TIL细胞。因此，成功获得

TIL细胞是TIL治疗的关键。未来，免疫治疗在肿瘤

综合治疗应用中发展趋势将进入免疫治疗2.0时代，

其特征是精准与联合。TIL治疗已具备这两项特征，

将成为恶性黑色素瘤治疗的重要治疗方法之一[50]。
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