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可溶性程序性死亡蛋白-1抗肿瘤临床应用的研究进展

Research progress on clinical application of soluble PD-1 in anti-tumor therapy
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[摘 要] 程序性死亡蛋白-1（programmed death protein 1，PD-1）是表达在T细胞表面的一种重要的免疫抑制穿膜蛋白，在限制慢

性炎症、感染或肿瘤中T细胞的活性方面起重要作用。可溶性PD-1（soluble PD-1，sPD-1）是由PD-1缺失3号外显子的转录剪接体

转录翻译而来，无法形成穿膜区，但其具有胞外结构域，具有与配体PD-L1/PD-L2结合的能力，能激活T细胞并促进DC成熟，而发

挥抗肿瘤作用。随着免疫疗法及免疫检查点阻断治疗的出现并逐渐成为肿瘤治疗的新兴手段，关于PD-1及其抗体的基础及临床

转化研究也成为肿瘤研究的热点之一。不同形式的PD-1被发现，意味着PD-1可能在机体中发挥着更加复杂及多面的功能，因此对

于 sPD-1的研究也逐渐展开及深入。本文就 sPD-1作为肿瘤诊断、疗效预测及预后评估的潜在标志物及联合抗肿瘤免疫治疗中的

临床应用研究进展作一综述，以期了解 sPD-1在抗肿瘤治疗中的重要作用，为肿瘤免疫治疗提供新思路、新方法和新策略。
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肿瘤是严重威胁人类健康和生命的常见病和多

发病。随着免疫疗法及免疫检查点阻断治疗的出现

并逐渐成为肿瘤治疗的新兴手段，关于程序性死亡

蛋白-1（programmed death protein 1，PD-1）及其抗体

的基础及临床转化研究也成为肿瘤研究的热点之

一。PD-1/PD-1配体 1（PD-L1又称CD274或B7-H1）

免疫 治 疗 是 新 型 抗 肿 瘤 免 疫 疗法，通过阻断

PD-1/PD-L1信号通路，利用人体自身免疫系统使肿

瘤细胞死亡，具有治疗多种肿瘤的潜力[1]。共刺激分子

通常以膜结合型和可溶型两种表达形式存在，不同

形式的PD-1/PD-L1被发现，意味着PD-1/PD-L1可能

在机体中发挥着更加复杂及多面的功能。在针对

PD-1/PD-L1 的研究 [2] 中 ，研究主体为膜结合型

PD-1/PD-L1（membrane-bound forms of PD-1/PD-L1，

mPD-1/PD-L1）。近年来随着人们对于可溶性 PD-1

（soluble PD-1，sPD-1）研究的展开及深入，意识到

sPD-1对调控机体免疫系统具有重要作用并与多种

免疫相关疾病关系密切，不仅能成为潜在生物标志

物，还能为肿瘤免疫治疗提供新思路、新方法和新策

略。因此，以下就 sPD-1作为肿瘤诊断、疗效预测及

预后评估的潜在标志物及联合抗肿瘤免疫治疗中的

临床应用研究进展进行综述。

1 sPD-1的结构与功能

用CD3和CD28抗体刺激人外周血单个核细胞

（peripheral blood mononuclear cell，PBMC）48 h后，克隆

出 5种PD-1 mRNA的转录剪接体：全长型PD-1（full

length formPD-1，flPD-1）、PD-1Δex2、PD-1Δex3、PD-1Δ

2,3和PD-1Δ2,3,4。2号外显子转录翻译形成细胞外IgV

样结构域，3号外显子形成穿膜区，4号和5号外显子形

成细胞内结构域[3-4]。（1）flPD-1代表完全翻译的全长型

PD-1；（2）PD-1Δex2缺失2号外显子；（3）PD-1Δex3缺

失3号外显子且无法形成穿膜区，所以其产物为PD-1分子

的可溶性形式 sPD-1，但由于其细胞外结构域是完整的，

sPD-1具有与 PD-L1/PD-L2 结合的能力 ，从而阻

断 PD-1穿膜形式转导的负信号；（4）PD-1Δ2,3缺失2、3

号外显子，PD-1Δex2、PD-1Δex3、PD-1Δ2,3这3种选择性

剪接体的开放阅读框未受到影响；（5）PD-1Δ2,3,4缺失

2、3、4号外显子，直接导致在5号外显子中提前出现TGA

终止密码子[5]。CD3和CD28抗体激活后，PD-1Δex3和

flPD-1表达水平同步上升，推测sPD-1与PD-1之间存在

重要的相互作用，可能参与维持外周自我免疫耐受
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及预防自身免疫性疾病。在未受刺激的PBMC中，

PD-1Δex3转录剪接体的mRNA表达水平显著高于flPD-1，

表明 sPD-1可能在免疫应答的早期起重要作用[2]。

sPD-1的免疫调节作用主要体现在以下3个方面：

（1）sPD-1具有与PD-L1/PD-L2结合的功能，并靶向肿

瘤。sPD-1与mPD-L1/mPD-L2结合可以阻止mPD-1与

mPD-L1/mPD-L2的结合从而抵抗mPD-1介导的对T细

胞的“刹车”效应[6-7]。sPD-1通过干涉mPD-1与mPD-L1

的相互作用远程激活T细胞，因此sPD-1有着与PD-1单

抗相似的抗肿瘤机制，并且 sPD-1与PD-1单抗相比具

有更好的疗效和潜力。首先，sPD-1能抑制PD-L1/PD-1、

PD-L2/PD-1及PD-L1/B7-1（CD80）的结合，解除对T细

胞免疫应答的抑制效应。其次，要达到相同的疗效，

PD-1单抗与 sPD-1相比需要更高的频次与剂量[8]。与

PD-1单抗免疫治疗不同，持续但较低水平的sPD-1在减

少副作用的同时，仍有较强的治疗作用[9]。根据 sPD-1

的这个功能，将其片段与腺病毒进行重组，在肿瘤部位

局部接种后，可降低肿瘤微环境对T细胞的抑制作用，

增强T细胞毒性从而抑制肿瘤的生长[10]。另外，同时表

达胸苷激酶和sPD-1的腺病毒还可通过增强CD8+ T细

胞的应答来增强抗肿瘤免疫[11]。（2）sPD-1能促进DC成

熟。通过共转染sPD-1 DNA，可以上调DC成熟的主要

表面标志物主要组织相容性复合体Ⅱ（major

histocompatibility complex Ⅱ，MHCⅡ）[8]。DC成熟是

由活化的T淋巴细胞介导的，推测因sPD-1上调引起的

DC成熟可能受到T细胞反应增强的影响。这也从另一

个方面说明 sPD-1在增强抗原特异性T细胞免疫应答

中起辅助作用。但是，有研究[12]发现，将DC和T细胞与

sPD-1共培养，观察到T细胞增殖和IL-2生成受到抑制，

可能当 sPD-1与DC中的PD-L1结合时，发生反向信号

转导而抑制DC的成熟。（3）sPD-1可能成为潜在的生物

标志物。sPD-1对自身免疫性疾病、结核性脑膜炎、先

兆子痫、重症脓毒症、感染性休克和艾滋病等疾病具有

辅助诊断功能，并且sPD-1对多种肿瘤具有诊断、疗效

预测及预后评估的作用。

2 sPD-1作为标志物在临床中的应用

2.1 sPD-1的检测方法

目前，运用ELISA法检测sPD-1的表达水平大多依

赖于单克隆抗体的制备和分离，其成本高、耗时长，且

在临床应用中的敏感性和重复性存在局限性。有学者[13]

开发了一种基于磁微粒化学发光的快速、灵敏的免疫

分析系统，该系统具有全自动、可重复性高的特点。利

用该系统检测多种肿瘤患者的血清，与健康对照组相

比，sPD-1、sPD-L1和sCTLA-4水平均升高，且灵敏度和

检测范围足以满足肿瘤术前术后的疗效评估。同时，

基于BD-LSR-Fortessa及Luminex液相芯片技术的8色

流式细胞术，利用健康人PBMC进行验证，刺激后的

CD4+、CD8+ T 细胞可溶性 LAG-3、TIM-3、CTLA-4和

PD-1上调，这也是一种检测可溶性免疫检查点分子表

达水平的新技术[14]。此外，还有一种表面增强拉曼散射

（surface enhanced Raman scattering，SERS）-微流路芯片

平台，该平台利用：（1）纳米酵母的单链可变区片段（single

chain variable fragment，scFv）作为单克隆抗体的替代

品，具有成本相对较低、制备简单及稳定性高等优

点；（2）表面的氧化石墨烯材料，减少了生物功能

化的步骤，因此避免了普遍的生物素-链霉亲和素

化学结合的模式；（3）微流路芯片平台则利用交流

电流体力学诱导的纳米混合效应来增强与目标 scFv

的结合以减少非特异性结合。利用该平台，人

血清中可溶性免疫检查点的检测范围是 PD-1

（100 fg/ml~1 ng/ml）、PD-L1（ 50 fg/ml~100 pg/ml）和

LAG-3（100 fg/ml~1 ng/ml）[15]。

2.2 sPD-1在肿瘤诊断中的应用

鉴于sPD-1在免疫调节中的重要作用，sPD-1 在

肿瘤诊断中具有极其重要的作用。胰腺导管腺癌

（pancreatic ductal adenocarcinoma，PDAC）是异质性

最强的恶性肿瘤。利用 ELISA 法评估 32 例PDAC

患者血清中多种抑制性免疫检查点相关标志

物的水平，使用 ROC 曲线和单变量分析，建立了

sPD-1（>8.6 ng/ml）、sPD-L1（>0.36 ng/ml）、sBTLA

（>1.91 ng/ml）、sBTN3A1（>6.98 ng/ml）和 pan-sBTN3A

（>6.92 ng/ml）的血清水平参考值[16]。

检测鼻咽癌（nasopharyngeal carcinoma，NPC）患者

在调强放射治疗（intensity modulated radiation therapy，

IMRT）前后血清中32种蛋白和细胞因子的表达水平，

与健康对照组相比，共有24种蛋白和细胞因子的表达

水平具有显著差异，其中sPD-1的表达水平在 IMRT治

疗前与治疗后均显著降低[（12.4±7.8）pg/ml、（30.0±

20.6）pg/ml vs（69.7±38.8）pg/ml]，但 IMRT治疗后血清

sPD-1表达水平比治疗前显著升高[17]。

检测 90例食管鳞癌患者及 40例健康对照者外

周血中 sPD-1、sPD-L1及 IFN-γ的表达情况，发现食

管鳞癌组血清中 sPD-1水平显著高于正常对照组，但

手术前后血清中 sPD-1水平无明显差异且 sPD-1的

表达水平与临床病理特征无明显相关，提示 sPD-1可

作为食管鳞癌诊断的潜在生物标志物[18]。

对38例肺腺癌、35例肺鳞癌患者及30例健康体检

者外周血 sPD-1水平的检测发现，非小细胞肺癌（non-

small cell lung cancer，NSCLC）患者外周血 sPD-1的表达

水平较健康体检者显著上调[肺腺癌（104.98±20.76）、肺

鳞癌（109.13±24.65）vs 健康体检者（50.80±14.38）pg/ml]，
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检测外周血sPD-1表达水平对NSCLC患者病情监测及

预后判断有重要意义[19]。除此之外，sPD-1还与自身免

疫性疾病的进展密切相关，可以辅助诊断早期类风湿

性关节炎[20-21]、自身免疫性肝炎[22-23]、免疫性血小板减少

症[24]、系统性红斑狼疮[25-26]、结核性脑膜炎[27]、先兆子痫[28]、

重症脓毒症、感染性休克[29]和艾滋病[30]等疾病，并对疾

病进展有一定的预测作用。

2.3 sPD-1在疗效预测中的应用

在评估 sPD-1、sPD-L1、血管内皮生长因子A、可

溶性CD40配体（sCD40L）和可溶性CD44（sCD44）与

转移性NSCLC患者生存相关性的研究中，sPD-1和

sPD-L1的复合生物标志物可用来预测NSCLC患者

PD-1单抗纳武单抗（nivolumab）治疗的疗效[31]。

在一项转移性黑色素瘤患者的随机试验中，对22

例接受肿瘤细胞疫苗（tumor cell vaccine，TCV）治疗的

患者和17例接受DC疫苗治疗的患者进行血液样本检

测。在接受自体DC疫苗治疗的转移性黑色素瘤患者

中，本身 sPD-1水平较低或不高，但在3周接种疫苗后

sPD-1水平有所下降的两类患者具有较长的生存期。

因此sPD-1可作为接受自体DC疫苗治疗的转移性黑色

素瘤患者疗效评估的潜在标志物[32]。

测定47例晚期食管癌患者血清中 sPD-L1、sPD-1、

sCD155、sLAG3和 sCD226水平，并与 24例对照组进

行比较。患者治疗前 sPD-1和 sCD155水平显著高于

对照组。sPD-1与淋巴结转移、肿瘤直径较大、血清

SCC抗原水平较高者密切相关，因而 sPD-1水平可能

与食管癌的侵袭性有关[33]。

2.4 sPD-1在预后评估中的应用

38例表皮生长因子受体（epidermal growth factor

receptor，EGFR）突变的NSCLC患者在接受厄洛替尼

（erlotinib）治疗的同时，随着肿瘤的进展，sPD-1表达水

平较高的患者有着更长的无进展生存期（progression free

survival，PFS）和总生存期（overall survival，OS）。但

sPD-1水平与T790M耐药突变（TKI治疗NSCLC中最

常见的EGFR耐药突变）的发生无关[34]。

在乙肝病毒（hepatitis B virus，HBV）感染的患者

中，较高的 sPD-1水平则预示患者可能从病毒性肝炎

进展为肝癌[35]。在慢性乙型肝炎（chronic hepatitis B，

CHB）患者中，sPD-1可作为评价肝纤维化的新指标，

可能有助于提示谷丙转氨酶水平正常的CHB患者抗

病毒治疗的效果[36]。并且在肝细胞癌（hepatocellular

carcinoma，HCC）患者中，具有高水平血清 sPD-1的患

者具有良好的 OS，并趋向于延长无病生存期

（disease free survival，DFS）[37]。

sPD-1 不仅可以作为诊断 PDAC 的潜在标志

物[16]，同时也可作为生存期预测的指标。PDAC患

者 sPD-1（>8.6 ng/ml）、sPD-L1（>0.36 ng/ml）、sBTLA

（ >1.91 ng/ml）、sBTN3A1（ >6.98 ng/ml）和 pan-

sBTN3A（>6.92 ng/ml）的血清水平参考值在另外 27

个样本组成的独立验证队列中，可以有效地区分

PDAC患者的生存期。因此，监测血清中可溶性抑制

性免疫检查点的浓度有助于预测PDAC患者的生存

期，从而改善治疗效果[16]。

NPC患者 IMRT后血清 sPD-1浓度与患者生存有

关。血清 sPD-1水平高的（>10.19 pg/ml，n=18）患者比

sPD-1水平低的（n=19，P=0.021）患者有更好的生存率。

sPD-1水平高的患者生存时间为（31.0±3.2）个月，

sPD-1水平低的患者生存时间为（27.1±10.8）个月。血

清 sPD-1水平是NPC患者潜在的预后评估标志物[17]。

3 sPD-1在抗肿瘤治疗中的应用

3.1 与其他生物治疗联合应用

根据 sPD-1 具有与 PD-L1/PD-L2 结合能力的特

点，很多研究将 PD-1胞外段即 sPD-1与其他免疫治

疗相关靶点结合，可以提高免疫治疗的疗效。

CH50是一种纤维结合蛋白的双结构域分子，通

过增强巨噬细胞（macrophage，Mø）的活性来抑制肿

瘤的发展。构建 sPD-1-CH50 分泌型重组肽，发现

sPD-1-CH50 能增强 Mø 和细胞毒性 T 淋巴细胞

（cytotoxic T lymphocyte，CTL）溶解 PD-L1+肿瘤细胞

的活性。这种作用与诱导型一氧化氮合酶（inducible

nitric oxide synthase，iNOS）、TNF-α和 IFN-γ的增加

有关。并且，小鼠体内研究表明 sPD-1-CH50能抑制

肝癌的侵袭和生长[38]。

溶瘤病毒是开拓肿瘤联合免疫疗法的新思路，缺

乏共刺激信号和负性免疫检查点的调控是目前的瓶颈

所在。有研究[39]设计了一种表达可溶性融合蛋白的腺

病毒，含有 PD-1 和 CD137L 的胞外结构域（sPD-1/

CD137L-Ad5-PC），保留了CD137L的共刺激活性，能促

进活化的CD8+ T细胞存活和 IFN-γ的产生。可显著提

高腹水型和皮下移植型HCC小鼠模型的抗肿瘤活性，

长期治愈率分别为70%和60%。此外，在人源化重度

免疫缺陷小鼠模型 NOD-PrkdcscidIL2rgnull中，表达人

sPD-1/CD137L融合蛋白的Ad5-huPC能有效抑制人源

化小鼠模型肿瘤生长并提高生存率。因此Ad5-huPC能

特异性及系统性的防止肿瘤在原位及远处转移复发，

克服溶瘤病毒免疫治疗时缺乏共刺激信号和负性免疫

检查点调控的缺陷。

人类免疫缺陷病毒1型（human immunodeficiency

virus-1，HIV-1）感染者必须通过终生接受抗逆转录病

毒药物治疗以控制感染。有研究[40]开发一种增强抗

病毒T细胞反应的治疗性DC疫苗，可在不使用抗逆
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转录病毒药物的情况下控制病毒载量。HIV-1抗原

与CD40L和可溶性、高亲和力的PD-1二聚体共同表

达于慢病毒载体上，CD40L激活DC，sPD-1结合PD-

L1以阻止检查点激活并增强CTL的杀伤效应。与对

照组相比，引入 sPD-1可加速抗病毒反应，提高抗病

毒疫苗的免疫疗效。

3.2 与抗肿瘤疫苗联合应用

肿瘤疫苗是将肿瘤抗原以多种形式如：肿瘤细

胞、肿瘤相关蛋白或多肽、表达肿瘤抗原的基因等导

入患者体内，以增强免疫原性，激活患者自身的免疫

系统，诱导机体细胞免疫和体液免疫应答，从而达到

控制或清除肿瘤的目的。sPD-1与抗肿瘤疫苗的联

合则通过克服肿瘤引起的免疫抑制状态，达到增强

免疫治疗疗效的目的。

热激蛋白70（heat shock protein 70，HSP70）疫苗可

诱导T细胞浸润到黑色素瘤病灶内部，并诱导 IFN-γ和

IL-2的表达，延缓黑色素瘤的肺转移，但最终还是发生

了疾病进展。究其原因，HSP70疫苗治疗的耐药性与残

留肿瘤细胞表达的 PD-L1 有关。通过静脉注射

pPD-1A（一种编码PD-1胞外结构域的质粒）阻断PD-L1，

发现可以逆转这种耐药性，提高疗效。进一步研究发

现HSP70 疫苗联合 sPD-1 治疗的小鼠体内 Th1 细胞

分泌的细胞因子 IFN-γ和 IL-2增加，负性分子 IL-10、

TGF-β和Foxp3降低。并且将治疗频率降低至每周1次

后，仍能产生显著的抗肿瘤作用。结果表明，sPD-1可

逆转HSP70疫苗治疗肿瘤的耐药性，增强免疫治疗疗

效并为肿瘤免疫治疗提供了新思路[9]。

4-1BB是T细胞表面共刺激分子，但其属于激活

分子，4-1BB与其配体（4-1BBL）相互作用，激活T细

胞发挥功能。利用共刺激分子4-1BBL与 sPD-1联合

应用能下调 IL-10和TGF-β，上调 IL-2和 IFN-γ，增加

CD8+ T细胞浸润，建立有效的抗肿瘤免疫微环境。

4-1BBL/sPD-1联合治疗可以使有少量肝癌H22细胞

的小鼠或者60%的有大量肝癌H22细胞的小鼠体内

的肿瘤细胞被清除[41]。

sPD-1、sTim-3与腺病毒载体-猿猴免疫缺乏病毒

（simian immunodeficiency virus，SIV）疫 苗（rAd5-

SIV）联合应用可增强小鼠T细胞增殖能力，并产生更

多抗原特异性的 IFN-γ+、CD4+和 CD8+T 细胞，增强

rAd5-SIV诱导的细胞免疫应答，可用于提高SIV/HIV

疫苗治疗HIV的效果[42]。

在三阴性乳腺癌（triple-negative breast cancer,

TNBC）疫苗研究的过程中，开发了表达 sPD-1的衰老

细胞疫苗（STCV/sPD-1），其在体外表现出生长周期

阻滞并分泌大量细胞因子的活跃状态，在体内则吸

引了更多的成熟DC及更少的耗竭性 PD-1+ T细胞，

并且与对照组相比具有更好的安全性和有效性。因

此 STCV/sPD-1能有效地诱导机体产生较强的抗肿

瘤免疫应答，可延缓肿瘤的发生并抑制肿瘤的早期

进展，是一种潜在的TNBC预防策略[43]。

3.3 与CAR-T细胞治疗联合应用

嵌合抗原受体T细胞（chimeric antigen receptor T

cell，CAR-T）免疫疗法在恶性血液病患者中取得了良好

的疗效，但在免疫抑制分子高表达的实体瘤治疗中的

疗效欠佳。有研究将CAR-T改造成能分泌 sPD-1的

CD19 CAR-T，与经典的二代CAR-T相比，分泌 sPD-1

的CD19 CAR-T可以提高其杀伤肿瘤细胞的效率。重

度免疫缺陷小鼠（NOD-SCID IL2rg-/-, NSG）尾静脉注射

NALM-6-PD-L1 细胞构建荷瘤模型，与经典的二代

CAR-T相比，分泌sPD-1的CD19 CAR-T能更加有效地

控制小鼠的肿瘤负荷，延长荷瘤小鼠的生存期。且

sPD-1可以改善CAR-T的分化状态，增强其氧化磷酸化

水平和抗凋亡的能力[44]。还有研究[45]将PD-1胞外结构

域和 IgG4 中 CH3 组成的融合蛋白引入靶向GPC3的

CAR-T（GPC3-28Z-sPD-1 CAR-T），能特异性识别杀伤

GPC3+HCC细胞并阻断PD-1/PD-L1通路。sPD-1的共

表达使得GPC3-28Z-sPD-1 CAR-T增殖能力显著提高，

并保护CAR-T在与靶细胞共孵育时免于耗竭。在两种

HCC移植瘤模型中，GPC3-28Z-sPD-1 CAR-T抑瘤能力

显著增强，荷瘤小鼠外周血及肿瘤组织中CD3+ T细胞

数量增加、颗粒酶B水平升高、Ki67表达水平降低。因

此，sPD-1的加入有可能增强GPC3特异性CAR-T治疗

HCC患者的免疫疗效。

3.4 与细胞因子联合应用

sPD-1增强免疫疗效的能力还可以体现在其与

细胞因子联合治疗方面。sPD-1联合 IL-21可显著抑

制肝癌H22细胞小鼠移植瘤的生长。与单独应用 IL-21

和 sPD-1相比，联合应用可增强抗肿瘤免疫应答，提

高CTL毒性，增加脾CTL和NK细胞的数量，上调细

胞因子 IFN-γ和 IL-2、下调 IL-10的表达。因此，IL-21

联合 sPD-1免疫治疗可诱导更有效的抗肿瘤免疫反

应，这可能具有较好的临床应用价值[46]。

4 展 望

mRNA前体通过内含子不切割、5′或3′剪切点竞争、

外显子跳过、外显子互斥等方式，可以获得不同的成熟

mRNA，即可形成不同的转录剪接体。可变剪接是生物

多样性的重要成因，也是PD-1多样性的重要成因。由

于选择了不同的外显子，导致编码蛋白质的不同，产生

多种功能相近或者迥异的变体，甚至还会出现蛋白质

编码提前终止，起到分子开关的作用。sPD-1作为液体

活检的生物标志物具有良好的应用前景。通过无创检
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测可应用于肿瘤的早期筛查、诊断、用药指导、疗效评

估、病程监测及预后管理，此外还可监管自身免疫性疾

病等其他疾病。其优势在于能够反映病灶的综合信息，

可以进行高频率监测，指导临床准确用药，并可以显著

降低成本、降低患者风险。sPD-1通过与抗肿瘤疫苗、

CAR-T细胞治疗、细胞因子治疗及其他生物治疗手段

联合应用，可以增强其抗肿瘤免疫治疗的疗效，但迫切

需要通过更多的临床试验来验证及推动。
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