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Abstract  

Immunoproapoptotin consists of a single-chain antibody against tumor-specific surface marker and an active domain which has the 

function of translocation and pro-apoptosis. This fused recombinant protein can specifically recognize and kill tumor cells. 

Immunoproapoptotin comes from immunotoxin which is proved not successful in clinical trials by inducing neutralizing antibody 

and other side effects due to the heterogenous toxins domains from bacteria or plants. To avoid the immunogenicity of 

immunotoxin, effectors from human were employed in the 2nd generation of Immunoproapoptotin. However, the translocation 

domain is still heterogenous and the efficiency of translocation is limited. In the latest progress, a furin cleavage site was used to 

substitute for the translocation domain and thus enhanced the translocation efficiency and greatly reduced the immunogenicity of 

Immunoproapoptotin, demonstrating a wide clinical application prospects.    
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摘  要：免疫促凋亡分子是肿瘤特异性表面标记物的单链抗体与具有转位及杀伤功能的活性片段融合表达的重组蛋白，具

有靶向识别、高效杀伤肿瘤细胞的特点。免疫促凋亡分子由免疫毒素发展而来，免疫毒素虽然具有较强的杀伤活性和特

异性，但是由于其转运、杀伤结构域来源于细菌或植物毒素，临床试验中产生了中和抗体并伴有较强副作用，限制了其

应用的范围。第二代免疫促凋亡分子利用人内源性杀伤分子替换了免疫毒素的杀伤结构域，部分解决了免疫毒素的免疫

原性问题，但是其未被替代的天然毒素转位结构域仍具有免疫原性且转位效率有限。最新一代免疫促凋亡分子进一步用

furin 位点替代了毒素的转位结构域，在保证特异性及杀伤活性的同时，提高了转位能力并极大地降低了免疫原性，因而

具有广泛的临床应用前景。 

关键词：肿瘤；靶向杀伤；免疫促凋亡分子 

引言 

基于抗体技术的抗肿瘤靶向药物研究是肿瘤生物治疗中的一个热点，它们具有比单纯抗体药物更强的杀

伤能力。与其他抗肿瘤药物相比，抗体介导的肿瘤靶向药物最大的优势在于能特异性地将药物运输至肿瘤组

织，能在提高对肿瘤细胞杀伤效果的同时，最大限度地降低药物对正常组织的非特异毒性。将识别肿瘤细胞
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表面特异性受体的抗体与具有细胞毒性的蛋白质（包括植物、细菌来源的外源性毒素和 RNA 酶等）相连接

构成的免疫毒素，它们能够实现将细胞毒性蛋白靶向运输至肿瘤组织，并进而特异性地杀伤肿瘤细胞。对于

传统手术、放疗、化疗都无效的血液恶性肿瘤和实体瘤，免疫毒素的应用显示了较好的临床疗效。然而，免

疫毒素和免疫毒素样重组分子具有异源性，这就限制了它们的临床应用。本文对免疫促凋亡分子的发展历

史、作用机制、给药方式及应用前景做以综述。 

1 免疫毒素 

免疫毒素是以针对肿瘤细胞表面的特异抗原、糖类结构、细胞因子受体的抗体为导向分子，以偶联的

天然毒素蛋白片段为“弹头”的一类靶向药物。 

免疫毒素中的毒素蛋白结构域多来自于植物毒素或细菌毒素，这些天然毒素主要通过酶的作用抑制细胞

蛋白合成从而发挥杀伤效应。植物毒素包括蓖麻毒素(Ricin)，相思子毒素(Abrin)，美洲商陆抗病毒蛋白

(Pokeweed antiviral protein, PAP)等；细菌毒素包括绿脓杆菌外毒素 A(Pseudomonas exotoxin A, PEA)、白喉毒

素(Diphtheria toxin, DT)、炭疽毒素(Anthrax toxin)、志贺氏毒素(Shiga toxin)、霍乱毒素(Cholera toxin)、百日咳

毒素(Pertussis toxin)等。大多数毒素具有典型的 AB两个结构域，因而被称为 A-B 毒素[1]。A-B毒素的 A部分

具有酶的活性，在进入细胞后作用于特定靶位引起细胞死亡或特定的生理学效应；B 部分有一个或几个亚单

位构成，主要发挥结合细胞表面受体以及将 A部分转位至胞浆的作用[1]。 

通常，A-B 毒素是以无活性的形式存在，它的激活需要蛋白酶解加工。以 PEA 为例，PEA 为包含 3 个

功能域的单链蛋白，其中 DomainⅠa 是结合结构域，Domain Ⅱ是转位功能域，Domain Ⅲ是 ADP 核糖化酶

区，Domain Ⅰb 区的功能尚不清楚，但它含有一个二硫键，将 Domain Ⅱ和 Domain Ⅲ分隔开。当 Domain

Ⅰa 结合细胞膜表面的α2 巨球蛋白受体后，PEA 被细胞内吞并经由内吞体到达高尔基体外侧网络[2]，在蛋

白内切酶作用下，Domain II 被切割断裂，断裂后的 Domain II 引导 Domain Ⅲ片段从反式网状高尔基体进入

内质网并转位至胞浆，在胞浆中 Domain Ⅲ与肽链合成中的延长因子 2(elongation factor 2, EF2)结合，使 EF2

糖基化失活，蛋白合成受阻，引起细胞死亡[3]。 

根据 A-B 毒素的结构特点，将天然毒素的 B 部分替换成肿瘤特异性的抗体，就形成了免疫毒素分子。

免疫毒素具有稳定性强、渗透性好的特点，这为其临床应用提供了结构基础。目前免疫毒素主要应用于血

液系统恶性肿瘤和实体瘤。如靶向 IL-2 受体的 DAB389IL2(denileukindiftitox, ONTAK)是目前唯一被 FDA 批

准用于临床治疗的免疫毒素，它是 IL-2 和截短型 DT 的重组蛋白，主要用于难治性或复发性皮肤 T 细胞淋

巴瘤(CTCL)。ONTAK 的应答率达到 30%，其中完全缓解率达到 10%。大部分病人的皮肤病损得到明显改

善。对于慢性淋巴细胞性白血病(CLL)和非霍奇金淋巴瘤的治疗应答率分别达到 33%和 25%
[4]。 

Chen SY 等利用抗 HER2 单链抗体 e23sFv 构建重组免疫毒素基因 e23sFv-PE40，转染人 T 淋巴细胞，获

得一类能分泌产生免疫毒素新型杀伤细胞，分泌产生的免疫毒素能够特异性识别 HER2 阳性肿瘤细胞，内化

并抑制细胞内蛋白合成，发挥杀伤效应。他们首次提出分泌免疫毒素的淋巴细胞策略，开创了基因治疗与

免疫治疗相结合的一种治疗肿瘤的新方法[5]。 

然而，在免疫毒素发展的过程中仍然面临很多挑战，其中最主要的是免疫毒素自身的免疫原性。由于

免疫毒素的效应片段是外源性的，免疫系统会产生针对毒素的中和抗体，从而大大影响了治疗效果[6]。此

外，血浆中高浓度的免疫毒素会引起非特异性的血管渗漏综合征(vascular leak syndrome, VLS)，而免疫毒素

应用于实体瘤时，其有限的穿透力也是制约其临床应用的瓶颈之一[7]。 

2 以人源性促凋亡蛋白为效应分子的免疫凋亡分子 

为降低免疫毒素所具有的免疫原性，研究人员对免疫毒素的结构进行了改造，这些改造主要包括使用

人源化的抗体和尽可能地截断或替换天然毒素片段。 
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细胞凋亡是机体一种高效的内在的死亡模式，由此，研究人员将抗体、膜转运结构域和凋亡效应分子

进行重组，构建形成一类新的肿瘤靶向促凋亡蛋白，其作用模式是：识别肿瘤细胞——内化并转运进入肿

瘤细胞液——杀伤肿瘤细胞。由于凋亡效应分子可以引发细胞凋亡的级联反应，同时又属于自体蛋白，因

此这种靶向促凋亡蛋白的杀伤效率更高，免疫原性也较小。 

Jia LT、Zhao J、Xu YM等人将免疫促凋亡分子的概念引入 HER2阳性肿瘤的靶向治疗研究。他们分别将

e23sFv-PE40 中具有毒性效应的 PEA domainⅢ置换以人源性的活性 Caspase-3
[8]、GrB

[9]、Caspase-6
[10]、

AIF(apoptosis-inducing factor)
[11]、tBid

[12]，构建了一系列含有内源性杀伤分子的免疫毒素样重组蛋白，这类重

组蛋白被称为免疫促凋亡分子。实验证实，针对肿瘤抗原 HER2 的单链抗体、绿脓杆菌外毒素的膜转运结构

域(Domain II)与活性型 caspase-3、caspase-6、granzyme B 或 tBid 等组成的融合蛋白，能够靶向杀伤 HER2 阳

性肿瘤细胞，显著抑制肿瘤生长，显著延长荷瘤动物存活期[8-12]。与上述研究类似，美国明尼苏达大学 Heidi 

A 等人将经点突变改造过的人核糖核酸酶作为杀伤分子与 CD7 单链抗体融合构建出的融合蛋白可以有效杀伤

急性淋巴细胞白血病细胞[13]，Daken 等也采用人 GrB 作为杀伤分子靶向杀伤肿瘤细胞[14]。由于这些免疫促凋

亡蛋白的效应分子是人源化的，因此极大的降低了免疫毒素的免疫原性，并实现对靶细胞的特异性杀伤。 

3 以 furin 识别位点连接抗体和内源杀伤分子的新型免疫促凋亡分子 

免疫促凋亡分子的免疫原性虽然较免疫毒素而言被大大降低，但是其结构中的 PEA 膜转运结构域长度

大于 100 aa，仍是细菌毒素蛋白的组分，对人体仍然具有免疫原性。为进一步降低免疫促凋亡分子的免疫原

性，Zhang L 等人对 PEA 膜转运结构域进行不同程度的截短，试图找到 PEA 膜转运最短功能区段。令人兴

奋的是，实验表明仅保留 PEA 膜转运结构域中弗林蛋白酶(furin)切割位点和邻近的数个氨基酸残基就能完成

切割和膜转运作用，但发挥效力的时间有所延长[15]。 

Furin 又称成对碱性氨基酸蛋白酶，是体内一种重要的蛋白内切酶。许多前体蛋白都含有 Furin 的切割序

列，Furin对这些前体蛋白的切割是这些前体蛋白转化为成熟、有生物学功能的分子的必需步骤[16]。多种毒素

进入细胞并发挥细胞毒作用都依赖于 Furin 的切割。一些细菌毒素如炭疽毒素、败血梭状芽胞杆菌α毒素和

气单胞菌溶素在细胞膜表面被 Furin切割活化；而 A-B毒素则多在早期内体中被 Furin切割活化。在毒素与受

体结合后，A-B 毒素被内吞进入内体，在内体中 Furin 将 A-B 切开，然后有细胞毒性作用的 B 结构域通过不

同的途径进入胞浆，并对细胞进行杀伤[17]。值得注意的是，由于连接 A和 B两部分的酶切序列在不同的毒素

中存在差异，Furin对这些毒素的切割效率也相差较大。例如 Furin对 DT的切割效率比 PEA要高出一倍[18]。 

根据上述研究基础，Wang T 等人优化了 furin 识别位点序列，并构建了以 furin 识别位点连接抗体和内

源杀伤分子的新型免疫促凋亡分子。研究表明，新型免疫促凋亡分子不仅能够特异性的识别并内化进入

HER2 阳性的肿瘤细胞，而且还能有效携带杀伤分子进入胞浆并最终引起肿瘤细胞的凋亡[19-21]。Mahmud 等

也采用了含有 furin 位点的 PEA252-366 序列连接单链抗体和人 AIF 分子，对 HER2 阳性肿瘤细胞实现了靶

向杀伤[22]。研究表明，该类免疫促凋亡分子实现了与以 GGGS 作为连接序列的免疫促凋亡分子基本相似的

瘤细胞的杀伤效率[23]。由于最大限度地降低了外源性序列的存在，新型免疫促凋亡分子的免疫原性被大大

降低，这为其临床应用提供了必要的基础。 

4 免疫促凋亡分子临床应用展望 

近年来，随着新的单克隆抗体的不断涌现，包括免疫毒素在内的基于抗体的靶向治疗方案大量进入临

床实验阶段。凭借特异性好、杀伤效果强等优点，免疫毒素的相关临床试验取得了相当的效果，为肿瘤的

生物治疗展现了新的希望[4, 7]。随着相关研究在过去二十年中取得的巨大进展，免疫毒素的安全性越来越受

到重视。在注重杀伤效果的同时强调对免疫毒素分子进行改造以提高其安全性已成为免疫毒素分子未来发

展的必由之路[6, 7]。 
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在探索抗体介导的抗肿瘤靶向药物的过程中，我们通过对免疫毒素结构的不断改造，获得了特异性

好、免疫原性低、杀伤能力强的新型免疫促凋亡分子。免疫促凋亡分子的潜在临床应用方案包括免疫治疗

和基因治疗等。除了利用基因工程获得抗肿瘤蛋白后通过静脉或瘤内注射发挥治疗作用之外，还可以将肿

瘤靶向凋亡蛋白的基因通过体外或体内途径修饰患者自体细胞（淋巴细胞等），使之在信号肽的引导下分

泌目的蛋白，后者进入血液循环，在全身范围内识别肿瘤细胞，促进肿瘤细胞凋亡。具体而言，通过体外

分离并修饰患者的淋巴细胞，经免疫磁珠筛选后进行静脉回输，使之在体内持续分泌目的蛋白，有效地杀

伤原发和转移病灶区的肿瘤细胞，发挥长期的治疗和免疫监视作用。 

通过基因修饰自体细胞（如淋巴细胞），使之分泌肿瘤靶向杀伤蛋白，形成了肿瘤系统治疗的新方法，

其主要特点是：（1）长期持续性：基因修饰的淋巴细胞（或肌肉、肿瘤细胞）合成的肿瘤靶向凋亡蛋白，

在尚来不及正确折叠时，即在信号肽的引导下通过内质网—高尔基体途径分泌到细胞外，因此分泌细胞本身

生物学活性不受影响，回输入患者体内后可以长时间存活，并持续分泌肿瘤靶向凋亡蛋白，长期发挥免疫监

视和杀伤作用。（2）分布广泛性：自体细胞分泌的肿瘤靶向凋亡蛋白，可以通过血液循环到达全身各处，

同时基于淋巴细胞本身的特性，分泌细胞亦可以在全身范围内循环，聚集在肿瘤周围和进入到肿瘤组织内，

并能够向淋巴结中归巢和定居，这对于原发病灶和转移到远处的、手术无法切除的细小病灶区的肿瘤细胞，

同样具有强的杀伤作用。此外，由于经修饰的淋巴细胞可以在趋化作用下浸润至肿瘤组织内部，这也克服了

传统免疫毒素对实体瘤穿透能力有限这一缺陷，使免疫促凋亡分子具有了更广阔的临床应用前景。 

5 结语 

基于抗体技术的抗肿瘤靶向药物发展经历了由肿瘤特异性单链抗体和天然毒素重组而成的免疫毒素到

含有人源性活性杀伤分子的第二代免疫毒素，再到几乎没有外源片段的免疫促凋亡分子，其对肿瘤细胞的

杀伤作用不断得到增强而免疫原性却不断地降低。免疫促凋亡分子特异性强、杀伤活性高和免疫原性小的

特点决定了其有利于临床长期反复使用，并且其给药途径灵活，能突破实体瘤外致密的包裹层对肿瘤进行

杀伤，这些对于肿瘤的治疗具有重要的理论意义和实用价值，具有广阔的临床应用前景。 
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