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肠道菌群在肿瘤免疫治疗中的新作用*
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  [摘要] 共生微生物菌群的活动对人类健康有重大的影响,并与包括癌症在内的许多疾病的发展相关。
无菌动物模型表明,微生物菌群可以对宿主的生理活动产生许多影响,包括免疫应答的形成和调节。最近的研

究表明,微生物菌群可以对癌症免疫治疗的结果产生更特别的影响。本文就宿主微生物菌群相互作用的基本

方法和注意事项,肠道微生物菌群组成与免疫治疗效果之间存在的因果关系,调控微生物菌群对免疫治疗效果

影响的可能机制进行综述,并对潜在生物学机制深入的了解,将微生物菌群效应与其他参与调节免疫治疗过程

的因素相结合,从而优化治疗效果。
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  人体是一个复杂的生态系统,存在着大量、种类

众多的微生物菌群落并受到它们的影响,包括细菌、
真菌等,它们共同构成了共生微生物菌群。动物体内

的肠道微生物可帮助宿主调控黏膜免疫发育,赋予机

体抵御病原体入侵的能力。健康状态下,共生菌和病

原菌之间存在完美平衡,与免疫系统相互作用以维持

肠道稳态[1-2]。在癌症研究中,已经证明了某些特定

细菌参与了癌变过程[2]。有研究表明,微生物菌群的

调节可能会成为一个能提高癌症免疫治疗疗效的新

策略,特别是针对细胞毒性 T淋巴细胞相关蛋白4
(CTLA-4)和程序性死亡受体1(PD-1)途径的免疫检

查点阻断治疗[3]。

1 人类宿主体内共生细菌定植的建立

  在成年人体内,微生物菌群大约由12个门组成,
其中硬毛菌和拟杆菌占了大部分,除此之外还有放线

菌、变形杆菌等,这些细菌的相对占比在个体之间及

解剖位置之间是有差异的。肠道中存在着各种各样

的细菌,虽然其细菌密度在所有生态环境里最大,但
是类别却是最简单的,主要有噬纤维菌-黄杆菌-拟杆

菌[4]。人类出生时是无菌的,但是在出生后的极短时

间内肠道会迅速定植细菌。因此,人类分娩的方式

(顺产或者剖宫产)、喂养方式(母乳或者配方奶粉)、
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抗生素的使用等许多因素都会直接影响肠道菌群结

构。由于新生儿体内的微生物群会随着不同部位的

特异性而发生选择性分化,到3岁时,便会形成了一

个以厚壁菌或类杆菌为主的成熟肠道微生物菌群[5],
这个年龄之后,健康个体的微生物组分达到一个相对

稳定的状态,但在疾病状态或使用抗生素时,可能会

出现强烈且长期的扰动[6]。在物种水平上,肠道微生

物菌群存在巨大的个体间异质性,因此,评估微生物

菌群的功能能力是一个更适用于定义核心健康微生

物菌群的指标[7]。

2 下一代测序方法在微生物研究中的应用

  随着分子生物学技术的进步,核糖体RNA
 

16S
测序和全基因组测序已经在鉴定哺乳动物肠道微生

物群的巨大生物多样性中发挥了作用,可以应用这类

高通量方法进行细菌的分离和鉴定,为进一步操作和

进行机制研究做准备[8]。
目前,对复杂细微生物菌群落进行分类鉴定最常

用的方法是对编码16S
 

RNA的部分基因进行选择性

扩增和测序。这项技术将序列相似性高于某个阈值

的扩增子称为操作分类单位(OTU),然后通过对现有

数据库进行交叉引用来为OTU中的代表性扩增子分

配一个分类学标识。基因多拷贝导致的定量不准确

和扩增造成的偏差仍是目前使用16S
 

RNA分析需要

考虑的因素,不过此技术的低成本特点和高通量潜力

还是使其成了最常用的初始描述性数据[8]。
由全基因组鸟枪法测序产生的小片段可代表样

品中的整个基因组含量,但它需要更大的数据存储,
更强的计算能力和更复杂的分析管道。由于在全基

因组鸟枪测序的过程中将多个标记基因序列用于分

类注释,因此,与16S
 

rRNA基因扩增子测序相比,全
基因组鸟枪测序可实现从物种到菌株的高分辨率识

别[9]。此外,全基因组鸟枪测序可以使用基因预测工

具和数据库对微生物菌群的功能进行表征,而16S
 

rRNA扩增子测序数据只能间接推断微生物菌群的

功能能力[9]。这些测序方法中,每一种都有其局限

性,但可以将二者相结合以提高细菌鉴定和定量的准

确性。

3 无菌小鼠的免疫特点及其实际应用

  无菌小鼠是体内不含有任何可检测出的细菌、真
菌等微生物的小鼠,可使研究人员通过直接接种感兴

趣的微生物来控制动物体内微生物群的存在方式[10]。
肠道微生物菌群与局部黏膜免疫的发育和调节密切

相关,可帮助机体抵抗外源病原物,赋予肠道定植抗

力,同时通过调控固有免疫与获得性免疫来保护机

体[11]。这已在无菌小鼠身上得到了证实,其胃肠道免

疫缺陷的例子包括:(1)肠系膜淋巴结较小和异常的

高内皮小静脉;(2)生发中心的Peyer斑较少;(3)肠

固有层缺乏淋巴滤泡,在微生物菌群定植后新生隐斑

可以发育成具有功能的孤立淋巴滤泡;(4)肠道黏液

层更薄,黏液成分异常[12]。这些局部免疫缺陷伴随着

肠固有层CD4+T细胞、血浆细胞数量的减少和IgA
生成的减少,导致肠屏障功能进一步受损。再者,机
体的固有免疫调节也受共生微生物菌群的影响,有研

究表明其对树突状细胞、巨噬细胞和中性粒细胞的功

能有促进作用[13]。此外,细菌代谢物及微生物菌群的

代谢产物与刺激树突状细胞在骨髓中的产生及其吞

噬能力有关[14],共生细菌的存在也会刺激全身的适应

性免疫,尤其是促进远处(非黏膜)淋巴组织的正常发

育(如脾脏和外周淋巴结)。
在实际应用无菌小鼠模型时,小鼠和人类的某些

差异可能会影响人类肠道微生物菌群植入小鼠的效

率或它们在整个胃肠道的空间分布。例如,在小鼠体

内存在的非腺体前胃中的菌群为乳酸杆菌,而人类的

胃内主要的菌群是链球菌、普雷沃菌和 幽 门 螺 杆

菌[15]。除此之外,环状皱褶、盲肠阑尾等结构差异,可
能会影响人类微生物菌群转移到小鼠体内的保真度;
小鼠肠道内整体较低的pH 值和氧张力及黏液聚糖

分布的差异也可能影响肠道转移细菌的生长。使用

无菌小鼠作为人类微生物群受体的替代方法是使用

经抗生素治疗的无特定病原体(SPF)小鼠,使用抗生

素后移植效果可以得到实质性的改善。在解释用无

菌小鼠实验的结果时,还应考虑尽管无菌小鼠没有可

检测到的活菌群,但可暴露于无菌饮食和垫料中来自

死亡细菌的微生物残留物[16],若数量足够,这些分子

理论上对免疫功能的影响与完整活菌对免疫功能的

影响相似。

4 肠道菌群与免疫治疗的相关性

4.1 肠道菌群与癌症免疫治疗效果的相关性

多项研究表明,肠道微生物可以深刻影响免疫治

疗疗效[17-21],以及一些具有免疫刺激功能的化疗效

果[22-23]。肠道微生物组中的特定细菌会影响机体对

化疗和免疫疗法的响应[24]。在小鼠模型中证实了特

定微生物对免疫检查点阻断免疫治疗的贡献,影响免

疫疗法的细菌菌株可通过抑制或增强细胞程序性死

亡-配体1(PD-L1)阻滞,刺激T细胞或刺激细胞毒性

T淋巴细胞相关抗原阻滞来实现[24]。据报道,在皮下

注射黑素瘤和膀胱癌的小鼠中,与非双歧杆菌治疗的

小鼠相比,抗PD-L1疗法的反应率与双歧杆菌治疗显

著相关,这主要是由于树突状细胞成熟的增强,从而

提高了肿瘤特异性CD8+T细胞的活性[25]。肠道微

生物群与癌症患者的免疫治疗效果相关,对在免疫检

查点阻断治疗前采集的DNA或粪便标本进行测序,
由此确定了良好的微生物组分与随后的治疗反应之

间的关联。在应答者患者中,存在特异的细菌类群被
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过度表达,且有较多的细菌种类[26]。
 

4.2 微生物介导免疫调节的生物学机制

在探讨微生物群介导的抗肿瘤免疫调节机制时,
有两个普遍的问题。(1)从胃肠道向肿瘤和(或)引流

淋巴结传递信号的信使,其本质是什么? 这样的信使

能够进入血液循环,以进入较远的肿瘤区域,可将它

们分类为微生物群或宿主衍生细胞(活的微生物或宿

主免疫细胞)或分子[微生物相关的或病原体相关分

子模式(MAMPs/PAMPs)、微生物代谢物或宿主细

胞因子]。(2)信使在肿瘤内所产生的免疫效应的本

质是什么? 免疫抑制的作用可以通过增强免疫调节

功能(调节性T细胞、骨髓来源的抑制性细胞、肿瘤相

关巨噬细胞)或直接抑制抗肿瘤免疫功能来实现;减
轻免疫调节功能或刺激抗肿瘤的T细胞应答可以达

到免疫刺激的作用。微生物群介导的影响肿瘤生长

和免疫治疗效果的确切机制目前尚不清楚。
当活细菌或 MAMPs/PAMPs作为信使时,细菌

迁移的过程中通过同时提供外来抗原和佐剂,活细菌

进入脾脏、淋巴结或肿瘤,进而启动强烈的免疫反应。
针对细菌抗原的交叉反应性T细胞可以通过提供帮

助(CD4+T细胞)或直接杀伤(CD8+T细胞)来发挥

抗肿瘤作用。在癌症的情况下,细菌脂多糖在全身放

疗增强小鼠过继性T细胞活性治疗后异常地进入循

环[27],此时 MAMPs/PAMPs可具有佐剂性。肠道菌

群能产生各种生物活性分子作为其代谢的副产物,这
些代谢物可以对宿主表现出各种各样的作用,其中就

包括调节免疫系统。短链脂肪酸(SCFAs)是目前已

知的能影响宿主免疫的最具特征性的微生物代谢物

种类之一[28],它可以影响细胞因子的产生[29]、巨噬细

胞和树突状细胞的功能及B细胞类别的转换。在免

疫治疗的条件下,通过将代谢产物作为药物的方法,
或者通过进行基因操作从而对治疗方案进行临床管

理,都可以观察到微生物群的代谢在免疫治疗过程中

发挥的作用,这可能有助于制订新的治疗策略。肠道

菌群调节全身免疫应答的另一种潜在机制是通过局

部诱导可溶性免疫调节因子,然后将其全身扩散。循

环中的细胞因子可能会改变肿瘤免疫微环境或肿瘤

引流淋巴结内关键免疫亚群的激活阈值,从而在免疫

治疗时增强适应性免疫应答。
此外,免疫细胞也可以作为信使,例如树突状细

胞,它将固有免疫与获得性免疫联系起来,并在肿瘤

微环境(TME)内塑造T细胞的过程中发挥了关键的

作用。摄取了细菌抗原的树突状细胞可以诱导机体

产生对共生细菌的免疫耐受,或者激活具有细菌抗原

反应性的T细胞,在某些情况下,这些T细胞能够与

肿瘤抗原发生交叉反应,也可以在抗肿瘤免疫的过程

中提供帮助。

5 未来潜在的临床应用

5.1 抗生素联合免疫治疗

必须注意的是,应谨慎对接受癌症免疫治疗的患

者使用抗生素。由抗生素引起的共生微生物的消失

和肠道菌群组成的改变会对肠道免疫防御系统产生

重大的影响,近期研究表明,抗生素可能会对接受免

疫检查点阻断(ICB)疗法的患者的预后产生不利影

响[30]。但是,也可以假设一些患者体内可能有大量的

促免疫抑制的细菌,此时适当使用抗生素可能会减少

这种有免疫抑制作用的调节细菌的数量,因此,可能

会使有免疫激活作用的细菌大量繁殖,并改善患者肿

瘤控制的情况,目前的研究一直在重组无菌小鼠来验

证以上的想法。

5.2 微生物群作为预后生物标志物的应用

作为一种非侵入性测试,评估肠道微生物组作为

对免疫治疗反映的生物标志物可以提高治疗选择的

准确性[31]。肠道(非口腔微生物群)中的细菌多样性

越高,治疗中对ICB的反应率就越高[32]。在治疗前

进行粪便DNA测序,通过量化群落丰度和公认的“有
益”或“有害”细菌的相对比例,可预测治疗结果,并有

助于指导治疗决策和方案的制订。未来,微生物组的

组成可能是与其他已知结果相关因素(例如T细胞浸

润和肿瘤突变负担)结合在一起的一个参数,用于预

测特定的免疫治疗方案的疗效,并通过微生物群采用

其他的干预措施,最终提高免疫治疗效果或替代性地

降低相关毒性。

5.3 调节微生物群组成和功能的治疗干预

临床证据扩展了微生物群与患者反应之间的相

关关系,以支持二者之间的因果关系。这种情况使通

过操纵肠道菌群提高疗效的可能性大大提高。目前

的干预策略也从不太精确的方法到更有针对性的方

法。其中一种方法是粪便微生物群移植。例如,粪便

标本可以从抗PD-1应答者提取,该应答者有良好的

共生细菌成分,然后通过内镜移植或口服的方法将菌

群移植到抗PD-1治疗抵抗且显示出肠道微生物组成

不良的患者体内。一种更敏感的干预手段包括通过

益生元或饮食的改变来调节现有的共生群落,以促进

需要特定底物的有益细菌的繁殖,或者将有害细菌的

所需营养耗尽。
另外一个方法是,可以将有益或具有免疫增强效

应的细菌制备成益生菌,并作为免疫治疗的佐剂使

用。一旦确定了有益作用的分子机制,就可以利用对

所选细菌进行基因操作来最大限度地发挥其有益的

作用。这项技术可以修改细菌的现有功能或引入全

新的基因[33]。例如,经过修饰的类杆菌菌株携带了使

用卟啉的基因簇,可以稳定将菌株植入喂食卟啉补充

饲料的小鼠体内的过程[34]。此外,如果能够鉴定出细
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菌的代谢途径及可以提高抗肿瘤免疫和免疫治疗效

果的代谢产物,则可以将一些小分子作为候选的免疫

增强药物来进行测试。但都需要经适当控制的临床

试验,以验证任何可能的基于微生物的治疗方法,并
评估其益处和风险。

6 展  望

  由于微生物群的复杂性,在这样一个复杂的系统

中梳理出与机制相关的基本元素是一项挑战。即使

两个个体拥有相同种类的细菌,每个细菌在菌株水平

上也可能存在变异,这可能导致其在与宿主的相互作

用过程中产生不同的功能。此外,在两个完全不同的

环境中,两个相同的菌株对其所在菌落的贡献程度也

可能不同,由此对宿主发挥不同的作用。至今为止,
大部分的研究都集中在癌症的免疫治疗和微生物组

分两个方面,但目前尚未彻底鉴别出非细菌成分,包
括病毒、真菌和原生动物。因此,更深入地了解微生

物群可以使人们更全面地了解其对癌症治疗的影响。
在未来的研究中,研究者需要意识到在控制癌症

与宿主免疫反应之间存在许多不同的调控因子,微生

物群只是其中之一。肿瘤细胞会在治疗过程中生长

和进化,即使通过操纵微生物菌群获得了最大的免疫

治疗效果,肿瘤的分子进化仍然可能发生,而微生物

群也可能会发生演变。这种变化给科研带来了更大

的挑战,但这种灵活性也带来了令人兴奋的前景,即
可以通过干预和利用宿主与微生物相互依赖的关系,
来制订更有效的治疗方案。在未来的研究中,将微生

物群作为几个影响因素之一纳入个性化癌症治疗中

也是十分重要且有必要的。
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