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(57)摘要

本发明涉及一种个性化癌症疫苗的制备方

法。具体地，本发明首次采用样本中分离富集CTC

及其DNA和RNA或ctDNA和ctRNA至一定比例，利用

背景细胞作为对照，分离和证实13‑20种能引起

蛋白序列变化并能与人体HLA类型I或II受体及

TCR紧密结合，还能活化CD8+T细胞或CD4+T辅助

细胞的含肿瘤特异体细胞突变的DNA，RNA或短肽

链，即肿瘤新生抗原(neoantigen)，有助于癌症

的早期诊断；并且，在4‑6周内，制成个性化癌症

疫苗，及时用于激发患癌对象的免疫反应。本发

明能在几乎无创的情况下，准确、快速、高效地捕

获能够激发抗癌免疫的抗原，减少了测序时间以

及引入的误差，在肿瘤治疗领域具有广泛的应用

前景。
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1.一种制备个性化癌症疫苗的方法，其特征在于，包括以下步骤：

(a)  提供对应于患癌对象的第一样本测序数据集A1和第一对照测序数据集R1；和提供

对应于所述患癌对象的第二样本测序数据集A2和第二对照测序数据集R2，

其中，所述的第一样本测序数据集A1和第一对照测序数据集R1通过包括以下步骤的方

法获得：

t1) . 提供第一样本，所述第一样本为含CTC细胞和正常体液细胞的样本；

t2)  使用Celsee  PREP100  或PREP400系统对所述第一样本进行CTC细胞富集处理，从

而获得经富集的第一样本，其中在所述的经富集的第一样本中，CTC细胞丰度C1为10‑90%并

且正常体液细胞丰度C2为90‑10%，且CTC细胞丰度C1和正常体液细胞丰度C2相加之后为

100%，按所述经富集的样本中所有细胞的总数量计，并且CTC细胞丰度C1与正常体液细胞丰

度C2之比记为B1，B1＝C1/C2；

t3)  从所述经富集的第一样本中抽提DNA和/或RNA，从而获得第一核酸样本，其中所述

第一核酸样本包括来自CTC细胞的核酸样本以及来自正常体液细胞的核酸样本；和

t4)  对所述第一核酸样本进行测序，其中，将所述第一核酸样本中来自正常体液细胞

的核酸样本作为来自CTC细胞的核酸样本的对照，从而获得第一样本测序数据集A1和第一

对照测序数据集R1，其中第一样本测序数据集A1对应于CTC细胞的测序数据集，而第一对照

测序数据集R1对应于正常体液细胞的测序数据集；

其中，所述的第二样本测序数据集A2和第二对照测序数据集R2通过包括以下步骤的方

法获得：

w1) . 提供第二样本，所述第二样本为含ctDNA和  ctRNA及  cfDNA和  cfRNA的样本；

w2) .  对所述第二样本进行富集处理，从而获得经富集的第二核酸样本；其中，所述的

经富集的第二核酸样本包括来自CTC细胞的ctDNA和ctRNA以及来自正常体液细胞的cfDNA

和cfRNA，其中按所有核酸的总重量计算，ctDNA和ctRNA含量L1≥5%，而来自正常细胞cfDNA

和cfRNA的含量L2≤95%，并且所述含量L1与L2之比记为B2，B2＝L1/L2；

w3) .  对所述第二核酸样本进行测序，其中，将所述第二核酸样本中的来自正常体液细

胞的cfDNA和cfRNA作为来自CTC细胞的ctDNA和ctRNA的对照，从而获得第二样本测序数据

集A2和第二对照测序数据集R2，其中第二样本测序数据集A2对应于CTC细胞的测序数据集，

而第二对照测序数据集R2对应于正常体液细胞的测序数据集；

(b)．将所述第一样本测序数据集A1与第一对照测序数据集R1，和第二样本测序数据集

A2与第二对照测序数据集R2，分别进行序列比对处理，从而获得第一候选数据集S1和第二

候选数据集S2；其中，所述第一候选数据集S1中的任一序列元素是存在于所述A1但不存在

于所述R1的元素；而所述第二候选数据集S2中的任一序列元素是存在于所述A2但不存在于

所述R2的元素；

(c) .  对于所述第一候选数据集S1和第二候选数据集S2中的任一序列元素，进行HLA类

型I或II受体亲和力预测分析，从而获得一级选定的序列元素，所述一级选定的序列元素为

与HLA类型I或II受体结合紧密的序列元素，所述一级选定的序列元素与HLA类型I或II受体

的亲和力IC50≤100nm；

(d) .  基于所述一级选定的序列元素，合成对应于所述一级选定的序列元素的DNA、

RNA、短肽链；
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(e) .  用所述合成的DNA、RNA、短肽链，进行离体T‑细胞受体结合试验和CD8+T细胞和/

或CD4+T辅助细胞活化试验，从而获得10‑30种二级选定的序列元素，其中所述的二级选定

的序列元素能够与TCR结合且使CD8+T细胞和/或CD4+T辅助细胞活化；

(f) .  基于所述二级选定的序列元素，合成对应于所述二级选定的序列元素的DNA、

RNA、肽链；

(g) .  将上一步骤中合成的所述的DNA、RNA、肽链与药学上可接受的载体混合，从而制

得药物组合物，即为个性化癌症疫苗；

所述的序列元素为下组：DNA序列元素、RNA序列元素和/或肽链序列元素；

所述的DNA序列元素包含2‑5个DNA变异体，每个DNA变异体包含至少5个短肽链编码序

列；和/或

所述的RNA序列元素包含2‑5个RNA变异体，每个RNA变异体包含至少5个短肽链编码序

列；和/或

所述肽链序列元素含有5‑100个氨基酸。

2.如权利要求1所述的方法，其特征在于，所述的正常体液细胞为白细胞。

3.如权利要求1所述的方法，其特征在于，所述方法还包括步骤(h1)：基于步骤(f)中合

成的所述的DNA、RNA、肽链，筛选出与所述二级选定的序列元素特异性结合的单链抗体，并

构建和/或扩增表达嵌合抗原受体的T细胞，其中，所述嵌合抗原受体含有所述单链抗体作

为胞外抗原结合域。

4.如权利要求1所述的方法，其特征在于，所述方法还包括步骤(h2)：基于步骤(f)中合

成的所述的DNA、RNA、肽链，筛选出与所述二级选定的序列元素特异性结合的T细胞受体，并

构建和/或扩增表达所述T细胞受体的T细胞。

5.如权利要求1所述的方法，其特征在于，所述方法还包括步骤(h3)：基于步骤(f)中合

成的所述的DNA、RNA、肽链，在体外对所述患癌对象的树突状细胞进行致敏处理，从而获得

经致敏的树突状细胞。

6.如权利要求5所述的方法，其特征在于，在步骤(h3)中，还包括：在体外，将所述经致

敏的树突状细胞与所述患癌对象的T细胞进行共培养，从而制得DC‑CTL细胞。

7.一种个性化癌症疫苗，其特征在于，所述的疫苗是由权利要求1‑2任一所述方法制成

的。

8.如权利要求7所述的疫苗，其特征在于，所述的疫苗还含有佐剂。

9.如权利要求8所述的疫苗，其特征在于，所述佐剂为以下物质的任意一种：poly‑

ICLC，TLR，1018ISS，铝盐，Amplivax，AS15，BCG，CP‑870、893，CpG7909，CyaA，dSLIM，GM‑CSF，

IC30，IC31，咪喹莫特，ImuFact  IMP321，IS  Patch，ISS，ISCOMATRIX，Juvlmmune，LipoVac，

MF59，单磷酰脂质  A，蒙塔尼德  IMS  1312，蒙塔尼德  ISA  206，蒙塔尼德  ISA  50V，蒙塔尼

德  ISA‑51，OK‑432，OM‑174，OM‑197‑MP‑EC，ONTAK，  PLGA  微颗粒，瑞喹莫德，SRL172，病毒

微体和其他病毒样颗粒，YF‑17D，VEGF 陷阱，R848，β‑  葡聚糖，Pam3Cys，阿奎拉  QS21  刺激

子，vadimezan。

10.一种个性化CAR‑T细胞，其特征在于，所述的个性化CAR‑T细胞是由权利要求3所述

方法制成的。
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个性化癌症疫苗的制备方法

技术领域

[0001] 本发明属于生物医药技术领域，具体地，涉及个性化癌症疫苗的制备方法，具体

地，涉及从患癌对象的体液中收集筛选含肿瘤特异性体细胞突变的抗原片段，从而制备个

性化癌症疫苗的方法。

背景技术

[0002] 癌症的发生，是因为病人体内的某些细胞产生了基因突变，出现不受控制地增殖

分化，最终发展成为恶性肿瘤。癌细胞表面存在许多由突变基因编码的新生抗原蛋白，正常

情况下应能被人体免疫系统及时识别，并引发免疫反应将这些癌细胞清除。然而在病理情

况下，肿瘤细胞发展分化迅速，且不断发生新的突变，使得机体免疫系统不能及时识别。再

加上肿瘤微环境中形成的免疫抑制，可能使免疫系统完全丧失反应能力。虽然目前比较先

进的免疫治疗疗法，如CAR‑T技术等，能够在体外改造T细胞，增强其肿瘤细胞免疫识别和反

应能力，并在体外放大后在回注到病人身上，但是注射后病人自身还是不能复制这些细胞。

当然，输入体内的免疫细胞中一部分可能会长期潜伏下来，成为“记忆细胞”，这样将来可能

“复苏”。但这些细胞经过了基因改造，长期潜伏在人体内会造成什么问题，  短期内没有答

案。同时，过度降低免疫应答门槛，可能会导致过度的免疫反应及各种炎症。而最先进的个

性化CAR‑T技术目前也只对个别癌症的部分病人有效，并且最近也有异体CAR‑T药物造成患

者死亡的事件发生。

[0003] 癌症的免疫治疗，需另辟蹊径。癌细胞表面存在的由突变基因编码的新生抗原蛋

白，之所以无法引起免疫应答，可能是这些异常蛋白表达量不高，不足以引发机体免疫识别

和免疫反应。而肿瘤基因组测序的开展，及癌症免疫治疗的进展，使得应用这些异常的肿瘤

新生抗原蛋白来制作癌症疫苗成为可能(Ott PA  Nat  2017；547:217‑221 ,Epub  2017Jul 

5；Sahin  U  et  al.Nat  2017；  547:222‑226,Epub  2017Jul  5)。所谓个性化癌症疫苗，即根

据患癌对象各自肿瘤细胞有关的突变情况定制设计的抗癌疫苗，是个性化医疗(精准医疗)

发展的高级阶段。然而，如何高效地从组织中获取关键抗原，并安全地施用于所需要的对象

从而有效地抑制肿瘤，至今仍面对着不少癌症疫苗挑战。例如疫苗制备时间较长，需6‑8周；

样本的获得必须进行手术切除晚期病人癌变组织，才能发现和证实肿瘤体细胞突变。癌症

疫苗长周期和有创性的获得途径都难以满足患癌对象巨大的临床治疗需求。

发明内容

[0004] 本发明的第一方面，提供了一种制备个性化癌症疫苗的方法，包括以下步骤：

[0005] (a)提供对应于所述对象的第一样本测序数据集A1和第一对照测序数据集  R1；

和/或提供对应于所述对象的第二样本测序数据集A2和第二对照测序数据集  R2，

[0006] 其中，所述的第一样本数据集A1和第一对照测序数据集R1通过包括以下步骤的方

法获得：

[0007] t1) .提供第一样本，所述第一样本为含CTC细胞和正常体液细胞的样本；
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[0008] t2)对所述第一样本进行CTC细胞富集处理，从而获得经富集的第一样本，其中在

所述的经富集的第一样本中，CTC细胞丰度C1≥5％并且正常体液细胞丰度  C2≤95％，按所

述经富集的样本中所有细胞的总数量计，并且CTC细胞丰度C1与正常体液细胞丰度C2之比

记为B1(即B1＝C1/C2)；

[0009] t3)从所述经富集的第一样本中抽提DNA和/或RNA，从而获得第一核酸样本，其中

所述第一核酸样本包括来自CTC细胞的核酸样本以及来自正常体液细胞的核酸样本；和

[0010] t4)对所述第一核酸样本进行测序，其中，将所述第一核酸样本中来自正常体液细

胞的核酸样本作为来自CTC细胞的核酸样本的对照，从而获得第一样本测序数据集A1和第

一对照测序数据集R1，其中第一样本测序数据集A1对应于CTC细胞的测序数据集，而第一对

照测序数据集R1对应于正常体液细胞的测序数据集；

[0011] 其中，所述的第二样本数据集A2和第二对照测序数据集R2通过包括以下步骤的方

法获得：

[0012] w1) .提供第二样本，所述第二样本为含循环肿瘤DNA(ctDNA)和循环肿瘤  RNA

(ctRNA)及其他游离DNA(cfDNA)和游离RNA(cfRNA)的样本；

[0013] w2) .对所述第二样本进行富集处理，从而获得经富集的第二核酸样本；其中，所述

的经富集的第二核酸样本包括来自CTC细胞的ctDNA和ctRNA以及来自正常体液细胞的

cfDNA和cfRNA，其中按所有核酸的总重量计算，ctDNA和ctRNA含量L1 ≥5％，而来自正常细

胞cfDNA和cfRNA的含量L2≤95％，并且所述含量L1与L2之比记为B2(即B2＝L1/L2)；

[0014] w3) .对所述第二核酸样本进行测序，其中，将所述第二核酸样本中的样本中来自

正常细胞的cfDNA和cfRNA作为来自CTC细胞的ctDNA和ctRNA的对照，从而获得第二样本测

序数据集A2和第二对照测序数据集R2，其中第二样本测序数据集  A2对应于CTC细胞的测序

数据集，而第二对照测序数据集R2对应于正常体液细胞的测序数据集；

[0015] (b) .将所述第一样本测序数据集A1与第一对照测序数据集R1，或第二样本测序数

据集A2与第二对照测序数据集R2，分别进行序列比对处理，从而获得第一候选数据集S1或

第二候选数据集S2；其中，所述第一候选数据集S1中的任一序列元素是存在于所述A1但不

存在于所述R1的元素；而所述第二候选数据集S2中的任一序列元素是存在于所述A2但不存

在于所述R2的元素；

[0016] (c) .对于所述第一候选数据集S1和/或第二候选数据集S2中的任一序列元素，进

行HLA类型I或II受体亲和力预测分析，从而获得一级选定的序列元素，所述一级选定的序

列元素为与HLA类型I或II受体结合紧密(IC50≤500nm，较佳地，100nm)的序列元素；

[0017] (d) .基于所述一级选定的序列元素，合成对应于所述一级选定的(primarily 

selected)序列元素的DNA、RNA、短肽链；

[0018] (e) .用所述合成的DNA、RNA、短肽链，进行离体T‑细胞受体(TCR)结合试验和CD8+T

细胞和/或CD4+T辅助细胞活化试验，从而获得10‑30种二级选定的  (secondarily 

selected)序列元素，其中所述的二级选定的序列元素能够与TCR  结合且使CD8+T细胞和/

或CD4+T辅助细胞活化；

[0019] (f) .基于所述二级选定的序列元素，合成对应于所述二级选定的序列元素的 

DNA、RNA、肽链；

[0020] (g) .将上一步骤中合成的所述的DNA、RNA、肽链与药学上可接受的载体混合，从而
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制得药物组合物，即为个性化癌症疫苗。

[0021] 在另一优选例中，在经富集的第一样本中，CTC细胞丰度为5％至95％(较佳地  10‑

90％)而正常体液细胞丰度为95％至5％(较佳地90‑10％)，且CTC细胞丰度和正常体液细胞

丰度相加之后为100％。

[0022] 在另一优选例中，在经富集的第二样本中，来自于CTC细胞的ctDNA和ctRNA  含量

为5％至95％(较佳地10‑90％)而来自于正常细胞cfDNA和cfRNA的含量为95％至5％(较佳

地90‑10％)，且CTC细胞的ctDNA和ctRNA含量和正常细胞cfDNA和  cfRNA含量相加之后为

100％。

[0023] 在另一优选例中，所述第一核酸样本中，来自CTC细胞的核酸样本与来自正常体液

细胞的核酸样本的重量比B2等于或基本上等于B1。

[0024] 在另一优选例中，第一对照测序数据集R1对应于正常的PBMC细胞的测序数据集。

[0025] 在另一优选例中，第二对照测序数据集R2对应于正常的PBMC细胞的测序数据集。

[0026] 在另一优选例中，在步骤(t4)，“将来自正常体液细胞的核酸样本作为来自  CTC细

胞的核酸样本的对照”指在对测序数据，参考CTC细胞丰度C1与正常体液细胞丰度C2之比B1

进行分类和/或分析。

[0027] 在另一优选例中，在步骤(w3)，“将来自正常细胞的cfDNA和cfRNA作为来自CTC细

胞的ctDNA和ctRNA的对照”指在对测序数据，参考CTC细胞的ctDNA  和ctRNA含量L1与来自

正常细胞cfDNA和cfRNA含量L2之比B2进行分类和/或分析。

[0028] 在另一优选例中，在所述分类和/或分析中，对于同一位点或位置的两类测序数据

D1和D2，如果符合下式Q1，则将测序数据D1归类为CTC测序数据，并将测序数据D2归类为正

常体液细胞的测序数据

[0029] RD1/(RD1+RD2)≈C1/(C1+C2)    (Q1)

[0030] 式中，

[0031] RD1为测序数据D1(如读序或其相关序列)的出现频率(或丰度，如读序深度)

[0032] RD2为测序数据D2(如读序或其相关序列)的出现频率(或丰度，如读序深度)

[0033] C1为经富集的第一样本中的CTC细胞丰度；

[0034] C2为经富集的第一样本中的正常体液细胞丰度。

[0035] 在另一优选例中，在所述分类和/或分析中，对于同一位点或位置的两类测序数据

E1和E2，如果符合下式Q2，则将测序数据E1归类为CTC细胞的ctDNA和ctRNA  测序数据，并将

测序数据E2归类为正常细胞ctDNA和ctRNA的测序数据

[0036] RE1/(RE1+RE2)≈L1/(L1+L2)    (Q2)

[0037] 式中，

[0038] RE1为测序数据E1(如读序或其相关序列)的出现频率(或丰度，如读序深度)

[0039] RE2为测序数据E2(如读序或其相关序列)的出现频率(或丰度，如读序深度)

[0040] L1为经富集的第二样本中的CTC细胞ctDNA和ctRNA含量；

[0041] L2为经富集的第二样本中的正常细胞ctDNA和ctRNA含量。

[0042] 在另一优选例中，在步骤(w2)中，所述富集包括用选自下组的一种或多种方法进

行：通过基于细胞尺寸的捕获(过滤方法)或基于肿瘤表面标志物的阳性捕获(免疫学方

法)。
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[0043] 在另一优选例中，在步骤(t2)中，所述富集包括用选自下组的一种或多种方法进

行：分子筛、甲基化分离、过滤离心或其组合。

[0044] 在另一优选例中，所述的测序包括用选自下组的一种或多种方法进行：初筛 

Ultra  low  pass‑WGS、WES或RNA‑seq。

[0045] 在另一优选例中，所述的序列元素为下组：DNA序列元素、RNA序列元素、和  /或肽

链序列元素。

[0046] 在另一优选例中，所述的DNA序列元素包含2‑5个DNA变异体，每个DNA  变异体包含

至少5个短肽链编码序列；和/或

[0047] 所述的RNA序列元素包含2‑5个RNA变异体，每个RNA变异体包含至少5  个短肽链编

码序列；和/或

[0048] 所述肽链序列元素含有5‑100个氨基酸。

[0049] 在另一优选例中，所述肽链序列元素优选为10‑80个氨基酸，更优选为15‑50  个，

如20、30、40个氨基酸。

[0050] 在另一优选例中，所述的“与HLA类型I或II受体结合的序列元素”指所述序列元素

所对应的肽序列(即肽链序列元素本身，或RNA序列元素/DNA序列元素所编码的肽序列)能

够与HLA类型I或II受体结合。

[0051] 在另一优选例中，所述的正常体液细胞包括白细胞、单核细胞、淋巴细胞等。

[0052] 在另一优选例中，所述方法还用于癌症的早期诊断。

[0053] 在另一优选例中，所述方法在4‑6周内完成，以利于个性化癌症疫苗及时应用于激

发患癌对象的免疫反应。

[0054] 在另一优选例中，所述体液包括血液、尿液、唾液、淋巴液或精液。

[0055] 在另一优选例中，所述体液包括胸水、腹水、脑脊液。

[0056] 在另一优选例中，所述方法还包括步骤(h1)：基于步骤(f)中合成的所述的DNA、 

RNA、肽链，筛选出与所述二级选定的序列元素特异性结合的单链抗体(scFV)，并构建和/或

扩增表达嵌合抗原受体(CAR)的T细胞(CAR‑T)，其中，所述CAR含有所述scFV作为胞外抗原

结合域。

[0057] 在另一优选例中，所述的单链抗体是通过单链抗体噬菌体展示技术获得。

[0058] 在另一优选例中，在步骤(h1)中，针对一种或多种(如2‑5种)所述二级选定的序列

元素，分别筛选出具有特异性的单链抗体(scFV)，并构建相应的所述表达嵌合抗原受体

(CAR)的T细胞(CAR‑T)。

[0059] 在另一优选例中，所述的表达嵌合抗原受体(CAR‑)的T细胞用于回输给所述对象。

[0060] 在另一优选例中，所述的回输还包括额外地施用针对通用肿瘤抗原的  CAR‑T细

胞、TCR‑T细胞和/或共刺激因子。

[0061] 在另一优选例中，所述方法还包括步骤(h2)：基于步骤(f)中合成的所述的DNA、 

RNA、肽链，筛选出与所述二级选定的序列元素特异性结合的T细胞受体(TCR)，并构建和/或

扩增表达所述TCR的T细胞(TCR－T)。

[0062] 在另一优选例中，在步骤(h2)中，针对一种或多种(如2‑5种)所述二级选定的序列

元素，分别筛选出特异性的TCR，并构建和/或扩增相应的表达所述TCR 的T细胞。

[0063] 在另一优选例中，所述的表达所述TCR‑的T细胞用于回输给所述对象。
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[0064] 在另一优选例中，所述的回输还包括额外地施用针对通用肿瘤抗原的  CAR‑T细

胞、TCR‑T细胞和/或共刺激因子。

[0065] 在另一优选例中，所述方法还包括步骤(h3)：基于步骤(f)中合成的所述的DNA、 

RNA、肽链，在体外对所述对象的树突状细胞(DC)进行致敏(priming)处理，从而获得经致敏

的(primed)树突状细胞。

[0066] 在另一优选例中，在步骤(h3)中，用多种(如2‑5或5‑10或10‑20种)所述二级选定

的序列元素，进行致敏处理。

[0067] 在另一优选例中，在步骤(h3)中，还包括：在体外，将所述经致敏的树突状细胞与

所述对象的T细胞进行共培养，从而制得DC‑CTL细胞。

[0068] 在另一优选例中，所述的经致敏的(primed)树突状细胞和/或DC‑CTL细胞用于回

输给所述对象。

[0069] 在另一优选例中，步骤(h1)、(h2)和(h3)是各自独立的，并可任意互相组合。

[0070] 在另一优选例中，在所述方法中，用步骤(h1)、(h2)和/或(h3)替换步骤(g)。

[0071] 在另一优选例中，步骤(g)、(h1)、(h2)和(h3)是各自独立的，并可任意互相组合。

[0072] 在另一优选例中，所述的正常体液细胞选自下组：外周血单个核细胞(PBMC)。

[0073] 本发明第二方面，提供了一种个性化癌症疫苗，所述的疫苗是由本发明第一方面

中任一所述方法制成的。

[0074] 在另一优选例中，所述的疫苗还任选地含有佐剂。

[0075] 在另一优选例中，所述佐剂包括：poly‑ICLC，TLR，1018ISS，铝盐，Amplivax， 

AS15，BCG，CP‑870、893，CpG7909，CyaA，dSLIM，GM‑CSF，IC30，IC31，咪喹莫特，ImuFact 

IMP321，IS  Patch，ISS，ISCOMATRIX，Juvlmmune，LipoVac，MF59，单磷酰脂质A，蒙塔尼德IMS 

1312，蒙塔尼德ISA  206，蒙塔尼德ISA  50V，蒙塔尼德ISA‑51，OK‑432，OM‑174，OM‑197‑MP‑

EC，ONTAK，PLGA微颗粒，瑞喹莫德，SRL172，病毒微体和其他病毒样颗粒，YF‑17D，VEGF陷阱，

R848，β‑葡聚糖，Pam3Cys，阿奎拉QS21刺激子，vadimezan或AsA404(DMXAA)。

[0076] 本发明第三方面，提供了一种用于免疫治疗的细胞产品，所述的细胞产品是用本

发明第一方面中所述的方法制备的，所述细胞产品包括：个性化CAR‑T细胞、个性化TCR‑T细

胞、个性化经致敏的DC细胞和个性化DC‑CTL细胞。

[0077] 本发明第四方面，提供了一种在患癌对象诱导肿瘤特异免疫反应的方法，包括向

需要的对象施用如本发明第二方面所述的个性化癌症疫苗。

[0078] 在另一优选例中，所述个性化癌症疫苗还可用于制备一种联合施用治疗癌症的药

物组合物。

[0079] 在另一优选例中，所述个性化癌症疫苗和佐剂还可与其他药物和/或疗法联合用

药。

[0080] 在另一优选例中，所述的其它药物或疗法包括抗免疫抑制药物、化疗、放疗、或其

他靶向药物。

[0081] 在另一优选例中，所述抗免疫抑制药物包括抗CTLA‑4抗体，抗PD1抗体，抗  PD‑L1

抗体，抗CD25抗体，抗CD47抗体或IDO抑制剂。

[0082] 在另一优选例中，所述的治疗癌症的药物组合物包括抗体药物、细胞免疫治疗药

物(如CAR‑T细胞、TCR‑T细胞、DC‑CTL细胞等)、或其组合。
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[0083] 本发明第五方面，提供了一种对患癌对象进行个性化治疗的方法，包括向需要的

对象施用如本发明第三方面所述的免疫治疗的细胞产品。

附图说明

[0084] 图1显示了小鼠肺癌动物模型身体状态观察图。部份实验组小鼠(A,B,C)4  周注射

完成后出现腹部皮毛脱落现象，而对照组小鼠(D)表现正常。

[0085] 图2显示了单个CTC示意图。从患癌小鼠结肠癌病人(A)和结肠癌病人(B)  血浆中

分离的CTC(如箭头所指)。利用Celsee系统富集的CTC经染色显示DAPI  阳性(蓝色) ,panCK

阳性(绿色)及CD45阴性。并进行CTC细胞回收及富集，从该结肠癌病人分选的最终CTC细胞

数经过二代测序(NGS)验证和Sequenza  软件分析，细胞总数为10，其中CTC细胞丰度

(cellularity)占比30‑40％，染色体倍数(ploidy)为混合多倍体；背景颜色表示分析对数

后验概率(log  posterior probability ,LPP)的可能性(蓝色＝最有可能，白色＝最不可

能)(C)。

[0086] 图3显示了CTC单细胞外显子组测序和转录组测序(G&T‑seq)核酸扩增示意图。从

患癌小鼠血浆CTC富集样本先分离mRNA，经反转录成cDNA(A，  B)，同时提取剩余的基因组

DNA并扩增(C)，以供外显子组测序和转录组测序使用。

[0087] 图4显示了对应于图3AB的cDNA文库的一个CTC突变的测序结果。

[0088] 图5显示了小鼠个性化癌症疫苗制备示意图。已筛选并制作8‑12种多肽疫苗，与佐

剂混合，注射至患癌小鼠皮下，观察疗效。注射了个性化癌症疫苗的患癌小鼠，仍然存活，而

没有注射疫苗的患癌小鼠，则陆续死亡。

[0089] 图6显示了病人ctDNA片段大小示意图。利用安捷伦2100分析仪，上图  (Rubicon提

供)箭头显示有两个片段，左边为主要的170bp片段，右边为一些大分子片段；下图为一病人

ctDNA样本，除主要170bp片段外，大分子片段已被专有的富集手段清除。

[0090] 图7显示了癌症病人肿瘤新生抗原预测结果。应用HLAHD软件对病人  HLA分子分

型，应用Sentieon  TNscope等软件，以病人外周血单个核细胞DNA  外显子组测序序列作为

对照，从病人CTC  DNA外显子组测序序列中分离肿瘤新生抗原，并应用相关分析软件预测短

肽链肿瘤新生抗原及其相对应的野生型短肽链与病人MHC分子的亲和力。方框显示病人个

性化癌症疫苗筛出的最佳候选成份，该短肽链肿瘤新生抗原与MHC  I类分子的亲和力

(7.16nM)比其相对应的野生型短肽链(25394.2nM)要高出约3550倍。

[0091] 图8显示了癌症病人癌症驱动基因突变示意图。两个癌症病人(结肠癌和皮肤癌)

外显子组测序结果显示Muc16基因突变有5个相同的位点(箭头所指)。

[0092] 图9显示了肿瘤新生抗原筛查流程。利用专有的筛查方法，从癌症病人血浆CTC筛

选80‑100种肿瘤新生抗原候选成份，组成串联短基因(TMG)库，进行体外转录(IVT)，RNA分

子转染至从病人血浆分离分化的DC细胞；然后抽取病人外周血，分离CD8+T细胞、CD4+T辅助

细胞，分别进行ex  vivo  ELISPOT  实验，筛选出能活化CD8+T细胞或CD4+T辅助细胞的肿瘤

新生抗原，制备个性化癌症疫苗。

[0093] 图10显示了卵巢癌病人无创血浆和有创胸腹水分离制备CTC肿瘤新生抗原疫苗实

验流程。
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具体实施方式

[0094] 本发明人经过广泛而深入的研究，首次在患癌对象体液中通过收集体液并分离富

集一定比例的循环肿瘤细胞(CTC)及其DNA和RNA或循环肿瘤DNA(ctDNA)  和循环肿瘤RNA

(ctRNA)混合物，利用新一代测序技术(包括ULP‑WGS、WES及  RNA‑seq等测序方法)，分别以

患癌对象其他正常体液细胞DNA和RNA样本作为  CTC及其DNA和RNA的对照样本，或患癌对象

体液内来自于其他正常细胞的游离DNA(cfDNA)和游离RNA(cfRNA)样本作为ctDNA和ctRNA

的对照样本，在提取和富集的CTC  DNA及RNA和/或ctDNA及ctRNA片段中，分离和证实10‑30 

种能引起蛋白序列变化并能与人体HLA类型I或II受体及T‑细胞受体(TCR) 紧密结合，还能

活化CD8+T细胞或CD4+T辅助细胞的含肿瘤特异体细胞突变的  DNA，RNA或短肽链，即肿瘤新

生抗原，有助于癌症的早期诊断；并且，在4‑6  周内，制成个性化癌症疫苗，从而开发快速、

高效个性化实体肿瘤免疫治疗方案。在此基础上，完成了本发明。

[0095] 具体地，本发明人采用富集(1)循环肿瘤细胞(CTC)及其DNA和RNA或(2)  循环肿瘤

DNA(ctDNA)和循环肿瘤RNA(ctRNA)，按照特定比例，利用测序技术  (NGS)包括Ultra  low 

pass全基因组测序(ULP‑WGS)、全外显子组测序(WES)及  RNA‑seq，分别以从患癌对象CTC和

其他正常体液细胞DNA和RNA混合抽提液中占比≤95％的其他正常体液细胞DNA和RNA样本

作为占比≥5％的CTC及其DNA  和RNA样本的对照样本，或患癌对象体液内占比≤95％的来

自于其他正常细胞的游离DNA(cfDNA)和游离RNA(cfRNA)样本作为占比≥5％的ctDNA和

ctRNA样本的对照样本，在提取和富集的CTC  DNA及RNA和/或ctDNA及ctRNA片段中，分离和

证实10‑30种能引起蛋白序列变化并能与人体HLA类型I或II受体及  T‑细胞受体(TCR)紧密

结合，还能活化CD8+T细胞或CD4+T辅助细胞的含肿瘤特异体细胞突变的DNA，RNA或短肽链，

即肿瘤新生抗原，有助于癌症的早期诊断；并且，在4‑6周内，制成个性化癌症疫苗，及时用

于激发患癌对象的免疫反应。

[0096] 定义

[0097] “体液(bodily  fluid)”是指人体自然存在或分泌的液体，包括并不限于血液、尿

液、唾液、淋巴液、精液、胸水、腹水、脑脊液等。

[0098] 循环肿瘤细胞(circulating  tumor  cell，CTC)是存在于血液循环系统中的各类

肿瘤细胞的统称，因自发或诊疗操作从实体肿瘤病灶包括原发灶和转移灶等脱落，大部分

CTC在进入外周血后发生凋亡或被吞噬，少数能够逃逸并发展成为转移灶，增加癌症患者死

亡风险。

[0099] “cfDNA和cfRNA”是指人体体液系统，尤其是血液循环系统中，含有不断流动的来

自病人肿瘤基因组的DNA和细胞RNA片段。正常细胞和肿瘤细胞都会破裂，细胞破裂之后，细

胞中的DNA就会被释放到体液当中，其中进入血液的这部分DNA和RNA，就被称为血浆游离

DNA(cfDNA)或cfRNA。

[0100] “ctDNA和ctRNA”是指人体体液系统，尤其是血液循环系统中，含有不断流动的来

自病人肿瘤基因组的DNA和细胞RNA片段。以上cfDNA和cfRNA里来源于肿瘤细胞的那部分

DNA和RNA，携带肿瘤特异突变,叫ctDNA或ctRNA。

[0101] “肿瘤新生抗原(neoantigen)”是指仅表达于某种肿瘤细胞表面而不存在于正常

细胞上的新抗原，故又称独特肿瘤抗原。此类抗原可存在于不同个体同一组织类型的肿瘤

中，如人恶性黑色素瘤基因编码的黑色素瘤特异性抗原可存在于不同个体的黑色素瘤细
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胞，但正常黑色素细胞不表达。这类抗原也可为不同组织学类型的肿瘤所共有，如突变的

ras癌基因产物可见于消化道、肺癌等，但由于其氨基酸顺序与正常原癌基因ras表达产物

存在差异，可被机体的免疫系统所识别，激发机体的免疫系统攻击并消除肿瘤细胞。肿瘤新

生抗原主要诱导T细胞免疫应答。

[0102] “WGS”是在获得一定的遗传及物理图谱信息的基础上，将基因组DNA分解成2kb左

右的小片段进行随机测序，辅以一定数量的10kb的克隆和BAC克隆的末端测序，利用超级计

算机进行整合进行序列组装。

[0103] “ULP‑WGS”则是一种超低通量的快速、相对廉价的全基因组测序方法，测序深度仅

为0.01‑0.1x，已应用于无创产前筛查以检测大规模染色体异常。可用于癌症病人早期CTC

和ctDNA的筛查，筛查阳性的CTC和ctDNA样本可进一步开展WES和RNA‑seq分析。

[0104] “WES”：外显子组(Exome)是指真核生物基因组中全部外显子区域的总和，包含了

蛋白质合成最直接的信息。WES是利用设计好的探针试剂盒将坐标已知的全基因组外显子

区域的DNA捕捉并富集后，进行高通量测序的基因组分析方法。对于人类基因组来说，外显

子区域大概占到基因组的1％，大约30M。

[0105] “RNA‑seq”：转录组是指在相同生理条件下的在一个细胞、或一群细胞中所能转录

出的所有RNA的总和，包括mRNA、rRNA、tRNA及非编码RNA。RNA‑seq  是将提取所要研究的特

定类型的RNA，将其反转录成cDNA，利用高通量测序技术获得某一物种特定组织或器官在某

一状态下的几乎所有转录本序列信息。

[0106] “MHC”是所有生物相容复合体抗原的一种统称，表示由MHC基因家族(MHC classⅠ,

classⅡ,classⅢ)编码而成的分子，位于细胞表面，主要功能是绑定由病原体衍生的肽链，

在细胞表面显示出病原体，以便于T‑细胞的识别并执行一系列免疫功能。MHC  class  I位于

一般细胞表面上，可提供一般细胞内的一些状况，比如该细胞遭受病毒感染，则相关病毒外

膜碎片的短肽链透过MHC  提示在细胞外侧，可以供CD8+T细胞等辨识，以进行扑杀。MHC 

classⅡ只位于抗原提呈细胞(APC)上，如巨噬细胞、CD4+T辅助细胞等。这类提供则是细胞

外部的情况，像是组织中有细菌侵入，则巨噬细胞进行吞食后，把细菌碎片利用MHC提示给

辅助T细胞，启动免疫反应。MHC  classⅢ主要编码补体成分，肿瘤坏死因子(TNF)等。人类的

MHC通常被称为HLA(human  leucocyte antigen)，即人类体液细胞抗原。MHC基因，定位于人

类第六号染色体短臂，呈高度多态性。

[0107] “CD8+ T细胞”通常指在细胞表面表达CD8的T细胞。而CD8 (clus ter  of 

differentiation  8)是一种跨膜糖蛋白,用作TCR的co‑receptor。类似于  TCR ,CD8与MHC 

class  I分子结合，以供CD8+T细胞等辨识扑杀。

[0108] “CD4+T辅助细胞”通常指在细胞表面表达CD4的T辅助细胞，属于一种体液细胞。而

CD4(cluster  of  differentiation  4)是一种糖蛋白,用作TCR 的co‑receptor并辅助TCR

识别APC。CD4与MHC  class  II分子结合，以供  CD8+T细胞等辨识扑杀。

[0109] “IC50”是指被测量的拮抗剂或抑制剂的最大半抑制浓度。它能指示某一药物或者

物质(抑制剂)在抑制某些生物程序(或包含在此程序中的某些物质，比如酶，细胞受体或是

微生物)的半量。

[0110] “免疫佐剂”，又称非特异性免疫增生剂。本身不具抗原性，但同抗原一起或预先注

射到机体内能增强免疫原性或改变免疫反应类型。
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[0111] 术语“DNA、RNA、肽链”指DNA、RNA、和/或肽链。

[0112] “CAR‑T”，全称是嵌合抗原受体T细胞免疫疗法，是目前较为有效的恶性肿瘤免疫

治疗方法之一。嵌合抗原受体(CAR)是CAR‑T的核心部件，赋予T细胞HLA非依赖的方式识别

肿瘤抗原的能力，这使得经过CAR改造的T细胞相较于天然T细胞表面受体TCR能够识别更广

泛的目标。在急性白血病和非霍奇金淋巴瘤的治疗上有较好的疗效。

[0113] “TCR‑T”，全称是T细胞受体(TCR)嵌合型T细胞(TCR‑T)，是通过部分基因改造的方

法来提高这些TCR对相应的肿瘤新生抗原的“亲和力”来消灭肿瘤细胞。基因改造的TCR技术

也被称为亲和力增强的TCR技术。与上述CAR‑T  作为当前过继性细胞回输治疗ACT技术两大

最新的免疫细胞技术，因其能够表达特异性受体靶向识别特异性的细胞如肿瘤细胞，受到

广泛的关注和研究。

[0114] “DC‑CTL”，DC细胞受自体或同一种类肿瘤细胞裂解物的冲击，能特异递呈某一类

肿瘤抗原，从而诱导具有针对某一特定肿瘤细胞的细胞毒性淋巴细胞  (CTL)，提高了抗肿

瘤效应。国内外大量的临床资料显示DC‑CTL免疫治疗综合了DC和CTL的所有优点，对众多的

肿瘤均有明显疗效，且对控制肿瘤的复发与转移，提高患者机体的免疫力，提高生存质量均

有积极作用。DC‑CTL已成为当前生物治疗的主要治疗方法之一，也是未来根治肿瘤中最具

发展前景的肿瘤治疗手段之一。

[0115] CTC富集及CTC  DNA和RNA的提取

[0116] CTC的类型、数量及变化在肿瘤早筛、肿瘤用药、疗效评估和复发监测等方面有着

重要的临床指导意义。但在早期肿瘤病人10mL血液里面大概仅含1‑10  个左右的CTC，所以

在血液样本中收集罕见的CTC比较困难。目前CTC富集原理主要包括基于细胞尺寸的捕获

(过滤)和基于肿瘤表面标志物的阳性捕获(免疫学)  两种方法。过滤方法由于不依赖于特

定的标志物而且能高效富集或分离所有类型的CTC，应用更广泛。在现有使用过滤方法富集

CTC的产品中，Celsee  PREP100和  PREP400系统是无需预先去除红细胞、高度自动化、高效

率富集 ，并 将细胞富集 系统 与细胞鉴定 和分析 系统 整合到一起的 C T C 产品

(www.celsee .com)。细胞无需离心、细胞裂解、不添加任何标签；样本需求量少；分选速度

快；使用微流控芯片分选技术，分选效率高达80％以上；自动化多通道设置，一次可同时处

理4个样本。可对CTC进行原位免疫组化，DNA‑FISH，RNA‑FISH，细胞培养，PCR和NGS  分析等。

另外，CTC富集过程中，其细胞悬液不可避免地含有其他背景体液细胞如白细胞和淋巴细胞

等(Gogoi  P  et  al.Methods  Mol  Biol  2017；1634:55‑64)，我们在此首次巧妙地提出以该

细胞悬液中其他背景体液细胞如白细胞和淋巴细胞  DNA和RNA样本作为对照，对CTC的DNA

和RNA进行NGS包括ULP‑WGS，WES及  RNA‑seq等分析，从而发现肿瘤特异体细胞突变。

[0117] 在一优选例中，对于总数仅10个细胞的细胞样本(其中，CTC为1‑4个，即CTC占比

10‑40％)，本发明方法仍可高灵敏地检测出肿瘤特异体细胞突变。

[0118] ctDNA和ctRNA的提取及富集

[0119] ctDNA大小约166bp，相当于围绕核糖体及其连接体的长度。这些DNA片段来源于四

个部分：1、坏死的肿瘤细胞；2、凋亡的肿瘤细胞；3、循环肿瘤细胞；  4、肿瘤细胞分泌的外排

体。自1977年人类发现ctDNA以来，一直对其研究。1994  年，研究人员首次鉴定了来源于肿

瘤的含有癌症标志性突变的DNA。加上ctDNA 的无创性和易获得性，在其中发现的肿瘤标志

物，被认为可以用于检测肿瘤早期诊断、进展过程、预后判断及个性化用药指导。虽说早在
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1987年Wieczorek等发现患癌对象血浆中存在ctRNA，直到1999年，特异基因mRNA才不断在

不同患癌对象血浆中得到证实(González‑Masiá  JA  et  al.OncoTargets&Therapy  2013； 

6:819‑832)。但由于ctDNA和ctRNA在人体血液内含量极低，只有循环DNA的1％，甚至万分之

一，其检测存在较大的挑战。本发明人从患癌对象体液样本分离去除细胞，并从去除细胞的

样本中通过分子筛、甲基化分离、过滤离心等方法提取cfDNA和cfRNA，从中富集ctDNA和

ctRNA片段达10‑100％，有利于下游的WGS，  WES和RNA‑seq。另外，ctDNA和ctRNA富集过程

中，其核酸悬液不可避免地含有来自于体液内其他正常细胞的cfDNA和cfRNA，本发明在此

首次巧妙地提出以该核酸悬液中来自于体液内其他正常细胞的cfDNA和cfRNA样本作为对

照，对  ctDNA和ctRNA进行NGS包括ULP‑WGS，WES及RNA‑seq等分析，从而发现肿瘤特异体细

胞突变。

[0120] 肿瘤新生抗原分离和证实

[0121] 本发明的主要目的是在患癌对象体液中分离富集CTC及其DNA和RNA或  ctDNA和

ctRNA，利用NGS包括ULP‑WGS、WES及RNA‑seq，分离和证实能引起蛋白序列变化并能与人体

HLA类型I或II受体及TCR紧密结合，还能活化CD8+T  细胞或CD4+T辅助细胞的含肿瘤特异体

细胞突变的DNA，RNA或短肽链，即肿瘤新生抗原。尤其重要的是，这些变异的新生抗原只存

在于病人的肿瘤细胞，而不存在于病人的正常组织和细胞，有助于癌症的早期诊断。有意义

的突变包括：(1)非同义突变导致氨基酸序列变化；(2)通读突变导致终止密码子发生变化

或消失，而在蛋白序列C端形成较长的肿瘤特异蛋白序列；(3)剪切位点突变导致在mRNA序

列内出现包含內显子的肿瘤特异蛋白序列；(4)染色体重组导致形成一个嵌合蛋白，结合位

点含肿瘤特异蛋白序列(基因融合)；(5)mRNA移码突变或缺失，产生一个含肿瘤特异蛋白序

列的新的蛋白开放阅读框(ORF)。

[0122] WES是对定向富集的基因组DNA进行高通量测序，它能够以相对低廉的成本对人类

外显子组进行测序。2009年，外显子组捕获工具的出现，让WES技术迅速火热，目前市场上的

技术平台相对成熟。经过WES分离出能引起蛋白序列变化的含肿瘤特异体细胞突变的DNA，

RNA或短肽链后，这些突变还得需要  RNA‑seq来证实这些突变蛋白或变异体编码DNA、RNA的

表达。前述体液样品提取ctRNA后，去除rRNA，保留带PolyA和不带PolyA的转录本，用六碱基

随机引物(random  hexamers)合成cDNA第一链，并加入缓冲液、dNTPs、RNase  H和DNA 

polymerase  I合成cDNA第二链，经过PCR试剂盒纯化并加EB缓冲液洗脱经末端修复，加测序

接头，并进行PCR扩增，从而完成整个文库制备工作，构建好的文库进行NGS。

[0123] 除了采用传统的WES和RNA‑seq技术来筛查肿瘤新抗原，还可利用现代的新型生物

信息学建立MHC(HLA类型I或II受体)结合文库，从中筛查能与MHC  结合的多肽链或RNA变异

体，缩小WES尤其是RNA‑seq范围，加快NGS实验进程。

[0124] 肿瘤新生抗原与HLA类型I或II受体及TCR结合

[0125] 领域里已有各种离体预测HLA结合实验方法,如IEDB综合性预测方法，可用来预测

分离和证实的潜在肿瘤新生抗原与HLA亲和力，即IC50≤100nm或至少≤150nm。基于正常人

体对前述完全新颖的蛋白序列不存在耐受性及其肿瘤特异性，只要它们与HLA类型I或II受

体预测亲和力≤500nM，可被作为最优先考虑的短肽链以制作个性化疫苗。如果非同义突变

短肽链与HLA类型I或  II受体预测亲和力≤150nM，同时与之相对应的天然肽链与HLA类型I

或II受体预测亲和力≥1000nM，该短肽链可被作为次优先考虑来制作个性化疫苗。如果非
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同义突变短肽链和与之相对应的天然肽链与HLA类型I或II受体预测亲和力分别≤150nM，

该短肽链可被作为第三优先考虑来制作个性化疫苗。

[0126] 但仅与HLA结合不是一个优化的免疫原性预测，而增加TCR结合度可以提高预测精

度。而本发明提出从患癌对象体液中提取T‑细胞，将筛选出的短肽链或变异体编码RNA进行

离体TCR结合试验和CD8+T细胞或CD4+T辅助细胞活化试验，这样能将TCR绑定到传统的工作

流中,以便更好地预测绑定到TCR 的新表位的准确性。

[0127] 与HLA类型I或II受体及TCR结合的肿瘤新生抗原CD8+T细胞或CD4+T辅助细胞活化

试验

[0128] 从患癌对象分离的CD8+T细胞和CD4+T辅助细胞能通过与HLA类型I或II  受体及

TCR结合的病人肿瘤新生抗原多肽链共同离体培养被活化，从而分泌针对这些肿瘤新生抗

原多肽链的IFN‑γ(IFN‑γELISPOT  assay)。

[0129] 制作患癌对象个性化癌症疫苗

[0130] 采用标准固相法合成化学结合反相高效液相色谱(RP‑HPLC)，通过GMP制作能引起

蛋白序列变化，并能与人体HLA类型I或II受体及TCR紧密结合，还能活化抗肿瘤CD8+T细胞

或CD4+T辅助细胞的含肿瘤特异体细胞突变的DNA，RNA 或短肽链个性化癌症疫苗。

[0131] 加快个性化癌症疫苗治疗进程

[0132] 目前，个性化癌症疫苗研发及制作得从病人癌变组织切除开始，耗时约需6‑8周，

且费用昂贵，这尤其对于转移性癌症患者而言，过程漫长。本发明人国际上首次通过收集体

液分离富集CTC及其DNA和RNA或循环肿瘤DNA(ctDNA)  和循环肿瘤RNA(ctRNA)，利用NGS包

括ULP‑WGS、WES及RNA‑seq，分别以患癌对象其他正常体液细胞DNA和RNA样本作为CTC及其

DNA和RNA的对照样本，或患癌对象体液内来自于其他正常细胞的游离DNA(cfDNA)和游离

RNA(cfRNA)  样本作为ctDNA和ctRNA的对照样本，在提取和富集的CTC  DNA及RNA和/或 

ctDNA及ctRNA片段中，分离和证实10‑30种能引起蛋白序列变化并能与人体  HLA类型I或II

受体及T‑细胞受体(TCR)紧密结合，还能活化CD8+T细胞或  CD4+T辅助细胞的含肿瘤特异体

细胞突变的DNA，RNA或短肽链，即肿瘤新生抗原；在4‑6周内，制成个性化癌症疫苗，为开发

快速、高效个性化实体肿瘤，尤其是转移性癌症免疫治疗方案提供可行性参考，以部分满足

患癌对象巨大的临床治疗需求。

[0133] 佐剂的使用

[0134] 免疫佐剂本身不具抗原性，但同抗原一起或预先注射到机体内能增强免疫原性或

改变免疫反应类型。例如，在以往的研究中，Poly‑ICLC显示出了与黄热病疫苗相似的佐剂

功能，因此，其也是目前认为最好的Toll样受体3激动剂。

[0135] 用于免疫治疗的细胞产品

[0136] 本发明还提供了用于个性化免疫治疗的细胞产品，代表性的所述细胞产品包括

(但并不限于)：CAR‑T细胞、TCR‑T细胞、经致敏的DC细胞和DC‑CTL细胞。

[0137] 在一实例中，本发明方法包括：快速筛选2‑5种与所述的二级选定的序列元素(即

肿瘤新生抗原)具特异性和高亲和力的单链抗体(SCFV)；然后收集所述对象(即患癌对象)

外周血中的T细胞，通过体外重组DNA技术，使其表达含有所述scFV作为胞外抗原结合域的

CAR，从而制得针对所述肿瘤新生抗原的个性化的CAR‑T细胞。

[0138] 本发明的一种或多种(如2‑5种)个性化的CAR‑T细胞可以回输给所述对象，从而激
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发患癌对象产生针对实体癌症和/或血液癌症的免疫反应。

[0139] 在一实例中，本发明方法包括：快速筛选2‑5种与所述的二级选定的序列元素(即

肿瘤新生抗原)具特异性和高亲和力的TCR；然后制备含相应TCR 的T细胞，针对所述肿瘤新

生抗原的个性化的TCR‑T细胞。

[0140] 本发明的一种或多种(如2‑5种)个性化的TCR‑T细胞可以回输给所述对象，从而激

发患癌对象产生针对实体癌症和/或血液癌症的免疫反应。

[0141] 在一实例中，本发明方法包括：用多种(如2‑5或5‑10或10‑20种)所述二级选定的

序列元素，对DC细胞进行致敏处理，从而获得经致敏的DC细胞。进一步地制备相应的DC‑CTL

细胞。

[0142] 本发明的经致敏的(primed)树突状细胞和/或DC‑CTL细胞可以回输给所述对象，

从而激发患癌对象产生针对实体癌症和/或血液癌症的免疫反应。

[0143] 个性化癌症疫苗与其他药物和疗法的联合用药

[0144] 《自然》在线发表的两组黑色素瘤病人中都有在个性化癌症疫苗免疫治疗后复发

的情况，比如C  Wu团队中有两名四期患者(肺部转移)在接受免疫治疗后仍旧产生癌症复

发。但是这些病人在接受了PD‑1抗体联合治疗后，病情得到控制。这在很大程度上应该与个

性化癌症疫苗治疗后患者免疫库的变化有关。美德两队的研究人员都发现，在经过特异性

疫苗治疗后，病人大多都产生了对肿瘤新生抗原具有特异结合能力的T细胞，而这些T细胞

在没有免疫之前在血液中检测不到，即个性化癌症疫苗从病人免疫库中找到了那些沉眠中

的T  细胞，或经过特异性抗原诱导产生原来不存在的T细胞，并把它们招募加入免疫系统，

从而产生了抗癌效果(Ott  PA  Nat  2017；547:217‑221 ,Epub  2017Jul 5；Sahin  U  et 

al.Nat  2017；547:222‑226,Epub  2017Jul  5)。更重要的是，这些新加入的T细胞大多为PD‑

1阳性，可用PD‑1抗体和其他抗免疫抑制药物包括抗CTLA‑4抗体，抗PD‑L1抗体，抗CD25抗

体，抗CD47抗体或IDO抑制剂等联合治疗。因此，针对肿瘤新生抗原的个性化癌症疫苗可以

通过“免疫招募”，“免疫诱导”等手段扩增病人已有的免疫库，给癌症免疫治疗带来了新的

希望。同时，个性化癌症疫苗还可与其他药物和疗法联合用药，包括疫苗+  化疗、疫苗+放

疗、疫苗+其他靶向药物等。

[0145] 本发明所有部分引用了各种参考文献。这些参考文献及其引用的参考文献通过引

用纳入本发明，予以披露，以便更全面地描述涉及本发明领域内的工作现状。

[0146] 应理解的是，上述涉及本发明的优选实施例和许多变动的披露，不脱离本发明适

用范围。本发明进一步用下面的实施例说明，不能以任何方式解释为限制本发明适用范围。

[0147] 下面结合具体实施例，进一步阐述本发明。应理解，这些实施例仅用于说明本发明

而不用于限制本发明的范围。下列实施例中未注明具体条件的实验方法，通常按照常规条

件，例如Sambrook等人，分子克隆：实验室手册(New  York:  Cold  Spring  Harbor 

Laboratory  Press,1989)中所述的条件，或按照制造厂商所建议的条件。除非另外说明，否

则百分比和份数是重量百分比和重量份数。

[0148] 如无特别说明，实施例中所用的材料或试剂均为市售产品。

[0149] 实施例1.建立小鼠早期肺腺癌模型并用个性化癌症疫苗治疗

[0150] 已有报道，应用甲基硝基亚硝基胍(1‑methyl‑3‑nitro‑1‑nitroso‑  guanidine，

MNNG，一种强诱癌试剂)皮下注射小鼠可诱导肺癌的发生，以建立早期肺癌动物模型(Xiao 
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SM  et  al.2015；Acta  Lab  Anim  Sci  Sin  23:227‑32)。我们根据此方法建立小鼠早期肺腺

癌模型，并用个性化癌症疫苗治疗。

[0151] 采用浓度为2.0mg/mL的亚硝基胍溶液0.2mL每周皮下注射至20只KM  母鼠(25‑

30g)，连续注射四周(图1)。注射后4周左右，从鼠尾取全血200ul，分离富集CTC(图2A)及其

DNA和RNA或ctDNA和ctRNA。图3显示了CTC单细胞外显子组测序和转录组测序(G&T‑seq)核

酸扩增示意图。从患癌小鼠血浆  CTC富集样本先分离mRNA，经反转录成cDNA(图3，A，B)，同

时提取剩余的基因组DNA并扩增(图3，C)，以供外显子组测序和转录组测序使用。图4  显示

了对应于图3AB的cDNA文库的一个CTC突变的测序结果。

[0152] 以病鼠外周血单个核细胞DNA样本作为对照，在提取和富集的CTC  DNA  和RNA片段

中，进行WES和RNA‑seq，分离和证实能引起蛋白序列变化并含肿瘤特异体细胞突变的短肽

链。由于小鼠MHC分子编码基因与人类相似，利用生物信息学软件，筛选出8‑12种能引起蛋

白序列变化并能与MHC  I或II类分子及鼠TCR紧密结合，还能活化CD8+T细胞或CD4+T辅助细

胞的含肿瘤特异体细胞突变的短肽链，即肿瘤新生抗原。

[0153] 对于小鼠肿瘤新生抗原进行了分析，方法如下：应用小鼠H‑2分型软件对小鼠H‑2

分子分型，应用Sentieon  TNscope等软件，以患癌小鼠外周血单个核细胞DNA外显子组测序

序列作为对照，从患癌小鼠CTC  DNA外显子组测序序列中分离肿瘤新生抗原，并应用相关分

析软件预测短肽链肿瘤新生抗原及其相对应的野生型短肽链与该小鼠MHC分子的亲和力。

病鼠个性化癌症疫苗筛出的一个优选的肿瘤新生抗原肽(KAIRNVLII)，该短肽链肿瘤新生

抗原与MHC  I  类分子的亲和力(9.19nM)比其相对应的野生型短肽链(5105.43nM)要高出约 

556倍；同时，IEDB预测与小鼠TCR亲和力(MHC  I免疫原性)得分较高  (0.20254)。

[0154] 将该上述优选的肿瘤新生抗原肽制成个性化癌症疫苗，与佐剂混合，注射至患癌

小鼠皮下，观察疗效(图5)。注射了个性化癌症疫苗的患癌小鼠，仍然存活，而没有注射疫苗

的患癌小鼠，则陆续死亡。

[0155] 实施例2.在患癌对象血浆中分离富集CTC及其DNA和ctDNA，利用WES  和RNA‑seq，

分离和证实肿瘤新生抗原

[0156] 在3个患癌对象(肺癌、结直肠癌和膀胱癌)外周血中分别采集两管，一管10ml，另

一管5ml全血，置于EDTA采血管中，上下混匀数次。10ml管利用Celsee系统进行CTC富集和计

数(图2B)。

[0157] CTC富集过程中，其细胞悬液不可避免地含有其他血液细胞如白细胞和淋巴细胞

等。我们在此首次利用该细胞悬液中其他血液细胞如白细胞和淋巴细胞DNA  和RNA样本作

为对照，对CTC的DNA和RNA进行NGS包括ULP‑WGS，WES及RNA‑seq  等分析，从而发现肿瘤特异

体细胞突变。分选的最终细胞数经过NGS验证，对于总数仅10个细胞的细胞样本，CTC细胞丰

度(cellularity)占比30‑40％，染色体倍数(ploidy)为混合多倍体；背景颜色表示分析对

数后验概率(log  posterior probability,LPP)的可能性(蓝色＝最有可能，白色＝最不可

能)(图2C)。。

[0158] 而另一管5ml全血，在1900x  g(3000rpm)和4℃条件下，离心血液样本10分钟。仔细

吸取上清液，不干扰下层吸浆。从5ml全血样品，可获取约3ml血浆。上清液分别转移至2个

1.5ml  EP管中，在16000x  g和4  ℃条件下，离心10分钟。小心吸取上清液，不干扰高速离心

形成的少量沉淀物，存放于‑80℃冰箱。第2天后，取3ml血浆样品用QIAamp游离核酸提取试

说　明　书 13/14 页

16

CN 109865133 B

16



剂盒(Qiagen  55114)提取cfDNA，加入离心、过滤步骤，富集ctDNA。同时，利用Rubicon的

ThruPLEX  Plasma‑seq试剂盒，在NGS分析之前扩增含量较少的ctDNA(图6)。

[0159] 另外，ctDNA富集过程中，其核酸悬液不可避免地含有来自于体液内其他正常细胞

的cfDNA，我们在此首次利用该核酸悬液中来自于体液内其他正常细胞的  cfDNA样本作为

对照，对ctDNA进行NGS包括ULP‑WGS，WES及RNA‑seq等分析，从而发现肿瘤特异体细胞突变。

[0160] 上述样本直接进行核酸提取、扩增，然后进行二代测序包括外显子组测序，利用

Sentieon的相关软件流程包括TNscope等进行分析，基于比较肿瘤外显子组和转录组数据

与正常细胞对照数据，同时检测多种突变产生的变异多肽，结合先进的新生抗原预测算法

和软件，快速高效筛选出高质量的肿瘤新生抗原短肽序列(图7)。

[0161] 两个癌症病人(结肠癌和皮肤癌)外显子组测序结果显示癌症驱动基因  Muc16基

因突变有5个相同的位点(图8)。

[0162] 从癌症病人血浆CTC筛选80‑100种肿瘤新生抗原候选成份，组成串联短基因(TMG)

库，进行体外转录(IVT)，RNA分子转染至从病人血浆分离分化的  DC细胞；然后抽取病人外

周血，分离CD8+T细胞、CD4+T辅助细胞，分别进行ex  vivo  ELISPOT实验，筛选出能活化CD8+

T细胞或CD4+T辅助细胞的肿瘤新生抗原，制作个性化癌症疫苗(图9)。

[0163] 利用常规基于亲和力的方法筛选肿瘤新生抗原，其命中率(hit  rate)只有  3％，

而采用本发明的基于HLA全方位(HLA‑agnostic)方法筛选肿瘤新生抗原，其命中率(hit 

rate)可提高到35％。

[0164] 实施例3.卵巢癌病人无创血浆和有创胸腹水分离制备CTC肿瘤新生抗原疫苗

[0165] 本实施例的主要内容是开展以下临床前动物实验(实验流程见图10)：

[0166] 1.分离富集CTC。从晚期伴腹水卵巢癌病人无创血浆(10ml)和有创腹水进行CTC分

离和富集。

[0167] 2.腹水CTC体外培养，建立卵巢癌病人腹水CTC裸鼠PDX模型。

[0168] 3.血浆和腹水CTC  RNA和DNA提取和二代测序。利用二代测序技术  (NGS)包括全外

显子测序(WES)和RNAseq，从血浆和腹水CTC中分离和证实  10‑30种能引起蛋白序列变化并

能与病人MHC分子及TCR紧密结合，还能活化CD8+T细胞或CD4+T辅助细胞的含肿瘤特异体细

胞突变的短肽链，即肿瘤新生抗原。

[0169] 4.In  vivo证实肿瘤新生抗原疫苗的有效性。腹水和血浆CTC经过二代测序和后续

的生信学分析而筛选出的肿瘤新生抗原多肽或mRNA疫苗，与从该病人血浆中分离的DC离体

结合(priming)，并经ex  vivo  Elispot验证实验，筛选合适数量肿瘤新生抗原疫苗成分，与

从该病人血浆中分离的PBMC结合，一起注射至PDX裸鼠的尾部静脉。

[0170] 5.每日观察部份人源化PDX小鼠状况，每两天测量PDX小鼠皮下肿瘤的大小。以此

评估个性化癌症疫苗的安全性和有效性及进一步探索药效学特征。

[0171] 在本发明提及的所有文献都在本申请中引用作为参考，就如同每一篇文献被单独

引用作为参考那样。此外应理解，在阅读了本发明的上述讲授内容之后，本领域技术人员可

以对本发明作各种改动或修改，这些等价形式同样落于本申请所附权利要求书所限定的范

围。
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图8
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图10
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