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[摘　要]　癌症免疫疗法通过提高患者自身免疫力来识别和杀伤肿瘤目标,涉及到免疫 T细胞和

其他细胞之间(肿瘤或抗原呈递细胞)的直接相互作用.受周围微观环境热涨落的影响,精准探测

这种力学信号是免疫疗法面临的重要挑战.单分子技术具备高时空分辨的优势,能够克服环境热

涨落的影响,通过实时测量单个生物大分子的时空位置、结构转变、能量交换和信息流动等定量参

数来刻画生物大分子的动力学行为.将单分子技术应用到免疫疗法相关的研究中,精准测量免疫

疗法涉及的受体—配体的力学相互作用和自身动态结构,将为免疫疗法的发展提供单分子尺度的

思考和见解,实现物理学和免疫学的交叉融合发展.
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作用

１　恶性肿瘤和免疫疗法

恶性肿瘤的复发和转移是造成人类死亡的重要

因素之一,２０２０年度全球恶性肿瘤新发病例高达

１９２９万例,死亡病例９９６万例.其中,中国年度新

发病例４５７万例,占全球新发病例的２３．７％;死亡

病例３００万例,占全球死亡病例的３０．２％[１]

近些年,面向恶性肿瘤复发和转移的免疫疗法

发展迅速,其通过增强患者自身免疫系统的肿瘤识

别和杀伤能力来实现恶性肿瘤治疗[２,３].目前,免
疫检查点抑制剂、过继性 T细胞疗法等肿瘤免疫疗

法已投入临床使用,并在多种恶性肿瘤治疗中取得

显著治疗效果.
人体免疫系统通过释放B细胞和 T细胞,来抵

抗外界的病毒和细菌入以及清除人体自身的肿瘤细

胞,是维持人体生命健康的重要免疫屏障.就免疫

系统清除肿瘤细胞而言,其大致过程是,抗原呈

递细胞吞噬并分解肿瘤细胞抗原,将所分解的片段
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呈递给T细胞表面的受体(TCellReceptor,TCR),
触发淋 巴 因 子 分 泌,进 而 实 现 T 细 胞 的 激 活 与

扩增;激 活 的 T 细 胞 通 过 血 液 和 淋 巴 循 环 进 入

肿瘤组织中,识别并杀伤肿瘤细胞[４].然而,恶性

肿瘤大多表现了极强的免疫抑制性,使得 T细胞

无法正 常 识 别 和 杀 伤 肿 瘤 细 胞,造 成 肿 瘤 免 疫

逃逸.
为了让肿瘤患者体内的 T 细胞具备识别和杀

伤肿瘤细胞的能力,科学家们开发了一种称为嵌合

受体T细胞疗法(ChimericAntigenReceptorTＧcell
Therapy,CART),其基本思路是从患者血液中提
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取T细胞,在 T细胞膜表面嵌入靶向特定肿瘤相关

抗原的抗原受体结合区域和 T 细胞激活共刺激因

子结构域等,随后将改造的 T 细胞进行体外培养,
待其数量符合治疗需求(大约为几十亿 CART 细

胞/人)且质量合格后,再将CART输入到患者体内

来特异性识别并杀死肿瘤细胞[４].然而,源自患者

自身的CART疗法并不适用于所有肿瘤患者,原因

在于相当一部分肿瘤患者血液中的 T 细胞数量非

常少,无法通过现有技术获得足够量的 CART 细

胞.因此,探索 T 细胞激活的物理机理,大幅度提

升 T细胞激活效率这一重要科学问题亟待解决.
此外,CART疗法是通过 T细胞与肿瘤细胞之间

的相互作用来实现对肿瘤细胞的杀伤功能,T细胞

与肿瘤细胞之间的相互作用强弱也会影响最终

疗效.
现阶段细胞免疫研究认为抗原呈递细胞与 T

细胞的配体存在特异性识别,从而激活 T细胞,或
者识别靶细胞;而 T细胞与目标肿瘤细胞表面的

配体相互作用,决定了 T细胞对目标肿瘤细胞的

靶向识别和杀伤.近期研究表明(图１),T细胞激

活以及靶向识别等过程中存在 TCR 受体和配体

(PeptideＧMajorHistocompatibilityComplex,pMHC)
之间的力学相互作用,这种作用力的减弱或完全丧

失将削弱 T细胞和抗原结合能力,进而影响 T细

胞的激活效率及对靶向细胞的特异作用,并且这种

力学作用会引发 T细胞形变,而 T细胞形变情况

可 能 受 TCR 受 体ＧpMHC 配 体 对 空 间 分 布 的 调

控[５].因此,在激活和靶向杀伤过程中,T细胞通

过与其他相关细胞之间的直接物理接触以及接触

所产生的相互作用力,来实现自身的免疫功能,这
既涉及到生物大分子之间的力学相互作用和空间

特异性分布等物理学问题,又和 T细胞的生理功

能密切相关,是需要借助物理学和生物学共同来探

索的基础课题.

图１　T细胞、抗原呈递细胞和肿瘤细胞间的

力学作用示意图

２　免疫疗法面临的挑战

在 T细胞激活和杀伤靶向细胞等过程中,众多

受体—配体之间通过力学相互作用和特异性结合来

活化 T细胞,如何精准地测量 T细胞和靶细胞间的

受体—配体力学相互作用以及相关构象变化,追溯

其决定因素,总结归纳不同受体—配体对间的力学

作用的相似性和差异性是免疫疗法面临的重要挑

战.能否通过力学干预来调节 T 细胞的激活和杀

伤靶向细胞等过程、T细胞的免疫功能是否存在统

一的力学调控规律,这是免疫学领域尚未解答的重

要科学问题.无论离体还是在体免疫疗法研究,受
体—配体间的力学信号以及相关的构象信息都受

到周围热涨落的影响,无法运用传统方法表征,须
借助新的物理学测量方法来深入解析 T细胞激活

机理.

３　单分子技术

物理生物学基于物理方法的精密测量和生物对

象的离体构建,是生物学研究的新范式,也是物理学

研究领域的自然拓展,不局限于运用蛋白表达水平、
浓度、亲和性、聚集状态和信号路径等特征参量来描

述生命过程,更注重借助生物对象的时空位置、结构

转变、能量交换和信息流动等定量参数刻画生命过

程的动力学.尽管生命十分复杂,仍然是由单个分

子组装而成,仍然有它最基本的单元即细胞.单分

子物理生物学围绕定量理解生命过程动力学这一重

要目标,发展造物致知的研究理念,以单分子为核

心,将体外构建的单纯对象与活细胞上构建的复杂

体系相结合,利用光、热、磁、电、力等技术,定量解析

生命体系的微观动力学,量化各种核心参数,力图揭

示生命过程的运行机理并为理解生物学领域的相关

规律提供定量实验依据.

３．１　单分子操纵技术

单分子技术是探索单分子尺度物理生物学规律

的关键技术,是基于物理学原理所发展的一类方法,
以单个生物大分子为研究对象,借助新的显微测量

手段进行力学操控或空间位置示踪,精准测量生物

大分子的时空位置、结构转变、能量交换和信息流动

等参数,揭示单个生物大分子的动力学信息.根据

是否施加外力,单分子技术可分为单分子操纵和单

分子荧光成像两类技术.
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单分子操纵技术包括光镊、磁镊、原子力显微和

玻璃微针等操纵技术.其中,光镊通过激光照射并

在微球表面产生光压,从而借助操纵微球来操纵连

接于微球表面的生物大分子,通过测量生物大分子

的末端距离来精密测量生物大分子的动态结构,具
备纳米级的测量精度和毫秒级的时间精度[６],但也

存在低数据采集效率的限制.单分子磁镊技术把

感兴趣的生物大分子一端连接玻璃表面,另一端连

接磁性微球表面,通过施加磁场来拉伸或旋转磁性

微球,进而实现对生物大分子的操控[７,８](图２A).
通过实时测量磁性微球相对于玻璃表面的距离变

化,进而实时反映生物大分子的末端距离变化,即
生物大分子微观结构变化,既可以实现恒力下对生

物大分子结构的实时观测,也可以实时调节外力,
测量生物大分子结构在外力下的响应.相比于光

镊技术,单分子磁镊同样具备高的时间和空间分辨

率,能够实现１毫秒的快速曝光,并且能够实现单

个碱基尺度(~０．３４纳米)的空间精度,以及长时

间尺度的数据采集,实现对生物大分子快速动态过

程的精密测量.单分子磁镊尤其具备高通量数据

采集能力,能够实时对近百个 DNA 分子的结构变

化进行精密测量.单分子磁镊技术所面向的科学

问题是,生物大分子的动态结构,并探寻导致这种

结构变化的原因,即生物大分子之间的相互作用.
以基因转录过程为例,RNA聚合酶与DNA相互作

用,导致 DNA结构变化.利用单分子磁镊技术高

时空分辨地测量磁性微球位置变化,进而精准地展

现 RNA聚合酶与 DNA 相互作用和自身动态行

为,这是单分子操纵技术精密探测生物大分子之间

力学相互作用和自身形态变化的体现,为理解其相

互 作 用 机 理 和 结 构 演 化 规 律 提 供 定 量 实 验

依据[９,１０].

图２　单分子技术示意图(A．单分子磁镊操作技术,
B．单分子荧光技术)

３．２　单分子荧光成像技术

单分子荧光成像技术借助荧光分子、荧光量子

点或荧光纳米金刚石颗粒等探针来修饰所关注的生

物大分子,利用先进的显微成像平台来观测荧光分

子的时间和空间分布,进而探索所标记生物大分子

的时空动态演化机制.具备高通量、高时空分辨率

的优势,能够实现对大量荧光信号的纳米甚至亚纳

米尺度空间信息的平行测量.
单分子荧光技术包括单分子荧光共振能量转

移、多通道荧光共定位和蛋白介导荧光增强等技术.
其中,单分子荧光共振能量转移技术的物理学本质

是偶极—偶极相互作用导致的偶极子间的能量传递

(图２B).当偶极子为荧光分子时,若其中一个荧光

分子(供体荧光分子)的发射光谱和另一个荧光分子

(受体荧光分子)的吸收光谱重叠,那么当二者靠近

到２~８纳米时,就会发生能量转移现象,即供体荧

光分子的发射能量被受体荧光分子吸收进而发荧

光,称为荧光共振能量转移[１１].这种能量转移的效

率与两个荧光分子之间距离的６次方成反比,是一

种非常灵敏的探测两个分子距离的方法.荧光共振

能量转移不但能发生在一对荧光分子之间,还可发

生在多个荧光分子之间,即能量从一个供体荧光分

子转递给若干受体荧光分子,即多色荧光共振能量

转移技 术,能 够 实 时 观 测 生 物 大 分 子 局 部 运 动

行为[１２,１３].
此外,某些金属和介质膜材料具备淬灭荧光的

特性,单个荧光分子靠近这种材料表面时,将发生

荧光能量被介质吸收或转变成等离子激发形式在

介质表面传递.以氧化石墨烯涂层构建准二维平

面,当荧光分子靠近氧化石墨烯平面时,将发生能

量从荧光分子向氧化石墨烯平面转移的现象,其能

量传递效率与二者距离的４次方成反比,即可借助

这种现象来精密测量生物大分子相对于二维平面

的垂直距离.在氧化石墨烯平面上修饰磷脂双分

子层,其厚度是４纳米,当荧光标记的生物大分子

落到磷脂双分子层表面并与磷脂双分子层发生动

态相互作用时,其荧光光强将被氧化石墨烯吸收而

发生能量转移,从而荧光分子的光强将非常灵敏

地反映生物大分子在磷脂双分子层上面的法向位

置,达到５埃的空间分辨率[１４].这是一种高空间

分辨地研究离体生物膜表面生物大分子动力学的

方法.
进一步拓展上述荧光成像技术,将人工的生物

膜构建成脂质体,可以模拟没有任何细胞器的空的

细胞,在脂质体内部填充了大量受体荧光分子,当供
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体荧光分子在脂质体表面与膜发生相互作用或产生

构象变化时,供体荧光分子的光强将会转移到脂质

体内部的受体荧光分子,从而发生显著的光强变化,
可以来研究膜外供体分子相对于脂质体表面法向位

置变化和动力学,达到６埃的空间分辨率[１５].在活

细胞周围填充大量受体荧光分子,可以将上述方法

推广到活细胞尺度,可以精密地测量生物大分子在

活细胞表面的运动行为和构象变化,达到１纳米的

空间分辨率[１６].
综上,单分子荧光成像技术能够非常灵敏地探

测荧光探针标记的生物大分子的空间分布,并且根

据偶极—偶极相互作用,可以精密测量生物大分子

之间、生物大分子与细胞膜之间甚至生物大分子在

活细胞表面的微观距离和生物大分子结构变化,是
探索细胞膜表面甚至活细胞膜表面生物大分子空间

分布和动态演化等信息的有效方法.值得一提的

是,单分子荧光成像技术的时间分辨率往往受限于

相机的采样频率,以上单分子荧光成像技术均采用

高 灵 敏 电 耦 合 相 机 (ElectronＧmultiplying CCD,

EMCCD),达到１００Hz的采样率.随着相机技术的

发展,科研级CMOS相机(sCMOS)提供了１０００Hz
采样频率,实现了对转运 RNA 与核糖体之间的快

速结合/解离动态行为的精密测量[１７].相信随着科

学技术的发展,人们将能够探索更加精细的生命行

为,深入理解生命的奥秘.

３．３　单分子操纵和荧光成像联用技术

单分子操纵和单分子荧光成像技术分别关注

物理生物学不同侧面的信息:单分子操纵技术侧重

研究对象的力学响应行为,而单分子荧光成像技术

更加关注研究对象的微观时空分布及演变行为,两
类信息互为补充、共同印证研究对象的动力学行

为.单分子操纵和荧光成像联用技术通过把两种

单分子技术耦合联用,同步探测研究对象的力学响

应行为和微观时空分布的动态演变等的协同关联,
提 供 更 加 全 面 的 单 分 子 尺 度 的 物 理 生 物 学

信息[１８].

４　单分子技术和免疫疗法

如前所述,精准测量 T细胞和其他细胞间的受

体—配体力学相互作用以及相关构象变化是免疫疗

法面临的重要挑战,而这些细胞间的受体—配体力

学相互作用和相关构象变化等信息也是单分子物理

生物学重点关注的研究对象,可以借助单分子技术

来深度解析单个受体—配体的时空位置、结构转变、

能量交换和信息流动等物理学参数,从单分子动力

学角度来刻画细胞间的受体—配体力学相互作用和

相关构象变化等的物理机理.因此,借鉴单分子物

理生物学所蕴含的精密测量和研究对象的离体构建

等思想,来探索免疫疗法相关的 T细胞与其他细胞

表面之间的直接力学相互作用,并推动免疫学研究

的发展存在可行性.

最近研究表明,人们运用光镊操纵发现了 TCR
受体与其配体结合以及外力调节的方向性,这些研

究结果暗示 TCR受体能够响应力学信号的方向性,

并将其转变为生物学信号[１９].另外,利用玻璃微针

技术分别操控血红细胞和 T细胞,来测量两个细胞

之间的 TCR受体和 MHC配体之间的力学相互作

用,发现该力学作用通过改变 MHC配体的构象来

稳定 TCR受体和 MHC配体之间的特异性结合,暗

示了力学信号对 T 细胞免疫响应的潜在调控[２０].

另一项研究工作,应用单分子磁镊方法精确测量了

SARSII相关蛋白与细胞表面配体之间的相互作用

力[２１].这两项研究证明了,单分子技术能够应用于

直接观测 T 细胞与其他细胞表面之间各种配体的

相互作用和空间分布,并研 究 对 T 细 胞 活 性 的

影响.

图３　单分子荧光成像和磁镊操纵技术联用策略探索

T细胞膜表面配体—受体相互作用及空间分布的示意图

研究设想:运用单分子荧光成像技术和单分子

磁镊操纵技术联用策略,借助其高通量数据采集的

优势,利用化学键合方法实现对 T细胞表面若干种

类配体的特异性荧光修饰,并连接磁性微球探针,T
细胞周围填充受体荧光分子,通过多色荧光信号的

空间定位来探测不同种类配体在 T 细胞表面的三

维空间分布,通过精密测量磁性微球的力学信号来
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探测不同种类配体之间的相互作用力的大小,总结

归纳受体—配体之间的力学信号和三维空间分布的

关联性,揭示该力学信号对 T细胞激活和杀伤靶细

胞能力的潜在调节规律,为 T细胞免疫疗法的发展

提供新思路(图３).

探索 T 细胞和其他细胞间的受体—配体力学

相互作用以及相关构象变化等方面的规律将有望通

过力学干预的方式,来改变 T细胞和其他细胞间的

受体—配体的相互作用力的强弱,从而调节 T细胞

的自身激活情况和杀伤靶向细胞的能力,从物理学

的角度对现有的CART疗法的一些关键难题提出

新的解决方案,推动免疫疗法研究的发展.
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Abstract　Immunotherapyforcancertargetsandkillstumorsviaenhancingtheimmunityofindividual
patients,wherethetreatmenteffectscanbesignificantlyregulatedbytheinteractionsbetweenTcellsand
targetedcellssuchastumorsorantigenＧpresentingcells．Duetotheubiquitousthermalfluctuationsofthe
microenvironmentsaroundcells,precisemeasurementsofthemechanisticinformationremainchallenging．
SingleＧmoleculetechniques possessing hightemporalＧspatialresolutionscan overcomethesethermal
fluctuationsandaimtodescribethedynamicsofbiologicalmoleculesviamonitoringtheirtemporalＧspatial
distributions,structuraltransition,energyexchangeandinformationtransmission．ApplicationofsingleＧ
moleculetechniquesinstudyingreceptorＧligandinteractionsandrelatedstructuraltransitionsinvolvedin
immunotherapymayprovideideasandcommentsfromasingleＧmoleculeviewandshedlightonthecrossＧ
developmentofphysicsandimmunology．

Keywords　immunotherapy;singleＧmolecule physicalbiology;singleＧmolecule magnetictrap;singleＧ
moleculefluorescenceimaging;receptorＧligandforceinteraction
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