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·基础论著· 

顺铂对荷瘤鼠髓源性抑制细胞的选择性 
下调作用 
黄香  吴昊  郭人花 

【摘要】  目的  通过观察不同剂量的顺铂（Cisplatin，DDP）对 B16 黑色素瘤荷瘤鼠髓源性抑制细胞

（myeloid-derived suppressor cells，MDSCs）的下调作用，探讨介导 DDP 免疫调节作用的机制。方法  建

立 C57BL/6 鼠 B16 黑色素瘤模型，随机分为三组：生理盐水（normal saline，NS）组：予 NS；DDP 2.5 mg/kg
组：予 DDP 2.5 mg/kg，ip；DDP 5 mg/kg 组：予 DDP 5 mg/kg，ip。流式细胞术检测 DDP 处理后荷瘤鼠肿

瘤组织、外周血中 MDSCs、CD3＋T 细胞及自然杀伤（natural killer，NK）细胞比例的变化。绘制肿瘤生长

曲线比较不同剂量的 DDP 对细胞因子诱导的杀伤细胞（cytokine-induced killer cells，CIK cells）抑瘤作用的

增效作用。结果  DDP 可显著降低肿瘤组织中 MDSCs 的比例（P＜0.05），而对外周血中 CD3＋T 细胞及

NK 细胞的比例无显著作用；两种剂量的 DDP（2.5 mg/kg vs. 5 mg/kg）对 MDSCs 的下调作用无显著差异。

DDP 预处理可显著增强 CIK 细胞对 B16 黑色素瘤的抑制作用（P＜0.05）；此种增效作用在 DDP 的两种剂

量组（2.5 mg/kg vs. 5 mg/kg）间无统计学差异。结论  在 B16 黑色素瘤模型中，DDP 预处理可增强 CIK 细

胞免疫治疗的疗效，且此种增效作用与 DDP 选择性下调肿瘤组织中 MDSCs 的比例相关。 
【关键词】  预处理化疗；  细胞因子诱导的杀伤细胞；  免疫调节；  髓源性抑制细胞 
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【Abstract】  Objective  To observe the dynamic changes of myeloid-derived suppressor cells（MDSCs）
after cisplatin (DDP) treatment in a murine B16 melanoma model and to elucidate the underlying mechanisms 
mediating the immuno-stimulating effect of DDP precondition. Methods  C57BL/6 mice were injected with B16 
cells to establish the murine melanoma model and then randomly divided into three groups. (a) Group Normal 
Saline (NS): administered with NS; (b) Group DDP 2.5 mg/kg: administered with DDP 2.5 mg/kg; (c) Group DDP 
5 mg/kg: administered with DDP 5 mg/kg. The percentages of MDSCs and endogenous effector cells in tumor 
tissues and peripheral blood after DDP treatment were analyzed through flow cytometry. Tumor volumes were 
monitored to evaluate the efficacy-enhancing effect of DDP with different doses. Results  In B16 melanoma 
model, DDP could significantly decrease the percentages of MDSCs in tumor tissues (P＜0.05), whereas exerting 
no effect on the levels of CD3＋  T lymphocytes and natural killer(NK) cells (P＞0.05). There were no 
significances of MDSCs downregulation and efficacy-enhancing effect between the two doses of preconditioning 
DDP (P＞0.05). Conclusion  DDP precondition could selectively decrease the percentages of MDSCs in B16 
melanoma model, which may contribute to the efficacy-enhancing effect of DDP. 
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suppressor cells 
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器官中异常积聚，与肿瘤免疫逃逸密切相关[1]。研究发

现多种化疗药物对MDSCs的数目及功能具有下调作

用：吉西他滨和 5-氟尿嘧啶可选择性下调MDSCs的数

目，提高肿瘤局部效应T细胞的浸润，增强抗肿瘤细胞

免疫应答[2-3]。全反式维A酸可诱导MDSCs向抗原提呈

细胞前体细胞的分化，阻遏其免疫抑制功能[4]。我们发

现顺铂（Cisplatin，DDP）可下调B16 黑色素瘤荷瘤鼠
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外周血、骨髓、脾脏组织及肿瘤引流淋巴结中MDSCs
的比例，增强后续输注的细胞因子诱导的杀伤细胞

（cytokine-induced killer cells，CIK cells）的抗肿瘤作用
[5]。在本实验中，我们进一步观察了不同剂量的DDP
预处理后，B16 黑色素瘤荷瘤鼠肿瘤组织及外周血中

MDSCs、CD3＋T淋巴细胞以及自然杀伤（natural killer，
NK）细胞数目的变化，比较了两种不同剂量的DDP预
处理对CIK细胞疗效的增效作用，以进一步阐明DDP
免疫调节作用的机制。 

材料与方法 

一、实验材料 
SPF 级雌性 C57BL/6 小鼠购于南京医科大学实验

动物中心，用于实验的小鼠均为 6～8 周龄。动物实验

遵循江苏省人民医院动物伦理委员会的规范与准则。

小鼠 B16 黑色素瘤细胞购自上海生物化学与细胞学研

究所，细胞以 DMEM 培养液（Hyclone）维持于 37 ℃
及 5% CO2 的孵育箱中。 

二、实验方法 
1. 实验模型的建立：将 1×106 个 B16 小鼠黑色素

瘤细胞接种于 C57BL/6 鼠右侧背部皮下，待 B16 细胞

形成直径约 5 mm 的皮下结节时，将荷瘤小鼠随机分

为三组（每组 25 只）。生理盐水（normal saline，NS）
组：予 NS（0.2 ml，ip，D0）作为对照；DDP（齐鲁

制药有限公司）2.5 mg/kg 组：予 DDP（2.5 mg/kg，ip，
D0）；DDP 5 mg/kg 组：予 DDP（5 mg/kg，ip，D0）。 

2. 流式细胞术：DDP 预处理化疗后不同时间点

（D0，D3，D6，D9，D12）收集并制备荷瘤鼠外周血、

肿瘤组织单细胞悬液。参照各抗体说明书中的实验步

骤进行各分子的染色，各时间点各组织悬液各分子均

设同型对照抗体管为阴性对照。外周血、肿瘤组织进

行 Gr-1、CD11b 双分子（FITC-conjugated anti-Gr-1，
PE-conjugated anti-CD11b，eBioscience）染色；外周血

进行CD3e分子（PE-conjugated anti-CD3e，eBioscience）
和 CD49b 分 子 （ FITC-conjugated anti-CD49b ，

eBioscience）的染色。流式细胞仪（FACS-Calibu，BD 
Biosciences）计数各细胞数目及比例。 

3. CIK 细胞的制备：无菌条件下制备 C57BL/6 小

鼠脾脏组织单细胞悬液，小鼠淋巴细胞分离液（灏洋

生物制品科技有限责任公司）密度梯度离心富集单个

核细胞。完全 RPMI-1640 培养液重悬，培养第 1 天添

加 1000 U/ml 小鼠 γ 干扰素（Peprotech），24 h 后添加

小鼠白介素 2（Peprotech）和抗小鼠 CD3 单抗

（eBioscience），终浓度分别为 500 U/ml 和 50 ng/ml。
每 2 d 更换新培养液，补充小鼠白细胞介素 2 以

300 U/ml 终浓度维持。 
4. 疗效观察模型：预处理化疗方案为单剂的

DDP，过继性免疫治疗方案 DDP 2.5 mg/kg 组：DDP
（2.5 mg/kg， ip，D0）；DDP 5 mg/k 为 CIK 细胞

（1×107/100 μl，iv，D3）。将荷瘤鼠随机分为六组（每

组 7 只）。NS 组：予 NS 作为对照；CIK 组：单独 CIK
细胞；g 组：DDP（5 mg/kg，ip，D0）；DDP 2.5 mg/kg-CIK
组：DDP 预处理（2.5 mg/kg，ip，D0）联合 CIK 细胞；

DDP 5 mg/kg-CIK 组：DDP 预处理（5 mg/kg，ip，D0）
联合 CIK 细胞。游标卡尺隔天测量肿瘤长短径，监测

肿瘤体积变化：肿瘤体积＝0.5×长径×短径×短径。 
三、统计学方法 
采用 SPSS 13.0 软件进行统计分析，实验数据以均

数±标准差（ sx ± ）表示。两组间均值比较采用 t 检

验，多组间均值的比较采用单因素方差分析

（One-Way-ANOVA），LSD 法用于两两比较，P＜0.05
为差异有统计学意义。 

结    果 

1. DDP 下调了 B16 黑色素瘤荷瘤鼠肿瘤组织中

MDSCs 的比例：我们首先观察了 DDP 预处理后荷瘤

小鼠肿瘤组织中 Gr-1＋CD11b＋MDSCs 比例的动态变

化。两种剂量的 DDP 预处理均可显著下调肿瘤组织中

MDSCs 的比例，在 D3 达低谷（在后续实验中，以此

作为预处理后观察时间点），此后低水平维持，此种

显著性差异自 D3 持续至 D9（D3：P＝0.022，
DDP2.5 mg/kg vs. NS；P＝0.015，DDP5 mg/kg vs. NS，
图 1）；而在两种 DDP 预处理剂量组间，肿瘤组织中

MDSCs 的比例无统计学差异（D3：P＝0.783，图 1）。

有趣的是，NS 对照组肿瘤组织中 MDSCs 的比例与肿

瘤负荷呈正相关，随肿瘤体积的增大而逐渐升高，但

MDSCs 的比例在 D12 经历回落，此现象可能与肿瘤体

积过大严重坏死致 MDSCs 局部浸润障碍相关。 
2. DDP 预处理后外周血中 MDSCs 比例的动态变

化：随后我们监测了 DDP 预处理后荷瘤小鼠外周血中

MDSCs 比例的动态变化。与既往研究结果类似[6]，DDP
预处理化疗后外周血中 MDSCs 比例的降低较为滞后，

于 D6 开始出现，低水平持续至 D9（图 2）；但与

NS 对照组相比，仅存在下降趋势，而无统计性差异

（P＞0.05，图 2）。与肿瘤组织中的结果类似，两种

DDP 预处理剂量组间 MDSCs 比例相近，无显著差异

（P＞0.05，图 2）。值得注意的是，荷瘤鼠外周血 MDSCs
比例在无 DDP 预处理干预的情况下（NS 对照组）亦

与肿瘤负荷呈正相关，但在 D12 可观察到较肿瘤组织

更为明显的 MDSCs 比例的回落，推测系肿瘤消耗恶病
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质所致。 
3. DDP 预处理后外周血 CD3＋T 淋巴细胞以及 NK

细胞比例的变化：外周血中 CD3＋T 淋巴细胞以及 NK
细胞比例的变化亦纳入观察范围：两种剂量的 DDP 预

处理后 D3，外周血中 CD3＋T 淋巴细胞以及 NK 细胞

的比例与 NS 对照组相比均无统计学差异（P＞0.05，
图 3）。DDP 预处理似乎对外周血 CD3＋T 淋巴细胞的

比例无丝毫作用，其水平与 NS 对照组基本持平（图

3A）；而 NK 细胞比例在 DDP 预处理后呈现升高趋势，

且与 DDP 的预处理剂量呈正相关（图 3B）。 
4. DDP预处理增强了CIK细胞对B16黑色素瘤的

抑制作用：与既往研究获得的结果一致[5-8]，单独的

DDP化疗或 CIK细胞免疫治疗并不能诱导显著的肿瘤

生长抑制，而两者的联合则可显著抑制小鼠 B16 黑色

素瘤的生长（图 4）；而两种预处理剂量的 DDP 对 CIK
细胞的增效作用无显著性差异（P＞0.05，图 4）。 

讨    论 

化疗药物的免疫调节作用已逐渐受到人们的重

视，以其作为预处理措施调节机体免疫内环境，可增

强后续免疫治疗的抗肿瘤作用[9-11]。我们的既往研究发

现预处理化疗可在多种动物肿瘤模型中（Lewis 肺癌、

CT-26 结肠癌、B16 黑色素瘤）增强 CIK 细胞的抗肿

瘤作用[5-8]，但介导化疗药物免疫调节作用的机制尚未

完全阐明。DDP 是应用较为广泛的一种预处理化疗药

物，其免疫调节机制包括：上调肿瘤细胞 NKG2D 配

体的表达以提高肿瘤细胞对 NKG2D＋
淋巴细胞杀伤作

用的敏感性[12]；增加肿瘤细胞 Fas 受体的表达使其更

易被 Fas 配体
＋
免疫效应细所杀伤[13]；促进 CD3＋T 淋

巴细胞至肿瘤局灶的浸润，下调肿瘤局灶中调节性 T
细胞的比例；下调次级淋巴组织中 MDSCs 的比例[5-8]。

在此项研究中，我们在 B16 黑色素瘤模型中观察了

DDP 预处理化疗后肿瘤组织中 MDSCs 的比例以及外

周血循环中内源性效应细胞比例的变化，并比较了不

同预处理剂量的DDP对CIK细胞体内抗肿瘤作用的增

效作用，以期进一步阐明 DDP 免疫调节作用的作用。 
DDP 预处理化疗可显著降低肿瘤组织中 MDSCs

的比例（图 1），借此改善肿瘤免疫微环境，介导 DDP
对 CIK 细胞免疫治疗的增效作用。通过对 DDP 预处理

后肿瘤组织中 MDSCs 比例的动态监测，发现其比例在

D3 降至最低点，后呈缓慢增长，但较 NS 对照组均显

著下降。在后续实验中，我们选择低谷 D3 作为时间点

观察 DDP 的免疫调节作用。外周血中 MDSCs 比例的

动态观察显示 DDP 并未能诱导循环 MDSCs 比例的显

著下调，与 NS 对照组相比，外周血 MDSCs 比例仅存

在下降趋势。上述结果提示 DDP预处理化疗对 MDSCs
的下调作用可能依赖于肿瘤组织免疫微环境的改变，

而非 DDP 对 MDSCs 的直接细胞毒作用，即 DDP 通过

改变肿瘤微环境中某些细胞因子或免疫细胞的水平影

响了局部 MDSCs 的数目。 
机体内源性效应细胞在抗肿瘤免疫应答中发挥不

可或缺的作用[14-15]，因此我们观察了 DDP 预处理化疗

对 CD3＋T 细胞及 NK 细胞的作用：外周血中 CD3＋T
淋巴细胞以及NK细胞的比例与NS对照组相比均无明

显差异。文献报道，吉西他滨和 5-氟尿嘧啶在下调

MDSCs 数目的同时对 T 细胞、NK 细胞及 B 细胞无明

显影响[2-3]。此结果与既往研究类似，提示 DDP 预处

理化疗对 MDSCs 细胞具有选择性下调作用，进一步证

实 DDP 以非细胞毒作用机制下调 MDSCs。 
预处理化疗的免疫调节机制可因药物剂量的不同

而异：大剂量环磷酰胺造成淋巴细胞削减诱导效应细

胞的自稳性增生；小剂量环磷酰胺下调调节性 T 细胞

数目及功能[16]。为透彻了解 DDP 的免疫调节机制，探

索 DDP 的最佳预处理剂量，我们设定了两种剂量

2.5 mg/kg 及 5 mg/kg 进行各项实验，以比较其免疫调

节作用的异同。可惜的是，在这两种预处理剂量组间，

各观察指标均无统计学差异：包括肿瘤组织中 MDSCs
比例、外周血 MDSCs 比例、外周血 CD3＋T 细胞与 NK
细胞比例以及对 CIK 细胞的增效作用。在实验动物耐

受的条件下进一步增大预处理剂量以增加剂量组可能

会获得阳性结果，有待进一步探讨。 
最后，在对肿瘤组织及外周血 MDSCs 比例的动态

观察中，我们发现随着肿瘤体积的增长，MDSCs 比例

逐渐增加，这与免疫编辑理论是一致的，即恶性肿瘤

在发生发展的过程中，可利用多种免疫抑制机制，获

得逃避免疫监视的能力[17]。对这些免疫抑制机制的深

入研究，有助于我们发现可成功逆转免疫耐受甚至治

愈肿瘤的作用靶点，为新的治疗手段的开发提供思路。 
综上所述，通过观察 DDP 预处理后对 B16 黑色素

瘤荷瘤鼠 MDSCs 数目以及内源性效应细胞的影响，发

现 DDP 预处理化疗可选择性下调荷瘤鼠肿瘤组织中

MDSCs 的比例，而对内源性效应细胞无明显作用，为

介导DDP预处理化疗免疫增效机制的探讨提供了实验

依据。 
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