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　　【摘要】　目的　探讨化疗联合程序性死亡蛋白１（ＰＤ１）抑制剂一线治疗Ｌｅｗｉｓ肺癌移植瘤的疗效
及其对机体细胞免疫功能调控的可能机制。方法　建立小鼠 Ｌｅｗｉｓ肺癌移植瘤小鼠模型，成瘤小鼠采
用随机数字表法随机分为对照组、化疗组、免疫治疗组和联合治疗组（每组１０只），分别给予生理盐水、
顺铂、ＰＤ１抑制剂和顺铂＋ＰＤ１抑制剂，观察各组小鼠肿瘤生长情况及生存期。流式细胞仪检测并比
较各组ＣＤ８＋Ｔ细胞及 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦＯＸＰ３＋调节性 Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ细胞）的比例。结果　治疗结束后
第２天，对照组、化疗组、免疫治疗组、联合治疗组 Ｌｅｗｉｓ肺癌移植瘤小鼠肿瘤体积分别为（１６６２．０±
２０９．０）ｍｍ３、（１１８９．２±１５５．６）ｍｍ３、（９９１．１±１４６．６）ｍｍ３、（７６１．７±１４１．８）ｍｍ３，４组间差异具有统计学
意义（Ｆ＝２９．７８，Ｐ＜０．００１）；３个治疗组小鼠的肿瘤体积显著小于对照组，联合治疗组显著小于化疗组
和免疫治疗组，免疫治疗组显著小于化疗组（均Ｐ＜０．０５）。实验期间共有３只小鼠死亡（对照组２只，
化疗组１只）。４组小鼠的中位生存期分别为１０、１２、１４、１８ｄ，组间差异具有统计学意义（χ２＝２６．０６，Ｐ＜
０．００１）；３个治疗组小鼠的中位生存时间长于对照组，联合治疗组显著长于化疗组和免疫治疗组，免疫
治疗组显著长于化疗组（均Ｐ＜０．０５）。４组小鼠的外周血中 ＣＤ８＋Ｔ细胞比例分别为（２８．５±１．２）％、
（３３．９±２．９）％、（３４．０±２．５）％、（４２．４±１．５）％，组间差异具有统计学意义（Ｆ＝２１．３２，Ｐ＜０．００１）；
３个治疗组外周血ＣＤ８＋Ｔ细胞比例显著高于对照组，联合治疗组显著高于化疗组和免疫治疗组（均Ｐ＜
０．０５）。４组小鼠的肿瘤微环境中 ＣＤ８＋Ｔ细胞比例分别为（２３．５±１．３）％、（２６．７±１．４）％、（３４．２±
２．８）％、（４１．３±２．０）％，组间差异具有统计学意义（Ｆ＝６１．６５，Ｐ＜０．００１）；３个治疗组肿瘤微环境中
ＣＤ８＋Ｔ细胞比例高于对照组，联合治疗组显著高于化疗组和免疫治疗组，免疫治疗组显著高于化疗组
（均Ｐ＜０．０５）。４组小鼠的脾组织中 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦＯＸＰ３＋Ｔｒｅｇ细胞比例分别为（８．６±０．５）％、（７．２±
０．３）％、（６．３±０．４）％、（５．４±０．４）％，组间差异具有统计学意义（Ｆ＝３７．０６，Ｐ＜０．００１）；３个治疗组脾
组织中ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦＯＸＰ３＋Ｔｒｅｇ细胞比例显著低于对照组，联合治疗组显著低于化疗组和免疫治疗组，
免疫治疗组显著低于化疗组（均Ｐ＜０．０５）。结论　化疗、ＰＤ１抑制剂可通过下调 Ｔｒｅｇ细胞比例、上调
ＣＤ８＋Ｔ细胞比例等增强机体免疫细胞功能的途径提高机体免疫系统的抗肿瘤作用，化疗联合免疫治疗
无论在提高机体抗肿瘤免疫功能方面，还是在抑制肿瘤生长及延长移植瘤小鼠生存期方面均显著优于

单纯化疗和免疫治疗。
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ｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐａｎｄｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐ，ａｎｄｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒ
ｔｈａｎｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐ（ａｌｌＰ＜０．０５）．ＴｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓｏｆＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦＯＸＰ３＋Ｔｒｅｇｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｓｐｌｅｅｎｏｆ
ｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ（８．６±０．５）％，（７．２±０．３）％，（６．３±０．４）％ ａｎｄ（５．４±０．４）％，ｗｉｔｈｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｆ＝３７．０６，Ｐ＜０．００１）．ＴｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓｏｆＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦＯＸＰ３＋ Ｔｒｅｇｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅ
ｓｐｌｅｅｎｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐａｎｄｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐ，ａｎｄｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐ（ａｌｌＰ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＣｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙａｎｄＰＤ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃａｎｅｎ
ｈａｎｃｅｔｈｅａｎｔｉｔｕｍｏｒｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｂｏｄｙｉｍｍｕｎｅｓｙｓｔｅｍｂｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＴｒｅｇｃｅｌｌｓａｎｄｕｐ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＣＤ８＋Ｔｃｅｌｌｓ，ｅｔｃ．Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙｃａｎｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅ
ａｎｔｉｔｕｍｏｒｉｍｍｕｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎ，ｉｎｈｉｂｉｔｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈａｎｄｐｒｏｌｏｎｇｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｏｆｍｏｕｓｅｗｉｔｈｘｅｎｏｇｒａｆｔ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｂｅｔｔｅｒｔｈａｎｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙａｎｄｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙａｌｏｎｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　Ｌｕｎｇｎｅｏｐｌａｓｍｓ；Ｄｒｕｇｔｈｅｒａｐｙ；Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ；Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｕｂｓｅｔｓ；ＰＤ１
Ｆｕｎｄｐｒｏｇｒａｍ：ＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＰｒｏｇｒａｍｏｆＳｈｅｎｙａｎｇｏｆＣｈｉｎａ（Ｆ１４１５８９３２）；Ｐｒｅｓｉｄｅｎｔｉａｌ

ＦｕｎｄｏｆＦｏｕｒｔｈＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｉｎａＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（Ｍ００１）
ＤＯＩ：１０．３７６０／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４２２Ｘ．２０１９．０８．００２

　　以程序性死亡蛋白１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈ１，
ＰＤ１）及程序性死亡蛋白配体１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈ
ｌｉｇａｎｄ１，ＰＤＬ１）抑制剂为代表的免疫治疗在晚期非
小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）一、
二线治疗中取得了令人瞩目的成果［１２］，高表达人群

（＞５０％）接受ＰＤ１抑制剂 ｐｅｍｂｒｏｌｉｚｕｍａｂ单药一线
治疗的有效率为４５．５％［３］，最新研究证实对于ＰＤＬ１

低表达ＮＳＣＬＣ患者，一线ｐｅｍｂｒｏｌｉｚｕｍａｂ治疗的疗效
仍优于化疗［４］。化疗可通过多种途径不同程度地诱

发和（或）增强机体抗肿瘤免疫反应，并可上调ＰＤＬ１
的表达［５］，进而增强 ＰＤ１／ＰＤＬ１抑制剂的抗肿瘤作
用。因此，化疗联合 ＰＤ１／ＰＤＬ１抑制剂可能具有协
同增效作用，二者联用有望显著提高ＮＳＣＬＣ的疗效。
最新的临床研究显示化疗联合ｐｅｍｂｒｏｌｉｚｕｍａｂ一线治
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疗晚期ＮＳＣＬＣ给患者带来显著的临床获益［６］，但其

对机体细胞免疫功能调控的机制尚未十分清楚。本

研究旨在探讨化疗联合 ＰＤ１抑制剂一线治疗小鼠
Ｌｅｗｉｓ肺癌移植瘤的疗效及其对机体细胞免疫功能调
控的可能机制。

１　材料与方法
１．１　细胞株、实验小鼠及试剂

小鼠Ｌｅｗｉｓ肺癌细胞株购于中国科学院上海细
胞库。Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（雌性，６～８周龄，重１８～２０ｇ）
购于北京维通利华技术有限公司，饲养于无特定病原

体级环境。实验动物许可证编号：ＳＣＸＫ（京）２０１６
０００６，动 物 实 验 人 员 资 格 证 书 编 号：ＩＡＣＵＣ
２０１７１６０１３。实验获中国医科大学实验动物伦理委员
会批准（批号：２０１７０８１）。

顺铂（批号：Ｈ２００２３４６１）购自山东齐鲁制药有限
公司；ＰＤ１抑制剂抗鼠 ＰＤ１单克隆抗体购于美国
ＢｉｏＸｃｅｌｌ公司；ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋Ｔ细胞、调节性 Ｔ
细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌ，Ｔｒｅｇ）检测试剂盒、红细胞裂解
液购于美国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；Ⅳ型胶原酶购于美国
Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ公司；０．２５％胰蛋白酶购于中国天津灏洋
生物有限公司，ＤＭＥＭ高糖购于美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。
采用美国ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司ＦＡＣＳＡｃｃｕｒｉＣ６流式
细胞仪和配套的淋巴细胞亚群检测试剂盒进行检测。

１．２　细胞培养及Ｌｅｗｉｓ肺癌移植瘤小鼠模型的构建
Ｌｅｗｉｓ肺癌细胞培养于 ＤＭＥＭ／高糖培养基中

（１０％胎牛血清，１００μｇ／ｍｌ青霉素链霉素），于
３７℃、５％ＣＯ２、９０％湿度孵箱中培养，细胞贴壁。取
对数生长期细胞，消化计数，约１×１０６个细胞／只接
种于Ｃ５７ＢＬ／６小鼠背部。
１．３　不同治疗组小鼠肿瘤体积和中位生存期的比较

选取移植瘤体积生长至６２．５ｍｍ３～１００ｍｍ３的
小鼠进行实验。４０只移植瘤小鼠采用随机数字表法
随机分为对照组（生理盐水）、化疗组（顺铂）、免疫治

疗组（ＰＤ１抑制剂）和联合治疗组（顺铂＋ＰＤ１抑制
剂），具体用药：生理盐水，０．２ｍｌ／只；顺铂，５ｍｇ／ｋｇ，
给药１次；ＰＤ１抑制剂，２００μｇ／只，每３天给药１次，
共给药３次，各组用药均采用腹腔内注射给药方式。
每组１０只小鼠，５只用于观察肿瘤生长情况和生存
期，５只用于Ｔ细胞亚群的检测。肿瘤体积（Ｖ）＝ａ×
ｂ２／２（ａ为最大长径，ｂ为最小短径）。荷瘤小鼠的生
存时间定义为从随机分组至小鼠死亡或肿瘤体积 ＞
２０００ｍｍ３或体重减轻＞１５％的时间［７８］，并绘制生存

曲线。

１．４　淋巴细胞亚群的检测
１．４．１　ＣＤ３＋ＣＤ４＋和 ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ细胞的检测：治

疗结束后第３天，采用眼眶静脉丛采血法采取新鲜抗
凝全血１００～１５０μｌ后，采用颈椎脱臼法处死小鼠，
无菌剥离、摘取完整脾脏和肿瘤组织。研磨、过滤脾

组织，室温３００×ｇ离心 ５ｍｉｎ，弃上清，ＰＢＳ重悬洗
涤，加入ＰＢＳ调至细胞终浓度为１×１０６～１×１０８个／ｍｌ
的脾组织单细胞悬液备用。洗涤摘取肿瘤组织，并剪

成１～２ｍｍ大小碎块，加入Ⅳ型胶原酶于３７℃水浴
箱中避光消化１ｈ、过滤、室温３００×ｇ离心５ｍｉｎ、ＰＢＳ
重悬洗涤２次，加入ＰＢＳ调至细胞终浓度为１×１０６～
１×１０８个／ｍｌ的单细胞悬液备用。分别向外周抗凝
血、脾组织和肿瘤组织单细胞悬液（各５０μｌ）中加入
ＣＤ３ＡＰＣ２．５μｌ、ＣＤ４ＦＩＴＣ０．５μｌ、ＣＤ８ＰＥ１．２５μｌ，
４℃避光孵育３０ｍｉｎ后加入红细胞裂解液１ｍｌ裂
解，避光孵育１０ｍｉｎ、５００×ｇ离心５ｍｉｎ、弃上清，ＰＢＳ
重悬上机检测。

１．４．２　ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦＯＸＰ３＋Ｔｒｅｇ细胞的检测：按照
Ｔｒｅｇ检测试剂盒说明书步骤进行（固定／破膜法）。
取脾组织单细胞悬液１００μｌ，加入ＣＤ４ＦＩＴＣ０．５μｌ、
ＣＤ２５ＡＰＣ０．６２５μｌ，混匀，４℃避光孵育 ３０ｍｉｎ，
室温５００×ｇ离心５ｍｉｎ后，加入 ＦＯＸＰ３ＰＥ５μｌ，室
温避光孵育 ３０ｍｉｎ，破膜缓冲液洗涤 ２次，室温
５００×ｇ离心５ｍｉｎ，加入 ＰＢＳ重悬，上机检测 Ｔｒｅｇ细
胞比例。

１．５　统计学方法
采用Ｐｒｉｓｍｇｒａｐｈｐａｄ６．０统计软件进行数据分

析。定量资料呈正态分布，采用ｘ±ｓ表示，多组数据
比较采用单因素方差分析，进一步两两比较采用

ＬＳＤｔ检验。采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法绘制生存曲线，生
存期的比较采用ｌｏｇｒａｎｋ检验。检验水准α＝０．０５。
２　结果
２．１　Ｌｅｗｉｓ肺癌移植瘤小鼠肿瘤体积变化

治疗结束后第２天，对照组、化疗组、免疫治疗
组、联合治疗组Ｌｅｗｉｓ肺癌移植瘤小鼠肿瘤体积分别
为（１６６２．０±２０９．０）ｍｍ３、（１１８９．２±１５５．６）ｍｍ３、
（９９１．１±１４６．６）ｍｍ３、（７６１．７±１４１．８）ｍｍ３，４组间
差异具有统计学意义（Ｆ＝２９．７８，Ｐ＜０．００１），３个治
疗组小鼠的肿瘤体积显著小于对照组（ｔ＝４．３１，Ｐ＝
０．００２；ｔ＝６．２６，Ｐ＜０．００１；ｔ＝８．５１，Ｐ＜０．００１），联合
治疗组显著小于化疗组（ｔ＝４．９７，Ｐ＜０．００１）和免疫
治疗组（ｔ＝２．７６，Ｐ＝０．０２３），免疫治疗组显著小于
化疗组（ｔ＝２．２７，Ｐ＝０．０４７）。
２．２　不同组别小鼠的中位生存期

实验期间共有３只小鼠死亡（对照组２只，化疗
组１只）。对照组、化疗组、免疫治疗组、联合治疗组
Ｌｅｗｉｓ肺癌移植瘤小鼠的中位生存期分别为１０、１２、
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１４、１８ｄ，４组间差异具有统计学意义（χ２＝２６．０６，Ｐ＜
０．００１），３个治疗组小鼠的中位生存时间长于对照组
（χ２＝４．１４，Ｐ＝０．０４２；χ２＝８．６０，Ｐ＝０．００３；χ２＝
８．６０，Ｐ＝０．００３）；联合治疗组显著长于化疗组（χ２＝
９．７３，Ｐ＝０．００２）和免疫治疗组（χ２ ＝９．５３，Ｐ＝
０．００２），免疫治疗组显著长于化疗组（χ２＝４．２４，Ｐ＝
０．０３９），差异均具有统计学意义。见图１。

注：对照组采用生理盐水；化疗组采用顺铂；免疫治疗组采用

ＰＤ１抑制剂；联合治疗组采用顺铂＋ＰＤ１抑制剂；

ＰＤ１为程序性死亡蛋白１

图１　不同治疗方式Ｌｅｗｉｓ肺癌移植瘤小鼠的生存曲线图

２．３　不同组别ＣＤ４＋Ｔ细胞
２．３．１　外周血 ＣＤ４＋Ｔ细胞：对照组、化疗组、免疫
治疗组、联合治疗组Ｌｅｗｉｓ肺癌移植瘤小鼠的外周血
中ＣＤ４＋Ｔ细胞比例分别为（６８．１±２．３）％、（６１．３±
４．２）％、（６０．６±３．４）％、（５２．３±１．０）％，４组间差
异具有统计学意义（Ｆ＝１４．１３，Ｐ＝０．００２），免疫治疗
组和联合治疗组外周血中ＣＤ４＋Ｔ细胞比例低于对照
组（ｔ＝３．１８，Ｐ＝０．０３４；ｔ＝１０．９０，Ｐ＜０．００１），化疗组
和对照组差异无统计学意义（ｔ＝２．４２，Ｐ＝０．０７２）；
联合治疗组低于化疗组（ｔ＝３．６０，Ｐ＝０．０２３）和免疫
治疗组（ｔ＝４．１３，Ｐ＝０．０１５）；化疗组与免疫治疗组
相似（ｔ＝０．２２，Ｐ＝０．８３４）。见图２Ａ。
２．３．２　脾组织中 ＣＤ４＋Ｔ细胞：对照组、化疗组、免
疫治疗组、联合治疗组Ｌｅｗｉｓ肺癌移植瘤小鼠的脾组
织中 ＣＤ４＋Ｔ细胞比例分别为（６０．６±１．５）％、
（５７．４±１．７）％、（５４．２±２．４）％、（４８．３±２．６）％，
４组间差异具有统计学意义（Ｆ＝１８．７３，Ｐ＝０．００１），
免疫治疗组和联合治疗组脾组织中ＣＤ４＋Ｔ细胞比例
低于对照组（ｔ＝３．９５，Ｐ＝０．０１７；ｔ＝７．０６，Ｐ＝
０．００２），化疗组和对照组差异无统计学意义（ｔ＝
２．４７，Ｐ＝０．０６９）；联合治疗组低于化疗组（ｔ＝５．０６，

Ｐ＝０．００７）和免疫治疗组（ｔ＝２．８８，Ｐ＝０．０４５）；化疗
组与免疫治疗组相似（ｔ＝１．９０，Ｐ＝０．１３０）。见图
２Ｂ。
２．３．３　肿瘤微环境中 ＣＤ４＋Ｔ细胞：对照组、化疗
组、免疫治疗组、联合治疗组 Ｌｅｗｉｓ肺癌移植瘤小鼠
的肿瘤微环境中 ＣＤ４＋Ｔ细胞比例分别为（５０．０±
１０．３）％、（４２．６±１．１）％、（３５．６±１．８）％、（４０．４±
２．２）％，４组间差异具有统计学意义（Ｆ＝５．６３，Ｐ＝
０．０２３），免疫治疗组肿瘤微环境中 ＣＤ４＋Ｔ细胞比例
低于对照组，差异具有统计学意义（ｔ＝２．８９，Ｐ＝
０．０４５），化疗组、联合治疗组和对照组差异均无统计
学意义（ｔ＝１．７４，Ｐ＝０．１５６；ｔ＝２．０８，Ｐ＝０．１０６）；联
合治疗组高于免疫治疗组（ｔ＝２．８９，Ｐ＝０．０４５），与
化疗组相似（ｔ＝１．５９，Ｐ＝０．１８８）；免疫治疗组低于
化疗组（ｔ＝５．７７，Ｐ＝０．００５）。见图２Ｃ。
２．４　不同组别ＣＤ８＋Ｔ细胞
２．４．１　外周血 ＣＤ８＋Ｔ细胞：对照组、化疗组、免疫
治疗组、联合治疗组Ｌｅｗｉｓ肺癌移植瘤小鼠的外周血
中ＣＤ８＋Ｔ细胞比例分别为（２８．５±１．２）％、（３３．９±
２．９）％、（３４．０±２．５）％、（４２．４±１．５）％，４组间差
异具有统计学意义（Ｆ＝２１．３２，Ｐ＜０．００１），３个治疗
组外周血ＣＤ８＋Ｔ细胞比例高于对照组（ｔ＝２．９４，Ｐ＝
０．０４２；ｔ＝３．４６，Ｐ＝０．０２６；ｔ＝１２．１２，Ｐ＜０．００１）；联
合治疗组显著高于化疗组（ｔ＝４．４７，Ｐ＝０．０１１）和免
疫治疗组（ｔ＝４．９９，Ｐ＝０．００８）；免疫治疗组与化疗
组相似（ｔ＝０．０６，Ｐ＝０．９５５）。见图２Ａ。
２．４．２　脾组织中 ＣＤ８＋Ｔ细胞：对照组、化疗组、免
疫治疗组、联合治疗组Ｌｅｗｉｓ肺癌移植瘤小鼠的脾组
织中 ＣＤ８＋Ｔ细胞比例分别为（３０．０±１．２）％、
（３３．８±１．１）％、（３４．０±２．０）％、（４０．０±１．２）％，
４组间差异具有统计学意义（Ｆ＝２４．５２，Ｐ＜０．００１），
３个治疗组脾组织中 ＣＤ８＋Ｔ细胞比例高于对照组，
差异均具有统计学意义（ｔ＝４．００，Ｐ＝０．０１６；ｔ＝
２．８８，Ｐ＝０．０４５；ｔ＝１０．２０，Ｐ＜０．００１）；联合治疗组显
著高于化疗组（ｔ＝６．５８，Ｐ＝０．００３）和免疫治疗组
（ｔ＝４．３７，Ｐ＝０．０１２）；免疫治疗组与化疗组相似（ｔ＝
０．１５，Ｐ＝０．８８９）。见图２Ｂ。
２．４．３　肿瘤微环境中 ＣＤ８＋Ｔ细胞：对照组、化疗
组、免疫治疗组、联合治疗组 Ｌｅｗｉｓ肺癌移植瘤小鼠
的肿瘤微环境中 ＣＤ８＋Ｔ细胞比例分别为（２３．５±
１．３）％、（２６．７±１．４）％、（３４．２±２．８）％、（４１．３±
２．０）％，４组间差异具有统计学意义（Ｆ＝６１．６５，Ｐ＜
０．００１），３个治疗组肿瘤微环境中 ＣＤ８＋Ｔ细胞比例
高于对照组，差异均具有统计学意义（ｔ＝２．８６，Ｐ＝
０．０４６；ｔ＝７．３０，Ｐ＝０．００２；ｔ＝１３．０４，Ｐ＜０．００１）；联
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合治疗组显著高于化疗组（ｔ＝１０．３７，Ｐ＝０．００１）和
免疫治疗组（ｔ＝４．２１，Ｐ＝０．０１４）；免疫治疗组显著
高于化疗组（ｔ＝４．９８，Ｐ＝０．００８）。见图２Ｄ。
２．５　不同组别脾组织中 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦＯＸＰ３＋Ｔｒｅｇ

细胞

对照组、化疗组、免疫治疗组、联合治疗组 Ｌｅｗｉｓ
肺癌移植瘤小鼠的脾组织中 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦＯＸＰ３＋

Ｔｒｅｇ细胞比例分别为（８．６±０．５）％、（７．２±０．３）％、

（６．３±０．４）％、（５．４±０．４）％，４组间差异具有统计
学意义（Ｆ＝３７．０６，Ｐ＜０．００１），３个治疗组脾组织中
ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦＯＸＰ３＋Ｔｒｅｇ细胞比例显著低于对照组，
差异具有统计学意义（ｔ＝４．４６，Ｐ＝０．０１１；ｔ＝６．５０，
Ｐ＝０．００３；ｔ＝９．４８，Ｐ＝０．００１）；联合治疗组显著低
于化疗组（ｔ＝６．４１，Ｐ＝０．００３）和免疫治疗组（ｔ＝
２．９４，Ｐ＝０．０４２），免疫治疗组显著低于化疗组（ｔ＝
２．９１，Ｐ＝０．０４４）。见图３。

注：对照组采用生理盐水；化疗组采用顺铂；免疫治疗组采用ＰＤ１抑制剂；联合治疗组采用顺铂＋ＰＤ１抑制剂；ＰＤ１为程序性死亡蛋白１

图２　不同组别Ｌｅｗｉｓ肺癌移植瘤小鼠体内ＣＤ４＋Ｔ细胞和ＣＤ８＋Ｔ细胞流式细胞图　Ａ为外周血ＣＤ４＋Ｔ细胞和ＣＤ８＋Ｔ细胞；

Ｂ为脾组织ＣＤ４＋Ｔ细胞和ＣＤ８＋Ｔ细胞；Ｃ为肿瘤组织ＣＤ４＋Ｔ细胞；Ｄ为肿瘤组织ＣＤ８＋Ｔ细胞
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注：对照组采用生理盐水；化疗组采用顺铂；免疫治疗组采用ＰＤ１抑制剂；联合治疗组采用顺铂＋ＰＤ１抑制剂；ＰＤ１为程序性死亡蛋白１

图３　不同组别Ｌｅｗｉｓ肺癌移植瘤小鼠脾组织中ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦＯＸＰ３＋Ｔｒｅｇ细胞流式细胞图

３　讨论
本研究结果显示，顺铂单药化疗不但可显著降低

Ｌｅｗｉｓ肺癌移植瘤小鼠脾组织中 Ｔｒｅｇ细胞的比例，还
可增加周身和肿瘤微环境中 ＣＤ８＋Ｔ细胞的比例，降
低ＣＤ４＋Ｔ细胞的比例。Ｔｒｅｇ细胞比例的降低，可能
是由于化疗杀伤和（或）清除Ｔｒｅｇ细胞所致。虽然有
研究显示，化疗可增加Ｔｒｅｇ细胞的比例［９］，但多数研

究显示，化疗能够清除或下调 Ｔｒｅｇ细胞［１０１１］，上调

ＣＤ８＋Ｔ细胞的比例［１２１３］，与本研究结果相一致。化

疗导致ＣＤ４＋Ｔ细胞比例的下降可能与体内 ＣＤ８＋Ｔ
细胞比例的升高有关［１４］。结果表明，化疗可调整 Ｔ
淋巴细胞亚群的比例，下调Ｔｒｅｇ细胞和 ＣＤ４＋Ｔ细胞
的比例，上调ＣＤ８＋Ｔ细胞比例，从而增强机体免疫细
胞功能进而提高机体免疫系统对肿瘤的杀伤作用。

研究表明，ＰＤ１抑制剂能够通过消耗、减少 Ｔｒｅｇ
细胞的数量，改善机体的免疫功能，增强机体的抗肿

瘤作用［１５１６］。本研究结果显示，ＰＤ１抑制剂不但能
够显著降低 Ｌｅｗｉｓ肺癌移植瘤小鼠脾组织中 Ｔｒｅｇ细
胞的比例，还可显著增加周身和肿瘤微环境中 ＣＤ８＋

Ｔ细胞的比例，降低 ＣＤ４＋Ｔ细胞的比例。相关免疫
治疗的研究中，关于 ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞比例变化的实
验较少，本研究结果显示，肿瘤微环境中联合治疗组

的ＣＤ４＋Ｔ细胞的比例显著高于免疫治疗组，考虑可
能是由于联合治疗较免疫治疗使肿瘤免疫抑制微环

境得到较好改善，促使局部淋巴结的 ＣＤ４＋效应 Ｔ淋
巴细胞转移至肿瘤微环境。Ｔｒｅｇ细胞比例的降低，可
能与ＰＤ１抑制剂阻止ＣＤ４＋Ｔ细胞向Ｔｒｅｇ细胞分化
有关，而ＣＤ８＋Ｔ细胞比例的升高可能与ＰＤ１抑制剂
阻止ＣＤ８＋细胞毒性 Ｔ细胞凋亡有关［１７］。本研究结

果表明，无论化疗还是 ＰＤ１抑制剂免疫治疗均能够
通过下调Ｔｒｅｇ细胞比例、上调ＣＤ８＋Ｔ细胞比例诱发
机体抗肿瘤免疫应答反应［１８］，增强机体免疫系统的

抗肿瘤作用。因为Ｔｒｅｇ细胞是迄今为止发现的最重

要的免疫抑制细胞，在抑制抗肿瘤免疫应答中起关键

作用，控制Ｔｒｅｇ细胞的比例和（或）活性，可提高机体
抗肿瘤免疫的功能。而ＣＤ８＋Ｔ细胞是抗肿瘤的主要
效应细胞，在杀伤肿瘤细胞中起重要作用，增加其数

量和（或）活性，可提高对肿瘤的杀伤作用。

本实验进一步比较了顺铂、ＰＤ１抑制剂以及顺
铂联合ＰＤ１抑制剂一线治疗的疗效及各种治疗方案
对Ｔ淋巴细胞亚群的调控情况。实验结果显示，化
疗、免疫治疗以及二者的联合治疗虽然均能下调Ｔｒｅｇ
细胞比例、上调ＣＤ８＋Ｔ细胞比例，但是，联合治疗组
下调Ｔｒｅｇ细胞比例、上调ＣＤ８＋Ｔ细胞比例的幅度却
显著高于单纯化疗组和免疫治疗组，而且在抑制肿瘤

生长和延长移植瘤小鼠生存期方面联合治疗组也显

著优于单纯化疗组和免疫治疗组，说明化疗（顺铂）

联合免疫治疗（ＰＤ１抑制剂）具有协同增效作用。
ＰＤ１抑制剂可通过多种途径恢复和（或）增强免疫效
应性 Ｔ细胞对肿瘤的杀伤活性，诱发机体抗肿瘤免
疫反应；化疗不但可杀伤肿瘤细胞、减轻肿瘤负荷，还

可通过诱导肿瘤细胞免疫原性凋亡改善机体免疫功

能，诱发机体抗肿瘤免疫反应，协同机体免疫系统发

挥抗肿瘤作用。另外，化疗还能上调 ＰＤＬ１表达［６］，

进而增强ＰＤ１抑制剂的抗肿瘤作用。
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（本文编辑：孔春燕）

·读者·作者·编者·

关于一稿两投和重复发表问题的处理原则

　　中华医学会系列期刊作为我国重要的医学信息源期刊，原则上不接受一稿两投或重复发表的论文，读者在这些期刊上所阅
读的论文基本上都是原始的、首发的，除非声明是按作者和编辑的意图重新发表的。这一立场符合中国和国际版权法、道德规范

及资源使用的成本效益原则。但这一政策并不妨碍下列论文向中华医学会系列期刊投稿：①已经被其他刊物退稿的论文；②发
表初步报告后再发表完整的论文，如已在其他刊物或专业学术会议的论文汇编上发表过摘要；③在专业学术会议上宣读过，但并
未在其他刊物或会议汇编上全文发表或准备全文发表。因此，作者在向中华医学会系列期刊投稿时，必须就以前是否投寄过或

发表过同样或类似的文稿向编辑部作充分的说明，以免造成一稿两投或重复发表。如果文稿中部分内容已经发表，作者应在新

的文稿中明确指出有关内容并列出相应的参考文献，同时将以前发表的文稿寄给编辑部，以便编辑部决定如何处理新的文稿。

如果一旦出现一稿两投现象，且作者在投稿时没有作这方面的说明，编辑部将立即退稿；如果编辑部在发表前没有了解一稿

两投的情况而造成重复发表，编辑部将在本刊发表有关该文稿系重复发表的声明。对于一稿两投或重复发表的情况，编辑部将

向作者所在单位和该领域的其他科技期刊进行通报，同时，中华医学会系列期刊两年内将拒绝接受该论文第一作者所撰写的其

他文稿。作者向中华医学会系列期刊投稿并收到编辑部回执后３个月未接到退稿，则表明该稿件仍在处理中，如果作者欲投寄
其他刊物，应事先与编辑部联系并征得编辑部的同意。

本刊编辑部
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