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[摘  要]  目的：探讨程序性死亡受体-1（PD-1）单抗联合顺铂或吉西他滨在KRAS基因突变非小细胞肺癌（NSCLC）A549细胞

移植瘤小鼠模型治疗中的作用。方法：构建免疫系统-肿瘤双人源化A549细胞小鼠移植瘤模型，将60只小鼠按随机数字表法分

成6组（10只/组），分别为对照组（200 μL/kg PBS）、PD-1单抗组（20 mg/kg PD-1单抗）、顺铂组（3 mg/kg顺铂）、PD-1单抗+顺铂组

（20 mg/kg PD-1单抗+3 mg/kg顺铂）、吉西他滨组（30 mg/kg吉西他滨）和PD-1单抗+吉西他滨组（20 mg/kg PD-1单抗+30 mg/kg

吉西他滨）。TUNEL和DAPI双染色法检测移植瘤组织中细胞凋亡水平，测量移植瘤体积和质量并计算肿瘤生长抑制率，免疫组

化法检测移植瘤微血管密度（MVD）。结果：成功构建免疫系统-肿瘤双人源化NSCLC A549细胞小鼠移植瘤模型，PD-1单抗+顺

铂组移植瘤的细胞凋亡率、肿瘤生长抑制率均最高，移植瘤体积、质量和 MVD 均最小，与其他 5 组小鼠比较差异均有统计

学意义（均P<0.05）。结论：顺铂与PD-1单抗具有协同活性，而吉西他滨拮抗PD-1单抗的治疗作用。提示PD-1单抗联合顺铂对

KRAS突变NSCLC A549细胞移植瘤小鼠的疗效更好。
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[Abstract]  Objective: To investigate the therapeutic effect of programmed death-1 monoclonal antibody (PD-1 mAb) combined with 

cisplatin and gemcitabine in the treatment of transplanted tumor with KRAS gene mutant non-small cell lung cancer (NSCLC) A549 

cells in mice.Methods: By constructing an immune system-tumor humanized mouse xenograft model with NSCLC A549 cells, 60 mice 

were randomly divided into 6 groups (10 mice/group), namely control group (200 μL/kg PBS), PD-1 mAb group (20 mg/kg PD-1 

mAb), cisplatin group (3 mg/kg cisplatin), PD-1 mAb+cisplatin group (20 mg/kg PD-1 mAb+3 mg/kg cisplatin), gemcitabine group 

(30 mg/kg gemcitabine) and PD-1 mAb+gemcitabine group (20 mg/kg PD-1 mAb+30 mg/kg gemcitabine). TUNEL and DAPI double 

staining were used to detect the level of apoptosis in transplanted tumor tissues. The volume and mass of transplanted tumors were 

detected, and the growth inhibition rate of transplanted tumor was measured. The microvessel density (MVD) of transplanted tumor was 

determined by immunohistochemistry. Results: The humanized mouse xenograft model of NSCLC A549 cells was successfully 

constructed. Compared with the other five groups, the apoptosis rate and tumor growth inhibition rate in the PD-1 mAb+cisplatin group 

were the highest, and the tumor volume, mass, and MVD were the smallest (all P<0.05 ). Conclusion: Cisplatin has a synergistic 

activity with PD-1 mAb, while gemcitabine can antagonize the therapeutic effect of PD-1 mAb. It is suggested that PD-1 mAb 

combined with cisplatin chemotherapy is better for KRAS mutant NSCLC A549 cell transplanted tumor mice.
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immunotherapy
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肺癌是世界上发病率和病死率最高的肿瘤，

85%~90% 肺癌为非小细胞肺癌（non-small cell lung 

cancer，NSCLC）患者[1]。NSCLC治疗多以手术为主，

然而约有 30%~55% 的局部复发和远处转移发生

率[2]。研究[3]发现，人类肿瘤中常发生KRAS突变，其

与不良的临床结局相关。在肺癌中约30%~40%的细

胞存在KRAS突变，其通过活性氧介导的生长因子信

号促进PD-L1表达[4]。PD-1主要在T细胞上表达，其

与 PD-L1 相互作用导致 T 细胞功能受到抑制[5]。因

此，阻断PD-1/PD-L1相互作用成为解锁被抑制的免

疫功能的一种逻辑策略，并构成了在肿瘤免疫治疗

中 使 用 免 疫 检 查 点 抑 制 剂（immune checkpoint 

inhibitor，ICI）PD-1 单抗及其联合用药方案的基

础[6-7]。PD-1单抗与标准化疗药物联合使用已被证明

可以进一步提高其抗肿瘤活性，改善肿瘤患者的临

床预后[8-9]。顺铂和吉西他滨为常用的化疗药物，目

前，有关PD-1单抗联合顺铂或吉西他滨在KRAS突

变NSCLC免疫治疗中的作用研究尚少见报道，且该

类研究使用鼠源性实验模型居多，其说服力不足。

因此，本研究通过构建免疫系统 -肿瘤双人源化

NSCLC A549细胞小鼠移植瘤模型，观察 PD-1单抗

联合顺铂或吉西他滨对移植瘤治疗中的作用，为

NSCLC临床治疗方案的选择提供参考实验依据。

1  材料与方法

1.1  实验动物、细胞及主要试剂

雌性、5~7周龄、体质量（22.15±2.11）g的重度联

合免疫缺陷 SPF 级小鼠（NOD/ShiLtJGpt-Prkdcem26Cd52

Il2rgem26Cd22/Gpt，NCG）购自北京 Vital River 实验动物

技术公司（实验动物合格证号：ZS-202106150022）。

饲养环境设置：明/暗交替（12 h/12 h），在 40%~70%

的相对湿度、（22±2）℃室温下，小鼠自由饮水（经高

压蒸汽灭菌的饮用水）和摄食。动物实验方案已获

得咸宁市中心医院实验动物福利伦理委员会批准

（No.22016）。

KRAS 突变型人 NSCLC 细胞 A549 购自 ATCC

细胞库，在100 U/mL青霉素+100 μg/mL链霉素+10%

胎牛血清的DMEM培养基中，于 37 ℃、5%CO2培养

箱中培养。高倍显微镜下观察细胞生长状态，当细

胞生长状态良好时，取对数生长期的细胞接种到培

养板中培养。

自咸宁市中心医院输血科获取 5 份人新鲜外

周 静 脉血（5 mL/份），以获取人外周血单个核细胞

（PBMC），采样前获得所在医院医学伦理委员会批准

（伦理审批号：KY20221028）。小鼠淋巴细胞分离液

购自中国天津市灏洋生物科技有限公司，胎牛血清、

DEME 培养基购自美国 Sigma 公司，磷酸盐缓冲液

（PBS）购自北京鼎国昌盛生物技术有限公司，顺铂购

自中国齐鲁制药有限公司，PD-1单抗购自美国默沙

东公司 ，吉西他滨购自美国礼来公司 ，Ficoll-

PaqueTM PREMIUM 1.084淋巴细胞分离液、抗人流式

检测抗体购自美国 GE Healthcare 公司，PE-CD3e、

FITC-CD45抗体自美国BD公司，KRAS（#sc-30）购自

美国圣克鲁斯生物技术公司，含 gDNA Eraser 的

Primer Script RT 试 剂 盒 、SYBR Premix Ex Taq 

RNAse H试剂盒购自日本TaKaRa 公司，免疫组织化

学试剂盒购自康为世纪有限公司，TUNEL绿色检测

试剂盒购自瑞士罗氏公司，CD33 PE-Cy7荧光单克隆

抗体试剂购自美国BD公司。

1.2  细胞培养

将人PBMC接种于培养皿中，采用DMEM高糖

培养基，其中加入10 mL 10%胎牛血清、100 U/mL青

霉素和100 μg/mL链霉素，于37 ℃、5% CO2培养箱中

培养。细胞贴壁并覆盖 90%皿底时弃去培养基，消

化 3 min（加 3 mL胰酶溶液），加 5 mL培养基终止消

化，进行细胞传代。待细胞状态良好并于对数生长期

时，胰酶消化并收集细胞，用PBS调整细胞密度为5×106

个/mL，冰上保存。

1.3  人源化NSCLC小鼠模型的构建与鉴定

在实验研究开始前，小鼠先在一个无病原体控

制的环境中度过7 d的适应期。用Ficoll密度梯度离

心法获得人 PBMC后，通过尾静脉将 PBMC注射入

小鼠体内（1×107个细胞/只）。PBMC移植 14 d后，将

对数生长期的人A549细胞接种于小鼠右前肢腋部皮

下（5×106个细胞/只）。移植 3周后，抽取重建小鼠的

静脉血，分离PBMC，加抗人CD3+、CD45+ T细胞荧光

抗体标记，流式细胞仪分析评估其中人免疫细胞的

比例，通过FlowJo 10软件进行分析。期间每3 d测量

1次小鼠体质量和移植瘤体积。将实验结束后、实验

过程中濒临死亡的小鼠、肿瘤长度大于 15 mm或患

有溃疡性肿瘤的小鼠立即处死，以避免不必要的疼

痛和痛苦。

1.4  实验动物分组及治疗

皮下移植人A549细胞后，观察小鼠皮下移植瘤

生长情况，（2次/1周），皮下移植瘤达约 100 mm3时，

将模型小鼠按随机数字表法分为 6组（10只/组）：对

照组、PD-1单抗组、PD-1单抗+顺铂组、吉西他滨组

和PD-1单抗+吉西他滨组。造模第7天开始给予治

疗：（1）对照组，腹腔注射 200 μL/kg PBS；（2）PD-1

单抗组，静脉注射 20 mg/kg 的 PD-1 单抗，1 次/3 d；

（3）顺铂组，腹腔注射3 mg/kg的顺铂，1次/3 d；（4）吉

西他滨组，腹腔注射 30 mg/kg的吉西他滨，1次/3 d；
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（5）PD-1单抗+顺铂组、PD-1单抗+吉西他滨组用药

剂量及次数同上，同时给药，治疗持续至第28天。

1.5  TUNEL和DAPI双染色法检测移植瘤组织中细

胞凋亡水平

处死各组小鼠，切取移植瘤组织并在4%多聚甲

醛溶液中固定 1 d后，浓度梯度乙醇脱水、二甲苯透

明、石蜡包埋，切片厚5 μm。在处理移植瘤组织15天

后，根据试剂盒说明书，进行 TUNEL 染色（绿色）。

用DAPI作为反染色（蓝色），显示细胞核。荧光显微

镜下，细胞核中绿色颗粒为凋亡细胞，凋亡细胞数量

通过随机选取3个（×200）视野计数TUNEL染色细胞

总数量获得。

1.6  移植瘤体积与质量观察及肿瘤生长抑制率计算

（1）每组取7只小鼠，造模后第7天开始，用游标

尺测量皮下肿瘤的最大长、短经，分别于第7、10、14、

18、21、24、28、31、35、38、42、45天进行检测。依据公

式[肿瘤体积（V）=（长度×宽度 2）/2]计算小鼠体内移

植瘤体积均数，绘制肿瘤生长曲线。（2）造模45 d后，

处死所有小鼠，取出移植瘤，称移植瘤质量并测量移

植瘤体积。依据公式[肿瘤生长抑制率=（对照组平均

瘤体积-治疗组平均瘤体积）/对照组平均瘤体积×

100%]计算肿瘤生长抑制率。

1.7  免疫组化法检测移植瘤微血管密度（microvascular 

density，MVD）

干预治疗后，处死小鼠并取移植瘤，在 4%多聚

甲醛溶液中固定后，脱水、透明、石蜡包埋后，切成

4 μm 厚切片，显微镜下观察，取 6 个高倍视野/张切

片，计算MVD平均值。

1.8  统计学处理

采用SPSS23.0软件对数据进行分析。呈正态分

布的计量资料用 x̄±s 表示，两组间数据比较采用 t检

验，多组间数据比较用单因素方差分析。以P<0.05

表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  成功构建双人源化NSCLC A549细胞小鼠移植

瘤模型

将人 PBMC 及人 A549 细胞输入或接种于小鼠

体内，第 21 天后流式细胞术检测小鼠外周血中人

CD45+、CD3+ T细胞含量，结果发现来自同一供体不

同小鼠外周血中两种 T 细胞的比例不同，CD45+、

CD3+ T细胞比例分别为25.9%、27.3%，符合>25%即建

模成功的标准[10]。结果表明，成功构建了免疫系统-

肿瘤人源化NSCLC A549细胞移植瘤小鼠模型。

2.2  各组小鼠移植瘤组织中肿瘤细胞凋亡率比较

TUNEL和DAPI双染色法检测结果（图1）显示，

小鼠移植瘤组织中肿瘤细胞凋亡率从高到低排序为

PD-1 单抗 + 顺铂组（52.14±8.15）% 、PD-1 单抗组

（17.33±6.39）% 、PD-1 单抗 + 吉西他滨组（16.24±

5.14）%、顺铂组（15.27±4.25）%、对照组（4.19±1.39）%

和吉西他滨组（4.16±1.28）%；其中PD-1单抗+顺铂组

的细胞凋亡率最高，与其他各组小鼠比较差异均有

统计学意义（均P<0.05），其余各组比较差异均无统

计学意义（均P>0.05）。结果表明，PD-1单抗+顺铂治

疗可有效促进小鼠移植瘤细胞凋亡，具有较强的抗

肿瘤作用。

图1  各组小鼠移植瘤组织DAPI+TUNEL双染色结果（×200）

2.3  各组小鼠移植瘤体积和质量比较

至造模第45天时，分析小鼠移植瘤体积和质量（图

2，表1）发现，与对照组比较，其他各组小鼠的移植瘤

体积均显著减小，移植瘤生长趋势均显著减缓，其中

PD-1单抗+顺铂组小鼠移植瘤体积和质量均最小（均

P<0.05）。PD-1单抗+吉西他滨组与对照组比较差
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异无统计学意义（P>0.05），其他各组小鼠与对照组

比较差异均有统计学意义（均P<0.05）。其中，PD-1

单抗组有4只小鼠移植瘤消失，而另外3只小鼠移植

瘤在治疗停止 7 d后开始显著生长；PD-1单抗+吉西

他滨组7只小鼠移植瘤依旧持续生长；PD-1单抗+顺

铂组有 6只小鼠移植瘤消失，停止治疗后，另 1例小

鼠移植瘤未见明显生长。结果表明，顺铂与PD-1单

抗之间存在协同作用，而吉西他滨与PD-1单抗之间

存在明显的拮抗作用。

A：对照组、PD-1单抗组、顺铂组和PD-1单抗+顺铂组的比较；B：对照组、PD-1单抗组、吉西他滨组和PD-1单抗+吉西他滨组的比

较。各条曲线右侧的数字表示实验结束时肿瘤小鼠接近于正常无肿瘤小鼠的数量。

图2    各组小鼠移植瘤生长体积比较

2.4  各组小鼠移植瘤生长抑制率比较

至造模第 45天时，PD-1单抗+顺铂组小鼠的肿

瘤生长抑制率最高，与其他各组比较差异均有统计

学意义（均P<0.05），而吉西他滨组小鼠的肿瘤生长

抑制率呈负数形式，且PD-1单抗+吉西他滨组的肿瘤

生长抑制率显著低于PD-1单抗组，结果表明吉西他

滨不仅无治疗效果，反而促进小鼠移植瘤的生长，对

PD-1单抗治疗有拮抗作用，见表1。

2.5  各组小鼠移植瘤MVD比较

分析移植瘤组织MVD（表1）发现，PD-1单抗+顺

铂组小鼠移植瘤中MVD最低，与其他各组比较差异

均有统计学意义（均P<0.05），而PD-1单抗+吉西他滨

组与对照组比较差异均无统计学意义（均P>0.05）。

结果表明，PD-1单抗+顺铂治疗可有效降低移植瘤中

MVD。

表1    造模第45天时各组小鼠移植瘤质量、体积、生长抑制率及MVD比较

分  组

对照组

PD-1单抗组

顺铂组

吉西他滨组

PD-1单抗+吉西他滨组

PD-1单抗+顺铂组

n

7

7

7

7

7

7

质量/g

2.84±0.91

1.25±0.36*

1.94±0.54*

4.15±1.05*

2.79±0.89

0.29±0.05*△

体积/mm3

418.25±8.54

178.44±9.84*

241.18±6.57*

841.78±2.15*

412.47±9.15

14.58±1.14*△

生长抑制率/%

 0

57.33±3.24*

42.34±3.14*

-101.26±3.05*

1.38±0.19*

96.51±3.65*△

MVD（条/mm2）

57.58±5.15

42.15±4.33*

25.14±3.84*

102.54±7.05*

56.25±5.03

3.12±1.02*△

与对照组比较，*P<0.05；与其余4个治疗组比较，△P<0.05。

3  讨  论

现阶段，对恶性肿瘤的治疗主要在消除肿瘤细

胞的同时，尽量减少对正常组织细胞的伤害。传统

治疗方法主要是放疗、化疗和手术等带有创伤性的

治疗方式，虽然可以杀死肿瘤细胞，但由于其缺乏特

异性，在对周围正常组织造成损伤的同时，又不能彻

底消灭微小残余的病灶组织，使得治愈率较低，增加

了肿瘤的复发和病死率。肿瘤治疗的第 4种模式是

指用免疫系统甄别健康和恶变组织、“非我”和“自

我”的特点，提高疗效[11-12]。研究结果[13]显示，80%的

肿瘤患者单独使用PD-1单抗因其原发性耐药致使免

疫治疗无效，小部分治疗有效患者还会因发生继发

性耐药而使肿瘤复发。因而为进一步提高和稳定

PD-1单抗的治疗效果，抗血管生成药物、化疗药物和

其他免疫治疗药物联合等治疗方式的研究层出不

穷。顺铂是早期NSCLC的常用化疗药物，与单纯手

术相比，新辅助化疗能降低患者肿瘤分期、消除微转

·· 374



李雄兵, 等 . PD-1单抗联合顺铂或吉西他滨化疗对KRAS突变非小细胞肺癌A549细胞移植瘤小鼠模型的治疗作用

移灶和提高完全切除率，以达到改善患者围手术期

情况的目的[14]。吉西他滨作为肺癌一线的细胞周期

特异性抗代谢药，介导DNA合成，联用铂类药物效果

最佳，但部分患者表现为不耐受而降低其疗效[15]。

为了探讨PD-1单抗联合顺铂或吉西他滨化疗对

KRAS突变NSCLC免疫治疗的作用，本研究成功建

立了双人源化NSCLC小鼠模型，结果发现PD-1单抗

联合顺铂化疗对KRAS突变NSCLC小鼠的治疗效果

更好。李惠等[16]建立了人源化NSCLC小鼠模型，对

比顺铂组、PD-1单抗组、顺铂联合 PD-1单抗组和对

照组的肿瘤复发与转移情况，结果发现，顺铂联合

PD-1单抗组的治疗效果更好，其潜在的抗肿瘤机制

可能是通过广泛浸润肿瘤中的 CD8+ T 细胞，刺激

CD8+ T细胞释放颗粒酶B，调控机体的免疫功能，进

而杀灭肿瘤细胞。CORREALE 等[17]建立了结肠癌

MC38细胞小鼠模型，对比顺铂组、PD-1单抗组、顺

铂联合PD-1单抗组和对照组的治疗效果，发现联合

治疗组 CD8+ T 细胞数量最多，其机制可能是通过

CXCL9/CXCL10/CCL5轴刺激浸润T细胞，进而改善

结肠癌的临床结局。本研究结果提示，顺铂与PD-1

单抗具有协同作用，而吉西他滨能拮抗PD-1单抗的

治疗作用，并不适用于KRAS突变NSCLC患者的免

疫治疗，这与GLORIEUX等[18]的研究结果一致。

PD-1单抗可降低顺铂引起 PD-L1的过表达，增

强自身免疫细胞对肿瘤细胞的杀伤作用，逆转机体

免疫耐药状态，降低肿瘤细胞的逃逸现象，进而改善

疗效及患者预后。顺铂与PD-1单抗具有协同活性可

能是通过诱导DNA损伤来刺激 cGAS/STING信号通

路来增强趋化因子的表达，增加 IFN-β1 和 CXCL9/

10/11的表达，有效促进CD8+ T细胞浸润肿瘤组织，

激活T细胞的功能，如 IFN-γ的分泌增加，进而增强

PD-1单抗的治疗效果，产生治疗协同作用[19-21]。吉西

他滨是一种抗代谢的核苷类药物，其通过消耗肿瘤

细胞的脱氧核苷来阻止肿瘤细胞DNA的合成，进而

促进肿瘤细胞凋亡。GLORIEUX 等[18]的研究则推

测，吉西他滨可能通过抑制T细胞浸润到肿瘤组织

中，从而对免疫系统有抑制作用，但是抑制T细胞浸

润的确切分子机制尚不清楚，有待进一步研究确证。

而杨雅萌等[15]的研究显示，PD-1单抗联合吉西他滨

的治疗效果优于单独使用PD-1单抗治疗，与本研究

结果存在差异的原因可能是本研究延长了对小鼠的

观察时间至造模后的45 d，不仅能观察到用药开始到

结束后的指标变化，还能观察到用药结束后到处死

小鼠之前的肿瘤生长持续变化趋势。本研究发现，

PD-1单抗和吉西他滨联合使用使得小鼠的肿瘤生长

抑制率（1.38±0.19）%显著低于 PD-1 单抗组（57.33±

3.24）%，说明吉西他滨对PD-L1单抗有拮抗作用，会

抵消其抑制肿瘤效应。结果表明，PD-1单抗与吉西

他滨联用并不适用于KRAS突变NSCLC模型小鼠的

免疫治疗。

综上所述，PD-1单抗与顺铂具有协同抗肿瘤活

性，而吉西他滨与 PD-1 单抗具有拮抗作用。提示

PD-1 单抗联合顺铂化疗对KRAS突变NSCLC细胞

移植瘤小鼠的疗效更好，而吉西他滨拮抗PD-1单抗

的机制还有待深入研究。
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