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!!"摘要#!目的!探讨安罗替尼联合程序性死亡受体$"PL.$#单抗治疗N@H#+肺癌的增强效果!并初步探索
其可能的机制$方法!构建N@H#+肺癌荷瘤小鼠!将其分为对照组'安罗替尼组'PL.$单抗组和联合组$测量
各组小鼠肿瘤质量!利用免疫组织化学检测肿瘤组织免疫细胞浸润和微血管密度!采用细胞因子芯片对各组小
鼠血清细胞因子进行检测$结果!与对照组比较!安罗替尼组和联合组移植瘤质量明显减少!安罗替尼组低于

PL.$单抗组"%$%&%:#$PL.$单抗组'安罗替尼组和联合组抑瘤率分别为O$:&':;'-'&($;和/)&();$与
对照组比较!VL0'VL/水平在安罗替尼组'PL.$单抗组和联合组有不同程度升高!且联合组VL0水平较PL.$
单抗组升高!VL/水平较安罗替尼组升高"%$%&%:#$与对照组比较!VL)/水平在安罗替尼组和联合组有不
同程度升高"%$%&%:#$与对照组比较!VL1%)水平在PL.$单抗组和联合组有不同程度降低!且PL.$单抗组
低于联合组"%$%&%:#$与对照组比较!安罗替尼组和联合组新生血管'J3L减少"%$%&%:#$与对照组比
较!联合组VVN:水平升高!VcVN$水平降低"%$%&%:#$结论!安罗替尼联合PL.$单抗可能通过调节细胞
因子VVN:和VcVN$!增加肿瘤浸润VL0d>细胞和VL/d>细胞!有效抑制小鼠肺癌移植瘤的生长$
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!!肺癌是癌症死亡的主要原因#占全球癌症死亡总
数的$/&%;&$')非小细胞肺癌$,",.+EA558@555F,6
8A,8@D#ZWVNV%是肺癌中最主要的类型#约占所有肺
癌的/:;&1')大部分的 ZWVNV患者在确诊时已经
属于晚期#失去了手术根治的机会#总体预后较差&'')
1%11年中国和美国癌症统计数据估计#肺癌将成为中
美两国男性和女性的最大死因&0')近1%年来#靶向
治疗与免疫治疗进展迅速#晚期 ZWVNV的诊疗方案
也逐步走向精准化&:')以表皮生长因子受体$@G#!@D.
EA56D"H7BCA87"DD@8@G7"D#Q̀ 4<%.酪氨酸激酶抑制
剂$7ID"+#,@Y#,A+@#,B#M#7"D#>aU%为主的靶向治疗已
成为驱动基因突变患者公认的一线治疗方案(而对于
驱动基因阴性的患者来说#以免疫检查点抑制剂$#E.
EF,@8B@8YG"#,7#,B#M#7"D+#UVU+%为代表的免疫治疗
联合化疗则是指南推荐的一线标准治疗模式之一)
同时#为了减少化疗的不良反应#临床上也期待部分
人群能够使用,VB@E".CD@@-的治疗方案以实现高效
低毒的肿瘤治疗目标)基于上述需求#研究者们开展
了多项基础和临床研究#以期探索更有效的联合治疗
方案#其中#抗血管生成药物联合免疫治疗就是当前
研究的热点#也是最具潜力的方案之一)

从机制上来看#新生血管是肿瘤生长和转移的重
要过程&)'#抗血管生成治疗已被公认为一种有效的肿
瘤治疗模式&-')安罗替尼作为一种新型的抗血管生
成药物#是一种口服的小分子>aU#可针对血管内皮
生长因子受体$?A+8F5AD@,!"7B@5#A56D"H7BCA87"DD@.
8@G7"D#3Q̀ 4<%$*3Q̀ 4<1"aL<*3Q̀ 4<'*8.a#7*
血小板源生长因子受体$G5A7@5@7.!@D#?@!6D"H7BCA8.
7"DD@8@G7"D#PL̀ 4<%.-和成纤维细胞生长因子受体
$C#MD"M5A+76D"H7BCA87"DD@8@G7"D#4̀ 4<%$*4̀ 4<1
和 4̀ 4<'等多个靶点#具有更广泛*更有效的抗肿瘤
效应&/')1%1%年我国学者通过对结肠癌*肾癌和肺腺
癌患者的组织标本检测和小鼠实验#发现安罗替尼可

下调肿瘤组织血管内皮细胞的程序性死亡受体$
$PL.$%表达#影响VL/d>细胞浸润从而抑制肿瘤生
长&(')随后#在一项小样本量的回顾性研究中#发现
1)例晚期肿瘤患者$肺癌*胆囊癌*子宫内膜癌*胃癌*
胰腺癌*阴茎癌和黑色素瘤%进行安罗替尼联合UVU+
的一线至三线治疗#患者均可获得一定疗效且对药物
不良反应耐受性良好&$%')但安罗替尼联合UVU+的机
制及对肿瘤组织免疫微环境和全身免疫状态的影响

尚未完全清楚)本实验利用安罗替尼联合PL.$单抗
处理N@H#+肺癌荷瘤小鼠#在证实联合治疗疗效的同
时#进一步探索联合治疗对免疫微环境的影响及其相
关机制#现报道如下)
<!材料与方法
<&<!材料

!!V:-TN")雌性小鼠$)!/周龄%购自陆军特色医
学中心实验动物中心#小鼠 N@H#+肺癌细胞$5@H#+
5F,68A,8@D#NNV%购自中科院细胞库)胎牛血清*
LJQJ高糖培养基*胰蛋白酶等细胞培养试剂和基
质胶均购自美国V"D,#,6公司(免疫组织化学相关抗
体购自北京中杉金桥生物技术有限公司(免疫组织化
学抗原修复缓冲液乙二胺四乙酸购自福州迈新生物

技术开发有限公司(安罗替尼由正大天晴药业集团
$中国南京%提供(注射用小鼠 PL.$ 单抗 $克隆
<JP$.$0%购 自 美 国 T#"cV@55公 司(VL0$批 号
AM$/')/:%*VL1%)$抗 甘 露 糖 受 体 抗 体#批 号
AM)0)('%*VL)/$批号 AM1/'):0%*VL'$$批号 AM.
1/')0%购自美国=M8AE公司(VL/$批号(/(0$%购自
美国VW>公司(辣根过氧化物酶标记的小鼠"兔通用
型二抗$批号W=P.($%%%购自北京中杉金桥生物技术
有限公司)
<&=!方法
<&=&<!细胞培养

!!将冻存的NNV在'-f的水浴锅中快速振荡解
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冻后在无菌台上进行操作#加入含$%;胎牛血清的

LJQJ 高糖培养基后离心#弃上清液#加入适量
LJQJ培养基#吹打混匀后得到细胞悬液#置于细胞
培养箱$'-f#:; V\1%)当培养皿中的细胞密度达
到/%;!(%;时#按$g1的比例进行细胞传代培养)
收集细胞并计数#用于构建NNV小鼠移植瘤模型)

<&=&=!NNV小鼠移植瘤模型

!!提前备好基质胶#将收集好的NNV用磷酸盐缓
冲液稀释重悬后计数#得到浓度为$[$%- 个"EN细
胞悬液#将细胞悬液与基质胶按照$g$比例充分混
匀#取$%%+N上述混悬液$含:[$%: 个细胞%用注射
器在小鼠左后肢内侧腹股沟处皮下接种)
<&=&>!实验分组与处理

!!小鼠成瘤率超过:%;时将其分为对照组*安罗替
尼组*PL.$单抗组*联合组#每组:只)给药方式!安
罗替尼组每天灌胃安罗替尼$1&1:E6"Y6%#给药$1
!(PL.$单抗组于第$*'*:*-天腹腔注射PL.$单抗
$$%E6"Y6%(对照组灌胃和腹腔注射同等剂量生理盐
水)给药期间每天观察小鼠情况#在第$'天收集各
组荷瘤小鼠眼球血#颈椎脱臼处死#完整切取皮下移
植瘤)肿瘤组织用电子天平称取质量#并按以下公式
计算抑瘤率!抑瘤率$;%9$对照组平均瘤质量O给
药组平均瘤质量%"对照组平均瘤质量[$%%;)

<&=&?!免疫组织化学

!!小鼠肿瘤组织用0;甲醛固定#石蜡包埋#0+E
切片#置于)%f孵箱中'B#采用二甲苯*无水乙醇*
(:;乙醇*-:;乙醇脱蜡水化)切片于缓冲液乙二胺
四乙酸中抗原修复$%E#,#置入';过氧化氢.甲醇溶
液中浸泡$:E#,#磷酸盐缓冲液洗'次#每次:E#,#
晾干后加入山羊血清封闭'%E#,#之后滴加一抗如
下!VL0使用时按照$g$%%%稀释#VL/使用时按照
$g'%%稀释#VL1%)使用时按照$g:%%%稀释#
VL)/使用时按照$g$%%稀释#VL'$使用时按照
$g:%稀释(将滴加抗体的切片放入切片盒#置于0f
冰箱过夜)次日取出切片盒#常温下复温$B#并用磷
酸盐缓冲液洗'次#每次'E#,)迅速滴加辣根过氧
化物酶标记的小鼠"兔通用型二抗#置于'-f孵箱#
'%E#,后取出#磷酸盐缓冲液洗1次#每次:E#,)滴
加L=T显色#冲洗后用苏木素复染#脱水封片*显微
镜观察并拍照)
<&=&G!免疫细胞和微血管密度"E#8D"?@++@5!@,+#7I!
J3L#计数

!!在显微镜高倍镜$1%%[%下对每张切片的染色区
域采集0个视野图片#计数每张图片阳性细胞数量后
取平均值#即为VL0*VL/*VL)/*VL1%)阳性细胞数)
VL'$阳性染色定位于血管内皮细胞细胞质和"或细
胞膜#呈棕黄色颗粒)肿瘤间质区任何黄染的细胞或
细胞簇即使未显示管状结构均计为$个微血管#内
径&/个红细胞或有较厚肌层的血管不计数为微血

管)在低倍镜下选取'个肿瘤微血管最丰富的区域#
计算单位面积下微血管的数目#取平均值作为 J3L)
<&=&H!细胞因子检测

!!采用<AIM#"7@8B细胞因子芯片试剂盒#按照说明
书流程检测#简要步骤如下!将血清0 f#$%%%%D"
E#,#离心$%E#,#将上清液1倍稀释后取$%%+N行
芯片检测)取芯片#每孔加入$%%+N封闭液#室温下
封闭'%E#,)移除封闭液#加入稀释后的样品#0f过
夜)XA+BTFCC@D洗涤后#加入T#"7#,.=,7#M"!IV"8Y.
7A#5#孵育1B#洗涤)加入VI'.W7D@G7A?#!#,#避光混匀#
室温孵育$B#洗涤后采用 =6#5@,7WFD@W8A,LbJ#.
8D"ADDAIW8A,,@D芯片扫描仪#:'1,E扫描芯片)
<&>!统计学处理

!!采用 D̀AGBPA!PD#+E-&%软件进行数据分析#计
量资料以:S'表示#多组间比较采用单因素方差分
析#两组间比较采用>检验#以%$%&%:为差异有统
计学意义)
=!结!!果
=&<!安罗替尼联合PL.$单抗明显抑制NNV的生长

!!与对照组比较#安罗替尼组和联合组移植瘤质量
明显减少#安罗替尼组低于PL.$单抗组$%$%&%:%#
见图$)PL.$单抗组*安罗替尼组和联合组抑瘤率分
别为O$:&':;*-'&($;和/)&();)

!!=!NNV小鼠移植瘤大体(T!肿瘤质量(A!%$%&%:(,+!%&%&%:)

图$!!各组小鼠移植瘤生长情况

=&=!安罗替尼联合PL.$单抗对NNV移植瘤组织免
疫细胞浸润的影响

!!与对照组比较#VL0*VL/水平在安罗替尼组*
PL.$单抗组和联合组有不同程度升高#且联合组
VL0水平较PL.$单抗组升高#VL/水平较安罗替尼
组升高$%$%&%:%)与对照组比较#VL)/水平在安
罗替尼组和联合组有不同程度升高$%$%&%:%)与对
照组比较#VL1%)水平在PL.$单抗组和联合组有不
同程度降低#且PL.$单抗组低于联合组$%$%&%:%#
见图1*')
=&>!安罗替尼联合PL.$单抗对血管生成的影响
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!!与对照组比较#安罗替尼组和联合组新生血管*

J3L减少$%$%&%:%#见图0)

=&?!安罗替尼联合PL.$单抗影响血清中细胞因子

的水平

!!与对照组比较#联合组VVN:水平升高#VcVN$
水平降低$%$%&%:%#见表$)

图1!!各组NNV小鼠移植瘤组织VL0$VL/$VL)/$VL1%)染色浸润代表图%免疫组织化学染色&1%%['

!!=!VL0d>细胞计数(T!VL/d>细胞计数(V!VL)/d巨噬细胞计数(L!VL1%)d巨噬细胞计数($!对照组(1!安罗替尼组('!PL.$单抗组(0!联

合组(A!%$%&%:)

图'!!各组NNV小鼠移植瘤组织VL0$VL/$VL)/$VL1%)免疫组织化学染色阳性细胞数

!!=!VL'$$免疫组织化学染色#1%%[%(T!各组 J3L比较(A!%$%&%:)

图0!!各组VL'$免疫组织化学染色情况及 J3L比较
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表$!!各组细胞因子免疫荧光信号强度表达情况%99:&:S''

项目 对照组 安罗替尼组 PL.$单抗组 联合组

UN.$- $:&1%S0&:$ 1$&/'S-&%( $)&1-S:&1( 1-&/(S11&()
UN.) 1')&'$S0-&10 1:(&)-S)%&%- 1($&)'S)1&$) '$0&1-S$-$&%$
VVN: :$&$(S$$&() :$&)0S(&/: :(&00S0&$- )'&:)S-&1/A

3Q̀ 4.= $1:(&0%S1$'&/0 $0:'&1:S010&10 $$:$&/(S$(/&0) $1:-&-(S'$/&-)
>Z4.- $:-&-'S$)&'% $:'&/-S1$&1% $::&%-S1)&/% $:1&'(S(&)/
`J.VW4 $0/&%/S$(&:) $01&-:S1$&$: $0$&$1S1'&-% $01&:)S$-&0/
UN.0 $/-&(:S1$&'( 1%0&$(S::&:/ $/1&1$S''&:1 $-(&'0S1%&0/
UN.' $''&%'S$:&1) $'0&'/S$/&'% $1-&(%S$(&'' $1)&:)S(&(%
UN.$% 1$:&)%S11&%( 1$'&$:S1(&-$ 1%:&-%S0:&$) 1%1&/:S$0&$1
UN.1 $'$&1%S$:&1/ $1'&/-S$:&$( $1)&:/S1$&)- $11&-'S$0&):
UN.$1G-% 10:&')S'$&11 10:&$/S0$&/1 1''&'0S0)&)0 11/&:1S11&-/
UN.( 10:&$%S-1&'' 1:1&%)S-0&0- 1''&-(S/)&'( 11-&::S:%&$0
UN.: $/0&--S$/&$/ $(:&(1S0:&0: $/%&1$S''&:( $-%&''S1:&/'
UN.$. $-$&-1S'$&/1 $-'&$(S1:&-( $)-&%'S'/&01 $:-&:-S$1&%'
UZ4./ $((&$)S''&10 $/-&'(S$0&$' $/'&:-S'1&:$ $/$&-(S1%&0%
VVN1 111&0-S0%&)/ 1$'&)/S'/&1- 1%(&':S)$&/: 1%1&):S1-&$1
UN.$-= $/%&'-S1)&:% $-1&0(S1$&$0 $)0&1)S1$&:( $)'&/'S$(&:'
UN.$' '-&01S)&11 1-&')S1&(1A '1&-$S(&%: '1&:)S0&/%
J.VW4 '0&/%S/&10 11&:$S'&/'A '1&$'S$1&0% 1(&-/S)&0%
VcVN$ $%:&%(S0)&$1 $$'&)$S/%&:( ):&:1S'1&-- :-&-:S1(&00A

!!A!%$%&%:#与对照组比较)

>!讨!!论

!!在晚期恶性肿瘤的治疗中#抗血管生成治疗和以

UVU+为代表的免疫治疗都具有举足轻重的地位#而二
者的联合也在晚期 ZWVNV*肝癌*结直肠癌*宫颈癌
等临床治疗中取得了明显疗效#对不能耐受化疗*拒
绝化疗或多线治疗后进展的患者提供了一种无化疗

的可选方案)目前#二者联合治疗已经应用于晚期

ZWVNV二线后乃至初治患者中)在一项阿帕替尼联
合 Ŵ <.$1$%的'期临床研究中#晚期经治非鳞

ZWVNV患者联合治疗的客观缓解率$"M*@87#?@D@.
+G",+@DA7@#\<<%和疾病控制率$!#+@A+@8",7D"5
DA7@#LV<%分别为'%&/%;和/1&00;#中位无进展生
存期可达到:&(个月&$$')1%$(年韩宝惠教授在世界
肺癌大会上报道了安罗替尼联合信迪利单抗的多队

列&期临床试验#该联合方案在初治晚期 ZWVNV患
者中总生存期达到1)&1个月#\<<与LV<分别为

'%;和--;#显示出较好的抗肿瘤协同作用&$1')此
外#1%1%年在美国临床肿瘤学会大会上也报道了一项
安罗替尼的真实世界研究#安罗替尼联合包括纳武利
尤单抗*派姆单抗在内的PL.$单抗治疗晚期ZWVNV
的无进展生存期可达到/个月&$'')一项(期临床试
验UJG"H@D$:%研究$ZV>%1'))$0'%数据显示#免疫
治疗联合抗血管生成治疗可带来更长的无进展生存

期和总生存期#其中亚组分析提示转移性患者*Q̀ 4<
阳性患者*=Na阳性患者*a<=W突变患者可能更受
益&$0.$/')正是由于上述一系列的临床结果#1%1%年我
国.晚期非小细胞肺癌抗血管生成药物治疗中国专家
共识$1%1%版%/正式发布&$('#该共识结合荟萃分析*
真实世界数据和临床实践#指出对于二线后*特殊人

群*伴脑转移的非鳞ZWVNV及老年ZWVNV患者#抗
血管生成药物联合免疫方案将成为晚期ZWVNV的一
线治疗的新方向)

除了临床上的明显疗效#抗血管生成治疗联合

UVU+的相关作用机制也受到研究者的广泛关注)研
究表明#缺氧条件下 3Q̀ 4<1表达的增加可以促进
肿瘤血管生成&)')由于代偿机制#抗血管生成单药无
法根除肿瘤&1%'(恶性肿瘤引发组织缺氧伴随血管内皮
生长因子表达增高#会加剧肿瘤局部微环境的免疫抑
制#使得调节性>细胞*骨髓来源的抑制性细胞*肿瘤
相关巨噬细胞等免疫抑制细胞水平升高#VL/d>细
胞和肿瘤浸润淋巴细胞等水平下降&1$')因此#将抗血
管生成药物与UVU+联合可形成正反馈效应!一方面能
够使肿瘤血管正常化及重塑#逆转免疫抑制状态(另
一方面#UVU+可促进激活的>细胞浸润及杀伤肿瘤#
上调/.干扰素$#,7@DC@D",./#U4Z./%促进肿瘤血管正
常化#使得互相增效获得更好的临床疗效)众所周
知#抗血管生成治疗药物根据作用机制可分为以贝伐
珠单抗为代表的单抗类*以恩度为代表的血管内皮抑
制素及众多 3Q̀ 4<小分子抑制剂(同时#UVU+的治
疗药物也有作用于PL.$和PL.N$不同位点的抗体#
那么这些药物的不同组合是否会产生不同的机制效

应#目前尚没有研究报道)
为进一步明确安罗替尼与PL.$单抗联合治疗的

效果及其机制#本研究对NNV小鼠进行了联合治疗#
结果显示#联合组肿瘤质量较对照组和PL.$单抗组
明显缩小$%$%&%:%#较安罗替尼组也有缩小但差异
无统计学意义$%&%&%:%#表明安罗替尼可明显增强

PL.$单抗的治疗效果)由于免疫相关淋巴细胞在抗
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肿瘤免疫中发挥关键作用#本研究进一步对各组的主
要免疫相关淋巴细胞进行了检测#结果发现VL0d>
细胞的变化尤为明显#联合组VL0d>细胞的数量明
显高于其他各组)VL0d>细胞是重要的抗肿瘤免疫
细胞#既往研究显示#VL0d>细胞不仅具有辅助性>
细胞的功能#还有延迟性的细胞毒活性&11')同样#
VL/d>细胞在各治疗组均有升高#而且联合治疗组
的VL/d>细胞的数量明显高于其他各组)此外#巨
噬细胞在各治疗组均有不同程度增多#而 J1型巨噬
细胞明显减少)由此可见#安罗替尼和PL.$单抗影
响了肿瘤免疫微环境#联合治疗后 VL0d > 细胞和

VL/d>细胞数量的增多#以及巨噬细胞 J$型转化
J1型的抑制可能是联合治疗抗肿瘤疗效的关键所
在)本研究还对联合治疗抗血管生成作用进行了验
证#结果发现联合组与安罗替尼组治疗的抗血管生成
作用基本一致#并未因为UVU+的加入而减弱其抗血管
生成的作用#而抗血管生成药物能够协同并加强免疫
治疗的疗效已早有证实&1'')因此#从总体来看#联合
治疗明显改善了微环境)

细胞因子在调节细胞生长*损伤修复等过程中发
挥多种生物学功能)在肿瘤发展过程中#细胞因子不
仅可以是免疫细胞的产物#也可作为肿瘤与免疫细胞
之间的信息载体影响肿瘤免疫细胞)对细胞因子分
析可从另一方面评价免疫治疗的效果)本研究发现#
安罗替尼联合PL.$单抗治疗可改变机体的免疫状
态#表现为联合治疗后VVN:有明显升高#而VcVN$
明显下降)VVN:升高在免疫细胞的趋化和活化中发
挥作用#可增强抗肿瘤免疫反应&10')J\X=>等&1:'

在LZ=错配修复基因表达缺失的肠癌研究中也发现
VVN:作为干扰素依赖性趋化因子#以及VcVN$%的
过度表达可导致系统性而非局部性VL/d>细胞优先
募集和保留到肿瘤上皮中)而VcVN$的降低可以抑
制髓样细胞的迁移&1)'#同时促进VL/d>细胞在肿瘤
部位积聚)VVN:和VcVN$的变化#可能是肿瘤组织
中VL/d>细胞浸润增多*安罗替尼增强PL.$单抗免
疫治疗作用的重要机制)

综上所述#安罗替尼联合UVU+可能通过调节细胞
因子VVN:和VcVN$及增加肿瘤浸润VL0d>细胞*
VL/d>细胞来有效地抑制小鼠移植瘤的生长#该结
果可为进一步制订有效的临床治疗策略提供依据)
本研究仍有一定的局限性#由于是小鼠肺癌的动物实
验#样本量也偏少#对人体的联合治疗作用机制仅供
参考#今后还需进行人类肿瘤细胞实验和肺癌临床试
验来验证联合治疗的作用机制)
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