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［摘要］ 　 目的　 探讨抑瘤肠菌（ＴＳＥ）与抗程序性细胞死亡蛋白 １（ＰＤ⁃１）单抗联合治疗对微

卫星稳定（ＭＳＳ）型结直肠癌（ＣＲＣ）疗效的影响。 方法　 选取 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠构建 ＣＴ２６ 荷瘤小鼠模

型后，随机分为对照组、ＴＳＥ 单药组（ＴＳＥ 组）、αＰＤ⁃１ 单药组（αＰＤ⁃１ 组）、ＴＳＥ 联合 αＰＤ⁃１ 组（联合

组），每组 １０ 只。 定期测量小鼠皮下移植瘤体积并监测体重，给药 １４ 天后处死获取皮下移植瘤，
比较各组肿瘤体积大小；采用苏木精⁃伊红（ＨＥ）染色观察肿瘤细胞的形态结构；采用免疫组化法检

测肿瘤组织 ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞数量；采用流式细胞术检测皮下移植瘤组织和脾脏组织中 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞和

ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞占 ＣＤ４５ ＋ 细胞的比例。 结果　 对照组、ＴＳＥ 组、αＰＤ⁃１ 组及联合组小鼠肿瘤平均体积

依次减小（Ｐ ＜ ０． ０５）。 免疫组化结果显示，对照组、ＴＳＥ 组、αＰＤ⁃１ 组及联合组小鼠肿瘤组织中

ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞数量依次升高（Ｐ ＜ ０． ００１）。 肿瘤组织流式细胞术结果显示，αＰＤ⁃１ 组小鼠 ＣＤ３ ＋

ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞占 ＣＤ４５ ＋ 细胞的比例高于对照组，联合组小鼠 ＣＤ３ ＋ ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞占 ＣＤ４５ ＋ 细胞的比

例高于对照组、ＴＳＥ 组及 αＰＤ⁃１ 组（Ｐ ＜ ０． ０５）。 结论　 ＴＳＥ 联合抗 ＰＤ⁃１ 单抗可明显提高免疫单药

治疗的抑瘤作用，可能通过增加肿瘤组织中浸润 ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞而促进抗 ＰＤ⁃１ 单抗治疗 ＣＲＣ 的疗效。
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　 　 结直肠癌（ＣＲＣ）是世界上第三大常见恶性肿瘤

和第二大恶性肿瘤死亡原因［１⁃２］。 免疫治疗的出现为

恶性肿瘤治疗带来新的希望，其对黑色素瘤、非小细胞

肺癌等不同类型的恶性肿瘤临床疗效显著［３⁃４］。 免疫

治疗只对少数高度微卫星不稳定（ＭＳＩ⁃Ｈ）型 ＣＲＣ 效

果显著，而对占 ９５％ 以上的微卫星稳定 ／错配修复功

能完整（ＭＳＳ ／ ｐＭＭＲ）型 ＣＲＣ 并不敏感，也就是常说的

“冷肿瘤”状态［５］。 所以，目前如何提高 ＭＳＳ ／ ｐＭＭＲ
型 ＣＲＣ 患者的免疫治疗疗效，将“冷肿瘤”转变为“热
肿瘤”是肠癌免疫治疗领域的热点。 许多研究表明抗

肿瘤免疫反应受肠道菌群影响，通过调节肠道菌群可

改善抗肿瘤免疫反应［６］。 但是，肠道菌群是否影响抗

程序性细胞死亡蛋白 １（ＰＤ⁃１）单抗对 ＭＳＳ 型 ＣＲＣ 的

治疗效果还需要进一步的探索。 抑瘤肠菌（ＴＳＥ）是由

与肿瘤免疫相关的特殊肠道细菌和抗肿瘤免疫促进物

等组成的药物，可通过调节肠道菌群平衡进而促进抗

肿瘤免疫反应。 ＣＴ２６ 细胞属于 ＭＳＳ 型小鼠 ＣＲＣ 细胞

系，对免疫检查点阻断的敏感性不高［７］。 本研究构建

了 ＭＳＳ 型 ＣＲＣ 荷瘤小鼠模型，通过动物实验观察了

ＴＳＥ 联合抗 ＰＤ⁃１ 单抗治疗 ＣＲＣ 的疗效的影响并对其

作用机制做了初步探索。

材料与方法

１． 材料：６ ～ ８ 周龄，体重 １８ ～ ２０ ｇ 的雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ
小鼠，购自江苏集萃药康生物科技有限公司，在同济医

院科研大楼动物中心的无特定病原体（ＳＰＦ）级别的屏

障环境内饲养。 小鼠结肠癌细胞 ＣＴ２６ 购自尚恩生物

技术有限公司；ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基、０． ２５％ ＥＤＴＡ 胰蛋

白酶消化液均购于美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司；胎牛血清购自

中国赛默飞世尔科技有限公司；小鼠 ＣＤ８ 抗体购自英

国 ＡＢｃａｍ 公司；ＴＳＥ 购自博吉弘康（嘉兴）生物医药有

限公司；抗 ＰＤ⁃１ 单克隆抗体购自 Ｌｅｉｎｃｏ 公司。 小鼠流

式抗体 ＬＩＶＥ ／ ＤＥＡＤ（ＦＶＳ５１０）、ＣＤ４５（ＡＰＣ⁃ＣＹ７）、ＣＤ３
（ＡＰＣ）、ＣＤ４（ＰＥ）、ＣＤ８ａ（ＦＩＴＣ）均购自美国 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ
公司。

２． 方法

（１）细胞培养：ＣＴ２６ 肿瘤细胞培养于含有 １０％胎

牛血清的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基中，置于 ３７℃、５％ ＣＯ２ 培

养箱中进行孵育。
（２）建立小鼠皮下移植瘤模型［８］：将之前扩增的

处于对数生长期的 ＣＴ２６ 肿瘤细胞用胰蛋白酶消化并

用 ＰＢＳ 洗涤、稀释后制备肿瘤细胞悬液，浓度为 ５ ×
１０６个 ／ ｍｌ，置于冰盒中保存，以保证肿瘤细胞活力。 提

前一天用剃毛刀将小鼠右背下侧的毛发剃光，并用耳

标对小鼠进行标记。 用 １ ｍｌ 胰岛素针吸取 ２００ μｌ 细

胞悬液皮下注射至小鼠右背下侧的部位。
（３）测量小鼠皮下移植瘤的体积和监测小鼠体

重：用游标卡尺分别测量小鼠皮下移植瘤的最长径和

最短径，肿瘤体积 ＝ （最长径 × 最短径２） ／ ２；每隔 ２ 天
测量小鼠肿瘤大小和称重。

（４）分组及处理：皮下注射后的 ５ ～ ７ 天，当小鼠

皮下移植瘤体积生长到 ５０ ～ １００ ｍｍ３时，将所有小鼠
随机分为对照组、ＴＳＥ 单药组（ＴＳＥ 组）、αＰＤ⁃１ 单药组

（αＰＤ⁃１ 组）、ＴＳＥ 联合 αＰＤ⁃１ 组（联合组），每组小鼠

各 １０ 只。 处理方式：对照组每 ２ 天腹腔注射 １ 次生理

盐水，并每天予 ２００ μｌ 生理盐水灌胃处理；ＴＳＥ 组每

２ 天腹腔注射 １ 次生理盐水，并每天予 ２００ μｌ ＴＳＥ 灌

胃处理（ＴＳＥ≥１２０ 亿 ＣＦＵ ／ ｍｌ）；αＰＤ⁃１ 组每 ２ 天腹腔

注射 １ 次 αＰＤ⁃１ ５ ｍｇ ／ ｋｇ，并每天予 ２００ μｌ 生理盐水灌

胃处理；联合组每 ２ 天腹腔注射 １ 次 αＰＤ⁃１ ５ ｍｇ ／ ｋｇ，
并每天予 ２００ μｌ ＴＳＥ 灌胃处理。 所有小鼠均连续处理

１４ 天。
（５）肿瘤组织样本的获取和染色：实验结束后以

颈椎脱臼法处死小鼠，获取皮下移植瘤，于 ＰＢＳ 中漂

洗后用滤纸吸干并进行称重及拍照记录肿瘤大体图

片。 各组均取适量肿瘤组织置于 ４％多聚甲醛中放置

２４ ～ ４８ ｈ，脱水、石蜡包埋、脱蜡、切片，再行苏木精⁃伊
红（ＨＥ）染色和免疫组化染色。 ＨＥ 染色用于确证实

验所取组织为肿瘤组织，并可以观察结肠癌细胞形态

特征。 免疫组化染色用于检测肿瘤组织中的 ＣＤ８ ＋ Ｔ
细胞，用 ＣＤ８ 一抗孵育好的切片用 ＤＡＢ 试剂盒进行

染色，等切片脱水后，再使用中性胶进行固定，然后在

显微镜下观察。 用白光扫描仪采集图像，用 ＮＤＰ．
Ｖｉｅｗ２ 软件分析图像。

（６）流式细胞术：将分离的小鼠皮下移植瘤组织和

脾脏剪碎、研磨制成匀浆，将含 ＩＶ 型胶原酶（１ ｍｇ ／ ｍｌ）、
透明质酸酶（０． ０１ ｍｇ ／ ｍｌ）、ＤＮａｓｅ１（０． ００２ ｍｇ ／ ｍｌ）的

混合消化酶置于 ３７ ℃恒温消化 ４５ ｍｉｎ，消化完成后加

入红细胞裂解液进行裂红，多次离心后制成单细胞悬

液，然后使用 ２００ 目滤网洗涤和过滤以去除杂质。 采

用固定活力染色 ５１０ 区分活细胞和死细胞，再用抗小

鼠流式抗体进行染色。 染色样品在 ＣｙｔｏＦＬＥＸ⁃３ 激光

１３ 色流式细胞仪上进行分析，并使用 ＦｌｏｗＪｏ １０． ０ 软

件分析制图。
３． 统计学处理：应用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８． ０． ２ 软件

进行统计分析。 符合正态分布的计量资料以 􀭰ｘ ± ｓ 表
示，多组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用 ｔ
检验。 以 Ｐ ＜ ０． ０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

１． ４ 组小鼠皮下移植瘤体积比较：对照组、ＴＳＥ 组、
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αＰＤ⁃１ 组及联合组小鼠皮下移植瘤平均体积依次减小

［（１ ３１４． ０９ ± ２６７． ７５）ｍｍ３、（８５５． ８９ ± １４５． ３８）ｍｍ３、
（４７０． ０４ ± ９８． ２１） ｍｍ３、（２６１． ８５ ± ７６． ６８） ｍｍ３，Ｐ ＜
０． ０５］，见图 １。

图 １　 ４ 组小鼠离体的皮下移植瘤组织体积比较

　 　 ２． ４ 组小鼠皮下移植瘤组织 ＨＥ 染色和免疫组化

染色结果：ＨＥ 染色结果显示，αＰＤ⁃１ 组和联合组有大

面积的肿瘤坏死组织。 免疫组化染色结果显示，对照

组、ＴＳＥ 组、αＰＤ⁃１ 组及联合组小鼠皮下移植瘤组织中

ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞数量依次升高［（１４． ８３ ± ４． ２６）、（６８． １７ ±
９． １３）、（１２２． ５０ ± １３． ２６）、（１９２． ６７ ± ２９． ６８），Ｐ ＜ ０． ００１］。
见图 ２。
　 　 ３． ４ 组小鼠皮下移植瘤组织和脾脏组织中 ＣＤ３ ＋

ＣＤ８ ＋ Ｔ 细 胞 ／ ＣＤ４５ ＋ 细 胞 与 ＣＤ３ ＋ ＣＤ４ ＋ Ｔ 细 胞 ／
ＣＤ４５ ＋ 细胞比较：皮下移植瘤组织流式细胞术结果显

示，αＰＤ⁃１ 组小鼠 ＣＤ３ ＋ ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞 ／ ＣＤ４５ ＋ 细胞高于

对照组，联合组小鼠 ＣＤ３ ＋ ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞 ／ ＣＤ４５ ＋ 细胞高

于对照组、ＴＳＥ 组及 αＰＤ⁃１ 组（Ｐ ＜ ０． ０５）；而 ＴＳＥ 组小

鼠 ＣＤ３ ＋ ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞 ／ ＣＤ４５ ＋ 细胞与对照组及 αＰＤ⁃１
组比较差异均无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。 各组小鼠皮

下移植瘤组织中 ＣＤ３ ＋ ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞 ／ ＣＤ４５ ＋ 细胞和脾

脏组织中 ＣＤ３ ＋ ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞 ／ ＣＤ４５ ＋ 细胞、ＣＤ３ ＋ ＣＤ４ ＋

Ｔ 细胞 ／ ＣＤ４５ ＋ 细胞比较差异均无统计学意义（Ｐ ＞
０． ０５）。 见表 １。

表 １　 ４ 组小鼠皮下移植瘤组织和脾脏组织 ＣＤ３ ＋ ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞 ／
ＣＤ４５ ＋ 细胞与 ＣＤ３ ＋ ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞 ／ ＣＤ４５ ＋ 细胞比较

（％ ，􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

组别

皮下移植瘤组织

ＣＤ３ ＋ ＣＤ８ ＋

Ｔ 细胞 ／
ＣＤ４５ ＋ 细胞

ＣＤ３ ＋ ＣＤ４ ＋

Ｔ 细胞 ／
ＣＤ４５ ＋ 细胞

脾脏组织

ＣＤ３ ＋ ＣＤ８ ＋

Ｔ 细胞 ／
ＣＤ４５ ＋ 细胞

ＣＤ３ ＋ ＣＤ４ ＋

Ｔ 细胞 ／
ＣＤ４５ ＋ 细胞

对照组 １２． ８０ ±１． ４７ ４４． ６６ ±１１． ８９ ２９． １０ ±６． ８９ ５８． ７４ ±６． ０３
ＴＳＥ 组 １９． １６ ±５． ２３ ３４． ５６ ±５． ３６ ３２． ４８ ±８． ４２ ５６． ３０ ±６． １７
αＰＤ⁃１ 组 ２０． ３２ ±１． ９４ａ ３５． ３６ ±９． ３１ ３０． ９６ ±５． ２３ ５７． ０８ ±７． ３４
联合组 ２８． ８２ ±５． ８６ａｂｃ ３３． １８ ±６． ９６ ２９． ７４ ±２． ７４ ５６． ３６ ±７． ８９
　 　 注：与对照组比较，ａＰ ＜ ０． ０５；与 ＴＳＥ 组比较，ｂＰ ＜ ０． ０５；与 αＰＤ⁃１
组比较，ｃＰ ＜ ０． ０５

讨　 　 论

ＣＲＣ 具有高发病率和不良预后的特征，是人类最

常见的消化道恶性肿瘤之一［９⁃１０］。 局限性 ＣＲＣ 的 ５ 年

生存率为 ９１％ ，转移性 ＣＲＣ 的五年生存率不超过

２０％ ［１１］。 恶性肿瘤的免疫治疗对不同类型恶性肿瘤

患者显示出明显的疗效，包括治疗后病情的长期缓解，
并有希望治愈小部分已发生远处转移的恶性肿瘤患

者。 但肠癌目前的免疫治疗进展并不顺利，不如其他

恶性肿瘤取得的效果显著，很大原因是大部分 ＣＲＣ 为

ＭＳＳ ／ ｐＭＭＲ 型，如何提高免疫治疗在 ＭＳＳ ／ ｐＭＭＲ 型

ＣＲＣ 的疗效一直是临床亟待解决的问题。
近来关于肿瘤与肠道菌群的研究越来越多，普遍

认为肠道微生物群是动物和人类恶性肿瘤免疫治疗疗

效相关的关键因素［１２⁃１３］。 肠道菌群与免疫治疗疗效

息息相关［１４］，改善肠道菌群的分布有可能提高免疫治

疗的疗效［１５⁃１６］。 调节肠道菌群的主要方法有粪菌移

植（ＦＭＴ）、口服益生菌、益生元等，直接运用活共生物

种或细菌菌群。 肠道菌群容易受到遗传和外部环境因

素的严重影响，而不同地区的微生物环境通常存在相

当大的差异，导致肠道微生物群结构和组成的变化［１７］ 。

图 ２　 ４ 组小鼠皮下移植瘤组织 ＨＥ 染色和 ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞免疫组化染色结果

（Ａ、Ｅ：对照组；Ｂ、Ｆ：ＴＳＥ 组；Ｃ、Ｇ：αＰＤ⁃１ 组；Ｄ、Ｈ：联合组；Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ：ＨＥ 染色， × ２００；Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ：免疫组化染色， × ２００）
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由于一个人的肠道微生物组失调不一定反映另一个人

的肠道微生物组失调，因此，有时 ＦＭＴ 不一定可以促

进抗 ＰＤ⁃１ 单抗的抗肿瘤效应［１８］。 ＦＭＴ 通过复杂的方

式发挥作用，难以预测 ＦＭＴ 结果，且 ＦＭＴ 后存在未知

病原体扩散的风险［１９］。 此外，许多问题需要系统和科

学的评估，如剂量、给药途径和这种疗法的长期疗效。
目前，肠道菌群疗法缺乏明显的便利性和重复性，临床

上也没有统一的治疗标准。 ＴＳＥ 是通过科学方法筛选

出的 ９ 种细菌，分别是长双歧杆菌、鼠李糖乳杆菌、青
春双嗜酸乳杆菌、动物双歧杆菌、罗伊氏乳杆菌、嗜酸

乳杆菌、干酪乳杆菌嗜热链球菌、两歧双歧杆菌，以固

定的比例和剂量开发出的食品级产品（食品生产许可

证编号为 ＳＣ１０６３２１１７１０００３７），已被证实不仅可预防

疾病，还有参与主动免疫调节的功效。
虽然 ＴＳＥ 可改善肠道微生物群的失衡，但其是否

能与肿瘤免疫治疗产生协调作用还并不明确，有待进

一步研究。 因此，在本研究中我们通过构建 ＭＳＳ 型

ＣＲＣ 荷瘤小鼠模型，观察 ＴＳＥ 联合抗 ＰＤ⁃１ 单抗治疗

ＭＳＳ 型 ＣＲＣ 能否比单纯免疫治疗产生更好的抗肿瘤

效果及其可能的作用机制。 结果表明，αＰＤ⁃１ 组和联

合组的肿瘤增殖速度低于其他两组，同时联合组的抑

瘤作用显著强于 αＰＤ⁃１ 单药组。 通过操纵肠道微生

物群来改善肿瘤微环境中的 Ｔ 细胞浸润是一个研究

较多的领域，但仍停留在初级阶段［２０］。 有研究发现肠

道菌群促进抗 ＰＤ⁃１ 单抗治疗 ＣＲＣ 的效果依赖于

ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞，肠道菌群可影响肿瘤微环境，增加肿瘤

免疫微环境中免疫细胞的浸润，可将肿瘤微环境重新

编程为免疫治疗敏感的“热”状态［２１］。 在本研究中，抗
ＰＤ⁃１ 单抗只能诱导肿瘤组织中 ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞数量轻度

增加，这可能是抗 ＰＤ⁃１ 单抗单药治疗效果不佳的原因

之一［２２］。 然而，当抗 ＰＤ⁃１ 单抗与 ＴＳＥ 联合使用时，与
单药组相比，ＴＳＥ 联合 αＰＤ⁃１ 组显著增加了肿瘤微环

境中 ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞的浸润，体现了 ＴＳＥ 良好改善肿瘤

免疫微环境的作用。
ＴＳＥ 能有益地调节肠道菌群并增强 ＭＳＳ 型 ＣＲＣ

荷瘤小鼠的抗 ＰＤ⁃１ 单抗功效，ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞浸润增加

是其中一个机制［２３］。 还有很多问题并不清楚，包括肠

道菌群种类的改变和相互影响、具体有哪些细胞因子

或信号通路的参与，临床能否重复出同样的结果等，均
为我们即将开展的研究。 ＴＳＥ 具有菌群组成明确，剂
量统一，服用方便，安全可靠等特点，克服了以往肠道

菌群治疗的缺陷。 我们的研究也证实了 ＴＳＥ 联合抗

ＰＤ⁃１ 单抗能够提高免疫治疗的疗效和改善肿瘤微环

境，使“冷肿瘤”变成“热肿瘤”，为抗 ＰＤ⁃１ 单抗治疗

ＭＳＳ 型 ＣＲＣ 提供了一个新思路，是一种很有前景的治

疗策略，具有重要的临床意义。
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