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[摘 要] 目的: 探讨奥沙利铂（oxaliplatin, OXA）联合PD-1抗体对结肠癌的抗肿瘤作用。方法：选用结肠癌细胞系HCT-116

和HT-29，用流式细胞术检测细胞中PD-L1的表达。采用T细胞共培养的方法检测OXA预处理HCT-116细胞联合PD-1抗体作用

后细胞因子分泌及CD4/CD8亚型变化。建立BALB/c小鼠的结肠癌细胞CT26移植瘤模型，用OXA联合PD-1抗体治疗，评估其

抗肿瘤活性；同时采用CD8抗体清除小鼠CD8+ T细胞，评估CD8+ T细胞在OXA抗肿瘤中的作用。结果：OXA能够显著上调结

肠癌细胞表面PD-L1的表达。OXA预处理后的结肠癌HCT-116细胞和T细胞共培养后，与单纯培养的T细胞相比，能降低其培养

上清中 IL-2、IFN-γ和TNF的水平（均P<0.05）及体系中CD4+记忆性T细胞和CD8+ TEMRA比率（P<0.05）、增加CD4+（P>0.05）和CD8+

（P<0.05）初始T细胞比率；联合PD-1抗体后，与OXA预处理的HCT-116和T细胞共培养组相比，T细胞培养上清中 IFN-γ和 IL-10

含量（P<0.05）以及CD8+ TCM和TEMRA比率增加（P>0.05）。体内抑瘤实验表明，OXA联合PD-1抗体可以增强其抗肿瘤活性，抑瘤

率显著高于单用OXA组和αPD-1组（58.2% vs 25.6% 、29.1%，均P<0.05）；清除CD8+ T细胞后，OXA的抗肿瘤活性由68.4%下降

到46.2%（P<0.05）。结论：OXA联合PD-1抗体具有联合增效的作用，同时CD8+ T细胞在OXA的抗肿瘤活性中具有重要作用。
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PD-1 antibody enhanced anti-tumor efficacy of oxaliplatin against colon cancer in
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[Abstract] Objective: To explore the anti-tumor effects of oxaliplatin (OXA) combined with PD-1 antibody on colon cancer. Meth-

ods: Flow cytometry was used to detect the expression of PD-L1 in colon cancer cell lines HCT-116 and HT-29. Co-culture method was

used to detect the secretion of cytokines and the changes of CD4/CD8 subsets in T-cells that co-cultured with HCT-116 cells, which

were pretreated with OXA in combination with/without PD-1 antibody; The CT26 transplanted tumor model of colon cancer in BALB/c

mice was established and treated with the combination of OXA and PD-1 to evaluate their anti-tumor efficacy. Meanwhile, CD8 anti-

body was used to scavenge CD8+ T cells in mice, and to evaluate the role of CD8+ T cells in the anti-tumor effect of OXA in vivo. Re-

sults: OXA could significantly increase the expression of PD-L1 on the surface of colon cancer cells. Compared with pure T-cells, the T

cells co-cultured with colon cancer HCT-116 cells that pre-treated by OXA, exhibited significantly reduced IL-2, IFN-γ and TNF lev-

els (all P<0.05) in its culture supernatant and decreased ratio of CD4+ memory T cell / CD8+TEMER (P<0.05), whereas there was increased

cell proportion of the CD4+ (P>0.05) and CD8+ (P<0.05) naïve T cells. After co-treated with PD-1 antibody, compared with the single
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treatment of OXA, IFN-γ and IL-10 content (P<0.05) in culture supernatant and the subsets of CD8+ TCM and TEMRA ratio (P>0.05) were

increased. In vivo experiments showed that OXA combined with PD-1 antibody could enhance its anti-tumor activity, the tumor suppres-

sion rates were 25.6% (OXA) and 29.1% (αPD-1), respectively, however, the rate of tumor inhibition was increased to 58.2% when

combined (P<0.05, compared to OXA or αPD-1 group). After scavenging CD8+ T cells in mice, the antitumor activity of OXA dropped

from 68.4% to 46.2% (P<0.05). Conclusion: OXA combined with PD-1 antibody had synergistic anti-tumor effect, and CD8+ T cells

played an important role in the antitumor activity of OXA.
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结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是世界范围内

癌症相关死亡的主要原因之一，其发病率和病死率

以3%～4%速度逐年上升。中国CRC的年发病人数

约为 37万，位居所有肿瘤的第 5位[1]。第 3代铂类抗

癌药奥沙利铂（oxaliplatin, OXA）的作用机制与其他

铂类药作用相同，均以肿瘤DNA为靶作用部位，通过

铂原子与肿瘤细胞DNA形成交叉联结，拮抗其复制

和转录，从而发挥抗肿瘤作用[2]。OXA在临床结直肠

癌治疗中应用广泛，具有较好的临床治疗效果，然而

常见的周围神经毒性副作用也是限制其大剂量长期

使用的因素之一[3]。PD-1及其配体PD-L1是当前抗

肿瘤研究的热点。作为 CD28 超家族的成员之一，

PD-1通过与其配体PD-L1/PD-L2结合，发挥免疫抑

制作用[4-5]。以PD-1/PD-L1为靶点的多种抗体药物已

经上市，并获得了良好的抗肿瘤效果。目前肿瘤的

内科治疗以联合治疗为主，已有大量研究[6-7]表明，化

疗可以上调PD-L1的表达。因此，为提高OXA治疗

CRC 的临床疗效、降低其毒副作用，本研究进行了

OXA联合PD-1抗体抗结肠癌的体内外实验研究，并

进一步初步探索了免疫相关因素在OXA抗肿瘤中的

作用。

1 材料与方法

1.1 细胞株、实验动物及主要试剂

人结肠癌 HCT-116、HT-29 和小鼠 CT26 结肠癌

细胞系为本实验室保存。6~8周龄、雌性、体质量18~

22 g的BALB/c小鼠[实验动物合格证号：SCXK（京）

2016-0011]购自北京维通利华实验动物技术有限公

司。人淋巴细胞分离液购自天津灏洋生物有限公

司，OXA购自江苏恒瑞医药股份有限公司（规格：50

mg），人 PD-1抗体（派姆单抗，规格：400 mg）购自默

沙东有限公司，抗小鼠 PD-1（ɑPD-1）和CD8（ɑCD8）

抗体购自BioXcell公司，RPMI-1640细胞培养基、胎

牛血清购自HyClone公司，Th1/Th2/Th17 CBA试剂

盒和CD3/4/8/45荧光抗体均购自BD公司，CD45RA、

CD45RO、CCR-7购自 eBioscience公司，PD-L1荧光

抗体购自 Biolegend公司。Dynabeads CD3/CD28 磁

珠购自Thermo Fisher。

1.2 流式细胞术检测结肠癌细胞PD-L1的表达

在对数生长培养的结肠癌 HCT-116、HT-29 和

CT-26细胞中，加入终浓度为 5 μg/ml的OXA常规培

养24 h后，胰酶消化后收集细胞制备成单细胞悬液，

然后加入荧光标记的PD-L1抗体，采用流式细胞术分

析OXA作用前后对PD-L1表达的变化。

1.3 OXA预处理结肠癌细胞后联合PD-1抗体作用

对Th1/Th2/Th17的影响

人CD3+ T细胞的培养：在知情同意下，抽取3个

健康人的外周抗凝血 20 ml，采用淋巴细胞分离液分

离其单个核细胞，具体培养方案参考本课题组前期

发表的文献[8]。

24孔板培养的对数生长期的结肠癌HCT-116细

胞，经OXA（5 μg/ml）预处理24 h后，吸取培养上清丢

弃，PBS洗涤 2遍后，加入静息 24 h的人CD3+ T细胞

共培养，部分孔加入抗人 PD-1 抗体（终质量浓度为

1 mg/ml），48 h 后采用 CBA 试剂盒检测 Th1/Th2/

Th17的浓度，并用流式细胞术检测共培养的CD3+ T

细 胞 中 CD4+ 初 始 T 细 胞（Naïve T cell；CD4+

CD45RA+）、CD4+记忆 T 细胞（memory T cell；CD4+

CD45RO+）、CD8+ 初始 T 细胞（Naïve T cell；CD8+

CD45RA+CCR7+）、CD8+ 中央型记忆 T 细胞（central

memory T cell, TCM ；CD8+CD45RA-CCR7+）、CD8+效

应型记忆 T 细胞（effector memory T cell, TEM；CD8+

CD45RA- CCR7-）、CD8+ 效应型记忆 T 细胞（TEMRA；

CD8+CD45RA+CCR7-）的百分率。

1.4 构建结肠癌CT26细胞移植瘤动物模型及观察

OXA联合PD-1抗体抗瘤效果

6~8周龄的BALB/c小鼠按照SPF级别的条件饲

养1周后，接种CT26小鼠结肠癌细胞于右侧腋下，接

种细胞数量为 2×106/100 μl/只。将接种肿瘤后的小

鼠随机分成 4 组：对照组、OXA 组、αPD-1 组以及

OXA+αPD-1 组。接种 48 h 后小鼠经尾静脉给药，

OXA浓度为2.5 mg/kg，1次/周，共2次。同时经小鼠

腹腔给予抗小鼠 PD-1 抗体 αPD-1，200 μg/只，2 次/

周，共 4次。期间称小鼠体质量 2次/周，并用游标卡

尺测量肿瘤体积。小鼠肿瘤接种约2周后处死小鼠，

剥离肿瘤称质量，计算肿瘤抑制率。同时心脏取血，
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用流式细胞术检测小鼠外周血中CD45+细胞的含量。

1.5 构建清除CD8+ T细胞的小鼠结肠癌移植瘤模

型并观察OXA联合CD8+抗体的抗肿瘤效果

方法同 1.4，接种CT26小鼠结肠癌细胞于饲养 1

周后的 BALB/c 小鼠右侧腋下，接种数量为 2×106/

100 μl/只。接种肿瘤后的小鼠随机分成4组，分别为

对照组、OXA组、αCD8组以及OXA+αCD8组。接种

48 h后小鼠经尾静脉注射OXA（浓度为 5 mg/kg），1

次/周，共2次，同时经小鼠腹腔给予抗小鼠CD8抗体

αCD8，200 μg/只，2次/周，共 4次。期间称量小鼠质

量2次/周，并用游标卡尺测量肿瘤体积。接种约2周

后处死小鼠，剥离肿瘤称质量，计算肿瘤抑制率。同

时心脏取抗凝血，用流式细胞术检测小鼠外周血中

CD3+、CD4+和CD8+ T细胞的含量。

1.6 统计学处理

采用 SPSS21.0统计学软件分析，所有数据均为

重复3次实验所得，计量数据采用 x̄±s表示，组间比较

采用双尾成对 t检验。以P<0.05或P<01表示差异具

有统计学意义。

2 结 果

2.1 OXA上调结肠癌细胞PD-L1表达

流式细胞术检测结肠癌细胞HT-19、HCT-116和

CT26表面PD-L1表达情况，在正常情况下，3种细胞

均在一定程度上表达PD-L1，其中以HT-29的PD-L1

阳性率最高。用OXA处理后，PD-L1表达的平均荧

光强度进一步增加，说明OXA能够上调结肠癌细胞

PD-L1的表达。

图1 OXA上调结肠癌细胞PD-L1表达

Fig. 1 OXA up-regulated the expression of PD-L1 in colon cancer cells

2.2 OXA预处理的HCT-116细胞与人T细胞共培养

及联合PD-1抗体相关细胞因子的分泌

流式细胞术 CBA 法分析各种细胞培养上清中

Th1/Th2/Th17的含量，结果发现（图 2），单独的T细

胞能够分泌较高的 IFN - γ、IL - 2 和 TNF（t=0.025，

0.0038，0.0037，P<0.05，与HCT-116对照组相比)；当T

细胞与 HCT-116 细胞共培养后，其分泌的 IFN-γ和

TNF有所下降（t=0.808，0.577，P>0.05，与单独T细胞

培养上清相比），当其与OXA预处理的HCT-116共培

养后，其分泌的 IFN-γ显著降低（t=0.0335, P<0.05），

IL-2和TNF也有所下降（t=0.108，0.258，P>0.05，与单

独T细胞培养上去相比）；而当T细胞和OXA预处理

的HCT-116以及加入αPD-1后，培养上清中的 IFN-γ、

IL-2、IL-10和 IL-17A均有所增加，其中 IFN-γ的分泌

水平得以恢复，而 IL - 10 增加显著（t=0.02876，P<

0.05），而对 IL-4、TNF影响不明显。同时发现，T细胞

和癌细胞共培养后，上清液中 IL-6显著增加。

2.3 OXA预处理结肠癌细胞与人T细胞共培养及联

合PD-1抗体对T细胞表型的影响

如图3所示，T细胞与癌细胞HCT-116共培养后，

CD4+ 初始T细胞和CD8+ 初始T细胞均增加（t=0.574，

0.415，P>0.05），而CD4+记忆性T细胞（t=0.0363，P<0.05）

和CD8+ TEM（t=0.402，P>0.05）、TEMRA 细胞（t=0.415，

P>0.05）有所减少；当与 OXA 预处理的 HCT-116 共

培养后，与单独的 T 细胞相比，CD4+（t=0.082，P>

0.05）和 CD8+（t=0.040，P<0.05）的初始 T 细胞进一

步增加，然 CD8+ TCM也增加不少（t=0.048，P<0.05），

而 CD4+记忆性 T 细胞（t=0.0515，P>0.05）和 CD8+

TEMRA（t=0.040，P<0.05）比率减少；当共培养体系中

加入 αPD-1 抗体后，能减少体系中 CD4+和 CD8+初

始T细胞比率（t=0.233，0.607，均P>0.05），同时增加CD8+

TCM和TEMRA的比率（t=0.560，0.607，均P>0.05）。

2.4 OXA联合PD-1抗体增强抗小鼠结肠癌CT26移

植瘤的效果

成功建立小鼠结肠癌 CT26 细胞移植瘤模型。

经OXA联合PD-1抗体治疗后，与对照组相比，抗肿

瘤活性明显提高，移植瘤体积显著减小（t=0.0017，

P<0.01；图 4A），抑瘤率显著高于单用OXA或 αPD-1

组（58.2% vs 25.6%、29.1%，t=0.0267，0.0414，均P<

0.05）。同时发现小鼠血中单个核细胞中的CD45+细

胞有所增加（t=0.0310，P<0.05；图 4B）。实验结果说

明，联用αPD-1抗体显著增加OXA的抗肿瘤效果。
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1: HCT-116; 2: Pre-HCT-116; 3: Donor T; 4: HCT-116 + Donor T;

5: Pre-HCT-116 + Donor T; 6: Pre-HCT-116 + Donor T+αPD-1

图2 T细胞与HCT-116细胞共培养上清液中Th1/Th2/Th17细胞因子的变化

Fig.2 The changes of Th1/Th2/Th17 cytokines in the co-culture supernatant of T cells with colon cancer

HCT-116 cells or combined with PD-1 antibody

1: Donor T; 2: HCT-116 + Donor T; 3: Pre-HCT-116 + Donor T; 4: Pre-HCT-116 + Donor T + αPD-1

图3 T细胞与结肠癌细胞HCT-116共培养后CD4+ T、、CD8+ T细胞相关亚型变化

Fig.3 The subset changes of CD4+ and CD8+ T cells after co-culture of T cell with colon cancer

HCT-116 or combined with PD-1 antibody

*P<0.05，**P<0.01

图4 OXA+PD-1抗体体内抗肿瘤效果及小鼠外周血中CD45+ 细胞变化

Fig.4 Antitumor efficacy of OXA combined with PD-1 antibody in vivo (A) and the change of CD45+ cells in PBMC of mice (B)
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2.5 敲除CD8+ T细胞降低OXA的抗肿瘤效果

小鼠注射CD8抗体后，流式细胞术分析结果显

示，小鼠血中 CD8+ T 细胞数量显著低于对照组

（12.26% vs 1.00%，t=0.0004，P<0.01；图 5B），说明注

射CD8抗体能够有效清除CD8+ T细胞。同时，结肠

癌CT26移植瘤小鼠的抗肿瘤实验表明，清除CD8+ T

后，OXA的抗肿瘤活性降低，其肿瘤抑制率从 68.4%

下降到 46.2%（t=0.0491，P<0.05；图 5A），实验结果说

明，CD8+ T细胞介导的抗肿瘤免疫在OXA的抗肿瘤

作用方面有着重要的作用。同时，单用CD8抗体也

能在一定程度上延缓小鼠移植瘤的生长（t=0.026，P

<0.05）。

A: *P<0.05, **P<0.01；B: **P<0.01 vs Control group

图5 清除CD8+ T细胞后OXA抗CT26小鼠结肠癌效果（（A））及外周血中CD3+、、CD4+ and CD8+ T 细胞的变化（（B））

Fig. 5 The antitumor efficacy of OXA when scavenging CD8+ T cells in mice (A)

and the CD3+, CD4+ and CD8+ T cell ratio in mice PBMC (B)

3 讨 论

CRC的联合化疗是当前临床治疗的常用手段之

一，其中OXA在结直肠癌FOLFOX方案中是重要的

组成成分之一[9-10]。近年来，以PD-1/PD-L1为代表的

肿瘤免疫治疗在肿瘤的治疗中展现了其重要的作

用，抑制/下调PD-1/PD-L1信号通路能够有效的提高

很多肿瘤的抗肿瘤效果[11-13]。CRC方面，目前也正在

探索OXA和PD-1/PD-L1抗体的联合治疗[14-15]。目前

PD-1/PD-L1抗体已经被美国 FDA 批准上市，用于

黑色素瘤、肺癌、膀胱癌等的临床治疗。2018 年

6 月和 7 月，中国 CFDA 也批准了针对 PD-1 抗体

的纳武单抗 (nivolumab)和派姆单抗上市，用于相

关肿瘤的治疗。然在 CRC 中其 PD-1 抗体联合

OXA是否有联合增效作用，仍不十分明确。因此探

索PD-1/PD-L1抗体在CRC中联合OXA的治疗有着

重要的临床转化价值。

本研究表明，OXA能够显著上调人结肠癌HCT-

116、HT-29细胞和小鼠结肠癌CT26细胞表面PD-L1

的表达，说明PD-L1是一个细胞内应激分子，在DNA

损伤发生后，PD-L1即能上调。而PD-L1上调，常预

示着肿瘤免疫抑制程度的增加。同时，体外癌细胞

和T细胞共培养实验中的结果也表明，OXA预处理

后的HCT-116和T细胞共培养，能够降低培养上清中

IFN-γ的分泌，说明与癌细胞共培养能够抑制T细胞

分泌Th1型细胞因子的功能，降低其抗肿瘤的效果；

而在共培养体系中加入PD-1抗体后，细胞培养上清

液中的 IL-2和 IFN-γ显著增加，表明阻断PD-1/PD-L1

信号通路能够增强T细胞分泌Th1型细胞因子的水

平，这可能和OXA预处理后，一方面增加了结肠癌细

胞表面抗原暴露的水平，从而增强了CD8+ T细胞的

识别和杀伤活性；同时，PD-1抗体的加入，阻断了PD-

L1对T细胞的信号抑制作用，从而进一步提高T细胞

对肿瘤的杀伤效果。然而，Th2型的 IL-10亦增加明

显，通常认为 IL-10能抑制T细胞的功能。然而近年

来研究[16]表明，IL-10在抗肿瘤免疫中起着正向的积

极作用，其可能能够促进CD8+效应/记忆性T细胞的

生成。已知嵌合抗原受体T细胞（CAR-T）临床治疗

中的细胞因子风暴问题主要是 IL-6的大量分泌[17]。

因此加入PD-1抗体后共培养上清中 IL-6的增加，也

可能意味着T细胞免疫功能的增强。

外周血中，TCM和TEM在CD4+和CD8+ T细胞中相

对比率是动态变化的，已知人CD8+ T细胞能至少分

成 4个亚群，幼稚型的CD8T细胞和TCM具有较高的

增殖能力，但缺乏直接的效应杀伤功能；而CD8+ TEM

和TEMRA增殖能力较低，但能分泌细胞因子和执行细

胞毒性杀伤功能，特别是CD8+ TEMRA分泌的穿孔素等

杀伤性细胞因子较高[18]；同时，CD4+初始和记忆性T

细胞的功能特性与CD8+ T细胞相关亚型类似[19]。因

此，癌细胞HCT-116与T细胞共培养后，能增加其中
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CD4+和CD8+初始T细胞，减少其具有记忆或杀伤活

性的CD8+ TEM和TEMRA；当OXA预处理的HCT-116与

T细胞共培养后，能增加这种趋势。说明 OXA 预

处理能够增加 HCT-116 对 T 细胞的免疫抑制，这

可能与 PD-L1 等上调导致的免疫抑制有关。当

共培养体系中加入 PD-1 抗体后，能够逆转这种

癌细胞对 T 细胞免疫抑制的趋势，增加 CD8+ TCM

和 TEMRA 的比率，说明 HCT-116 癌细胞对 T 细胞亚

型的影响主要是是由其 PD-1/PD-L1 信号途径发

生免疫抑制的，而采用 PD-1 抗体阻断这条信号

通路，可以逆转肿瘤细胞 HCT-116 对 T 细胞的免

疫抑制，增加 T 细胞对肿瘤细胞的杀伤活性。

小鼠体内实验中，OXA和PD-1抗体的联用能够

显著增加对结肠癌CT26细胞的抗肿瘤效果，其肿瘤

抑制率显著高于单用OXA 或单用 αPD-1（58.2% vs

25.6% 或 29.1%），说明两者联合具有显著的协同

增效作用，而且因为减少了 OXA 的使用剂量，其

毒副作用更低，小鼠体质量与对照组相比无显

著变化，甚至还有所增加，说明两者联合方案可

行。同时研究结果表明，PD-1 抗体能够增加小

鼠外周血中 CD45+细胞的比例，这一现象有待进

一步深入研究。临床 OXA 应用中导致的外周神

经毒性副作用是一个难题，降低其使用剂量，将

有效规避其在临床的副作用，并增加抗瘤效果，

使患者获益。然而，OXA 抗肿瘤过程中，免疫细

胞是否参与其抗肿瘤作用，并不明确，因此本研

究进一步采用抗小鼠的 CD8 抗体消除小鼠的

CD8+ T 细胞，评估 OXA 的抗 CT26 结肠癌的效

果，结果表明，CD8 抗体居然能在一定程度上延

缓肿瘤的生长（P<0.05），推测这可能 CD8 抗体能

清除 CD8+ Treg 和打破实体肿瘤免疫抑制微环境

有关 [20]；同时也意味着肿瘤免疫治疗的复杂性，

具体机制有待进一步深入探究。然而当清除

CD8+ T 细胞后，OXA 的抗肿瘤作用亦明显下降，

其肿瘤抑制率从 68.4% 下降到 46.2%（P<0.05），

说明抗肿瘤免疫因素在 OXA 的抗肿瘤作用中有

着不可小觑的作用，OXA 发挥抗肿瘤作用需要

CD8+ T 细胞的协助，这也是本研究初次报道免疫

因素在OXA抗结肠癌中的重要作用。

总之，本研究探索了OXA上调结肠癌HCT-116

细胞 PD-L1 表达，并影响 T 细胞细胞因子分泌和

CD4/8亚型的比率；同时研究了OXA联合PD-1抗体

协同增效的作用，并初次表明CD8+ T细胞在OXA抗

肿瘤中的重要作用。研究结果为其抗肿瘤的机制提

供了新的科学假说，亦为后续CRC基于OXA的临床

综合治疗提供了数据参考。
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