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[摘  要]  目的：探究高迁移率族蛋白B1（HMGB1）中和抗体对肺癌LLC细胞移植瘤模型小鼠放疗联合PD-1抑制剂致放射性

肺损伤的影响。方法: 实验用 25 只雄性 C57BL/6 小鼠，随机分为对照组、PD-1 抑制剂组、放疗组、放疗 + PD-1 抑制剂组及

HMGB1中和抗体 + PD-1抑制剂 + 放疗组，每组5只。向每只动物的右腿皮下移植肺癌LLC细胞作为原发肿瘤，间日左腿皮下

移植LLC细胞作为继发肿瘤。实验第28天处死动物取肺组织和移植瘤，用H-E、Masson染色观察肺组织病理变化情况，免疫组

织化学法检测肺组织和移植瘤组织中 CD4+和 CD8+ T 淋巴细胞浸润情况，酶联免疫吸附实验（ELISA）检测肺组织中TNF‐α、

TGF-β和 IL-6的表达。结果: 与对照或PD-1抑制剂组比较，其他3组小鼠移植瘤体积明显缩小（P < 0.01或P < 0.001），HMGB1

中和抗体不能使移植瘤体积进一步缩小；与对照或PD-1抑制剂组比较，其他3组小鼠肺组织的炎症评分和胶原容积分数（CVF）

均明显增加（P < 0.05、P < 0.01、P < 0.001或P < 0.000 1），HMGB1中和抗体可部分抑制放疗的不良反应（P < 0.01或P < 0.001）；

与对照或PD-1抑制剂组比较，其他3组肺组织中CD4+ T淋巴细胞浸润明显增多（均P < 0.001），HMGB1中和抗体可部分抑制肺

组织中CD4+ T淋巴细胞浸润（P < 0.01）；与对照或PD-1抑制剂组比较，其他3组移植瘤组织中CD4+ 、CD8+ T淋巴细胞浸润明显

增加（均P < 0.001），HMGB1中和抗体不能抑制移植瘤组织中T细胞的浸润。与对照或PD-1抑制剂组比较，其他3组肺组织中

IL-6 表达升高，TGF-β 表达下降（均 P < 0.05），HMGB1 中和抗体对肺组织中 TNF-α、IL-6 和 TGF-β 表达无明显影响。结论: 
HMGB1中和抗体不影响对移植瘤生长抑制的前提下，可能通过减少肺部炎性细胞的浸润，进而减轻肺部炎性损伤及纤维化。

[关键词]  肺癌；HMGB1中和抗体；放射性肺损伤；PD-1抑制剂；放疗

[中图分类号]  R73-35；R73-36         [文献标识码]  A         [文章编号]  1007-385x(2025) 12-1262-09

Blocking HMGB1 mitigates lung injury in mice with lung cancer xenografts 
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SU Shengfa1,2,3（1. Department of Oncology, Affiliated Hospital of Guizhou Medical University, Guiyang 550004, Guizhou, China; 
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[Abstract]  Objective: To investigate the effect of high mobility group box-1 protein (HMGB1) neutralizing antibodies on radiation-

induced lung injury in transplanted tumor-bearing mice. Methods: Twenty-five male C57BL/6 mice were randomly divided into five 

groups: control group, PD-1 inhibitor group, radiotherapy group, radiotherapy + PD-1 inhibitor group, and HMGB1 neutralizing 

antibody + PD-1 inhibitor + radiotherapy group, with five mice in each group. Subcutaneous transplantation of lung carcinoma LLC 

cells was performed on the right hind limb of each animal to establish the primary tumor, whilst subcutaneous transplantation of LLC 

cells on the left hind limb served as the secondary tumor. On day 28 of the experiment, animals were euthanized, and lung tissue and 

transplanted tumors were collected. Hematoxylin and eosin (H-E) staining and Masson's trichrome staining were performed to observe 

the pathological changes in the lung tissues of experimental mice. Immunohistochemistry (IHC) was used to detect the infiltration of 

CD4+ and CD8+ T lymphocytes in lung and transplanted tumor tissues. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used to 

examine the expression of TNF-α, TGF-β, and IL-6 in lung tissues. Results: Compared with the control and PD-1 inhibitor groups, the 

other three groups showed significantly reduced transplanted tumor volumes (P < 0.01 or P < 0.001), with HMGB1 neutralizing 

antibodies not further decreasing tumor volume. Similarly, compared with the control and PD-1 inhibitor groups, the inflammation 
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scores and collagen volume fraction (CVF) in lung tissues were notably increased in the other three groups (P < 0.05, P < 0.01, P < 0.001, 

or P < 0.0001), and HMGB1 neutralizing antibodies partially inhibited the adverse effects of radiotherapy (P < 0.01 or P < 0.001). 

Compared to the control or PD-1 inhibitor groups, CD4+ T lymphocyte infiltration was significantly increased in the lung tissues of the 

other three groups, and HMGB1 neutralizing antibodies partially inhibited CD4+ T lymphocyte infiltration in lung tissue (P < 0.01). 

Moreover, in the transplanted tumor tissues, compared with the control or PD-1 inhibitor groups, the other three groups demonstrated 

significantly increased CD4+ and CD8+ T lymphocyte infiltration (all P < 0.001); however, HMGB1 neutralizing antibodies did not inhibit 

T cell infiltration in the transplanted tumor tissues. Compared with the control or PD-1 inhibitor groups, IL-6 expression in lung tissue was 

elevated and TGF-β expression was decreased in the other three groups (P < 0.05), and HMGB1 neutralizing antibodies had no significant 

effect on the expression of TNF-α, IL-6, or TGF-β in lung tissue. Conclusion: HMGB1 neutralizing antibodies may reduce the infiltration of 

inflammatory cells in the lungs, thereby alleviating lung inflammatory injury and fibrosis, without affecting the inhibition of transplanted 

tumor growth effects.

[Key words]  lung carcinoma; HMGB1 neutralizing antibody; radiation-induced lung injury; PD-1 inhibitor; radiotherapy

[Chin J Cancer Biother, 2025, 32(12): 1262-1270. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2025.12.007]

肺癌是在男性癌症中发病率最高，同时也是死

亡的主要原因，在女性中，肺癌的发病率排名第

三[1-3]。放射治疗是癌症治疗的主要手段之一，在胸

部肿瘤放射治疗过程中往往会引起放射相关性肺损

伤（radiation-induced lung injury, RILI）[4]。最常见的

包括放射性肺炎和放射性肺纤维化[5]。此外，随着免

疫疗法作为各种癌症的一线和二线治疗的广泛应

用，免疫治疗相关肺损伤的发生率迅速增加[6]。放免

联合治疗在提高胸部肿瘤疗效的同时，可能会产生

不良反应的叠加，其相关作用机制不明。有研究[6-9]

表明，阻断高迁移率族蛋白 B1（high mobility group 

box-1 protein, HMGB1）/TLR4通路具有减轻RILI的

作用。HMGB1在释放后，细胞外HMGB1通常充当

损伤相关分子模式（damage-associated molecular 

pattern，DAMP）分子，通过不同的受体或直接摄取来

调节炎症和免疫反应[10]。随着免疫细胞的迁移，许多

细胞因子和HMGB1积聚在受损的肺组织中[11]。在

炎症和损伤的过程中，可通过不同的信号通路导致

急性肺炎和慢性肺纤维化[12]，同时在一些炎症及炎症

相关性疾病当中，HMGB1及相关通路展现出治疗潜

力[13-14]。但在荷瘤小鼠以及放射性肺损伤领域的相

关研究较少。本研究的前期工作发现，正常小鼠模

型用 PD-1抑制剂联合放射处理可加重放射性肺损

伤[15]，在小鼠模型上发现 PD-1抑制剂联合放射治疗

会加重心肌损伤，同时出现HMGB1明显升高[16]。因

此，本课题拟通过构建放免联合治疗致荷瘤小鼠的

肺损伤模型，观察HMGB1中和抗体对RILI的影响，

通过H-E、Masson染色，免疫组织化学染色，ELISA测

定肺组织中细胞因子变化，观察HMGB1中和抗体能

否在不影响抗肿瘤疗效的同时，对放免联合所致肺

损伤起到一定的保护作用。

1  材料与方法

1.1  动物、细胞与主要试剂

雄性 C57BL/6 小鼠，6~8 周龄，体重 20~25 g，25

只，购自北京维通利华实验动物技术有限公司[许可

证号：SCXK(京)2021-0006]。在SPF级标准条件下喂

养。小鼠在实验前适应环境 1周。动物实验经贵州

医科大学动物实验伦理委员会批准（No. 2101188）。

Lewis肺癌LLC细胞购自陕西富恒生物科技有限公

司。LLC细胞在含10%胎牛血清的DMEM培养基于

37 ℃、5% CO2的培养箱中培养传代。本实验所用主

要试剂见表1。

表1  主要试剂及其生产商

主要试剂

PD-1抑制剂

HMGB1中和抗体

1.25%三溴乙醇

H-E染色试剂盒

Masson染色试剂盒

DMEM

无水乙醇

二甲苯

柠檬酸抗原修复液

苏木精染液

PMSF

Anti-CD4 Rabbit pAb一抗

Anti-CD8 Rabbit pAb一抗

HRP标记山羊抗兔二抗

BCA蛋白浓度测定试剂盒

（TNF-α）ELISA试剂盒

（IL-6）ELISA试剂盒

（TGF-β）ELISA试剂盒

产地

Bio X cell公司，美国

Arigo公司，日本

南京爱贝生物科技有限公司，中国

索莱宝科技有限公司，中国

索莱宝科技有限公司，中国

索莱宝科技有限公司，中国

国药集团化学试剂公司，中国

国药集团化学试剂公司，中国

索莱宝科技有限公司，中国

索莱宝科技有限公司，中国

索莱宝科技有限公司，中国

Servicebio，中国

Servicebio，中国

Servicebio，中国

索莱宝科技有限公司，中国

江苏酶免实业有限公司，中国

江苏酶免实业有限公司，中国

江苏酶免实业有限公司，中国

1.2  LLC细胞移植瘤模型的建立、分组和干预流程

取对数生长期的LLC细胞，用 PBS将其配制成

1 × 107个/mL细胞悬液，每只小鼠右腿皮下注射LLC
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细胞 1 × 106个（共 0.1 mL）模拟原发肿瘤，2 d后每只

小鼠左腿皮下注射LLC细胞0.5 × 106个（共0.05 mL）

模拟继发肿瘤。移植后第5天开始测量移植瘤体积，

第 9天时所有注射部分均观察到肉眼可见的移植瘤

（约200 mm3），表明移植瘤模型成功建立。用随机数

字表法将小鼠分为5组：对照组，PD-1抑制剂组，放疗

组，放疗 + PD-1抑制剂组，HMGB1中和抗体 + PD-1

抑制剂 + 放疗组，分别简称为A、B、C、D和E组。

移植瘤模型建立和治疗流程见图 1。照射前用

1.25%三溴乙醇麻醉小鼠（0.2 mL/10 g）。右腿注射

LLC 细胞 10 d 后进行全胸腔照射（模拟放射性肺损

伤），胸前垫1 cm厚补偿胶，胸前 0°单野照射，照射

野13 cm × 2 cm（3 只小鼠并排照射），源皮距100 cm，

6 MV X 射线 ，20 Gy 单次全胸腔照射 ，剂量率

600 cGy/min，照射结束后待小鼠自然苏醒，正常喂养。

C组、D组、E组在第10、12、14天进行模拟原发肿

瘤放射治疗，腿部0°单野照射，照射野2 cm × 2 cm，源

皮距100 cm，6 MV X线，8 Gy 单次腿部肿瘤照射，剂

量率600 cGy/min。D组和E组在末次照射后同时给予

PD-1抑制剂腹腔注射，剂量200 μg。E组，在第17天予

以HMGB1中和抗体腹腔注射（20 μg/100 μL PBS）。

观察至 28 d或肿瘤体积超过 2 000 mm3，对小鼠

执行安乐死并取肺及移植瘤。数据收集及肿瘤体积

图的处理使用GraphPad Prism version 7.0软件。

图1    移植瘤模型的建立和治疗流程图

1.3  肺组织病理学H-E染色及炎症分级

H-E染色：各组小鼠肺组织经甲醛固定、乙醇脱水、

二甲苯透明、石蜡包埋、制备病理切片（4 μm），常规

H-E染色后，再经脱水、透明、中性树胶封固，每张标本

随机选取3个不重复视野，观察小鼠肺组织病理变化。

评分由两名高年资病理科医师进行阅片评估。为评估

炎症程度，使用以下标准[17]进行评分：0分表示没有或偶

尔有炎症细胞；1分表示有一些散在排列的炎症细胞；

2分表示有较多炎性细胞在肺间质及肺泡腔内；3分表

示有大量的炎症细胞在血管周围。两位医生给出的评

分均值作为同一样本炎性浸润评分。

1.4  免疫组织化学法分析肺组织中淋巴细胞浸润

将肺组织和移植瘤组织石蜡标本连续切片，片

厚 4 μm，脱蜡至水后用 3% H2O2 处理 10 min，高温

高压热修复抗原，2% 山羊血清封闭 20 min，抗CD4

（1∶100）、CD8（1∶100）抗体 4 ℃冰箱处理过夜，生物

素标记羊抗兔二抗（1∶150）室温下处理 20 min，辣根

过氧化物酶标记链霉亲和素室温下处理 10 min，

DAB显色液反应 5 min，最后经苏木精复染、梯度乙

醇脱水、二甲苯透明和中性树胶封片。在显微镜高

倍镜（× 400）下观察拍照，固定拍摄条件，每个标本随

机抽取 5张切片，拍照并存储，用 ImageJ软件进行图

像分析，测量CD4、CD8阳性染色区域的积分光密度

（integrated optical density, IOD）值和视野内细胞所占

面积（area, A），用“平均光密度（average optical 

density, AOD）= IOD／A”公式计算视野免疫组织化

学AOD，取 3个视野的AOD的平均值作为每张切片

的AOD值。以AOD来表示抗原的相对表达量。

1.5  Masson染色步骤及胶原纤维容积分数（collagen 

volume fraction, CVF）的计算

肺组织经固定、脱水、包埋、切片，将切片进行

Masson染色后脱水并封片。数字切片扫描仪对切片

进行图像采集，每张标本随机选取 3个不重复视野。

用 ImageJ软件选定并计算每张切片蓝色胶原部分面

积和除空白外的总组织面积，计算CVF，CVF = 蓝色

胶原面积／总组织面积 × 100%。

1.6  ELISA检测各组肺组织中TNF-α、TGF-β和 IL-6

取30 mg小鼠肺冻存组织加入蛋白裂解液，冰浴

下超声匀浆，离心后取上清液。分别上清液及不同

浓度的标准品加入已包被好捕获抗体（TNF‐α、TGF-β

和 IL-6）的酶标板，参照说明书进行抗体孵育、洗涤、

二抗孵育和显色反应。用酶标仪测定光密度（D）值，

D ＝ D450 – D570。用标准品浓度及对应D绘制标准

曲线，代入样本D计算出样本浓度（pg/mL）。

1.7  统计学处理

所有实验均独立进行3次。采用SPSS软件进行统
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计分析，用GraphPad 7.0软件绘制图片。符合正态分布

的计量数据以 x̄ ± s 表示，组间比较采用单因素方差分

析（one-way ANOVA），进一步两两比较采用LSD法，方

差不齐时采用Dunnett's T3方法。数据不符合正态分布

采用非参数检验，进一步比较采用Bonferroni 法。以

P < 0.05表示差异具有统计学意义。

2    结    果

2.1  成功构建肺癌LLC细胞小鼠移植瘤模型

测量各组移植瘤大小的结果（图2）显示，在模拟原

发肿瘤中，与A组或B组比较，C组、D组和E组移植瘤

体积明显缩小（P < 0.01或P < 0.001）。与D组比较，E

组移植瘤体积无明显变化。实验结果说明，在模拟原

发肿瘤中，照射治疗是移植瘤缩小的主要因素，PD-1抑

制剂、HMGB1中和抗体对移植瘤体积无明显影响。

在模拟继发肿瘤实验中，观察到各组小鼠移植

瘤体积变化幅度差异较小，但趋势与模拟原发肿瘤

相似。各组间数据差异没有统计学意义。

与A组或B组比较，**P < 0.01。

图2    小鼠移植瘤大体图及肿瘤体积变化

2.2  放射治疗可明显增加肺组织的炎症评分HMGB1

中和抗体可部分抑制放射治疗的这种不良反应

H-E染色结果（图 3）显示，A组小鼠肺组织切片

可见肺泡壁正常，组织结构清晰，有少许炎症细胞浸

润；B组小鼠肺组织结构相对完整，炎症细胞浸润加

重；C组肺泡间隔增厚，肺泡腔体变小，组织结构紊

乱，肺间质充血、水肿明显，可见较多的炎症细胞浸

润；D组肺泡间隔弥漫增厚、水肿，肺泡互相融合，部

分甚至消失，正常结构明显破坏，可见大量炎症细胞

浸润。E组肺泡结构总体较完整，部分肺泡间隔断

裂，可见少许炎症细胞浸润。与A、B、C、E组相比，D

组的炎性细胞浸润评分是最高的。

2.3  放射治疗可明显增加肺组织的CVF，HMGB1中

和抗体可部分抑制放射治疗的此不良反应

Masson染色结果（图3）显示，胶原纤维被染成蓝

色，肺泡上皮细胞染成红色。A组肺组织结构完整，

肺间质未见明显的胶原纤维沉积；B组肺泡细胞壁稍

增厚，部分血管旁可见少量胶原纤维分布；C组肺间

质明显增厚，血管旁可见明显蓝染胶原纤维沉积；D

组肺组织中肺泡结构大量破坏，肺泡间隔及血管旁

可见明显蓝染的胶原纤维沉积；E组肺泡结构少量破

坏，肺泡间隔有增厚，血管旁见少量蓝染的胶原纤维

沉积。肺组织胶原半定量分析结果（图 3）显示：A、

B、C、D各组CVF逐渐增加，E组CVF较D组明显下

降，组间比较发现，各组间CVF的差异均有统计学意

义（P < 0.05 或 P < 0.01 或 P < 0.001 或 P < 0.001 或

P < 0.000 1）。实验结果说明，放射治疗可明显增加

肺组织的炎症评分和CVF，HMGB1中和抗体可部分

抑制放射治疗的这种不良反应。

2.4  放射损伤后肺组织中CD4+ T淋巴细胞浸润明

显增多HMGB1中和抗体可部分阻断此细胞的浸润

免疫组织化学法检测结果（图4）显示，CD4+ T淋巴

细胞和CD8+  T淋巴细胞染成棕黄色或棕褐色。A、B、

C、D各组浸润的CD4+ T淋巴细胞浸润逐渐增加，其中

CD8+ T淋巴细胞的占比较高。在E组中CD4+ T淋巴细

胞明显减少。实验结果说明，放射损伤后肺组织中淋

巴细胞浸润明显增多，主要是CD4+ T淋巴细胞，HMGB1

中和抗体可明显降低肺组织中CD4+ T淋巴细胞的浸润。
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*P < 0.05,**P < 0.01，***P < 0.001，****P < 0.000 1。在H-E染色图中，标尺 = 40 μm，在Masson染色图片中，标尺 = 60 μm。

图3    各组肺组织H-E及Masson染色

箭头所指为染成棕黄色或棕褐色的CD4+ T淋巴细胞和CD8+ T淋巴细胞。*P < 0.05,**P < 0.01，***P < 0.001，****P < 0.000 1。

图4    各组肺CD4/CD8阳性T淋巴细胞染色情况（× 400）
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2.5  放射损伤后移植瘤组织中T淋巴细胞浸润明显

增加

免疫组织化学染色结果（图 5）显示，原发（右腿

皮下）肿瘤中，CD4+ T淋巴细胞和CD8+ T淋巴细胞染

成棕黄色或棕褐色。A组未见明确的CD4+和CD8+ T

淋巴细胞浸润，B组可见少许的CD4+和CD8+ T淋巴

细胞浸润，C、D、E组的CD4+和CD8+ T淋巴细胞浸润

相似；E组CD4标记和CD8标记的细胞的AOD值都

与D组接近，差异无统计学意义。实验结果说明，放

射损伤后出现T淋巴细胞浸润明显增加。

**** P < 0.000 1。

图5    D28各组肿瘤组织中CD4/CD8阳性T淋巴细胞染色情况（× 200）

2.6  各组移植瘤小鼠肺组织中TNF-α、IL-6和TGF-β

的表达

ELISA检测结果（图6）显示，与A组比较，TNF-α

在治疗各组中无明显变化，IL-6在C组和E组中表达

均明显升高（均P < 0.05）较高，TGF-β在C组和E组

中表达均明显下降（均P < 0.05）较高。实验结果说

明，放射损伤后肺组织中 IL-6表达升高，TGF-β表达

下降，HMGB1 中和抗体对肺组织中 TNF-α、IL-6 和

TGF-β表达无明显影响。

*P < 0.05。

图6    各组肺组织细胞因子检测数据

3    讨  论

本研究中发现无论是模拟原发肿瘤还是模拟继

发肿瘤的治疗，PD-1抑制剂联合放射治疗对肿瘤的

控制效果较好。但放免联合治疗在增强抗肿瘤的同

时也会加重肺损伤，主要表现为肺部炎症及纤维化。

·· 1267



   　                                                                                                                               中国肿瘤生物治疗杂志, 2025, 32(12)

而阻断HMGB1在不减轻抗肿瘤疗效的同时，可以减

轻放射性肺损伤及纤维化。PACIFIC研究[18]在 2022

年公布真实世界研究中的数据显示，PFS和OS均优

于安慰剂组，但 30.5%和 26.1%的患者分别发生 3/4

级不良反应，15.4%患者停用度伐单抗，不良反应主

要是肺炎和放射性肺炎。在此前的研究中 ，

GENG等[15]、WANG等[19]发现，在正常小鼠模型上

用PD-1抑制剂可加重放射性肺损伤。而在荷瘤小鼠

模型上，WANG等也观察到放免联合治疗会加重放

射性肺损伤[20]。因此，减轻肺组织炎症反应或许能够

减少放射性肺损伤的相关不良反应的发生。而在此

前的研究中，HMGB1中和抗体在多种炎症相关疾病

中，例如中性粒细胞气道炎症、牙周炎等，都展现出

了一定的减轻炎症的作用[14,21-22]。

本研究在此基础之上，建立了移植瘤小鼠的放

射性肺损伤模型，并在模拟治疗结束后予以HMGB1

中和抗体以期减轻放射性肺损伤。在使用HMGB1

中和抗体后并未对抗肿瘤治疗造成负面影响，但能

部分减轻肺部炎症反应。本研究在H-E和Masson染

色结果中观察到，与其他各组相比，放疗 + PD-1抑制

剂组的肺泡变形程度最高，肺间质充血严重，肺间质

及血管周围可见更为明显的蓝染胶原纤维。单纯用

PD-1抑制剂或单纯放疗组的炎性分数，均不如放

疗 + PD-1 抑制剂组。H-E 染色的炎性评分以及

Masson染色的CVF评分均高于其他组。用HMGB1

中和抗体后，小鼠肺泡结构相对完整，肺间质炎性细

胞浸润减轻，蓝染的胶原纤维沉积减少。同时，不论

是炎性评分还是CVF评分均出现明显的下降（相较

于放疗 + PD-1抑制剂组）。由此可见，HMGB1中和

抗体能够对肺部炎症起到缓解作用。本研究建立的

移植瘤小鼠的肺损伤模型，旨在尽量模拟真实世界

的肺癌患者接受放疗后的肺损伤情况，目前HMGB1

中和抗体在小鼠模型上起到的积极作用，提示该药

物在预防肺损伤方面可能具有重要作用。

本研究发现，与对照组相比，PD-1抑制剂 + 放疗

组，无论是CD4+ T细胞还是CD8+ T细胞的数量都要

明显高于其他组，而在用HMGB1中和抗体后两种T

细胞数量均出现的明显降低，这提示HMGB1中和抗

体在 T 细胞介导的免疫过程中起到相应作用。研

究[20]表明，CD8+ T淋巴细胞浸润，而不是CD4+ T淋巴

细胞在放疗联合PD-1抑制剂所致肺损伤中起着重要

作用,而在放射性心脏损伤的相关研究当中也发现，

CD8+ T淋巴细胞比CD4+ T淋巴细胞更容易在心肌细

胞中浸润[16]。MARTIN等[23]研究表明，乳腺癌患者单

侧胸部放疗后的支气管肺泡灌洗液中的淋巴细胞水

平显著升高，他们将这种以T淋巴细胞浸润为主的肺

炎称为淋巴细胞性肺泡炎。随后，CLAUDIA等[24]也

得出了类似的结论,淋巴细胞性肺泡炎是所有患者放

射性肺炎的标志物。肺部炎症反应的程度与症状的

存在相关。淋巴细胞性肺泡炎主要由T淋巴细胞组

成，并且以CD4亚群为主。

CD8+ T淋巴细胞作为直接杀伤细胞在肿瘤免疫

微环境中起到重要作用，此前的研究[25-26]表明，CD8+ 

T淋巴细胞在放射线联合PD-1抑制剂所致正常组织

损伤中起着重要作用。同时，CD8+ T淋巴细胞在放

疗联合 PD-1抑制剂的抗肿瘤作用中也是关键的一

环。本研究中发现，在肺组织中HMGB1中和抗体更

加侧重于抑制CD4+ T淋巴细胞而不是CD8+ T淋巴细

胞。而在肿瘤组织中，虽然 CD4+ T 淋巴细胞以及

CD8+ T淋巴细胞都出现轻微降低，但是差异无统计

学意义。并且，CD8+淋巴细胞作为对肿瘤组织的直

接杀伤细胞并未因使用HMGB1中和抗体而出现明

显减少。这提示HMGB1中和抗体之所以能够在使

用后缓解小鼠肺部炎症浸润，而并未影响抗肿瘤治

疗的原因。

细胞因子同样是参与RILI发生的重要影响因素

之一，探索其中的关键细胞因子，对于进一步了解

HMGB1 中和抗体的作用机制具有重要作用。IL-6

是一种重要促炎因子，无论是在PD-1抑制剂相关性

炎症、自身免疫性炎症，还是放射线导致的损伤，都

起着重要作用[27-28]。CHEN等[29]研究中发现，放射性

肺炎患者血液中的 IL-6 水平与 RILI 的发生呈正相

关。TGF-β1一直以来被认为是介导肺纤维化的重要

信号通路，SAVITA等[30]研究发现，可通过槲皮素-3-

芸香糖苷来抑制NF-κB/TGF-β1信号通路来减轻放

射性肺炎。TNF-α是重要的生物活性细胞因子，也是

肿瘤坏死因子的一种，参与体内多种炎症反应，同时

在免疫调节、炎症介导、抗肿瘤中也有着重要作

用[31-32]。ZHANG等[33]研究发现，抑制TNF-α通路对肺

具有放射保护作用。HMGB1虽然广泛参与了人体

内的炎症反应，拥有大量受体，但目前只有RAGE和

TLR4 被完全证实为确定的受体系统[34-35]。HMGB1

释放到胞外后可以与TLR4结合并启动下游信号通

路，释放活性 NF- κB p65，进而诱导部分细胞因子

IL-1β、IL-6和TNF-ɑ的活化和释放，进一步促进炎症

反应[36]。NF-κB p65本身在多条炎症相关的信号通

路中都占据着重要作用，有研究[37]表明，可通过抑制

NF-κB/NLRP3通路来改善肺纤维化。另一项研究[38]

表明，通过抑制NF-κB/MAPK可以减轻脓毒性急性

肾损伤小鼠的肾脏炎症。而HMGB1可以通过影响

NF-κB p65的活性，进而参与到许多炎症反应中。

但在真实世界的研究中，因为肿瘤本身会分泌
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部分细胞因子，因此很难通过一种细胞因子的变化

水平来预测损伤的情况，甚至会出现与此前研究相

悖的结果。此前一项关于 IL-6 和放射性肺炎的研

究[39]表明，血清 IL-6水平升高与欧洲裔肺癌患者发生

放射性肺炎的风险相关，但在亚洲人中未检测到。

BAE 等 [40]研究发现，患者接受放射治疗后 1个月，

IL-17 水平相对变化显著，而 TNF-α、IL-10、IL-13 和

TGF-β水平变化不明显。

YING等[41]发现，吡非尼酮可通过抑制 TGF-β1/

Smad3通路调节巨噬细胞极化和减轻放射性肺纤维

化。本研究中，细胞因子的测定是使用肺组织研磨

后经ELISA检测，同时动物模型是荷瘤小鼠的肺损

伤模型，虽然本研究中细胞因子的水平并无统计学

差异，但这仅仅代表肺组织中的细胞因子水平。肺

泡灌洗液和血清中细胞因子的表达水平仍然值得探

索，而HMGB1中和抗体对于TGF-β1/Smad3通路的

调节作用也仍然值得深入研究。

在荷瘤小鼠模型中，单纯用PD-1抑制剂或单纯

接受肿瘤放射治疗造成的肺损伤程度较轻，PD-1联

合放射治疗导致放射性肺损伤较重。HMGB1中和

抗体与放免联合抗肿瘤治疗同时使用，并未对肿瘤

治疗造成负面作用。使用HMGB1中和抗体可减轻

肺部炎性细胞的浸润，同时减轻CD4+ T淋巴细胞在

肺部的浸润。对于 HMGB1 中和抗体是否通过影

响 TGF-β1/Smad3或其他信号通路来减轻放射性肺

损伤的相关机制仍需进一步探索。
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