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锰佐剂通过重塑免疫微环境促进放疗的抗肿瘤作用

成佳楠１，２，郭金铭２，３，贾罄竹１，２，朱　波１，２，３　　４０００３７重庆，陆军军医大学（第三军医大学）第二附属医院：肿瘤
科１，肿瘤免疫治疗重庆市重点实验室２；４０００１６重庆，重庆医科大学生命科学研究院３

　　［摘要］　目的　探索锰佐剂在放疗抗肿瘤作用中的增敏效应及其可能机制。方法　选取６～８周
龄的雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（体质量为２０～２３ｇ）３００只，通过皮下接种肿瘤细胞构建动物模型，按随机数字
表法分为４组：对照组、放疗组、锰佐剂治疗组、放疗与锰佐剂联合治疗组；荷瘤第９天起每隔１ｄ通过
滴鼻给予锰佐剂（１０μｇ／只）治疗，共４次；第１０天给予肿瘤局部单次２０Ｇｙ放疗，定期监测小鼠的肿瘤
生长及生存状况。通过构建单侧皮下荷瘤模型明确锰佐剂对放疗抗肿瘤作用的增敏效应；构建双侧皮

下荷瘤模型观察锰佐剂对放疗诱导的远端效应；采用流式细胞术检测单侧皮下荷瘤模型（ＭＣ３８ＯＶＡ）
肿瘤浸润免疫细胞的改变，采用免疫组化染色检测单侧皮下荷瘤模型小鼠的脾脏功能。结果　基于多
瘤种单侧皮下荷瘤模型重复验证，显示锰佐剂联合放疗可显著抑制肿瘤生长，延长小鼠生存期（Ｐ＜
０．０５）；双侧皮下荷瘤模型结果显示，锰佐剂可增强放疗引起的远端效应，无论是否进行放疗，两侧肿瘤
均出现明显缩退（Ｐ＜０．０５）；流式细胞术检测发现，锰佐剂可进一步增加放疗诱导的 ＣＤ８＋Ｔ细胞浸润
（Ｐ＜０．０５），且可降低放疗引起的Ｔｒｅｇ细胞和 ＭＤＳＣ细胞浸润（Ｐ＜０．０５）；小鼠脾脏的病理观测结果显
示锰佐剂可增加脾脏的淋巴细胞储备，改善脾脏功能。结论　锰佐剂可作为放疗的增敏剂，通过改善脾
脏功能重塑肿瘤微环境协同抗肿瘤。
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　　放射治疗是一种有效的抗肿瘤手段，在临床上应
用广泛。根据美国肿瘤放疗协会（ＡｍｅｒｉｃａｎＳｏｃｉｅｔｙｆｏｒ
ＲａｄｉａｔｉｏｎＯｎｃｏｌｏｇｙ，ＡＳＴＲＯ）联合欧洲放疗和肿瘤学协
会（ＥｕｒｏｐｅａｎＳｏｃｉｅｔｙｆｏｒＲａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙａｎｄＯｎｃｏｌｏｇｙ，
ＥＳＴＲＯ）研究发现，约２／３的肿瘤患者从放疗中获益，
而我国５０％～６０％的肿瘤患者采用单独放疗、联合手
术或单独化疗来治疗原发性或转移性肿瘤［１－２］。放疗

主要通过释放高能射线产生电离辐射，破坏ＤＮＡ结构
杀死肿瘤细胞。近来研究发现，放疗还可通过激活免疫

系统发挥抗肿瘤作用，例如通过Ⅰ型干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，
ＩＦＮ）依赖的途径激活固有免疫并最终加强适应性免
疫［３－５］、增加肿瘤新抗原、上调主要组织相容性复合体

（ｍａｊｏｒｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐｌｅｘⅡ，ＭＨＣⅡ）表达、增
加肿瘤细胞表面死亡受体ＦＡＳ／ＣＤ９５和ＤＲ５表达［６］、

诱导嗜酸性粒细胞浸润促进细胞毒性Ｔ淋巴细胞的功
能［７］等。进一步研究发现，放疗激活抗肿瘤免疫主要通

过激活环磷酰鸟苷腺苷酸合成酶（ｃｙｃｌｉｃＧＭＰＡＭＰ
ｓｙｎｔｈａｓｅ，ｃＧＡＳ）干 扰 素 刺 激 基 因 （ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｏｆ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｇｅｎｅｓ，ＳＴＩＮＧ）信号通路来实现［８］。然而，放

疗仍然存在原发性或继发性抵抗的瓶颈问题，因此，通

过发展联合治疗新策略，进一步增强放疗抗肿瘤免疫作

用，以解决放疗抵抗的实际问题，具有重要临床意义。

　　锰（Ｍｎ）是人体必需的营养微量元素，涉及机体发
育、抗氧化防御、生殖和神经元功能等一系列生理过

程。Ｍｎ一般情况下以二价阳离子形式结合，从而调控
多种金属酶的活性发挥作用，包括 Ｍｎ超氧化物歧化
酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、谷氨酰胺合成酶
（ｇｌｕｔａｍｉｎｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ＧＳ）、丙酮酸羧化酶和精氨酸酶
等［９］。ＬＶ等［１０］在国际上首次发现并报道了 Ｍｎ离子
可通过增强抗肿瘤免疫抑制肿瘤生长，锰缺乏的小鼠

肿瘤生长速度快且转移倾向高，肿瘤内浸润的 ＣＤ８＋Ｔ
细胞数量和功能显著低于正常小鼠。进一步研究发

现，锰离子可直接激活ｃＧＡＳ的酶活性，以非经典方式
催化合成第二信使２′３′ｃＧＡＭＰ，高效促进树突状细胞

和巨噬细胞成熟并提呈抗原，促进ＣＤ８＋Ｔ细胞和自然
杀伤细胞（ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒ，ＮＫ）细胞活化，诱导记忆性
ＣＤ８＋Ｔ细胞分化，从而激活适应性免疫并产生免疫记
忆［１１］。因此，推测锰可能通过增强免疫功能从而促进

放疗抗肿瘤作用。

　　本研究利用皮下移植瘤模型，观察锰佐剂对放疗
抗肿瘤的增敏作用，并探讨锰佐剂联合放疗对肿瘤免

疫微环境的影响，以发展放疗联合治疗新策略，为临床

抗肿瘤治疗提供新的理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　实验选取６～８周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠３００只，体
质量２０～２３ｇ，购自陆军军医大学第二附属医院实验动
物中心，饲养环境为ＳＰＦ级，室温维持在２４～２６℃，确
保饮食与水源充足。实验方案已通过陆军军医大学实

验动物福利与伦理委员会批准（ＡＭＵＷＥＣ２０２１０３８６）。
１．２　细胞及培养
　　小鼠黑色素瘤细胞系（Ｂ１６Ｆ１０）、小鼠结肠癌细
胞系（ＣＴ２６、ＭＣ３８、ＭＣ３８ＯＶＡ）均购自国家生物医学
实验细胞资源库（中国医学科学院基础医学研究所）。

Ｂ１６Ｆ１０细胞使用高糖 ＤＭＥＭ培养基（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ科技公司）＋１０％胎牛血清（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
科技公司）进行培养。ＣＴ２６、ＭＣ３８、ＭＣ３８ＯＶＡ细胞
使用ＲＰＭＩ１６４０培养基（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ科技公
司）＋１０％胎牛血清（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ科技公司）进
行培养。培养环境为恒温培养箱（３７℃，饱和湿度，
５％ＣＯ２），待细胞融合度达到７０％～８０％时使用胰酶消
化，按照１∶３进行传代。待细胞状态良好处于对数生
长期时，进行细胞接种实验。

１．３　主要试剂及设备
　　锰佐剂购自中国启锰生物科技有限公司，１０～２５℃
室温避光保存，储存浓度为５ｍｇ／ｍＬ，使用前充分混匀
再经无菌生理盐水稀释至１ｍｇ／ｍＬ，充分重悬后用移

８７４１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



液头滴鼻，每次１０μＬ。放疗设备为ＲＳ２０００系列Ｘ射
线生物辐照仪，购自美国 ＲａｄＳｏｕｃｅ科技有限公司。
流式细胞术使用抗体包含：ＣＤ１６／３２（美国 ＢＤ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司，ｃｌｏｎｅ２．４Ｇ２）、ＣＤ４５（美国 ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ
公司，ｃｌｏｎｅ３０Ｆ１１）、ＣＤ３（美国ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ公司，ｃｌｏｎｅ
１７Ａ２）、ＣＤ８（美国 ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ公司，ｃｌｏｎｅ５３６．７）、
ＣＤ４（美国ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ公司，ｃｌｏｎｅＧＫ１．５）、ＣＤ２５（美国
ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ公司，ｃｌｏｎｅＰＣ６１）、Ｆｏｘｐ３（美国 ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ
公司，ｃｌｏｎｅＦＪＫ１６Ｓ）、ＣＤ１１ｂ（美国 ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ公司，
ｃｌｏｎｅＭ１／７０）、Ｆ４／８０（美国 ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ公司，ｃｌｏｎｅ
ＢＭ８）、Ｇｒ１（美国 ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ公司，ｃｌｏｎｅＲ８６８Ｃ５）、
ＦｉｘａｂｌｅＶｉａｂｉｌｉｔｙＤｙｅｅＦｌｕｏｒ７８０（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）。流式细胞术使用试剂包含：Ⅳ型胶原
酶（美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，Ｃａｔ＃９００１１２１）、ＤＮａｓｅⅠ
（美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，Ｃａｔ＃１０１０４１５９００１）、Ｆｉｘ／
Ｐｅｒｍｓｏｌｕｔｉｏｎ（美国ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司，Ｃａｔ＃５５４７２２）、
ＣｏｕｎｔＢｒｉｇｈｔＰｌｕｓＡｂｓｏｌｕｔｅＢｅａｄｓ（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，Ｃａｔ＃Ｃ３６９９５）。流式细胞分析仪购自
美国贝克曼公司。４％多聚甲醛购自中国碧云天科技
有限公司。

１．４　动物模型建立
　　动物模型建立方法参照文献［７，１２］，具体如下：
在小鼠后肢皮下接种１００μＬ肿瘤细胞（细胞接种量：
Ｂ１６Ｆ１０为１×１０６个细胞，ＣＴ２６、ＭＣ３８、ＭＣ３８ＯＶＡ均
为５×１０５个细胞），荷瘤后第９天起每隔１ｄ通过滴鼻
给予锰佐剂（１０μｇ／只，１ｍｇ／ｍＬ）处理，共４次治疗。
荷瘤第１０天给予肿瘤局部单次２０Ｇｙ放疗，剂量率为
３３０ｃＧｙ／ｍｉｎ，非肿瘤部位由铅板遮挡。双侧荷瘤模型
为小鼠双侧后肢分别接种肿瘤细胞，只有右侧肿瘤接

受放射治疗，左侧采用铅板遮挡，不接受放射治疗。每

２天测量１次肿瘤大小并绘制生长曲线，同时监测小
鼠生存情况。３０只 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠根据不同实验目的
按随机数字表法分组为：对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、放疗组
（ＲＴ）、锰佐剂治疗组（Ｍｎ）、放疗与锰佐剂联合治疗组
（ＲＴ＋Ｍｎ），每组４～９只。４只未荷瘤小鼠（ｔｕｍｏｒｆｒｅｅ）
为正常未接种肿瘤细胞的Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，以该小鼠脾
脏的质量作为对照，分析荷瘤小鼠脾脏质量改变情况。

肿瘤体积计算公式：肿瘤体积（ｍｍ３）＝长×宽×宽／２。
联合治疗结束后即荷瘤后第１６天，分别取小鼠肿瘤及
脾脏，称量后的样本用于流式细胞术或免疫组化检测。

１．５　流式细胞术检测
　　建立 ＭＣ３８ＯＶＡ小鼠荷瘤模型，荷瘤第 １６天取
肿瘤组织，在含２％ＦＢＳ的预冷ＰＢＳ中充分剪碎，经含
有１ｍｇ／ｍＬ的Ⅳ型胶原酶和 １０μｇ／ｍＬＤＮａｓｅⅠ的
ＲＰＭＩ１６４０培养液于３７℃消化４５ｍｉｎ。通过７０目筛
网过滤成单细胞悬液。经２２００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，收

集细胞悬液加入抗体冰上染色 ３０ｍｉｎ。经 ＰＢＳ重悬
离心后制备上样管，使用流式细胞分析仪进行检测。

收集１０６个肿瘤细胞，去除死细胞、碎片及粘连细胞后
进一步圈门，分析以下细胞在肿瘤组织中的浸润情况：

ＣＤ８＋Ｔ细胞（ＣＤ４５＋ＣＤ３＋ＣＤ８＋）、ＣＤ４＋Ｔ细胞（ＣＤ４５＋

ＣＤ３＋ＣＤ４＋）、Ｔｒｅｇ细 胞 （ＣＤ４５＋ＣＤ３＋ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

Ｆｏｘｐ３＋）、肿瘤相关巨噬细胞（ＣＤ４５＋ＣＤ１１ｂ＋Ｆ４／８０＋）、
骨髓来源抑制细胞（ｍｙｅｌｏｉｄｄｅｒｉｖｅｄｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｃｅｌｌｓ，
ＭＤＳＣ，ＣＤ４５＋ＣＤ１１ｂ＋Ｇｒ１＋）。
１．６　免疫组化染色
　　小鼠肿瘤组织或脾脏取出后，使用预冷的 ＰＢＳ溶
液冲洗干净，再经 ４％多聚甲醛固定 １２ｈ，取直径为
１ｃｍ以内的肿瘤组织放入包埋盒中进行脱水，依次进
入７５％乙醇１．５ｈ、９５％乙醇１．５ｈ、９５％乙醇１ｈ、无水
乙醇１．５ｈ、二甲苯一号０．５ｈ、二甲苯二号０．５ｈ。冷
却后，切５μｍ薄片至载玻片，经６５℃恒温箱烤片１～
２ｈ后用苏木精伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ，ＨＥ）
染色：切片在梯度浓度二甲苯中脱蜡，经高浓度到低浓

度乙醇水化后流水冲洗５ｍｉｎ，苏木精染色１０ｍｉｎ，流
水冲洗１０ｍｉｎ，１％盐酸乙醇分化２ｓ，流水冲１ｍｉｎ，伊
红染色３０ｓ。脱水透明封片，用ＭｏｔｉｃＤＳＭ软件进行全
景扫描。

１．７　统计学分析
　　使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ１０．０．３软件进行分析，实验
至少重复３次。数据以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采取双
因素方差分析，两组间比较采用非配对ｔ检验，生存分
析采用Ｌｏｇｒａｎｋ检验，采用线性回归分析肿瘤质量与
脾脏质量的关系。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｍｎ治疗可增强放疗的抗肿瘤效应
　　单侧皮下荷瘤动物模型建立见图１Ａ。与对照组比
较，ＲＴ组和Ｍｎ组可明显抑制黑色素瘤生长（Ｐ＜０．０５）；
与ＲＴ组及Ｍｎ组比较，ＲＴ＋Ｍｎ组肿瘤生长最缓慢，受
到明显抑制（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ）。同样，ＲＴ组或Ｍｎ组肿
瘤质量明显低于对照组（Ｐ＜０．０５），ＲＴ＋Ｍｎ组肿瘤质
量则明显低于ＲＴ组或 Ｍｎ治疗组（Ｐ＜０．０５，图 １Ｃ）。
通过比较小鼠生存期发现，ＲＴ＋Ｍｎ组小鼠生存时间较
其他治疗组明显延长（Ｐ＜０．０５，图 １Ｄ）。为了进一步
证实上述现象，分别建立了两种不同的结肠癌移植瘤

模型（ＣＴ２６和 ＭＣ３８），同样发现 ＲＴ＋Ｍｎ组肿瘤生长
较其他治疗组缓慢，明显受到抑制（Ｐ＜０．０５，图１Ｅ、Ｆ）。
以上结果说明，Ｍｎ可增强放疗的抗肿瘤效应。
２．２　Ｍｎ治疗可促进放疗诱导的远端效应
　　基于Ｍｎ治疗可促进放疗的抗肿瘤效应，进一步
检测Ｍｎ治疗是否可促进放疗诱导的远端效应。首先

９７４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１３）



建立双侧皮下荷瘤模型（图２Ａ），观察Ｍｎ治疗对双侧
肿瘤生长的影响。结果发现，ＲＴ＋Ｍｎ组小鼠的右侧
（接受放射治疗）肿瘤生长较 ＲＴ组或 Ｍｎ组明显受到
抑制（Ｐ＜０．０５，图 ２Ｂ）；同时，ＲＴ＋Ｍｎ组小鼠的左侧
（未接受放射治疗）肿瘤较对应 ＲＴ组或 Ｍｎ组也出现
明显缩退（Ｐ＜０．０５，图２Ｃ）。该结果提示Ｍｎ治疗可促
进放疗诱导的远端效应。

２．３　Ｍｎ治疗联合放疗可重塑肿瘤微环境
　　动物模型建立见图３Ａ。通过流式细胞术检测Ｍｎ
联合放疗后肿瘤浸润免疫细胞亚群的改变，结果发现，

放疗后肿瘤内 ＣＤ４５＋免疫细胞、ＣＤ８＋Ｔ细胞及调节性

Ｔ细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓ，Ｔｒｅｇ）浸润明显增多（Ｐ＜
０．０５，图 ３Ｂ～Ｄ），ＲＴ＋Ｍｎ组的 ＣＤ４５＋免疫细胞及
ＣＤ８＋Ｔ细胞浸润进一步增多，而Ｔｒｅｇ细胞浸润则明显
减少（Ｐ＜０．０５，图３Ｂ～Ｄ），提示Ｍｎ治疗可增强放疗的
抗肿瘤免疫效应。尽管锰佐剂治疗可增加肿瘤相关巨

噬细胞（ｔｕｍｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ＴＡＭ）的浸润，
但ＲＴ＋Ｍｎ组肿瘤浸润 ＴＡＭ明显降低（Ｐ＜０．０５，图
３Ｅ）。同时，放疗可增加 ＭＤＳＣ的浸润，而 ＲＴ＋Ｍｎ组
的ＭＤＳＣ浸润则明显降低（Ｐ＜０．０５，图 ３Ｆ）。上述结
果提示，Ｍｎ治疗可进一步改善放疗诱导的免疫调节作
用，从而进一步发挥抗肿瘤作用。
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瘤质量（ｎ＝５）　１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：Ｍｎ组；３：ＲＴ组；４：ＲＴ＋Ｍｎ组；Ｄ：黑色素瘤模型各组小鼠生存时间（ｎ＝７）；Ｅ、Ｆ：结肠
癌模型各组肿瘤体积（ＣＴ２６模型：ｎ＝６；ＭＣ３８模型：ｎ＝７）

图１　利用小鼠皮下荷瘤模型监测锰佐剂联合放疗后肿瘤生长及小鼠生存情况
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图３　流式细胞术检测锰佐剂联合放疗治疗后肿瘤浸润免疫细胞的改变
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２．４　Ｍｎ联合放疗可激活脾脏功能
　　结果显示，荷瘤小鼠脾脏较未荷瘤小鼠明显增大，
ＲＴ组或 Ｍｎ组脾脏大小较对照组无明显差异，而
ＲＴ＋Ｍｎ组小鼠脾脏明显缩小，与正常未荷瘤小鼠脾脏
大小无差异（图 ４Ａ、Ｂ）。同时，发现肿瘤质量与脾脏
质量正相关（Ｒ２＝０．３３１，Ｐ＝０．００４，图４Ｃ）。进一步对
小鼠脾脏进行ＨＥ染色，发现ＲＴ＋Ｍｎ组的脾脏白髓数
量和密度显著增多，提示淋巴细胞的储备增多

（图４Ｄ）。以上现象提示，Ｍｎ联合放疗可激活脾脏功
能，从而增强抗肿瘤免疫作用。

３　讨论

　　近年来，放射治疗已进入个性化医疗时代，除了物
理方面放疗计划中射束方向和剂量分布的优化改善

外，对放疗诱导的免疫反应的理解也逐步加深。根据

患者的个体特征、病程情况以及基因组信息，制定个性
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图４　锰佐剂联合放疗治疗后荷瘤小鼠脾脏质量及病理改变
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化的放疗方案，可以帮助医生更精准地确定放疗的剂

量、照射方式和周期，提高治疗的精准度和安全性。同

时，诱导最佳的抗肿瘤免疫反应也是增加放疗效果及

克服放疗抵抗的关键。ｃＧＡＳＳＴＩＮＧ通路的激活对于
放疗激发的适应性免疫反应必不可少，由第二信使

２′３′ｃＧＡＭＰ活化的ＳＴＩＮＧ加强了放疗诱导的抗肿瘤
效应［８］。提示ＳＴＩＮＧ缺陷小鼠无法刺激肿瘤浸润性
树突状细胞激活 ＣＤ８＋Ｔ细胞［１３］。同时，ＳＴＩＮＧ激动
剂可增强自然杀伤细胞介导的 ＣＤ８＋Ｔ细胞激活。因
此，ＳＴＩＮＧ激动剂受到了广泛的关注［１４－１５］。锰对

ｃＧＡＳＳＴＩＮＧ信号通路的激活具有调控作用，增加该通
路对双链ＤＮＡ的敏感性、在抗病毒感染及抗肿瘤方面
发挥重要作用［１６－１７］。本研究发现，放疗协同锰佐剂可

增强抗肿瘤作用，甚至发生远端效应。

　　放疗引起的远端效应，是指在一个部位进行放射
治疗可能导致远处未照射部位的转移性肿瘤消退的现

象，远端效应与系统性免疫机制相关。然而这种现象

在临床实践中罕见，归因于治疗时已建立的免疫耐受

机制可能会阻碍远端反应发展。放疗联合抗 ＣＤ４７抗
体诱发巨噬细胞介导的远端效应［１８］。

　　ＣＤ８＋Ｔ细胞的数量和功能直接决定了抗肿瘤免疫
反应的强弱。本研究发现，放疗联合锰佐剂促进肿瘤

浸润的ＣＤ８＋Ｔ细胞，而抑制Ｔ细胞功能的免疫抑制细
胞，如Ｔｒｅｇｓ、ＭＤＳＣ、巨噬细胞等均显著下降，肿瘤微环
境呈现“热”肿瘤状态。另外，本研究发现，锰佐剂处

理后，巨噬细胞较对照组有所升高，锰佐剂可能活化巨

噬细胞促进Ⅰ型 ＩＦＮ产生进而促进 ＤＣ细胞成熟，增
强肿瘤抗原递呈功能，与已有报道一致［１０］。但增多的

巨噬细胞在抗肿瘤过程中发挥的作用及功能有待进一

步明确。

　　脾脏作为机体最大的免疫器官，是细胞免疫和体
液免疫的发生中心，发挥免疫监视、调控、过滤等作用。

主要细胞组成包括 Ｂ淋巴细胞、Ｔ淋巴细胞、ＤＣ细胞
和巨噬细胞等。本研究发现，放疗联合锰佐剂处理后

的小鼠脾脏恢复到未荷瘤小鼠状态，表现为脾脏的肿

瘤减轻，脾脏的结构发生改变。与荷瘤小鼠比较，联合

治疗的小鼠脾脏结构规则完整，脾脏内白髓数量和单

位面积密度显著增多，白髓内动脉周围淋巴鞘和生发

中心分布均匀，红髓内脾索和脾窦密集，意味着淋巴细

胞储备增多，细胞免疫和体液免疫增强，解释了联合治

疗协同抗肿瘤的机制。

　　综上所述，本研究发现锰佐剂联合放疗具有协同

抗肿瘤效应，其机制可能与重塑免疫微环境及脾脏功

能改善相关。但本研究仍存在一些局限性，包括未深

入检测脾脏及外周血淋巴细胞亚群等。因此，在后续

实验中将重点关注联合治疗对脾脏及外周血淋巴细胞

亚群的影响，并深入探讨其相关分子机制，从而为放疗

联合治疗及临床抗肿瘤策略提供新的理论基础。

致谢　本研究所用锰相关试剂及方法得到北京大学蒋争凡团

队及启锰生物的大力支持，在此表示由衷感谢
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