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　　［摘要］　目的　探讨肿瘤浸润性Ｂ细胞对程序性死亡受体（配体）１［ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈ（ｌｉｇａｎｄ）１，
ＰＤ（Ｌ）１］抑制剂治疗效果的影响，阐明 Ｂ细胞影响免疫治疗的潜在机制。方法　通过使用公共数据
库中的黑色素瘤患者免疫治疗队列，分析Ｂ细胞与无进展生存时间（ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ＰＦＳ）以及
免疫治疗响应的关系；使用ＴＣ１和Ｂ１６ＯＶＡ肿瘤细胞对６～８周龄雌性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠的皮下及肝脏进
行荷瘤，构建肿瘤模型。比较Ｂ细胞清除对ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗效果的影响；对第１５天的 ＴＣ１肿瘤微
环境（ｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，ＴＭＥ）进行流式细胞术检测，明确Ｔ细胞的数目、功能及表型变化；通过流
式细胞术及实时荧光定量聚合酶链式反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＰＣＲ）检测
Ｂ细胞表面分子以及细胞因子。结果　基于 ＩＣＢａｔｌａｓ公共数据库中的 ＥＲＰ１０５４８２数据分析，肿瘤中
ＣＤ１９高表达的黑色素瘤患者ＰＦＳ较低表达者更长（７５３ｄｖｓ９５ｄ，ＨＲ＝０．３，９５％ＣＩ：０．１３～０．６５，Ｐ＝０．００３）。
Ｂ细胞在免疫治疗应答的患者中显著富集（Ｐ＝０．０１）。在小鼠ＴＣ１肝脏荷瘤模型中，ＰＤ（Ｌ）１抗体治
疗后肿瘤质量明显减小（Ｐ＜０．０１），而Ｂ细胞的清除削弱了治疗效果。Ｂ细胞通过促进Ｔ细胞浸润和功
能来增强ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗，且治疗后Ｂ细胞亚群发生变化，表现为ＰＤ１低表达亚群增加（Ｐ＜０．０１）。
结论　ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗后，Ｂ细胞亚群中ＰＤ１表达的下降可能是 Ｂ细胞促进 ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗效
果的潜在机制。

　　［关键词］　程序性死亡受体配体１；程序性死亡受体１；Ｂ细胞；肿瘤微环境；免疫检查点抑制剂
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　　免疫检查点抑制剂，特别是针对程序性死亡受体
（配体）１［ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈ（ｌｉｇａｎｄ）１，ＰＤ（Ｌ）１］的
抗体，已经彻底改变了肿瘤治疗的临床格局。这些疗

法通过恢复肿瘤浸润性ＣＤ８＋Ｔ细胞的功能，激发强大
的抗肿瘤免疫反应。然而，单药治疗的有效率仅约

２０％，限制其广泛应用［１］。当前研究正聚焦于肿瘤内

细胞亚群的功能及其对免疫治疗反应的影响，以揭示

提高疗效的关键机制［２－３］。Ｂ细胞作为肿瘤浸润性淋
巴细胞中较为丰富的细胞类型之一［４］，参与肿瘤免疫

中从抗原递呈到抗体产生的全部过程，在肿瘤免疫中

发挥着至关重要的作用［５］。

　　此外，Ｂ细胞正在成为预测免疫治疗反应的关键
因素［６－９］。在２０２０年，Ｎａｔｕｒｅ连续发表了３篇关于 Ｂ
细胞与免疫治疗关系的临床研究。比如在软组织肉瘤

中，无论ＣＤ８＋Ｔ细胞的数量多少，Ｂ细胞都是与免疫
治疗响应最为强烈的预后因素［６］，强调了 Ｂ细胞在免
疫治疗中的重要作用。尽管 Ｂ细胞与免疫治疗的关
系逐渐受到重视，但其具体作用机制仍不清楚。此外，

在其他疗法如新辅助化疗中，表达诱导型 Ｔ细胞共刺
激分子（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｃｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｌｉｇａｎｄ，ＩＣＯＳＬ）的 Ｂ细
胞能够提高乳腺癌患者对化疗的敏感性，与更长的无

病生存时间相关［１０］。因此，本实验旨在探究Ｂ细胞与
ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗效果的关系及其潜在机制，为开发
基于Ｂ细胞的免疫治疗策略提供理论依据，以提高抗
肿瘤治疗效果。

１　材料与方法

１．１　临床免疫治疗队列
　　免疫治疗队列来源于公共数据库 ＩＣＢａｔｌａｓ中的
ＥＲＰ１０５４８２数据［２］。该免疫治疗队列由接受 ＰＤ１抗
体治疗的４１例黑色素瘤患者组成，其中免疫治疗应答

患者１９例，免疫治疗非应答患者２２例。
１．２　实验动物和Ｂ细胞体内清除治疗和ＰＤ（Ｌ）１抗

体治疗策略

　　使用的６～８周龄 Ｃ５７ＢＬ／６雌鼠购自北京华阜康
公司。为确保实验结果的随机性和公正性，对所有小

鼠进行编号，并根据实验需求采用随机数字表法进行

分组。①肿瘤生长曲线测定实验：对照组（仅 ＰＢＳ治
疗）、ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗组（仅免疫治疗，不清除 Ｂ细
胞）、Ｂ细胞清除组（仅清除 Ｂ细胞，不免疫治疗）和 Ｂ
细胞清除＋ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗组（同时进行免疫治疗
和Ｂ细胞清除），每组７只小鼠。②组织中 Ｂ细胞数
目实验：分为皮下荷瘤组和肝脏荷瘤组，均清除 Ｂ细
胞。分别为４只（ＴＣ１荷瘤）或８只（Ｂ１８ＯＶＡ荷瘤）
小鼠。③测定Ｔ细胞数目和功能实验：分组与肿瘤生
长曲线测定实验相同，对照组、Ｂ细胞清除组和
ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗组，每组 ７只小鼠，Ｂ细胞清除＋
ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗组 ８只小鼠。④测定 Ｔ细胞耗竭
表型实验：分组与肿瘤生长曲线测定实验相同，Ｂ细胞
清除组７只小鼠，其余３组９只小鼠。⑤实时荧光定
量聚合酶链式反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＰＣＲ）实验：分为对照组（仅ＰＢＳ治疗）
和ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗组（仅免疫治疗），每组６只小鼠。
　　其中，清除 Ｂ细胞采用第 ４、８、１２天腹腔注射抗
Ｂ２２０抗体［２００μｇ，ＣｌｏｎｅＲＡ３．３Ａ１／６．１（ＴＩＢ１４６），
ＢｉｏＸＣｅｌｌ］和抗ＣＤ１９抗体（１００μｇ，Ｃｌｏｎｅ１Ｄ３，ＢｉｏＸ
Ｃｅｌｌ）。ＰＤ（Ｌ）１抗体免疫治疗分别在第 ６、９、１２天
腹腔注射 ＰＤ（Ｌ）１抗体（２００μｇ，Ｃｌｏｎｅ１０Ｆ．９Ｇ２，
ＢｉｏＸＣｅｌｌ）。
　　所有实验小鼠在特定的无病原体条件下饲养。小
鼠的饲养和治疗遵循陆军军医大学动物护理和使用委

员会的指导原则。本文涉及的动物实验获得了陆军军

５０８　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（８）



医大学动物保护与使用委员会审批（ＡＭＵＷＥ２０１９３１９）。
１．３　细胞系以及培养条件
　　ＴＣ１以及Ｂ１６ＯＶＡ肿瘤细胞在包含１０％灭活胎
牛血清（ＦＢＳ，Ｇｉｂｃｏ，澳大利亚）以及青霉素（１００Ｕ／ｍＬ）
和链霉素（１００Ｕ／ｍＬ）的Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓＭｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ培
养基（ＤＭＥＭ，Ｇｉｂｃｏ，澳大利亚）中培养。并在 ３７℃、
５％ＣＯ２条件下进行孵育培养。
１．４　荷瘤实验
　　小鼠皮下荷瘤模型：将５×１０５ＴＣ１肿瘤以及Ｂ１６
ＯＶＡ肿瘤细胞重悬在１００μＬ的ＰＢＳ缓冲液中，在第１
天通过胰岛素针将细胞悬液注射到小鼠右背侧皮下以

建立肿瘤。小鼠肝脏原位肿瘤模型：将５×１０５ＴＣ１或
Ｂ１６ＯＶＡ肿瘤细胞重悬在 ２５μＬ的含有 ６０％基质胶
的ＰＢＳ缓冲液中，在第 １天麻醉小鼠后，暴露其左侧
肝叶并用胰岛素针注射细胞悬液以形成肿瘤。实验过

程中，在指定时间点对小鼠进行安乐死处理。

１．５　单细胞悬液的制备
　　使用剪刀将肿瘤组织剪碎，将组织浸泡在含有
ＲＭＰＩ１６４０、２％ＦＢＳ（天津ＴＢＤ）和１ｍｇ／ｍＬ的Ⅰ型胶
原酶（Ｓｉｇｍａ）的消化液中，并在３７℃，１４８ｒ／ｍｉｎ的摇
床中消化３０ｍｉｎ。通过７０μｍ滤网研磨过滤，制备成
单细胞悬液。

１．６　流式细胞术检测和相关抗体
　　首 先 使 用 Ｆｉｘａｂｌｅ Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ Ｄｙｅ ｅＦｌｕｏｒ７８０
（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）抗体来确定活细胞。实验使用的抗体包
括：抗ＣＤ４５（Ｃｌｏｎｅ３０Ｆ１１，Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ）、抗 ＣＤ３（Ｃｌｏｎｅ
１７Ａ２，Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ）、抗 ＣＤ８ａ（Ｃｌｏｎｅ５３６．７，Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ）、
抗 ＣＤ４（ＣｌｏｎｅＲＭ４５，Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ）、抗 Ｆｏｘｐ３（Ｃｌｏｎｅ
ＭＦ１４，Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ）、抗ＣＤ１９（Ｃｌｏｎｅ６Ｄ５，Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ）、抗
ＣＤ１１ｂ（ＣｌｏｎｅＭ１１７０，Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ）、抗 ＩＦＮγ（Ｃｌｏｎｅ
ＸＭＧ１．２，Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ）、抗 ＴＮＦα（ＣｌｏｎｅＭＰ６ＸＴ２２，
Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ）、抗 ＰＤ１（Ｃｌｏｎｅ２９Ｆ．１Ａ１２，Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ）、抗
ＴＩＭ３（ＣｌｏｎｅＦＡＢ１５２９Ｐ，Ｒ＆Ｄ）抗体。表面抗体由４℃

包含２％ＦＢＳ的ＰＢＳ稀释，并避光，染色３０ｍｉｎ。对于
胞内因子染色，首先使用佛波酯（５０ｎｇ／ｍＬ，Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ）加上离子霉素 （５００ｎｇ／ｍＬ，Ａｂｃａｍ）和包含布
雷非德菌素 ａ的蛋白转运抑制剂（ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）。
５ｈ后对细胞进行死细胞和表面标志物染色，固定细
胞，并按照生产商的说明使用固定／通透液（ＢＤ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）进行处理。然后用细胞因子抗体对细胞
进行染色。使用Ｇａｌｌｉｏｓ流式细胞仪（ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ）
收集流式数据，并使用ＦｌｏｗＪｏ软件（ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）进
行分析。

１．７　流式细胞分选（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｃｔｉｖａｔｅｄｃｅｌｌｓｏｒｔｉｎｇ，
ＦＡＣＳ）

　　使用ＦｉｘａｂｌｅＶｉａｂｉｌｉｔｙＤｙｅｅＦｌｕｏｒ７８０（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）
流式抗体，抗ＣＤ４５（Ｃｌｏｎｅ３０Ｆ１１，Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ）、抗ＣＤ１９
（Ｃｌｏｎｅ６Ｄ５，Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ）、抗 ＣＤ１１ｂ（ＣｌｏｎｅＭ１１７０，
Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ）流式抗体对制备成的单细胞悬液进行染色。
然后使用 ＦＡＣＳＡｒｉａⅡ细胞分选仪（ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）
对ＣＤ４５＋ＣＤ１１ｂ－ＣＤ１９＋Ｂ细胞进行分选。
１．８　ｑＰＣＲ实验
　　根据使用说明书，将流式细胞仪分选出的 ＣＤ４５＋

ＣＤ１１ｂ－ＣＤ１９＋Ｂ细胞用 １００μＬｌｙｓｉｓ缓冲液重悬。随
后，使用ＤｙｎａｂｅａｄｓＴＭｍＲＮＡＤＩＲＥＣＴＴＭ微量纯化试剂
盒提取 Ｂ细胞中的 ｍＲＮＡ。提取得到 ｍＲＮＡ使用
ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ（ＲｏｃｈｅＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ）进行反转录。ｑＰＣＲ分
析所需的引物见表１。
１．９　统计学分析
　　实验均重复 ２～３次以确保结果的可靠性。实验
数据使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０（ＧｒａｐｈＰａｄＳｏｆｔｗａｒｅ）进
行分析。对于肿瘤生长曲线采用双因素方差分析。对

于符合正态分布的数据，两组间比较采用双尾学生

ｔ检验；对于多组间比较，使用单因素方差分析。Ｐ＜
０．０５表示差异具有统计学意义。

表１　ｑＰＣＲ引物序列

基因名称 正向引物序列（５′３′）　 反向引物序列（５′３′）　　
ＩＣＯＳＬ ＴＡＡＡＧＴＧＴＣＣＣＴＧＴＴＴＴＧＴＧＴＣＣ ＡＴＴＧＣＡＣＣＧＡＣＴＴＣＡＧＴＣＴＣＴ
ＣＲ２ ＡＡＣＡＣＡＴＧＧＴＴＡＣＣＡＧＧＴＧＴＡＣＣ ＣＧＴＧＣＣＴＣＴＣＣＡＧＣＣＡＴＡＡＧ
ＣＤ８６ ＴＧＴＴＴＣＣＧＴＧＧＡＧＡＣＧＣＡＡＧ ＴＴＧＡＧＣＣＴＴＴＧＴＡＡＡＴＧＧＧＣＡ
Ｈ２Ｅｂ１ ＧＣＧＧＡＧＡＧＴＴＧＡＧＣＣＴＡＣＧ ＣＣＡＧＧＡＧＧＴＴＧＴＧＧＴＧＴＴＣＣ
ＰＤ１ ＡＣＣＣＴＧＧＴＣＡＴＴＣＡＣＴＴＧＧＧ ＣＡＴＴＴＧＣＴＣＣＣＴＣＴＧＡＣＡＣＴＧ
ＰＤＬ１ ＧＣＴＣＣＡＡＡＧＧＡＣＴＴＧＴＡＣＧＴＧ ＴＧＡＴＣＴＧＡＡＧＧＧＣＡＧＣＡＴＴＴＣ
ＩＬ１０ ＧＣＴＣＴＴＡＣＴＧＡＣＴＧＧＣＡＴＧＡＧ ＣＧＣＡＧＣＴＣＴＡＧＧＡＧＣＡＴＧＴＧ
ＴＧＦβ ＣＴＣＣＣＧＴＧＧＣＴＴＣＴＡＧＴＧＣ ＧＣＣＴＴＡＧＴＴＴＧＧＡＣＡＧＧＡＴＣＴＧ

βａｃｔｉｎ ＣＣＴＧＡＧＧＣＴＣＴＴＴＴＣＣＡＧＣＣ ＡＧＡＧＧＴＣＴＴＴＡＣＧＧＡＴＧＴＣＡＡＣＧＴ

６０８ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２　结果

２．１　Ｂ细胞与黑色素瘤患者中更好的免疫治疗预后
相关

　　通过对公共数据库ＩＣＢａｔｌａｓ中的免疫治疗队列分
析，发现在接受ＰＤ１抗体治疗的４１例黑色素瘤患者
中（ＥＲＰ１０５４８２），治疗前肿瘤组织中 ＣＤ１９＋Ｂ细胞数
目较多（ＣＤ１９高表达）的患者无进展生存时间
（ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ＰＦＳ）较 ＣＤ１９低表达的更长
（７５３ｄｖｓ９５ｄ，Ｐ＝０．００３，ＨＲ＝０．３，９５％ＣＩ：０．１３～０．６５，
图１Ａ）。同时，免疫治疗应答患者肿瘤组织中的 Ｂ细
胞的比例为 ０．２２％，显著高于非应答患者中的比例
（０．１７％，Ｐ＝０．０１，图１Ｂ）。这些结果说明在黑色素瘤
患者中，较高的 Ｂ细胞数目与更好的免疫治疗预后
相关。
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Ａ：在接受免疫治疗的黑色素瘤患者（ｎ＝４１）中 ＣＤ１９高、
低表达的无进展生存曲线；Ｂ：免疫治疗应答患者（ｎ＝１９）
和非应答患者（ｎ＝２２）中Ｂ细胞的比例

图１　Ｂ细胞数目与黑色素瘤患者免疫治疗预后的关系

２．２　Ｂ细胞不影响皮下荷瘤小鼠 ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗
的效果

　　为了验证临床中观察到的 Ｂ细胞对 ＰＤ（Ｌ）１抗
体治疗的影响，采用 ＴＣ１皮下荷瘤小鼠模型，联合使
用抗Ｂ２２０和抗ＣＤ１９抗体清除体内Ｂ细胞，观察Ｂ细
胞是否影响 ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗的效果。结果显示，

ＴＣ１肿瘤细胞对 ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗具有抵抗性
（Ｐ＞０．０５），但清除 Ｂ细胞不影响免疫治疗的效果
（图２）。结果提示，在小鼠皮下荷瘤模型中 Ｂ细胞清
除不影响免疫治疗的效果。
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图２　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠皮下荷瘤ＴＣ１肿瘤生长曲线
（ｎ＝７，珋ｘ±ｓ）

２．３　肿瘤浸润性Ｂ细胞在肝脏肿瘤中富集
　　小鼠皮下黑色素瘤中 Ｂ细胞的浸润较少，可能影
响免疫治疗效果。为了验证这一猜想，在小鼠皮下和

肝脏分别注射ＴＣ１肿瘤，并于第 １２天对肿瘤中的 Ｂ
细胞进行流式细胞术检测（图 ３Ａ）。结果显示，肝脏
肿瘤中 Ｂ细胞的数目和比例是皮下荷瘤模型的１０倍
（图３Ｂ）。为排除外周血中 Ｂ细胞的干扰，通过尾静
脉注射ＣＤ４５ＦＩＴＣ抗体标记外周血中的 Ｂ细胞，结果
一致（图３Ｃ）。第１５天，在Ｂ１６ＯＶＡ肿瘤模型中也得
到了相同的结果（图３Ｄ）。这些结果说明，Ｂ细胞在肝
脏中更为富集，而在皮下荷瘤模型中相对较少。

２．４　清除Ｂ细胞抑制肝脏荷瘤小鼠ＰＤ（Ｌ）１抗体治
疗的效果

　　为了探究Ｂ细胞在肝脏中对 ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗
效果的具体影响，在肿瘤接种后的第４、８、１２天使用Ｂ
细胞体内清除抗体来清除Ｂ细胞，并在第６、９、１２天进
行ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗（图４Ａ），随后验证 Ｂ细胞的清
除效果。结果显示：无论在肿瘤微环境中（ｔｕｍｏｒ
ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，ＴＭＥ）还是外周血中，联合使用抗
Ｂ２２０和抗ＣＤ１９抗体有效清除了 Ｂ细胞（图 ４Ｂ、Ｃ）。
实验结果表明：使用ＰＤ（Ｌ）１抗体单药治疗可有效减
轻肝脏的肿瘤负荷。但是，在清除Ｂ细胞后，ＰＤ（Ｌ）１
抗体治疗的效果被抑制（图４Ｄ、Ｅ）。提示Ｂ细胞浸润
数目的差异可能是导致皮下和肝脏肿瘤模型中 Ｂ细
胞对免疫治疗产生不同影响的原因。

７０８　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（８）
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Ａ：实验流程；Ｂ：ＴＣ１皮下荷瘤以及肝脏荷瘤中Ｂ细胞的比例和绝对数比较（ｎ＝４）；Ｃ：ＴＣ１皮下及肝脏荷瘤中肿瘤浸润性 Ｂ
细胞的流式细胞术检测结果、比例和绝对数比较（ｎ＝４）；Ｄ：Ｂ１６ＯＶＡ皮下及肝脏荷瘤中Ｂ细胞的比例和绝对数比较（ｎ＝８）

图３　小鼠荷瘤实验及皮下肿瘤和肝脏肿瘤中Ｂ细胞数目　（珋ｘ±ｓ）

２．５　Ｂ细胞清除导致 ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗无法促进 Ｔ
细胞浸润

　　Ｔ细胞数量在免疫治疗中起着关键作用。为了探
究其影响，对ＴＭＥ中的 Ｔ细胞浸润进行检测，结果显
示，ＰＤ（Ｌ）１治疗导致肿瘤质量减小与ＣＤ３＋Ｔ细胞数
目的增加相关，尽管未达到统计学差异，然而，当 Ｂ细
胞被清除时，ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗无法有效地促进 Ｔ细
胞的浸润增加（图５Ａ）。此外，类似的现象也在 ＣＤ８＋

Ｔ细胞和ＣＤ４＋Ｔ细胞中观察到（图５Ｂ、Ｃ）。值得注意
的是，Ｂ细胞的清除并未对调节性Ｔ细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴ
ｃｅｌｌ，Ｔｒｅｇ）的比例产生影响（图５Ｄ）。通过流式细胞术
检测 Ｔ细胞数量，发现 Ｂ细胞的存在能够有效促进
ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗导致的Ｔ细胞浸润增加。

２．６　Ｂ细胞清除导致 ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗无法激活 Ｔ
细胞功能

　　Ｔ细胞分泌细胞因子的能力对 ＰＤ（Ｌ）１抗体治
疗的效果十分重要，如 γ干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＮＦγ）
和肿瘤坏死因子ɑ（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒɑ，ＴＮＦɑ）。
对Ｔ细胞功能的检测结果显示，在接受ＰＤ（Ｌ）１抗体
治疗后，无论 ＣＤ８＋Ｔ细胞还是 ＣＤ４＋Ｔ细胞，分泌
ＩＮＦγ的能力均明显增加（图 ６）。然而，当 Ｂ细胞被
清除后，ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗促进 Ｔ细胞分泌 ＩＮＦγ的
能力受到抑制。但是无论是否清除 Ｂ细胞，都不影响
Ｔ细胞分泌 ＴＮＦɑ的能力（图 ６）。提示 Ｂ细胞清除
后，ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗无法有效地促进 Ｔ细胞分泌细
胞因子。

８０８ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．７　Ｂ细胞清除不影响ＣＤ８＋Ｔ细胞的耗竭
　　Ｔ细胞耗竭（Ｔｃｅｌｌｅｘｈａｕｓｔｉｏｎ，Ｔｅｘ）其特征是表达
多种免疫检测点抑制分子、细胞增殖能力下降以及细

胞毒性下降。耗竭 Ｔ细胞的数量影响 ＰＤ（Ｌ）１治疗
的效果。通常使用ＰＤ１和 Ｔ淋巴细胞免疫球蛋白黏

蛋白 ３（Ｔｃｅｌｌｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎａｎｄｍｕｃｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｍｏｌｅｃｕｌｅ３，ＴＩＭ３）检查点分子来识别肿瘤 Ｔｅｘ。实验
结果表明，Ｂ细胞的清除不影响 ＣＤ８＋Ｔｅｘ的比例以及
绝对数（图７）。
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肝脏肿瘤大体图像；Ｅ：ＴＣ１肝脏荷瘤第１５天手术切除后肝脏质量和肿瘤质量（ｎ＝８）

图４　Ｂ细胞对肝脏荷瘤小鼠ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗效果的影响　（珋ｘ±ｓ）
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图５　Ｂ细胞清除对肿瘤微环境中Ｔ细胞数量的影响　（珋ｘ±ｓ）
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（图６Ｃ、Ｄ续下页）
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续图６　Ｂ细胞清除对肿瘤微环境中Ｔ细胞功能的影响　（珋ｘ±ｓ）
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Ａ：ＰＤ１＋ＴＩＭ３＋细胞在ＣＤ８＋Ｔ细胞中表达的代表性流式图；Ｂ：ＰＤ１＋ＴＩＭ３＋细胞占ＣＤ８＋Ｔ细胞中的比例和绝对数（珋ｘ±ｓ）

图７　Ｂ细胞清除对肿瘤微环境中耗竭ＣＤ８＋Ｔ细胞的影响
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２．８　ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗促进Ｂ细胞亚群的改变
　　为了深入探究免疫治疗对 Ｂ细胞亚群的影响，并
排除肿瘤大小对Ｂ细胞亚群的潜在影响，在肿瘤大小
相同的情况下，对接受ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗的肿瘤浸润
性Ｂ细胞表面相关分子进行了ｑＰＣＲ检测（图８Ａ、Ｂ）。
首先，检测了与 Ｂ细胞表面相关的效应分子，包括
ＩＣＯＳＬ、Ⅱ补体受体（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＣＲ２）、ＣＤ８６
和组织相容性２，Ⅱ类抗原Ｅβ（ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ２，ｃｌａｓｓ
ⅡａｎｔｉｇｅｎＥｂｅｔａ，Ｈ２Ｅｂ１）。结果显示，在接受ＰＤ（Ｌ）１
抗体治疗后，这些分子的表达没有发生明显变化

（图８Ｃ）。接着，对Ｂ细胞表面相关的抑制性分子和细
胞因子进行了检测。尽管ＰＤ（Ｌ）１、ＩＬ１０和转化生长
因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）相对表达量
在接受ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗后并未发生显著变化（图８Ｄ），
但Ｂ细胞表面相关免疫检查点分子 ＰＤ１的表达在治
疗后出现了下降（Ｐ＝０．０５１，图８Ｄ）。这一发现也得到
了流式细胞术检测结果的进一步验证（图８Ｅ）。结果
表明，免疫治疗会导致 ＰＤ１＋Ｂ细胞亚群向 ＰＤ１－Ｂ细
胞亚群转变，这可能是Ｂ细胞影响ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗
效果的潜在机制。
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Ａ：实验方案流程；Ｂ：ＴＣ１肝脏荷瘤第１２天手术切除后肝脏质量和肿瘤质量变化（ｎ＝４）；Ｃ：ｑＰＣＲ检测Ｂ细胞表面相关效应分
子相对表达量（ｎ＝６）；Ｄ：ｑＰＣＲ检测Ｂ细胞表面相关抑制分子及其抑制性细胞因子相对表达量（ｎ＝６）；Ｅ：ＰＤ１＋细胞占ＣＤ１９＋

Ｂ细胞的比例（ｎ＝４）　ａ：Ｐ＜０．０１

图８　ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗促进ＰＤ１－Ｂ细胞亚群增加　（珋ｘ±ｓ）
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３　讨论

　　尽管免疫治疗为肿瘤患者带来了新的希望，但是
以ＰＤ（Ｌ）１为代表的免疫检测点抑制剂仍然面临着
效率低等挑战［１］。随着对肿瘤浸润性淋巴细胞（ｔｕｍｏｒ
ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，ＴＩＬ）研究的深入，在免疫治疗
中，Ｂ细胞的重要性逐渐被认识，而不再局限于以Ｔ细
胞为核心的观点［２］。事实上，越来越多的研究已经证

明Ｂ细胞与免疫治疗效果之间的紧密联系［６－９］。例

如，在软组织肉瘤中，肿瘤内 Ｂ细胞较多的患者与更
好的免疫治疗客观反应率以及更长的 ＰＦＳ相关［６］。

类似的结果也在黑色素瘤和肾癌中得到验证［７］。本

实验的数据进一步支持了上述观点。在接受 ＰＤ１抗
体治疗的黑色素瘤患者中，较多的 Ｂ细胞数目与更长
的ＰＦＳ相关并且Ｂ细胞在免疫治疗响应患者中富集。
　　本研究聚焦于 Ｂ细胞与免疫治疗的关系以及潜
在的影响机制。为了在小鼠荷瘤模型中验证临床观察

到的现象，首先采用最常见的小鼠皮下荷瘤模型进行

验证，与之前的研究［１１－１２］相一致，ＴＣ１在皮下瘤模型
中对免疫治疗表现出耐受性。值得注意的是，在此模

型中，Ｂ细胞的清除并未对免疫治疗的效果产生影响。
这一结果与ＤＡＭＳＫＹ等［１３］的研究结果一致。造成这

种差异的主要原因是黑色素瘤患者肿瘤中具有较多的

Ｂ细胞，而小鼠皮下瘤模型中较少［９，１４］。为了深入理

解这一差异，比较了不同模型中 Ｂ细胞的数目。结果
显示，肝脏肿瘤中Ｂ细胞的比例和数目是皮下肿瘤的
１０倍。这一发现提示，Ｂ细胞的数目可能在免疫治疗
中起到关键作用。本研究采用 ＴＣ１肝脏荷瘤模型显
示，Ｂ细胞清除会抑制 ＰＤ（Ｌ）１抗体治疗的效果，与
临床中观察到的现象是一致的。此外，Ｂ细胞的清除
严重影响免疫治疗促进 Ｔ细胞的浸润以及功能。综
上所述，无论是临床数据还是动物模型的结果，都表明

Ｂ细胞的存在可以促进免疫治疗的效果。
　　近期研究揭示了 Ｂ细胞亚群在癌症免疫治疗中
的重要作用。特别是在乳腺癌中，新辅助化疗后出现

的ＩＣＯＳＬ＋Ｂ细胞亚群被发现能够促进 Ｔ细胞的抗肿
瘤免疫［１０］。黑色素瘤患者和结肠癌患者的单细胞测

序数据也显示免疫治疗会导致 ＴＩＭ１＋Ｂ细胞比例下
降［１５］。进一步强调 Ｂ细胞亚群对免疫治疗的关键作
用，并且这些亚群可能会受到免疫治疗的影响。为了

更深入的探究免疫治疗对 Ｂ细胞的具体影响，采用
ｑＰＣＲ对Ｂ细胞表面分子进行检测。这些分子包括
与效应功能相关的 ＩＣＯＳＬ［１０，１６］、抗原递呈相关分子
Ｈ２ＥＢ１［１７］、ＣＤ８６［１８］、活化相关分子 ＣＲ２［１９－＼２０］。此
外，检测了检查点分子ＰＤ（Ｌ）１［２１］和抑制型细胞因子

ＩＬ１０［２２］、ＴＧＦβ［２３］。尽管这些分子在免疫治疗后并
未发生显著变化，但 ＰＤ１＋Ｂ细胞的比例在治疗后下
降。ＰＤ１＋Ｂ细胞在肝癌组织中被认为是具有促癌作
用的调节性 Ｂ细胞亚群［２４］。Ｂ细胞中特异性敲除
ＰＤ１会导致小鼠肿瘤负荷的减少［１５］。因此，免疫治

疗可能通过促进 Ｂ细胞中 ＰＤ１表达的下降，从而增
强了免疫治疗的效果。

　　尽管本研究揭示了 Ｂ细胞在肿瘤免疫治疗中的
重要角色，并初步探讨了其潜在机制，但实验设计仍存

在一定的局限性。本实验中的临床队列仅限于黑色素

瘤患者。尽管这一群体提供了宝贵的数据和见解，但

为了更全面地理解Ｂ细胞与免疫治疗的关系，未来需
要在多种肿瘤类型中进行类似的研究。这将有助于确

认本实验的发现是否普遍适用于不同类型的癌症。其

次，虽然在 ＴＣ１肿瘤模型中证明了 Ｂ细胞对肿瘤免
疫治疗的重要作用，但使用其他肿瘤模型和小鼠种系

进行类似的研究仍然是必要的。这将有助于确认本实

验的结果是否在不同背景下具有一致性和可靠性。

　　综上所述，本研究揭示了肿瘤免疫治疗深刻的重
塑了肿瘤中的Ｂ细胞表型，并且Ｂ细胞在肿瘤免疫治
疗中的重要作用，从而为开发基于 Ｂ细胞的治疗策略
提供新的思路和方向。

致谢　感谢陆军军医大学第二附属医院全军肿瘤研究所科研
助理谢双龙、陆军军医大学 ２０２１级硕士研究生朱恩健以及
２０１８级八年制学员童单在实验中给予的帮助。
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ｃｅｌｌｓａｃｔａｓａＴｃｅｌｌｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｉｎａＰＤ（Ｌ）１ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｍａｎｎｅｒｉｎｍｅｌａｎｏｍａｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｂｏｎｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．Ｍｏｌ
Ｉｍｍｕｎｏｌ，２０２０，１１９：８３－９１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｍｏｌｉｍｍ．
２０２０．０１．００８．

［２２］ＳＨＡＬＡＰＯＵＲＳ，ＦＯＮＴＢＵＲＧＡＤＡＪ，ＤＩＣＡＲＯＧ，ｅｔａｌ．
ＩｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅｐｌａｓｍａｃｅｌｌｓｉｍｐｅｄｅＴｃｅｌｌｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］． Ｎａｔｕｒｅ， ２０１５， ５２１
（７５５０）：９４－９８．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎａｔｕｒｅ１４３９５．

［２３］ＨＡＲＲＩＳＲ Ｊ，ＷＩＬＬＳＭＯＲＥ Ｚ，ＬＡＤＤＡＣＨ Ｒ，ｅｔａｌ．
ＥｎｒｉｃｈｅｄｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇａｎｄｔｕｍｏｒｒｅｓｉｄｅｎｔＴＧＦβ＋ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＢ
ｃｅｌｌｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｍｅｌａｎｏｍａｐｒｏｍｏｔｅＦＯＸＰ３＋Ｔｒｅｇｓ［Ｊ］．
Ｏｎｃｏｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０２２，１１（１）：２１０４４２６．ＤＯＩ：１０．１０８０／
２１６２４０２Ｘ．２０２２．２１０４４２６．

［２４］ＸＩＡＯＸ，ＬＡＯＸＭ，ＣＨＥＮＭＭ，ｅｔａｌ．ＰＤ１ｈｉｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓａ
ｎｏｖｅｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＢｃｅｌｌｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｈｅｐａｔｏｍａｔｈａｔ
ｐｒｏｍｏｔｅｓｄｉｓｅａｓｅｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＤｉｓｃｏｖ，２０１６，６
（５）：５４６－５５９．ＤＯＩ：１０．１１５８／２１５９８２９０．ＣＤ１５１４０８．

（收稿：２０２４０１０４；修回：２０２４０３０４）

（编辑　汪勤俭）
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