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研究工作总结 

研究工作总结是全面反映本项目研究工作的学术性总结报告。请按照下列提

纲编写，要求简明扼要，实事求是，以学术内容为主，一般字数控制在 2000

字左右。如需要，可另加页。 

一、研究内容和研究方法 
研究内容：本研究拟利用循环肿瘤细胞检测系统，检测 NSCLC 患者接受肿
瘤 CIK（cytokine-induced killer cells, CIK）前后外周血中循环肿瘤细胞 CTCs

的数量；以及进行化疗前后外周血相关免疫指标的变化，实时了解和判定 CIK

的治疗效果，为下一步治疗方案的调整和改进提出迅速、及时、准确的科学
参考依据，以期使每一位接受个体化 CIK 细胞治疗的患者达到最理想的转
归。 一方面通过以循环肿瘤细胞检测这个手段，系统探索 CIK 细胞治疗与
患者疾病转归的内在关系，进而减少肿瘤过继性免疫治疗的盲目性，推动 CIK

细胞治疗技术的提高和临床使用方案的完善；另一个方面探索接受 CIK 治疗
患者多疗程化疗后免疫相关指标的变化，为后续的进一步联合 PD-1/PD-L1

免疫治疗等提供科学参考。 

研究方法： 

1、收集临床 NSCLC 肺癌患者治疗前和接收至少 5 周期的 CIK 治疗外周血
7.5 ml，然后采用 Cell search 循环肿瘤细胞检测系统进行检测，评估前后 CTC

数量的差异； 

（1）共收集 2015 年 01 月-2015 年 12 月在新乡医学院第一附属医院住院期
间的 72 例肺癌患者，研究病例均经纤维支气管镜或肿块穿刺活检明确诊断
为肺恶性肿瘤，全部为初诊患者，未经任何放疗、化疗、手术或免疫治疗等
治疗措施； 

（2）既往无恶性肿瘤病史，排除严重感染性疾病、肝病、血液系统疾病、自
身免疫性疾病、免疫缺陷病等影响免疫功能的疾病，未服用免疫抑制或免疫
增强类药物； 

（3）所有患者均接受 CIK 免疫细胞治疗和后续的含铂类两药联合化疗，每
化疗周期前收集患者外周血标本；并收集病人完整的临床资料和常规实验室
检查结果； 

（4）最终统计分析病例共 23 例（患者信息统计表见下表 1），集齐连续 CIK

治疗前和治疗后（一个周期为 5 次输注）患者抗凝外周血 7.5 ml 以及 5 次化
疗前外周血液标本抗凝血 2 ml，余病例失访、中间标本缺失或截至统计日期
前未达 5 次 CIK 治疗/化疗。 

2、在 CTC 检测基础上，采用流式细胞检测 23 例初诊肺癌患者 5 次化疗前
外周血中 T 淋巴细胞及其亚群、B 淋巴细胞、NK 淋巴细胞数量，T 淋巴细
胞表面共信号分子表达及细胞因子表达；并收集患者的完整临床资料及临床
常规实验室检查指标。分析从第 1 次到第 5 次化疗过程中，上述指标是否具
有显著的动态改变。应用 Flowjo 7.6.1 进行流式图分析，应用 SPSS 20.0 软件
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进行统计分析。所有计量数据均用 x±s 表示，两组间的比较采用独立样本 t

检验，p＜0.05 为差异有统计学意义。 

二、主要研究结果： 
1、 通过收集接收临床接收 CIK 治疗的患者 23 例，具体患者信息如下表。

患者至少接收一周期的 CIK 治疗（共 5 次 CIK 输注），收集患者 CIK

细胞培养前的血液，采用 Cell search CTC 检测方法检测血液中 CTC 的
数量；结果发现，经过多次 CIK 治疗后，外周血中 CD3+细胞显著增
多，平均增加比率为 15±3.7%，说明 CIK 细胞输注能够有效增加患者
外周血中 CD3+细胞的比率；同时，CTC 细胞计数表明，CIK 输注后能
够有效减少外周血中 CTC 的数量，CTC 数量从最开始的 53±39.7 个左
右下降到治疗的 48.5±31.7 个（基于 23 例患者数量，p=0.076）。由于
CTC 数量与肿瘤的预后高度相关，因此 CIK 治疗在预防 NSCLC 方面
有一定的积极意义。总体而言循环肿瘤细胞数量有所下降，然差异不显
著（p>0.05）; 

2、 患者在完成 CIK 周期治疗后，间隔一个月后，又开始接受多周期的化
疗。收集该患者 CIK 治疗前多次化疗前后外周血，采用流式细胞术检
测白细胞数量、CD3/4/8 细胞数量、NK 细胞比率、T 细胞表面 PD-1、
LAG3、TIM3 等免疫相关指标的变化。 

结果发现：统计分析发现，1）多次化疗中白细胞、中性粒细胞、淋巴细
胞、血小板、血红蛋白的水平显著下降；2）患者血生化（总蛋白、白蛋白、
球蛋白、谷丙转氨酶、谷草转氨酶、葡萄糖）指标变化不显著；3）肿瘤标志
物 CEA、CA199、CA125 表达水平显著下降；4）CD8 +T 淋巴细胞、CD19+ 

B 淋巴细胞和 CD16+CD56+ NK 细胞水平下调，CD4+ T 淋巴细胞水平显著
增加；5）CD4+T 淋巴细胞表面 PD-1 表达明显上调，PD-L1 表达明显下调，
CCR-4、CD137、CTLA-4 和 LAG-3 表达整体变化不显著；6）CD8+T 淋巴
细胞表面 PD-1、CTLA-4 和 CCR-4 表达上调， PD-L1 表达水平下调，CD137

整体表达无明显差异；7）外周血相关细胞因子（IL-2、IFN-γ、IL-4、IL-6、
IL-10、TNF-α 和 IL-17A）整体表达无显著差异。 
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三、研究成果的科学意义和应用前景 

肺癌的发病率和死亡率目前均居世界首位，远处转移是导致肺癌患者死
亡的主要原因，肿瘤一旦发生复发转移，疾病将很难治愈。循环肿瘤细胞
（circulating tumor cells, CTCs）是指因自发或者诊断操作由原发灶和转移灶
脱落进入外周血的肿瘤细胞，其存在于多种实体瘤中，与转移复发密切相关。
在实体肿瘤中，CTCs 可以反映肿瘤负荷，预测疾病发展，协助治疗决策，因
此它的诊断和预测价值以及在转化医学研究中的作用，越来越受到科学家们
的重视。肿瘤过继性免疫治疗是近年来临床治疗手段中的一种新的尝试，5 年
前国内多家医院开展自体免疫细胞治疗肿瘤的临床工作，多采用细胞因子活
化杀伤治疗（Cytokine Induced Killer, CIK）细胞治疗方案。我省在 2015 年前
诸多医院也大量开展 CIK 治疗，然 CIK 细胞治疗与患者疾病转归的内在关
系，仍缺乏很好的随机对照临床关键数据，具有一定的盲目性。本项目采用
循环肿瘤细胞检测和流式细胞术分析技术，探索性的检测肺癌患者接受 CIK

治疗后 CTCs 的变化，相关研究发现，患者接受 CIK 治疗后，CTCs 数量有
一定程度的下降，表明 CIK 治疗能够在一定程度上改善患者的预后，具有一
定的积极意义，为推动 CIK 细胞治疗技术的规范化开展和临床使用方案的完

-病理因素 变量 数量 

病理类型 腺癌 13(23) 

鳞癌 5(23) 

小细胞癌 5(23) 

年龄 38-60 9(23) 

≥60 14(23) 

性别 男 13(23) 

女 10(23) 

肿瘤分期 Ⅰ 1(23) 

Ⅱ 0(23) 

Ⅲ 7(23) 

Ⅳ 10(23) 

广泛期 5(23) 

治疗前淋巴结转移 有 17(23) 

无 6(23) 

是否手术 是 3(23) 

否 20(23) 

PFS ＜100 天 7(23) 

≥100 天 12(23) 

未明确 4(23) 

CIK 治疗（1 个疗程，5 次输注） 

一线化疗方案 腺癌（13 例） 培美+顺铂 9(13) 

多西+顺铂 4(13) 

鳞癌（5 例） 吉西+顺铂 4(5) 

多西+顺铂 1(5) 

小细胞癌（5 例） 依托泊苷+顺铂 5(5) 
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善提供了技术参考。然整体而言，从统计学上角度来说，CTCs 下降没有显著
性差异，因此简单的 CIK 输注可能需要进一步优化，需要联合其他治疗手段
或者改变输注的顺序，如化疗后再行 CIK 输注或者联合当前的 PD-1/PD-L1

抗体进行联合治疗，就可能有效的提高 CIK 治疗的效果，然相关推论需要进
一步的临床探索才能得以验证。 

同时，流式细胞术分析表明，多次化疗能够显著影响 PD-1、PD-L1 等免
疫相关指标，化疗过程中，外周血 CD4+T 淋巴细胞表面 PD-1 表达明显上
调，PD-L1 表达明显下调， CD8+T 淋巴细胞表面 PD-1、CTLA-4 和 CCR-4

表达上调，化疗后期针对免疫检查点高表达患者，联合应用 PD-1 抗体、PD-

L1 抗体或者 CCR-4 抗体可能具有更优的临床效果。化疗与免疫治疗的结合
是肿瘤综合治疗的前沿探索，基于化疗对机体免疫功能的双向调节作用，治
疗过程中机体免疫指标变化具有重要意义，然而目前国内外缺乏对化疗过程
中机体免疫指标的长线动态观察。本研究通过检测肺癌患者 5 周期化疗过程
中外周血免疫相关指标动态变化，如 CD4+ T 细胞、CD8+ T 细胞、CD19+ B

细胞和 CD16+CD56+ NK 细胞比率，T 细胞表面共信号分子 PD-1、PD-L1、
CD137、CTLA-4、CCR-4 和 LAG-3 表达以及细胞因子表达情况，初步探索
免疫治疗与化疗结合的有利切入点，为临床免疫治疗介入提供实验依据。相
关研究结果为后续的临床化疗联合免疫治疗提供了科学依据和理论参考，具
有一定的临床价值。 

四、经费来源及使用情况 

所有研究均为省财政拨款 2 万元，目前还剩余科研经费 0.0421 元。在支
出的 1.9579 万元经费中，其中原材料/试剂/药品费 1.8529 万元，文章查新费
0.005 万元，管理费 0.1 万元。 

五、预期计划（如有变动，须说明）的完成情况与存在的问题。 

本课题研究内容已按照预期计划进行并部分顺利完成。 

存在的问题：本项目是采用循环肿瘤细胞分析技术测定免疫细胞治疗（主要
为 CIK 治疗）后 CTCs 的变化。2015 年度项目获批后，团队立即执行，然
2016 年‘魏则西’事件发生后，本项目依托医院的临床免疫细胞治疗全面叫停，
因此影响本项目的进一步有效执行，导致本项目在 73 例入组患者的基础上
最终仅收集了 23例患者的 CTCs数据，不能有效的体现 CIK治疗后对 NSCLC

患者的疗效，因样本量偏小，相关结果从样本量角度可能缺乏让人信服的统
计学差异。 

在进行的过程中，在实验方法中有以下微调和改进： 

在单独的循环肿瘤细胞检测的基础上，进一步采用流式细胞术分析多次
化疗后相关免疫相关指标的变化。 
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表 1  河南省高等学校重点科研项目成果目录 

成 果 名 称 
主要完成

者 

组织评议单位 

及日期 

授奖单位、奖励名称、

等级及日期 

获准专利国别、类别 

及专利号 

请在附件中提供科学技术成果评议证明书、奖励证书或专利证书彩色扫描件。 
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表 2 河南省高等学校重点科研项目完成论著目录 

主要作者 论 著 名 称 

论 文：刊物名称，时间，卷

（期）：起止页码 著 作：出版

地：出版社，时间 

尤朵，陈亚楠，杨如，许芝山，路平，钟根深* 

钟根深*，孙智洋，陈亚楠，许芝山，杨如，吴敏

娜，石焕，路平 

陈亚楠，杨如，许芝山，吴敏娜，路平，钟根深* 

Zhong G*, Xu Z, Yang R, Zhang S, Li L, Wu M, Liu

H, Zhen Y. 

Wu M, Li J, An Y, Li P, Xiong W, Li J, Yan D, Wang

M, Zhong G* 

初诊肺癌患者多次化疗外周血免疫相关指标动态变化研究 

PD-1 抗体增强奥沙利铂体内外抗结肠癌的效果. 

过表达 IL-18 抑制人结直肠癌细胞 HCT-116 的增殖 

An arginine-rich cell penetrating peptide contained anti-

gelatinase scFv-LDM fusion protein shows potent antitumor

efficacy in pancreatic cancer. 

Chitooligosaccharides prevents the development of colitis-

associated colorectal cancer by modulating the intestinal

microbiota and mycobiota 

中国肿瘤临床，2017；44（22）：21-25. 

中国肿瘤生物治疗杂志，2018；10：999-

1005. 

中国肿瘤生物治疗杂志，2018；2:142-147 

J Cancer， 2018; 9(4):674-682. 

Front Microbiol. 2019; 10: 2101. doi:

10.3389/fmicb.2019.02101 

请在附件中提供代表性论著/论文（彩色扫描件，不超过 6 篇/册）和其余论著/论文的首页和有标注项目编号页的扫描件。 
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二、项目实施完成的支撑材料 
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河南省高等学校重点科研项目 

计划任务书 

负   责   人： 钟根深 

项 目 名 称： 循环肿瘤细胞检测在肿瘤过继性免疫治

疗临床研究中的应用    

所 在 学 校： 新乡医学院（签章） 

联 系 电 话： 18749102436

001

河南省教育厅   河南省财政厅 

二〇一四年制 

计划公布文号： 教科技〔2015〕95 号 

项目下达编号： 15A320063 
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填 写 说 明 

一、本任务书规范高校重点科研项目的实施与管理，作为项目验收依据

之一。 

二、本任务书由项目负责人根据项目立项文件，依托河南省高校科技管

理云服务平台填写，由项目承担单位科研管理部门和重点项目管理办公

室核准。 

三、“所属学科”应填写二级学科，详见教育部公布的学科分类与代码。 

每份任务书按照计划下达通知选填其中之一。请在任务书上注明所属学

科的具体类别，如“所属学科：数学”。 

四、计划研究时间一般为 2-3 年。
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一、基本信息 

项目

信息 

项目名称 循环肿瘤细胞检测在肿瘤过继性免疫治疗临床研究中的应用 

项目下达编号 15A320063 

所属学科 临床医学-肿瘤学 

开始日期 2015-01-01 截止日期 2016-12-31 

课题组 

主要研究方向 
肿瘤生物治疗 

负责

人信

息 

姓    名 钟根深 性    别 男 

出生年月 1981-11-02 职    称 副教授 

最后学历 博士研究生 学    位 博士 

办公电话 0373-4404277 手    机 18749102436 

电子邮件 zhonggs@xxmu.edu.cn 

摘 

要 

肿瘤的过继性免疫治疗是目前临床手术、放疗和化疗的有效补充，然而目前采用的 RECIST 肿瘤

疗效评价标准不能及时、客观和有效的反应其临床疗效，因此如何采用更加有效的方法评估其临

床疗效亟待研究。本研究拟以目前高发的小细胞肺癌为研究对象，采用循环肿瘤细胞检测系统检

测患者接受过继性免疫治疗 CIK 细胞（cytokine induced killer cell)前后体内循环肿瘤细胞数量的

变化，探索其在评估临床肿瘤的过继性免疫治疗疗效的可行性。为目前开展的临床 CIK 治疗提

供新的临床疗效评估方法，同时也为肿瘤免疫治疗的临床有效开展提供技术支撑。 

关键词 循环肿瘤细胞，过继性免疫治疗，小细胞肺癌 
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一、引  言 

    循环肿瘤细胞(Circulating Tumor Cell, CTC)通常是指因自发或诊疗操作引起

的从原发灶或转移灶侵入人体外周血的肿瘤细胞 [1]。此概念是在1869年由

Ashworth等首次提出的[2]。CTC一般以单细胞或者细胞团的形式存在于循环系统

中。大部分侵入循环系统的肿瘤细胞会在短期内死亡，只有极少数具有高度转移

倾向和活力的CTCs才能存活下来，相互聚集成团，并在一定条件下发展为转移

灶[3]。进入外周血循环是发生肿瘤转移的必要条件，因此在外周血中检测到肿瘤

细胞预示着将有可能发生肿瘤转移，目前临床已经采用CTC作为评估肿瘤预后的

参考指标之一[4]。 

近年来，CTCs在临床应用的研究获得了长足的发展，越来越的研究表明其

可以为多种肿瘤提供重要的预后信息，如转移性乳腺癌[5]，直肠癌[6]，前列腺癌

[7]等。由于CTCs检测的对象是血液标本，取材比传统意义上的组织活检更方便，

而且可重复性强，而被称之为“液态的活检”[8]。 

多项研究发现CTCs作为肿瘤个体化治疗的一个重要靶标，在肿瘤转移起始

中发挥重要作用[9]。除了有助于肿瘤转移外，CTCs还具有上皮细胞-间充质转化

(EMT)的特征，使得CTCs细胞具有一定的生存优势能够成功入侵新的组织位点

并形成转移灶[10]。Huang CH等研究发现血液中CTCs的数量与肿瘤的恶性程度有

关，细胞数量的变化程度可反映治疗的效果 [9] 。间变性淋巴瘤激酶

(Anaplasticlymphomakinase, ALK)基因是一种致癌驱动基因，突变、基因扩增或染

色体重排均可以导致ALK基因异常激活，从而促进肿瘤生长[12]。在3-7%的非小

细胞肺癌患者中ALK基因重排是一个独特的分子子集，主要是由于该基因发生重

排并与其他基因进行了融合。Vincent Faugeroux等证实在ALK阳性的非小细胞肺

癌患者中通过检测CTCs发现了ALK重排，这项研究为ALK阳性的患者在使用

ALK抑制剂治疗诊断方面提供了新的观点[10]。Wong SC等通过使用免疫磁珠富集

法检测发现CK20阳性的CTCs细胞数与肿瘤淋巴结转移分期和淋巴结状态有关，

对检测肿瘤的复发与转移提供了新的思路[11]。Yie SM等通过检测发现胃癌和结

肠癌患者外周血中CTCs的survivin（生存素） mRNA表达水平与肿瘤的转移和复

发率成正比，并且发现检测CTCs细胞中survivin的表达比传统的检测血浆癌胚抗

原（CEA）的含量在预测复发方面更为准确[12]。Yuan D等发现CD44+/CD45-的
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初诊肺癌患者多次化疗外周血免疫相关指标动态变化的研究*
尤朵①② 陈亚楠① 杨如① 许芝山① 路平② 钟根深①

摘要 目的：探索免疫治疗与化疗相结合的有利切入点，为临床免疫治疗介入提供试验依据。方法：收集2015年11月至2016年

12月新乡医学院第一附属医院初诊的23例肺癌患者，全部患者均完成连续5个周期的化疗，采用流式细胞术方法检测化疗过程

中患者外周血免疫相关指标如CD4+T细胞、CD8+T细胞、CD19+B细胞和CD16+、CD56+、NK细胞比率，T细胞表面共信号分子PD-1、
PD-L1、CD137、CTLA-4、CCR-4、LAG-3以及细胞因子表达情况。分析多周期过程中，上述指标动态变化趋势。结果：在肺癌患

者多个周期的化疗过程中，机体CD8+T淋巴细胞、CD19+B淋巴细胞和CD16+、CD56+、NK细胞水平下调，CD4+T淋巴细胞数量增加，

差异具有统计学意义（P<0.05）；T细胞表面共抑制分子PD-1、CTLA-4和CCR-4随治疗进行表达下调，差异具有统计学意义（P<
0.05）。结论：肺癌患者在多个周期的化疗中，实施淋巴细胞亚群数量及T细胞表面共抑制分子监测具有重要意义，化疗中后期针

对免疫检查点高表达患者，联合应用PD-1抗体、PD-L1抗体、CTLA-4抗体或CCR-4抗体可能具有更优的治疗效果。

关键词 免疫治疗 T细胞表面共信号分子 肺癌 多个周期的化疗

doi:10.3969/j.issn.1000-8179.2017.22.642

Profiling the dynamic changes of PBMC immune-related indicators in patients with
lung cancer after chemotherapy cycles
Duo YOU1,2, Yanan CHEN1, Ru YANG1, Zhishan XU1, Ping LU2, Genshen ZHONG1

Correspondence to: Genshen ZHONG; E-mail: zhonggs@xxmu.edu.cn
1Lab of Cancer Biotherapy; 2Department of Oncology, First Affiliated Hospital of Xinxiang Medical University, Weihui 453100, China

This study was supported by the National Natural Science Foundation for Youth of China (No. 81201765), the Key Scientific Research Projects

for Higher Education of Henan Province (No. 15A320063), and the Graduate Student Support of Scientific Research Innovation Projects of

Xinxiang Medical University (No. YJSCX201509Z) and Young Backbone Teachers Fellowship in Henan Province (2016GGJS-105)

Abstract Objective: To explore the optimal time point for combining chemotherapy and immunotherapy and provide an experimen-

tal basis for immunotherapy intervention in clinical. Methods: Twenty-three lung cancer patients who completed five chemotherapy

cycles between November 2015 and December 2016 in the First Affiliated Hospital of Xinxiang Medical University were enrolled in this

study. Numbers of T lymphocyte subsets, B lymphocytes, and NK lymphocytes in peripheral blood were counted. Expression levels of T

lymphocyte co-suppression molecule and cytokines in the peripheral blood mononuclear cell were detected using flow cytometry to

analyze the dynamic changes of such indicators from one cycle to five cycles of chemotherapy. Results: Significant decreases in the lev-

els of CD8+ T lymphocytes, CD19+ B lymphocytes, and CD16+CD56+ NK cells and an increase in CD4+ T lymphocytes were observed in the

course of multi-cycle chemotherapy for patients with lung cancer. Differences were statistically significant (P<0.05). The co-suppres-

sion molecular expression of PD-1, CTLA-4, and CCR-4 with T lymphocytes was downregulated, and the differences were significant (P<

0.05). Conclusion: Profiling the dynamic changes of lymphocyte subsets and the expression of T lymphocyte co-suppression molecule

are significant in multiple chemotherapy cycles for patients with lung cancer. In the later stage, the combined application of PD-1, PD-

L1, CTLA-4, or CCR-4 antibody may exert good therapeutic effects for patients with a high expression level of related immune check-

points.

Keywords: immunotherapy, T lymphocyte surface co-signaling molecules, lung cancer, multi-cycle chemotherapy

作者单位：① 新乡医学院第一附属医院生物治疗实验室（河南省卫辉市453100）；②新乡医学院第一附属医院肿瘤二科

*本文课题受国家自然科学青年基金项目（编号：81201765）、河南省高校重点科研项目（编号：15A320063）、新乡医学院研究生科研创新支持计划

项目（编号：YJSCX201509Z）和河南省骨干青年教师培养计划项目（编号：2016GGJS-105）资助

通信作者：钟根深 zhonggs@xxmu.edu.cn

肺癌已成为全世界范围内发病率和死亡率居首

位的恶性肿瘤，每年新发病例约 160万，其总体治愈

率<20%，其中晚期患者 5年生存率不到 5%，非小细

胞肺癌（non-small cell lung cancer，NSCLC）晚期患者

给予标准含铂两药联合化疗，其中位总生存期（medi⁃
an overall survival，mOS）仅 10个月［1-2］。从免疫学的

·临床研究与应用·
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中国肿瘤生物治疗杂志 http://www.biother.org

Chin J Cancer Biother, Oct. 2018, Vol. 25, No. 10

∙基础研究（专题）∙DOI：：10.3872/j.issn.1007-385x.2018.10.005

[基金项目] 国家自然科学青年基金资助项目（No. 81602709；81872361）；河南省高校重点科研资助项目（No.15A320063, No.16A310022）；河南

省骨干青年教师培养计划（No.2016GGJS-105）。Project supported by the National Natural Science Foundation for Youth Scientists of China (No.

81602709; 81872361), the Key Scientific Research Projects for Higher Education of Henan Province (No. 15A320063, No.16A310022), and the Young

Backbone Teachers Fellowship in Henan Province (No.2016GGJS-105)

[作者简介] 钟根深（1981-），男，博士，副教授，硕士生导师，主要从事肿瘤生物治疗基础研究，E-mail：zhonggs@xxmu.edu.cn

PD-1抗体增强奥沙利铂体内外抗结肠癌的效果

钟根深 1a，b，孙智洋 1a，陈亚楠 1a，许芝山 1c，杨如 1c，吴敏娜 1d，石焕 2，路平 1a（1. 新乡医学院 a. 第一附属医院 肿瘤

内二科；b. 河南省分子诊断和检验医学协同创新中心 医学检验学院；c. 第一附属医院 生命科学技术研究中

心；d. 基础医学院 微生物学教研室，河南 新乡 453003；2. 山东大学附属肿瘤医院 肿瘤科，山东 济南

250117）

[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。

[关键词] 奥沙利铂；PD-1抗体；结肠癌；CD8+ T细胞

[中图分类号] R730.51; R735.3 [文献标识码] A [文章编号] 1007-385X（2018）10-0999-07

PD-1 antibody enhanced anti-tumor efficacy of oxaliplatin against colon cancer in
vitro and in vivo

ZHONG Genshen1a,b, SUN Zhiyang1a, CHEN Yanan1a, XU Zhishan1c, YANG Ru1c, WU Minna1d, SHI Huan2, LU Ping1a( 1a. Department

II of Oncology, the First Affiliated Hospital；1b. Henan Collaborative Innovation Center of Molecular Diagnosis and Laboratory Medi-

cine, School of Laboratory Medicine; 1c. Research Centre of Life Science and Technology, the First Affiliated Hospital; 1d. Department

of Microbiology, College of Basic Medicine, Xinxiang Medical University, Xinxiang 453003, Henan, China; 2. Department of Oncolo-

gy, Shandong Cancer Hospital Affiliated to Shandong University, Jinan 250117, Shandong, China）

[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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An arginine-rich cell penetrating peptide contained
anti-gelatinase scFv-LDM fusion protein shows potent
antitumor efficacy in pancreatic cancer 
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Abstract 

Pancreatic cancer (PC) is one of the most dangerous cancers with less than 5% survival rate in 5 
years. This study was to evaluate the antitumor activities of dFv-LDP-AE and dFv-R-LDP-AE, two
energized fusion protein targeting gelatinases, on pancreatic cancer. The fusion protein dFv-LDP-AE
consists of two tandem anti-gelatianses scFv and an enediyne antibiotic lidamycin (LDM) for
receptor binding and cell killing. To improve the penetration capability, the fusion protein
dFv-LDP-AE was integrated with an arginine-rich cell penetrating peptide (Arg)9 and then generated
the fusion protein dFv-R-LDP-AE. The current study demonstrated that dFv-LDP and dFv-R-LDP
had high affinity with the antigen gelatinases and PC cells, the integration of (Arg)9 could increase the
penetration rate of fusion protein in SW-1990 and PANC-1 cells. After enediyne-energized with
chromophore of lidamycin, the energized fusion protein dFv-LDP-AE and dFv-R-LDP-AE showed
potent cytotoxicity to PC cells and could induced the robust cell apoptosis and necrosis in vitro.
Western blot showed that dFv-R-LDP-AE could increase PARP cleavage, and inhibited the
expression of VEGF, Cyclin D1, Cox-2 and Bcl-2 in SW-1990 and PANC-1 cells. In vivo, at a
tolerated dosage, dFv-LDP, dFv-LDP-AE and dFv-R-LDP-AE inhibited tumor growth by 20.42%,
56.31% (P < 0.01, compared to that of control) and 74.2% (P < 0.05, compared to that of
dFv-LDP-AE) in pancreatic cancer SW-1990 xenografted mice, respectively. Moreover, the results
of in vivo optical imaging showed that fusion protein dFv-R-LDP displayed prominent accumulation in
the tumor in SW-1990 xenografted mice and Capan-2 orthotopic transplanted mice. These results
showed that dFv-R-LDP-AE possessed potent antitumor efficacy on PC, which indicating it could be
a promising candidate for targeting therapy of PC. 

Key words: Pancreatic cancer; gelatianse; lidamycin; arginine-rich cell penetrating peptide; optical imaging 

Introduction 
Pancreatic cancer (PC) is one of the malignancies

which greatly threaten the health of human health, the
prognosis of PC is depressed and the 5-year survival
rate was lower than 5% [1]. The debulking by surgery

is the best way to treat PC, however, more than 80%
patient with PC was in advanced stage and lost the
opportunity of surgery, moreover, there is no very
effective medicine for the treatment of PC.
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antitumor efficacy in vivo, as shown in Fig.6 A and B,
the antitumor efficacy of dFv-R-LDP-AE was better
compared to that of dFv-LDP-AE (P < 0.05).  

For the mechanism under the antitumor efficacy 
of dFv-R-LDP-AE, the results of Western blot showed
that the deregulated expression of VEGF, Cyclin D1,
Cox-2 and Bcl-2, which might reflected in the
inhibition of angiogenesis, cell cycle, inflammation
and the acceleration of cell apoptosis. At the same
time, the increased cleavage of PARP meant the
augment of apoptosis which were induced by the
dFv-R-LDP-AE in a dose-dependent manner. The
optical imaging of the animal study using the
FITC-labeled dFv-R-LDP demonstrated that the
fusion protein possessed well pancreatic cancer
targeting capability in the xenografted and orthotopic
mice model, which suggested that the gelatinases
could be a possible target for antibody targeting
therapy in pancreatic cancer.  

In sum, the results in this study demonstrated
that antigelatinase scFv fused with the lidamycin had
very good tumor inhibition efficacy in vitro and in
vivo. As the fast internalization of
lidamycin-contained fusion protein into the cancer
cells was very important, the adding of a cell
penetrating peptide (Arg)9 in the skeleton of which
could further improve the antitumor function in vitro 
and in vivo. Therefore, the energized fusion protein
dFv-R-LDP-AE might have potential application in
the treatment of pancreatic cancer.  

Supplementary Material
Supplementary figure S1.
http://www.jcancer.org/v09p0674s1.pdf 
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