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摘摇 要:摇 目的摇 了解循环应用小剂量环磷酰胺(CTX)联合白细胞介素鄄2( IL鄄2)对 4T1Balb / c 乳腺癌荷瘤小

鼠调节性 T 细胞(Treg)及其生存期影响。 摇 方法摇 通过皮下接种 4T1 乳腺癌细胞建立乳腺癌 Balb / c 荷瘤小鼠模

型;荷瘤小鼠随机分为 IL鄄2 组、CTX 组、IL鄄2 + CTX 组及对照组,在种瘤第 10 天开始对荷瘤小鼠分别经腹腔按方案

给药,部分小鼠在末次给药后 4 天处死,流式细胞术检测小鼠脾脏中 CD4 + CD25 + / CD4 + 调节性 T 细胞数量;余小

鼠观察生存期。 摇 结果摇 IL鄄2 组、CTX 组、IL鄄2 + CTX 组及对照组调节性 T 细胞比例分别为 26. 00% 依 0. 98% 、
11郾 30% 依 0. 85% 、20. 15% 依 1. 11% 、17. 50% 依 1. 13% ,组别之间差异均有显著性(P < 0. 05)。 IL鄄2 + CTX 组小鼠

最长存活 57 天,对照组小鼠最长存活 46 天,差异具有显著性(P < 0郾 05)。 摇 结论摇 IL鄄2 联合循环应用 CTX 将调节

性 T 细胞持续维持在较低水平,从而延长小鼠生存期。
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Abstract:摇 Objective摇 To observe the influence of cyclical administration with Cyclophosphamide (CTX) and Inter鄄
leukin鄄2 (IL鄄2) on regulatory T cells (Treg) of murine breast cancer model and its life span. 摇 Methods 摇 Murine breast
cancer model was established by inoculating s. c. mice with 4T1 breast cancer tumor cell line. Tumor鄄bearing BALB / c mice
were randomly divided into four groups:IL鄄2 group and CTX group and IL鄄2 + CTX group and control group. Mice in groups
were injected intraperitoneally on schedule at the tenth day after tumor was established. Part of mice were sacrificed on day
4 after the last adminstration. We examined Regulatory T cells ratio of spleen cells by flow cytometry. Others were observed
for survival. 摇 Results摇 The CD4 + CD25 + / CD4 + ration in spleens of IL鄄2 group,CTX group,IL鄄2 + CTX group and con鄄
trol group were 26. 00% 依 0. 98% ,11. 30% 依 0. 85% ,20. 15% 依 1. 11% ,17. 50% 依 1. 13% respectively. Significant
differences were observed between each group(P < 0. 05). The longest life span in IL鄄2 + CTX group and control group were
57 days and 46 days respectively,significant differences were observed between these groups. 摇 Conclusions摇 Cyclical ad鄄
ministration of low dose CTX keep Treg ratio which were expanded by IL鄄2 in a low level lead to a longer life span.
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摇 摇 白细胞介素鄄2( interleukin鄄2,IL鄄2)具有广泛的

免疫学功能,目前临床上主要用于肿瘤的治疗,尤其

是肾癌和癌性积液治疗方面疗效明显。 近期研究发
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现 IL鄄2 在增强患者机体免疫的同时增加了调节性 T
细胞(regulatory T cell,Treg)的比例[1]。 目前研究认

为调节性 T 细胞抑制机体抗肿瘤免疫[2],促进肿瘤

发展,并与患者预后密切相关[3],这也许是 IL鄄2 抗

肿瘤效果不明显的原因。 近年来,有关实验证明,低
剂量环磷酰胺(cyclophosphamide,CTX)能选择性清

除 Treg 并且增强机体免疫,其效应与时间相关[4鄄 5]。
本文前期研究显示,单次小剂量 CTX 可以有效调节

Treg 比例,并且减少肿瘤重量,促进抗肿瘤免疫。
但由于小剂量 CTX 去除 Treg 的时间依赖性,Treg 的

比例在用药后 10 天便恢复,单次小剂量 CTX 难以

达到长期的治疗效果。 本研究通过观察循环应用小

剂量 CTX 对荷瘤小鼠 Treg 的影响及用药后小鼠生

存期,从免疫角度探讨其联合用药的作用,旨在为增

强乳腺癌的治疗效果提供实验依据。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物

摇 摇 SPF 级 BALB / c 小鼠 40 只,雌性,18 ~ 20 g,6 ~
8 周龄,购自北京华阜康生物技术有限公司(许可证

编号:SCXK(京)2009鄄0007),SPF 级乳腺癌 4T1 荷

瘤小鼠 2 只(传代用)购自北京力科爱达生物技术

咨询服务中心。
1. 2摇 主要试剂及仪器

注射用 CTX 购自江苏恒瑞医药股份有限公司;
注射用重组人白介素鄄2 购自江苏金丝利药业有限

公司;小鼠调节性 T 细胞流式检测试剂盒购自美国

eBioscience 公司;小鼠 INF鄄酌 试剂盒购自美国 RD
公司;流式细胞仪购自美国 Beckman Coulter 公司;
酶标仪(PW鄄812)购自深圳汇松仪器设备有限公司;
洗板机(MB鄄530)购自深圳汇松仪器设备有限公司;
恒温箱(DHG鄄9202鄄O)购自上海光都仪器设备有限

公司。
1. 3摇 乳腺癌荷瘤小鼠模型的制备

乳腺癌 4T1 荷瘤小鼠在种瘤后 2 周人道处死,
酒精消毒后无菌条件下剥除肿瘤,肿瘤切成碎块后

放入玻璃匀浆器中加入适量磷酸盐缓冲液(PBS)匀
浆。 匀浆后组织用尼龙滤网过滤后调整细胞浓度至

1 伊 107 / mL,制成肿瘤细胞悬液,取细胞悬液 0. 1 mL
注射在 BALB / c 小鼠右侧腋窝。 大约在种瘤 1 周

后,在右侧腋窝可扪及小结节,至此,乳腺癌模型建

立成功。

1. 4摇 动物分组及给药

将荷瘤小鼠随机分为 4 组,每组 10 只。 对照

组:种瘤后第 10 天开始连续给予 PBS 至第 21 天,第
10、16、21 天给予生理盐水;IL鄄2 治疗组:种瘤后第

10 天开始连续给予 IL鄄2 至第 21 天,第 10、16、21 天

给予生理盐水;CTX 治疗组:第 10 天开始连续给与

PBS 至第 21 天,种瘤后第 10、16、21 天开始给予

CTX;IL鄄2 + CTX 治疗组:种瘤后第 10 天开始连续

给予 IL鄄2 至第 21 天,第 10、16、21 天给予 CTX。 以

上均为腹腔注射,一天一次,CTX 剂量为 25 mg / kg,
IL鄄2 为 40 000 U,均用生理盐水配制。
1. 5摇 小鼠脾脏 CD4 + CD25 + Treg 比例检测

每组随机取 4 只小鼠于停药后第 4 天人道处死

后取脾脏,脾脏组织研磨后经尼龙细胞滤网过滤,取
滤过液用 ACK 裂解液裂解红细胞,制备脾淋巴细胞

悬液。 将细胞悬液用预冷 PBS 在显微镜下调至 1 伊
107 cells / mL,取 100 滋L 细胞悬液加入 EP 管后加入

0. 125 滋g CD4鄄FITC、0. 06 滋g CD25鄄 PE 抗体和 Fc
block,黑暗环境中 4 益孵育 30 min,冷 PBS 洗涤后

加入固定剂,黑暗中 4 益孵育 45 min,再次洗涤后冷

PBS 重悬,上流式细胞仪检测,CellQuest 软件分析。
以 CD4 + CD25 + / CD4 + 比值反映 Treg 的含量。
1. 6摇 生存期的观察

剩余小鼠以死亡为观察终点,观察其存活期。
1. 7摇 统计学分析

数据采用 SPSS17. 0 统计软件进行分析,实验数

据用均数 依标准差表示,各组均数间比较均采用方

差分析,小鼠生存期采用 Kaplan鄄Meier 法分析,以 P
< 0. 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 各组用药方案后 CD4 + CD25 + / CD4 + 的比例

检测结果显示,IL鄄2 组及 IL鄄2 + CTX 组 CD4 +

CD25 + / CD4 + 比值明显高于对照组(P < 0. 05);CTX
组其比值明显低于对照组(P < 0. 05);IL鄄2 + CTX 组

其比值明显低于 IL鄄2 组(P <0. 05)。 见表 1、图 1。

表 1摇 各组小鼠脾脏细胞 CD4 +CD25 + / CD4 +比值(n =4)

组别 CD4 + CD25 + / CD4 + 比例

IL鄄2 组 26. 00 依 0. 98a

CTX 组 11. 30 依 0. 85abc

IL鄄2 + CTX 组 20. 15 依 1. 11ab

对照组 17. 50 依 1. 13
摇 摇 与对照组比较,a:P < 0. 05;与 IL鄄2 组比较,b:P < 0. 05;与 IL鄄2
+ CTX 组比较,c:P < 0. 05
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图 1摇 流式细胞检测调节性 T 细胞的结果摇 A:IL鄄2 组;B:CTX 组;C:IL鄄2 + CTX 组;D:对照组

2. 2摇 各组不同用药方案后小鼠生存期的比较

IL鄄2 组小鼠最长存活 50 天;CTX 组小鼠最长存

活 48 天;IL鄄2 + CTX 组最长存活 57 天;对照组最长

存活 46 天。 IL鄄2 组与对照组生存期间差异无显著

性(P > 0. 05);IL鄄2 + CTX 组生存时间长于对照组

(P > 0. 05)。 IL鄄2 + CTX 组中位生存期长于 IL鄄2 组

及 CTX 组,但差异无显著性(P > 0. 05,图 2)。

图 2摇 各组荷瘤小鼠生存曲线

3摇 讨摇 摇 论

Treg 大约占正常人外周血中 CD4 + T 细胞的

5% ~ 10% [6],其主要功能是分泌包括白细胞介素鄄
10( Interleukin鄄10,IL鄄10)、转化生长因子鄄茁( Trans鄄
forming growth factor鄄茁,TGF鄄茁)等在内的免疫抑制

因子[7鄄8],从而维持机体免疫耐受。 实验证明在乳

腺癌、卵巢癌等肿瘤患者外周血中 Treg 比例明显增

高[9]。 由于 Treg 能通过多种机制抑制免疫[10],目
前认为 Treg 的上调可以抑制机体对肿瘤的免疫应

答,从而导致肿瘤免疫耐受,促进肿瘤免疫逃避[11]。
因此,通过各种手段调控 Treg,可能是肿瘤免疫治疗

的一种途径。
CTX 作为抗肿瘤药物,已广泛应用于临床,其

具有直接细胞毒作用,大剂量应用时能抑制免疫。
目前认为小剂量 CTX 在选择性的杀伤 Treg 的同时

不影响效应 T 细胞的功能,其选择性杀伤 Treg 的机
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制被认为与 Treg 细胞内低水平的三磷酸腺苷(A鄄
denosine triphosphate,ATP)有关[12]。 在单次应用小

剂量 CTX 后,小鼠体内 Treg 在第 3 ~ 4 天降至最低,
在 10 天后恢复正常,这意味着低剂量 CTX 删除

Treg 具有时间依赖性[5]。 因此,为达到长久且持续

的抗肿瘤效果,有节律的循环应用 CTX 成为了本研

究的选择。 本研究发现在循环应用 CTX 后,与对照

组相比荷瘤小鼠脾脏 Treg 比例明显减少,这与相关

实验结果相一致[13]。 与对照组相比,IL鄄2 实验组的

小鼠调节性 T 细胞比率明显增加,这说明 IL鄄2 在增

强免疫的同时也促进 Treg 增殖从而抑制免疫。 同

时实验结果显示,与对照组相比,IL鄄2 组小鼠生存期

无明显延长。 单独使用 IL鄄2 在此试验中抗肿瘤效

果不明显的原因是因为 IL鄄2 促进了 Treg 增殖。 本

研究结果显示,在使用 IL鄄2 时联合使用循环应用低

剂量 CTX 删除 Treg 细胞,小鼠生存期延长,且同对

照组相比,差异有显著性,这可能与循环使用小剂量

CTX 持续减少 Treg 比例有关。
目前,国内外在应用低剂量 CTX 对 Treg 进行调

控的抗肿瘤研究大多数集中在单次小剂量上,如
Liu[14] 所进行的研究;仅有少数研究循环应用小剂

量环磷酰 胺 对 调 节 性 T 细 胞 的 影 响, 如 李 卫

泊[13,15]。 本研究循环使用小剂量 CTX 联合 IL鄄2 在

小鼠乳腺癌模型中进行实验,并取得了一定的成果,
有可能为肿瘤的治疗提供新的方案。
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