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摘要： 乳腺癌是雌性犬中发病率最高的癌症， 有极高的转移率、 复发率， 治疗手段有限且难以完全治愈， 本研究旨在探究泊沙康唑对干扰素基

因刺激器 （ＳＴＩＮＧ） 激动剂 ｃＧＡＭＰ 抗 ４Ｔ１ 乳腺肿瘤效应的增效作用。 将 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠皮下注射 ４Ｔ１ 细胞建立乳腺癌移植瘤模型， 然后分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组、 ｃＧＡＭＰ 单独治疗组、 泊沙康唑单独治疗组以及泊沙康唑＋ｃＧＡＭＰ 联用组， 观察并记录治疗过程中 ４Ｔ１ 乳腺肿瘤的体积、 小鼠的体重以及生存

率； 通过流式细胞术评估各组小鼠脾脏和肿瘤引流淋巴结中 ＣＤ６９＋ Ｔ 细胞的比例； 通过高通量转录组测序探究肿瘤内免疫相关基因表达谱的变

化。 结果： 与 ｃＧＡＭＰ 单独治疗组相比， 泊沙康唑＋ｃＧＡＭＰ 联用组中小鼠肿瘤体积显著下降， 生存率显著提高， 且小鼠脾脏和肿瘤附近引流淋巴

结中 ＣＤ６９＋Ｔ 细胞比例显著升高； 在转录组测序中， 与 ｃＧＡＭＰ 单独治疗组相比， 泊沙康唑＋ｃＧＡＭＰ 组中 ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ 通路相关基因、 细胞毒性相

关基因及 Ｔ 细胞特征基因的富集程度更高。 以上结果表明， 泊沙康唑增强了 ｃＧＡＭＰ 的体内抗肿瘤效应， 改变了肿瘤免疫相关基因表达谱， 并促

进了 ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ 通路及其下游通路相关细胞因子反应的激活， 可作为有效的 ＳＴＩＮＧ 通路激活增效剂， 增强机体抗肿瘤免疫反应。

关键词： 泊沙康唑； ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ； 乳腺肿瘤； 肿瘤引流淋巴结； Ｔ 细胞免疫
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　 　 近年来， 干扰素基因刺激器 （ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｉｎｔｅｒ⁃
ｆｅｒｏｎ ｇｅｎｅｓ， ＳＴＩＮＧ） 信号通路在肿瘤免疫治疗研究
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取得了显著进展。 作为内质网上的核心适配蛋白，
ＳＴＩＮＧ 能够敏锐地感知细胞质中的 ＤＮＡ 片段， 并随

之激活下游的 ＴＢＫ１ 激酶与 ＩＲＦ３ 转录因子， 进而触

发一系列 Ｉ 型干扰素 （ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ － Ｉ， ＩＦＮ－ Ｉ） 反应。
这一过程对于促进肿瘤微环境 （ ｔｕｍｏｒ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎ⁃
ｍｅｎｔ， ＴＭＥ） 中 ＣＤ８＋Ｔ 细胞的浸润及其抗肿瘤作用

的发挥至关重要［１］。 在小鼠 ４Ｔ１ 乳腺癌的研究中，
ＳＴＩＮＧ 通路的激活被证实能显著增强肿瘤微环境内免

·５５·畜牧与兽医　 ２０２５ 年　 第 ５７ 卷　 第 ７ 期



疫细胞的浸润， 尤其是 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞与自然杀伤细胞，
从而有力提升了抗肿瘤免疫反应的效果［２］。 尽管

ＳＴＩＮＧ 通路在 ４Ｔ１ 乳腺癌研究中的应用主要聚焦于小

鼠模型， 但 ４Ｔ１ 乳腺癌的研究在生物学特性、 遗传背

景及病理过程等方面与人类及犬乳腺癌存在诸多相似

之处［３－４］， 因此， 小鼠乳腺癌的研究成果对人类及犬

乳腺癌的治疗也具有重要的借鉴价值。
近年来， 我国宠物犬饲养数量显著增加， 肿瘤性

疾病已成为导致犬只死亡的主要原因之一， 而犬乳腺

肿瘤是雌性犬中最常见的肿瘤性疾病。 犬乳腺癌已被

广泛用作研究人类乳腺癌的转换模型［５］。 外科手术

是临床治疗犬乳腺癌的主要手段， 也是控制局部肿瘤

最有效的方法。 然而， 高转移率和复发率使单纯的外

科手术无法达到完全治愈的效果［６－７］， 通常还需要配

合化疗、 放射性疗法等辅助性治疗， 而化疗和放射性

疗法因其非选择性杀伤细胞， 通常伴随着严重的副作

用［８］。 与传统治疗方法相比， 免疫疗法利用自身免

疫系统对肿瘤细胞进行识别和杀伤， 增强并维持抗肿

瘤免疫应答， 具有更好的靶向性和较小的副作用。
ＳＴＩＮＧ 通路在犬科动物抗肿瘤免疫治疗研究领域展现

出极大潜力［９－１０］。 最新研究表明， 通过激活 ＳＴＩＮＧ
通路， 可以增强犬科动物的抗肿瘤免疫反应， 从而提

高治疗效果［１１－１３］。 尽管 ＳＴＩＮＧ 通路在犬乳腺癌治疗

研究中具有广阔的应用前景， 但 ＳＴＩＮＧ 激动剂

ｃＧＡＭＰ 仍存在递送效率差和生物利用度低等局限，
加之高昂的成本严重限制了其在兽医临床的广泛应

用［１４－１５］。 因此， 便捷高效且价格低廉的 ＳＴＩＮＧ 通路

激活增效药物值得进一步研究。
Ｎｉｅｍａｎｎ－Ｐｉｃｋ 型 Ｃ１ 溶酶体膜蛋白 （Ｎｉｅｍａｎｎ －

Ｐｉｃｋ 型 Ｃ１， ＮＰＣ１） 是 ＳＴＩＮＧ 蛋白运输过程中的一种

辅助因子， 其功能是作为 ＳＴＩＮＧ 与溶酶体间的接头

蛋白。 ＮＰＣ１ 与 ＳＴＩＮＧ 相互作用后将其募集到溶酶

体， 进而促进其降解［１６］。 相反， ＮＰＣ１ 缺陷则导致

ＳＴＩＮＧ 被移动至高尔基体加工以募集 ＴＢＫ１［１７］， 促进

ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ 激活并增强下游干扰素调节因子 ３ （ ｉｎ⁃
ｔｅｒｆｅｒｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ３， ＩＲＦ３ ） 的 激 活， 增 强

ＩＲＦ３－ＩＦＮ 信号传导［１８］。 因此， ＮＰＣ１ 或成为提高

ＳＴＩＮＧ 通路活性进而增强抗肿瘤免疫的新靶点。 有研

究表明， 泊沙康唑可作为 ＮＰＣ１ 的抑制剂， 通过与

ＮＰＣ１ 蛋白直接结合进而抑制 ＮＰＣ１ 的功能［１９－２０］。 然

而， 泊沙康唑对 ＳＴＩＮＧ 通路及其介导的抗肿瘤作用

的影响仍未明确。
本研究通过测定 ４Ｔ１ 乳腺癌荷瘤小鼠的 Ｔ 细胞活

化以及肿瘤生长情况， 分析肿瘤组织中的基因表达

谱， 从而探究泊沙康唑对 ｃＧＡＭＰ 的抗肿瘤效力是否

具有增效作用， 揭示其对 ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ 通路和下游通

路的影响， 以期为犬乳腺癌的治疗提供经济、 高效的

药物联用思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞和动物

４Ｔ１ 细胞购于青岛科瑞思博生物科技有限公司。
６ 周龄 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌性小鼠购于扬州大学实验动

物中心， 体重为 １６～１８ ｇ。 动物饲养严格遵守实验动

物福利伦理的要求， 参考南京农业大学实验动物中心

文件 《实验动物福利伦理审查指南》。 所用实验动物

处理方案经南京农业大学动物福利和使用机构伦理委

员会批准， 批准号： ＮＪＡＵ􀆰 Ｎｏ２０２４０７０２１３４。
１􀆰 ２　 主要试剂和仪器

泊沙康唑、 ｃＧＡＭＰ 购自上海麦克林生化科技股

份有限公司； 红细胞裂解液、 ＲＰＭＩ － １６４０ 培养基、
含 ＥＤＴＡ 的 ０􀆰 ２５％胰酶购自上海源培生物科技股份有

限公司； ＣＤ３、 ＣＤ４、 ＣＤ８ 和 ＣＤ６９ 流式抗体购自 Ｂｉｏ⁃
Ｌｅｇｅｎｄ 公司； 乌拉圭胎牛血清 （ ＦＢＳ） 购自 ＥｘＣｅｌｌ
公司； ＴＲＩｚｏｌ 购自擎科公司； 氯仿、 异丙醇购自阿拉

丁公司； 实时荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒购自北京全式金

公司； 高速剪切匀质机购自顺流科技公司； ＰＣＲ 基

因扩增仪、 荧光定量 ＰＣＲ 仪购自 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
公司； ＣｙｔｏＦＬＥＸ 流式细胞仪购自 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公
司； ４ ℃ 离心机购自 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司； ＮａｎｏｄｒｏｐＴＭ

２１００ 分光光度计购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司。
１􀆰 ３　 细胞培养及传代

将 ４Ｔ１ 细胞解冻复苏后， 用含 １０％ ＦＢＳ 和 １％
青－链霉素的 ＲＰＭＩ－１６４０ 细胞培养基重悬细胞， 随后

以 １×１０６ 个 ／ ｍＬ 的密度接种于 Ｔ２５ 细胞培养瓶中。 置

于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２细胞培养箱中培养。 每 ３ ｄ 更换新

鲜培养基， 进行传代。 传代时， 采用含 ＥＤＴＡ 的

０􀆰 ２５％胰酶消化 ３０ ｓ， 加入 ３ 倍体积培养基终止消化

后收集细胞， 收集细胞悬液离心 ５ ｍｉｎ （１ ５００ ｇ），
弃去上清液， 用新鲜培养基重悬细胞， 按 １ ∶ ３ 的比

例进行分装， 继续培养。
１􀆰 ４　 荷瘤小鼠模型建立及试验分组

６ 周龄的 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌性小鼠适应性喂养 １
周后， 用于建立动物模型。 消化并收集 ４Ｔ１ 细胞， 使

用 ０􀆰 ９％ 生理盐水重悬并调整细胞密度为 １ × １０５

个 ／ ｍＬ， 使用 １ ｍＬ 注射器于其右腋同一位置缓慢注

射 ０􀆰 １ ｍＬ 细胞悬液。 种瘤 ６ ｄ 后， 荷瘤小鼠右侧腋

下肿瘤长至米粒大小， 用游标卡尺测量其体积为

１００ ｍｍ３即可以分组给药。 从造模成功的小鼠中随机

抽取 ７２ 只小鼠分为 ４ 组， 每组 １８ 只。 其中， Ｃｏｎｔｒｏｌ
组仅造模不进行药物干预； 泊沙康唑单独治疗组

（ＰＳＺ 组 ） 使 用 泊 沙 康 唑 ２１６ μｇ ／只 灌 胃 给 药；
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ｃＧＡＭＰ 单独治疗组 （ ｃＧＡＭＰ 组） 使用 ｃＧＡＭＰ １０
μｇ ／只瘤内注射给药； 泊沙康唑 ＋ ｃＧＡＭＰ 联用组

（ＣＰ 组） 使用 ｃＧＡＭＰ １０ μｇ ／只瘤内注射给药， 同时

泊沙康唑 ２１６ μｇ ／只灌胃给药。 除 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组外， 其余

３ 组于造模后第 ７ 天开始给药， ｃＧＡＭＰ 的给药剂量

和方案参照之前的研究制定［２１－２２］， 泊沙康唑的给药

剂量参考 Ｔｒｉｎｈ［１９］的安全剂量制定。 所有给药组每间

隔２ ｄ 给药 １ 次， 共给药 ３ 次。
１􀆰 ５　 小鼠肿瘤表观数据记录

自首次给药日起， 每隔 ２ ｄ 测量小鼠体重及肿瘤

的最长径 （ａ） 和最短径 （ｂ）， 计算肿瘤体积， 肿瘤

体积＝ａ×ｂ×ｂ ／ ２， 记录并绘制肿瘤体积生长曲线。 当

肿瘤体积超过 １ ５００ ｍｍ３， 依据 ＲＢＴ １７３—２０１８ 《动
物实验人道终点评审指南》 立即实施人道主义处死。
１􀆰 ６　 脾脏中 Ｔ 淋巴细胞活化水平的检测

１􀆰 ６􀆰 １　 脾脏收集及细胞悬液制备

将采集的脾脏放置在 ７０ μｍ 细胞筛上， 使用

２􀆰 ５ ｍＬ 注射器活塞在细胞筛上研磨脾脏， 同时用含

１％ ＦＢＳ 的 ＰＢＳ 冲洗细胞筛网， 收集细胞悬液。
１ ５００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ， 弃去上清液。 加入 １ ｍＬ 红细胞

裂解缓冲液并重悬细胞， 在室温下孵育 ３ ｍｉｎ。 加入

２ ｍＬ ＰＢＳ 以中和红细胞裂解缓冲液。 １ ５００ ｇ 离心

５ ｍｉｎ， 弃去上清液。 加入 ２ ｍＬ ＰＢＳ 重悬细胞沉淀

后， 重复离心 ５ ｍｉｎ 清洗一遍。 弃去上清液后加入

１ ｍＬ ＰＢＳ 重悬后移至 １􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管中。
１􀆰 ６􀆰 ２　 脾脏细胞流式细胞术检测

取 １􀆰 ６􀆰 １ 中的细胞悬液进行染色， 按照 ＣＤ３ －
ＦＩＴＣ、 ＣＤ４－ＡＰＣ、 ＣＤ８－ＰＥ 和 ＣＤ６９－ＰＥ－Ｃｙ７ 四种染

液母液与 ＰＢＳ 以 １ ∶ １００ 的比例配制染液工作液。 向

每管细胞沉淀加入 １００ μＬ 的工作液， 染色 ３０ ｍｉｎ。
随后， 加入 ＰＢＳ 洗涤细胞， 离心 ５ ｍｉｎ （１ ５００ ｇ），
弃去上清液， 重复洗涤 ２ 次。 最后， 加入 １ ｍＬ ＰＢＳ
重悬细胞沉淀， 经 ２００ μｍ 细胞筛网过滤后， 移至

１􀆰 ５ ｍＬ 离心管中。 使用流式细胞仪检测细胞表面

ＣＤ３、 ＣＤ４、 ＣＤ８ 及 ＣＤ６９ 的表达水平及其比例。
１􀆰 ７　 肿瘤引流淋巴结中 Ｔ 淋巴细胞活化水平的检测

１􀆰 ７􀆰 １　 肿瘤引流淋巴结收集及细胞悬液制备

在末次给药 ２４ ｈ 后， 从各组中随机选取 ６ 只小

鼠， 采用颈椎脱臼法处死， 并采集异位肿瘤附近的肿

瘤引流淋巴结 （ ｔｕｍｏｒ－ｄｒａｉｎｉｎｇ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ， ＴＤＬＮ）。
将收集的淋巴结放在 ７０ μｍ 细胞筛上， 用 ２􀆰 ５ ｍＬ 注

射器活塞在细胞筛上研磨淋巴结， 同时用含 １％ ＦＢＳ
的 ＰＢＳ 冲洗细胞筛网收集细胞悬液。 弃去上清液，
加入 １ ｍＬ ＰＢＳ 重悬细胞， 并将细胞悬液转移至

１􀆰 ５ ｍＬ 离心管中备用。

１􀆰 ７􀆰 ２　 肿瘤引流淋巴结细胞流式细胞术检测

与 １􀆰 ６􀆰 ２ 步骤相同。
１􀆰 ８　 ４Ｔ１ 乳腺肿瘤组织的转录组测序

１􀆰 ８􀆰 １　 样品处理

在末次给药 ６ ｈ 后， 每组各取 ４ 只小鼠颈椎脱臼

法处死。 完整剥离肿瘤组织， 立即浸入预冷的 ０􀆰 ９％
ＮａＣｌ 溶液冲洗瘤体 ３ 次， 将清洗后的肿瘤组织转移

至 ２ ｍＬ 离心管中， 存放至－８０ ℃冰箱中用于转录组

测序及实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 检测。
１􀆰 ８􀆰 ２　 测序及分析

测序试验基于 ＩｌｌｕｍｉｎａＮｏｖａｓｅｑ ６０００ 测序平台，
测序服务由美吉测序公司提供。 利用美吉测序公司提

供的生物信息分析云平台 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｌｏｕｄ． ｍａｊｏｒｂｉｏ．
ｃｏｍ）对转录组测序数据进行分析。
１􀆰 ９　 ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ 信号通路相关及炎性因子相关

ｍＲＮＡ 水平的检测

１􀆰 ９􀆰 １　 肿瘤组织提取总 ＲＮＡ
将采集的肿瘤组织转移至 ２ ｍＬ 离心管中， 加入

１ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌ 试剂和 ３ 颗研磨珠， 置于高速剪切匀质

机中以 ３０ Ｈｚ 频率研磨 ５ ｍｉｎ。 随后， 加入 ０􀆰 ２ ｍＬ 氯

仿， 涡旋振荡 １０ ｓ 后静置 １５ ｍｉｎ， 形成上层水相、
中间层及下层有机相。 ４ ℃离心 １５ ｍｉｎ （１２ ０００ ｇ），
小心吸取上层水相 （避免吸入中间层和有机相）。 向

水相中加入等体积预冷的异丙醇， 颠倒混匀后置于

－２０ ℃过夜以沉淀 ＲＮＡ。 次日， 在 ４ ℃ 离心 １０ ｍｉｎ
（１２ ０００ ｇ）， 弃去上清液， 收集 ＲＮＡ 沉淀。 用预冷

的 ７５％乙醇洗涤沉淀 ２ 次， 弃上清液后室温干燥至乙

醇完全挥发。 最后， 加入 ２０ μＬ ＤＥＰＣ 水溶解 ＲＮＡ。
使用 ＮａｎｏｄｒｏｐＴＭ ２１００ 分光光度计测定 ＲＮＡ 浓度

（Ａ２６０值） 及纯度 （Ａ２６０ ／ Ａ２８０）， 记录数据并冻存样本

于－８０ ℃ 备用。
１􀆰 ９􀆰 ２　 ＲＴ－ｑＰＣＲ

以 １􀆰 ９􀆰 １ 中提取的 ＲＮＡ 为模 板， 反 转 录 成

ｃＤＮＡ， 进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测分析。 根据 Ｐｒｉｍｅｒ Ｂａｎｋ
中的白介素 ６ （ＩＬ－６）、 肿瘤坏死因子 α （ＴＮＦ－α）、
干扰素刺激基因 １５ （ＩＳＧ１５）、 γ－干扰素 （ＩＦＮ－γ）、
β－干扰素 （ＩＦＮ－β） 和颗粒酶 Ｂ （Ｇｒａｎｚｙｍｅ Ｂ） 的序

列设计引物， 用 Ｐｒｉｍｅｒ ６ 软件设计引物， 具体信息见

表 １。 引物均由擎科生物科技股份有限公司合成。
１􀆰 １０　 数据统计和分析

所有数据以 “平均值±标准误” 形式呈现。 在肿

瘤生长曲线中， ＳＥＭ 以 ９５％置信区间为误差线。 各

组小鼠肿瘤体积的组间比较应用方差分析以及 Ｔｗｏ－
ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 进行统计分析， 流式细胞术数据使用

Ｆｌｏｗ Ｊｏ 分析， 基因富集评分使用 ＲＯＡＳＴ 算法分析，
所有统计作图应用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６􀆰 ０ 进行。
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表 １　 引物序列

引物名称 引物序列 （５′→３′）

ＩＦＮ－β－Ｆ ＣＡＧＣＴＣＣＡＡＧＡＡＡＧＧＡＣＧＡＡＣ

ＩＦＮ－β－Ｒ ＧＧＣＡＧＴＧＴＡＡＣＴＣＴＴＣＴＧＣＡＴ

ＩＦＮ－γ－Ｆ ＡＴＧＡＡＣＧＣＴＡＣＡＣＡＣＴＧＣＡＴＣ

ＩＦＮ－γ－Ｒ ＣＣＡＴＣＣＴＴＴＴＧＣＣＡＧＴＴＣＣＴＣ

ＩＳＧ１５－Ｆ ＧＧＴＧＴＣＣＧＴＧＡＣＴＡＡＣＴＣＣＡＴ

ＩＳＧ１５－Ｒ ＴＧＧＡＡＡＧＧＧＴＡＡＧＡＣＣＧＴＣＣＴ

Ｇｒａｎｚｙｍｅ Ｂ－Ｆ ＣＣＡＣＴＣＴＣＧＡＣＣＣＴＡＣＡＴＧＧ

Ｇｒａｎｚｙｍｅ Ｂ－Ｒ ＧＧＣＣＣＣＣＡＡＡＧＴＧＡＣＡＴＴＴＡＴＴ

ＧＡＤＰＨ－Ｆ ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ

ＧＡＤＰＨ－Ｒ ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ

ＩＬ－６－Ｆ ＴＡＧＴＣＣＴＴＣＣＴＡＣＣＣＣＡＡＴＴＴＣＣ

ＩＬ－６－Ｒ ＴＴＧＧＴＣＣＴＴＡＧＣＣＡＣＴＣＣＴＴＣ

ＴＮＦ－α－Ｆ ＣＣＣＴＣＡＣＡＣＴＣＡＧＡＴＣＡＴＣＴＴＣＴ

ＴＮＦ－α－Ｒ ＧＣＴＡＣＧＡＣＧＴＧＧＧＣＴＡＣＡＧ

２　 结果

２􀆰 １　 泊沙康唑增强 ｃＧＡＭＰ 对 ４Ｔ１ 乳腺肿瘤的抑制

作用

２􀆰 １􀆰 １　 对肿瘤生长的影响

为了探究泊沙康唑是否影响 ｃＧＡＭＰ 对 ４Ｔ１ 乳腺

癌的抑瘤作用， 本试验成功构建小鼠 ４Ｔ１ 乳腺癌模

型。 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组小鼠的肿瘤持续增长， ｃＧＡＭＰ 组、
ＰＳＺ 组和 ＣＰ 组的肿瘤生长速度在用药治疗后得到不

同程度减缓。 在第 ２７ 天时， 与 ｃＧＡＭＰ 组相比， ＣＰ
组中肿瘤生长速度显著减缓 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结果见

图 １。

注： ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５。 下同。

图 １　 各组小鼠在用药后的肿瘤体积变化

２􀆰 １􀆰 ２　 对荷瘤小鼠生存率的影响

为探究泊沙康唑是否影响 ｃＧＡＭＰ 治疗小鼠的生

存率， 本试验记录了各组荷瘤小鼠生存情况。 如图 ２
所示， Ｃｏｎｔｒｏｌ 组的荷瘤小鼠在造模第 ２７ 天全部死

亡。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， ３ 个给药组中小鼠的存活时

长均得到提升。 在造模后的第 ４ 周， 与 ＣＰ 组相比，
ＰＳＺ 组和 ｃＧＡＭＰ 组以及 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组中的荷瘤小鼠生存

率开始快速下滑。 在第 ３０ 天时， ＰＳＺ 组和 ｃＧＡＭＰ 组

的荷瘤小鼠全部死亡， 而 ＣＰ 组的生存率显著提高。

图 ２　 各组小鼠的生存率变化

２􀆰 １􀆰 ３　 对荷瘤小鼠体重的影响

如图 ３ 所示， 在治疗过程中， 各组的荷瘤小鼠体

重均呈缓慢上升状态， 符合荷瘤小鼠的正常生长情

况， 且各组荷瘤小鼠体重均无统计学差异 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。

图 ３　 各组小鼠的体重变化

２􀆰 ２　 泊沙康唑增强 ｃＧＡＭＰ 诱导的脾脏 Ｔ 淋巴细胞

活化情况

　 　 如图 ４ 所示， 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， ｃＧＡＭＰ 组中

ＣＤ８＋ＣＤ６９＋Ｔ 细胞的比例显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＣＰ
组中 Ｔ 细胞 ＣＤ６９ 的表达水平上调更为显著 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， ＰＳＺ 组脾脏中 ＣＤ６９＋Ｔ 细

胞比例无明显差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
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注： ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１， ∗∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０００ １。 下同。

图 ４　 脾脏 Ｔ 细胞活化水平

２􀆰 ３　 泊沙康唑增强 ｃＧＡＭＰ 诱导的引流淋巴结 Ｔ 淋

巴细胞活化情况

　 　 如图 ５ 所示， 相较于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 和 ＰＳＺ 组，
ｃＧＡＭＰ 组和 ＣＰ 组 ＴＤＬＮ 中 ＣＤ４＋ ＣＤ６９＋ Ｔ 细胞和

ＣＤ８＋ＣＤ６９＋ Ｔ 细胞的比例均极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ００１，
Ｐ＜ ０􀆰 ０００ １）。 同时， 与 ｃＧＡＭＰ 组相比， ＣＰ 组中

ＣＤ８＋ ＣＤ６９＋ Ｔ 细 胞 的 比 例 升 高 更 为 显 著 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０００ １）。 结 果 表 明， 泊 沙 康 唑 能 够 有 效 增 强

ｃＧＡＭＰ 对 Ｔ 细胞活化的上调作用， 这与脾细胞中 Ｔ
细胞活化结果趋势一致。
２􀆰 ４　 泊沙康唑增强 ｃＧＡＭＰ 引发的 ４Ｔ１ 乳腺肿瘤基

因表达谱改变

２􀆰 ４􀆰 １　 泊沙康唑增强 ｃＧＡＭＰ 诱导的基因富集

为了进一步探究泊沙康唑和 ｃＧＡＭＰ 联合治疗对

肿瘤内基因表达谱的影响， 本研究通过 ＲＮＡ－ｓｅｑ 转

录组测序分析在治疗后肿瘤组织内产生的差异表达基

因 （ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅ， ＤＥＧｓ）。 ＤＥＧｓ 分析

结果显示 （图 ６Ａ～ Ｃ）， 与 ｃＧＡＭＰ 组相比， ＣＰ 组中

ＤＥＧｓ 中有 ４９５ 个基因富集程度上调。 ＧＯ 富集分析

显示 （图 ７）， 这些富集的基因主要与对刺激的反应

调节 （ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓｔｉｍｕｌｕｓ ）、 免 疫 系 统 （ ｉｍｍｕｎｅ

ｓｙｓｔｅｍ ｐｒｏｃｅｓｓ）、 多细胞生物过程调控 （ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ）、 趋化性 （ｃｈｅｍｏｔａｘｉｓ）
和信号通路激活 （ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ、 ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ） 等有关。
２􀆰 ４􀆰 ２　 对肿瘤内信号通路富集的影响

与 ｃＧＡＭＰ 组相比， ＣＰ 组 ＫＥＧＧ 通路富集结果

中前 ５ 个通路分别是： 先天免疫系统模式受体识别通

路 （ＰＰＡＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）、 细胞因子－细胞因子

受 体 相 互 作 用 （ ｃｙｔｏｋｉｎｅ － ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ）、 ＥＣＭ 受体相互作用 （ＥＣＭ－ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎ⁃
ｔｅｒａｃｔｉｏｎ）、 补体和凝固级联 （ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｃｏａｇｕ⁃
ｌａｔｉｏｎ ｃａｓｃａｄｅｓ ） 和 趋 化 因 子 通 路 （ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）， 主要与细胞迁徙、 细胞毒性、 免

疫细胞招募和增殖等生物过程有关 （图 ８Ａ）。 ＧＳＥＡ
多基因集富集的结果中， 与细胞因子分泌相关的信号

通路 （ｃｙｔｏｋｉｎｅ－ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ）、 ＮＦ－κＢ
信号通路 （ＮＦ－κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）、 ＪＡＫ－ＳＴＡＴ 信

号通路 （ ＪＡＫ－ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ） 和 ＴＮＦ 信号

通路 （ ＴＮＦ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ） 等基因集显著富集

（图 ８Ｂ）。
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图 ５　 ＴＤＬＮ 中 Ｔ 细胞活化水平

Ａ． ｃＧＡＭＰ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ 组； Ｂ． ＣＰ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ 组； Ｃ． ＣＰ ｖｓ ｃＧＡＭＰ 组。

图 ６　 ＣＰ、 Ｃｏｎｔｒｏｌ 和 ｃＧＡＭＰ 组 ＤＥＧｓ 火山图

图 ７　 ＣＰ ｖｓ ｃＧＡＭＰ 组 ＧＯ 功能富集分析
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Ａ． ＫＥＧＧ 通路富集分析； Ｂ． ＧＳＥＡ 多基因集富集分析。

图 ８　 ＣＰ ｖｓ ｃＧＡＭＰ 组的富集通路差异分析

２􀆰 ４􀆰 ３　 对肿瘤内 ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ 通路相关基因富集程

度的影响

为了从基因层面探究泊沙康唑对 ｃＧＡＭＰ 诱导

ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ 通路激活及 Ｔ 细胞免疫应答的影响， 本

研究对基因富集的结果进行了更深入的挖掘。 结果显

示， 与其他 ３ 组相比， ＣＰ 组的 ＤＥＧｓ 富集程度显著

升高 （图 ９Ａ）。 与 ｃＧＡＭＰ 组相比， ＣＰ 组中与细胞

毒性相关的基因 Ｐｒｆ１、 ＩＦＮ－γ 和 Ｇｒａｎｚｙｍｅ Ｂ 等及 Ｔ
细胞特征的基因［２３］ 均显著上调 （图 ９Ｂ）。 另外， ＣＰ
组中 ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ 通路相关基因表达水平显著提高，
其富集水平的评分也显著升高， 表明泊沙康唑增强了

ｃＧＡＭＰ 诱导的 ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ 通路激活和 Ｔ 细胞反应

（图 ９Ｃ）。
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Ａ． 总 ＤＥＧｓ 富集； Ｂ． 细胞毒性相关基因和 Ｔ 细胞特异性基因； Ｃ． ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ 通路相关基因富集 （左） 和 ＲＯＡＳＴ 分析富集分数 （右）。

图 ９　 泊沙康唑对 ｃＧＡＭＰ 诱导 ＤＥＧｓ 偏向的影响

２􀆰 ４􀆰 ４ 　 对肿瘤组织中抗肿瘤免疫应答相关基因

ｍＲＮＡ 水平的影响

为验证转录组数据的可靠性， 将测序同源样本通

过 ｑＲＴ－ＰＣＲ 评估抗肿瘤免疫相关细胞因子和炎性细

胞因子的 ｍＲＮＡ 相对表达量。 结果显示 （图 １０）， 与

抗肿瘤免疫应答相关的细胞因子 （ Ｇｒａｎｚｙｍｅ Ｂ、
ＴＮＦ－α、 ＩＦＮ－γ、 ＩＦＮ－β 和 ＩＳＧ１５） 和炎性因子 ＩＬ－６
在 ＣＰ 组中表达量均显著提高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而其他 ２
个试验组和 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组无明显差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 证明

转录组数据可靠。

图 １０　 肿瘤组织中抗肿瘤免疫应答相关细胞因子相对表达量

３　 讨论

ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ 信号通路作为 ＩＦＮ－Ｉ 应答的关键调

控通路， 在小鼠乳腺癌治疗研究中已得到广泛认可，
其激活后可触发下游 ＩＦＮ－Ｉ 应答， 进而影响 ＴＭＥ 中

免疫细胞的构成与功能［２４－２５］。 为增强基于 ｃＧＡＳ －
ＳＴＩＮＧ 通路的抗肿瘤免疫治疗效果并降低治疗成本，
本研究创新性采用泊沙康唑作为 ｃＧＡＭＰ 的增效剂，
通过调控 ＳＴＩＮＧ 蛋白降解途径， 放大 ｃＧＡＭＰ 激活

ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ 信号通路的效应。 这一策略不仅增强了

抗肿瘤效果， 还有望降低治疗成本， 为 ｃＧＡＭＰ 在兽

医领域的普及应用提供了新的可能。
小鼠作为常用的基础动物模型， 其试验结果对于

人类和动物疾病治疗研究均具有借鉴意义。 本研究通

过小鼠 ４Ｔ１ 肿瘤模型验证了泊沙康唑与 ｃＧＡＭＰ 联用

策略的抗肿瘤效果。 结果显示， 单独使用 ｃＧＡＭＰ 治

疗仅轻微减缓肿瘤生长速度， 且随着造模时间的延

长， 肿瘤体积逐渐达到与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相当的水平； 与
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ｃＧＡＭＰ 组相比， ＣＰ 组显著抑制肿瘤的生长速度和体

积， 同时显著提高荷瘤小鼠的生存率。 以上结果表

明， 泊沙康唑可作为 ｃＧＡＭＰ 的增效药物， 显著增强

ｃＧＡＭＰ 的抗肿瘤活性。
在抗肿瘤免疫应答过程中， Ｔ 细胞是内源性抗肿

瘤免疫的核心调控细胞， 具有选择性识别肿瘤抗原、
直接杀伤肿瘤细胞以及协调多种免疫反应的能

力［２６－２７］。 ＣＤ６９ 是 ＣＤ４＋Ｔ 细胞和 ＣＤ８＋Ｔ 细胞活化后

上调的早期标志， 常作为评估 Ｔ 细胞活化水平的指

标［２８］。 脾脏和 ＴＤＬＮ 中 Ｔ 细胞活化状态的结果均显

示， 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， ＣＰ 组显著上调活化 Ｔ 细胞的

比例， 尤其是 ＴＤＬＮ 中的早期活化 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞的比

例。 ＴＤＬＮ 是肿瘤特异性免疫细胞的生发中心， 其中

存在着大量被抑制的免疫资源 （免疫细胞、 细胞因

子等） ［２９］。 活化的 ＣＤ８＋Ｔ 细胞在 ＴＤＬＮ 中快速增殖，
并通过趋化因子募集至肿瘤组织， 以执行抗肿瘤功

能［３０－３１］。 以上结果表 明， 泊 沙 康 唑 有 效 增 强 了

ｃＧＡＭＰ 诱导 ＴＤＬＮ 中 ＣＤ８＋Ｔ 细胞活化与募集的能力，
进一步推动肿瘤组织中的免疫杀伤功能。

细胞毒性 ＣＤ８＋Ｔ 细胞是抗肿瘤免疫的主要效应

细胞， 可通过释放颗粒酶和穿孔素直接杀伤肿瘤细

胞， 同时分泌 ＩＦＮ－γ、 ＴＮＦ－α 等细胞因子增强机体

防御能力［３２］。 肿瘤组织转录组测序结果显示， ＣＰ 组

中 ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ 信号通路相关的基因、 细胞毒性相关

的基因和 Ｔ 细胞特征基因被显著富集。 此外， ＲＴ－
ｑＰＣＲ 结果显示， ＣＰ 组中 Ｇｒａｎｚｙｍｅ Ｂ、 ＴＮＦ － α、
ＩＦＮ－γ、 ＩＦＮ－β 和 ＩＬ－６ 等细胞因子的 ｍＲＮＡ 表达水

平显著高于 ｃＧＡＭＰ 组， 与转录组分析结果一致， 验

证了转录组数据的可靠性。 以上结果表明， 泊沙康唑

促使 ｃＧＡＭＰ 更高效地激活 ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ 通路， 进一

步激活 Ｔ 细胞反应， 使 ＴＭＥ 向炎性浸润状态发展。
综上所述， 泊沙康唑能够显著增强 ｃＧＡＭＰ 的抗

肿瘤效应， 其通过促使 ｃＧＡＭＰ 更高效地激活 ｃＧＡＳ－
ＳＴＩＮＧ 信号通路， 并诱导更高水平的 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞活

化并肿瘤组织募集， 进而重塑 ＴＭＥ 的免疫细胞浸润

状态。 此外， 泊沙康唑在放大 ｃＧＡＭＰ 抗肿瘤效应的

同时降低了死亡率， 展现其作为 ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ 信号通

路激活增效剂的安全性与高效性。 基于 ４Ｔ１ 乳腺肿瘤

模型的试验结果， 本研究推测， 泊沙康唑与 ｃＧＡＭＰ
的联用策略在人类乳腺癌的治疗中同样具有广阔的应

用前景。 这一联用策略有望克服传统疗法中无差别细

胞杀伤的局限， 提高抗肿瘤效应， 同时降低免疫疗法

的治疗成本。 因此， 本研究对犬乳腺癌治疗提供了创

新性的药物应用策略与坚实的理论基础， 有望为犬乳

腺癌的治疗研究开辟一条新路径， 但仍需进一步验证

其在犬中的具体效果。
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