
ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　２２９９　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ１６Ａｕｇｕｓｔ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３８）

ＰＤ－Ｌ１抑制剂治疗先天性巨大黑痣的
有效性研究
ＥｆｆｉｃａｃｙｏｆＰＤ－Ｌ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｉｎｔｒｅａｔｉｎｇｇｉａｎｔｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｍｅｌａｎｏｃｙｔｉｃｎｅｖｉ

基金项目：国 家 自 然 科 学 基 金 资 助 项 目

（８１８７１５９５），上海市整形与修复重
建临床医学研究中心上海市科委项

目（２２ＭＣ１９４０３００），上海市卫生健康
委员会卫生行业临床研究专项基金

资助项目（２０２１４Ｙ０３３０）
作者简介：孟剑霞（１９９２－），女 ，主管药师，主

要从事先天性巨大黑痣的药物研究

通信作者：谢峰，主任医师，硕士生导师

ＭＰ：１３９１７０８１３４４
Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｉｅｆｅｎｇｈｅ＠１６３ｃｏｍ

孟剑霞，魏伯轩，高博闻，

谢　峰

（上海交通大学 医学院 附属第九人民医院 整复

外科，上海，２０００１１）

ＭＥＮＧＪＩＡＮ－ｘｉａ，ＷＥＩＢｏ－ｘｕａｎ，
ＧＡＯＢｏ－ｗｅｎ，ＸＩＥＦｅｎｇ

（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｌａｓｔｉｃａｎｄＲｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｖｅ
Ｓｕｒｇｅｒｙ， ＳｈａｎｇｈａｉＮｉｎｔｈ Ｐｅｏｐｌｅ’ｓ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ，ＳｈａｎｇｈａｉＪｉａｏＴｏｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
ＳｃｈｏｏｌｏｆＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２０００１１，
Ｃｈｉｎａ）

摘要：目的　探索抗细胞程序性死亡配体１（ＰＤ－Ｌ１）免疫疗法在先天性巨大黑
痣（ＧＣＭＮ）治疗中的潜力。方法　将原代 ＧＣＭＮ细胞分为 ＧＣＭＮ组［仅ＧＣＭＮ
细胞而未加入外周血单核细胞（ＰＢＭＣ）细胞］，未激活 ＰＢＭＣ＋ＧＣＭＮ组
（于ＧＣＭＮ细胞中加入未处理过的 ＰＢＭＣ细胞共培养），激活 ＰＢＭＣ＋ＧＣＭＮ组
（于ＧＣＭＮ细胞中加入使用 ＣＤ３／ＣＤ２８抗体刺激的 ＰＢＭＣ细胞共培养），激活
ＰＢＭＣ＋ＧＣＭＮ＋ＰＤ－Ｌ１抑制剂组（在激活 ＰＢＭＣ＋ＧＣＭＮ组的基础上加入
１０μｇ·ｍＬ－１ＰＤ－Ｌ１抑制剂阿替利珠单抗进行干预），在培养７２ｈ后，用显微
镜观察细胞杀伤情况与细胞汇合度，并进一步使用细胞计数试剂盒（ＣＣＫ－８）
实验检测细胞活性、用流式细胞技术检测细胞凋亡；同时，于 Ｃ－ＮＫＧ重度免疫
缺陷小鼠腹腔注射人ＰＢＭＣ建立人源化免疫系统，并于人源化免疫小鼠中构建
ＧＣＭＮ－患者来源组织异种移植（ＰＤＸ）模型，并分为２组，对照组［腹腔注射磷
酸盐缓冲液（ＰＢＳ）］，实验组（腹腔注射 １０ｍｇ·ｋｇ－１阿替利珠单抗），每 ３ｄ
１次，共注射２周，评估体内疗效。结果　ＧＣＭＮ组、未激活 ＰＢＭＣ＋ＧＣＭＮ组、
激活ＰＢＭＣ＋ＧＣＭＮ组、激活ＰＢＭＣ＋ＧＣＭＮ＋ＰＤ－Ｌ１抑制剂组的细胞汇合度分
别 为：（９３１４±３２５）％、（８５２９ ± ２４０）％、（６８２９ ± ３６８）％ 和

（２２５５±４２８）％；细胞活性分别为：（１００００±１４８）％、（８０３５±２６０）％、
（５２１７±２３７）％和（１５６１±１８２）％；凋亡细胞比例分别为：（０６４±０１４）％、
（９３２±０９１）％、（１９２９±３９８）％和（２８４３±０３３）％；激活 ＰＢＭＣ＋ＧＣＭＮ＋
ＰＤ－Ｌ１抑制剂组与ＧＣＭＮ组比较，上述指标在统计学上差异均有统计学意义
（Ｐ＜００５）。在人源化免疫小鼠构建的ＧＣＭＮ－ＰＤＸ模型中实验组和对照组的
真皮内细胞密度分别为（５８０±１８３）和（３６５８±５３２）ｃｅｌｌｓ·ｍｍ－２，２组的真皮细
胞密度比较，在统计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论　本研究表明，
ＰＤ－Ｌ１抑制剂通过激活免疫系统有效杀伤 ＧＣＭＮ细胞，为 ＧＣＭＮ的临床药物
治疗提供新策略。
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ｃｅｌｌｄｅａｔｈｌｉｇａｎｄ１（ＰＤ－Ｌ１）ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙｉｎｇｉａｎｔｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ
ｍｅｌａｎｏｃｙｔｉｃｎｅｖｕｓ（ＧＣＭＮ）ｔｒｅａｔｍｅｎｔＭｅｔｈｏｄｓ　ＧＣＭＮｃｅｌｌｓｗｅｒｅ
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ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ（ＰＢＭＣ）＋ＧＣＭＮｇｒｏｕｐ（ＧＣＭＮ
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ｆｏｒ２ｗｅｅｋｓ，ｔｏｅｖａｌｕａｔｅｉｎｖｉｖｏｅｆｆｉｃａｃｙＲｅｓｕｌｔｓ　ＣｅｌｌｃｏｎｆｌｕｅｎｃｅｒａｔｅｓｆｏｒｔｈｅＧＣＭＮ，ｕｎａｃｔｉｖａｔｅｄＰＢＭＣ＋ＧＣＭＮ，
ａｃｔｉｖａｔｅｄＰＢＭＣ＋ＧＣＭＮ，ａｎｄａｃｔｉｖａｔｅｄＰＢＭＣ＋ＧＣＭＮ＋ＰＤ－Ｌ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ（９３１４±３２５）％，
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ａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｓ
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｔｅｚｏｌｉｚｕｍａｂ；ｇｉａｎｔｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｍｅｌａｎｏｃｙｔｉｃｎｅｖｉ；ｍｅｌａｎｏｃｙｔｉｃｎｅｖｉ；ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈ－ｌｉｇａｎｄ１；
ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ

　　先天性巨大黑痣（ｇｉａｎｔｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｍｅｌａｎｏｃｙｔｉｃｎｅｖｉ，
ＧＣＭＮ）是一种出生即存在的黑色素细胞来源体表良
性肿瘤。表现为成人预计直径超过 ４０ｃｍ的广泛
皮肤黑变［１］。ＧＣＭＮ不仅严重影响患者的外观而带来
心理问题，还会威胁生命，ＧＣＭＮ恶变为黑色素瘤的
发生率约３％ ～５％［２］，疾病进展迅速，死亡率高。临

床上，ＧＣＭＮ的治疗策略包含磨削、激光、化学剥脱、
手术治疗等手段［３］。然而，对于特大面积的 ＧＣＭＮ，
这些治疗方法无法将痣细胞彻底清除，复发及恶变的

风险依旧存在，且往往导致广泛瘢痕。因此，开发有

效的药物治疗手段使ＧＣＭＮ发生消退，成为亟待突破
的问题。近年来，免疫抑制剂的出现，大大提高了皮

肤恶性黑色素瘤的生存率，其中作为金标准、应用最

多的免疫治疗为抗程序性死亡受体 －１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ
ｄｅａｔｈ１，ＰＤ－１）／程序性死亡配体 －１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ
ｃｅｌｌｄｅａｔｈｌｉｇａｎｄ１，ＰＤ－Ｌ１）疗法［４］。在我国，ＰＤ－１
抑制剂特瑞普利单抗已获批用于治疗标准治疗失败

后的局部进展或转移性黑色素瘤。ＧＣＭＮ与皮肤恶
性黑色素瘤存在诸多同源性。在发病机制上，２者均
源于黑色素细胞的异常增殖。从基因层面来看，

ＧＣＭＮ和皮肤恶性黑色素瘤具有相似的基因突变谱。
皆为发生了鼠类肉瘤病毒癌基因同源物 Ｂ１（ｖ－ｒａｆ
ｍｕｒｉｎｅｓａｒｃｏｍａｖｉｒａｌｏｎｃｏｇｅｎｅｈｏｍｏｌｏｇｕｅＢ１，ＢＲＡＦ）或
神经母细胞瘤 ＲＡＳ病毒癌基因同源物（ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ

ＲＡＳｖｉｒａｌｏｎｃｏｇｅｎｅｈｏｍｏｌｏｇ，ＮＲＡＳ）突变［４－５］。同时，

ＧＣＭＮ有一定概率恶变为黑色素瘤。基于这些同源
性，理论上抗ＰＤ－１／ＰＤ－Ｌ１疗法有望对 ＧＣＭＮ发挥
治疗作用。研究该疗法在ＧＣＭＮ治疗中的有效性，有
望为ＧＣＭＮ患者提供全新的治疗策略。

材料与方法

１　材料
组织和外周全血　２０１９年６月至２０２３年６月于

我院整复外科手术切除的巨痣组织１０例及皮肤恶性黑
色素瘤组织６例。２０２３年６月至２０２４年６月招募并采
集１８～３０岁的健康人群，共计３例，采集外周全血样
本。本研究经上海交通大学医学院附属第九人民医院

伦理委员会批准（伦理批号：沪九院科伦审２０１７４３）。
患者术前签署知情同意书与样本捐献同意书。

细胞　人恶性黑色素瘤细胞 Ａ３７５（收录于中国
科学院干细胞库，编号：ＳＣＳＰ－５３３），购自赛业（苏
州）生物科技有限公司。

动物　雌性，Ｃ－ＮＫＧ小鼠，６～８周龄，体质量
１８～２４ｇ，购自赛业（苏州）生物科技有限公司，动物
生产许可证号：ＳＣＸＫ（苏）２０２２－００１６。本实验经
上海交通大学医学院附属第九人民医院动物伦理委

员会批准（伦理批准号：ＳＨ９Ｈ－２０２３－Ａ８９１－１）。
药品与试剂　阿替利珠单抗 Ａｔｅｚｏｌｉｚｕｍａｂ，规格：
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ１６Ａｕｇｕｓｔ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３８）

每支５ｍｇ，批号：Ａ２００４，购自上海蓝木化工有限公司；
ＰＤ－Ｌ１抗体、ＣＤ４５抗体、山羊抗兔 ＩｇＧＨ＆Ｌ（Ａｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ４８８）抗体，皆为英国 Ａｂｃａｍ公司生产；Ｔ细胞
扩增和活化的 ＤｙｎａｂｅａｄｓＴＭ人Ｔ活化剂 ＣＤ３／ＣＤ２８，美
国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司生产；辣根过氧化物酶标记山羊
抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、异硫氰酸荧光素标记的膜联蛋白Ｖ
（ＡｎｎｅｘｉｎＶ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＡｎｎｅｘｉｎＶ－
ＦＩＴＣ）细胞凋亡检测试剂盒、细胞计数试剂盒（ｃｅｌｌ
ｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ－８）、Ｔｒｉｓ－ＥＤＴＡ抗原修复液、
Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ，均为上海碧云天生物技术股份有限公司生产；
Ｆｉｃｏｌｌ分离液及ＡＥＣ显色剂，均由北京索莱宝科技有
限公司生产；罗斯威尔公园纪念研究所 －１６４０
（ＲｏｓｗｅｌｌＰａｒｋＭｅｍｏｒｉａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅ１６４０，ＲＰＭＩ－１６４０）培
养基，购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；黑色素细胞培养基
（ｍｅｌａｎｏｃｙｔｅｍｅｄｉｕｍ，ＭＥＬＭ），购自美国 ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ公
司；Ｄｉｓｐａｓｅ酶Ⅱ及胶原酶Ⅰ，购自美国 Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ公司。

仪器　ＨｉｓｔｏＣｏｒｅＰＥＡＲＬ组织脱水机、ＨｉｓｔｏＣｏｒｅ
ＡｒｃａｄｉａＨ热石蜡包埋机，德国Ｌｅｉｃａ公司产品。流式
细胞仪 ＢｅｃｋｍａｎＣｙｔｏｆｌｅｘＳ，美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司产品。
ＶａｒｉｏｓｋａｎＬＵＸ多功能酶标仪，美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公
司产品。Ｎｉｋｏｎ研究级倒置荧光显微镜 ＴＥ３００，日本
Ｎｉｋｏｎ公司产品。通用型小动物麻醉机，深圳瑞沃德
公司产品。

２　实验方法
２１　细胞实验
２１１　ＧＣＭＮ原代细胞的提取与培养

将患者来源的新鲜巨痣组织浸泡０２５％Ｄｉｓｐａｓｅ
酶Ⅱ中，４℃孵育过夜，将表皮撕去，剩余真皮部分使
用眼科剪剪碎，０２％胶原酶Ⅰ消化４～８ｈ，过筛离心
后，接种于细胞皿中，使用 ＭＥＬＭ（含１０％ ＦＢＳ）培养
基进行培养。每３～４ｈ进行换液一次，细胞生长至
７０％～９０％的融合度后进行１∶２传代。
２１２　外周血淋巴细胞的提取、培养与刺激

将采集的健康人群全血样本经 Ｆｉｃｏｌｌ分层液离
心，提取中间白色层的外周血单个核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ
ｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＰＢＭＣ），使用 ＲＰＭＩ－１６４０
（含１０％ ＦＢＳ）培养基进行悬浮培养，培养皿在培养前
２４ｈ，预先用Ｔ细胞扩增和活化的 ＤｙｎａｂｅａｄｓＴＭ人 Ｔ活
化剂 ＣＤ３／ＣＤ２８包被，加入ＰＢＭＣ培养刺激４８ｈ后成为
激活的ＰＢＭＣ，未进行包被的组别则为未激活的ＰＢＭＣ。
２１３　先天性巨大黑痣细胞与外周血单核细胞的共
培养体系建立

为了明确 ＰＤ－Ｌ１抑制剂能否逆转 ＧＣＭＮ的免

疫逃逸，促进淋巴细胞对 ＧＣＭＮ细胞的杀伤，将提取
的ＰＢＭＣ及ＰＤ－Ｌ１ｈｉｇｈＧＣＭＮ细胞（该细胞的定义见
２１５）进行共培养（比例 ５∶１），并设置以下组别：
ＧＣＭＮ组未共培养组、未激活ＰＢＭＣ＋ＧＣＭＮ组、激活
ＰＢＭＣ＋ＧＣＭＮ组、激活 ＰＢＭＣ＋ＧＣＭＮ＋ＰＤ－Ｌ１抑
制剂组。各组别使用ＲＰＭＩ－１６４０（含１０％ ＦＢＳ）培养
基培养７２ｈ，其中 ＧＣＭＮ组仅 ＧＣＭＮ细胞而未加入
ＰＢＭＣ细胞，未激活 ＰＢＭＣ＋ＧＣＭＮ组于 ＧＣＭＮ细胞
中加入未处理过的 ＰＢＭＣ细胞，激活 ＰＢＭＣ＋ＧＣＭＮ
组于ＧＣＭＮ细胞中加入使用 ＣＤ３／ＣＤ２８抗体刺激的
ＰＢＭＣ细胞，含有 ＰＤ－Ｌ１抑制剂的组别加入
Ａｔｅｚｏｌｉｚｕｍａｂ（１０μｇ·ｍＬ－１），浓度选择根据既往文
献［６］。７２ｈ后，使用显微镜记录并拍摄细胞的形态，
计算细胞汇合度（每组ｎ＝３）。
２１４　免疫组化检测 ＰＤ－Ｌ１的表达与苏木精 －伊
红染色（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ，ＨＥ）检测组织
病理改变

使用组织免疫组化技术检测 ＰＤ－Ｌ１在 ＧＣＭＮ
（ｎ＝６）及恶性黑色素瘤（ｎ＝６）病灶组织中的表达，
并通过病理科医师评判，给与阳性率评分（－：０％，
＋：０％～２５％，＋＋：２５％ ～５０％，＋＋＋：５０％ ～７５％，
＋＋＋＋：７５％～１００％）。将组织切片进行脱蜡、复水。
使用３％过氧化氢灭活内源性过氧化氢酶，再使用
Ｔｒｉｓ－ＥＤＴＡ抗原修复液（ＰＨ＝９０）进行水浴锅抗原
修复３０ｈ。使用５％牛血清白蛋白于室温封闭２０分
钟。加入ＰＤ－Ｌ１一抗（ａｂ２０５９２１，Ａｂｃａｍ，１∶２００）于
４℃孵育过夜。使用对应种属的二抗进行室温孵育
１ｈ。各步骤结束皆使用磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）洗涤三次。ＡＥＣ显色剂显色。苏木
素染色、流水反蓝复染，常规封片，光学显微镜镜检。ＨＥ
染色：上述组织切片脱蜡后，依次以苏木素和伊红染色。

２１５　细胞免疫荧光检测ＰＤ－Ｌ１的阳性率
免疫组化结果中，ＰＤ－Ｌ１表达３＋的 ＧＣＭＮ组

织被定义为ＰＤ－Ｌ１ｈｉｇｈ。提取 ＰＤ－Ｌ１ｈｉｇｈ的 ＧＣＭＮ原
代细胞（ｎ＝３），并使用 Ａ３７５人皮肤黑色素瘤细胞系
（ｎ＝３），进行细胞免疫荧光。ＧＣＭＮ细胞及Ａ３７５细胞
系使用多聚甲醛固定２０ｍｉｎ后，ＰＢＳ洗涤３次。使用
Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ进行破膜２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次。孵育ＰＤ－
Ｌ１（ａｂ２０５９２１，ａｂａｍ，１∶１００）一抗４度过夜。ＰＢＳ洗涤
３次，荧光二抗标记（ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８）室温孵育１小时，
ＰＢＳ洗涤３次，ＤＡＰＩ复染核，倒置荧光显微镜观察。
２１６　流式细胞技术检测凋亡与 ＣＣＫ－８实验检测
细胞活性

使用流式细胞技术分析检测凋亡情况，并进行
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ＣＣＫ－８实验检测细胞活性情况。弃上清后，将各组
贴壁的ＧＣＭＮ细胞消化下来，加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ
和碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）染液，３７℃孵育
２０ｍｉｎ后，流式检测细胞凋亡率（每组 ｎ＝３）。对于
ＣＣＫ－８实验，在弃上清后，加入 ＣＣＫ－８溶液，孵育
１～２ｈ，酶标仪测定４５０ｎｍ吸光度，计算细胞活性率
（每组ｎ＝３）。
２２　动物实验
２２１　巨痣患者来源异种移植（ｐａｔｉｅｎｔ－ｄｅｒｉｖｅｄ
ｘｅｎｏｇｒａｆｔ，ＰＤＸ）模型的建立

采用Ｃ－ＮＫＧ免疫缺陷小鼠（６～８周龄）建立人
源化免疫系统，每只小鼠腹腔注射５×１０６个人 ＰＢＭＣ
后，流式检测人 ＣＤ４５＋免疫细胞阳性率，明确构建成
功与否。

将手术获取的巨痣新鲜组织裁剪为５×５×２ｍｍ３

的大小，移植至人源化小鼠颈部皮下，２周后观察巨痣
组织的存活情况，确保存活良好。

２２２　动物分组与给药方法
实验组小鼠腹腔注射ＰＤ－Ｌ１抑制剂Ａｔｅｚｏｌｉｚｕｍａｂ

（１０ｍｇ·ｋｇ－１，每３天１次，共注射２周），剂量选择根
据既往文献［６］，对照组注射ＰＢＳ，注射２周后进行组织块
取材，ＨＥ评估巨痣细胞的减少情况（每组ｎ＝３）。
３　统计学处理

使用ＳＰＳＳ２２０软件进行统计分析。计量资料用
珋ｘ±ｓ表示，组间比较用ｓｔｕｄｅｎｔｔ检验。多组间比较用
单因素方差分析。

结　　果

１　先天性巨大黑痣细胞中ＰＤ－Ｌ１呈现高表达
免疫组化结果显示：ＧＣＭＮ的 ＰＤ－Ｌ１阳性强度

为＋～＋＋＋，而 ＣＭ的 ＰＤ－Ｌ１阳性率为 ＋＋～＋
＋＋。细胞免疫荧光结果显示：ＰＤ－Ｌ１在 ＧＣＭＮ细
胞中的阳性率为（９４０２±５６１）％，Ａ３７３细胞的阳性
率为（９７１５±１５１）％。以上结果提示部分先天性巨
大黑痣患者的痣细胞与恶性黑色素瘤相似，皆存在

ＰＤ－Ｌ１的高表达，见图１。
２　ＰＤ－Ｌ１抑制剂诱导淋巴细胞对先天性巨大黑痣
细胞的显著杀伤作用

各组的细胞汇合度结果如下，ＧＣＭＮ组为
（９３１４±３２５）％；未 激 活 ＰＢＭＣ＋ＧＣＭＮ 组 为
（８５２９±２４０）％、激 活 ＰＢＭＣ ＋ＧＣＭＮ 组 为
（６８２９±３６８）％、激活 ＰＢＭＣ＋ＧＣＭＮ＋ＰＤ－Ｌ１抑
制剂组为 （２２５５±４２８）％。使用激活 ＰＢＭＣ结合
ＰＤ－Ｌ１抑制剂干预的效果最好，细胞汇合度较ＧＣＭＮ
组显著下降（Ｐ＜００５），且细胞碎片增多、细胞核皱
缩，见图２。以上结果提示ＰＤ－Ｌ１抑制剂促进ＰＢＭＣ
对ＧＣＭＮ细胞的杀伤作用。
３　ＰＤ－Ｌ１抑制剂促进淋巴细胞抑制先天性巨大黑
痣细胞的活性并诱导其凋亡

ＣＣＫ －８法 检 测 结 果 显 示：ＧＣＭＮ 组 为
（１００００±１４８）％；未激活 ＰＢＭＣ＋ＧＣＭＮ组为
　　

图 １　组织免疫组化（Ａ－Ｂ）与细胞免疫荧光（Ｃ－Ｄ）检测细胞程序性死亡－配体１（ＰＤ－Ｌ１）在先天性巨大黑痣（ＧＣＭＮ）及皮肤
恶性黑色素瘤中的表达情况

Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（Ａ－Ｂ）ａｎｄｃｅｌｌｕｌａｒｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ（Ｃ－Ｄ）ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈｌｉｇａｎｄ１
（ＰＤ－Ｌ１）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｇｉａｎｔｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｍｅｌａｎｏｃｙｔｉｃｎｅｖｉ（ＧＣＭＮ）ａｎｄｃｕｔａｎｅｏｕｓｍｅｌａｎｏｍａ

图 ２　在光学显微镜下观察ＰＤ－Ｌ１抑制剂对ＧＣＭＮ－外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）细胞共培养体系的杀伤情况
Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＣｙｔｏｔｏｘｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆＰＤ－Ｌ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｎｔｈｅＧＣＭＮ－ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ（ＰＢＭＣ）ｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍｂｙ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　２３０３　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ１６Ａｕｇｕｓｔ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３８）

图 ３　用流式细胞分析法检测ＧＣＭＮ－ＰＢＭＣ共培养体系中使用ＰＤ－Ｌ１抑制剂干预后的凋亡情况（横轴代表ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ，
纵轴代表ＰＩ－ＰＥ）
Ｆｉｇｕｒｅ３　 ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｔｈｅＧＣＭＮ－ＰＢＭＣｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍｆｏｌｌｏｗｉｎｇｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｗｉｔｈＰＤ－Ｌ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓ

（８０３５±２６０）％、激 活 ＰＢＭＣ ＋ＧＣＭＮ 组 为
（５２１７±２３７）％、激活 ＰＢＭＣ＋ＧＣＭＮ＋ＰＤ－Ｌ１抑
制剂组为（１５６１±１８２）％；ＰＤ－Ｌ１抑制剂显著促进
淋巴细胞对ＧＣＭＮ细胞活性的抑制作用（Ｐ＜００５）。
流式检测凋亡细胞比例，第二象限（Ｑ２）为晚期凋亡
细胞，第三象限为早期凋亡细胞（Ｑ３），２者总和为凋
亡细胞比例，见图３。ＧＣＭＮ组为（０６４±０１４）％；未
激 ＰＢＭＣ＋ＧＣＭＮ组为（９３２±０９１）％、激活 ＰＢＭＣ
＋ＧＣＭＮ组为（１９２９±３９８）％、激活 ＰＢＭＣ＋ＧＣＭＮ
＋ＰＤ－Ｌ１抑制剂组为（２８４３±０３３）％；ＰＤ－Ｌ１抑制
剂显著促进淋巴细胞诱导ＧＣＭＮ细胞凋亡（Ｐ＜００５）。
以上结果显示ＰＤ－Ｌ１抑制剂能够促进淋巴细胞抑制
ＧＣＭＮ细胞活性并诱导细胞凋亡，起到良好的治疗作用。
４　ＰＤ－Ｌ１抑制剂在人源化免疫小鼠巨痣ＰＤＸ模型
中显著杀伤巨痣细胞

用流式细胞分析法检测人源化免疫小鼠 ＧＣＭＮ
ＰＤＸ模型的外周血细胞，其人ＣＤ４５＋免疫细胞阳性率
达（２７３３±１１２３）％，提示构建成功。ＰＢＳ组 及
ＰＤ－Ｌ１抑制剂（Ａｔｅｚｏｌｉｚｕｍａｂ）组治疗２周后进行取材。
ＨＥ染色显示 ＰＢＳ组真皮内的痣细胞密度为
（３６５８±５３２）ｃｅｌｌ·ｍｍ－２，ＰＤ－Ｌ１抑制剂组真皮内的
　　

图４　用苏木精－伊红（ＨＥ）染色观察人源化免疫小鼠构建的
患者来源异种移植（ＰＤＸ）模型模型中使用 ＰＤ－Ｌ１抑制剂后
ＧＣＭＮ细胞的数量变化
Ｆｉｇｕｒｅ４　 Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ（ＨＥ）ｓｔａｉｎｉｎｇａｓｓｅｓｓｉｎｇｃｈａｎｇｅｓ
ｉｎＧＣＭＮｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｓｉｎｔｈｅｐａｔｉｅｎｔ－ｄｅｒｉｖｅｄｘｅｎｏｇｒａｆｔ（ＰＤＸ）
ｍｏｄｅｌｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｉｎｈｕｍａｎｉｚｅｄｉｍｍｕｎｅｍｉｃｅａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ
ＰＤ－Ｌ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

痣细胞密度为（５８０±１８３）ｃｅｌｌ·ｍｍ－２，见图 ４。
ＰＤ－Ｌ１抑制剂显著减少组织块内 ＧＣＭＮ细胞的含量
（Ｐ＜００５），明确了ＰＤ－Ｌ１抑制剂在体内治疗ＧＣＭＮ
的可行性。

讨　　论

现有的手术治疗或非手术治疗方法皆无法完全

根除ＧＣＭＮ，若不进行治疗，ＧＣＭＮ有终生恶变风险，
可能威胁生命，导致ＧＣＭＮ患者的临床管理面临巨大
挑战。因此，开发以消退病灶、降低恶变风险药物治

疗手段成为近年研究热点［７］。

针对ＧＣＭＮ的药物研究主要集中在靶向治疗，由
于 ＧＣＭＮ由 ＮＲＡＳ和 ＢＲＡＦ突变引起，因此，针对
ＭＡＰＫ通路及 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ通路的抑制剂研究众多。
基础研究显示，ＭＥＫ抑制剂、ＰＩ３Ｋ抑制剂及 ＡＫＴ抑
制剂能够有效抑制ＧＣＭＮ细胞活性［８－９］，但在临床上

用于治疗 ＧＣＭＮ的效果有限，无法完全根除巨
痣［１０－１１］。恶性黑色素瘤中，ＢＲＡＦ抑制剂（如 Ｖｅｍｕ
ｒａｆｅｎｉｂ）联合 ＭＥＫ抑制剂疗效显著［４］，但 ＧＣＭＮ中
ＢＲＡＦ突变率较低（约１０％），且病灶异质性导致靶向
药物难以全面覆盖，限制了疗效。

与靶向治疗相比，免疫治疗通过激活全身免疫系

统，受肿瘤异质性影响较小，具有更广谱的杀伤潜力。

在皮肤恶性黑色素瘤中，ＰＤ－１／ＰＤ－Ｌ１抑制剂显著延
长生存期［１２］，客观缓解率达４０％以上［１３－１５］。本研究发

现，ＧＣＭＮ细胞高表达ＰＤ－Ｌ１，提示其通过类似黑色素
瘤的机制实现免疫逃逸，为免疫治疗提供了依据。

本研究显示，ＰＤ－Ｌ１抑制剂解除免疫抑制后，淋
巴细胞对ＧＣＭＮ细胞的杀伤作用增强，并促进巨痣细
胞凋亡，在人源化免疫小鼠巨痣ＰＤＸ模型中，ＰＤ－Ｌ１
抑制剂干预后使得组织块中 ＧＣＭＮ细胞显著减少。
以上结果明确ＰＤ－Ｌ１抑制剂治疗先天性巨大黑痣的
可行性与有效性，并且可能通过重新激活抗原特异性
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淋巴细胞，引发广泛杀伤。未来，除了应用ＰＤ－Ｌ１抑
制剂治疗，也有望分离特异性记忆淋巴细胞，体外扩

增后注射回巨痣病灶，进一步放大杀伤效应［１６］。

本研究表明，ＰＤ－Ｌ１抑制剂可能通过重新激活免疫
系统杀伤ＧＣＭＮ，克服靶向治疗因异质性导致的局限，具
有治疗大范围病灶的潜力。免疫治疗全身效应强，靶向

精准性高，药物不良反应小，未来在大面积皮肤肿瘤中应

用前景广阔。对于ＰＤ－Ｌ１高表达的ＧＣＭＮ患者，该疗
法可能是优选策略，需进一步验证其临床疗效。
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·科学文摘·

一种通过双重结合靶点作用于多重耐药菌且未检测到耐药性的广谱抗生素

引自：ＨＥＷ，ｅｔａｌ．Ａｂｒｏａｄ－ｓｐｅｃｔｒｕｍａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｔａｒｇｅｔｓｍｕｌｔｉｐｌｅ－ｄｒｕｇ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔｂａｃｔｅｒｉａｗｉｔｈｄｕａｌｂｉｎｄｉｎｇｔａｒｇｅｔｓ
ａｎｄｎｏｄｅｔｅｃｔａｂｌｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］．ＮａｔＣｏｍｍｕｎ，２０２５，１６（１）：７０４８．

难治性多重耐药病原体的迅速出现，加之具有新型作用机制的抗生素稀缺，对全球公共卫生构成了严重威

胁。本研究结合合成生物信息学天然产物策略与多肽优化技术，揭示了类芽孢杆菌科细菌产生抗生素的潜力。

通过不依赖培养的方法，发现了ｐａｅｎｉｍｉｃｉｎ———一种新型１１聚酯脂肽，其具有前所未有的双重结合机制。该化
合物通过螯合革兰氏阴性菌脂质Ａ的磷酸基／羟基以及革兰氏阳性菌磷壁酸的磷酸基，在体外和体内模型中均
表现出对多重耐药病原体的强效广谱抗菌活性。Ｐａｅｎｉｍｉｃｉｎ未检测到耐药性，且具有优良的药代动力学特征和
低肾毒性，有望成为治疗严重紧急多重耐药感染的重要候选药物。


