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I-131联合PD-1中和抗体或LY294002显著调节
甲状腺癌免疫微环境并增强免疫细胞活化

陈卓，杨国栋，罗高潮*

【摘要】目的 旨在评估放射性碘-131 （I-131）联合 PD-1中和抗体或 PI3K抑制剂LY294002对甲状腺癌的治疗效果及对

免疫微环境的影响，特别是其对肿瘤抗原释放、免疫检查点调控及免疫细胞活化的作用。方法 BCPAP细胞和TPC1细胞分

为对照组、I-131单独处理组、I-131联合 PD-1中和抗体处理组及 I-131联合 PI3K抑制剂LY294002处理组。CCK8法检测细

胞增殖，Transwell检测细胞迁移与侵袭，ELISA法检测细胞培养上清液中的肿瘤抗原（CEA、TG）水平，qRT-PCR和West-

ern blotting检测免疫相关分子（如 PD-L1、MHC-I、FoxP3、γH2AX、p-STAT1、STAT1、HLA-ABC）的表达。在免疫细胞

共培养实验中，将 I-131处理后的甲状腺癌细胞与健康志愿者外周血单个核细胞共培养，检测免疫细胞活化情况，并通过

ELISA 法检测 IFN-γ、IL-2、TNF-α和 IL-10 等细胞因子的变化。此外，利用 TCGA 数据库进一步分析 PDCD1 （PD-1）和

CD274（PD-L1）在甲状腺癌组织中的表达及分期差异。结果 I-131处理显著降低BCPAP和TPC1细胞的增殖、迁移和侵袭，

以及细胞中肿瘤抗原CEA和TG的释放；联合PD-1中和抗体或LY294002处理进一步减少肿瘤抗原的释放，表现出明显的协

同效应。在免疫相关分子表达方面，I-131处理显著下调 PD-L1的表达，同时上调 HLA-A、HLA-B、HLA-C和 MHC-I的表

达，联合 PD-1 中和抗体或 LY294002 可进一步增强这种调节作用。Western blotting 结果显示， γH2AX、 p-STAT1 和

HLA-ABC 在 I-131 处理后下降，而 STAT1 总量基本不变。免疫细胞共培养实验中，I-131 处理可显著增加 IFN-γ浓度，且

联合治疗显著提高 IFN-γ水平。同时 IL-2和TNF-α水平均显著上升，IL-10下降，进一步提示免疫活化的增强。此外，PD-1/

PD-L1/FoxP3 表达变化进一步证实 I-131 可增强免疫反应；TCGA 数据库分析显示，PDCD1 在正常组织表达水平高于肿瘤

组织，且随分期递减。结论 I-131 抑制 BCPAP 和 TPC1 细胞增殖、迁移、侵袭、免疫检查点分子表达，上调抗原呈递分

子，并伴随 γH2AX、p-STAT1表达下调，细胞因子浓度发生变化。联合免疫治疗（PD-1中和抗体/LY294002）则可进一步

提升免疫增强效果。因此，该联合免疫治疗方式可能是甲状腺癌的新的治疗方法之一。
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I-131 combined with PD-1 neutralizing antibody or LY294002
significantly modulates immune microenvironment of thyroid

cancer and enhances immune cell activation

Chen Zhuo, Yang Guodong, Luo Gaochao*

(Huanggang Central Hospital of Yangtze University, Huanggang 438000, Hubei, China)

（长江大学附属黄冈中心医院，湖北 黄冈 438000）

【Abstract】Objective This study aims to evaluate the therapeutic efficacy of radioactive iodine-131 (I-131)

combined with PD-1 neutralizing antibody or PI3K inhibitor LY294002 in the treatment of thyroid cancer, as well
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as its impact on the immune microenvironment, especially its effects on tumor antigen release, immune

checkpoint regulation and immune cell activation. Methods BCPAP and TPC1 cells were divided into a control

group, a group treated with I-131 alone, a group treated with I-131 combined with a PD-1 neutralizing antibody,

and a group treated with I-131 combined with PI3K inhibitor LY294002. CCK8 was used to detect cell

proliferation, Transwell assay was employed to assess cell migration and invasion, ELISA kits were applied to

monitor tumor antigen (CEA, TG) levels in the cell culture supernatant, qRT-PCR and Western blotting were used

to analyze the expression of immune-related molecules (e.g., PD-L1, MHC-I, FoxP3, γH2AX, p-STAT1, STAT1,

HLA-ABC). In the immune cell co-culture experiment, I-131-treated thyroid cancer cells were co-cultured with

PBMCs from healthy volunteers to detect immune cell activation, and ELISA was performed to measure cytokines

including IFN-γ, IL-2, TNF-α, and IL-10. In addition, TCGA database was utilized to further analyze the protein

expression of PDCD1(PD-1) and CD274(PD-L1) in thyroid cancer tissues across different stages. Results I-131

treatment significantly reduced the proliferation, migration, and invasion of BCPAP and TPC1 cells, as well as the

release of tumor antigens CEA and TG. Combination treatment with PD-1-neutralizing antibody or LY294002

further reduced the release of tumor antigens, demonstrating an obvious synergistic effect. Regarding the

expression of immune-related molecules, I-131 treatment significantly downregulated PD-L1 expression while

significantly upregulating the expression of HLA-A, HLA-B, HLA-C, and MHC-I. Combination treatment with a

PD-1-neutralizing antibody or LY294002 could further enhance this regulatory effect. Western blotting results

showed that γH2AX, p-STAT1, and HLA-ABC were decreased after I-131 treatment, while total STAT1 remained

largely unchanged. I-131 treatment significantly increased IFN - γ concentrations in immune cell co-culture

experiments, and combination treatment significantly increased IFN-γ levels. Meanwhile, IL-2 and TNF-α levels

were significantly elevated, whereas IL-10 was decreased, indicating enhanced immune activation. In addition,

changes in the expression of PD-1 / PD-L1 / FoxP3 further confirmed that I-131 enhanced the immune response.

TCGA database analysis showed that the expression level of PDCD1 in normal tissues was higher than that in

tumor tissues, and decreased with advancing stage. Conclusion I-131 inhibits the proliferation, migration,

invasion of BCPAP and TPC1 cells, suppresses the expression of immune checkpoint molecules, and upregulates

antigen-presenting molecules, accompanied by downregulation of γH2AX and p-STAT1 expression, and changes

in cytokine concentrations. Combined immunotherapy (PD-1 neutralizing antibody /LY294002) can further

improve the immune enhancement effect. Therefore, this combined immunotherapy modality may be one of the

new treatment methods for thyroid cancer.

【Keywords】I-131; Thyroid cancer; PD-1; LY294002; Immune microenvironment

放射性碘 - 131 （I-131） 是分化型甲状腺癌

（Differentiated Thyroid Carcinoma， DTC） 的常用

标准治疗方法，常用于清除手术后的残留癌变组织

或者处理出现复发的癌症[1-2]。虽然 I-131治疗对于

大多数患者都有很好的效果，但也可能因为患者体

内肿瘤微环境的不同而存在个体差异[3]。除直接起

杀伤作用外，研究也认为 I-131 可通过调节肿瘤免

疫微环境等作用来发挥更广泛的效应[4]。近年研究

发现，放射性碘可激活肿瘤抗原，上调PD-L1分子

表达水平，释放免疫刺激信号，促进免疫系统识

别、杀伤肿瘤[5]。放射性碘也可引起DNA损伤修复

机制活化（如 γH2AX 磷酸化），激活 JAK/STAT 通

路（如 STAT1信号磷酸化），参与免疫相关分子的

改变，调节免疫应答[6-8]。

尽管 I-131 可能在免疫微环境中起作用，但是

对于将 I-131 与免疫检查点抑制剂联用后，肿瘤抗

原和免疫调节分子是否会上调，抑或是下调尚缺乏

系统研究。而保持免疫相关细胞因子的平衡 （如

IFN-γ、IL-2、TNF-α和 IL-10）可有效发挥抗肿瘤

免疫效应[9-10]。但 I-131 在此方面的作用机制还不

明确。基于此，本研究以体外细胞实验入手，探

讨 I-131 与 PD - 1 中 和 抗 体 或 者 PI3K 抑 制 剂

LY294002联合治疗对于肿瘤抗原（CEA，TG）释

放、免疫检查点分子 （PD-L1） 和抗原呈递分子

（MHC-I） 的影响。本研究也运用癌症基因组图谱

（The Cancer Genome Atlas，TCGA） 数据库分析

PDCD1 （PD-1） 和 CD274 （PD-L1） 在甲状腺癌

组织中的表达特征和分期差异。因此，本研究或可

为未来临床中 I-131+免疫治疗联合应用的治疗方式

提供一定理论依据和可行方案。
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1 材料与方法

1.1 细胞与试剂

DTC 细 胞 系 BCPAP （ 北 纳 生 物 ，

BNCC358025），人乳头状甲状腺癌细胞系 TPC1

（北纳生物，BNCC337912），外周血单个核细胞

（Peripheral Blood Mononuclear Cell，PBMC）（雅裕

生 物 ， CAPB01221004）， RPMI-1640 培 养 基

（Invitrogen， 12633020），胎牛血清 （Invitrogen，

A5669701），CCK8 试剂盒 （诺唯赞，A311-01），

Matrigel 胶 （康宁， 354234），癌胚抗原 （CEA）

ELISA试剂盒（Abcam，ab108667），甲状腺球蛋白

（TG） ELISA 试剂盒 （Abcam， ab213613），干扰

素-γ（IFN-γ） ELISA试剂盒（Abcam，ab100540），

TRIzol （Thermo，15596026），SYBR Green qPCR

试 剂 盒 （TaKaRa， RR820A）， BCA 试 剂 盒

（Beyotime， P0012S）， ECL 显色试剂 （Thermo，

34577），PD-L1/CD274 抗体 （Proteintech，66248-

1-Ig），HLA Class I ABC抗体（Proteintech，15240-

1-AP），GAPDH 抗体（Proteintech，10494-1-AP），

γH2AX抗体（Proteintech，83307-2-RR），Phospho-

STAT1 抗体 （Proteintech，82674-10-RR），STAT1

抗体 （Proteintech，10144-2-AP），Goat Anti-Rabbit

IgG 抗体 （Proteintech， SA00001-2）， Goat Anti -

Mouse IgG 抗体 （Proteintech，SA00001-1）。qRT-

PCR引物由上海生工生物公司合成。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养

BCPAP和TPC1细胞在RPMI-1640培养基中添

加 10% 胎牛血清，于 37°C、5% CO2恒温培养箱中

培养。

1.2.2 细胞分组

将细胞分为 4 组进行实验：对照组 （Control

组）、I-131处理组（I-131组）、联合处理组（I-131+

PD-1抗体组）和信号通路验证组（I-131+LY294002

组）。具体分组如下：对照组不做任何处理；I-131

处理组用 10 μCi/mL I-131处理细胞 24 h；联合处理

组用 I-131 与 10 μg/mL PD-1 中和抗体共同处理细

胞 [11-12]；信号通路验证组则使用 I-131 与 20 μmol/L

PI3K抑制剂LY294002共同处理细胞[13]。

1.2.3 免疫细胞共培养

将 I-131 处理后的 BCPAP 和 TPC1 细胞与健康

志愿者的 PBMC 共培养。首先，分离外周血中的

PBMC，并将细胞浓度调整至 1×106/mL。然后，将

PBMC 与 I - 131 处理后的 BCPAP 和 TPC1 细胞按

1∶1 的比例接种到含 10% 胎牛血清 RPMI-1640 培

养基的 24 孔板里。I-131 以 10 μCi/mL 的浓度处理

甲状腺癌细胞 24 h，处理结束后用 PBS清洗细胞 3

次，以去除未吸收的 I-131。将细胞置于 37°C、5%

CO2的培养环境中，共培养 48 h，模拟肿瘤微环境

中的免疫反应。共培养结束后，收集细胞培养上清

液和细胞，用于后续分析。

1.2.4 CCK8检测

参照 1.2.2 细胞分组的方法将 BCPAP 和 TPC1

细胞分为四组。细胞的接种密度为 8×103/mL。处

理 24 h 后用 PBS 清洗细胞 1 次，去除药物。每孔

加入 10% 的 CCK8 试剂，将细胞置于 37℃、5%

CO2 的培养环境中继续培养 1.5 h。在酶标板中于

450 nm波长处检测光密度值。

1.2.5 Transwell检测

Matrigel胶在冰上解冻，用预冷无血清培养基

按 1∶8 稀释并均匀铺于 Transwell 上室膜表面。

37℃孵育 30 min使胶凝固。取 100 μL（1×105细胞）

的无血清培养基细胞接种至上室，600 μL的含 10%

胎牛血清培养基于下室。将细胞置于 37°C、5%

CO2的培养环境中，培养 24 h。取出小室置于 4%

多聚甲醛溶液中固定 30 min，0.1% 结晶紫染色

20 min。用棉签轻擦上室未迁移细胞，PBS冲洗残

留染料。显微镜下观察穿过的细胞。迁移实验与侵

袭实验类似，但省略基质胶铺板步骤，直接接种细

胞至未包被的 Transwell小室，于 37°C、5% CO2的

培养环境中，培养36 h。

1.2.6 ELISA检测

细胞培养上清液中 CEA、TG 及 PBMC 分泌的

IFN-γ水平采用 ELISA法检测。各组细胞培养上清

液及 PBMC 分泌液经过离心后，使用 ELISA 试剂

盒按照标准操作流程分析，测定CEA、TG和 IFN-γ

的浓度。

1.2.7 qRT-PCR检测

使用TRIzol试剂提取各实验组细胞的总RNA，

并测定其浓度和纯度。之后采用逆转录试剂将

RNA逆转录为 cDNA，作为后续qRT-PCR扩增的模

板。扩增反应使用 SYBR Green qPCR 试剂盒，检

测 PD-L1、MHC-I （HLA-A、HLA-B、HLA-C）、

PD-1、GAPDH 和 FoxP3 等免疫相关基因的 mRNA

表达水平。引物信息见表1。

1.2.8 Western blotting检测

使用RIPA裂解液提取各实验组细胞的总蛋白，

按照试剂说明书进行裂解和离心。经过 BCA 法进

行蛋白浓度的定量后，样品被加载到SDS-PAGE凝

胶中进行分离，并转移至聚偏氟乙烯膜上。使用
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5% 牛血清白蛋白进行膜的封闭，封闭时间为 1 h。

随后，将膜分别孵育于稀释的PD-L1、MHC-I和内

参 GAPDH 抗体溶液中，4°C 下过夜。第 2 天，用

TBST 洗涤膜 3 次，接着加入辣根过氧化物酶标记

的二抗，在室温下孵育 1 h。最后，用 ECL显色试

剂进行显影。

1.2.9 临床数据库分析

利 用 TCGA - 甲 状 腺 癌 （Thyroid Cancer，

THCA） 数据库 （UALCAN 平台） 对 PDCD1 和

CD274 的 mRNA 表达水平进行分析，包含正常组

织与肿瘤组织的比较，以及不同病理分期 （Stage

Ⅰ～Ⅳ）的差异。统计学方法采用Wilcoxon秩和检

验和Kruskal-Wallis H检验。

1.2.10 统计分析

所有实验都独立重复 3 次。数据以均值±标准

差（-x±s）表示，组间差异通过方差分析进行评估，

采用Tukey方法进行后续多重比较，统计显著性设

定为P＜0.05。

2 结果

2.1 I-131 联合 PD-1 中和抗体或 LY294002 显著抑

制BCPAP和TPC1细胞的增殖、迁移和侵袭

CCK8 结 果 显 示 ， I-131 处 理 可 明 显 抑 制

BCPAP 和 TPC1 细胞的增殖活性。与单独 I-131 处

理相比，I-131 联合 PD-1 中和抗体或 LY294002 可

进一步降低细胞增殖水平，其中 I-131+LY294002

组抑制作用最为显著；单独的 PD-1 中和抗体或

LY294002 处理对 BCPAP 与 TPC1 的增殖无明显影

响，表明PD-1中和抗体或LY294002单独处理对细

胞的影响较小（见图 1A～B）。此外，本研究旨在

评估 I - 131 联合 PD-1 中和抗体或 PI3K 抑制剂

LY294002 对甲状腺癌的治疗效果，所以后续的实

验未再增加单独的PD-1中和抗体或LY294002处理

组。 Transwell 结果表明， I - 131 处理显著降低

BCPAP 和 TPC1 细胞的迁移和侵袭能力。与单独

I-131 处理相比， I-131 联合 PD - 1 中和抗体或

LY294002 后，抑制细胞迁移和侵袭的作用进一步

增强，其中 I-131+LY294002 组表现出最强的抑制

效果（见图1C～D）。

2.2 I-131 联合 PD-1 中和抗体或 LY294002 显著抑

制BCPAP和TPC1细胞中的CEA和TG释放

ELISA 结 果 显 示 ， I-131 处 理 可 显 著 降 低

BCPAP 和 TPC1 细胞中 CEA 和 TG 的释放 （P＜

0.000 1）。在 I-131联合 PD-1中和抗体或 LY294002

处理的组别中，肿瘤抗原释放的量显著低于单独

I-131处理组（P＜0.000 1）（见图2）。

2.3 I-131 联合 PD-1 中和抗体或 LY294002 显著调

节BCPAP和TPC1细胞中PD-L1和HLA类分

子的表达

qRT-PCR 结果表明， I-131 处理可显著影响

BCPAP 和 TPC1 细胞中免疫相关分子的表达。在

I-131单独处理组中，PD-L1的表达水平明显下降，

HLA-A、HLA-B和HLA-C分子的表达显著增加。与

I-131 单独处理组相比，I-131 联合 PD-1 中和抗体

或 LY294002处理可进一步增强这种调节作用，特

别是在 HLA 类分子的表达上联合治疗组的效果显

著优于单独 I-131 组 （P＜0.000 1）（见图 3）。表明

I-131 可抑制免疫检查点分子 PD-L1 的表达并促进

抗原呈递分子 HLA 的上调，可能有助于增强免疫

应答，尤其在与免疫治疗联合使用时。

2.4 I-131 联合 PD-1 中和抗体或 LY294002 调控

BCPAP和TPC1细胞中多种免疫相关分子及

信号蛋白的表达

Western blotting分析表明，I-131处理显著下调

BCPAP和TPC1细胞中 PD-L1的蛋白表达，并上调

MHC-I 的 表 达 。 I-131 联 合 PD - 1 中 和 抗 体 或

LY294002 可进一步抑制 PD-L1 的表达，同时增强

MHC-I的表达，在联合处理组中，I-131+LY294002

组的抑制效果最为显著。此外， I - 131 处理后

γH2AX 和 p-STAT1 均下降，联合处理组中也进一

表1 qRT-PCR扩增引物序列

Table 1 qRT-PCR amplification primer sequences

基因

PD-L1

HLA-A

HLA-B

HLA-C

GAPDH

PD-1

FoxP3

基因 ID

29126

3105

3106

3107

2597

5133

50943

产物长度（bp）

121

168

138

198

132

114

123

正向引物序列（5′ →3′ ）

CATTTGCTGAACGCCCCATAC

TCACAGACTGACCGAGCGAA

CCAGTTCGTGAGGTTCGACA

TACATCGCCCTGAACGAGGA

CAAATTCCATGGCACCGTCA

CAGTTCCAAACCCTGGTGGT

GCTGCAGCTCTCAACGGT

反向引物序列（5′ →3′ ）

TCCAGATGACTTCGGCCTTG

CAGGGCGATGTAATCCTTGC

CTCTCTCGGTCAGTCTGTGC

GTGTGTCTTTGGGGGTTCTG

GACTCCACGACGTACTCAGC

GGCTCCTATTGTCCCTCGTG

TTGAGGGAGAAGACCCCAGT
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BCPAP和TPC1细胞分别接受 I-131、I-131+PD-1中和抗体或 I-131+LY294002、PD-1中和抗体、LY294002处理。A：CCK8检测BCPAP

细胞增殖；B：CCK8 检测 TPC1 细胞增殖；C：Transwell检测 BCPAP 细胞迁移和侵袭；D：Transwell检测 TPC1 细胞迁移和侵袭。***P＜

0.001，****P＜0.000 1。Con：对照组，Control；LY：LY294002。

图1 I-131联合PD-1中和抗体或LY294002对BCPAP和TPC1细胞增殖、迁移和侵袭的影响

Figure 1 Effects of I-131 combined with PD-1 neutralizing antibody or LY294002 on proliferation, migration,

and invasion of BCPAP and TPC1 cells

BCPAP 和 TPC1 细胞分别接受 I-131、I-131+PD-1 中和抗体或 I-131+LY294002 处理。A：ELISA 检测 BCPAP 细胞中 CEA 的浓度变化；

B：ELISA检测TPC1细胞中CEA的浓度变化；C：ELISA测定BCPAP细胞中TG的释放情况；D：ELISA测定TPC1细胞中TG的释放情况。

*P＜0.05，****P＜0.000 1。Con：对照组，Control；LY：LY294002。

图2 I-131联合PD-1中和抗体或LY294002对BCPAP和TPC1细胞肿瘤抗原释放的影响

Figure 2 Effects of I-131 combined with PD-1 neutralizing antibody or LY294002

on tumor antigen release from BCPAP and TPC1 cells

步降低，而 STAT1 总蛋白水平基本保持稳定。

HLA-ABC的表达在 I-131处理后亦呈下降趋势，联

合处理组中下降更为明显（见图4）。

2.5 I-131 联合 PD-1 中和抗体或 LY294002 显著调

节免疫细胞共培养中 BCPAP和 TPC1细胞的

PD-1、PD-L1和FoxP3表达

在免疫细胞共培养实验中，将 I-131 处理后的

BCPAP 和 TPC1 细胞与健康志愿者 PBMC 共培养。

结果显示，PD-1和PD-L1的表达明显下降，FoxP3

的表达则有所增加。联合使用 PD-1 中和抗体或

LY294002 时，这些变化得到了进一步强化，特别

是在 I-131+LY294002组中，PD-1和 PD-L1的抑制

效果及FoxP3的上调最为显著（见图5）。

2.6 免疫细胞共培养中 I-131联合PD-1中和抗体或

LY294002对细胞因子分泌的影响

在免疫细胞共培养结果中，发现经 I-131 处理
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BCPAP 和 TPC1 细胞分别接受 I-131、I-131+PD-1 中和抗体或 I-131+LY294002 处理。A：Western blotting 检测 BCPAP 细胞中 PD-L1、

MHC-I、γH2AX、p-STAT1、STAT1及 HLA-ABC的蛋白水平；B：Western blotting检测 TPC1细胞中上述分子的蛋白水平。Con：对照组，

Control；LY：LY294002。

图4 I-131联合PD-1中和抗体或LY294002对BCPAP和TPC1细胞中免疫相关分子及通路蛋白表达的影响

Figure 4 Effects of I-131 combined with PD-1 neutralizing antibody or LY294002 on expression

of immune-related molecules and pathway proteins in BCPAP and TPC1 cells

BCPAP和 TPC1细胞分别接受 I-131、I-131+PD-1中和抗体或 I-131+LY294002处理。A：qRT-PCR 检测 BCPAP细胞中 PD-L1水平；B：

qRT-PCR检测TPC1细胞中PD-L1水平；C：qRT-PCR检测BCPAP细胞中HLA-A水平；D：qRT-PCR检测TPC1细胞中HLA-A水平；E：qRT-

PCR检测 BCPAP细胞中 HLA-B水平；F：qRT-PCR检测 TPC1细胞中 HLA-B水平；G：qRT-PCR检测 BCPAP细胞中 HLA-C水平；H：qRT-

PCR检测TPC1细胞中HLA-C水平。*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001，****P＜0.000 1。Con：对照组，Control；LY：LY294002。

图3 I-131联合PD-1中和抗体或LY294002对BCPAP和TPC1细胞中PD-L1和HLA类分子表达的影响

Figure 3 Effects of I-131 combined with PD-1 neutralizing antibody or LY294002 on expression

of PD-L1 and HLA class molecules in BCPAP and TPC1 cells
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后， BCPAP 和 TPC1 与 PBMC 共培养均可升高

PBMC 产生的 IFN - γ 浓度 （见图 6A～B）；联合

PD-1 中和抗体或 LY294002 处理组可进一步提高

IFN -γ的分泌量，尤其在 I -131+LY294002 组中，

IFN-γ浓度显著增加。另外，联合处理还可促进

IL-2、TNF-α水平升高（见图 6C～F）。与此同时，

I-131处理还会使免疫抑制性细胞因子 IL-10含量显

著减少，而联合PD-1中和抗体或LY294002则会进

一步降低 IL-10的水平（见图6G～H）。

2.7 PDCD1与CD274在THCA组织中的表达及分

期差异分析

在 TCGA 数 据 库 中 进 一 步 分 析 PDCD1 和

CD274 在 THCA 组织中的表达情况。结果显示，

PDCD1在正常甲状腺组织中的表达水平显著高于各

分期肿瘤组织（见图7A，表2），且随着病理分期的

进展呈下降趋势。分组比较结果提示，正常组织与

StageⅠ～Ⅳ之间差异均有统计学意义，Ⅰ期与Ⅱ、

Ⅲ、Ⅳ期之间差异有统计学意义，而Ⅱ期与Ⅳ期、

Ⅲ期与Ⅳ期之间差异无统计学意义（见表2）。在不

同样本类型的比较中，PDCD1在正常组织中的表达

显著高于原发肿瘤组织 （P＜0.001）（见图 7B）。

CD274在正常组织与肿瘤组织间的表达差异无统计

学意义（P=0.75）（见图7C）。

BCPAP 和 TPC1 细胞分别接受 I-131、 I-131+PD-1 中和抗体或 I-131+LY294002 处理 （I-131 处理过后与健康志愿者 PBMC 共培养）。

A：qRT-PCR检测 BCPAP细胞中 PD-1水平；B：qRT-PCR检测 TPC1细胞中 PD-1水平；C：qRT-PCR检测 BCPAP细胞中 PD-L1水平；D：

qRT-PCR检测TPC1细胞中PD-L1水平；E：qRT-PCR检测BCPAP细胞中FoxP3水平；F：qRT-PCR检测TPC1细胞中FoxP3水平。*P＜0.05，

**P＜0.01，***P＜0.001，****P＜0.000 1。Con：对照组，Control；LY：LY294002。

图5 免疫细胞共培养中 I-131联合PD-1中和抗体或LY294002对BCPAP和TPC1细胞中免疫相关分子表达的影响

Figure 5 Effects of I-131 combined with PD-1 neutralizing antibody or LY294002 on expression

of immune-related molecules in BCPAP and TPC1 cells in immune cell co-culture

表2 TCGA数据库中甲状腺癌不同分期PDCD1

表达水平的多重比较

Table 2 Statistical comparison of PDCD1 expression levels

across different stages of thyroid cancer in TCGA database

比较组别

正常 vs.Ⅰ期

正常 vs.Ⅱ期

正常 vs.Ⅲ期

正常 vs.Ⅳ期

Ⅰ期 vs.Ⅱ期

Ⅰ期 vs.Ⅲ期

Ⅰ期 vs.Ⅳ期

Ⅱ期 vs.Ⅲ期

Ⅱ期 vs.Ⅳ期

Ⅲ期 vs.Ⅳ期

P值

3.71E-02

1.62E-04

2.06E-03

6.41E-04

3.50E-07

6.76E-03

6.17E-04

2.52E-02

3.67E-01

3.36E-01
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3 讨论

本研究探讨了 I-131 与 PD-1 中和抗体或 PI3K

抑制剂LY294002联合使用时对DTC细胞增殖、迁

移和侵袭的影响，以及对 DTC 免疫微环境的调节

作用，特别是在肿瘤抗原 （CEA、TG） 释放、免

疫检查点分子 PD-L1 和抗原呈递分子 MHC-I 的调

控方面。结果表明，I-131 可对甲状腺癌细胞发挥

治疗效果，还可以通过改善免疫微环境增强免疫反

应，进一步提升治疗效果。

肿瘤抗原 （CEA、TG） 是肿瘤细胞的标志性

分子，在肿瘤的免疫监视中起作用，而 CD8+ T 细

胞是免疫监视的主要执行者[14]。在 DTC 的治疗过

程中，CEA和TG作为两种常用的肿瘤标志物，不

仅可以用于判定肿瘤的治疗情况，也被认为与肿瘤

侵袭程度相关[15]。I-131通过诱导肿瘤抗原的释放，

可调动免疫系统对肿瘤细胞进行识别与攻击[16]。本

研究结果表明，I-131处理后，BCPAP和TPC1细胞

的增殖、迁移、侵袭能力均较弱；同时 I-131处理

后的 BCPAP、TPC1 细胞中 CEA、TG 分泌量也相

应下降，与之前报道相符[17]。此外，结合使用PD-1

中和抗体或者 LY294002 也能够使得细胞增殖、迁

移、侵袭及肿瘤抗原分泌量减少，提示免疫治疗联

合 I-131起到增强抗肿瘤免疫作用，从而达到更好

A：PDCD1在不同分期甲状腺癌组织中的表达；B：PDCD1在正常组织与甲状腺癌组织中的表达；C：CD274在正常甲状腺组织与甲

状腺癌组织中的表达。

图7 TCGA数据库中PDCD1和PD-L1在甲状腺癌组织中的表达特征

Figure 7 Expression characteristics of PDCD1 and PD-L1 in thyroid cancer tissues from TCGA database

BCPAP和TPC1细胞分别接受 I-131、I-131+PD-1中和抗体或 I-131+LY294002处理（I-131处理过后与健康志愿者PBMC共培养）。A～B：

ELISA 法检测 IFN-γ水平；C～D：ELISA 法检测 IL-2 水平；E～F：ELISA 法检测 TNF-α水平；G～H：ELISA 法检测 IL-10 水平。*P＜0.05，

**P＜0.01，****P＜0.000 1。Con：对照组，Control；LY，LY294002。

图6 免疫细胞共培养中 I-131联合PD-1中和抗体或LY294002对细胞因子分泌的影响

Figure 6 Effects of I-131 combined with PD-1 neutralizing antibody or LY294002 on cytokine secretion

in immune cell co-culture
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的治疗效果。

PD-L1和MHC-I是控制肿瘤免疫逃逸、抗原递

呈的重要分子[18-19]。PD-L1与PD-1结合可负向调节

T 细胞活性，导致肿瘤逃逸免疫监视[20]。DTC 中

PD-L1表达水平与肿瘤免疫逃逸能力及患者预后相

关[21]。本研究表明，I-131处理后，PD-L1表达下调

且 MHC-I上调，促进抗原递呈功能，I-131处理增

加了对肿瘤的免疫识别作用。同时，I-131 联合使

用 PD-1中和抗体或LY294002也使 I-131作用增强，

说明这种联合可能有利于提高疗效。 γH2AX、

p-STAT1 蛋白含量在 I-131 处理后均有所降低，提

示 I-131 可能会通过 DNA 损伤反应以及 JAK/STAT

通路参与免疫调控，其具体的作用机制有待后续进

一步研究。

本研究采用 PD-1 中和抗体作为免疫治疗的联

合药物，通过解除免疫抑制和调节信号通路增强

I-131的治疗效果。PD-1中和抗体通过阻断PD-1与

PD-L1的结合，恢复T细胞功能，从而增强免疫反

应[22]。研究表明，PD-1 中和抗体与放射性治疗联

合使用能够增强免疫原性，提高疗效[23]。本研究选

择 LY294002 作为信号通路调节剂，意图通过调节

PI3K 通路增强免疫应答，促进 I-131 的治疗效果。

PI3K抑制剂LY294002可通过抑制PI3K/Akt通路的

激活，调节肿瘤细胞和免疫细胞的功能[24]。PI3K/

Akt通路在肿瘤的生长、转移及免疫逃逸中发挥重

要作用[25-26]。

本研究将 I-131 和免疫治疗 （PD-1 中和抗体）

及通路抑制剂 （PI3K 抑制剂） 联合运用，进行系

统研究，探讨了 I-131对于DTC增殖、迁移、侵袭

以及免疫微环境的影响，特别是 DTC 肿瘤抗原释

放、免疫检查点分子、抗原呈递分子的调节作用。

已有研究指出 I-131免疫调节的作用[25-26]，基于此，

本研究将 I-131与免疫检查点抑制剂以及PI3K抑制

剂联用，首次探讨其联合治疗潜能，为后续临床治

疗提供理论依据。同时，对免疫细胞共培养实验结

果可知，IFN-γ、IL-2、TNF-α等促炎因子在联合治

疗组升高，IL-10水平降低，提示 I-131可通过重构

细胞因子网络增强抗肿瘤免疫效应。

PD-1抗体或 LY294002单药组对细胞的增殖无

明显影响。后续研究在实验设计中未设置 PD-1抗

体或 LY294002 单药组的另一个主要原因是研究重

点在于联合治疗效应。有研究提示，PD-1/PD-L1

抗体在部分肿瘤中虽能增强免疫反应，但在甲状腺

癌等免疫“冷肿瘤”中单药作用有限[27-29]；而

LY294002 虽能抑制 PI3K/Akt通路，但通常需要与

放射或免疫治疗联合应用才能发挥更显著的抗肿瘤

效应[30-31]。

本研究也有一定的局限性。缺乏动物实验与

临床样本对结论的验证。有关 I-131对免疫微环境

作用的机制还不清楚。此外，本研究重点是探讨

I-131联合免疫治疗对甲状腺癌免疫微环境的作用，

并不是研究其耐药的机制，因此并未用 I-131耐药

株，以后的实验可以引入耐药细胞模型探究 I-131

耐药的相关机制。TCGA数据库结果显示，PDCD1

在正常组织中高表达并随分期降低，而 CD274 差

异不显著，提示 I-131联合免疫治疗作用主要依赖

于 PD-1 相关通路而非肿瘤内的 PD-L1 单独调节，

这一点需要后续研究进一步证实。

4 结论

用 I-131 联合 PD-1 中和抗体或 PI3K 抑制剂

LY294002处理可显著增强 DTC细胞免疫反应，抑

制肿瘤抗原释放，调节免疫相关分子的表达而发

挥治疗作用。同时，本研究观察到 γH2AX、p-

STAT1 下降，且细胞因子谱也有所变化 （IFN-γ、

IL-2、TNF-α升高，IL-10降低），说明联合治疗可

以从多方面增强免疫效应。 TCGA 数据表明，

PDCD1在甲状腺癌中起到免疫学作用。由此可知，

I-131 联合免疫治疗具有促进免疫反应、克服治疗

耐药的作用，对 DTC、滤泡状甲状腺癌及一些其

他类型的肿瘤来说是潜在的研究方向。
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