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摘   要：肿瘤浸润淋巴细胞(tumor-infiltrating lymphocytes, TILs)介导的过继性免疫治疗已在多种

实体瘤中取得良好疗效。然而，传统 TILs 体外扩增方法效率低，难以达到治疗级别的细胞数量和

高肿瘤杀伤活性要求。为了研究 3D 肿瘤模型对 TILs 体外激活扩增及肿瘤杀伤活性的影响，为

TILs 体外扩增提供新策略，本研究从肺癌患者手术样本中获取 TILs 和原代肿瘤细胞，对比观察

2D 及 3D 培养条件下肺癌细胞系 NCI-H1975 及原代肺癌细胞对 TILs 激活扩增及抗肿瘤作用的影

响；向 3D 培养原代肿瘤+TILs 中添加程序性死亡受体 1 (programmed cell death protein 1, PD-1)抗
体，验证 PD-1 抗体对该体系中 TILs 浸润杀伤肿瘤细胞的影响。结果表明，相比于 2D 培养，3D
培养的 H1975 肺癌细胞系可使 TILs 在一定时间内显著扩增，并提升 TILs 中 CD3+/CD8+细胞的比

例(61.6%)；3D 培养的原代肿瘤球也可刺激增加 CD3+/CD8+ TILs 细胞的比例(45.5%, 54.4%)，诱导

肿瘤上皮细胞的凋亡，使其存活率降至 16.7%；进一步研究表明，PD-1 抗体的引入促进 3D 原代

肿瘤球共培养介导的 TILs 的增殖、提高 CD3+/CD8+细胞的比例(50.9%, 57.0%)，并显著提高其抗

肿瘤效力(肿瘤上皮细胞整体存活率降至 9.36%)。综上所述，3D 肿瘤球显著增强 TILs 细胞的体外

激活增殖及抗肿瘤能力，且 PD-1 抗体进一步促进 3D 肿瘤球介导的 TILs 细胞增殖及其杀伤肿瘤的

效力。 
关键词：3D 培养；肿瘤模型；肿瘤浸润淋巴细胞；T 细胞体外扩增；程序性死亡受体 1 
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Abstract: The adoptive immunotherapy mediated by tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) has 
shown definite efficacy against various solid tumors. However, the inefficiency of the 
conventional method based on in vitro expansion of TILs fails to achieve the cell count and high 
tumor-killing activity required for therapeutic purposes. This study investigated the effect of 3D 
tumor spheroids on the activation and expansion of TILs in vitro, aiming to provide a novel 
approach for the expansion of TILs. We procured TILs and primary tumor cells from surgical 
samples of lung cancer patients and then compared the impacts of lung cancer cell line 
NCI-H1975 and primary lung cancer cells cultured under 2D and 3D conditions on the activation, 
expansion, and anti-tumor activity of TILs. Furthermore, we added the programmed cell death 
protein 1 (PD-1) antibody into the co-culture of primary tumor cells and TILs within a 3D 
environment to assess the effects of the antibody on TILs. The results showed that compared with 
2D cultured tumor cells, the 3D cultured H1975 cells significantly enhanced the expansion of 
TILs, increasing the proportion of CD3+/CD8+ cells in TILs to 61.6%. The 3D primary tumor 
model also enhanced the proportion of CD3+/CD8+ cells in TILs (45.5%, 54.4%), induced 
apoptosis of tumor epithelial cells and decreased the overall tumor cells survival rate (16.7%) 
after co-culture. PD-1 antibodies further improved the in vitro expansion capacity of TILs 
mediated by 3D tumor spheroids, resulting in the proportions of 50.9% and 57.0% for CD3+/CD8+ 
cells and enhancing the antitumor activity significantly (reducing the overall tumor survival rate 
to 9.36%). In summary, the use of 3D tumor spheroids significantly promoted the expansion and 
improved the anti-tumor effect of TILs, and the use of the PD-1 antibody further promoted the 
expansion and tumor-killing effect of TILs. 
Keywords: 3D culture; tumor model; tumor-infiltrating lymphocytes; T-cell expansion in vitro; 
programmed cell death protein 1 
 

 
 
 
 

在过去 10 年中，免疫疗法，尤其是基于细

胞的免疫疗法，为癌症治疗提供了新策略。近

期临床研究表明，采用肿瘤浸润淋巴细胞

(tumor-infiltrating lymphocytes, TILs)移植治疗肿

瘤表现出良好的疗效[1-3]。TILs 是体内产生的一

类对癌细胞具有高度特异性的免疫细胞 [4]。经

过体外分离、筛选、扩增和活化后，它们将被

植入患者体内，发挥特异性攻击和清除肿瘤细
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胞的作用[4-5]。在传统手段中，为了获得有识别

新抗原能力的 T 淋巴细胞，研究人员通常会从

肿瘤中分离出 TILs，并通过 CD3 抗体、γ 干扰

素、白细胞介素-2 (interleukin-2, IL-2)等刺激 T
细胞扩增 [6]。然而，由于这种扩增方法缺乏特

异性，且识别新抗原的 T 细胞比例非常低，大

量非特异性的 T 细胞也会得到显著扩增，导致

靶向新抗原的 T 细胞被淹没在其中[7-8]。因此，

探索新的 TILs 体外激活扩增有效手段具有重要

临床意义。 
研究表明，诱导 T 细胞的活化与增殖需要

两种信号：一种是 T 细胞受体(T cell receptor, 
TCR)/CD3 与抗原提呈细胞 (antigen-presenting 
cells, APCs)表面特异的 MHC Ⅱ抗原肽复合物结

合产生的特异性抗原刺激信号 [9]；另一种是由

APCs 表面的协同刺激分子和相应的 TCR 相互

作用后产生的非特异性协同刺激信号，其中

CD28/B7 是最为重要的协同刺激分子，能增加

IL-2 的产生，加速 T 细胞增殖，阻止细胞进入

无反应状态或死亡[9-10]。在体外联合使用 CD3
和 CD28 的抗体刺激 T 细胞，模拟 T 细胞活化

的双信号作用，是进行 T 细胞激活与扩增应用

最广泛的方法[11-12]。除直接使用功能性抗体以

外，目前磁珠法(CD3/CD28 抗体偶联磁珠)以及

多聚体法(CD3/CD28 抗体偶联 streptamer 多聚

体 )也是激活扩增 T 细胞比较常见的两种方   
法[10]。此外，一些生物材料和载体的应用也为

TILs 的扩增提供了更为有效的工具。如，由多

孔二氧化硅微棒支撑的流体脂质双层系统

(APC-ms)，可在体外模拟 APCs 功能，高效促

进原代小鼠和人 T 细胞的多克隆扩增[10,13]。 
最近研究指出，肿瘤细胞裂解物中的大量

抗原促进并确保了 CD4+ T 细胞和 CD8+ T 细胞

的平衡激活，对于有效清除肿瘤至关重要[14]。

但由于 T 细胞与肿瘤细胞的相互作用，导致共

培养存在一定难度。而类器官的出现为肿瘤免

疫治疗提供了新机遇。通过患者自体肿瘤构建

的类器官与外周血淋巴细胞共培养，诱导 T 细

胞的特异性免疫反应，为分离评估肿瘤免疫中

的 T 细胞提供了借鉴[15]。 
本文提出一种利用 3D 肿瘤模型刺激 TILs

细胞并增强其肿瘤杀伤作用的方法，以特异性

获得大量靶向肿瘤的 TILs；将 3D 肿瘤模型与传

统TILs体外培养方法、2D肿瘤细胞系共培养法

进行对比，分析了 3D 肿瘤模型对 TILs 的增殖

及其肿瘤杀伤作用的影响，并评估了程序性死

亡受体 1 (programmed cell death protein 1, PD-1)
抗体对 3D 肿瘤模型激活扩增的 TILs 抗肿瘤作

用的影响，以期为 TILs 的体外激活扩增提供新

策略、新思路。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

杜氏改良 Eagle 培养基(Dulbecco’s modified 
eagle medium, DMEM)、Advanced DMEM F12
培养基、各类器官因子(表 1)、1640 培养基、青

霉素-链霉素双抗、PBS 缓冲液、HBSS 缓冲

液、HEPES 缓冲液、TrypLE 消化酶、山羊血

清、细胞筛网和 DAPI 染料购自北京拜尔迪生

物技术有限公司；胎牛血清(fetal bovine serum, 
FBS)购自 Bioind 公司；胶原酶 I、胶原酶 IV 购

自 wako 公司；矿物油、Span 80 和 Triton-X100
购自 Sigma-Aldrich 公司；基质胶购自康宁公

司；甲基丙烯酸酐化水凝胶(gelatin methacryloyl, 
GelMA)、面光源购自永沁泉智能设备有限公

司；CD3、CD8、CD28、E-cadherin、EpCAM
和 CD45 抗体购自 BioLegend 公司；PD-1 抗体购

自百济神州(北京)生物科技有限公司；流式凋

亡检测试剂盒购自赛默飞世尔科技公司；4%多

聚甲醛溶液购自赛尔玛生物技术有限公司；
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IL-2 购自近岸蛋白质科技股份有限公司；活死

染料购自同仁化学研究所(Dojindo)。微流控注射

泵购自申辰泵业有限公司；加热型磁力搅拌器

购自大龙兴创实验仪器(北京 )股份公司；BD 
FAC SymphonyTM A5 SE 全光谱流式细胞分析仪

购自碧迪医疗器械有限公司；FV3000 激光共聚

焦显微镜购自 OLYMPUS 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  分离原代肿瘤细胞及 TILs 

本研究所用肿瘤标本取自 2 例在北京肿瘤

医院住院接受肺癌手术的患者。本实验已获得

北京肿瘤医院及清华大学伦理委员会的批准(批
准号为 20220301)，并取得患者家属的知情同

意。在生物安全柜中进行后续操作。首先将肺

癌手术标本转移至培养皿中，使用眼科剪将其

锐性分离成约 1 mm3 的碎组织，加入约 10 mL
胶原酶 I (1 mg/mL)和胶原酶Ⅳ (1 mg/mL)混
合液(体积比 1:1)开始消化，37 ℃培养箱孵育  
1−2 h。随后，使用含 10% FBS 的 DMEM 培养

基终止消化。PBS 清洗后一部分使用 100 μm 筛

网过滤细胞消化液，随后转入 50 mL 离心管， 
1 200 r/min 离心 3 min，弃掉上清液，使用基质

胶重悬后点于 6 孔板中进行原代细胞 3D 培养。

另一部分使用 40 μm 筛网过滤细胞消化液，   
1 500 r/min 离心 3 min，弃掉上清液，使用淋

巴细胞培养基培养，细胞每隔 2−3 d 进行换液

处理。 
1.2.2  细胞培养 

本实验所用肺癌细胞系 NCI-H1975 (以下

简称H1975)购自国家实验细胞资源共享平台。

H1975 置于含 10% FBS 的 DMEM 完全培养基中

培养；原代肿瘤细胞置于添加类器官因子的

Advanced DMEM F12 培养基中培养；使用含

5% FBS、IL-2、CD3 抗体和 CD28 抗体的 1640
培养基对 TILs 进行培养，所有培养基均添加

1%青霉素-链霉素双抗。各成分浓度见表 1。所

有细胞均置于 37 ℃、含 5% CO2 浓度的标准孵

箱中培养。 
1.2.3  流式细胞术检测 

首先收集待检测细胞，1 200 r/min 离心 5 min

至 15 mL 离心管底部。待测样品为 3D 肿瘤球细

胞则需使用 TrypLE 消化 5−10 min，冰 PBS 清

洗，随后用冰封闭液(封闭液：1×HBSS，2% 

FBS，10 mmol/L HEPES，1%青霉素-链霉素双

抗)重悬并通过 70 μm 的细胞滤网过滤；待测样

品为 2D 细胞系(例如 TILs)则无需消化，将离心

后的沉淀用冰封闭液重悬并通过 70 μm 的细胞

滤网过滤。收集滤后细胞并计数。随后在

400×g 的转速下离心 5 min。将离心后的细胞沉

淀用冰封闭液重悬，配制成 2×107/mL 的细胞悬

液。分离多组细胞悬液并进行染色(100 μL/组)。
依据分组分别加入 2 μL 抗体(抗体为：CD3-PE+ 

CD8-APC、EpCAM-APC+E-cadherin-PE-cyc7 和 
 

表 1  培养基中各成分的浓度 
Table 1  The concentration of each component in 
the medium 
Regents for cell culture Final 

concentration 
GlutaMAX 1% (V/V) 
B-27 supplement (50×) 1× 
N2 supplement (100×) 1× 
EGF 40 ng/mL 
Human FGF-basic 200 ng/mL 
Wnt3A 50 ng/mL 
Recombinant human noggin 50 ng/mL 
Recombinant human R-spondin1 500 ng/mL 
Y-27632 10 μmol/L 
A83-01 2 μmol/L 
SB202190 3 μmol/L 
Penicillin/Streptomycin/Amphotericin B, 
sterile solution 

1% (V/V) 

IL-2 2 500 IU/mL 
CD3 antibody 30 ng/mL 
CD28 antibody 20 ng/mL 
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DAPI+Annexin V-FITC)并在 4 ℃冷室中缓慢摇

动避光孵育 15 min。随后以 400×g 的转速在 4 ℃
离心 5 min。用 300 μL 冰封闭液重悬并加入 1 μL 
0.5 mg/mL 7-ADD 溶液，避光孵育 10−20 min，
上机测试。 
1.2.4  PD-1 抗体药物处理实验 

在低吸附 96 孔板中将 3D 原代肿瘤球和

TILs以 10:1的细胞数目比共培养。将 PD-1抗体

加入细胞培养孔中，终浓度是 10 μg/mL。4 d 后，

使用流式细胞术检测 TILs 的数目、CD3+/CD8+细

胞的比例；活死染色及免疫荧光染色观察肿瘤

细胞的存活情况，并对原代肿瘤细胞的活力进

行流式细胞学分析。 
1.2.5  活死染色 

使用PBS溶液配制活死染液。随后将3D肿瘤

球转移至活死染液中，37 ℃条件下孵育 20 min。

使用 PBS 洗涤细胞 2 次。最后使用激发波长为

488、594 nm 的荧光观察细胞并拍照。 
1.2.6  免疫荧光染色 

将 3D 肿瘤球取出置于 4%多聚甲醛中室温

固定 30 min。PBS 清洗 3 次，随后用 0.1% 

Triton-X100 处理 30 min 进行通透处理。PBS 清

洗 3 次。之后用 10%山羊血清室温封闭 1 h。封

闭结束后加 EpCAM、CD45 一抗，4 ℃冰箱过

夜。PBS 清洗 3 次。加二抗 4 ℃过夜。PBS 清

洗 3 次。使用荧光显微镜观察细胞并拍照。 
1.2.7  统计学分析 

利用 GraphPad Prism 9.0 软件对数据进行统

计学分析及处理，两组间比较采用两独立样本 t

检验，两组以上样本均数的比较采用方差分

析。P<0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果与分析 
2.1  3D 肿瘤球的制备 

首先探究了 3D 肿瘤球的制备，将肺癌细胞

系 H1975 与 GelMA 水凝胶混合均匀，随后使用

液滴微流控技术通过油相将生物墨水剪切成

型，依次通过温度交联及光交联，构建 3D 培养

的肿瘤球(图 1A、1B)。后续对 3D 肿瘤球进行

了活死染色，结果证实 3D 肿瘤球具有良好的细

胞活力(图 1C)。 

2.2  3D 肿瘤球和 2D 肿瘤细胞系刺激对

TILs 扩增的对比 
3D 肿瘤球制备成功后，探究了 2D、3D 培

养肿瘤细胞系对 TILs 扩增能力的影响。使用肺

癌细胞系H1975 及1号患者的TILs进行实验。3组

起始 TILs 细胞数为 0.5×105个，培养 3 d 后，3 组

TILs 均有不同程度扩增。与传统体外扩增方式

相比，添加 2D、3D 肿瘤刺激后 TILs 扩增能力有

明显增加(P<0.001) (图 2)。共培养 3 d，传统培养

方式下 TILs 细胞总数可扩增 4 倍左右，2D 肿瘤

细胞系刺激可扩增5倍以上，而添加3D肿瘤球刺

激后TILs扩增能力增加最显著，可扩增9倍以上。 

2.3  3D 肿瘤球和 2D 肿瘤细胞系刺激对

TILs 中 T 细胞亚群的影响 
在上述结果基础上，进一步探究扩增后的

TILs 中 CD3 及 CD8 均阳性的细胞比例。流式细

胞术检测结果发现，相较于传统体外扩增

(CD3+/CD8+细胞 46.4%)，添加 2D、3D 肿瘤刺

激后 CD3+/CD8+ 细胞的比例均进一步增加

(2D-H1975: 48.9%; 3D-H1975: 61.6%)，证实添

加 3D 肿瘤球具有更强的诱导 CD3+/CD8+细胞产

生的能力(图 3A)。对 CD3 及 CD8 均阳性的细胞

总数计数结果进一步证实 3D 肿瘤球刺激后形成

的 CD3+/CD8+细胞数量最多(图 3B)。 

2.4  GelMA 水凝胶材料对 TILs 扩增能力

的检测 
为了进一步验证 3D 肿瘤球中发挥关键刺激

作用的因素，排除材料本身对 TILs 的刺激作用，

将 GelMA 空球与 1 号患者的 TILs 进行了共培养 
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图 1  3D 肿瘤球的制备及活死染色图   A：3D 肿瘤球的制备过程. B：3D-H1975 肿瘤球的明场图. C：

3D-H1975 肿瘤球的活死染色图 
Figure 1  The fabrication process and live/dead staining images of 3D tumor spheres. A: The fabrication 
process of 3D tumor spheres. B: Bright field images of 3D-H1975 tumor spheres. C: Live/dead staining images 
of 3D-H1975 tumor spheres. 
 

 
 

图 2  三种方法对 TILs 扩增能力影响的对比   A：3 种方法对 TILs 扩增能力影响对比的明场图. B：3
种方法对 TILs 扩增能力影响对比的统计图(***：P<0.001，方差分析) 
Figure 2  Comparison of the effect of three methods on the expansion ability of TILs. A: Bright field images 
of comparing the effects of three methods on the expansion ability of TILs. B: Statistical diagram of the 
comparison of the effects of three methods on the expansion ability of TILs (***: P<0.001, one-way 
ANOVA). 
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(图 4A)。结果证实，GelMA 材料本身对 TILs 的

扩增无明显影响(P>0.05) (图 4B)。 

2.5  添加 3D 原代肿瘤球及 PD-1 抗体对

TILs 扩增及其中 T 细胞亚群的影响 
以上研究已经在肺癌细胞系中得出结论：

添加 3D 培养的细胞系可以显著增加 CD3+/CD8+

细胞的比例。而在对应的原代肿瘤样本中有无相

似结论尚不清楚。因此，将 2 例 3D 培养的原代肿

瘤细胞球与其相应的 TILs 细胞进行了共培养。3 组

起始TILs细胞数均为 0.5×105个。共培养 4 d后，

3D 原代肿瘤球同样可以显著扩增 TILs (P<0.001) 
(图 5A−5D)，并提高 CD3+/CD8+细胞的比例(1 号 

 

 
 

图 3  三种方法对 TILs 中 T 细胞亚群影响的对比   A：流式细胞术检测 3 种方法对 CD3+/CD8+细胞的

比例影响的对比. B：3 种方法对 CD3+/CD8+细胞增殖影响的统计图(*：P<0.05；***：P<0.001，t-检验) 
Figure 3  Comparison of the effect of three methods on T cell subsets in TILs. A: The effect of three methods 
on the proportion of CD3+/CD8+cells detected by flow cytometry. B: Statistical diagram of the effects of three 
methods on the proliferation of CD3+/CD8+ cells (*: P<0.05; ***: P<0.001, t-test). 

 

 
 

图 4  GelMA 材料体系对 TILs 扩增的影响   A：添加 GelMA 空球前后 TILs 增殖变化的明场图. B：添

加 GelMA 空球前后对 TILs 增殖影响的统计图(ns：P>0.05，t-检验) 
Figure 4  Effect of GelMA material on TILs’ expansion. A: The change of TILs proliferation before and after 
GelMA empty spheres were added. B: Statistical graph of TILs proliferation before and after adding GelMA 
empty spheres (ns: P>0.05, t-test). 
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图 5  添加 3D 原代肿瘤球及 PD-1 抗体对 TILs 细胞扩增及其中 T 细胞亚群的影响   A、B：添加 3D
原代肿瘤球及 PD-1 抗体前后 TILs 扩增的明场图. C、D：添加 3D 原代肿瘤球及 PD-1 抗体前后 TILs 扩增

变化的统计图. E、F：添加 3D 原代肿瘤球及 PD-1 抗体前后 TILs 的流式检测结果(***：P<0.001，t-检验) 
Figure 5  Effects of addition of 3D primary tumor spheres and PD-1 antibody on the expansion and T cell subsets of 
TILs. A, B: Bright field images of TILs expansion after adding 3D primary tumor spheres and PD-1 antibody. C, D: 
Statistical diagram of TILs changes after adding 3D primary tumor spheres and PD-1 antibody. E, F: Flow cytometry 
results of TILs activation after adding 3D primary tumor spheres and PD-1 antibody (***: P<0.001, t-test). 
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患者：45.5%，2 号患者：54.4%) (图 5E、5F)。
添加 PD-1 抗体后这一刺激作用部分加强(TILs
扩增 16 倍以上；CD3+/CD8+细胞 1 号患者：

50.9%，2号患者：57.0%)，提示 PD-1抗体可进

一步刺激并诱导 CD3+/CD8+细胞产生(图 5)。 

2.6  添加 PD-1 抗体对 TILs 浸润 3D 肿瘤球

的影响 
为了进一步验证上述 PD-1 抗体刺激的 TILs

能否发挥杀伤肿瘤细胞的作用，将 PD-1 抗体处

理前后 1 号患者的 3D 原代肿瘤球进行了活死染

色、免疫荧光染色和流式细胞术检测。结果显

示，3D肿瘤细胞球刺激后的TILs对肿瘤细胞具

有明显的杀伤作用，添加 PD-1 抗体后这一杀伤

作用进一步加强(图 6A、6B)。免疫荧光染色结

果同样证实，添加 PD-1 抗体后，TILs 细胞能够

更好地浸润 3D 肿瘤球(图 6C)。随后的流式细胞

术检测结果证实，添加 3D 肿瘤球刺激后，TILs
细胞能够很好地杀伤肿瘤细胞(肿瘤上皮细胞比

率为 9.31%) (图 6D)，并促使其凋亡(肿瘤上皮

细胞整体存活率为 16.7%) (图 6E、6F)。同样

地，添加 PD-1 抗体后，杀伤作用进一步增加

(肿瘤上皮细胞比率为 9.27%，肿瘤上皮细胞整

体存活率为 9.36%) (图 6)。 

3  讨论与结论 
尽管 TILs 免疫疗法取得了显著成就，但仍

然面临一些挑战，包括 TILs 体外激活扩增的效

率以及抗肿瘤效果的持久性[16-23]。目前常用的

TILs 体外扩增方法是利用细胞培养技术，同时

添加必要的细胞生长因子(如 IL-2、CD3 等)，
但扩增效率仍不理想[24]。本文提出一种利用肿

瘤 3D 培养来介导 TILs 体外激活扩增的方法。

研究发现，相较于传统TILs体外培养方法和 2D
肿瘤细胞系共培养法，3D 肿瘤球显著诱导 TILs
体外扩增，增加 CD3+/CD8+细胞的比例，并增

加其抗肿瘤能力。此外，PD-1 抗体可进一步促

进 3D 肿瘤球介导的 TILs 细胞的扩增和肿瘤杀

伤能力。 
Dijkstra 等[15]研究表明，肿瘤类器官可诱导

外周血淋巴 T 细胞的特异性免疫反应。本研究

进一步发现 3D 培养的肿瘤球促进 TILs 体外增

殖。实验结果表明，与传统体外扩增方式和 2D
肿瘤细胞系刺激相比，3D 培养的肿瘤细胞系刺

激 3 d 后，TILs 总数可扩增 9 倍以上，且 CD3
及 CD8 均阳性的细胞比例增加(61.6%) (图 2B、

3A)。同样地，3D 培养的原代肿瘤细胞刺激

后，TILs 扩增总数可扩增 12 倍以上，CD3 及

CD8 均阳性的细胞比例增加(图 5E)。为排除 3D
培养材料 GelMA 对 TILs 细胞扩增的影响，将

GelMA空球与 TILs细胞进行共培养，发现 TILs
扩增激活的程度无显著改变。观察发现，TILs
在 3D 肿瘤球周围有明显的聚集现象，可能是因

为肿瘤抗原在 GelMA 材料中形成了浓度梯度，

而 GelMA 为 TILs 提供了可附着位点，增加了

TILs 与 3D 肿瘤球之间的信息交互。此外，在

3D 培养条件下，肿瘤细胞受限在 GelMA 球的

范围内，一定程度上避免了与 TILs 的直接接触

和混合，减少了后期 TILs 分离纯化的难度。 
自 2014 年首款 PD-1 肿瘤免疫疗法获批至

今，已发现其在多种癌症中具有治疗潜力。研

究显示，纳武单抗(nivolumab)将晚期非小细胞

肺癌患者的 4 年生存率提高至 14%[25-26]；派姆

单抗(pembrolizumab)将晚期恶性黑色素瘤患者

的 5 年生存率从 17%提高至 34%[27]。作为免疫

激活剂，PD-1 抗体增强体内免疫细胞 T 细胞对

肿瘤细胞的识别，从而实现肿瘤杀伤。截至

2021年底，PD-1抗体联合TILs疗法已在晚期宫

颈癌、转移性黑色素瘤、头颈鳞状细胞癌和非

小细胞肺癌取得了较好的临床数据[28-29]。本研究

发现，PD-1 抗体进一步促进 3D 培养的原代肺 
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图 6  PD-1 抗体处理前后 TILs 对 3D 原代肿瘤球作用的影响   A：PD-1 抗体处理前后 TILs 对 3D 原代肿

瘤球作用变化的明场图. B：PD-1 抗体处理前后 TILs 对 3D 原代肿瘤球作用变化的活死染色图. C：PD-1 抗

体处理前后 TILs 对 3D 原代肿瘤球浸润的免疫荧光图. D：添加 TILs、PD-1 抗体对 3D 肿瘤球上皮存活情

况影响的流式检测结果. E：添加 TILs、PD-1 抗体对 3D 肿瘤球细胞凋亡影响的流式检测结果. F：添加

TILs、PD-1 抗体对 3D 肿瘤球细胞凋亡影响的流式检测结果统计图(**：P<0.01；***：P<0.001，t-检验) 
Figure 6  Effect of activated TILs on 3D primary tumor spheres before and after PD-1 antibody treatment. A: 
Bright field images of the change of activated TILs on 3D primary tumor spheres before and after PD-1 
antibody treatment. B: Live and dead staining of the effect of activated TILs on 3D primary tumor spheres 
before and after PD-1 antibody treatment. C: Immunofluorescence images of activated TILs’ infiltration on 3D 
primary tumor spheres before and after PD-1 antibody treatment. D: Flow cytometry results of the effects of 
adding TILs and PD-1 antibodies on the survival of 3D tumor spheres. E: Flow cytometry results of the effects 
of addition of TILs and PD-1 antibody on apoptosis of 3D tumor spheres. F: Statistical diagram of flow 
detection results of the effects of addition of TILs and PD-1 antibody on apoptosis of 3D tumor spheres (**: 
P<0.01; ***: P<0.001, t-test). 
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癌细胞所介导的 TILs 增殖，且与未添加组相

比，添加 PD-1 抗体组的 TILs 能更好地浸润 3D
肿瘤球并杀伤肿瘤细胞(图 6B、6C)。证实 3D
肿瘤球/TILs 与 PD-1 抗体联合作用能进一步促

进 TILs 增殖，并增强其肿瘤杀伤作用。 
综上所述，本研究通过对比细胞系/原代来

源的 3D 肿瘤球共培养法与传统 TILs 体外扩增

方法、2D 细胞系共培养法的效果，发现 3D 肿

瘤球刺激后，TILs 拥有较高的扩增总数、

CD3+/CD8+比例和肿瘤杀伤活性。进一步实验

发现，PD-1 抗体提升了 3D 肿瘤球对 TILs 的扩

增作用，增加了其 CD3+/CD8+比例以及肿瘤杀

伤能力，证实 3D 肿瘤球所激活扩增的，TILs
与 PD-1 抗体联用可进一步杀伤肿瘤。本研究初

步证实了 3D 肿瘤球对 TILs 扩增激活的积极作

用，还需在更多的原代样本和体内实验验证，并

进一步探索其潜在机制。总之，3D 肿瘤球能明

显提高人 TILs CD3+/CD8+细胞比例，促进 TILs
扩增，为 TILs 的体外激活扩增提供了新思路。 
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