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[摘  要]  目的：通过构建小鼠 ID8细胞腹水移植瘤模型，评估不同肿瘤负荷下的免疫细胞组成及细胞因子网络特征，为卵巢癌

免疫微环境研究提供实验依据。方法：选用6~8周龄雌性C57BL/6小鼠，分为未注射 ID8细胞的对照组和 ID8细胞组，根据注射

细胞数量将 ID8细胞组分为1 × 10⁶组、5 × 10⁶组、1 × 10⁷组。用多细胞因子检测技术检测血清和腹水中 IFN-γ、IL-2、IL-6、TNF-α、

CCL2、CXCL10、IL-17、IL-1β 的浓度，流式细胞术检测腹水中 CD3⁺ T 细胞、CD4⁺ T 细胞、CD8⁺ T 细胞、CD19⁺ B 细胞、F4/80⁺

CD11b⁺巨噬细胞、髓源性抑制细胞（MDSC）、调节性T细胞（Treg细胞）和NK细胞的比例。结果：ID8细胞腹腔移植后，ID8细胞

组小鼠体质量和腹围均明显增加（均P < 0.05）。ID8细胞组血清中 IL-6、IL-2、TNF-α、IL-1β水平显著升高（均P < 0.05），CCL2水

平显著降低（P < 0.05），IFN- γ、IL-17、CXCL10 无显著变化；与 ID8 细胞组血清比较，ID8细胞组腹水中 IL-6、IL-2、TNF-α、

CCL2、CXCL10、IL-17水平均显著升高（均P < 0.05），IL-1β和 IFN-γ含量均无显著变化。ID8细胞组腹水中的免疫细胞比例分析

结果显示，CD19⁺B细胞占比最高，其次为F4/80⁺CD11b⁺巨噬细胞、CD3⁺ T细胞，NK细胞比例最低。结论：ID8细胞腹水移植瘤

模型可有效模拟卵巢癌局部免疫激活与全身炎症反应的失衡状态，肿瘤负荷通过调控T细胞、巨噬细胞等免疫细胞及血清-腹水

差异化的细胞因子网络影响免疫景观，为卵巢癌免疫治疗提供了新靶点。
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[Abstract]  Objective:  To establish a mice ascitic tumor model using ID8 cells and evaluate the immune cell composition and cytokine 

network features under different tumor burdens, providing experimental evidence for the study of the ovarian cancer immune 

microenvironment. Methods: Female C57BL/6 mice aged 6-8 weeks were selected and divided into two groups: a control group 

(without ID8 cell injection) and an ID8 cell group. The ID8 cell group was further subdivided into three subgroups based on the number 

of injected cells: 1 × 10⁶ group, 5 × 10⁶ group, and 1 × 10⁷ group. Multiplex cytokine detection technology was used to measure the 

concentrations of IFN-γ, IL-2, IL-6, TNF-α, CCL2, CXCL10, IL-17, and IL-1β in the serum and ascites. Flow cytometry was employed 

to determine the proportions of CD3⁺ T cells, CD4⁺ T cells, CD8⁺ T cells, CD19⁺ B cells, F4/80⁺CD11b⁺ macrophages, myeloid-derived 

suppressor cells (MDSC), regulatory T cells (Treg cells), and natural killer (NK) cells in the ascites. Results: After intraperitoneal 

transplantation of ID8 cells, the body weight and abdominal circumference of mice in the ID8 cell group were significantly increased 

(all P < 0.05). In the ID8 cell group, the serum levels of IL-6, IL-2, TNF-α, and IL-1β were significantly elevated (all P < 0.05), while 

the serum level of CCL2 was significantly decreased (P < 0.05); no significant changes were observed in the serum levels of IFN-γ, 

IL-17, and CXCL10. Compared with the serum cytokine levels in the ID8 cell group, the ascites levels of IL-6, IL-2, TNF-α, CCL2, 
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CXCL10, and IL-17 were significantly higher (all P < 0.05), whereas the ascites levels of IL-1β and IFN- γ showed no significant 

changes. Analysis of immune cell proportions in the ascites of the ID8 cell group revealed that CD19⁺ B cells accounted for the highest 

proportion, followed by F4/80 ⁺ CD11b ⁺ macrophages and CD3 ⁺ T cells, while NK cells accounted for the lowest proportion. 

Conclusion：：The ID8 cell ascitic tumor model can effectively simulate the imbalance between local immune activation and systemic 

inflammatory response in ovarian cancer. Tumor burden modulates immune landscape by regulating immune cells such as T cells and 

macrophages, as well as the differential cytokine networks between serum and ascites, providing new targets for ovarian cancer 

immunotherapy.
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卵巢癌是女性生殖系统致死率较高的恶性肿瘤

之一，晚期患者 5年生存率不足 30%[1]。肿瘤微环境

（tumor microenvironment, TME）中的免疫细胞与细

胞因子网络相互作用，在肿瘤免疫逃逸、化疗耐药及

转移中起关键作用[2]。小鼠卵巢癌 ID8细胞作为同基

因移植瘤模型，其免疫原性及腹水形成特征与人类

高级别浆液性卵巢癌高度相似，成为研究卵巢癌免

疫机制的重要工具[3-5]。PISANO等[6]通过优化的 ID8

细胞原位移植模型，首次系统解析了晚期卵巢癌的

免疫细胞谱系，但对腹水微环境中细胞因子的空间

分布特征尚未深入研究，且既往研究多采用皮下或

原位移植模型，考虑到腹腔接种诱导的腹水瘤模型

更贴近临床卵巢癌腹腔播散特征，但目前研究对其

免疫景观的系统性评估仍不充分。本研究将采取肿

瘤细胞腹腔注射的方式及进行血清和腹水相关细胞

因子的检测。本研究选择 T 细胞（CD3⁺、CD4⁺、

CD8⁺）和NK细胞作为效应免疫细胞代表，因其是抗

肿瘤免疫的核心执行者[7-8]；B 细胞作为体液免疫细

胞，可通过抗原提呈与抗体分泌参与免疫调节[9]；巨

噬细胞可直接影响微环境炎症表型[10]；调节性T细胞

（Treg细胞）和髓源性抑制细胞（MDSC）的动态变化

可能参与肿瘤免疫逃逸 [11]。细胞因子检测覆盖

Th1型（IFN-γ、IL-2）、促炎型（IL-6、TNF-α、IL-1β）、趋

化因子（CCL2、CXCL10）及 Th17型（IL-17），因其分

别参与T细胞激活、炎症信号转导、免疫细胞募集

及中性粒细胞趋化等关键过程 [12-15]。本研究将结

合血清 -腹水差异化的细胞因子网络和腹水中不

同免疫细胞比例的分析，全面解析肿瘤负荷对

免疫景观的塑造作用，为卵巢癌免疫治疗提供

新的靶点线索。

1  材料与方法 

1.1  动物、细胞与主要试剂 

SPF级C57BL/6小鼠购买自北京斯贝福生物科

技有限公司[许可证号：SCXK（京）2019-0010]，6~8周

龄，饲养于天津医科大学肿瘤医院实验动物中心[许

可证号：SYXK（津）2023-0001]。本实验已通过动物

福 利 伦 理 审 查 标 准（伦 理 审 批 号 ：NSFC-AE-

2023132），并遵循实验动物使用的 3R原则进行人道

化处理。

小鼠卵巢上皮细胞 ID8 由本实验室前期保存。

DMEM培养液（C009）、胎牛血清（TX6293）、100 U/mL

青霉素和 100 μg/mL链霉素等细胞培养所需试剂及

耗材均购自 EallBio 公司，流式抗体 CD11b（APC）， 

F4/80（PE/Cyanine7）、CD86（PE）、CD45（PerCP/

Cyanine5.5）、CD3（APC）、CD8（PE/Cyanine7）、CD4

（PerCP/Cyanine5.5）、CD19（PE/DazzleTM 594）及细胞

死 活 染 料 Zombie NIR（APC/Cyanine7）均 购 自

Biolegend公司，红细胞裂解液（C3702）购自碧云天公

司，多细胞因子检测委托Protein Simple公司进行。

1.2  细胞培养、腹水移植瘤模型构建、分组和观察 

ID8细胞均在含10%胎牛血清、100 U/mL青霉素

和100 μg/mL链霉素的DMEM培养基中，于37 ℃、5% CO2

培养箱中培养。将对数生长期的 ID8细胞进行消化离心

后，用PBS重悬浮细胞使其密度为5 × 107个/mL。

将C57BL/6小鼠提前安置在SPF级动物房中适

应实验环境 1周。用随机数字表法将动物分为对照

组（n = 4）、ID8细胞组（1 × 10⁶个细胞/只，n = 4；5 × 

10⁶个细胞/只，n = 4；1 × 10⁷个细胞/只，n =4）。75%

乙醇消毒注射部位：小鼠腹中线下腹部区旁侧

0.5 cm，用 1 mL无菌注射器将细胞注射至腹腔。初

期每 7 d测量并记录小鼠腹围及体质量，6~7周腹水

初步形成后每天记录小鼠腹围及体质量，9周后，小

鼠内眦静脉丛取血以制备血清，颈椎脱臼处死小鼠

后抽取腹水，血清和腹水用于后续检测。

1.3  ELISA检测各组动物腹水和血清中细胞因子含量

将腹水与血清样本在4 ℃、600 × g 离心10 min，取

上清液分装于200 μL离心管中，–80 ℃冰箱暂存，随后

由ProteinSimple公司采用Ella microfluidic ELISA方法

进行检测。

1.4  流式细胞术检测腹水中免疫细胞亚群

收集腹水，在4 ℃、300 × g离心5 min，向细胞沉

淀中加入5倍体积的红细胞裂解液10 min，随后加入

等体积PBS终止，4 ℃、300 × g离心 5 min，PBS洗涤
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2次后，用PBS将细胞密度调整为 1 × 106个/管，按检

测目的分别将抗体加入细胞悬液中，4 ℃避光处理

30 min。然后在 4 ℃、300 × g离心 5 min，收集细胞，

1 mL PBS洗涤1次，用300 μL PBS 重悬，用流式细胞

仪检测各群细胞的表达水平。

1.5  统计学处理

用GraphPad Prism10软件进行数据分析与作图。

用Levene法检验方差齐性。符合正态分布的计量资

料以 x̄ ± s 表示，组间比较采用 t 检验；不符合正态分

布的资料以[中位数（第25百分位，第75百分位）]（四

分位数间距），即[M（P25，P75）]（IQR）表示，组间比较

采 用 Mann-Whitney U 检 验 ，多 组 间 比 较 采 用 

Kruskal-Wallis H检验。以P < 0.05表示差异具有统

计学意义。

2  结  果

2.1  成功 构建 ID8细胞腹水移植瘤模型

ID8细胞腹腔接种后第45天，1 × 10⁷组小鼠出现

腹部膨隆；第 60天各剂量组均形成明显腹水。体质

量变化显示，对照组体质量为 17.65（17.33, 17.80）g，

ID8细胞接种组（1 × 10⁶组、5 × 10⁶组、1 × 10⁷组）体质

量分别为 23.55（22.60, 25.20）g、21.90（21.40, 22.50）

g、23.15（22.53, 28.70）g，与对照组比较均有显著性差

异（均P < 0.05），但5 × 10⁶组的均一性较其余组更好

（图 1A）。腹围测量表明，对照组腹围稳定在 5.55

（5.45, 5.90）cm，ID8细胞荷瘤小鼠（以 5 × 10⁶组为代

表）腹围达 10.3 cm（图 1B），较对照组均值增加

183.2%。实验结果表明，ID8细胞腹水移植瘤模型构

建成功。

A：对照组和 ID8细胞组（1 × 10⁶、5 × 10⁶、1 × 10⁷组）小鼠体质量测量结果；B：对照组和 ID8细胞组（1 × 10⁶、5 × 10⁶、1 × 10⁷组）小鼠

腹围测量结果。

图1  ID8腹水移植瘤小鼠体质量和腹围的测量结果

2.2  ID8细胞腹水移植瘤小鼠血清中 IL-6、TNF-α、

IL-1β、IL-2明显升高，CCL2明显降低

前期实验结果（图 1）显示，在 3种 ID8细胞注射

数量中，5 × 10⁶ ID8细胞接种组小鼠体质量和腹围的

均一性最优，故选取该剂量组作为 ID8细胞组代表进

行后续检测。血清细胞因子检测结果（图 2）显示，

ID8 细胞组血清 IL-6 显著高于对照组（P < 0.001）；

TNF-α水平高于对照组（P < 0.05）；IL-1β水平显著高

于对照组（P < 0.001），提示肿瘤负荷诱导全身促炎表

型。IFN-γ水平与对照组无显著差异（P > 0.05）；ID8

细胞组 IL-2 水平高于对照组（P < 0.01），提示全身

Th1 型免疫激活有限。 ID8 组 IL-17 水平与对照

组无显著差异（P > 0.05）；CCL2 水平低于对照组

（P < 0.05）；CXCL10 水平与对照组无显著差异

（P > 0.05）。实验结果说明，ID8细胞腹水移植瘤组

小鼠血清中 IL-6、TNF-α、IL-1β、IL-2明显升高，CCL2

明显降低。

2.3  腹水与细胞因子水平比较

腹水细胞因子谱与血清细胞因子谱呈现显著差

异（图 3）：ID8 细胞组腹水 IL-6、TNF- α、CCL2、

CXCL10 水平均明显高于血清（P < 0.05 或 P < 0.01

或P < 0.001），腹水 IL-6、CCL2、CXCL10等促炎因子

水平显著高于血清，这种局部富集可能与肿瘤细

胞主动分泌 及 免 疫 细 胞 募 集 相 关 [16-18] ；此 外，

腹水 IL-17 和 IL-2 也均显著高于血清（P < 0.05或

P < 0.01），这说明，腹水移植瘤小鼠呈现明显局部炎

症因子富集现象。IL-1β和 IFN-γ水平与血清中的均

无显著差异，提示这两种因子的局部-全身分布可能

受其他机制调控。
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*P < 0.05，**P < 0.01。

图2    ID8细胞组（5 × 10⁶）与对照组小鼠血清多细胞因子水平比较

 *P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001。

图3    ID8细胞组腹水与血清细胞因子水平比较

2.4  腹水中免疫细胞亚群分布特征

流式细胞术分析圈门策略如图4A所示。免疫细

胞亚群分析结果（图 4B）显示，CD19⁺B细胞占比最

高，提示其可能通过抗原递呈或抗体分泌参与腹水

微环境调控[19]；F4/80⁺CD11b⁺巨噬细胞和CD3⁺ T细

胞比例两者比例接近；T细胞亚群中，CD8⁺ T细胞比

例略高于CD4⁺ T细胞，两者比值约为1.05∶1，提示局

部以CD8⁺ T细胞为主的细胞免疫应答可能启动；免

疫抑制性细胞中，Treg 细胞比例显著高于 MDSC，

Treg 细胞高比例可能通过 CTLA-4/PD-1 通路抑制 

CD8⁺ T细胞功能[20]，与腹水中 IFN-γ无显著升高的结

果一致；固有免疫细胞NK细胞比例最低。各细胞比

例排序为：CD19⁺B细胞 > F4/80⁺CD11b⁺巨噬细胞 ≈ 

CD3⁺T 细胞 > Treg 细胞 > CD8⁺T 细胞 > CD4⁺T 细

胞 > MDSC > NK 细胞。

3  讨  论 

卵巢癌是女性生殖系统中致死率极高的恶性肿

瘤，晚期患者 5年生存率不足 30%[21]，其临床诊疗面

临肿瘤腹腔播散、免疫逃逸及化疗耐药等多重挑
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战[22-23]。TME中免疫细胞与细胞因子网络的动态失

衡，是驱动卵巢癌进展的关键因素[24]。本研究通过构

建 ID8细胞腹水移植瘤模型，发现肿瘤负荷可诱导血

清与腹水细胞因子呈现显著的空间分布异质性，腹

水中各种免疫细胞的水平也有所不同。这些发现为

解析卵巢癌免疫微环境的重塑机制、探索免疫治疗

靶点提供了重要实验依据。

A：流式分析圈门策略；B：小鼠 ID8细胞组腹水中不同免疫细胞所占比例。

图4  ID8细胞移植瘤小鼠腹水中不同免疫细胞比例

本研究发现，ID8细胞腹水移植瘤模型中存在显

著的细胞因子空间分布差异。腹水中 IL-6、TNF-α等

促炎因子的局部富集，可能源于肿瘤细胞与浸润巨

噬细胞的局部分泌。有研究[25]显示，IL-6通过 JAK-

STAT3通路促进肿瘤细胞增殖，同时诱导MDSC募

集，形成免疫抑制微环境，而血清 IL-6升高可能通过

血液循环引发全身炎症反应，参与恶病质发生[26]。腹

水中 IL-1β与 IFN-γ未呈现显著变化，可能与以下机

制相关：（1）IL-1β作为早期促炎因子，其血清升高可

能源于肿瘤启动阶段的急性炎症反应，而腹水

IL-1β水平受局部巨噬细胞M1/M2极化平衡调控[27]；

（2）IFN-γ在腹水中无显著升高，可能与T细胞功能抑

制有关，尽管CD8⁺ T细胞表达增加，但PD-1等抑制

性受体表达可能削弱其 IFN-γ分泌能力[28-29]，需通过

单细胞测序进一步解析T细胞功能亚群。趋化因子

CCL2在腹水中的高表达与血清降低形成显著对比，

这可能是由于CCL2通过趋化单核细胞向肿瘤部位

迁移，导致血清中CCL2被消耗，而局部单核细胞分

化为巨噬细胞后持续分泌CCL2[30-31]。CXCL10在腹

水中的高表达可能趋化CD8⁺ T细胞至肿瘤局部[16]，

但 IFN-γ无显著变化，提示存在T细胞“功能抑制”现

象，需进一步检测PD-1等免疫检查点分子。

本研究发现，腹水中CD3+ T细胞和巨噬细胞比

例均较高，CD3+ T细胞中CD8⁺ T细胞与CD4⁺ T细胞

的比例为1.05∶1，提示Th1型免疫应答的启动。有研

究[32]表明，CD8⁺ T细胞浸润密度与卵巢癌患者生存

期正相关，机体已启动抗肿瘤免疫监视；也有研究[33]

证实 ，巨噬细胞可通过极晚期抗原 4（very late 

antigen-4, VLA4）/血管细胞黏附分子 1（vascular cell 

adhesion molecule-1, VCAM1）通路介导的血管通透

性来决定卵巢癌腹水的发展。然而，腹水中 IFN-γ水

平与血清无显著差异，结合Treg细胞的高比例，提示

CD8⁺ T细胞可能处于功能抑制状态[34]。NK细胞的

占比最少，有相关研究[35]表明，卵巢癌患者NK细胞

杀伤活性下降 60%，提示TME对固有免疫的系统性

抑制。

ID8细胞同基因移植瘤模型为卵巢癌腹水免疫

微环境研究提供了稳定表型（如腹水形成、体质量变

化）和免疫细胞谱，但与人类疾病仍存在一些差异，

制约模型转化的可能，例如，肿瘤异质性缺失，ID8细

胞为同源肿瘤，未模拟人类高级别浆液性卵巢癌的

高频突变（如TP53、BRCA1/2突变）及免疫编辑过程，

导致模型中 B 细胞占比（65.95%）远高于临床样本

（人类腹水中 B细胞占比通常 < 20%）[36]。未来进一

步研究可以从以下几个方面进行深入：引入PDX模

型（患者来源异种移植）或基因工程模型（如 ID8细胞

敲入TP53突变）增强肿瘤异质性；补充临床腹水样本

的单细胞测序，对比模型与人类免疫细胞亚群、细胞

因子网络的差异等。

本研究中腹水T细胞浸润增加但全身炎症因子

升高的特征，提示卵巢癌可能存在“局部免疫激活-全

身免疫抑制”的双重状态，为靶向 IL-6（调控全身炎

症）等治疗提供了依据。同时，血清CCL2降低或可

作为腹水瘤模型的潜在诊断标志物。未来研究可通

过单细胞测序解析腹水微环境中免疫细胞亚群的异

质性，结合空间转录组技术定位关键细胞因子的作

用位点，为开发免疫-代谢双通路抑制剂提供实验

基础。
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