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基于 3D 生物打印的鼻咽癌微球体模型构建及其对免疫治疗 

药物响应情况研究 

李 谊*，麻文来#，谢玉菊，胡浩磊，邢培梅，张亚戈，岳 玮，蔡一宁，袁 星 

中国人民解放军联勤保障部队第九八八医院耳鼻喉科  河南郑州 

【摘要】目的 基于 3D 生物打印构建鼻咽癌微球体模型并分析该模型对免疫治疗药物的响应情况，以期为临

床制定个性化治疗计划和方案提供指导。方法 通过 3D 生物打印技术构建含有免疫细胞与肿瘤细胞的复杂微球

体模型，将未经处理的微球体模型归入至对照组，将添加 PD-1 抗体的微球体模型归入至 PD-1 抗体组，将添加

CTLA-4 抗体的微球体模型归入至 CTLA-4 模型，将同时添加 PD-1 抗体与 CTLA-4 抗体的微球体模型归入至联

合组。通过体内实验验证基于 3D 生物打印的鼻咽癌微球体模型对免疫治疗药物的响应，将未经处理的人源化小

鼠归入至对照组，将接受 PD-1 抗体的小鼠归入至 PD-1 抗体组，将接受 CTLA-4 抗体的小鼠归入至 CTLA-4 抗体

组，将同时接受 PD-1 抗体与 CTLA-4 抗体的小鼠归入至联合组。分析各组体外实验结果及体内实验结果。结果 
与 PD-1 抗体组、CTLA-4 抗体组及联合组相比，对照组鼻咽癌细胞及 PMBCs 细胞 G0/G1 期占比、细胞凋亡率更

第，PD-L1、CD8+键蛋白表达水平及 TNF-α、IL-2、IFN-γ 及肿瘤坏死因子 α（TNF-α）、白细胞介素-2（IL-2）、

干扰素 γ（IFN-γ）水平更高（P<0.05），与联合组相比，PD-1 抗体组、CTLA-4 抗体组鼻咽癌细胞及 PMBCs 细
胞 G0/G1 期占比、细胞凋亡率更低，PD-L1、CD8+及 TNF-α、IL-2、IFN-γ 表达水平更高（P<0.05）。PD-1 抗体

组、CTLA-4 抗体组不同时间肿瘤体积均小于对照组，联合组不同时间肿瘤体积均小于对照组及 PD-1 抗体组、

CTLA-4 抗体组（P<0.05）。对照组 CD45、CD8+表达水平高于 PD-1 抗体组、CTLA-4 抗体组及合组（P<0.05），

联合组 CD45、CD8+表达水平低于 PD-1 抗体组、CTLA-4 抗体组，CD4+表达水平高于 PD-1 抗体组、CTLA-4 抗

体组（P<0.05）。结论 通过 3D 生物打印构建鼻咽癌微球体模型可对免疫治疗药物响应情况进行准确评估，能够

为临床合理选择治疗药物提供指导。 
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【Abstract】Objective To construct a nasopharyngeal carcinoma microsphere model based on 3D bioprinting and 
analyze its response to immunotherapy drugs, aiming to provide guidance for the development of personalized treatment 
plans and protocols in clinical practice. Methods Complex microsphere models containing immune cells and tumor cells 
were constructed using 3D bioprinting technology. Untreated microsphere models were assigned to the control group, 
microsphere models with added PD-1 antibody were assigned to the PD-1 antibody group, microsphere models with added 
CTLA-4 antibody were assigned to the CTLA-4 model group, and microsphere models with added PD-1 and CTLA-4 
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antibodies were assigned to the combined group. In vivo experiments were conducted to verify the response of a 3D 
bioprinted nasopharyngeal carcinoma microsphere model to immunotherapy drugs. Untreated humanized mice were 
assigned to the control group, mice receiving PD-1 antibody were assigned to the PD-1 antibody group, mice receiving 
CTLA-4 antibody were assigned to the CTLA-4 antibody group, and mice receiving both PD-1 and CTLA-4 antibodies 
were assigned to the combination group. The in vitro and in vivo experimental results for each group were analyzed. 
Results Compared with the PD-1 antibody group, CTLA-4 antibody group, and combination group, the control group had 
a lower proportion of nasopharyngeal carcinoma cells and PMBCs in the G0/G1 phase, a lower apoptosis rate, and higher 
levels of PD-L1, CD8+ bond protein expression, TNF-α, IL-2, IFN-γ, tumor necrosis factor α (TNF-α), interleukin-2 (IL-
2), and interferon-γ (IFN-γ) (P<0.05). Compared with the combination group, the PD-1 antibody group and CTLA-4 
antibody group had a lower proportion of nasopharyngeal carcinoma cells and PMBCs in the G0/G1 phase, a lower apoptosis 
rate, and higher levels of PD-L1, CD8+, TNF-α, IL-2, and IFN-γ expression (P<0.05). The tumor volume in the PD-1 
antibody group and CTLA-4 antibody group was smaller than that in the control group at different time points, while the 
tumor volume in the combination group was smaller than that in the control group, the PD-1 antibody group, and the 
CTLA-4 antibody group at different time points (P<0.05). The expression levels of CD45 and CD8+ in the control group 
were higher than those in the PD-1 antibody group, CTLA-4 antibody group, and the combined group (P<0.05). In the 
combined group, the expression levels of CD45 and CD8+ were lower than those in the PD-1 antibody group and CTLA-4 
antibody group, while the expression level of CD4+ was higher than that in the PD-1 antibody group and CTLA-4 antibody 
group (P<0.05). Conclusion Constructing a nasopharyngeal carcinoma microsphere model using 3D bioprinting can 
accurately assess the response to immunotherapy drugs, providing guidance for the rational selection of treatment drugs in 
clinical practice. 

【 Keywords 】 Nasopharyngeal carcinoma; 3D bioprinting; Nasopharyngeal carcinoma microsphere model; 
Immunotherapy drugs; Response 

 
癌症属于全世界范围内公共卫生及安全问题，癌

症与全球 1/6 非传染性疾病及 1/4 死亡存在关联[1-2]。

鼻咽癌属于临床多发性头颈部恶性肿瘤，患者面临较

高的死亡风险，免疫治疗对于控制癌症进展等能够发

挥重要作用，临床常用程序性死亡受体 1（PD-1）抗体

及细胞毒性 T 淋巴细胞相关蛋白 4（CTLA-4）抗体等

免疫治疗药物可通过使肿瘤微环境中免疫抑制获得解

除的方式使机体免疫系统对肿瘤细胞的杀伤作用得到

激活[3-4]。但是由于不同患者对免疫治疗的响应存在差

异，部分患者预后较好，而部分患者则会出现耐药现象，

故而建立能够对准确预测患者对免疫治疗药物响应的

体外模型有助于辅助临床制定治疗方案。3D 生物打印

模型能够针对复杂细胞的空间分布情况进行精准控制，

而且能够减少制作成本并提高制作速度，适用于高通

量稍差以及肿瘤微环境相关的肿瘤研究[5-6]。3D 肿瘤模

型在临床用药及治疗效果研究等方面的应用价值均较

高，可通过针对患者来源组织 3D 模型进行打印的方式

实现个性化治疗，能够辅助免疫治疗等多种手段，可作

为临床治疗癌症的重要手段[7-9]。本次研究构建基于 3D
生物打印的鼻咽癌微球体模型并针对该模型对免疫治

疗药物的响应情况进行分析，报告如下。 
1 资料与方法 
1.1 细胞株及实验动物 
本研究使用人高转移鼻咽癌细胞系 5-8F（上海弘

顺生物科技有限公司）80 份和人外周血单个核细胞

（PBMCs）（由上海赛笠百傲生物医药有限公司）80
份。将细胞分为 4 组（每组 20 份）：对照组、PD-1 抗

体组、CTLA-4 抗体组、联合组，每组设 3 个复孔，实

验重复 3 次。同时，将 80 只人源化小鼠（珠海百事通

生物科技有限公司）随机分为上述 4 组，每组 20 只。 
1.2 方法 
以甲基丙烯酸酯明胶（GelMA）作为生物相容性

材料并通过 3D 生物打印技术构建含有免疫细胞与肿

瘤细胞的复杂微球体模型。自培养瓶中收集鼻咽癌细

胞（人高转移鼻咽癌细胞系 5-8F）并计数。自健康供

者血液中分离出 PBMCs 并应用 Ficol 密度梯度离心法

进行分离，使 GelMA 溶解于 PBS 中，将 PMBCs 与 5-
8F 细胞人高转移鼻咽癌细胞系按照一定比例混合并

加入至有光引发剂的 GelMA 溶液中，应用 3D 生物打

印机将混合物逐层打印成微球体模型（直径：500μm），
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完成打印后以紫外光照射固化微球体模型并将模型置

于 DMEM 模型（含 10%FBS）中，在培养箱（培养条

件：5% CO2、37℃）中连续孵育 24h 以使其稳定生长。

将未经处理的微球体模型归入至对照组，将添加 PD-
1 抗体的微球体模型归入至 PD-1 抗体组，将添加

CTLA-4 抗体的微球体模型归入至 CTLA-4 模型，将

同时添加 PD-1 抗体与 CTLA-4 抗体的微球体模型归

入至联合组[10-11]。 
通过体内实验验证基于 3D 生物打印的鼻咽癌微

球体模型对免疫治疗药物的响应，构建人源化小鼠异

种移植肿瘤模型，选择具有功能性人类 T 细胞的 BLT
小鼠或 hu-PBMC-NSG 小鼠建立人源化小鼠异种移植

瘤模型，确保微球体在小鼠皮下组织中均匀分布，避免

出现过度聚集现象。将未经处理的人源化小鼠归入至

对照组，将接受PD-1抗体的小鼠归入至PD-1抗体组，

将接受 CTLA-4 抗体的小鼠归入至 CTLA-4 抗体组，

将同时接受 PD-1 抗体与 CTLA-4 抗体的小鼠归入至联

合组。 
1.3 观察指标 
（1）分析体外实验结果，包括鼻咽癌细胞及

PMBCs 细胞周期分布、细胞凋亡率情况，通过 MTT 法

联合荧光标记技术标记鼻咽癌细胞与 PBMCs，通过

FACs 分析细胞周期分布、细胞凋亡率与免疫细胞浸润

情况。通过酶联免疫吸附法检测细胞因子分泌情况，包

括肿瘤坏死因子 α（TNF-α）、白细胞介素-2（IL-2）、

干扰素 γ（IFN-γ），通过 IHC 检测关键蛋白表达情况

包括 PD-L1 及 CD8+。 
（2）分析体内实验结果，体内实验后第 7d 计算

各组小鼠肿瘤体积，通过游标卡尺测量肿瘤最短径与

最长径并计算肿瘤体积：V =（L×W2）/2。通过 Wsetern 
blot 法检测免疫细胞浸润指标水平，包括 CD45、CD4+、

CD8+。 
1.4 统计学分析 
以 SPSS 26.0 分析数据，均值±标准差（ x s± ）表

示计量资料，组间差异通过 t 检验；两组数据间的方差

比值用 F 检验；频数（n）与百分比（%）表示计数资

料，χ2 检验样本率差异。P 值<0.05：差异显著。 
2 结果 
2.1 体外实验结果分析 
对照组鼻咽癌细胞及 PMBCs 细胞 G0/G1 期占比、

细胞凋亡率低于 PD-1 抗体组、CTLA-4 抗体组及联合

组，PD-L1、CD8+键蛋白表达水平及 TNF-α、IL-2、IFN-
γ 水平更高（P<0.05），PD-1 抗体组、CTLA-4 抗体组

鼻咽癌细胞及 PMBCs 细胞 G0/G1 期占比、细胞凋亡率

表达水平低于联合组，PD-L1、CD8+及 TNF-α、IL-2、
IFN-γ 水平更高（P<0.05），见表 1、表 2、表 3。 

表 1  鼻咽癌细胞及 PMBCs 细胞周期分布、细胞凋亡率情况[n（%）；n=20] 

分组 

鼻咽癌细胞 PMBCs 细胞 

细胞周期分布 
细胞凋亡率（%） 

细胞周期分布 
细胞凋亡率（%） 

G0/G1期 S 期 G2/M 期 G0/G1期 S 期 G2/M 期 

对照组 6（30.00） 11（55.00） 3（15.00） 20.07±3.04 12（60.00） 8（40.00） 0 18.97±2.75 

PD-1 抗体组 13（65.00） 7（35.00） 0 25.09±3.11 17（85.00） 3（15.00） 0 21.37±2.68 

CTLA-4 抗体组 14（70.00） 6（30.00） 0 26.14±3.05 16（80.00） 4（20.00） 0 21.42±2.65 

联合组 18（90.00） 2（10.00） 0 30.01±3.02 19（95.00） 1（5.00） 0 24.67±2.39 

χ2/F 8.014 5.359 2.907 4.010 7.219 7.025 - 5.146 

P <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 - <0.05 

表 2  细胞因子分泌情况（pg/mL， x s± ；n=20） 

分组 TNF-α IL-2 IFN-γ 

对照组 2369.27±57.26 35.26±6.75 678.26±31.79 

PD-1 抗体组 1987.26±48.16 30.01±5.24 520.14±29.26 

CTLA-4 抗体组 1991.37±49.02 29.97±5.20 517.19±25.69 

联合组 1523.06±45.06 22.31±4.89 375.16±20.06 

F 72.014 5.119 21.309 

P <0.05 <0.05 <0.05 
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表 3  关键蛋白表达情况（%， x s± ，n=20） 

分组 PD-L1 CD8+ 

对照组 49.57±8.06 25.36±4.02 

PD-1 抗体组 42.01±7.82 22.05±3.75 

CTLA-4 抗体组 41.98±7.75 21.89±3.47 

联合组 32.06±7.56 17.58±3.42 

t 5.017 4.897 

P <0.05 <0.05 

 
2.2 体内实验结果分析 
对照组小鼠第 3d、第 5d、第 7d 肿瘤体积呈升高

趋势（P<0.05），PD-1 抗体组、CTLA-4 抗体组、联

合组第 3d、第 5d、第 7d肿瘤体积呈下降趋势（P<0.05）。
PD-1 抗体组、CTLA-4 抗体组不同时间肿瘤体积均小

于对照组，联合组不同时间肿瘤体积均小于对照组及

PD-1 抗体组、CTLA-4 抗体组（P<0.05）。PD-1 抗体

组及 CTLA-4 抗体组不同时间肿瘤体积差异无统计

学意义（P>0.05）。对照组 CD45、CD8+表达水平高

于 PD-1 抗体组、CTLA-4 抗体组及合组（P<0.05），

联合组 CD45、CD8+表达水平低于 PD-1 抗体组、

CTLA-4 抗体组，CD4+表达水平高于 PD-1 抗体组、

CTLA-4 抗体组（P<0.05），PD-1 抗体组、CTLA-4
抗体组各项免疫细胞表达水平差异无统计学意义

（P>0.05），见表 4、表 5。 

表 4  肿瘤体积（mm3， x s± ） 

分组（n=20） 第 3d 第 5d 第 7d 

对照组 521.26±26.09 578.36±21.09 631.68±23.45 

PD-1 抗体组 407.26±30.06 358.26±20.06 327.25±20.01 

CTLA-4 抗体组 411.29±32.08 355.79±21.06 330.19±20.17 

联合组 303.15±24.06 227.58±20.76 187.26±19.87 

F 29.307 31.260 33.024 

P <0.05 <0.05 <0.05 

表 5  免疫细胞浸润（10^8/L， x s± ） 

分组 CD45 CD4+ CD8+ 

对照组 51.26±4.21 30.57±3.19 22.47±3.65 

PD-1 抗体组 45.17±4.17 33.59±3.06 20.05±3.21 

CTLA-4 抗体组 44.24±4.06 31.01±3.12 20.19±3.20 

联合组 30.01±4.19 39.17±3.02 17.59±3.20 

F 3.215 3.078 4.562 

P <0.05 <0.05 <0.05 

 
3 讨论 
3D 生物打印技术可针对细胞与基质空间分布进

行精确控制，现已成为构建体外肿瘤模型的重要选择。

3D 生物打印技术不但能够对真实的肿瘤微环境进行

模拟，还能够针对多种细胞类型进行整合，从而形成多

细胞生态系统，有助于使肿瘤的生物学特性获得全面

反映[12-14]。 
此次研究中，对照组、PD-1 抗体组、CTLA-4 抗

体组及联合组鼻咽癌细胞及 PMBCs 细胞周期分布、细

胞凋亡率、细胞因子分泌以及关键蛋白表达表达水平

差异具有统计学意义（P<0.05），对照组小鼠与 PD-1
抗体组、CTLA-4 抗体组、联合组小鼠肿瘤体积、免疫

细胞浸润水平差异均具有统计学意义（P<0.05）[15-17]。

通过分析可知，通过 3D 生物打印构建的肿瘤模型能够

对免疫治疗药物对肿瘤细胞增殖、迁移以及凋亡等行

为产生的影响进行监测，还可针对免疫微环境中的免
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疫细胞浸润等关键指标变化情况进行检测，有助于为

实施个性化医疗以及研发新型免疫治疗药物提供技术

支持与理论依据，能够使研究人员深入了解免疫治疗

药物对鼻咽癌微球体模型的响应情况，有望为临床精

准治疗鼻咽癌提供参考和指导，使患者的治疗有效率

获得提高[18-20]。 
综上所述，基于 3D 生物打印构建的鼻咽癌微球体

模型能够在一定程度上模拟肿瘤微环境并反映免疫治

疗药物的效应，为临床前药物筛选和个性化治疗方案

的探索提供了新的实验工具，但其临床转化价值仍需

进一步验证。 
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