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［摘要］ 目的 探讨顺铂对宫颈癌 TC-1 细胞表面程序性凋亡配体 PD-L1 表达的影响及其作用机制，为提高

宫颈癌化疗效果提供理论依据．方法 MTT 方法检测顺铂对 TC-1 细胞的增殖活力，筛选顺铂最适作用浓度；免

疫组化方法检测顺铂、PKD 阻断剂 GO 6976 对 TC-1 细胞表面 PD-L1 表达的影响．结果 （1） 顺铂对 TC-1 细胞具

有显著的增殖抑制作用，IC50 值为 25.5 滋g/mL； （2） 顺铂处理 24 h 后 TC-1 细胞表面 PD-L1 的表达为 （64.96±

11.55） %，阴性对照组为 （39.59±5.99） %，2 组比较差异有统计学意义 （ ＜0.05）； （3） 顺铂联合 PKD 阻断剂

GO 6976 处理 TC-1 细胞 24 h 后 TC-1 细胞表面 PD-L1 的表达为 （61.56±3.43） %，顺铂单独处理的 TC-1 细胞表

面 PD-L1 表达为 （79.54±5.09） %，二者比较差异有统计学意义 （ ＜0.05） ．结论 顺铂可增加 TC-1 细胞表面

PD-L1 的表达，阻断 PKD 途径可显著抑制顺铂对 TC-1 细胞表面 PD-L1 表达增加的程度，顺铂可能是通过 PKD

途径影响 PD-L1 表达的．
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［Abstract］ Objective The study was aimed to investigate the effect and its mechanism of cisplatin on the

expression of programmed death ligand-1 （PD-L1） in TC-1 cell surface， in order to provide an experimental basis

to improve the therapeutic efficacy for cervical cancer．Methods The concentration of cisplatin was optimized by

MTT method through detecting the cells proliferation vitality. Then， the expressions of PD-L1 in TC-1 cells treated

by cisplatin and PKD blocker GO6976 were measured by immunohistochemistry. Results （1） The proliferation of

TC-1 cells were inhibited by cisplatin with the IC50 value of 25.5 滋g/mL； （2） The expression of PD-L1 in TC-1

cell surface were （64.96±11.55） % in cisplatin group，which was （39.59±5.99） % in negative control group.

There was a significant difference between the two groups （ < 0.05）； （3） The expression of PD-L1 in TC-1 cell

surface treated by cisplatin combined with PKD blocker GO6976 were （61.56±3.43） % after 24 h， which were

（79.54±5.09） % in cisplatin group， and the difference was significant （ < 0.05） . Conclusion Cisplatin can

promote the expression of PD-L1 in TC-1 cell surface which could be significantly inhibited by the PKD pathway

blocked. Hence，cisplatin might influence the expression of PD-L1 through PDK pathway.
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宫颈癌是女性常见的恶性肿瘤之一 [1]．有研究

认为，患者的预后与化疗的敏感性密切相关，因此

探讨化疗效果影响因素，是提高宫颈癌患者治疗效

果的重要策略．
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目前认为，肿瘤化疗效果除了与肿瘤细胞对化

疗药物敏感性有关外，还与机体免疫状态有关，机

体免疫抑制或免疫逃逸是影响化疗效果的主要原因

之一[2]．T 淋巴细胞的一种阴性调节信号分子程序

性凋亡配体 1 （PD-L1） 是近年来发现的与肿瘤免

疫逃逸相关的重要分子之一 [3]．有研究 [4]表明内源

抗 肿 瘤 介 质 （如 干 扰 素 γ， interferon-γ，

INF-γ） 或抗肿瘤治疗诱导下某些肿瘤细胞可高

表达 PD-L1，抑制 T 淋巴细胞活性，从而影响治

疗效果．Zhang 等[5]报道紫杉醇、依托泊苷、5-Fu

3 种化疗药物诱导乳腺癌细胞表面 PD-L1 表达增

加，促进 PD-L1 引起的 T 细胞凋亡．Qin X 等[6]亦

报道应用顺铂后肝癌细胞株 H22 过度表达 PD-L1.

顺铂是宫颈癌的一线化疗药物，广泛应用于各

期宫颈癌患者．但目前尚无顺铂对宫颈癌细胞

PD-L1 表达影响效应的研究．故本课题通过免疫

组化研究顺铂对宫颈癌 TC-1 细胞表面 PD-L1 表

达的影响以及可能的作用途径，为提高宫颈癌化疗

效果提供理论依据.

1 材料与方法

1.1 细胞及试剂

细胞株：鼠肺上皮细胞株 TC-1， 是鼠源性的

HPV16 阳性的肿瘤细胞株，由美国约翰霍普金斯

大学医学院 TC WU 教授惠赠．兔抗鼠 PD-L1 多克

隆抗体购自北京博奥森生物技术有限公司，MTT

购自碧云天生物技术研究所，DMSO 购自 GIBCO，

顺铂和 GO6976 购自 SIGMA，SP 免疫组化试剂盒

和 DAB 显色试剂盒购自康为世纪．

1.2 细胞培养

TC-1 细胞培养于含 10%胎牛血清、青霉素、

链霉素浓度均为 100 UI/mL 的 DMEM 培养基，置

于 5％CO2、饱和湿度、37℃恒温培养箱内培养．

常规换液传代，取对数生长期的细胞进行实验．

1.3 MTT法检测顺铂对 TC-1 细胞活力的影响

TC-1 细胞接种于 96 孔板，加含顺铂终浓度分

别为 0、15、22.5、33.8、50.6 滋g/mL 的培养基，

24 h 加 MTT，4 h 加 DMSO，振荡、酶标仪测量

OD 值，计算细胞存活率．

1.4 顺铂对TC-1 细胞表面 PD-L1 表达的影响

细胞分为生理盐水组和顺铂组，顺铂组加入含

浓度为 12.5 滋g/mL 顺铂的培养基，生理盐水组加

入含生理盐水的培养基，每孔 500 滋L．24 h 后免

疫组化方法检测 TC-1 细胞表面 PD-L1 表达，具体

方法为 4%多聚甲醛固定细胞，3%H2O2 封闭内源

性过氧化物酶，加 PD-L1 多克隆抗体，4℃过夜后

加生物素化山羊抗兔二抗，DAB 显色，苏木素复

染，观察、拍照．

1.5 PDK 阻断剂 GO 6976 对顺铂引发的 TC-1

细胞表面 PD-L1 的表达变化的影响

细胞分成 4 组，DMSO+ 生理盐水组 （阴性对

照组）、PKD 阻断剂 GO 6976 组、顺铂组、顺铂联

合 PKD 阻断剂 GO 6976 组．DMSO+ 生理盐水组加

入含生理盐水和 DMSO 的培养基，GO 6976 组加入

含 5 滋M GO 6976 的培养基，顺铂组加入含浓度为

12.5μg/mL 顺铂的培养基，顺铂组 +PKD 阻断剂 G

O 6976 组加入含 12.5 滋g/mL 顺铂和 5 滋M GO 6976

的培养基，24 h 后同 1.4 法应用免疫组化方法检测

TC-1 细胞表面 PD-L1 表达．

1.6 PD-L1 表达评判标准

PD-L1 阳性表达呈棕黄色至棕褐色颗粒或团

块，定位在细胞膜和胞质内，每组随机选取 10 张

染色细胞片，计数有阳性染色的细胞及所有细胞的

个数，计算平均阳性细胞百分率．所得的数值以

（x±s） 表示．每个实验重复 3 次．

1.7 统计学方法

采用 SPSS 软件对数据进行统计分析处理，计

量资料比较采用独立样本 检验， ＜0.05 为差异

有统计学意义．

2 结果

2.1 顺铂对TC-1 细胞增殖活力的影响

分别用含 15、22.5、33.8、50.6 滋g/mL 顺铂的

培养液处理 TC-1 细胞 24 h 后，细胞的平均抑制率

为 38.9％、47.2％、50.9％、56.6％．顺铂对 TC-1

细胞的增殖具有抑制作用，且呈浓度依赖性，顺铂

对 TC-1 细胞的 IC50 为 25.5μg/mL．

2.2 顺铂对TC-1 细胞表面 PD-L1表达的影响

顺 铂 组 TC-1 细 胞 表面 PD-L1 的表 达 为

（64.96 ±11.55） % ， 阴 性 对 照 组 为 （39.59 ±

5.99） %，与阴性对照组相比，顺铂处理后的

TC-1 细胞表面 PD-L1 表达显著增加，差异有统计

学意义（ ＜0.05），见表 1、图 1．

2.3 PDK 阻断剂 GO6976 对顺铂引起的 TC-1 细

胞表面 PD-L1 表达变化的影响

与对照组 DMSO+ 生理盐水组相比，顺铂组、

顺铂联合 PDK 阻断剂 GO 6976 组细胞表面 PD-L1

的表达显著增高，而顺铂联合 PDK 阻断剂 GO6976

与顺铂组相比，联合组细胞表面 PD-L1 的表达显



表 1 顺铂及GO6976 对 TC-1 细胞表面 PD-L1 表达的影

响 （x±s）
Tab. 1 The effect of cisplatin combined with GO 6976

on the expression of PD-L1 in TC-1 cell

surface（x±s）
分 组 PD-L1 表达 （%）

DMSO+ 生理盐水组 46.9±3.9

GO 6976 组 49.2±4.9

顺铂组 79.5±5.1*

顺铂 + GO 6976 组 61.5±3.4*#

与 DMSO+ 生理盐水组比较，* ＜0.05；顺铂组比较，
# ＜0.05.

著降低，差异有统计学意义（ ＜0.05），见表1、图2.

图 1 顺铂对 TC-1 细胞表面 PD-L1 表达的影响 （倒置显
微镜×200）

Fig. 1 The effect of cisplatin on the expression of
PD-L1 in TC-1 cell surface

A：阴性对照组；B：顺铂组.

A B

A B

C D

图 2 顺铂及 GO6976 对 TC-1 细胞表面 PD-L1 表达的影
响 （倒置显微镜×200）

Fig. 2 The effect of cisplatin combined with G? 6976
on the expression of PD-L1 in TC-1 cell
surface

A:DMSO+ 生理盐水组；B:GO6976 组；C:顺铂组；D:顺铂
+GO6976 组.

3 讨论

PD-L1 是 B7 家族新成员，叫程序性凋亡配体

1 （Programmed death ligand-1，PD-L1），是抗原呈

递细胞 （antigen-presenting cell，APC） 表面表达的

一种表面糖蛋白．T 细胞、B 细胞、巨噬细胞和树

突状细胞以及大量非淋巴细胞的组织细胞上均有

PD-L1 表达．正常生理情况下，PD-L1 表达较低，

当发生肿瘤等病理情况时，肿瘤细胞表面呈现

PD-L1 过度表达．PD-L1 表达增加，与 T 淋巴细

胞受体表面程序性凋亡受体 （programmed death-1

receptor ，PD-1） 结合增加，提供的抑制性信号增

加，导致 T 调节细胞 （T regulate cells，Treg） 活性

增强及抗肿瘤 T 细胞失能，抑制 T 细胞的分化和

增殖，诱导 T 细胞失能或凋亡，使肿瘤细胞发生免

疫逃逸[7]．持续性病毒与细菌感染、肿瘤等多种病

理情况均可出现 PD-L1 过度表达．内源抗肿瘤介

质 （如干扰素 γ，interferon-γ，INF-γ） 或抗肿

瘤治疗诱导下某些肿瘤细胞亦可高表达 PD-L1，抑

制 T 淋巴细胞活性．本研究应用顺铂后 TC-1 细胞

表面 PD-L1 的表达增加，提示应用顺铂后可增加

PD-L1 在肿瘤细胞表面的表达，这可能是影响顺铂

化疗效果的原因之一.

目前，关于化疗药物促进肿瘤细胞表面 PD-L1

表达增加的作用机制研究较少，Qin X 等 [6]认为顺

铂使肝癌细胞上 PD-L1 表达增加是通过 Erk

/MAPK 途径．Liang 等 [8]报道雷公藤甲素可以减少

干扰素 γ 导致的乳腺癌细胞表面 PD-L1 的表达．

Chen 等[4]发现干扰素 γ 通过蛋白激酶 D2 （PKD2）

途径增加口腔鳞状细胞癌细胞表面 PD-L1 的表

达．

PKD 家族存在于大多数真核细胞内，胞浆、

细胞核、高尔基体及线粒体内均有分布，在细胞间

信息传递过程中发挥的重要作用，研究表明，PKD

与肿瘤的生长、发展、迁移都有着联系[9]．在本研

究中，加入 PKD 阻滞剂后能减少顺铂对肿瘤细胞

表面 PD-L1 表达的增加程度，提示 PKD 途径参与

了顺铂使肿瘤细胞表面 PD-L1 表达增加这一过程，

这一结果与干扰素增加肿瘤细胞表面 PD-L1 表达

相似．因此，我们推测阻断 PKD 途径可阻断化疗

药物、免疫治疗引起的肿瘤细胞表面 PD-L1 表达

增加，抑制肿瘤细胞的免疫逃逸，提高治疗效果．

总之，顺铂可增加 TC-1 细胞表面 PD-L1 的表

达，阻断 PKD 途径可显著抑制顺铂对 TC-1 细胞

表面 PD-L1 表达增加的程度，顺铂可能是通过
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PKD 途径影响 PD-L1 表达．
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