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结 直 肠 癌 的 治 疗 方 式 主 要 以 手 术 治 疗 为 主 ，

术 后 辅 助 放 化 疗 及 免 疫 治 疗 等 ， 随 着 手 术 方 式 的

改 进 、 放 射 治 疗 及 化 疗 药 物 种 类 的 增 多 ， 及 免 疫

治 疗 药 物 的 研 发 ， 使 结 直 肠 癌 的 治 疗 取 得 巨 大 进

步 [ 1 - 2 ]， 但 由 于 结 直 肠 癌 缺 乏 有 效 的 早 期 诊 断 指

标 ， 使 多 数 结 直 肠 癌 患 者 发 现 时 已 为 结 直 肠 癌 晚

期 ， 错 过 了 手 术 时 机 ， 预 后 比 较 差 ； 对 于 结 直 肠

晚 期 患 者 的 治 疗 主 要 依 赖 分 子 靶 向 药 物 治 疗 和 细

胞因子制剂治疗[3-4]，但结直肠癌的5年生存率仍比

较低， 因此研究结直肠癌发病过程中的关键性分

析 对 结 直 肠 癌 患 者 的 诊 治 及 开 发 新 的 分 子 靶 向 药

物具有重要意义。程序性死亡配体1（PD-L1）在

免 疫 耐 受 方 面 发 挥 重 要 作 用 ， 在 多 种 恶 性 肿 瘤 中

异 常 表 达 ， 和 多 种 恶 性 肿 瘤 的 预 后 和 恶 性 程 度 有

关 [5-8]。本文对结直肠癌组织中PD -L1的表达情况

及其对结直肠癌细胞生长的影响进行研究。

1　资料与方法

1.1  临床标本与细胞株

收 集 浙 江 金 华 广 福 肿 瘤 医 院 胃 肠 外 科 病 理 证

实的结直肠癌标本100例、癌旁组织标本100例、

结 直 肠 腺 瘤 标 本 1 0 0 例 和 正 常 结 直 肠 组 织 标 本

100例，所有标本均经病理证实。排除标准：患其

它 部 位 原 发 恶 性 肿 瘤 者 ， 消 化 道 相 关 淋 巴 瘤 者 ，

手 术 前 进 行 过 放 疗 或 化 疗 者 ， 拒 绝 参 与 研 究 者 。

所 有 研 究 对 象 签 署 知 情 同 意 书 ， 经 浙 江 金 华 广 福

肿 瘤 医 院 伦 理 委 员 会 审 批 。 人 结 肠 癌 H C T 1 1 6 细

胞 株 购 自 美 国 A T C C 公 司 ； 兔 抗 人 P D - L 1 单 克 隆

抗 体 、 免 疫 组 化 染 色 试 剂 盒 购 自 英 国 A B C A M 公

司等。

1.2  实验方法 

1.2.1  免疫组化检测　将上述结直肠癌、结直肠

腺 瘤、 癌 旁 组 织 和 正 常 结 直 肠 组 织 标 本 进 行 石 蜡

包 埋， 经 石 蜡 切 片 标 本 采 用 免 疫 组 织 化 学 SP 法

测 定 各 结 直 肠 组 织 中 PD-L1 含 量， 一 抗 为 兔 抗 人

PD-L1 单克隆抗体，阴性对照一抗以 PBS 液代替，

细胞膜上出现棕黄色或者棕褐色染色为 PD-L1 阳

性细胞。
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摘   要 目的：探讨程序性死亡配体 1（PD-L1）在结直肠癌组织中的表达及其对结直肠癌细胞生长的影响。

方法：采用免疫组化法测定各结直肠癌组织及癌旁组织、结直肠腺瘤组织、正常结直肠组织标本中

PD-L1 的表达；将结肠癌 HCT116 细胞分别转染 PD-L1 siRNA（PD-L1 siRNA 组）和阴性对照 siRNA（阴

性对照组），以无处理的 HCT116 细胞为空白对照组，然后分别用 Western blot 法、MTT 法、流式细胞术、

Transwell 法检测各组细胞中 PD-L1 蛋白的表达、细胞增殖、凋亡与侵袭能力。

结果：PD-L1 在结直肠癌组织、结直肠腺瘤组织、癌旁组织、正常结直肠组织中的阳性表达率分别

为 45.0%、33.0%、10.0%、0， 差 异 有 统 计 学 意 义（P<0.05）； 与 空 白 对 照 组 HCT116 细 胞 比 较，

PD-L1 siRNA 组 HCT116 细胞的增殖能力明显降低、细胞凋亡率明显升高、侵袭细胞数明显减少（均

P<0.05），而阴性对照组与空白对照组以上指标均无统计学差异（均 P>0.05）。

结论：结直肠癌组织和中 PD-L1 表达水平升高，升高的 PD-L1 与结直肠癌细胞的恶性生物学行为有关。
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1.2.2  PD-L1 干扰载体制备　由 上 海 吉 玛 公 司 设

计 和 合 成 PD-L1 siRNA， 并 设 计 与 人 类 基 因 没 有

同源性的 siRNA 作为阴性对照序列。

1.2.3  实验分组　将 HCT116 细胞分为 3 组：PD-
L1 siRNA 组（转染 PD-L1 siRNA）、阴性对照组（转

染阴性对照 siRNA）、空白对照组（不进行转染）。

1.2.4  结直肠癌细胞转染　取生长良好的结直肠

癌 细 胞 接 种 到 6 孔 板 中， 加 入 培 养 液 培 养， 细 胞

达 80% 左右融合时进行细胞转染，转染后继续培

养 48 h 后进行干扰效率检测。

1.2.5  细胞 PD-L1 蛋白的表达检测　采用 Western 

blot 法 测 定 各 组 结 直 肠 癌 细 胞 中 PD-L1 蛋 白 的 表

达情况：提取各组结直肠癌细胞总蛋白质，进行蛋

白电泳，对实验条带进行拍照观察，采用 Image J

软件对目的条带进行灰度值分析，以 β-actin 为内

参照计算各组细胞中 PD-L1 蛋白的相对表达量。

1.2 .6   直 肠 癌 细 胞 增 殖 检 测　 胰 蛋 白 酶 消 化 生

长 良 好 的 的 各 组 结 直 肠 癌 制 成 细 胞 悬 液， 接 种 到

96 孔 板中，每组设 6 个复孔，采用 MTT 法测定各

组结直肠癌细胞 7 d 内的生长情况，酶标仪测定波

长 490 nm 处吸光度值，结直肠癌细胞的增殖情况

以波长 490 nm 处的吸光度值表示。

1.2.7  细胞凋亡检测　各组细胞转染 48 h 后，进

行 Annexin V/PI 双 染 色， 采 用 流 式 细 胞 术 法 测 定

各组结直肠癌细胞凋亡情况。

1.2.8  细胞侵袭能力检测　将各组结直肠癌细胞接

种到 6 孔板中培养 24 h，进行细胞转染，转染后培

养 48 h，采用 Transwell 法测定各组细胞的侵袭能力。

1.3  统计学处理

采用SPSS 20.0软件进行分析，率的比较采用

χ 2检验，均数比较采用方差分析，组内两两比较

采用LSD检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  PD-L1 在结直肠癌组织中的表达情况

免疫组化染色结果显示，PD-L1在结直肠癌组

织、结直肠腺瘤组织、癌旁组织、正常结直肠组织

中的阳性表达率分别为45.0%、33.0%、10.0%、0，

差异有统计学意义（P<0.05）（图1）（表1）。

表 1　各组标本中 PD-L1 的阳性表达率 [n=100，n（%）]
组别 阳性 阴性

结直肠癌组织 45（45.0） 55（55.0）
结直肠腺瘤组织 33（33.0） 67（67.0）
癌旁组织 10（10.0） 90（90.0）
正常结直肠组织 0（0.0） 100（100.0）

χ2 30.521
P 0.000

2.2  siRNA PD-L1 对结直肠癌细胞中 PD-L1 的

干扰效率

Western blot检测siRNA PD-L1对HCT116细胞

中PD-L1的干扰效率，结果发现：siRNA PD-L1转染

后HCT116细胞中PD-L1的表达明显降低，转染后2 d

对HCT116细胞中PD-L1的干扰效率最高（图2）。

图 1　PD-L1 免疫组化染色（×200）　　A：结直肠癌组织中 PD-L1 阳性表达；B：结直肠腺瘤组织中 PD-L1 阳性表达； 

C：癌旁组织中 PD-L1 阳性表达；D：正常结直肠组织中 PD-L1 阴性表达

A B C D

siRNA PD-L1

PD-L1

β-actin

阴性对照 空白对照 1 d

PD-L1

β-actin

2 d 3 d

图 2　Western blot 检测结果　　A：各组 PD-L1 表达水平；B：siRNA PD-L1 转染后不同时间

A B
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2.3  siRNA PD-L1 对结直肠癌细胞增殖的影响

各 组 细 胞 第 1 天 O D 值 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义

（P>0.05）；第3、7天，siRNA PD-L1组结直肠癌细

胞OD值低于阴性对照组和空白对照组（均P<0.05），

阴 性 对 照 组 和 空 白 对 照 组 结 直 肠 癌 细 胞 各 时 间 点 

OD值比较差异无统计学意义（均P>0.05）（表2）。

表 2　各组结直肠癌细胞 OD 值比较（x±s）
组别 第 1 天 第 3 天 第 7 天

空白对照组 0.513±0.121 1.585±0.194 2.416±0.231
阴性对照组 0.505±0.114 1.523±0.187 2.321±0.232
siRNA PD-L1 组 0.497±0.102 1.242±0.1781), 2) 1.532±0.1921), 2)

F 0.325 4.636 30.245
P 0.921 0.021 0.000

注：1）与空白对照组比较，P<0.05；2）与阴性对照组比较，
P<0.05

2.4  siRNA PD-L1 对结直肠癌细胞凋亡的影响

siRNA PD-L1组细胞凋亡率高于阴性对照组和空

白对照组（均P<0.05），阴性对照组和空白对照组凋

亡率比较差异无统计学意义（P>0.05）（表3）。

2.5  siRNA PD-L1 对结直肠癌细胞侵袭能力的影响

siRNA PD-L1组侵袭细胞数低于阴性对照组和空

白对照组（P<0.05），阴性对照组和空白对照组侵袭

细胞数比较差异无统计学意义（P>0.05）（表4）。

表 3　各组结直肠癌细胞凋亡率（%，x±s）
组别 细胞凋亡率

空白对照组 0.98±0.04
阴性对照组 1.03±0.03
siRNA PD-L1 组 15.46±5.31), 2)

F 63.142
P 0.000

注：1）与空白对照组比较，P<0.05；2）与阴性对照组比较，
P<0.05

表 4　各组结直肠癌细胞侵袭细胞数（个，x±s）
组别 细胞侵袭细胞数

空白对照组 236.47±18.21
阴性对照组 225.35±17.58
siRNA PD-L1 组 112.43±12.641), 2)

F 125.47
P 0.000

注：1）与空白对照组比较，P<0.05；2）与阴性对照组比较，
P<0.05

3　讨　论
 

3.1  PD-L1 在结直肠癌中的表达情况

P D - L 1 是 B 7 家 族 成 员 ， 是 程 序 性 死 亡 分 子 1

的配体，在巨噬细胞、树突状细胞、B细胞和T细

胞 中 广 泛 表 达 ， P D - L 1 在 上 述 细 胞 上 的 表 达 受 到

干扰素-γ的刺激后进一步升高 [9-11]；提呈抗原细

胞表面的PD -L1分子和T细胞表面的程序性死亡分

子 - 1 结 合 发 挥 作 用 [ 9 - 1 0 ]， 在 免 疫 耐 受 的 诱 导 和 维

持 方 面 具 有 重 要 作 用 [ 1 1 - 1 4 ]； P D - L 1 在 多 种 恶 性 肿

瘤 细 胞 中 也 有 异 常 表 达 [ 1 5 - 1 6 ]， 和 恶 性 肿 瘤 细 胞 的

预 后 和 恶 性 程 度 有 关 ， 和 肿 瘤 浸 润 淋 巴 细 胞 关 系

密 切 ， P D - L 1 和 肿 瘤 浸 润 淋 巴 细 胞 表 达 的 程 序 性

死亡分子1结合，从而对肿瘤浸润淋巴细胞的功能

产 生 抑 制 作 用 ， 导 致 肿 瘤 免 疫 逃 逸 [ 1 7 - 1 9 ]。 沈 吟 芳 

等[20]研究发现肺癌组织中PD-L1表达显著升高，调

节性T细胞浸润也明显升高，肺癌组织中PD -L1水

平和调节性T细胞浸润为正相关关系，梁姣姣等[21]

研究发现结肠癌调节性T细胞上的PD-L1表达升高，

调节性T细胞和PD-L1的升高可能是促进结肠癌免疫

逃逸得重要因素。本研究结果发现：PD-L1在结直

肠癌、结直肠腺瘤、结直肠癌旁组织细胞胞浆和胞

膜中有表达，在正常结直肠组织中无PD-L1表达。

结直肠癌组织和结直肠腺瘤组织中PD-L1阳性表达

率高于正常结直肠组织，结直肠癌组织中PD-L1阳

性表达率高于结直肠腺瘤组织，但差异无统计学意

义。结直肠腺瘤被认为是结直肠癌的癌前病变，结

直肠癌的发生经过结直肠腺瘤期，考虑PD-L1阳性

在结直肠癌的发生发展中发挥一定作用。

3.2  PD-L1 对结直肠癌细胞生长的影响

本研究发现：siRNA PD -L1转染后可降低结

直肠癌细胞中PD-L1的表达，转染后2 d对HCT116

细胞中PD-L1的干扰效率最高；第3、7天，siRNA 

P D - L 1 组 细 胞 O D 值 低 于 阴 性 对 照 组 和 空 白 对 照

组；siRNA PD-L1组细胞凋亡率高于阴性对照组和

空白对照组；siRNA PD-L1组侵袭细胞数低于阴性

对照组和空白对照组，表明下调HCT116细胞中的

PD -L1水平，可以抑制HCT116细胞的增殖，促进

结 凋 亡 ， 抑 制 癌 细 胞 的 侵 袭 能 力 。 在 结 直 肠 癌 组

织中，PD-L1呈高表达，PD-L1水平的升高可能通

过 促 进 结 直 肠 癌 细 胞 增 殖 ， 抑 制 结 直 肠 癌 细 胞 凋

亡 ， 增 加 结 直 肠 癌 细 胞 的 侵 袭 能 力 发 挥 促 进 结 直

肠癌发生发展的作用。PD-L1在结直肠癌的发生发

展中可能不只作为程序性死亡分子1的配体，还可

能抑制受体传递信号的作用，对肿瘤浸润T细胞的

杀伤功能产生抑制，增加肿瘤细胞的恶性程度。

综上所述，结直肠癌组织中PD-L1水平升高，

下调结直肠癌细胞中PD-L1的表达水平可以对结直

肠 癌 细 胞 的 生 理 功 能 产 生 影 响 ， 使 结 直 肠 癌 细 胞

的恶性程度降低。
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