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　　摘要:目的　探讨三阴性乳腺癌(TNBC)细胞能否通过程序性死亡受体Ｇ１(PDＧ１)/程序性死亡配体１(PDＧ
L１)信号通路调节共培养CD４＋T细胞的活化、增殖和凋亡,为 TNBC患者的免疫治疗提供理论依据.方法　分

离健康志愿者人外周血CD４＋T细胞,将其与癌细胞系 MDAＧMBＧ２３１进行共培养并分组.空白对照组:CD４＋T
细胞单独培养;共培养组:CD４＋T细胞＋MDAＧMBＧ２３１;PDＧL１共培养组:CD４＋T细胞＋MDAＧMBＧ２３１＋PDＧL１
单抗;同型抗体共培养组:CD４＋T细胞＋MDAＧMBＧ２３１＋同型抗体.采用 MTT法、流式细胞术分别检测 CD４＋

T细胞增殖、凋亡情况;荧光定量PCR检测CD４＋T细胞中调节性 T细胞(Treg)相关标志物的表达;ELISA检测

各组细胞培养上清液白细胞介素Ｇ２(ILＧ２)、白细胞介素Ｇ１０(ILＧ１０)及转化生长因子β１(TGFＧβ１)含量变化;WestＧ
ernblot检测 CD４＋T细胞内B淋巴细胞瘤Ｇ２(BclＧ２)、BclＧ２相关的 X 蛋白(Bax)表达变化.结果　与空白对照

组相比,共培养组 CD４＋ T 细胞增殖率显著降低,凋亡率显著增加,CD４＋ T 细胞中叉头/翼状螺旋转录因子

(Foxp３)、CD２５、细胞毒性 T淋巴细胞相关抗原Ｇ４(CTLAＧ４)、糖皮质激素诱导的肿瘤坏死因子受体(GITR)mRＧ
NA及BclＧ２蛋白表达水平明显降低,CD１２７mRNA及Bax蛋白表达水平显著增加(均P＜０．０１);细胞培养上清

液 TGFＧβ１、ILＧ１０含量显著升高,ILＧ２含量显著降低(均P＜０．０１).与共培养组相比,PDＧL１共培养组上述各指

标表达逆转 (均P＜０．０１).结论　三阴性乳腺癌细胞可通过PDＧ１/PDＧL１信号通路抑制共培养 CD４＋T细胞活

化、增殖并促进其凋亡.
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　　Abstract:Objective　Toinvestigatewhethertriplenegativebreastcancer(TNBC)cellscanregulatetheactiＧ
vation,proliferationandapoptosisofcoＧculturedCD４＋TcellsthroughthePDＧ１/PDＧL１signalingpathway,soas
toprovidetheoreticalevidencefortheimmunotherapyofTNBCpatients．Methods　PeripheralbloodCD４＋Tcells
wereisolatedfromhealthyvolunteersandcoＧculturedwithcancercelllineMDAＧMBＧ２３１．Thefollowinggroups
wereused:ablankcontrolgroup,whereCD４＋Tcellswereculturedalone;acoＧculturegroup,whereCD４＋ T
cellswerecoＧculturedwithMDAＧMBＧ２３１cells;aPDＧL１coＧculturegroup,whereCD４＋Tcellswereculturedwith
thepresenceofMDAＧMBＧ２３１＋PDＧL１monoclonalantibody;andaisotypecontrolcoＧculturegroup,whereCD４＋

TcellswereculturedwiththepresenceofMDAＧMBＧ２３１isotypecontrol．Then,MTTassayandflowcytometry
wereusedtodetecttheproliferationandapoptosisofCD４＋Tcells．FluorescentquantitativePCRwasperformed
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todetecttheexpressionofTregrelatedmarkersinCD４＋Tcells．ELISAwasperformedtomeasurethecontentsof
interleukin(IL)Ｇ２,ILＧ１０andtransforminggrowthfactor(TGF)Ｇβ１inthesupernatantofeachgroup．Western
blotwasusedtodetecttheexpressionofBaxandBclＧ２inCD４＋Tcells．Results　Comparedwiththeblankcontrol

group,thecoＧculturegroupshowedremarkabledecreasesintheproliferationrateofCD４＋Tcells,increasesinthe
apoptosisrate,decreasesinthelevelsofforkheadboxP３(Foxp３),CD２５,cytotoxicTlymphocyteassociatedanＧ
tigenＧ４(CTLAＧ４),glucocorticoidＧinducedtumornecrosisfactorreceptor(GITR)mRNAandBclＧ２proteinin
CD４＋Tcells,increasesinthelevelsofCD１２７mRNAandBaxprotein(allP＜０．０１);increasesinthecontentsof
TGFＧβ１andILＧ１０inthesupernatantanddecreasesinthecontentsofILＧ２(allP＜０．０１)．ComparedwiththecoＧ
culturegroup,theaboveindexeswasreversedinthePDＧL１coＧculturegroup(allP＜０．０１)．Conclusions　Triple
negativebreastcancercellscaninhibittheactivationandproliferationofcoＧculturedCD４＋TandpromoteitsapopＧ
tosisthroughthePDＧ１/PDＧL１signalingpathway．

Keywords:triplenegativebreastcancer;PDＧ１/PDＧL１pathway;CD４＋Tcells;activation;proliferation;apＧ
optosis

　　乳腺癌是女性常发的恶性肿瘤,在全球范围内

其发病率和死亡率均较高[１].三阴性乳腺癌(triple
negativebreastcancer,TNBC)为 雌 激 素 受 体

(ER)、孕激素受体(PR)和人类表皮生长因子受体Ｇ２
(HERＧ２)均为阴性表达的乳腺癌,具有高组织学分

级、侵袭能力强、高远处转移率及高复发率等特点,
患者预后较差[２Ｇ４].

程序性死亡配体１(PDＧL１)是程序性死亡受体Ｇ
１(PDＧ１)的配体,在包括肿瘤细胞、T细胞在内的多

种细胞中均有表达[５].研究表明[６],TNBC中肿瘤

浸润淋巴细胞的PDＧ１及PDＧL１表达均高于 HERＧ
２阴性、管腔 A 和管腔B亚型.乳腺癌为非免疫性

疾病,但 TNBC中常见 TP５３缺失以及体细胞拷贝

数突变,故而存在明显的基因不稳定性,相对其他类

型的乳腺癌而言有较强的免疫原性[７].PDＧ１/PDＧ
L１表达于乳腺癌细胞表面,在介导乳腺癌细胞免疫

逃逸中起重要作用[８].正常情况下,PDＧ１/PDＧL１
信号通路可诱导和维持外周组织的免疫耐受,而在

病理情况下,PDＧ１与PDＧL１相互作用,下调 T细胞

免疫刺激性细胞因子,如白细胞介素Ｇ２(ILＧ２)、干扰

素γ(IFNＧγ)和肿瘤坏死因子α(TNFＧα)的分泌以及

存活蛋白的表达,促进免疫抑制性细胞因子白细胞

介素Ｇ１０(ILＧ１０)的分泌,从而抑制 T 细胞的免疫反

应[９Ｇ１１].
近年来,以PDＧ１/PDＧL１信号通路为靶标,研发

阻断 PDＧ１/PDＧL１ 途径的 PDＧ１/PDＧL１ 单克隆抗

体,其可增强 T 细胞对肿瘤细胞的杀伤力,达到抗

肿瘤的效果[１２],目前关于PDＧ１/PDＧL１在 TNBC治

疗领域的相关研究也逐渐开展.基于以上背景,本
研究拟探讨 TNBC 细胞通过 PDＧ１/PDＧL１信号通

路抑制共培养 T 细胞活化、增殖及促进其凋亡机

制,为 TNBC患者的免疫治疗提供新的方向.

１　材料和方法

１．１　细胞及相关试剂　乳腺癌细胞系 MDAＧMBＧ
２３１购自中科院上海细胞库;人外周血CD４＋T细胞

从健康志愿者外周静脉血中分离获得;RPMI１６４０、

LＧ１５、胎牛血清、青霉素、链霉素和LＧ谷氨酰胺购自美

国Giboc公司;CD４＋T细胞磁珠分选试剂盒购自德

国美天旎公司;PDＧL１单抗(BMSＧ９３６５５９)购自美国

BristolＧMyersSquibb公司;βＧactin抗体购自美国Cell
SignalingTechnology 公司;同型对照抗体(mIgG)购
自美国eBioscience公司;ILＧ２、ILＧ１０及转化生长因子

β１(TGFＧβ１)酶联免疫吸附实验(ELISA)试剂盒购自

武汉博士德生物公司.

１．２　实验方法

１．２．１　乳腺癌细胞系与细胞培养　采用包含１０％
胎牛血清、１×１０５U/L青霉素、１００mg/L链霉素以

及２mmol/L谷氨酰胺的 LＧ１５培养基培养 MDAＧ
MBＧ２３１细胞,细胞培养条件为３７℃、５％CO２.

１．２．２　人外周血 CD４＋T细胞分离　用 EDTA 抗

凝管采集健康志愿者外周静脉血３０ml,用PBS稀

释后加入淋巴细胞分离液(比例为２︰１),通过密度

梯度离心法分离人单个核细胞(包括淋巴细胞和单

核细胞),用 MACS磁性分离柱对 CD４＋T 淋巴细

胞进行分离.采用 AntiＧCD３抗体２mg/L包被６
孔板１２h,再加 CD４＋T 淋巴细胞和 AntiＧCD２８抗

体２mg/L,刺激３d,以活化CD４＋T淋巴细胞.

１．２．３　共培养体系构建及分组　实验分组如下.

①空白对照组:CD４＋T细胞单独培养组;②共培养

组:CD４＋T细胞＋MDAＧMBＧ２３１;③PDＧL１共培养

组:CD４＋T细胞＋MDAＧMBＧ２３１＋PDＧL１单抗;④
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同型抗体共培养组:CD４＋ T 细胞＋MDAＧMBＧ２３１
＋同型抗体.共培养组将 MDAＧMBＧ２３１细胞用胰

酶消化为单个细胞,按１︰１的比例和CD４＋T细胞

共培养,采用２４孔 Transwell细胞共培养板,MDAＧ
MBＧ２３１细胞在上室,CD４＋T细胞在下室,培养细胞

７２h;PDＧL１共培养组在共培养体系中加入PDＧL１抗

体(１０mg/L)培养７２h;同型抗体共培养组在共培养

体系中加入同型对照抗体(１０mg/L)培养７２h.

１．２．４　MTT法检测共培养系统对CD４＋T细胞增

殖的影响　各组细胞培养７２h后收集T细胞,将细

胞密度调整为３×１０７个/L,接种于９６孔板,每孔

２００μl,每孔加入浓度为５g/L的 MTT溶液,然后

继续将培养基置于５％ CO２、３７℃培养箱中培养,４
h后弃去培养液,每孔加入２００μlDMSO 溶液,采
用酶联免疫检测仪在４９０nm 波长下测定各组光密

度值(D).

１．２．５　ELISA检测各组 TGFＧβ１、ILＧ２、ILＧ１０表达

量的变化　活化的 CD４＋ T 细胞与 MDAＧMBＧ２３１
细胞共培养后,分别在培养８、１２、２４h时收集细胞

培养上清液,８０００r/min离心５min后严格按照

ELISA试剂盒操作步骤检测 TGFＧβ１、ILＧ２、ILＧ１０
表达量.

１．２．６　细胞凋亡率的检测　细胞培养４８h后,分
别收集空白对照组、共培养组、PDＧL１共培养组及

同型抗体共培养组的细胞,将细胞浓度调整为１×
１０９个/L,按细胞凋亡检测试剂盒操作步骤,采用流

式细胞仪检测各组细胞凋亡率.

１．２．７　RNA 提取和实时荧光定量 PCR　miRＧ
NeasyMiniKit提取 CD４＋T细胞 RNA,反转录总

体系为２０μl,总 RNA量为４００μg,以 GAPDH 为内

参,进行叉头/翼状螺旋转录因子(Foxp３)、CD２５、细
胞毒性T淋巴细胞相关抗原Ｇ４(CTLAＧ４)、糖皮质激

素诱导的肿瘤坏死因子受体(GITR)及CD１２７实时荧

光定量PCR,根据PCR所得Ct值应用２－ΔΔCt法计算

Foxp３、CD２５、CTLAＧ４、GITR和 CD１２７的表达百分

比.

１．２．８　Westernblot检测CD４＋T细胞相关蛋白表

达　裂解各组CD４＋T细胞蛋白溶液,BCA 法测定

蛋白浓度,测定总蛋白质量浓度,１２％聚丙烯酰胺凝

胶电泳分离蛋白后转膜,浸入含有５％ 脱脂奶粉的

封闭液中孵育１h,加入适宜浓度一抗室温下封闭

过夜.次日加入辣根过氧化物酶标记二抗孵育１
h,TBST冲洗后采用 ECL化学发光试剂盒进行检

测,凝胶成像系统成像,以βＧactin为内参,计算各组

CD４＋T细胞B淋巴细胞瘤Ｇ２(BclＧ２)、BclＧ２相关的

X 蛋白(Bax)表达.

１．３　统计学分析　采用SPSS２２．０统计学软件对

数据进行统计分析,利用 GraphpadPrism５．０绘

图,通过ShaopiroＧWilk法对计量资料进行正态性

分布检验,均符合正态分布,计量资料均以均数±标

准差(􀭺x±s)表示,两组间比较采用t检验;计数资料

以百分比(％)表示,组间比较采用χ２
检验,以P＜

０．０５为差异具有统计学意义.

２　结　果

２．１　共培养体系对 CD４＋T 细胞增殖的影响　与

空白对照组比较,共培养组 CD４＋T 细胞增殖活性

显著降低(P＜０．０１);与共培养组比较,PDＧL１共培

养组CD４＋T细胞增殖活性显著升高(P＜０．０１).
见图１.

　　与空白对照组比较:∗∗P＜０．０１;与共培养

组比较:＃＃P＜０．０１
图１　共培养体系对CD４＋T细胞增殖的影响

２．２　共培养体系对 CD４＋T 细胞中调节性 T 细胞

(Treg)相关标志物表达的影响　与空白对照组比

较,共培养组 CD４＋ T 细胞 Foxp３、CD２５、CTLAＧ４
及 GITR表达水平明显降低,CD１２７表达水平显著

增加(P＜０．０１);与共培养组比较,PDＧL１共培养组

CD４＋T细胞Foxp３、CD２５、CTLAＧ４及 GITR表达

水平明显增加,CD１２７ 表达水平明显降低,差异均

有统计学意义(P＜０．０１).见图２.

２．３　共培养体系对细胞凋亡的影响　与空白对照

组比较,共培养组CD４＋T细胞凋亡率增加;与共培

养组比较,PDＧL１共培养组CD４＋T细胞凋亡率显著

降低,差异均具有统计学意义(P＜０．０１).见图３.

２．４　共培养体系对CD４＋T 细胞培养上清液ILＧ２、

ILＧ１０和 TGFＧβ１含量的影响　空白对照组及 PDＧ
L１共培养组细胞培养上清液中ILＧ２含量随培养时
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间增加,共培养组CD４＋T细胞上清液中ILＧ２含量

随培养时间降低.与空白对照组比较,共培养组

CD４＋T细胞上清液ILＧ２含量显著降低,TGFＧβ１和

ILＧ１０含量显著升高,差异均具有统计学意义(P＜

０．０１).与共培养组比较,PDＧL１共培养组 CD４＋T
细胞上清液ILＧ２含量显著升高,TGFＧβ１和ILＧ１０
含量显著降低,差异均具有统计学意义(P＜０．０１).
见图４.

与空白对照组比较:∗∗P＜０．０１;与共培养组比较:＃＃P＜０．０１
图２　共培养体系对CD４＋T细胞中 Treg相关标志物表达水平的影响

与空白对照组比较:∗∗P＜０．０１;与共培养组比较:＃＃P＜０．０１
图３　共培养体系对CD４＋T细胞凋亡率的影响

　　 与空白对照组比较:∗∗P＜０．０１;与共培养组比较:＃＃P＜０．０１
图４　共培养体系对CD４＋T细胞ILＧ２、ILＧ１０和 TGFＧβ１表达量变化的影响

２．５　共培养体系对 CD４＋T 细胞凋亡蛋白的影响

　与空白对照组比较,共培养组 CD４＋ T 细胞内

BclＧ２蛋白水平表达显著降低,Bax蛋白表达水平显

著增加,差异均具有统计学意义(均P＜０．０１);与共

培养组比较,PDＧL１共培养组 CD４＋T细胞内BclＧ２
蛋白水平表达显著增加,Bax蛋白表达水平显著降

低,差异均具有统计学意义(均P＜０．０１).见图５.

􀅰４８７􀅰 徐州医科大学学报　　J　Xuzhou　Med　Univ　２０２１,４１(１１)



　　与空白对照组比较:∗∗P＜０．０１;与共培养组比较:＃＃P＜０．０１;A．空白对照组;B．共培养组;C．PDＧL１共培养

组;D．同型抗体共培养组

图５　共培养体系对CD４＋T细胞Bax、BclＧ２蛋白表达的影响

３　讨　论

乳腺癌是目前女性最常见的恶性肿瘤之一,国
际癌症研究机构发布的最新全球癌症统计数据结果

显示,２０２０年全球有６８．５万人死于乳腺癌,有２３０
万例新发乳腺癌,女性乳腺癌首次成为世界范围内

最常见的癌症[１３].其中 TNBC占乳腺癌的１５％~
２０％,发病率逐年增加,严重影响患者的身心健康和

生活质量[１４],因此,了解并发现 TNBC的生物学特

性、病理特点及免疫受体的表达,对改善患者的预后

具有重要意义.
目前,PDＧL１因其在肿瘤细胞表面的高表达和

对 T细胞的调控,已成为肿瘤领域的研究热点.研

究表明[１５],约２０％的 TNBC表达PDＧL１,与其他类

型乳腺癌比较,TNBC 患者组织标本中有更高的

mRNA表达.当肿瘤发生时,肿瘤细胞凭借肿瘤微

环境中的炎性细胞产生炎性因子,诱导 PDＧL１和

PDＧL２表达上调,与 T 细胞表面的 PDＧ１受体相互

作用,抑制 T 细胞的活化与增殖,从而发生肿瘤免

疫逃逸[１６].有研究表明[１７],T细胞分泌的INFＧγ可

上调乳腺癌细胞表达的 PDＧL１,临床试验结果表明

PDＧL１抗体对多种实体瘤的治疗有效果,对 TNBC
的疾病控制率达２５％[１８].此外,PDＧL１抗体还可直

接作用于肿瘤细胞表面的 PDＧ１,从而抑制 PDＧ１/

PDＧL１信号通路的促肿瘤活化作用[１９].

Treg是一群免疫抑制细胞,可通过抑制抗肿瘤

免疫反应促进肿瘤的发生和发展,多种肿瘤微环境

中均存在较高水平的 CD４＋Treg[２０].PDＧ１具有协

同阻滞受体负性调节 T细胞的作用,其与肿瘤细胞

表面的PDＧL１配体结合后,能激活 T淋巴细胞内抑

制性信号,发生免疫抑制效应,导致 T 细胞功能丧

失或减弱,介导肿瘤细胞逃逸[２１].目前,关于 PDＧ１
在CD４＋T 细胞中的具体作用机制尚未阐明,有研

究指出[２２],PDＧ１可有效抑制免疫应激后CD４＋T细

胞聚集,在肿瘤晚期和肿瘤转移患者 CD４＋T 细胞

中的表达水平显著增加.本研究结果显示,在与

MDAＧMBＧ２３１细胞共培养的CD４＋T细胞中,CD４＋

Treg分子标志物 Foxp３、CD２５、CTLAＧ４及 GITR
蛋白表达水平明显下调,CD１２７蛋白表达水平显著

上调,提示 MDAＧMBＧ２３１细胞对 CD４＋T细胞分化

产生一定影响.与添加 PDＧL１单抗的 MDAＧMBＧ
２３１细胞共培养后,CD４＋T细胞Foxp３、CD２５、CTＧ
LAＧ４及 GITR蛋白表达水平明显增加,CD１２７蛋白

表达水平显著降低,提示 CD４＋T 细胞可能参与了

MDAＧMBＧ２３１细胞微环境的形成,乳腺癌细胞生长

微环境又可诱导 CD４＋T 细胞向 CD４＋Treg分化,
并且PDＧ１信号通路是 TNBC细胞生长微环境诱导

CD４＋Treg分化过程重要的分子机制之一.

ILＧ２是CD４＋T细胞增殖过程中发挥重要作用

的细胞因子,TGFＧβ１是重要的参与免疫负调控的细

胞因子,可通过使转录因子磷酸化抑制 T淋巴细胞

增殖[２３].本研究结果显示,空白对照组及PDＧL１共

培养组上清液ILＧ２随培养时间的延长而增加,共培

养组上清液ILＧ２随培养时间的延长而降低,提示乳

腺癌肿瘤微环境可通过减少ILＧ２的分泌抑制活化

CD４＋T细胞的增殖.此外我们的研究结果还表明,
与 MDAＧMBＧ２３１细胞共培养后 CD４＋T 细胞分泌

TGFＧβ１及ILＧ１０ 水平显著增加,提示 MDAＧMBＧ
２３１细胞能诱导CD４＋T细胞,使其具备免疫抑制功

能.本研究进一步探讨了 MDAＧMBＧ２３１共培养体

系对CD４＋T细胞生物学行为的影响,结果显示,细
胞共培养体系能显著抑制 CD４＋T 细胞增殖,促进
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CD４＋T细胞凋亡.BclＧ２和Bax被认为是重要的抑

制和促进细胞凋亡的调控基因[２４],与 MDAＧMBＧ２３１
共培养的CD４＋T 细胞 BclＧ２蛋白水平表达显著降

低,Bax蛋白表达水平显著增加;而添加PDＧL１抗体

共培养后,CD４＋T细胞内细胞凋亡相关调控基因表

达水平发生逆转,提示 MDAＧMBＧ２３１细胞微环境可

影响CD４＋T细胞功能,通过作用于CD４＋T细胞上

的相关 PDＧL１受体调节细胞凋亡相关调控基因的

表达,抑制CD４＋T细胞增殖,促进其凋亡.
基于以上研究得出,TNBC细胞可通过 PDＧ１/

PDＧL１信号通路抑制共培养 CD４＋T 细胞活化、增
殖并促进其凋亡.PDＧ１/PDＧL１阻滞剂可减弱乳腺

癌细胞对 T细胞的抑制作用,增强 T细胞对肿瘤细

胞的杀伤力,从而达到抗肿瘤的效果.
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