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［摘 要］ 目的：研究通过RNA干扰敲减程序性死亡受体配体1（programmed death receptor ligand 1，PD⁃L1）分子能否增强树

突状细胞疫苗对胰腺癌的治疗作用。方法：免疫组化法检测42例胰腺癌及对应胰腺组织中PD⁃L1的表达差异；纯化CD8+T细

胞和制备成熟的树突状细胞（DC），将低表达PD⁃L1的Panc⁃1细胞Panc⁃1/PD⁃L1⁃RNAi、阴性对照Panc⁃1/LV⁃Control细胞以及野

生型Panc⁃1细胞分别与CD8+T细胞+DC疫苗共同培养，检测细胞上清中干扰素（IFN）⁃γ表达水平；3组肿瘤细胞分别建立人源

化严重免疫缺陷（severe combined immunodeficiency，SCID）小鼠胰腺癌皮下移植瘤模型，以DC疫苗为治疗手段进行尾静脉注

射，观察肿瘤生长情况。结果：免疫组化实验显示，胰腺癌组织较胰腺组织中PD⁃L1高表达，差异有统计学意义（P＜0.001）。T
细胞反应实验显示，PD⁃L1敲减肿瘤细胞组与DC和CD8+T细胞共同培养的上清中 IFN⁃γ表达水平明显高于其他2个对照组，差

异有统计学意义（P＜0.001）。人源化SCID小鼠体内荷瘤实验显示，敲减PD⁃L1表达与应用DC疫苗治疗胰腺癌皮下移植瘤具

有协同作用。结论：胰腺癌较胰腺组织中PD⁃L1高表达，敲减胰腺癌细胞PD⁃L1表达与应用DC疫苗治疗可能是胰腺癌免疫治

疗的有效策略。
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［Abstract］ Objective：To investigate whether knocking down PD ⁃ L1 expression can enhance the effects of DC vaccine to treat
pancreatic cancer. Methods：PD⁃L1 expression in normal pancreatic tissues and pancreatic cancer tissue specimens were detected by
immunohistochemistry in tumor specimen of 42 pancreatic carcinoma patients respectively. A Panc⁃1 cell line with low PD⁃L1 expression
established by lentivirus mediated RNA interference targeting PD⁃L1 was named Panc ⁃ 1/PD ⁃L1 ⁃RNAi. At the same time，negative
control cells Panc⁃1/LV⁃Control and wide type Panc⁃1 cell line was used in this study. These three groups of pancreatic cancer cells were
co⁃cultured with CD8+ T cells and mature DC，and then IFN⁃γ production was detected by ELISA. Pancreatic cancer tumor⁃bearing hu⁃
SCID mice model was established. DC vaccination was performed to investigate tumor inhibition effects. Results：Higher expressions of
PD ⁃ L1 were detected in pancreatic carcinoma than in normal pancreatic tissue（P＜0.001）detected by immunohistochemistry
examination. In the T cell reaction study，IFN⁃γ production is much higher in the PD⁃L1 knocking down group than that in the other two
control groups（P＜0.001）. In vivo，PD⁃L1 knocking down combined with DC vaccination could significantly prevent tumor growth in the
hu⁃SCID model. Conclusion：PD⁃L1 is expressed higher in pancreatic cancer than in normal pancreatic tissue. Suppressing PD⁃L1
expression in cancer cells during DC vaccination might be a more efficient strategy in immunotherapy for pancreatic cancer.
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程序性死亡受体配体 1（programmed death re⁃
ceptor ligand 1，PD⁃L1）是免疫共刺激分子B7超家族

的重要成员之一。PD⁃L1与其受体PD⁃1结合后向T
细胞传递抑制性信号，是导致肿瘤免疫逃逸的重要原

因，PD⁃L1主要传递抑制性信号而非刺激性信号［1］。

同时，PD⁃1/PD⁃L1信号通路抑制树突状细胞疫苗

（DC疫苗）的治疗作用。本研究通过RNA干扰技术

敲减人胰腺癌Panc⁃1细胞中PD⁃L1的表达，研究靶

向PD⁃L1分子的RNAi对DC疫苗治疗胰腺癌是否具

有协同增强作用。

1 材料和方法

1.1 材料

人低分化胰腺癌细胞株Panc⁃1（中科院上海生

命科学研究院），高糖DMEM培养基（Gibco公司，美

国），胎牛血清（杭州四季青公司）。PD⁃L1抗体以及

羊抗鼠二抗（Abcam公司，美国）。免疫组化SP试剂

盒（福建迈新生物公司）。SCID小鼠（上海Slaccas实
验动物公司）。逆转录试剂盒以及实时定量PCR所

用 SYBR Premix Ex Taq试剂（TaKaRa公司，日本）。

Western blot试剂盒（赛默飞世尔公司，美国），ELISA
试剂盒（上海酶研生物科技有限公司）。抗CD8单

克隆抗体、分选磁珠和MACS分离柱（Miltenyi Biotec
公司，德国）。

1.2 方法

1.2.1 PD⁃L1分子在人胰腺癌组织中的表达

收集2010年12月—2012年12月间苏州大学附

属第一医院普通外科接受根治性手术切除的 42例
胰腺癌患者标本。本研究方案经苏州大学附属第

一医院伦理委员会批准，对入组病例均在术前签署

知情同意书。患者入组前均未接受过任何化疗、放

疗和免疫治疗等治疗干预手段。无菌条件下切取肿

瘤组织及尽量远离肿瘤的胰腺组织各1块，以10%福

尔马林液浸泡后石蜡包埋，4 μm厚连续切片，链霉

素抗生物素蛋白⁃过氧化酶（streptavidin⁃peroxidase，
S⁃P）法免疫组化染色，PD⁃L1稀释度为1∶100，二氨基

联苯胺显色，苏木素复染，梯度酒精脱水干燥，二甲

苯透明，中性树脂封固。阳性判断标准：PD⁃L1蛋白

以细胞膜或胞浆有棕黄色细颗粒为阳性，参照Giat⁃
romanolaki等［2］报道的方法，根据染色强度分为阴

性、弱、中、强阳性，胞浆内阴性或弱阳性表达计为1
分，胞浆内中阳性或强阳性表达但细胞数少于 5个
视野总细胞数的平均值计为 2分，胞浆内中阳性或

强阳性表达且阳性表达细胞数大于5个视野总细胞

数的平均值计为 3分，2分以下为低表达，2分以上

为高表达。

1.2.2 稳定低表达PD⁃L1胰腺癌细胞株的建立

Panc⁃1细胞采用高糖DMEM培养基+10%胎牛

血清常规培养。PD⁃L1分子的RNA干扰慢病毒载

体LV⁃PD⁃L1⁃shRNA为本课题组前期构建，该载体

转染Panc⁃1细胞后，实时定量逆转录聚合酶链反应

（RT⁃qPCR）检测 PD⁃L1分子 mRNA 水平，Western
blot检测PD⁃LI蛋白表达，证实PD⁃L1分子被成功敲

减［3］，该组细胞命名为Panc⁃1/PD⁃L1⁃RNAi。空载体

病毒转染设为对照组命名为Panc⁃1/LV⁃Control。
1.2.3 检测CD8+T细胞体外抗肿瘤免疫反应

①CD8+T细胞及成熟DC的制备：人类外周血单

核细胞（peripheral blood mononuclear cells，PBMCs）
采用Ficoll⁃Hypaque平衡密度梯度离心法提取，由江

苏省临床免疫研究所提供。CD8+T细胞纯化采用免

疫磁珠阳性选择法从PBMCs中提取，CD8+T细胞经

流式细胞仪检测纯度均在 95%以上。同法从 PB⁃
MDs中纯化CD14+单核细胞，采用经典的方法制备

成熟DC：CD14+单核细胞在含粒细胞⁃巨噬细胞集落

刺激因子（GM⁃CSF，25 ng/mL）和白介素 ⁃4（IL⁃4，
500 U/mL）的培养基中培养 4 d，第 5天加入肿瘤坏

死因子α（TNF⁃α）再培养2 d，收获DC。
②T细胞反应实验：3组肿瘤细胞Panc⁃1、Panc⁃

1/PD⁃L1⁃RNAi和Panc⁃1/LV⁃Control分别用丝裂霉素

C 50 mg/mL预处理 30 min，然后用PBS洗 3次，以抑

制肿瘤细胞增殖。肿瘤细胞、成熟DC和CD8+T细胞

按照每孔5×104、4×105、8×104的比例接种于96孔板，

每组设3个复孔。每组细胞均在含10%胎牛血清的

DMEM培养基中培养72 h，取培养液上清，用于检测

CD8+T分泌干扰素⁃γ（IFN⁃γ）的差异。

③ELISA检测培养液中 IFN⁃γ表达水平：按照

Wang等［4］报道的方法单克隆抗体包板过夜，配置标

准品，加样，封闭，洗板；加辣根过氧化物酶（HRP）反
应 30 min后，洗板；加四甲基联苯胺（TMB）液，避光

反应10 min；加硫酸终止，酶标仪450 nm下读数；绘

制标准曲线，算出样品浓度，再根据所取样本量换

算为培养液中的 IFN⁃γ含量。

1.2.4 人源化SCID小鼠体内实验

① 人源化 SCID小鼠荷瘤模型的建立：动物实

验方案符合医学伦理并由苏州大学医学伦理委员

会通过，SCID小鼠饲养于苏州大学实验动物中心

SPF级饲养室。人源化小鼠的构建按照本课题组曾

经报道的方法［5］，即环磷酰胺按照 40 mg/（kg·d）剂
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量连续 4 d 腹腔内注射 SCID 小鼠以抑制造血。

SCID小鼠经尾静脉注射PBMC 1×107个/只小鼠建立

人源化SCID小鼠。ELISA检测小鼠外周血中人 IgG
的浓度以确认人源化小鼠模型构建成功。4周后，3组
肿瘤细胞Panc⁃1、Panc⁃1/PD⁃L1⁃RNAi和Panc⁃1/LV⁃
Control分别以2×104个/只100 μL体积皮下注射小鼠

腹股沟建立胰腺癌皮下移植瘤模型，每组12只小鼠。

②DC疫苗治疗实验：前述已建立的 3组 Panc⁃
1、Panc⁃1/PD⁃L1⁃RNAi和 Panc⁃1/LV⁃Control人源化

SCID小鼠荷瘤模型，每组12只。皮下注射肿瘤细胞

4周后，每组再随机分为2个亚组，每个亚组6只。每

组中的 1个亚组接受DC疫苗治疗，即瘤内注射DC
疫苗 1×106个/只，而另外的亚组作为空白对照。治

疗组每周1次瘤内注射，连续4周。记录肿瘤大小，

并以简易公式计算肿瘤体积（长径×短径 2 ×0.5）。

DC疫苗治疗5周后处死小鼠。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 17.0统计软件进行数据分析。正态

计量资料以均数±标准差（x ± s）表示。多样本均数

比较采用单因素方差分析（one⁃way ANOVA）并采用

LSD检验进行两两比较，计数资料比较采用χ2检

验。检验水准α=0.05。
2 结 果

2.1 免疫组化检测 PD⁃L1在胰腺癌组织的表达与

分布

组织中PD⁃L1阳性着色主要位于肿瘤细胞的胞

膜和胞浆，为棕黄色（图1）。胰腺癌中PD⁃L1阳性率

为 64.3%，高表达例数占 47.6%，低表达例数占

16.7%。而胰腺组织中PD⁃L1阳性率为14.3%，几乎

均为低表达，胰腺癌和胰腺组织中PD⁃L1表达差异

有统计学意义（表1）。

2.2 T细胞反应实验检测细胞上清 IFN⁃γ表达水平

不同组别的肿瘤细胞 Panc⁃1、Panc⁃1/PD⁃L1⁃
RNAi和Panc⁃1/LV⁃Control分别与DC和CD8+T细胞

共同培养后，检测培养上清中的 IFN⁃γ表达水平。

结果提示Panc⁃1/PD⁃L1⁃RNAi组的培养上清中 IFN⁃
γ表达水平［（1 350 ± 89）ng/mL］明显高于Panc⁃1组
［（230 ± 45）ng/mL］和 Panc⁃1/LV⁃Control组［（245 ±
54）ng/mL，图 2］。Panc⁃1/PD⁃L1⁃RNAi组与 Panc⁃1
组比较，差异有统计学意义（P＜0.001），Panc⁃1/PD⁃
L1⁃RNAi组与 Panc⁃1/LV⁃Control组比较，差异有统

计学意义（P＜0.001）。

2.3 人源化SCID小鼠体内荷瘤实验

相同组肿瘤细胞建立的荷瘤鼠模型中，经DC
疫苗治疗的亚组比不经治疗的亚组的肿瘤生长受

到抑制（图 3）。对于 Panc⁃1/PD⁃L1⁃RNAi细胞建立

的荷瘤模型可以看出，DC疫苗治疗组肿瘤生长受到

抑制，Panc⁃1/PD⁃L1⁃RNAi+DC组肿瘤大小明显小于

Panc⁃1/PD⁃L1⁃RNAi组，差异具有统计学意义（P <
0.01）。换个分析角度，同样是经DC疫苗治疗的各

组，PD⁃L1表达敲减组Panc⁃1/PD⁃L1⁃RNAi+DC的肿

瘤生长与Panc⁃1+DC组比较受到明显抑制，差异具

有统计学意义（P < 0.01）。敲减PD⁃L1表达与应用

DC疫苗治疗胰腺癌皮下移植瘤具有协同作用。

B
PD⁃L1分布在细胞的胞浆和胞膜。A：胰腺组织中低表达；B：胰

腺癌中高表达。

图1 胰腺癌和胰腺组织PD⁃L1表达免疫组化染色（SP×200）
Figure 1 PD⁃L1 expression in pancreatic cancer and nor⁃

mal tissue detected by immunohistochemistry
（SP×200）

A

表1 免疫组化检测PD⁃L1表达

Table 1 PD⁃L1 expression detected by immunohistochem⁃
istry ［n（%）］

χ2=22.011，P < 0.001。

组别

胰腺癌

对照组

-
15（35.7）
36（85.7）

+
7（16.7）
5（11.9）

++
20（47.6）
01（2.4）0

PD⁃L1

与Panc⁃1组比较，*P＜0.001；与Panc⁃1/LV⁃Control组比较，#P＜

0.001。
图2 IFN⁃γ在培养上清中的表达水平

Figure 2 IFN⁃γ expression in the cultural supernatant

1 600
1 400
1 200
1 000
800
600
400
200

0

IFN
⁃γ（

ng/
mL

）

Panc⁃1 Panc⁃1/
LV⁃Control

Panc⁃1/
PD⁃L1⁃RNAi

*#

·· 42



3 讨 论

肿瘤免疫治疗成为继手术、放疗、化疗、分子靶

向治疗后的最有希望能成功治愈肿瘤的手段，是肿

瘤治疗研究的重要领域，近几年更是取得了重大进

展。肿瘤免疫治疗是指激发和增强机体的免疫功

能，以达到控制和杀灭肿瘤细胞的目的［6］。T淋巴细

胞是机体抗肿瘤免疫应答的核心［7］，其中肿瘤特异

性CD8+T细胞是最重要的效应细胞［8-9］。然而肿瘤

微环境中存在多种机制抑制CD8+T细胞的免疫应

答，使CD8+T细胞处于“免疫无能”状态，不能发挥有

效的杀伤肿瘤作用［10-12］。肿瘤细胞通过异常过表达

的负性共刺激分子（如PD⁃L1），与CD8+T细胞表面

对应的分子受体（如PD⁃1）结合，进而削弱CD8+T细

胞的抗肿瘤效应，诱导免疫逃逸［13⁃14］。因此，抑制

PD⁃1/ PD⁃L1信号途径，从而有效激活肿瘤微环境中

CD8+T细胞的抗肿瘤免疫应答是治疗肿瘤的新思路。

除此之外，PD⁃1/PD⁃L1信号通路还可以抑制

DC疫苗的治疗作用。已有学者报道了阻断PD⁃L1
信号可以有效增强DC介导的抗肿瘤免疫效应，从

而激活CD8+T细胞下调表达 IL⁃10等促肿瘤细胞因

子，而上调表达 IL⁃2和 IFN⁃γ等抑制肿瘤细胞因

子。抑制PD⁃L1信号可以促进DC的成熟和增殖以

及 IL⁃12的分泌，抑制T细胞功能受损，激活T细胞

的抗肿瘤效应［5］。

在本研究中，首先经免疫组化证实在胰腺癌组

织中PD⁃L1呈高表达，然后以高表达PD⁃L1的胰腺

癌细胞株Panc⁃1为研究对象，利用慢病毒载体转染

的方法，以RNA干扰（RNAi）的手段建立稳定低表

达PD⁃L1的胰腺癌细胞株Panc⁃1/ PD⁃L1⁃RNAi。在

体外实验中，成熟DC、纯化的CD8+T细胞和胰腺癌

细胞共同培养，检测上清中 IFN⁃γ的表达水平，发现

胰腺癌细胞 PD⁃L1表达敲减后，在DC疫苗的作用

下，CD8+T细胞上调 IFN⁃γ的表达。IFN⁃γ是公认的

具有极强抗肿瘤作用的细胞因子。在人源化 SCID
小鼠的体内实验中发现，DC疫苗联合敲减肿瘤细胞

的PD⁃L1对抑制肿瘤生长具有显著的协同作用。

以免疫卡控点PD⁃L1为靶点免疫治疗成为最近

抗肿瘤免疫的热点，本研究以RNA干扰的手段敲减

胰腺癌细胞 PD⁃L1的表达，联合DC疫苗治疗胰腺

癌，为胰腺癌的免疫治疗提供了新的思路。
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图3 人源化SCID小鼠肿瘤生长曲线

Figure 3 Tumor growth in hu⁃SCID mice model
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为主，这一筛查方法有其局限性，部分肺结核患者

并无明显可疑症状不能及时发现；肺结核是慢性传

染病，病程较长，部分病例需纳入不同年度患病率

统计，致使患病率差异不明显；也与调查点人群发

病率处于较低水平有关。受三者影响，队列人群总

体的标化患病率也无明显差异。

2013年队列人群标化发病率和 65岁以上老年

人发病率均高于 2014年，两者间有关联性，表明老

年人群对总体发病的影响较大。老年人群一直是

结核病重点关注的人群之一［3］，这与老年人体质下

降有关，其肺结核的症状及胸片表现不典型、并发症

较多且经常合并其他疾病、治疗效果不理想，使其成

为结核病防控领域的重点与难点，调查显示65岁以

上老年人群年均患病率308.07/10万，略高于国内相

关研究结果［4］。重点人群病例以 65岁以上老年人

和既往肺结核患者为主。既往结核患者患病率最

高，年均达10 863.51/10万，由于化疗药物的不良反

应以及患者的依从性等原因导致患者完成疗程或

治愈后会出现一定的复发率，这也是肺结核难以控

制的重要原因之一，为此，有研究者建立了复发影

响因素预测模型［5⁃6］，用于判断患者抗结核治愈后的

复发可能性。糖尿病患者是肺结核高危人群，本调

查糖尿病患者结核病年均患病率130.25/10万，是一

般人群的3.61倍，与糖尿病患者患肺结核的危险度

约为普通人群的2~5倍的报道相一致［7］。

可疑症状者中肺结核病例检出率 2013年高于

2015年，体现出了主动筛查的成效，症状调查使人

群中一些有肺结核可疑症状的患者及早被发现、诊

断和治疗，人群检出率逐步下降并处于较低水平。

这一成效主要体现在重点人群上，重点人群病例占

比近90%，表明重点人群主动筛查相较一般人群而

言，针对性更强，意义更大。

在检出效能上，2013、2014两年间主动筛查和

被动发现两种模式的人群肺结核发现率无明显差

异，提示了两种方法应互为补充，而不是相互替代

的关系。2015年主动筛查模式的发现率低于被动

发现模式，主动筛查模式 3年间发现率呈逐年下降

趋势，都进一步说明随着筛查时间延续，潜在病例

不断被发现和清除、人群发病减少，主动筛查的效

果也趋于下降。

综上所述，主动筛查与被动发现互为补充，是

控制肺结核疫情的有效手段。主动筛查可在较短

时间内提高患者发现率，今后可考虑间隔 3年以上

开展1次，以老年人和既往肺结核患者为重点。
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