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ＰＤＬ２在宫颈鳞状细胞癌的表达及对外周血Ｔ细胞凋亡的影响
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　　摘　要：目的　检测负性共刺激分子ＰＤＬ２在人宫颈鳞状细胞癌的表达情况，分析其与患者临床病理特征的相关性，并观察

重组人ＰＤＬ２蛋白对患者外周血Ｔ细胞凋亡的影响。方法　采用免疫组织化学染色检测ＰＤＬ２蛋白在６０例宫颈鳞状细胞癌患

者癌组织中的表达，并统计分析ＰＤＬ２蛋白表达与宫颈鳞状细胞癌患者临床病理特征的相关性。将患者外周血Ｔ淋巴细胞分为

空白对照组、ＰＤＬ２组和ＰＤＬ２＋抗ＰＤ１组单克隆抗体组，流式细胞术分析各组Ｔ细胞的凋亡率。结果　宫颈鳞状细胞癌表达

ＰＤＬ２的阳性率为５３．３％（３２／６０）。ＰＤＬ２的表达与宫颈鳞状细胞癌的淋巴结转移相关（犘＜０．０５）。ＰＤＬ２组宫颈鳞状细胞癌

患者外周血活化ＣＤ４＋Ｔ和ＣＤ８＋Ｔ的凋亡率分别为１７．０％和２２．４％，明显高于空白对照组９．０％和１６．２％；加入抗ＰＤ１阻断

ＰＤＬ２与Ｔ淋巴细胞、ＰＤ１结合后，ＰＤＬ２＋抗ＰＤ１组ＣＤ４＋Ｔ和ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞凋亡率下降到１１．１％和１７．５％。结论　宫

颈鳞状细胞癌细胞异常表达ＰＤＬ２，且与肿瘤的淋巴结转移有关。ＰＤＬ２通过促进Ｔ细胞凋亡而削弱宫颈微环境的抗肿瘤免

疫，并促进肿瘤的淋巴结转移。ＰＤＬ２／ＰＤ１途径有可能成为宫颈鳞状细胞癌免疫治疗的靶点之一。
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　　我国宫颈癌的发病率近年来逐渐增高并出现年轻化趋势，

宫颈鳞状细胞癌是最主要的组织学类型。宫颈鳞状细胞癌的

发生与乳头瘤病毒感染密切相关，但病毒感染后仅少部分病例

发展为癌，提示癌变细胞未能被局部微环境的Ｔ细胞识别和

清除。宫颈癌微环境出现Ｔ细胞免疫水平下降与宫颈局部出

现负性共刺激分子如Ｂ７家族成员、调节Ｔ细胞浸润以及白细

胞介素（ＩＬ）１０和转化生长因子β（ＴＧＦβ）水平增高等因素有

关。ＰＤＬ２是共刺激分子Ｂ７家族成员之一，它与Ｔ细胞表面

的ＰＤ１受体结合后通过ＰＤＬ２／ＰＤ１信号途径影响Ｔ细胞增

殖及分泌细胞因子，负性调节Ｔ细胞活化并促进Ｔ细胞凋亡，

从而抑制人体的抗肿瘤免疫［１２］。癌细胞表达ＰＤＬ２还能促

进癌细胞逃避宿主机体的免疫监视［３］。文献报道ＰＤＬ２在多

种恶性肿瘤如肺癌、肝癌、食管癌、胰腺癌、子宫颈癌和卵巢癌

细胞异常表达，ＰＤＬ２与肿瘤内ＣＤ８＋Ｔ细胞减少相关，在肿

瘤原发部位及其转移的淋巴结内均能抑制效应Ｔ细胞的抗肿

瘤免疫功能，而且癌细胞表达 ＰＤＬ２与患者预后差密切相

关［４６］，但对ＰＤＬ２调节Ｔ细胞凋亡的作用目前尚未见报道。

为进一步阐明ＰＤＬ２／ＰＤ１信号途径在调节子宫颈鳞状细胞

癌患者抗肿瘤Ｔ细胞免疫中的作用，本实验采用免疫组织化

学方法观察ＰＤＬ２在宫颈鳞状细胞癌组织的表达，分析ＰＤ

Ｌ２表达与患者临床病理特征的相关性，并通过体外实验观察

了可溶性ＰＤＬ２蛋白对宫颈癌患者外周血活化Ｔ细胞凋亡的
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影响。

１　资料与方法

１．１　一般资料　正常宫颈组织３０例，高级别宫颈上皮内瘤变

（ＣＩＮ）Ⅱ、Ⅲ级３０例和宫颈鳞状细胞癌６０例均取自重庆医科

大学病理教研室２００９～２０１０年的病理标本。患者年龄３２～

６５岁，平均４３．１２岁。免疫组织化学实验采用１０％中性甲醛

固定、石蜡包埋组织。外周血取自重庆医科大学第一附属医院

妇产科未经化疗的宫颈鳞状细胞癌患者。采血前已得到患者

及其家属的同意，并通过医院伦理委员会审批。

１．２　主要试剂　兔抗人ＰＤＬ２（ｂｓ１８６８Ｒ）和鼠抗人ＰＤ１（ｂｓ

１８６７Ｒ）购自北京博奥森生物技术有限公司；重组人ＰＤＬ２活

性蛋白（１０２９２Ｈ０８Ｈ）购自北京ＳｉｎｏＢｉｏｌｏｇｉｃａｌ公司；ＰＶ６０００

试剂盒购自北京中杉金桥生物技术公司；淋巴细胞分离液购自

天津灏洋生物有限公司；ＲＰＭＩ１６４０培养基购自美国Ｇｉｂｃｏ公

司；ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＥ／７ＡＡＤ凋亡试剂盒购自南京凯基生物技术

有限公司；小鼠ＩｇＧ１ＰＥ（Ｎｏ．１２４７１４）、ＩｇＧ１ＦＩＴＣ（Ｎｏ．１１

４７１４）、鼠抗人 ＣＤ８ＦＩＴＣ（Ｎｏ．１１００８６）和鼠抗人 ＣＤ４ＦＩＴＣ

（Ｎｏ．１１００４９）购自美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；尼龙毛购自德国

Ｋｉｓｋｅｒ公司；聚羟基脂肪酸酯购自美国Ｓｉｇｍａ公司；胎牛血清

购自杭州四季青公司。

１．３　方法

１．３．１　免疫组织化学染色　４μｍ石蜡切片脱蜡至梯度乙醇

后，经３％Ｈ２Ｏ２ 孵育１０ｍｉｎ及枸橼酸钠缓冲液（ｐＨ６．０）进行

抗原修复后，滴加ＰＤＬ２抗体（１∶１５０）并于４℃冰箱过夜；加

二抗后３７℃温箱孵育３０ｍｉｎ，以上各步后均用磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）洗３次，最后经ＤＡＢ显色并用中性树脂封片。实验中

用ＰＢＳ替代一抗作为阴性对照。ＰＤＬ２在细胞膜或胞质着色

为阳性（＋～＋＋＋），其中染色细胞数１０％～２５％，染成淡棕

色为＋、＋＋；染色细数胞大于２５％，染成棕褐色＋＋＋；否则

为阴性（－）。

１．３．２　外周血Ｔ细胞的分离活化与培养　宫颈鳞状细胞癌

患者的新鲜抗凝外周血经梯度离心后吸取单个核细胞，再经尼

龙毛获得Ｔ淋巴细胞。将Ｔ淋巴细胞分为对照组、重组ＰＤ

Ｌ２组和ＰＤＬ２＋抗ＰＤ１组。在２４孔板内将５×１０５ ｍＬ－１Ｔ

淋巴细胞置于ＲＰＭＩ１６４０培养液（含１０％胎牛血清１０ｍｇ／Ｌ）

中３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱内培养２４ｈ后，３组分别加入ＰＢＳ、重组

人ＰＤＬ２蛋白（１μｇ／ｍＬ）和抗人ＰＤ１抗体（２μｇ／ｍＬ）培养４８

ｈ进行后续实验。每组实验分别重复３次。

１．３．３　流式细胞术检测Ｔ细胞凋亡率　收集上述各组Ｔ淋

巴细胞，１×１０６ 个Ｔ细胞悬浮于１００μＬ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）

后分别与鼠抗人ＣＤ８ＦＩＴＣ、鼠抗人ＣＤ４ＦＩＴＣ和 ＡｎｎｅｘｉｎＶ

ＰＥ室温避光孵育３０ｍｉｎ，再加入７ＡＡＤ避光孵育５ｍｉｎ，ＰＢＳ

洗３次后立即用４００μＬＰＢＳ重悬细胞并进行流式细胞检测。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析，偏态

分布资料采用犉犻狊犺犲狉精确概率检验法，等级资料采用秩和检

验法。临床病理特征与ＰＤＬ２表达的关系的分析采用Ｌｏｇｉｓ

ｔｉｃ回归分析。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＰＤＬ２在人正常宫颈上皮、ＣＩＮⅡ、Ⅲ级和宫颈鳞状细胞

癌的表达　ＰＤＬ２在部分正常宫颈鳞状上皮的基底层细胞微

弱表达，阳性率为２０．０％（６／３０）；在部分ＣＩＮⅡ、Ⅲ级细胞中

微弱表达，阳性率为２０．０％（６／３０）；但在子宫颈鳞状细胞癌的

阳性表达率为５３．３％（３２／６０），显著高于ＣＩＮⅡ、Ⅲ级的表达

率（犘＜０．０５），见图１、表１。此外，ＰＤＬ２蛋白也在宫颈鳞状细

胞癌局部的间质细胞表达。

２．２　ＰＤＬ２表达与临床病理特征的相关性分析　本实验对宫

颈鳞状细胞癌ＰＤＬ２的表达与肿瘤浸润深度、淋巴结转移、局

部脉管内瘤栓形成以及患者临床分期和年龄进行相关性分析，

结果显示 ＰＤＬ２的表达与癌细胞的淋巴结转移相关（犘＝

０．０２３）。进一步进行Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析显示，ＰＤＬ２表达与癌

细胞的淋巴结转移密切相关。在２例发生淋巴结转移的宫颈

鳞状细胞癌病例中，转移灶和原发灶癌细胞均表达ＰＤＬ２；另

２例原发灶癌细胞不表达ＰＤＬ２，但转移灶内癌细胞强阳性表

达ＰＤＬ２。实验中还发现同一病例中ＰＤＬ２在浅表浸润的癌

细胞中表达略弱于深部浸润的癌细胞，但统计学结果未能证实

ＰＤＬ２表达与肿瘤浸润深度的相关性，见表２。

　　Ａ：正常子宫颈基底层细胞微弱表达（ＩＨＣ×２００）；Ｂ：ＣＩＮⅡ、Ⅲ级弱阳性表达 （ＩＨＣ×１００）；Ｃ：宫颈鳞状细胞癌强阳性表达 （ＩＨＣ×２００）。

图１　　ＰＤＬ２在不同组织的表达

表１　　ＰＤＬ２在宫颈鳞状细胞癌和ＣＩＮⅡ、Ⅲ组的表达（狀）

类别 狀
ＰＤＬ２

－ ＋、＋＋ ＋＋＋

宫颈鳞状细胞癌 ６０ ２８ ３ ２９

ＣＩＮⅡ、Ⅲ级 ３０ ２４ ６ ０

表２　　宫颈鳞状细胞癌表达ＰＤＬ２与临床

　病理特征的相关性［狀（％）］

临床病理特征 － ＋～＋＋＋ 犘

浸润深度（ｍｍ）

　＜１０ ２２（５５．０） １８（４５．０） ０．１３５

　 ≥１０ ６（３０．０） １４（７０．０）

淋巴结转移
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续表２　　宫颈鳞状细胞癌表达ＰＤＬ２与临床

　病理特征的相关性［狀（％）］

临床病理特征 － ＋～＋＋＋ 犘

　无 ２３（６０．５） １５（３９．５） ０．０２３

　有 ６（２７．３） １６（７３．７）

局部血管瘤栓形成

　无 ２９（５２．７） ２６（４７．３） ０．２５７

　有 １（２０．０） ４（８０．０）

分期

　Ⅰ期 １９（４７．５） ２１（５２．５） １．０８１

　Ⅱ期 １１（５５．０） ９（４５．０）

年龄（岁）

　＜４５ １６（４４．４） ２０（５５．６） ０．４５１

　≥４５ １３（５４．２） １１（４５．８）

２．３　ＰＤＬ２蛋白对患者外周血Ｔ细胞凋亡的影响　重组人

ＰＤＬ２与宫颈鳞状细胞癌患者外周血 Ｔ细胞混合培养７２ｈ

后，流式细胞术检测结果显示ＰＤＬ２组Ｔ淋巴细胞总凋亡率

为２６．０％，其中ＣＤ８＋Ｔ和ＣＤ４＋Ｔ细胞凋亡率分别为２２．４％

和１７．０％；对照组Ｔ淋巴细胞总凋亡率为２０．２％，其中ＣＤ８＋

Ｔ和ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞凋亡率分别为１６．２％和９．０％；ＰＤＬ２

组Ｔ细胞、ＣＤ８＋Ｔ和ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞凋亡率均明显高于空

白对照组。然而在加入抗ＰＤ１阻断ＰＤＬ２与Ｔ淋巴细胞的

ＰＤ１结合后，ＰＤＬ２＋抗ＰＤ１组Ｔ细胞、ＣＤ８＋Ｔ 和ＣＤ４＋Ｔ

淋巴细胞凋亡率均明显下降，分别为２１．８％、１７．５％和１１．

１％，见图２、３。

　　Ａ：对照组；Ｂ：ＰＤＬ２组；Ｃ：ＰＤＬ２＋抗ＰＤ１组。

图２　　混合培养Ｔ细胞的凋亡率

图３　　Ｔ淋巴细胞凋亡率

３　讨　　论

本实验结果表明，宫颈鳞状细胞癌异常表达ＰＤＬ２，其阳

性表达率为５３．３％，显著高于ＣＩＮⅡ、Ⅲ级细胞及正常宫颈鳞

状上皮细胞，也高于文献报道宫颈癌细胞表达 ＰＤＬ２为

２９．０％的阳性率，原因可能和国外患者与本实验患者之间存在

种族差异以及组织芯片取材范围局限有关。本研究还观察到

宫颈癌部分间质细胞异常表达ＰＤＬ２，结合前期研究发现宫颈

癌局部浸润的淋巴细胞表达ＰＤＬ２受体ＰＤ１，以及文献报道

活化Ｔ淋巴细胞表达ＰＤＬ２与抑制Ｔ细胞增殖和分泌细胞因

子有关［７］，推测宫颈鳞状细胞癌细胞及间质细胞表达ＰＤＬ２

蛋白可能与浸润淋巴细胞表达的ＰＤ１受体结合，从而发挥对

宫颈癌患者微环境的免疫负调节作用。

ＰＤＬ２与Ｔ细胞的ＰＤ１受体特异结合而负性调节Ｔ细

胞免疫［８９］。作者在前期实验中观察到人外周血活化 Ｔ淋巴

细胞和宫颈癌组织内浸润的淋巴细胞大部分表达ＰＤ１，而且

宫颈癌微环境内浸润的淋巴细胞存在凋亡的现象［１０］。文献报

道ＰＤＬ２既可通过ＰＤｌ胞浆区Ｃ端的免疫受体酪氨酸抑制

基序下调ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ激酶活性，抑制Ｔ细胞增殖相关基因的转

录并促进Ｔ细胞凋亡
［１１］；也可招募酪氨酸磷酸酶１和酪氨酸

磷酸酶２，使相应的信号分子去磷酸化，从而抑制Ｔ细胞增殖

活化并使其丧失免疫功能［１２］。有研究发现，酪氨酸磷酸酶１

可使Ｔ细胞的ＺＡＰ７０蛋白去磷酸化而抑制其增殖活化，还使

ｐ５６ｌｃｋ失活而抑制肿瘤内浸润Ｔ细胞的溶瘤作用
［１３］。本研究

将重组人ＰＤＬ２与宫颈鳞状细胞癌患者外周血Ｔ细胞混合培

养后，观察到 ＰＤＬ２蛋白促进外周血 Ｔ 细胞，ＣＤ８＋ Ｔ 和

ＣＤ４＋Ｔ细胞凋亡，而且其促进ＣＤ８＋Ｔ细胞凋亡的作用强于

ＣＤ４＋Ｔ细胞；当采用抗ＰＤ１抗体阻碍 Ｔ细胞ＰＤ１受体与

ＰＤＬ２结合后，Ｔ细胞、ＣＤ８＋Ｔ和ＣＤ４＋Ｔ细胞亚群的凋亡率

均下降，提示ＰＤＬ２／ＰＤ１途径促进了宫颈鳞状细胞癌微环境

内Ｔ细胞凋亡，从而抑制其抗肿瘤免疫。近期报道不论采用

抗体阻断ＰＤＬ２或ＰＤ１，或用ＲＮＡ干扰技术敲除ＰＤＬ２基

因均能促进ＣＤ８＋Ｔ细胞增殖和发挥细胞毒功能
［１４］；阻断ＰＤ

１使小鼠肿瘤局部浸润的ＣＤ８＋Ｔ 和ＣＤ４＋Ｔ细胞数量增多，

干扰素γ水平增高并抑制了鳞状细胞癌的进展。

综上所述，本实验发现宫颈鳞状细胞癌ＰＤＬ２的异常表

达与肿瘤微环境Ｔ细胞凋亡、抗肿瘤免疫受抑制，从而促进肿

瘤的淋巴结转移相关。因此，ＰＤ１／ＰＤＬ２途径可能成为宫颈

鳞状细胞癌免疫治疗的靶点之一。
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Ｒａｖａｇｌｉａ等
［１０］测试了６２例健康老年人简易智能精神状态检

查量表（ＭＭＳＥ）、语言能力、血浆 Ｈｃｙ、叶酸以及维生素Ｂ１２水

平，发现Ｈｃｙ水平与叶酸、维生素Ｂ１２及 ＭＭＳＥ呈负相关，Ｈｃｙ

水平升高与语言能力下降相关，提示 Ｈｃｙ是早期认知功能障

碍的标志。Ｈｃｙ对认知功能影响的机制尚不完全清楚，目前认

为其对大脑的作用分为血管作用和神经毒性两大类，Ｈｃｙ影响

脂质代谢、损伤血管内皮及凝血系统，从而引发血管性损害；

Ｈｃｙ可引起钙超载及氧自由基的产生从而具有神经毒性，引起

或促进认知功能障碍的发生、发展。

作者推测对 Ｈｃｙ进行药物干预可能会改善ＳＶＤ患者认

知功能或延缓其发展。叶酸、维生素Ｂ１２是 Ｈｃｙ代谢的重要辅

酶，补充叶酸、维生素Ｂ１２可显著降低 Ｈｃｙ水平，Ｈｃｙ是ＳＶＤ

危险因素中，可以通过营养素的补充进行有效干预的一个因

素［１１１２］。本研究中，ＶＭＣＩ合并 Ｈｃｙ患者联合叶酸和甲钴胺

干预治疗后，血浆叶酸、维生素Ｂ１２水平上升，Ｈｃｙ水平明显下

降，证实通过营养素的补充可以降低血浆 Ｈｃｙ水平。进一步

的神经心理测试显示，叶酸联合甲钴胺干预治疗６个月后患者

认知功能明显改善。本研究结果同丁建平等［１３］的研究结果一

致，提示通过叶酸联合甲钴胺干预治疗 Ｈｃｙ改善 ＶＭＣＩ患者

认知功能，对防治 ＶＭＣＩ患者发展为血管性痴呆可能有一定

作用。
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［１］ 中华医学会神经病学分会痴呆与认知障碍学组写作组．
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