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摘要 ：目的  分析程序性死亡配体 -1（PD-L1）在食管鳞癌中的表达及其临床意义。方法  采用免疫组织

化学染色、Western blot 检测 PD-L1 在 50 例食管鳞癌患者的癌组织及其相应癌旁组织中的表达，并分析 PD-L1

表达与食管鳞癌临床病理学特征及预后的相关性。结果  PD-L1在食管鳞癌组织中阳性表达率为42.0%（21/50）

高于癌旁组织 22.0%（11/50），差异有统计学意义（P <0.05）。PD-L1 蛋白的表达水平与患者肿瘤浸润深度及临

床分期相关（P <0.05）。Kaplan-Meier 生存分析表明 PD-L1 的阳性组较阴性组预后较差，PD-L1 阳性组和阴性

组患者 30 个月生存率分别为 38.1% 和 86.2%，差异有统计学意义（P <0.05）。多变量 COX 回归分析结果显示

PD-L1 是食管癌患者的预后因素。结论  PD-L1 蛋白高表达在食管鳞癌的发生发展过程中具有重要作用，可能

成为食管鳞癌预后的评价指标，并为食管鳞癌的治疗提供新的靶点。
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Clinical significance of PD-L1 expression in esophageal 
squamous cell carcinoma
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Hospital of Henan University of Science and Technology, Anyang Tumor Hospital, 
Anyang, Henan 455000, China)

Abstract: Objective   To investigate expression of PD-L1 and its clinical significance in patients with 
esophageal squamous cell carcinoma (ESCC).  Methods  Expression of PD-L1 protein in 50 cases of tumor and 
matched adjacent tissues was identified by immunohistochemical staining and Western blot. Relationship between 
expression and clinical characteristics was analyzed.  Results  The positive expression rate of PD-L1 protein was 
increased in cancer tissue when compared with that in adjacent noncancerous mucosa tissues (42.0 vs 22.0%, 
P < 0.05). The expression of PD-L1 protein was closely associated with depth of infiltration and TNM stage 
(P < 0.05). Kaplan-Meier survival analysis in a 30-months follow-up study showed that patients in PD-L1 positively 
expressed group experienced lower survival rate when compared with those in PD-L1 negatively expressed group 
(38.1% vs 86.2%, P < 0.05). COX regression analysis result indicated that PD-L1 was the independent prognosis 
factor of ESCC.  Conclusions  PD-L1 plays an important role in carcinogenesis of ESCC, PD-L1 may be a potential 
prognostic and therapeutic target of ESCC.
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食管癌是我国常见的恶性肿瘤，中国疾病控制与

预防中心数据显示，食管癌在我国的每年发病人数约

为 22 万人以上，死亡人数每年则高达 19+ 万人 [1]。食

管 鳞 癌（esophageal squamous cell carcinoma, ESCC）

是亚洲食管癌的主要病理类型，约占食管癌的 90% 以

上 [2]，河南省林州市及其毗邻的辉县，安阳等地是我

国，也是世界上食管癌发病率和死亡率最高的地区 [3]。

大多数患者确诊时已属晚期或伴有远处转移，预后差，

5 年生存率极低 [4]。肿瘤免疫抑制在促进肿瘤发展的

同时减弱抗肿瘤治疗的疗效 [5]，程序性死亡配体 -1

（programmed death ligand-1, PD-L1）是一个主要的调

控免疫抑制的分子，PD-L1 属于 B7 超家族，主要在 T

细胞、B 细胞、树突状细胞、炎症反应细胞和恶性肿

瘤细胞中表达 [6]，与程序性死亡 -1（programmed cell 

death-1, PD1）结合后可以提供抑制性信号，抑制 T

细胞的活化和增殖，诱导 T 细胞凋亡，使肿瘤细胞逃

避免疫杀伤 [7]，PD-L1 高表达于各种实体恶性肿瘤，

并且可诱导 T 淋巴细胞的凋亡 [8]，抗 PD1/PD-L1 通路

的药物在在黑色素瘤、非小细胞肺癌等领域取得很大

的成功 [9]，本研究将分析 PD-L1 在 50 例食管鳞癌患

者中表达特征和其临床意义及预后价值。

1    资料与方法

1.1    一般研究

选取 2014 年 1 月 -2014 年 6 月于河南科技大学

第四附属医院（安阳市肿瘤医院）接受手术治疗的食

管癌患者，50 例食管鳞癌组织及相应癌旁组织（距肿

瘤切缘 >5 cm）标本，全部患者均经病理学确诊为食

管鳞癌。男 31 例、女 19 例 ；年龄 42 ～ 79 岁，平均

（61.3±8.3）岁；高分化 + 中分化 40 例、低分化 10 例；

根据美国癌症联合会（AJCC）食管癌第 7 版 TNM 分

期标准 ：Ⅰ期 8 例、Ⅱ期 29 例、Ⅲ期 13 例 ；发生淋

巴结转移 13 例。所有患者术前均未接受放化疗及免

疫治疗，并于术前获得患者书面知情同意。该项目通

过医院伦理委员会的同意。

1.2    免疫组织化学检测 PD-L1

采用免疫组织化学（简称免疫组化）SP 超敏试

剂盒（中杉金桥产品编号 SP-9000）检测食管癌及其

相应癌旁组织中 PD-L1（抗兔单克隆抗体 1 ∶ 200，

Abcam）的表达。由 2 位副高职称以上的病理医师

双盲阅片，随机挑选 5 个高倍镜视野观察，根据染色

强度（0，阴性 ；1，弱阳性 ；2，中度阳性 ；3，强阳

性）和阳性肿瘤细胞数（0，<5% ；1，5% ～ 25% ；2，

25% ～ 75% ；3，≥ 75%）乘积对每个视野进行免疫

评分 ：0 为阴性 ；1 ～ 12 为阳性，5 个视野免疫评分

均值为最终结果。

1.3    Western blot 检测 PD-L1

提取组织蛋白后，用 BCA 法进行蛋白定量（康

为）。用 10%SDS- 聚丙烯酰胺凝胶进行上层胶恒压

90 V/30 min，下层胶恒压 120 V/60 min 电泳，切胶后

采用“三明治夹心法”，恒压 90 V/150 min 转膜，5%

脱脂奶粉封闭 PVDF 膜 1 h，TBST 清洗 1 次，30 s/

次，加入 PD-L1 兔一抗（1 ∶ 1 000，Abcam）和内

参 GAPDH（1 ∶ 2 000 康为）4℃过夜，TBST 清洗 3

次，5 min/ 次，加入兔二抗（1 ∶ 2 000，康为）室温

孵育 2 h，再用 TBST 漂洗 3 次，5 min/ 次，ECL（美国

invitrogen 公司）处理 PVDF 膜后用凝胶成像系统（美

国 BIO-RAD 公司）检测目的蛋白条带，Image Lab 软

件对蛋白条带灰度进行定量分析。

1.4    随访

50 例食管鳞癌患者术后随访时间 30 个月。生存

时间定义为手术日期至最后一次随访日期或死亡，未

删失数据为由食管癌导致的死亡患者，删失数据为随

访至 30 个月仍存活患者。

1.5    统计学方法

数据进分析采用 SPSS 23.0 统计软件，计量资料

以均数 ± 标准差（x±s）表示，采用配对t 检验 ；计

量资料采用 χ2 检验。应用 Kaplan-Meier 绘制生存曲

线并以 Log-rank 检验生存时间之间差异，单因素分

析应用 Log-rank 检验，多因素 Cox 回归计算风险比例

（hazard ratios, HR）及其 95%CI，分析各因素对食管鳞

癌预后的影响，P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    食管癌与癌旁组织中 PD-L1 蛋白的表达情况

PD-L1 的阳性表达为胞膜出现棕黄色颗粒，部

分胞浆也有表达。部分食管鳞癌及癌旁组织中可见

PD-L1 阳性表达。食管鳞癌组织组与相应癌旁组织组

Keywords:  esophageal neoplasm; PD-L1; prognosis; IHC; Western blot
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比较，差异有统计学意义（χ2=13.848，P =0.006），食

管鳞癌组织中 PD-L1 阳性表达率高于相应癌旁组织

组，且随着分化程度的降低，PD-L1 免疫组化评分逐

渐升高。见表 1 和图 1。

2.2    食管癌与癌旁组织中 PD-L1 蛋白的表达

PD-L1 蛋白的分子量约为 33 kD。应用 Image lab

软件将灰度值进行定量分析，并对结果进行统计学分

析，食管鳞癌组织组与相应癌旁组织组比较，差异有

统计学意义（t  =3.612，P  =0.000），食管鳞癌组织组

PD-L1 蛋白表达（灰度均值为 4.086±1.060）高于相

应癌旁组织组（灰度均值为 1.884±0.642）。见图 2。

2.3    PD-L1 蛋白表达与食管鳞癌临床病理特征的
相关性

PD-L1 蛋白表达与肿瘤浸润深度及临床分期相

关。见表 2。

2.4    PD-L1 蛋白表达水平与食管鳞癌患者预后

50 例食管鳞癌患者术后 30 个月的总生存率为

66% ；PD-L1 阳性表达组 30 个月生存率（38.1%）低

于阴性组（86.2%）（χ2=14.311，P =0.000）。见图 3。

分化程度、淋巴结转移、TNM 分期及 PD-L1 蛋

白表达与食管鳞癌患者生存预后相关（见表 3）。多

变量 Cox 回归分析结果显示，淋巴结转移与 PD-L1 表

达是食管鳞癌患者生存的预后因素。见表 4。

表 1    组织样本中 PD-L1 蛋白表达

组别 PD-L1（+） PD-L1（-） χ2 值 P 值

食管癌旁组织 11 39
13.848 0.006

食管鳞癌组织 21 29

B

图 2    食管鳞癌及相应癌旁组织中 PD-L1 蛋白表达

A

33 kD

36 kD

PDL1

GAPDH

N           T         N         T           N          T 

PD
-L

1
蛋

白
表

达
量

食管癌组    癌旁组

P =0.000

表 2    PD-L1 蛋白表达与食管鳞癌临床病理特征的相关性    

例（%）

因素 例数
PD-L1 阳

性
PD-L1 阴性 χ2 值 P 值

性别

    男性 31 15（48.38） 16（51.62）
1.366 0.242

    女性 19 6（31.58） 13（68.42）

年龄

    ≥ 60 岁 30 13（43.33） 17（56.67）
0.055 0.815

    <60 岁 20 8（40.00） 12（60.00）

分化程度

    高、中 40 15（37.50） 25（62.50）
1.663 0.197

    低 10 6（60.00） 4（40.00）

淋巴结转移

    阳性 13 8（61.54） 5（38.46）
2.753 0.097

    阴性 37 13（35.13） 24（64.86）

TNM 分期

    Ⅰ、Ⅱ期 37 11（29.73） 26（70.27）
8.795 0.003

    Ⅲ期 13 10（76.92） 3（23.08）

浸润范围

    < 纤维膜 19 2（10.53） 17（89.47）
12.462 0.000

    ≥纤维膜 31 19（61.29） 12（38.71）

A：不典型增生；B：高分化食管癌；C：中分化食管癌；D：

低分化食管癌

图 1    食管鳞癌中 PD-L1 的表达    （IHC×400）
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表 4    食管鳞癌患者预后的多因素 Cox 回归分析

因素 b Sb Wald χ2 P 值 ĤR
95%CI

下限 上限

淋巴结转移

    阳性 / 阴性 1.621 0.711 5.190 0.023 5.056 1.254 20.385

PDL1 表达

    阳性 / 阴性 1.848 0.626 8.710 0.003 6.345 1.860 21.646

图 3    食管鳞癌患者 Kaplan-Meier 生存曲线

PDL1 阳性
PDL1 阴性

时间 / 月

生
存

率
/%

表 3    食管鳞癌患者预后 Log-rank 检验

3    讨论

肿瘤免疫逃逸是肿瘤发生、发展过程中的关键环

节。肿瘤浸润淋巴细胞（tumor infiltrating lymphocyte, 

TIL）被认为是机体对肿瘤细胞特异性免疫反应的效

应细胞 [10]，临床研究表明，TIL 在肿瘤（包括食管癌）

中发挥关键作用并具有预后意义 [11]。由于肿瘤组织不

表达或极少量表达 MHC Ⅱ类分子，因此认为抗肿瘤

特异性免疫的效应细胞主要为 CD8+T 细胞，肿瘤特异

性 CD8+T 细胞均高表达 PD1，同时许多肿瘤细胞高表

达 PD-L1 分子 [12]，PD-L1 与肿瘤浸润淋巴细胞表达的

PD1 结合后，可导致 PD1 胞质区的免疫受体酪氨酸转

化基序（ITSM）结构域磷酸化，导致下游信号受到抑

制，阻断 Akt 和 PI3K 的活性，干扰 IL-2 的分泌，减

弱 TCR/CD28 信号对免疫细胞的活化作用 [13]，最终抑

制 T 淋巴细胞增殖和相关细胞因子的分泌，进而抑制

机体的抗肿瘤免疫。除了能直接抑制 TIL 的功能外，

PD-L1 还可以通过调节 T 细胞分化调节抗肿瘤免疫，

研究 [14] 表明，CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg 是具免疫负性调

节功能的细胞群，通过细胞分泌白介素 10、转化生长

因子 β 等免疫负性细胞因子抑制免疫应答。PD-L1

可 促 进 CD4+ CD25+ Foxp3-T 向 CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg

转化 [15]，使用单克隆抗体阻断 PD-L1，可减少 Treg 产

生，并且 Treg 凋亡加速。GENG 等 [16] 发现，PD-L1 能

有效促进 Treg 分泌白介素 10，进而发挥免疫抑制作

用。本研究均表明 PD-L1 在肿瘤免疫逃逸过程中发

挥重要作用。

150

100

50

0

0                10              20               30              40

因素
中位生存 
时间 / 月

T25/ 
月

T75/ 月 χ2 值 P 值

性别

    男 - - 18.000±4.873
0.059 0.808

    女 - - 16.000±5.118

年龄

    ≥ 60 岁 - - 18.000±8.477
0.484 0.486

    <60 岁 - - 16.000±4.233

分化程度

    高 - 中分化 - - 19.000±1.426
4.790 0.029

    低分化 16.000±5.534 - 7.000±4.347

淋巴结转移

    阳性 12.000±2.696 - 10.000±5.824
12.166 0.000

    阴性 - 18.000±4.233

因素
中位生存 
时间 / 月

T25/ 
月

T75/ 月 χ2 值 P 值

浸润范围

    ≥纤维膜 - - 12.000±3.654
0.715 0.398

    < 纤维膜 - - 18.000±1.389

TNM 分期

    Ⅰ、Ⅱ期 - - -
7.485 0.006

    Ⅲ期 12.000±6.291 - 10.000±5.824

PD-L1 表达

    阳性 18.000±6.103 - 10.000±3.780
14.311 0.000

    阴性 - - -
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肿瘤浸润和转移是恶性肿瘤最重要的生物学特

征，也是影响肿瘤患者预后的主要因素。上皮细胞间

质化（epithelial-mesenchymal transition, EMT）是指上

皮细胞失去极性，细胞间紧密连接及黏附连接消失，

变成了具有间质细胞形态和功能的细胞，Ⅲ型 EMT 与

肿瘤的浸润和转移有关 [17]，人体 90% 以上恶性肿瘤是

上皮性肿瘤，由于 EMT 是上皮细胞获得迁移能力的

有效途径，因此 EMT 成为癌症浸润转移的重要途径

之一。CAO 等 [18] 在小鼠皮肤肿瘤模型中发现，PD-L1

可促进肿瘤细胞中转录因子 Slug 和 Twist 的表达，抑制

上皮性钙粘蛋白（E-cadherin）的表达，从而促进 EMT

的发生，同时在体内实验也证实了 PD-L1 的过表达可

促进EMT的发生。cop9信号小体5（cop9 signalosome 5, 

CNS5）是 CNS 的重要组成部分，能增强肿瘤的侵袭、

转移能力 [19]，LIM 等 [20] 通过构建乳腺癌模型，发现肿

瘤坏死因子（TNF-α）通过活化 p65，促进 CSN5 表

达，CSN5 和 PD-L1 结合后，可使 PD-L1 去泛素化，增

强 PD-L1 稳定性。本研究表明 PD-L1 在肿瘤的侵袭、

转移过程中起到重要作用。

本研究表明，PD-L1 在食管癌组织的表达高于其

相应癌旁组织，这与 CHEN[4]、OHIGASHIO[21] 研究结

果一致。CHEN[22] 通过免疫组化检测 PD-L1 在食管癌

细胞的表达情况，显示 PD-L1 主要在细胞浆和细胞

膜表达，部分细胞核也有表达，但本组资料仅检测到

PD-L1 在细胞浆和细胞膜表达。本研究显示，PD-L1

的表达水平与食管癌患者性别、年龄、分化程度、区

域淋巴结转移无相关性，而与浸润范围、TNM 分期相

关。PD-L1高表达患者比低表达患者的死亡风险更高，

Cox 回归分析结果显示 PDL 是食管癌独立预后因素，

与 CHEN[22]、LOOS 等 [23] 结果一致。

PD-L1在食管鳞癌的发生、发展中发挥重要作用，

可作为食管鳞癌预后判断的潜在指标。PD1/PD-L1 通

路的激活可导致免疫抑制性肿瘤微环境形成，使肿瘤

发生免疫逃逸，而阻断 PD1/PDL 信号通路可以逆转肿

瘤免疫微环境，增强内源性抗肿瘤免疫效应 [24]。因此，

探讨 PD-L1 与食管鳞癌发生、发展的关系，进一步研

究 PD-L1 在食管鳞癌发生、发展中的分子机制，使之

成为食管鳞癌治疗的新靶点，为食管癌开辟新的治疗

途径。
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