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［摘要］  背景与目的：蛋白酪氨酸磷酸酶受体D（protein tyrosine phosphatase receptor type delta，PTPRD）和程序性死亡

［蛋白］配体-1（programmed death ligand-1，PD-L1）在肝癌组织的异常表达与肿瘤侵袭和转移有关。信号转导与转录激

活因子3（signal transducer and activator of transcription-3，STAT3）通路在癌症中起着关键作用，影响免疫系统的许多方面，

STAT3异常激活与PTPRD和PD-L1的异常表达密切相关，然而PTPRD和PD-L1的相关性目前鲜见文献报道。探讨PTPRD和

PD-L1在肝癌组织中的表达相关性，进一步在肝癌细胞中观察PTPRD是否可调控PD-L1。方法：采用免疫组织化学法分析

2018年10月—2019年1月广西医科大学附属肿瘤医院肝二病区收治的原发性肝癌并经手术治疗的16例肝癌患者的肿瘤标本及

其癌旁标本中PTPRD和PD-L的蛋白水平，采用实时荧光定量聚合酶链反应（real-time fluorescence quantitative polymerase chain 
reaction，RTFQ-PCR）检测同一标本PTPRD和PD-L1 mRNA的表达，分析两者的相关性。采用蛋白质印迹法（Western blot）
检测过表达或沉默PTPRD对PD-L1、STAT3和p-STAT3蛋白水平的影响。采用RTFQ-PCR检测PTPRD过表达对PD-L1转录水平

的影响。结果：肝癌组织中PTPRD的表达显著低于癌旁组织（P＜0.05），PD-L1表达显著高于癌旁组织（P＜0.05），两者

表达呈负相关性（r2=0.275 8，P=0.036 7）；PTPRD过表达时，PD-L1、STAT3和p-STAT3蛋白的表达水平下降（P＜0.05）, 
PTPRD沉默时，PD-L1的表达增高。 结论：PTPRD和PD-L1表达水平在肝癌中呈负相关，PTPRD可能通过STAT3信号通路调

节PD-L1的表达。PTPRD有望成为肝癌免疫治疗新靶点。 
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［Abstract］ Background and purpose: The aberrant expressions of protein tyrosine phosphatase receptor type delta 
(PTPRD) and programmed death ligand 1 (PD-L1) in hepatocellular carcinoma are related to tumor invasion and metastasis. 
It is well recognized that signal transducer and activator of transcription-3 (STAT3) plays a critical role in cancer. It also 
affects many aspects of the immune system. Aberrant activation of STAT3 is closely related to the abnormal expressions 
of PTPRD and PD-L1. However, until now, few reports demonstrated the correlation between PTPRD and PD-L1. This 
study aimed to investigate the expressions and correlation of PTPRD and PD-L1 and whether PTPRD regulates PD-L1 in 
hepatocellular carcinoma tissues, and draw out the underlying mechanisms in this process. Methods: Expression levels of 
PD-L1 and PTPRD in hepatocellular carcinoma tissues from 16 patients with hepatocellular carcinoma receiving surgery in 
Guangxi Medical University during Oct. 2018 to Jan. 2019 were detected by immunochemistry and real-time fluorescence 
quantitative polymerase chain reaction (RTFQ-PCR), and their relationship was analyzed. The effects of overexpression 
or knockdown of PTPRD on PD-L1, STAT3 and p-STAT3 protein expressions were detected by Western blot, and PD-L1 
mRNA expression was detected by RTFQ-PCR. Results: The expression of PTPRD was significantly lower in hepatocellular 
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　　肝细胞癌是全世界范围危害人类生命健康的

常见肿瘤，在中国常见恶性肿瘤中发病率排第4
位，死亡率排第2位［1］。虽然肝癌的早期发现和

手术治疗在全世界已经取得很大的进展，但由于

肝癌恶性程度极高，发展隐匿，进展速度快，大

多数患者确诊时已进入中晚期，预后都比较差，

5年生存率低至12％［2］。晚期肝癌的治疗迫切需

要寻求新的系统疗法来改善患者的预后，而肿瘤

免疫治疗是很有潜力的发展方向之一。

　　程序性死亡［蛋白］配体-1（programmed 
death ligand-1，PD-L1）是重要的免疫调节分

子，在T细胞、B细胞和肿瘤细胞中过表达，

通过与程序性死亡［蛋白］-1（programmed 
death-1，PD-1）相互作用抑制CD8+T淋巴细胞

增殖和存活并影响肿瘤浸润性T细胞的功能，促

进肿瘤细胞的免疫逃逸［3］。研究发现，肝癌组

织中PD-L1过表达与肿瘤的转移和侵袭呈正相	

关［4］。然而，PD-L1在肝癌中过表达的具体机

制仍不清楚。有文献报道［5］，信号转导与转

录激活因子3（signal transducer and activator of  
transcription-3，STAT3）在多种癌症中与PD-L1
的表达调控密切相关，STAT3信号通路的异常激

活可诱导PD-L1表达，导致肿瘤逃避免疫监视。

PTPRD是蛋白酪氨酸磷酸酶家族的重要成员，参

与细胞内许多重要信号的调控［6］。PTPRD基因

缺失或表观遗传学的变化与STAT3信号通路异常

激活密切相关，PTPRD基因沉默可诱导STAT3异
常激活，促进肿瘤细胞的增殖和分化，同时抑制

免疫活性［7］。但PTPRD和PD-L1表达是否存在

相关性，目前鲜见相关文献报道。本研究拟检测

肝癌组织中PTPRD和PD-L1基因的表达，同时构

建PTPRD稳定表达的HepG2肝癌细胞系，旨在观

察PTPRD和PD-L1在肝癌细胞的表达相关性及两

者相互调节的潜在机制，探索肝癌免疫治疗的新	

靶点。

1　材料和方法

1.1　临床标本收集

　　收集2018年10月—2019年1月广西医科大学

附属肿瘤医院肝二病区原发性肝癌手术治疗的16
例肝癌患者的肿瘤标本及其癌旁标本（距肿瘤边

缘＞5.0 cm）。所有患者术前均未接受放疗或化

疗。标本收集在术前征得患者同意，且通过医院

伦理委员会批准。

1.2　试剂

　　人HepG2肝癌细胞购自上海美轩科技股份

有限公司，DMEM高糖培养基购自美国Gibco公
司，胎牛血清购自美国Gemini公司，RNA提取试

剂盒、反转录试剂盒和实时荧光定量聚合酶链反

应（real-time fluorescence quantitative polymerase 
chain reaction，RTFQ-PCR）扩增试剂盒购自宝

生物工程（大连）有限公司，PTPRD过表达和

阴性对照腺病毒上海吉凯基因化学技术有限公

司。PTPRD、PD-L1和GAPDH引物购自英潍捷

基（上海）贸易有限公司，PTPRD、PD-L1、
STAT3和p-STAT3抗体购自美国Abcam公司，

GAPDH抗体购自北京博奥森生物技术公司，

HRP标记羊抗兔二抗购自美国Aboirse公司，ECL
超敏发光显影液购自上海碧云天生物技术有限	

公司。

1.3　免疫组织化学染色与半定量分析

　　将烤干的切片脱蜡后用枸橼酸缓冲液进行

高压修复后，3% H2O2溶液温育15 min，自来水

冲洗后，用血清封闭10 min，最后加一抗PTPRD
（1∶300）和PD-L1（1∶100），4 ℃温育过

carcinoma tissues than in adjacent tissues (P<0.05), while the expression of PD-L1 was significantly higher (P<0.05).There 
was a negative correlation between PTPRD and PD-L1 expressions in hepatocellular carcinoma (r2=0.275 8, P=0.036 7).  
The protein expressions of PD-L1, STAT3 and p-STAT3 were down-regulated when PTPRD was overexpressed (P<0.05), while the 
expression level of PD-L1was increased in tissues with PTPRD knockdown (P<0.05). Conclusion: PTPRD and PD-L1 are negatively 
correlated in hepatocellular carcinoma. PTPRD regulates PD-L1 expression through the STAT3 pathway, and it is expected to become 
a new target for the immunotherapy of hepatocellular carcinoma.
［Key words］Protein tyrosine phosphatase receptor type delta; Programmed death ligand-1; Signal transducer and activator of 

transcription pathway; Hepatocellular carcinoma
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夜。第2天，复温后，PBS冲洗切片，加二抗温

育15 min，PBS冲洗，加三抗温育10 min，PBS
冲洗，最后用DAB显色10 min，苏木精复染，脱

水，晾干，封片，病理显微镜观察拍照并分析。

用IPP软件分析计算每例标本中PTPRD和PD-L1
的阳性细胞率，每个标本选3个以上的高倍视野

（×200）计数，结合每个样本染色强度作为表达

强度的综合评分。阳性细胞所占的百分比评分：

　　①  阳性细胞百分率： 0%~ 5%为 0分，

6%~25%为1分，26%~50%为2分，51%~75%为3
分，76%~100%为4分；② 阳性细胞染色强度：

0为无着色，1为淡黄色，2为棕黄色，3 为棕褐

色。两项乘积作为表达强度的总分。最后0为阴

性（-），1~4为弱阳性（+），5~8为中等阳性

（++），9~12分为强阳性（+++）［8］。

1.4　RTFQ-PCR检测肝癌组织PTPRD和PD-L1 

mRNA的表达水平

　　采用MiniBEST试剂盒提取组织内总RNA，

纯度合格后，通过PrimeScriptTM反转录试剂盒

反转录成cDNA。扩增引物设计：PTPRD上游

引物为5’-TTTACACGAACACCCGTTGA-3’，
下游引物为5’-CGGAGTCCGTAAGGGTTG-
TA-3；PD -L1上游引物为5’-TGTGGCATC-
CAAGATACAAACTCAAAG-3’，下游引物为

5’-TCCTCCTCTGCTTTCGCCAGGTTC-3’；内

参GAPDH上游引物为5’-CAGCCTCAAGATCAT-
CAGCA-3’，下游引物为5’-TGTGGTCATGAG 
TCCTTCCA-3’。使用TB GreenTM Premix Ex TaqTM

试剂盒进行RTFQ-PCR扩增。RTFQ-PCR扩增过

程为：95 ℃预变性15 s，95 ℃变性5 s，60 ℃退

火34 s，40个循环，收集信号。反应体系20 μL，
基因相对表达量用2-ΔΔCt计算分析。每个样本3个
重复孔。

1.5　细胞转染

　　HepG2细胞用含10%血清和1%双抗的DMEM
高糖培养基于37 ℃、CO2体积分数为5%的培养

箱中培养，48 h更换1次培养基。将状态良好的

HepG2细胞以每孔5×105的细胞数目接种于6孔板

中，设置PTPRD上调组（HepG2-PTPRD组）、

阴性对照上调组（H e p G 2 - N C组）、空载组

（HepG2-CK组）、PTPRD下调组（HepG2-shR-
NA-PTPRD）和阴性对照下调组（HepG2-shR-
NA-NC），当细胞融合度达50%~60%时，根据

病毒转染说明书，以适当的感染指数计算相应病

毒体积，并感染细胞，转染10~12 h后更换新的

培养基继续培养，转染48和72 h后用荧光显微镜

观察绿色荧光蛋白的表达，荧光蛋白发光效率为

90%以上，用于后续实验。

1.6　RTFQ-PCR检测实验组和对照组PTPRD和

PD-L1 mRNA的表达水平

　　采用过柱法提取各组细胞总RNA，提取、反

转录及扩增反应方法同1.4。
1.7　蛋白质印迹法（Western blot）检测

　　转染72 h后，分别提取各组细胞总蛋白，

用二喹啉甲酸（bicinchoninic acid，BCA）

法检测各组蛋白的浓度。按说明书加蛋白上

样缓冲液，混匀后，高温煮沸至蛋白变性，

冷却至室温后将样品进行十二烷基硫酸钠聚

丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）

并电转至PVDF膜上，经5%BSA室温摇床上封闭	

1 h后温育一抗PTPRD（1∶500）、PD-L1（1∶	

1 000）、STAT3（1∶2 000）、p-STAT3（1∶	

1 000）、GAPDH（1∶2 000），置于冰箱中4 ℃
过夜。二抗（1∶8 000）室温摇床温育1 h，ECL
显影并拍照后Image J分析蛋白条带灰度值。目的

蛋白相对表达量=目的蛋白条带灰度值/GAPDH
蛋白条带灰度值。

1.8　统计学处理 
　　SPSS 17.0软件进行统计学分析，临床样本

免疫组织化学染色实验采用Fisher精确概率法检

验，定量资料以x±s表示，用独立样本t检验及单

因素方差分析分析差异性，用Spearman等级相关

分析分析相关性，P<0.05为差异有统计学意义。 

2　结　　果

2.1　PTPRD和PD-L1的表达与临床病理学因素

的关系

　　对16例肝癌组织免疫组织化学的结果分析显

示，与癌旁组织相比，肝癌癌组织中PTPRD表达
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减弱，而PD-L1表达增强（图1A）。利用Spear-
man相关分析PTPRD和PD-L1在肝癌组织上的表

达评分，显示PTPRD与PD-L1表达存在负相关关

系（r2=0.275 8，P<0.05，图1B）。在这16例病

例分析中，肝癌组织中PD-L1的高表达与乙肝病

毒表面抗原（HBsAg）有关（P<0.05），与患者

年龄、甲胎蛋白值、谷丙转氨酶和巴塞罗那分期

等临床病理学特征无关；同时，PTPRD的低表达

与患者年龄、HBsAg、甲胎蛋白值、谷丙转氨酶

和巴塞罗那分期等无关（表1）。

表 1　16例肝细胞肝癌患者PTPRD及PD-L1的表达与临床病理特征之间的关系

Tab. 1     The relationship among the expressions of PTPRD and PD-L1 in paracancerous tissues and the clinicopathological characteristics of 

16 hepatocellular carcinoma patients

Clinicopathological feature N=16
PTPRD expression

P value
PD-L1 expression

P value
High  Low High  Low

Age/year
≤50   8 1   7

0.467 
6 2

1.000 
＞50   8 0   8 6 2

HBsAg
Negative   4 1   3

0.250 
1 3

0.027 
Positive 12 0 12 11 1

AFP ρB/（ng·mL-1）

≤25   5 1   4
0.313 

4 0
0.516 

＞25 11 0 11 8 4
ALT ZB/(U·L-1)

≤40   3 0   3
1.000 

3 0
0.529 

＞40 13 1 12 9 4
Tumor size D/cm

≤5   4 1   3
0.250 

3 1
1.000 

＞5 12 0 12 9 3
BCLC staging

A 10 0   10
0.375 

7 3
1.000 

C   6 1 5 5 1

BCLC staging: Barcelona Clinic Liver Cancer staging; HBsA: Hepatitis B surface antigen; AFP: Alpha-fetoprotein; ALT: Alanine aminotransferase

图 1　PTPRD和PD-L1在肝癌组织中蛋白表达相关性

Fig. 1    PTPRD expression correlates with PD-L1 levels in hepatocellular carcinoma

A: Representative immunohistochemical staining for PTPRD and PD-L1 in human hepatocellular carcinoma tissues (×200); B: Expressions of  
PTPRD and PD-L1 in 16 samples of human hepatocellular carcinoma tissue
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2.2　肝癌组织中PTPRD和PD-L1 mRNA表达水

平及相关性分析

　　肝癌癌组织中PTPRD基因表达显著低于癌

旁组织，而PD-L1基因表达水平显著高于癌旁组

织，差异有统计学意义（P<0.05，图2A）。利用

Spearman相关分析显示，PTPRD与PD-L1 mRNA
表达水平存在负相关趋势，与免疫组织化学染色

结果相似（图2B）。

图 2　RTFQ-PCR检测肝癌和癌旁组织中PTPRD和 PD-L1 mRNA的表达

Fig. 2    PTPRD and PD-L1 mRNA levels in hepatocellular carcinoma and paracancerous tissues evaluated by RTFQ-PCR

A: Relative expression of mRNA; B: Correlation analysis of PTPRD and PD-L1 mRNA expressions; n=10; *: P<0.05, compared with paracancerous 
tissues; ***: P<0.001, compared with paracancerous tissues

2.3　PTPRD基因改变对HepG2细胞中PTPRD和

PD-L1表达的影响

　　HepG2细胞转染72 h后，采用RTFQ-PCR
和Western blot检测PTPRD和PD-L1 mRNA表

达和蛋白水平。结果显示，与空白组相比，

PTPRD上调组的PTPRD mRNA（1.00±0.00 vs 
2.17±0.34）和蛋白（0.70±0.28 vs 1.47±0.13）
的 表 达 水 平 均 增 高 ， P T P R D 沉 默 组 的	

PTPRD mRNA（1.00±0.00 vs 0.24±0.07）和

蛋白（0.70±0.28 vs 0.38±0.02）的表达水平有

所下降，PTPRD mRNA的表达水平增高率或

下降率均达75%以上。与空白组相比，PD-L1 
mRNA（1.00±0.00 vs 0.60±0.08）和蛋白（1.68± 
0.07 vs 1.09±0.16）的表达水平在PTPRD上调

组中下降；在PTPRD下调组中PD-L1 mRNA
（1.00±0.00 vs  5.91±1.40）和蛋白的表达水

平（1.68±0.07 vs 1.28±0.03）升高（P<0.05，	

图3）。

图 3　上调或沉默PTPRD基因后PTPRD、PD-L1 mRNA表达和蛋白水平的变化

Fig. 3    The changes of PTPRD and PD-L1 mRNA expressions and protein level after overexpression or knockdown of PTPRD

A: PTPRD and PD-L1 mRNA expression; B: PTPRD and PD-L1 protein expressions; C: Statistical analysis of PTPRD and PD-L1 protein expression 
levels; n=3,*: P<0.05, compared with control groups; **: P<0.01, compared with other groups
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2.4　PTPRD通过STAT3信号通路抑制肝癌细胞

PD-L1的表达

　　为研究PTPRD对PD-L1的表达是否有调

控作用，本研究进一步在PTPRD基因上调的

HepG2细胞中检测STAT3和p-STAT3蛋白的表

图 4　上调PTPRD基因后STAT3、p-STAT3和PD-L1蛋白水平的变化

Fig. 4    The changes of STAT3, p-STAT3 and PD-L1 protein level in HepG2 cell after transfection

A: Results of Western blot; B: Statistical analysis of STAT3, p-STAT3 and PD-L1 protein expression; n=3; *: P<0.05, compared with normal control 
group

达水平。结果显示，与空白对照组、阴性对

照组相比，PTPRD上调组中STAT3和p-STAT3
蛋白的表达量显著下降，与PD-L1蛋白表达水

平变化一致，差异有统计学意义（P<0.05，	

图4）。

3　讨　　论

　　肝癌是消化道系统常见的恶性肿瘤之一，一

些临床前实验研究和临床试验数据均表明，肝细

胞癌肿瘤内微环境具有高度免疫抑制性，晚期肝

细胞癌中效应T细胞反应极差［9］。肿瘤免疫逃

逸是肝癌进一步发展恶化的重要原因之一，肿瘤

细胞PD-L1的过表达可促进肿瘤免疫逃逸［10］。

PD-1/PD-L1抑制剂可以靶向抑制PD-1/PD-L1信
号通路，诱导抗原肽-组织相容性复合体（major 
histocompatibility complex，MHC）与T细胞抗原

受体（T cell receptor，TCR）重新结合，激活T
淋巴细胞抗肿瘤免疫应答，抑制肿瘤细胞的生	

长［9］。近年来，使用PD-1/PD-L1抑制剂如纳武

单抗和派姆单抗等的免疫疗法在非小细胞肺癌和

胃癌等多种癌症的治疗中取得了巨大成功［11］。

在2019年美国癌症研究协会大会上，一项关于

pembrolizumab联合乐伐替尼治疗不可切除肝癌

的研究报道，联合疗法达到了50%的有效率和

93.3%的控制率，且安全性良好［12］。此研究展

现了免疫疗法在肝癌治疗上的广阔前景，给不可

切除和晚期肝癌患者带来更多生的希望。

　　有文献报道［13］，PTPRD是多种肿瘤的抑制

因子。本课题组前期研究发现［14］，PTPRD的

mRNA表达和蛋白水平在LO2人正常肝细胞中均

显著高于HepG2和Huh7肝癌细胞，且PTPRD基因

上调后，可明显抑制HepG2和Huh7肝癌细胞的增

殖和迁移。已有大量研究显示［15-17］，在神经胶

质母细胞瘤、胰腺癌和肝癌等恶性肿瘤中PTPRD
基因拷贝数的缺失或突变可以使STAT3活性增

高，加快肿瘤细胞的生长，诱导PTPRD过表达

后可抑制肿瘤细胞的生长。研究发现［18］，肿瘤

细胞异常激活的STAT3与PD-L1的启动子结合，

激活DNA甲基转移酶1和甲基化启动子区域，抑

制免疫蛋白酶体和MHC分子的表达，诱导PD-L1
上调，促进肿瘤细胞逃避免疫监视。在本研究

中，我们分别分析了16例肝癌癌组织和16例癌旁

组织PTPRD和PD-L1的表达，结果发现PTPRD在

肝癌组织中呈低表达，PD-L1则过表达，二者表

达存在负相关性。PD-L1的高表达与肿瘤HBsAg
有关，与患者年龄、甲胎蛋白值、谷丙转氨酶和

巴塞罗那分期等临床病理学特征无关；同时，

PTPRD的低表达与患者年龄、HBsAg、甲胎蛋白

值、谷丙转氨酶和巴塞罗那分期等均无关，这可

能与收集样本例数较少有关，这也是本实验的局

蒙秋华，等  蛋白酪氨酸磷酸酶受体D通过STAT3途径影响肝癌细胞PD-L1表达的机制研究
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限之处，导致在病理学特征统计上会存在偏倚。

但从PTPRD和PD-L1存在负相关性可说明在肝癌

发生、发展过程中，PTPRD基因缺失或突变后可

能通过某种途径影响PD-L1的转录或蛋白表达过

程。为进一步验证PTPRD基因对PD-L1的调节作

用，我们分别构建PTPRD过表达和沉默的HepG2
肝癌细胞系，观察PTPRD基因表达变化对PD-L1
表达水平的影响。结果发现，PTPRD在肝癌细

胞中可负向调节PD-L1的表达，当PTPRD基因上

调时，PD-L1在mRNA和蛋白水平均显著下降；

当PTPRD基因静默后，PD-L1的表达有所增高。

为了阐明PTPRD调节PD-L1的分子机制，我们在

PTPRD过表达的HepG2肝癌细胞中检测STAT3和
p-STAT3蛋白的变化情况，结果显示，当PTPRD
上调时，STAT3和p-STAT3蛋白显著下降，与

PD-L1变化趋势一致。我们推测，在肝细胞癌中

PTPRD缺失后可能通过STAT3通路调控PD-L1的
表达，进而影响肿瘤微环境的免疫力。

　　综上所述，在肝癌中PTPRD与PD-L1 mRNA
表达及蛋白水平呈负相关，PTPRD调节PD-L1
表达的机制可能部分地通过调节STAT3信号通

路。本研究可望为肝癌免疫治疗提供新的靶点，

PTPRD基因对PD-L1的具体调控机制及是否会影

响其下游相关因子PD-1进而影响免疫细胞T细胞

的活性将是我们接下来的研究重点，我们将结合

体内外实验深入探讨PTPRD的免疫调控功能，为

提高肝癌免疫治疗效果寻找突破口。
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