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照射诱导自噬对三阴性乳腺癌中PDL1介导免疫抑制的影响*
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(广西医科大学附属武鸣医院放疗科,广西南宁 530199)

摘要:三阴性乳腺癌(Triple
 

Negative
 

Breast
 

Cancer,TNBC)中外泌体(Exosomes)携带的细胞程序性死亡配
体1

 

(Programmed
 

Cell
 

Death
  

Ligand
 

1,PDL1)与肿瘤微环境(Tumor
 

Microenvironment,TME)免疫抑制相

关。为探讨照射能否调节PDL1的表达从而改善TME的作用,本研究首先通过RTqPCR和 Western
 

blot
检测自噬抑制剂氯喹(Chloroquine,CQ)、自噬激活剂雷帕霉素(Rapamycin,Rapa)及蛋白酶体抑制剂 MG132
在联合或不联合照射下PDL1、LC3B和P62蛋白的表达情况;其次,采用细胞免疫荧光检测照射前后PDL1
的表达及定位改变;再次,采用 Western

 

blot检测照射前后外泌体中PDL1
 

(sEVsPDL1)的表达;最后,采用

生物信息学对ATG7 与乳腺癌预后、信号通路的相关性进行分析。结果显示:PDL1在TNBC中的表达高于

非三阴性乳腺癌(nonTNBC);PDL1可通过自噬溶酶体降解,照射后诱导自噬可以促进PDL1的胞浆转移

及下调sEVsPDL1的表达,具体机制可能与信号转导和转录激活因子3
 

(Signal
 

Transducer
 

and
 

Activator
 

of
 

Transcription
 

3,STAT3)的激活及外泌体转运相关。上述结果说明照射可以通过影响自噬及外泌体的发生,
使PDL1在微环境中表达下调,进而调控肿瘤介导的免疫抑制。
关键词:照射;外泌体;自噬;PDL1;免疫调控

中图分类号:R737.9  文献标识码:A  文章编号:10059164(2023)03060509
DOI:10.13656/j.cnki.gxkx.20230523.001

  三阴性乳腺癌(Triple
 

Negative
 

Breast
 

Cancer,

TNBC)是一种特殊亚型的乳腺癌,其雌激素受体

(Estrogen
 

Receptor,ER)、孕激素受体(Progesterone
 

Receptor,PR)和原癌基因 HER2 均为阴性,极易发

生远处转移和复发。TNBC进展快、预后差且缺少特

异性治疗手段,因此免疫治疗是TNBC探索的方向

之一。长期以来乳腺癌一直被认为是免疫学上的一

种“冷”肿瘤,但是与其他亚型的乳腺癌相比,TNBC
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免疫原性更强[13],提示免疫治疗已成为TNBC治疗

新的希望。但实际上TNBC免疫检查点抑制剂单药

治疗反应率不高,其中的原因尚未明确。

  信号转导和转录激活因子3
 

(Signal
 

Transducer
 

and
 

Activator
 

of
 

Transcription
 

3,STAT3)的过度表

达[4]、外泌体(Exosomes)携带的细胞程序性死亡配
体1

 

(Programmed
 

Cell
 

Death
  

Ligand
 

1,PDL1)抑
制肿瘤微环境[5](Tumor

 

Microenvironment,TME)
可能是TNBC免疫检查点抑制剂单药治疗效果差的

原因。激活的STAT3不仅与肿瘤增殖、血管生成和

转移有关,还能促进免疫抑制因子的表达,同时阻碍

Th1细胞[6,7]分泌细胞因子从而抑制TNBC的肿瘤

微环境。肿瘤细胞分泌的外泌体富含免疫抑制蛋白,
如PDL1,其能使免疫细胞失活,并进一步阻止免疫

细胞识别和杀伤肿瘤细胞[8,9]。目前,尚无靶向调控

PDL1转运、STAT3降解并诱导TME重塑的方法。

  放射治疗是包括乳腺癌在内多种恶性肿瘤治疗

的三大治疗手段之一,对恶性肿瘤细胞有直接杀伤作

用,对TME的组成部分也有至关重要的影响。以往

的研究认为放射治疗具有免疫抑制作用[10],包括较

大的单组分辐射剂量(15-20
 

Gy)可能会永久地减

少血流[11];放射治疗会引起免疫抑制相关分子(如肿

瘤坏死因子、白细胞介素1β、白细胞介素6、白细胞介

素10和转化生长因子β
[12,13])及细胞(如肿瘤相关巨

噬细胞[14]、髓系抑制细胞和调节性T细胞)的聚集增

多,同时引起淋巴细胞亚群损伤和功能受到抑制[15]。
然而目前更多的研究认为放射治疗可以增强肿瘤细

胞和TME的免疫敏感性,刺激肿瘤中更多的免疫细

胞浸润和活化[1618]。另外,照射可以诱导自噬的发

生,细胞自噬与肿瘤的发生发展关系密切,并且自噬
溶酶体途径参与了多种物质的转运[19,20],但是细胞

自噬调控PDL1转运及与调节STAT3的机制尚未

明确。本研究利用照射诱导肿瘤细胞发生自噬,探讨

自噬对PDL1和STAT3溶酶体降解的影响,为改善

肿瘤微环境的免疫抑制及 TBNC治疗提供一个新

策略。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞与慢病毒载体

  人乳腺癌细胞 TNBC细胞株(MDAMB231、

BT549)、非 三 阴 性 乳 腺 癌(nonTNBC)细 胞 株

(MCF7、BT474)及Jurkat购自武汉普诺赛生命科

技有限公司。根据ATG7 基因(Gene
 

ID:10533)设
计的重组慢病毒敲低载体shATG7 和空载体vector

 

(阴性对照)购自上海吉凯基因医学科技股份有限

公司。

1.1.2 主要材料与试剂

  自噬激活剂雷帕霉素(Rapamycin,Rapa)购自美

国Sigma公司,自噬抑制剂氯喹(Chloroquine,CQ)
及蛋白酶体抑制剂 MG132、外泌体抑制剂GW4869
购自 MedChemExpress,抗体LC3B、P62、PDL1购

自美国Abcam公司,Ecadherin、Vimentin购自赛信

通(上海)生物试剂有限公司。GAPDH抗体、山羊抗

兔lgG(H+L)和驴抗兔lgG(H+L)均购自上海碧云

天生物技术有限公司,βactin购自圣克鲁斯生物技

术(上海)有限公司,BCA蛋白定量试剂盒、RIPA裂

解液购自上海碧云天生物技术有限公司,杜尔贝科改

良伊格尔培养基(Duibecco's
 

Modified
 

Eagle
 

Medi-
um,DMEM)、1640培养基、胎牛血清(FBS)购自美

国GIBCO公司,青霉素、链霉素混合液和PBS缓冲

液购自北京索莱宝科技有限公司,增强型化学发光

(ECL)试剂盒(货号34577)购自赛默飞世尔科技(中
国)有限公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

  乳腺癌细胞培养于含10%胎牛血清、1%青霉素

和链霉素混合液的DMEM,置于37
 

℃、5%
 

CO2 的

培养箱中,取对数生长期细胞用于后续研究。雷帕霉

素的浓度为20
 

nmol/L,氯喹的浓度为25
 

μmol/L,

MG132的浓度为5
 

mmol/L,GW4869的浓度为20
 

μmol/L。在 照 射 前 6
 

h 加 入 以 上 浓 度 的 药 物,

MG132在预定的实验终点前2
 

h加入。照射组细胞

采用直线加速器6MVX进行照射,照射剂量为8
 

Gy[21,22],照射视野为40
 

cm×40
 

cm,X射线辐射装

置购自瑞典Elekta公司。

1.2.2 慢病毒转染

  选取处于对数生长期的 MDAMB231细胞进

行慢病毒转染,待细胞铺满孔的50%时,按照说明书

将慢病毒敲低载体shATG7及空载慢病毒分别转染

MDAMB231细胞,经嘌呤霉素筛选后获得稳定转

染的细胞株。采用 Western
 

blot及RTqPCR验证

转染效率。

1.2.3 RTqPCR检测mRNA表达

  使用 TRIZOL法提取细胞中总 RNA,并使用

5×PrimeScript
 

RT
 

Master
 

Mix逆转录成cDNA。
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根据SYBR
 

Green
 

qPCR
 

Master
 

Mix说明书步骤进

行RTqPCR检测。

1.2.4 Western
 

blot检测蛋白表达

  用RIPA液裂解各组细胞,离心收集蛋白,测定

蛋白浓度,用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDSPAGE)分离蛋白,将蛋白转移到PVDF膜上,

TBST缓冲液洗膜3次,室温封闭20
 

min,分别加入

一抗P62、LC3B
 

(均1∶2
 

000稀释),PDL1、Ecad-
herin、Vimentin、βactin、GAPDH

 

(均1∶1
 

000稀

释),4
 

℃孵育过夜,加入二抗(1∶1
 

000)室温孵育
 

1
 

h,使用ECL显色。

1.2.5 免疫荧光检测蛋白表达

  弃去培养基,用PBS缓冲液洗涤细胞3次,加入

4%多聚甲醛固定细胞
 

15
 

min,再用PBS缓冲液洗涤

3次,用免疫封闭液封闭1
 

h。4
 

℃孵育相应一抗过

夜,用PBS缓冲液洗涤3次,37
 

℃孵育荧光二抗1
 

h,
再用DAPI染细胞核5

 

min。设置未照射(NC)和照

射(IR,8
 

Gy)两个处理。在EVOS
 

FL自动显微镜下

观察细胞PDL1蛋白的绿色荧光焦点数。

1.2.6 外泌体的提取与鉴定

  将乳腺癌细胞 MDAMB231置于T175培养瓶

中培养,使用无外泌体完全培养基培养,当细胞密度

达80%左右时,给予8
 

Gy
 

X射线照射,继续培养24
 

h,然后收集细胞上清。通过差速超速离心法提取未

照射(NC)与照射(IR)处理的外泌体,用透射电子显

微镜观察外泌体的形态,纳米颗粒追踪分析(NTA)
外泌体的粒径大小,Western

 

blot检测外泌体标志蛋

白CD63、TSG101、ALIX的表达。

1.2.7 生物信息学分析

  通过在线数据库GEPIA(http://gepia.cancer
pku.cn/)的survival模块验证自噬关键基因ATG7
与乳腺癌预后的相关性;利用数据库的Correlation
模块对ATG7 与STAT1、STAT2、STAT3的关联性

进行分析。

1.3 统计学方法

  采用GraphPad
 

prism
 

8.0进行统计分析作图。
采用单因素方差分析或独立性t检验进行数据组间

分析,P<0.05表示有统计学意义。

2 结果与分析

2.1 PDL1在乳腺癌细胞中的差异表达

  通过RTqPCR
 

[图1(a)]和 Western
 

blot
 

[图1
(b)]检测TNBC细胞株(MDAMB231、BT549)及

nonTNBC细胞株(MCF7、BT474)中PDL1的表

达,结果表明,TNBC细胞株中PDL1的 mRNA和

蛋白表达均高于nonTNBC。

**
 

indicates
 

P<0.01,***
 

indicates
 

P<0.001.
图1 PDL1在乳腺癌细胞中的差异表达

Fig.1 Differential
 

expression
 

of
 

PDL1
 

in
 

breast
 

cancer
 

cells

2.2 蛋白酶体和自噬溶酶体对PDL1表达的影响

  为进一步了解PDL1降解的主要途径,使用自

噬抑制剂CQ、自噬激活剂Rapa及蛋白酶体抑制剂

MG132进行联合或不联合照射(IR),二甲基亚砜

(DMSO)为阴性对照。Western
 

blot的结果显示,单
用 MG132几乎不能上调PDL1的表达;而单用CQ
虽然可以上调PDL1的表达,但是效果不显著[图2
(a)]。当联合照射时,PDL1的表达明显提高。当使

用自噬激活剂Rapa时,PDL1的表达下调,联合照

射不能使PDL1恢复至 DMSO 组水平[图2:(b)
(c)],说明自噬溶酶体途径可能是PDL1降解的主

要途径。

2.3 照射对 TNBC细胞中 PDL1表达及转运的

影响

  免疫荧光结果显示,照射后 MDAMB231细胞

的PDL1蛋白在细胞内的荧光焦点数增多(图3)。
免疫荧光结果表明照射促进了PDL1的内吞并向胞
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ns
 

indicates
 

no
 

statistical
 

significance,**
 

indicates
 

P<0.01,***
 

indicates
 

P<0.001.
图2 蛋白酶体和自噬溶酶体对PDL1表达的影响

Fig.2 Effects
 

of
 

proteasomes
 

and
 

autophagy
 

lysosomes
 

on
 

PDL1
 

expression

Compared
 

with
 

the
 

NC
 

group,*
 

indicates
 

P<0.05,**
 

indicates
 

P<0.01.
图3 照射对TNBC细胞中PDL1表达及转运的影响

Fig.3 Effects
 

of
 

irradiation
 

on
 

PDL1
 

expression
 

and
 

transport
 

in
 

TNBC
 

cell

内转移,即照射过程中细胞的内吞外排途径可以调

节PDL1的表达。

2.4 照射对TNBC细胞中sEVsPDL1表达的影响

  为确定照射对肿瘤微环境中PDL1的作用,通
过差速超速离心法分离细胞培养上清,获得纯化的外

泌体。NTA结果发现外泌体粒径大小为160
 

nm左

右[图4:(a)(b)]。透射电子显微镜下,可见有明显

的膜结构,呈近似半球状的囊泡结构[图 4(c)]。

Western
 

blot 验 证 了 外 泌 体 蛋 白 标 志 CD63、

TSG101、ALIX的表达呈阳性[图4(d)]。同时,透射

电子显微镜及 NTA发现,与未照射组相比,经过8
 

Gy照射增加了细胞外囊泡的整体释放,然而 West-
ern

 

blot检测结果显示,8
 

Gy照射后相同数量囊泡下

的sEVsPDL1表达却下降[图4(d)]。以上结果提

示照射可能促进细胞表面PDL1内吞并转移至溶酶

体降解,促使sEVsPDL1表达下降从而改善TME。

2.5 ATG7与乳腺癌预后及信号通路的相关性分析

  利用在线数据库 GEPIA 验证自噬关键基因

ATG7 与乳腺癌预后的相关性,结果表明ATG7 的

低表 达 与 乳 腺 癌 不 良 预 后 有 关,同 时 ATG7 与

STAT3 相 关 性 最 强(图 5),说 明 ATG7 可 能 与

STAT3信号通路的调控相关。
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图4 照射对TNBC细胞中sEVsPDL1表达的影响

Fig.4 Effect
 

of
 

irradiation
 

on
 

expression
 

of
 

sEVsPDL1
 

from
 

TNBC
 

cells

图5 ATG7 与乳腺癌预后及信号通路的相关性分析

Fig.5 Correlation
 

analysis
 

of
 

ATG7
 

with
 

prognosis
 

and
 

signal
 

pathway
 

of
 

breast
 

cancer
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2.6 抑制自噬和(或)抑制外泌体释放对细胞PDL1
表达及STAT3激活的影响

  利用慢病毒介导ATG7 的沉默,使用外泌体抑

制剂GW4869阻碍外泌体的释放,结果表明,与空白

对照组相比,单独照射组可激活STAT3,提高PDL1
的表达;与单独沉默ATG7 相比,联合使用GW4869
可使PDL1的表达升高,并且照射可在上述分组中

进一步提高PDL1的表达(图6)。照射、抑制自噬、
抑制外泌体释放均可提高PDL1的表达,其中照射

和抑制自噬提高PDL1的表达与STAT3的激活

有关。

  +
 

indicates
 

gene
 

knockdown/irradiation
 

using
 

GW4869
 

inhibitor,
 

-
 

indicates
 

not
 

used.

  图6 抑制自噬和(或)抑制外泌体释放对PDL1表达及

STAT3激活的影响

  Fig.6 Effects
 

of
 

inhibition
 

of
 

autophagy
 

and/or
 

exocrine
 

release
 

on
 

PDL1
 

expression
 

and
 

STAT3
 

activation

3 讨论

  三阴性乳腺癌被认为是最具致命性的乳腺癌亚

型,具有高度侵袭性,而且对当前的治疗方法(包括免

疫治疗)反应较差。近几年来肿瘤的免疫治疗如雨后

春笋崛起,主流医学曾有过很多关于实体瘤中T细

胞浸润与术后预后相关的报道,总体上支持T细胞

数量越多,特别是CD8+T细胞的数量越多预后效果

越好的结论[23]。本课题组致力于放射治疗与细胞自

噬相互作用的研究[24,25],同时了解到细胞自噬对各

种刺激产生的胞外小泡的数量和命运起着决定性的

作用[2628],而这些外泌体[9,29]是TME的重要组成部

分。在胶质母细胞瘤[30]以及人类黑色素瘤细胞[5]等

多种肿瘤中的研究显示,外泌体中的PDL1具有抑

制T细胞功能的作用,导致 TME处于免疫抑制状

态。乳腺癌中还存在STAT3的过度激活,而肿瘤细

胞中激活的STAT3不仅可以抑制免疫刺激介质的

产生,还可以促进免疫抑制因子的释放,从而导致

TME中STAT3相关T细胞免疫抑制[31]。然而细

胞自噬与外泌体囊泡的转运关系以及照射诱导细胞

自噬与STAT3信号通路的关系仍不明确。

  目前在 TNBC中,尚不清楚照射是否能调节

PDL1的转运及表达进而调控 TME。本研究在细

胞免疫荧光实验中发现,照射处理上调了 MDAMB
231细胞PDL1的表达,同时使PDL1发生了核转

位,核转位的PDL1增多意味着细胞内吞而来的

PDL1减少了,进而可能会导致TME中sEVsPD
L1的减少,减轻TME的免疫抑制。本研究虽然对

sEVsPDL1的表达进行了检测,结果也证实了照射

可以下调sEVsPDL1,但是仍缺乏对TME免疫状

态的直接检测。而照射诱导的PDL1核转位可能由

于低氧而引起STAT3的激活[32],照射[33]及低氧环

境[34]均会诱导自噬的发生,照射联合诱导自噬是否

会促进STAT3的降解以及它们之间的联系尚未

明确。

  本研究发现,在TNBC中PDL1的表达受到自

噬溶酶体途径及内吞外泌体途径的共同调节,而不

是蛋白酶体途径,抑制自噬及抑制外泌体释放均使

PDL1表达增加。为进一步证明抑制自噬与PDL1
的关系,通过沉默ATG7 联合或不联合照射发现,抑
制自噬及照射均激活了STAT3,上调了PDL1的表

达。从以上结果可以看出,不管是照射还是抑制自噬

最终都是STAT3的激活使PDL1表达上调,但是本

研究缺乏对过表达ATG7 后是否会降解STAT3的

研究,后期会继续补充该方面实验。因此,照射联合

自噬激活剂或许可以靶向降解STAT3,为减轻或解

除免疫抑制提供新思路。乳腺癌存在STAT3的过

度激活,STAT3曾被认为是“不可成药”靶点,与化疗

耐药、放射抗拒有关;STAT3使得巨噬细胞向 M2极

化,产生诸如白细胞介素10、白细胞介素23和转化

生长因子β等免疫抑制因子,STAT3促进了免疫抑

制的 TME,参 与 调 节 早 期 肿 瘤 生 长 和 后 期 转 移

阶段[35]。

  综上可知,照射可以促进PDL1的核转位,减少

TME中sEVsPDL1的分泌,并且照射诱导的细胞

自噬可能会降解STAT3,减轻TME的抑制,照射联

合自噬诱导可产生协同增效的抗肿瘤作用,为TNBC
治疗提供新思考。同时本研究的结果就细胞自噬方

面而言,再一次验证了TNBC的治疗不是抑制自噬,
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而是利用照射诱导的自噬性细胞死亡,后续还需要更

多体内外实验去阐述诱导自噬对杀伤 TNBC的影

响,并且还需进一步通过细胞实验及体内动物实验证

明照射改变外泌体释放及其内容物进而调节肿瘤免

疫抑制。

4 结论

  本研究发现了TNBC细胞中照射诱导PDL1的

降解与细胞自噬相关的可能作用机制。照射过程中,
抑制自噬可通过激活STAT3上调PDL1的表达,而
激活自噬可通过溶酶体清除PDL1从而减轻其介导

的免疫抑制。此外,照射还可以诱导细胞自噬继而选

择性降解照射后转运至胞内的PDL1,降低外泌体中

PDL1
 

(sEVsPDL1)的表达。总而言之,本研究以

PDL1为靶点,探索照射过程中其降解减少的主要

途径,为分析TNBC中抗PD1/PDL1抑制剂疗效低

的原因提供了一种新思路,也为TNBC联合免疫治

疗策略提供了新依据。
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Abstract:Programmed
 

Cell
 

Death
  

Ligand
 

1
 

(PDL1)
 

carried
 

by
 

exosomes
 

in
 

Triple
 

Negative
 

Breast
 

Cancer
 

(TNBC)
 

is
 

associated
 

with
 

immunosuppression
 

of
 

Tumor
 

Microenvironment
  

(TME).In
 

order
 

to
 

explore
 

whether
 

irradiation
 

can
 

regulate
 

the
 

expression
 

of
 

PDL1
 

and
 

improve
 

the
 

effect
 

of
 

TME,RTqPCR
 

and
 

Western
 

blot
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

PDL1,LC3B,and
 

P62
 

proteins
 

in
 

autophagy
 

inhibitor
 

Chloroquine
 

(CQ),autophagy
 

activator
 

Rapamycin
 

(Rapa),and
 

proteasome
 

inhibitor
 

MG132
 

under
 

combined
 

or
 

non
 

combined
 

irradiation.Secondly,the
 

expression
 

and
 

localization
 

of
 

PDL1
 

before
 

and
 

after
 

irradiation
 

were
 

detected
 

by
 

immunofluorescence.Thirdly,the
 

expression
 

of
 

PDL1
 

(sEVsPDL1)
 

in
 

exosomes
 

before
 

and
 

after
 

irradiation
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Finally,bioinformatics
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

ATG7
 

and
 

breast
 

cancer
 

prognosis
 

and
 

signaling
 

pathways.The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

of
 

PDL1
 

in
 

TNBC
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

nonTNBC.PDL1
 

can
 

be
 

degraded
 

by
 

autophagy
 

and
 

lysosome,

while
 

autophagy
 

induction
 

after
 

irradiation
 

can
 

promote
 

the
 

cytoplasmic
 

transfer
 

of
 

PDL1
 

and
 

downregulate
 

the
 

expression
 

of
 

sEVsPDL1.The
 

specific
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

activation
 

of
 

Signal
 

Transducer
 

and
 

Activator
 

of
 

Transcription
 

3
 

(STAT3)
 

and
 

exosome
 

transport.The
 

above
 

results
 

show
 

that
 

irradiation
 

can
 

downregulate
 

the
 

expression
 

of
 

PDL1
 

in
 

the
 

microenvironment
 

by
 

affecting
 

the
 

occurrence
 

of
 

autophagy
 

and
 

exosomes,thereby
 

regulating
 

tumormediated
 

immunosuppression.
Key

 

words:irradiation;exosomes;autophagy;PDL1;immune
 

regulation
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