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三白草酮调节PD-1/PD-L1信号通路对食管癌细胞

恶性生物学行为及免疫抑制的影响
骆晴  刘明伟*

(宝鸡市中心医院胸外科, 宝鸡 721008)

摘要      该文旨在探究三白草酮 (Sau)对食管癌细胞恶性生物学行为、免疫抑制的影响以及

对PD-1/PD-L1信号通路的调控机制。培养人食管癌细胞KYSE-510和正常食管上皮细胞系Het-1A, 
用不同浓度Sau处理细胞 , 以CCK-8法检测细胞存活率。将KYSE-510细胞随机分为KYSE-510组、

Sau低浓度 (Sau-L)组、Sau中浓度 (Sau-M)组、Sau高浓度 (Sau-H)组和Sau-H+pcDNA-PD-1组。采

用CCK-8法检测各组KYSE-510细胞存活率 ; 采用平板克隆实验检测各组KYSE-510细胞的克隆形

成情况 ; 采用Transwell实验检测各组KYSE-510细胞的迁移及侵袭情况 ; 采用流式细胞术检测各组

KYSE-510细胞的凋亡情况 ; 采用免疫印迹法 (Western blot)检测各组细胞中PD-1/PD-L1信号通路相

关蛋白以及血管内皮生长因子 (VEGF)、转化生长因子β1(TGF-β1)的相对表达水平。结果显示 , Sau
对KYSE-510细胞增殖的抑制作用比对Het-1A更显著。与KYSE-510组相比 , Sau-L组、Sau-M组和

Sau-H组细胞存活率、克隆形成数量、迁移和侵袭细胞数以及PD-1、PD-L1、VEGF、TGF-β1蛋白

表达水平均降低(P<0.05), 细胞凋亡率升高(P<0.05); 而在高浓度Sau处理的KYSE-510细胞中过表达

PD-1则逆转了以上指标的变化趋势(P<0.05)。总之, Sau能够抑制食管癌细胞的恶性生物学行为, 解
除免疫抑制, 其机制可能与PD-1/PD-L1信号通路被抑制有关。
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Effects of Sauchinone on the Malignant Biological Behaviors 
and Immune Suppression of Esophageal Cancer Cells 

by Regulating the PD-1/PD-L1 Signaling Pathway

LUO Qing, LIU Mingwei*
(Department of Thoracic Surgery, Baoji Central Hospital, Baoji 721008, China)

Abstract       The objective of this study was to investigate the effects of Sau (sauchinone) on the malignant 
biological behaviors and immune suppression of esophageal cancer cells, and its regulatory mechanism on the 
PD-1/PD-L1 signaling pathway. Human esophageal cancer cells KYSE-510 and normal esophageal epithelial cell 
line Het-1A were cultured and treated with different concentrations of Sau. The cell survival rate was detected by 
CCK-8 method. KYSE-510 cells were randomly separated into KYSE-510 group, Sau low-concentration (Sau-
L) group, Sau medium-concentration (Sau-M) group, Sau high-concentration (Sau-H) group, and Sau-H+pcDNA-
PD-1 group. CCK-8 method was applied to detect the survival rate of KYSE-510 cells. Plate cloning experiment 
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was applied to detect the clonogenesis ability of KYSE-510 cells. Transwell experiment was applied to detect the 
migration and invasion abilities of KYSE-510 cells. Flow cytometry was applied to detect the apoptosis of KYSE-
510 cells. Western blot was applied to detect the relative expression levels of PD-1/PD-L1 signaling pathway-
related proteins, VEGF (vascular endothelial growth factor), and TGF-β1 (transforming growth factor-β1). The 
results showed that the inhibitory effect of Sau on the proliferation of KYSE-510 cells was more significant than 
that of Het-1A. Compared with the KYSE-510 group, the cell survival rate, clone formation quantity, migration and 
invasion cell numbers, the protein expression levels of PD-1, PD-L1, VEGF, and TGF-β1 in the Sau-L, Sau-M, and 
Sau-H groups all reduced (P<0.05), while the cell apoptosis rate increased (P<0.05). However, overexpression of 
PD-1 in KYSE-510 cells treated with high concentration of Sau reversed the trend of changes of the above indica-
tors (P<0.05). In conclusion, Sau can inhibit the malignant biological behaviors of esophageal cancer cells, relieve 
immune suppression, and its mechanism may be related to the inhibition of the PD-1/PD-L1 signaling pathway.

Keywords       esophageal cancer; sauchinone; malignant biological behavior; immunosuppression; PD-1/PD-L1 
signaling pathway

食管癌是原发于食管的恶性肿瘤疾病 , 近年来

该疾病的发病率逐渐上升。尽管目前临床诊疗技术

处于不断发展的进程中 , 但由于食管癌极易转移和

复发 , 导致患者预后状态较差 , 严重影响患者的生命

健康及安全 [1-2]。因此寻找能够调控食管癌细胞恶性

生物学行为的药物及治疗靶点具有重要意义。三白

草酮 (sauchinone, Sau)是从药食两用植物三白草中所

分离提取出来的活性成分 , 研究表明Sau作用于人体

时能够发挥清热解毒、消肿利尿及抗炎等作用[3-4], 
而近来有学者发现Sau还能够通过调控相关信号通

路抑制肺腺癌、乳腺癌等恶性肿瘤细胞的增殖、迁

移、侵袭等恶性生物学行为 [5-8]。程序性细胞死亡蛋

白-1(programmed cell death protein-1, PD-1)作为一种免

疫调节受体 , 主要由T细胞、淋巴细胞以及树突状细

胞等免疫相关细胞合成及分泌 [9]。相关研究表明 , 程
序性死亡配体1(programmed death-ligand 1, PD-L1)是
PD-1的配体 , PD-1/PD-L1信号通路参与并影响机体

的免疫调控机制 , 抑制宿主的抗肿瘤作用 , 促使肿瘤

免疫逃逸的发生 [10-12]。近期研究显示 , Sau通过下调

PD-1/PD-L1通路相关蛋白表达来抑制结直肠癌细胞

的生长 [13]。但目前有关PD-1/PD-L1信号通路对食管

癌细胞恶性生物学行为及免疫抑制的影响研究较少 , 
因此本研究基于PD-1/PD-L1信号通路探究了Sau对食

管癌细胞恶性生物学行为及免疫抑制的影响。

1   材料与方法
1.1   主要试剂及仪器

人食管癌细胞KYSE-510(货号: A3091)和正常食

管上皮细胞系Het-1A(货号: Y1220)购自上海酶研生物

科技有限公司 ; 三白草酮 (纯度≥98%, 货号: S99480)
购自上海吉至生化科技有限公司 ; RPMI-1640培养基

(货号: abs9484)购自上海爱必信生物科技有限公司 ; 
CCK-8细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒 (货号: BB-
4202)购自上海贝博生物科技有限公司 ; 结晶紫染液

(货号: OX02581)购自上海圻明生物科技有限公司 ; 
PD-1(货号: ab256704)、PD-L1(货号: ab205921)、血

管内皮生长因子(VEGF)(货号: ab32152)、转化生长

因子β1(TGF-β1)(货号: ab215715)、GAPDH(货号: 
ab182603)一抗均购自美国Abcam公司 ; 山羊抗兔 IgG
二抗 (货号: S0001)、酶标仪 (型号: HBS-1096A)购自

上海研卉生物科技有限公司; ECL试剂盒(货号: 3502)
购自上海雅吉生物科技有限公司 ; 流式细胞仪 (型号: 
NovoCyt)购自上海然哲仪器设备有限公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      正常食管上皮细胞系Het-1A和人

食管癌细胞KYSE-510采用含有10% FBS和1%青 /链
霉素的RPMI-1640培养基培养 (37 °C、5% CO2), 待
细胞融合率高于80%后进行传代。选择传至第三代

且生长状态良好的细胞用于后续实验。

1.2.2   Sau浓度筛选      将Het-1A和KYSE-510细胞

接种于96孔板, 在37 °C、5% CO2下培养24 h。然后, 
将培养基换成含有Sau的新鲜培养基 , Sau浓度为0、
6.25、12.5、25、50和100 μmol/L, 37 °C、5% CO2

培养48 h。用酶标仪测定450 nm波长处的细胞吸光

度(D)值并计算细胞存活率。细胞存活率(%)=[(加药

细胞D–空白D)/(对照细胞D–空白D)]×100%。
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1.2.3   细胞分组      将上述细胞随机分为KYSE-
510组、Sau低浓度 (Sau-L)组、Sau中浓度 (Sau-M)
组、Sau高浓度 (Sau-H)组和Sau-H+pcDNA-PD-1组。

KYSE-510组为正常条件下培养24 h的KYSE-510细
胞; Sau-L组、Sau-M组和Sau-H组根据文献[7]和预实

验结果分别采用含有12.5、25、50 μmol/L Sau的培

养基在37 °C、5% CO2下培养, Sau-H+pcDNA-PD-1组
细胞转染pcDNA-PD-1质粒48 h后再用含有50 μmol/L 
Sau的培养基培养。

1.2.4   CCK-8法检测各组KYSE-510细胞存活率      
按照1.2.3中的分组将细胞分别接种至含有100 μL培
养液的96孔板(1×104个/孔)中, 37 °C、5% CO2培养2
天, 然后于每孔中加入20 μL的CCK-8溶液再次培养

2 h, 吸取适量培养液并采用酶标仪测定其在450 nm
波长处的吸光度值 , 读取数值并以此计算各组细胞

存活率。

1.2.5   平板克隆实验检测各组KYSE-510细胞克隆

形成数量      取1.2.3中各组细胞分别接种至6孔板

(5×102个/孔)中, 于37 °C、5% CO2培养14天, 随后

弃去培养液 , 用 4%甲醛溶液室温固定细胞并用结

晶紫染液室温染色15 min, 拍照 , 采用 ImageJ软件

对图像进行处理, 分析并计算菌落形成数量。

1.2.6   Transwell实验检测各组细胞的迁移及侵袭情

况      迁移能力的测定: 将1.2.3中各组细胞接种至含

有无血清培养基的Transwell上室(1×104个/孔)中, 并
于下室中加入含有10% FBS的培养基 , 培养 (37 °C、
5% CO2) 1天后清除上室膜内的细胞并采用4%甲醇

室温固定穿过膜且黏附在膜外的细胞 , 结晶紫染液

室温染色, PBS充分洗涤3次, 每次5 min。
侵袭能力的测定 : 将细胞接种至含有基质胶的

Transwell上室中培养 (37 °C、5% CO2), 后续步骤同

迁移实验一样。随后于倒置显微镜下观察 , 随机选

择10个视野 (×200)对各组发生迁移及侵袭的细胞计

数, 计算并记录平均数。

1.2.7   流式细胞术检测各组细胞凋亡情况      将
1.2.3中各组细胞接种至6孔板 (2×105个 /孔 )中 , 待培

养至细胞融合率达到 80%时进行细胞重悬、收集 , 
并用PBS充分洗涤2次, 每次3 min, 然后在室温下将

其重悬于含有5 μL Annexin V和5 μL碘化丙锭 (PI)
的缓冲液中孵育30 min。采用流式细胞仪分析细胞

凋亡情况 , 并计算细胞凋亡率。凋亡率为流式细胞

图右上和右下象限的百分率之和。

1.2.8   Western blot检测PD-1/PD-L1信号通路相关蛋

白及VEGF、TGF-β1的表达水平      从1.2.3中各组

细胞中提取总蛋白并检测总蛋白含量 , 随后将细胞

置于98 °C温度下变性10 min使其发生变性, 并采用

10% SDS-PAGE凝胶电泳进行分离 , 湿法转膜并加

入脱脂牛奶 , 室温封闭过夜 , 次日分别加入PD-1(稀
释浓度为 PD-L1(稀释浓度为、(500 1׃1 、(500 1׃1
VEGF(稀释浓度为 和TGF-β1(稀释浓度为(000 2׃1

一抗, 4 °C孵育过夜, 随后加入二抗(稀释浓(000 2׃1

度为1000 2׃)并于室温条件下孵育1 h。采用ECL试
剂盒显色 , 以GAPDH为内参蛋白 , 采用凝胶成像系

统和ImageJ软件包分析、统计目的蛋白的相对表达

水平。

1.3   统计学分析

采用GraphPad Prism 9.0软件对本研究中的实

验结果进行分析 , 所有数据统一采用均值±标准差

(x
_
±s)的形式。采用单因素方差分析进行多组间数

据比较 , 采用Tukey’s事后检验进行两组间的多重比

较。P<0.05表示差异有统计学意义。

2   结果
2.1   Sau对食管癌细胞和正常食管上皮细胞增殖

的影响

用6.25、12.5、25、50、100 μmol/L Sau处理

食管癌细胞KYSE-510和正常食管上皮细胞系Het-
1A后 , 细胞存活率逐渐下降 (图 1)。Sau对KYSE-
510细胞和 Het-1A细胞的半数抑制浓度分别为

86.29和 202.57 μmol/L。结果表明 , Sau对KYSE-
510细胞的抑制作用大于Het-1A。选择低于半数抑

制浓度(86.29 μmol/L)的12.5、25、50 μmol/L作为

Sau的后续实验浓度。

2.2   Sau对各组细胞存活率的影响

相较于KYSE-510组, Sau-L组、Sau-M组和Sau-H
组细胞存活率降低 (P<0.05); 相较于Sau-H组 , Sau-
H+pcDNA-PD-1组细胞存活率升高(P<0.05)(图2)。
2.3   Sau对各组细胞克隆形成数量的影响

Sau-L组、Sau-M组和Sau-H组细胞克隆形成数

量均低于KYSE-510组(P<0.05), Sau-H+pcDNA-PD-1
组细胞克隆形成数量高于Sau-H组(P<0.05)(图3)。
2.4   Sau对各组细胞迁移及侵袭能力的影响

与KYSE-510组相比 , Sau-L组、Sau-M组和

Sau-H组细胞迁移及侵袭细胞数均有不同程度的减
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少 (P<0.05); 而与Sau-H组相比 , Sau-H+pcDNA-PD-1
组细胞迁移及侵袭细胞数增多(P<0.05)(图4)。
2.5   Sau对各组细胞凋亡率的影响

与KYSE-510组相比, Sau-L组、Sau-M组和Sau-H
组细胞凋亡率升高 (P<0.05); 与Sau-H组相比 , Sau-
H+pcDNA-PD-1组细胞凋亡率降低(P<0.05)(图5)。
2.6   各组细胞中PD-1/PD-L1信号通路相关蛋白

及VEGF、TGF-β1的相对表达水平

与KYSE-510组相比, Sau-L组、Sau-M组和Sau-H
组细胞中PD-1、PD-L1以及VEGF、TGF-β1表达水平

均降低(P<0.05); 与Sau-H组相比, Sau-H+pcDNA-PD-1
组细胞中PD-1、PD-L1以及VEGF、TGF-β1表达水平

均升高(P<0.05)(图6)。

3   讨论
免疫治疗是近年来临床治疗恶性肿瘤疾病的

新型治疗方式 , 在多种肿瘤的治疗中取得了巨大成

效 , 具有较好的发展前景 [14], 但恶性肿瘤的免疫抑

制机制会影响机体的免疫系统 , 基于此 , 本研究探

寻了能够调控食管癌细胞恶性生物学行为及免疫

抑制的药物及治疗靶点 , 旨在为临床治疗食管癌提

供理论依据。Sau是三白草的主要活性成分 , 其作

用于机体时能够发挥细胞保护作用 , 因此被广泛用

于心血管系统、神经系统等疾病的治疗 [15-16], 而相

关研究也显示 , Sau还能够抑制骨肉瘤、胃癌等癌

细胞的增殖及侵袭 , 与恶性肿瘤疾病的发生及进展

具有一定的相关性 [17-18]。本研究中 , Sau对食管癌

图1   Sau对食管癌细胞和正常食管上皮细胞增殖的影响

Fig.1   Effect of Sau on the proliferation of esophageal cancer cells and normal esophageal epithelial cells
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图2   各组细胞存活率

Fig.2   Cell survival rate in each group
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细胞增殖的抑制作用强于对正常食管上皮细胞的

抑制作用 , 同时随着Sau浓度的增加 , KYSE-510细
胞的存活率、克隆形成数量、迁移及侵袭细胞数、

细胞中免疫抑制因子VEGF和TGF-β1的相对表达水

平逐渐降低 , 而细胞凋亡率升高 , 提示Sau在食管癌

的防治中是安全的、有前景的。免疫抑制相关因
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图3   各组细胞克隆形成能力

Fig.3   Cell clonogenesis ability of each group

*P<0.05, 与KYSE-510组相比; #P<0.05, 与Sau-L组相比; &P<0.05, 与Sau-H组相比。n=6。
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图4   Transwell实验检测各组细胞迁移及侵袭能力

Fig.4   Transwell assay was used to detect cell migration and invasion abilities in each group
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图5   流式细胞术检测各组细胞凋亡情况

Fig.5   Flow cytometry was used to detect apoptosis in each group

*P<0.05, 与KYSE-510组相比; #P<0.05, 与Sau-L组相比; &P<0.05, 与Sau-H组相比。n=6。
*P<0.05 compared with the KYSE-510 group; #P<0.05 compared with the Sau-L group; &P<0.05 compared with the Sau-H group. n=6.

图6   各组细胞中PD-1/PD-L1信号通路相关蛋白及VEGF、TGF-β1的表达

Fig.6   Expression of PD-1/PD-L1 signaling pathway-related proteins, VEGF and TGF-β1 in cells of each group
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子VEGF和TGF-β1是影响肿瘤生长与转移的重要因

子, 据报道, 下调细胞中VEGF和TGF-β1的表达能够

抑制树突状细胞等免疫相关细胞的抗原呈递 , 影响

免疫细胞的激活与扩增 , 进而起到抑制乳腺癌等癌

细胞转移的作用 [19-20]。此结果提示Sau能够抑制食

管癌细胞的增殖、迁移等恶性生物学行为 , 并解除

免疫抑制。而有学者推测Sau主要是通过细胞间的

信号转导通路来参与并影响癌细胞的恶性进展过

程的, 基于此, 本研究继续对可能涉及的信号通路

进行了探究。

据报道 , PD-1、PD-L1不仅广泛表达于活化的

免疫细胞中 , 二者在多种恶性肿瘤组织以及血管内

皮组织中也存在异常表达 , 并且PD-1/PD-L1信号通

路能够调节机体的免疫应答效应 , 参与并影响肿瘤

的增殖及转移过程 [21-22]。因此本研究对食管癌细胞

中PD-1/PD-L1信号通路相关蛋白的相对表达水平

进行了测定分析 , 结果显示 , Sau-L组、Sau-M组和

Sau-H组细胞中PD-1、PD-L1相对表达水平均低于

KYSE-510组, 而在高浓度Sau处理的KYSE-510细胞

中过表达PD-1则逆转了Sau对食管癌细胞恶性生物

学行为的作用 , 分析原因可能是PD-1/PD-L1信号通

路能够通过影响T细胞等免疫相关细胞的增殖及凋

亡过程来调节癌细胞的恶性生物学行为及免疫抑制

作用[23]。实验结果表明, Sau的抗食管癌作用可能通

过其他通路实现 , 因为过表达PD-1未完全恢复Sau
对食管癌细胞恶性生物学行为的抑制作用。以上研

究结果说明 , Sau能够通过抑制PD-1/PD-L1信号通

路来抑制食管癌细胞的恶性生物学行为及VEGF和
TGF-β1表达, 进而解除其免疫抑制。

综上所述 , Sau能够通过抑制PD-1/PD-L1信号

通路来抑制食管癌细胞的恶性生物学行为 , 并解除

免疫抑制。但本研究仅基于PD-1/PD-L1这一条信号

通路探究了Sau对食管癌细胞的影响机制, 后续将继

续探索可能涉及的其他信号通路 , 并深入探究此作

用体系在动物模型及临床中的实际应用价值。另外, 
未采用正常的食管上皮细胞作为对照是本研究的不

足之处, 后续还需增加实验验证。
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