
中国肿瘤生物治疗杂志 http://www.biother.org

Chin J Cancer Biother, Nov. 2019, Vol. 26, No. 11

∙临床研究∙DOI：：10.3872/j.issn.1007-385x.2019.11.008

[基金项目] 河北省医学科学研究重点课题资助项目（No.20190718）。Project supported by Medical Science Research Key Project Fund of Hebei

Province（No.20190718）

[作者简介] 范晓杰（1986-），女，硕士，主管技师，主要从事肿瘤病理技术工作，E-mail：fanxiaojierf@163.com

[通信作者] 刘月平（LIU Yueping，corresponding author），博士，教授，博士生导师，主要从事肿瘤病理诊断的研究，E-mail：annama@163.com

PD-L1在三阴性乳腺癌组织中表达及其与脉管生成的关系

范晓杰 a，王心然 a，岳萌 a，张勐 a，邓会岩 a，谷丽娜 b，桑梅香 c，刘月平 a（河北医科大学第四医院 a. 病理科；b. 科

研中心；c. 肿瘤研究所 免疫室，河北 石家庄 050011）

[摘 要] 目的：探讨程序性死亡配体-1（PD-L1）在三阴性乳腺癌（TNBC）组织中的表达及其与脉管生成的相关性。方法：采
用组织芯片结合免疫组织化学法检测120例TNBC组织（收集自河北医科大学第四医院2011年3月1日至2012年6月1日手术切

除并经病理证实的TNBC组织标本）中PD-L1蛋白表达，并分析其与患者各项临床指标关系，同时用CD34和 D2-40标记血管和

淋巴管后检测TNBC中微血管密度（MVD）和淋巴管密度（LVD）。结果：PD-L1蛋白在TNBC肿瘤细胞及间质浸润淋巴细胞中

阳性表达率为56.7%（68/120），PD-L1的表达与TNBC患者的性别、年龄、临床分期、组织学分级及肿瘤大小均无相关性（P>0.05），

但与淋巴结转移情况（P<0.05）及脉管癌栓形成相关（P<0.05）；PD-L1高表达的TNBC淋巴结转移率高及脉管癌栓形成高，PD-L1

的表达与MVD呈正相关关系（r=0.500，P=0.02），PD-L1的表达与LVD呈正相关（r=0.662，P=0.01）。Log-Rank检验结果显示，PD-

L1蛋白表达阳性TNBC患者的生存期均显著低于表达阴性的患者（P<0.05)。Cox多因素分析提示，PD-L1蛋白表达可作为TN-

BC整体生存的独立预后因素。结论：PD-L1在TNBC血管生成及淋巴管生成中起重要作用，其与TNBC的侵袭、转移关系密切，

阻断PD1/PD-L1信号通路有望成为治疗TNBC的有效新策略。
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Expression of PD-L1 in triple negative breast cancer tissues and its relationship
with angiogenesis
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[Abstract] Objective: To investigate the expressions of programmed death ligand 1（PD-L1）in triple-negative breast cancer (TNBC)

and its correlation with angiogenesis. Methods: 120 cases of TNBC patients who underwent surgery in the Fourth Hospital of Hebei

Medical University from March 1, 2011 to June 1, 2012 were collected. The tumor tissues of patients were surgically resected and con-

firmed by pathology. PD-L1 protein expression in TNBC tissues of 120 patients was detected by tissue microarray combined with im-

munohistochemistry, and its relationship with various clinical indicators was analyzed. Blood vessels and lymphatic vessels were labeled

with CD34 and D2-40 to detect microvessel density (MVD) and lymphatic vessel density (LVD) in TNBC. Results: The positive expression

rate of PD-L1 in the tumor cells and interstitial infiltrating lymphocytes from TNBC was 56.7% (68/120); No correlation was found be-

tween PD-L1 protein expression and the gender, age, histological grade, clinical stage, or tumor size of patients with TNBC (P>0.05),

but related to the lymph node metastasis (P<0.05) and vascular thrombus (P<0.05). TNBC with high PD-L1 expression exhibited high

incidence of lymph node metastasis and formation of vascular thrombus, and the expression of PD-L1 was positively correlated with

MVD (r=0.500, P=0.02) as well as LVD (r=0.662, P=0.01). Log-Rank test showed that the survival time of TNBC patients with posi-

tive PD-L1 protein expression was significantly shorter than that of patients with negative expression (P<0.05). Cox multivariate analy-

sis suggested that PD-L1 protein expression could be an independent prognostic factor for TNBC overall survival. Conclusion: PD-L1

plays an important role in TNBC angiogenesis and lymphangiogenesis, and is closely related to TNBC invasion and metastasis; block-

ing PD1/PD-L1 signal pathway is expected to be an effective new strategy for TNBC treatment.

[Key words] triple-negative breast cancer (TNBC); programmed death ligand 1 (PD-L1); immune evasion; microvessels density

(MVD); lymphatic vessel density (LVD)
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乳腺癌已成为全球女性中发病率和病死率均居

首位的恶性肿瘤，其中三阴性乳腺癌（triple-negative

breast cancer，TNBC）呈现恶性程度高、侵袭性强、复

发率高、易远处转移、易局部复发及预后差等显著特

征，严重危害女性生命健康。尽管近年来外科手术

水平不断提高，新辅助化疗和放疗也取得了很大进

步，但TNBC患者的预后仍然不佳。TNBC已成为国

际乳腺癌研究领域的新热点，但尚无有效治疗手

段[1]。乳腺癌的发生是一个多步骤、多基因参与的复

杂过程，包括致癌基因的激活和抑癌基因的失活，免

疫逃逸在肿瘤的发生发展中起到重要的作用[2]。程

序性死亡配体 1（programmed death ligand 1，PD-L1）

是程序性死亡因子 1（programmed cell death 1，PD1）

的配体之一，在多种肿瘤细胞以及免疫细胞，例如T

细胞、B细胞、树突状细胞等的表面表达[3]。肿瘤细胞

通过高表达PD-L1，与肿瘤浸润淋巴细胞（tumor infil-

trating lymphocytes，TILs）表面的受体PD1结合后，向

TILs传递免疫抑制信号，抑制T细胞迁移、增殖及细

胞毒性介质的分泌，诱导T细胞耗竭，限制其对肿瘤

细胞的杀伤作用，从而实现免疫逃逸。本研究旨在

分析PD-L1在TNBC组织中的表达及其与脉管生成

的关系，通过分析该分子表达及其与临床病理特征

相关性，评估其对肿瘤进展的影响，以期为TNBC的

治疗提供新的策略。

1 资料与方法

1.1 研究对象

收集2011年3月1日至2012年6月1日期间于河

北医科大学第四医院住院手术切除且经病理证实为

TNBC（ER－ ，PR－ ，HER2－ 或荧光原位杂交检测

HER2/Neu基因无扩增）的肿瘤组织标本。患者均为

首次发病，且术前未行放疗、化疗和内分泌治疗。患

者均为女性，共 120 例，年龄 22～72 岁，平均年龄

（54.2 ± 11.7)岁。按照美国肿瘤联合会（American

Joint Committee on Cancer，AJCC）2010 年第 7 版

TNM分期标准，Ⅰ期 20例（17%）、Ⅱ期 70例（58%）、Ⅲ

期 30 例（25%）。按照组织学分级标准，Ⅰ级 28 例

（23%）、Ⅱ级 74例（62%）、Ⅲ级 18例（15%）。肿瘤大

小≤2 cm 者 58 例（48%）、2～5 cm 者 40 例（33%）、>5

cm者 22例（18%）；有淋巴结转移 90例（75%）、无淋

巴结转移30 例（25%）；有脉管瘤栓者 54 例（45%）、

无脉管瘤栓者 66 例（55%）。所有组织标本均经

病理组织学确诊。标本经 4% 多聚甲醛固定，常

规石蜡包埋，制成厚 4 μm 的病理切片用于免疫

组织化学检测。120 例 TNBC 患者中 112 例获得

完整随访资料，均采用电话随访。随访至 2017

年 6 月 1 日，随访时间 60个月，中位随访时间48个

月，随访率93.3%。上述标本的获取均取得受试者或

其家属的知情同意并签署知情同意书，通过医院伦

理委员会批准。

1.2 免疫组织化学法检测PD-L1、CD34和D2-40在

TNBC组织中的表达

TNBC组织标本常规制片。组织芯片制作使用

美国Beecher组织芯片阵列仪，选择1.5 mm孔径。免

疫组化选用Roche Benchmark XT全自动免疫组化仪

染色。一抗PD-L1单抗（克隆号SP142，即用型）购自

北京中杉金桥生物科技有限公司 ，CD34 单抗

（QBEnd/10，1∶200）和D2-40单抗（D2-40，1∶50）购自

福州迈新生物技术开发有限公司。以PBS代替一抗

作为阴性对照，用正常乳腺导管上皮作为阳性对照。

1.3 免疫组织化学染色结果判定

免疫组化切片均由 2 名资深病理科医师双盲独

立观察评估。由于PD-L1在乳腺癌中的阳性阈值尚

未明确，本实验PD-L1以细胞质或细胞膜出现黄色至

棕褐色颗粒为阳性显色。PD-L1表达采用半定量积

分法[4]，结合染色强度和阳性细胞百分比来评定阳性

表达病例。先在低倍镜下观察切片整个视野，分

别在肿瘤细胞及肿瘤间质随机选择 5 个高倍视

野（×400）。染色强度分级如下：无着色为 0 分，

淡黄色为 1 分，棕黄色为 2 分，棕褐色为 3 分；阳

性细胞密度分级为：阳性细胞数 ≤10% 为 1 分，

10%～50% 为 2 分，>50% 为 3 分。两项得分相乘

结果≥3 分为强阳性表达，<1 分为阴性表达。肿

瘤细胞及肿瘤间质内任一项阳性即为阳性表

达。CD34 免疫组化阳性染色信号主要定位于血

管内皮细胞的胞质及胞膜上，D2-40 免疫组化阳

性染色信号主要定位于淋巴管内皮细胞的胞质

及胞膜上，均呈棕黄色颗粒。依照参考文献[5]的方

法对TNBC组织进行微血管密度（microvessel densi-

ty，MVD）和淋巴管密度（lymphatic vessel density，

LVD）计数：无论是否有管腔，以阳性染色的单个内皮

细胞或内皮细胞簇都被认为是微血管。在40倍视野

下选取脉管丰富的区域，然后在200视野下计数5个

视野的MVD和LVD，以5个视野的平均值作为MVD

值和LVD值。

1.4 统计学处理

采用SPSS19.0软件进行统计分析。计量资料两

组间比较采用 t检验，3组间比较采用方差分析；计数

数据以百分率表示，采用 χ2检验或连续校正的 χ2检验

统计分析PD-L1的表达与临床病理学指标的关系；采

用Kaplan-Mier方法对TNBC患者阳性表达PD-L1蛋

白进行生存分析，利用Cox回归模型对PD-L1蛋白及
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淋巴结转移和脉管瘤栓进行多因素分析。以P<0.05

或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 PD-L1在TNBC组织及转移淋巴结中的表达

免疫组织化学染色结果（图 1）显示，PD-L1蛋白

在 TNBC 组织中表达主要位于细胞质和细胞膜。

TNBC 组织中 PD-L1 蛋白的阳性表达率为 56.7%

（68/120），其相应癌旁组织无表达，两者差异具有统

计学意义（P<0.01，表1）。

2.2 PD-L1蛋白的表达与TNBC患者临床病理指标

间的关系

如表 2所示，PD-L1蛋白的表达与TNBC患者年

龄(χ2=0.026，P=0.987)、病理类型(χ2=2.529，P=0.639)、

组织分级(χ2=1.745，P=0.418)、临床分期(χ2=0.026，P=

0.625)、肿瘤大小(χ2=1.454，P=0.483)无相关性；但与

淋巴结转移 (χ2=8.869，P=0.003) 和脉管瘤栓 (χ2=

12.116，P=0.001))呈显著相关。

图1 免疫组化芯片技术检测PD-L1在TNBC中的表达（（×20））

Fig.1 Expression of PD-L1 in human TNBC by

immunohistochemic tissue microarray (×20)

表1 免疫组化法检测PD-L1在TNBC组织的表达率

Tab.1 Expression rate of PD-L1 protein in TNBC tissues detected by immunohistochemical staining

Group

Breast cancer tissue

Tumor-free breast tissue

Positive number

68

0

Negative number

52

40

Positive rate

56.7%

0

χ2

39.420

P

0.000

表2 TBNC组织中PD-L1蛋白的阳性表达与患者临床病理特征之间的关系(n)

Tab.2 Expression rate of PD-L1 protein in TNBC tissues detected by immunohistochemical staining (n)

Clinicopathological feature

Age (t/a)
<40
40-60
>60

Pathological type
In situbreast cancer
Invasive ductal breast cancer
Breast Medullary cancer
Breast Mucinous cancer
Invasive lobular breast cancer

Histological grade
Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ

Clinical stage
Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ

Tumor size (V/cm3)
<2
2-5
>5

Lymph node metastasis
No
Yes

Vessel invasion
－

＋

N

14
70
36

11
53
8

10
38

20
70
30

28
74
18

58
40
22

30
90

66
54

PD-L1
－

6
30
16

6
18
2
4
22

10
32
10

12
34
6

22
20
10

20
32

38
14

+

8
40
20

5
35
6
6
16

10
38
20

16
40
12

36
20
12

10
58

28
40

χ2

0.026

2.529

1.745

0.941

1.454

8.869

12.116

P

0.987

0.639

0.418

0.625

0.483

0.003

0.001
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2.3 PD-L1表达与MVD、LVD的关系

免疫组织化学检测结果（图 2）显示，PD-L1低表

达组的MVD平均值为（18.86±9.26）个，PD-L1高表达

组的MVD平均值为（62.53±18.87）个，两组差异显

著 (t=13.085，P<0.05)。通过 Spearman 分析发现，

在TNBC组织中PD-L1的表达与MVD呈正相关关系

（r=0.500，P=0.02)。PD-L1 低表达组的 LVD 平均值

为（7.95±3.51）个，PD-L1高表达组的LVD平均值为

（18.91±5.47）个，两组差异显著（t=5.970，P<0.05）。

通过 Spearman分析发现，在TNBC组织中 PD-L1的

表达与LVD呈正相关关系（r=0.662，P=0.01）。

A: High expression of PD-L1 in TNBC; B: MVD of high expression of PD-L1 in TNBC; C: LVD of high expression of

PD-L1 in TNBC; D: Low expression of PD-L1 in TNBC; E: MVD of low expression of PD-L1 in TNBC;

F: LVD of low expression of PD-L1 in TNBC; B,E: D2-40; C, F: CD34

图2 免疫组织化学检测PD-L1、、D2-40和CD34在TNBC中的表达（（×100））

Fig.2 Expressions of PD-L1, D2-40 and CD34 in TNBC tissues by immunohistochemical staining (×100)

2.4 PD-L1蛋白的表达与生存关系

Kaplan-Meier 生存曲线（图 3）结果显示，PD-L1

蛋白阴性表达患者的生存期显著高于PDL-1蛋白表

达阳性的患者（χ2=6.254，P=0.012）。Cox回归模型进

行多因素分析结果（表3）显示，PD-L1蛋白表达（HR=

1.997，P=0.011）、淋巴结转移（HR=1.819，P=0.025）及

脉管瘤栓（HR=2.105，P=0.049）可作为 TNBC患者

生存独立预后因素。

2.5 MVD、LVD与TNBC临床病理特征的关系

120例TNBC患者中，MVD与患者年龄、肿瘤直

径、组织学分级和临床分期无关（P>0.05）。MVD的

升高与TNBC的淋巴结转移率高（P<0.05）及脉管瘤

栓形成（P<0.05)密切相关。120 例 TNBC 中 LVD 与

患者年龄、肿瘤直径组织学分级和临床分期无关（P>

0.05）。LVD的升高与TNBC的淋巴结转移率高（P<

0.05），淋巴结转移率高（P<0.05）及脉管瘤栓形成（P<

0.05）密切相关。

图3 TNBC患者总体生存率与PD-L1表达关系的

Kaplan-Meier曲线

Fig.3 Relationship between expression of PD-L1 protein and

overall survival rate in the patients with TNBC

表3 TNBC患者总体生存预后影响因素多因素Cox回归分析

Tab.3 Multivariate Cox regression analysis of the influential factors for overall survival prognosis of TNBC patients

Independent prognostic factor

Vessel invasions

Lymph node metastasis

PD-L1positive expression

β

0.744

0.598

0.692

SE

0.378

0.268

0.271

Wald

3.875

4.996

6.499

df

1

1

1

HR

2.105

1.819

1.997

95%CI

1.003～4.417

1.076～3.074

1.173～3.339

P

0.049

0.025

0.011
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3 讨 论

肿瘤的形成是细胞在遗传和环境作用下的共同

结果。正常情况下，机体的免疫系统能够发现、识别

并清除肿瘤细胞；但肿瘤细胞和免疫系统相互作用

的过程受大量的免疫激活/抑制分子调控[6]。肿瘤细

胞引起免疫系统的反应，上调或下调免疫分子的活

性抑制抗肿瘤免疫应答，从而实现肿瘤的免疫逃逸。

PD-1/PD-L1是免疫检查点中重要负向调控分子，在

肿瘤免疫逃逸中起重要作用[7-8]。研究肿瘤细胞免疫

检查点相关分子表达调控机制对于阐明肿瘤发生免

疫逃逸的机制具有重要的意义，并为探索抗肿瘤免

疫新疗法提供潜在的靶点。

PD-L1作为PD-1的配体，是穿膜蛋白B7家族的

成员。PD-L1分子由1个穿膜区域和2个胞外结构域

IgC和 IgV构成，在肿瘤组织中过度表达且于PD-1结

合下调抗肿瘤免疫反应[9-10]。PD-L1/PD-1通路在诱

导效应T细胞凋亡、抑制T细胞活化、抑制机体抗肿

瘤免疫反应和肿瘤免疫逃逸过程中发挥重要作用。

多种肿瘤如黑色瘤[11]、乳腺癌[12]、肺癌[4]、胃癌[13]等的

肿瘤细胞中PD-L1蛋白表达升高，且其表达与肿瘤的

高侵袭性、转移及不良预后等临床病理指标密切相

关。本研究发现，PD-L1蛋白在TNBC中的阳性表达

率为56.7%（68/120），其相应癌旁组织未有表达，两者

具有显著差异；PD-L1蛋白的表达与TNCB淋巴结转

移（P<0.05）及脉管瘤栓（P<0.05）有关。综上，提示

PD-L1可能参与了抑制外周T淋巴细胞的抗肿瘤免

疫反应，促进了肿瘤的浸润和转移，这与GATALICA

等[14]的研究结果相一致。

血管生成是由毛细血管逐渐融合成大的血管，

进而为肿瘤组织提供营养供给；抑制血管生成，可切

断肿瘤组织的营养供给，成为癌症治疗的新趋势。

肿瘤细胞的转移是肿瘤患者死亡的重要原因，肿瘤

的转移主要借助于血管和淋巴管。以往认为，淋巴

管在肿瘤转移中只是被动作用，但目前发现淋巴管

的生成也会增加肿瘤细胞的转移［15］。本研究结果显

示，在TNBC中，PD-L1的表达与MVD呈正相关，提

示 PD-L1 可能参与了血管生成。有研究［16］表明，

MVD与乳腺浸润性导管癌的肿瘤大小，淋巴结转移

及TNM分期成正相关。MVD在肺类癌中与淋巴结

转移及TNM密切相关［17］。前瞻性研究［18］显示，MVD

可能与乳腺疾病预后不良相关。本组结果显示，PD-

L1的表达与LVD呈正相关关系，提示PD-L1可能参

与淋巴管的生成。LVD在肺类癌中与淋巴结转移及

TNM密切相关［17］。STANTON等［19］研究显示，间质

淋巴细胞浸润多见于乳腺癌亚型，TNBC的免疫浸润

尤为明显，且TNBC肿瘤微环境中存在更高的PD-L1

的表达。由此推断，在TNBC组织中PD-L1的高表达

增加了肿瘤细胞的逃逸，进而增加肿瘤的脉管转移

风险［20-21］。综上推测，PD-L1在TNBC的脉管转移中

起到促进的作用，PD-L1可能是TNBC预后不良的因

素之一。

本研究Kaplan-Meier生存曲线分析表明，PD-L1

蛋白阳性表达患者的生存率显著低于阴性表达的患

者。多因素Cox回归模型分析进一步提示，PD-L1蛋

白可作为总体生存的独立预后因素。PDL-1蛋白高

表达的乳腺癌患者的OS明显缩短[22-23]；BOTTI[12]等的

研究显示在TNBC患者中，高表达PD-L1与无转移生

存、特异性总生存有关；TSANG等[24]的研究显示高表

达PD-L1的肿瘤往往伴随着肿瘤浸润淋巴细胞的浸

润，肿瘤浸润淋巴细胞的出现同样与显著缩短的OS

相关，预示着乳腺癌患者的预后不良。PD-L1蛋白的

表达与TNBC患者临床病理特征，如淋巴结转移情况

及脉管瘤栓情况等显著相关，提示在TNBC患在肿瘤

切除后，浸润淋巴结中的PD-L1蛋白仍有表达，可能

继续影响原发肿瘤周围微环境的抗肿瘤免疫反应，

从而导致术后生存缩短。

TNBC患者由于缺乏特异性治疗靶点，目前除了

传统的手术方式以外，仍无十分有效的治疗方法，其

预后很不理想。寻找TNBC特异性治疗靶点是延长

TNBC 患者无病生存期和改善其生活质量的关键。

HOMET 等[25]报道了自制 PD - L1 单克隆抗体 MP-

DL3280A、MEDI4736和MSB0010718C，它们在黑色

素瘤、非小细胞肺癌、小细胞肺癌及霍奇金淋巴瘤中

有持续的抗肿瘤效果。因此，靶向PD-L1的免疫疗法

有望成为治疗TNBC的有效新策略。
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