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食管鳞状细胞癌YES-2细胞顺铂耐药致其恶性生物学行为及PD-L1表达

的变化

田聪，贾云泷，吕微，张评梅，王郁，刘丽华（河北医科大学第四医院肿瘤免疫科，河北 石家庄 050035）

[摘 要] 目的：探讨食管鳞状细胞癌（esophageal squamous cell carcinoma，ESCC）YES-2细胞顺铂（cis-dichlo‐

rodiammine platinum，CDDP）耐药后（YES-2/CDDP-R）细胞恶性生物学行为的变化和程序性死亡受体-配体 1

（programmed cell death-ligand 1，PD-L1）表达的变化。方法：用 CDDP 由低质量浓度到高质量浓度（0.25~

2.0 μg/ml）间断冲击（间隔15~25 d）的方法处理YES-2细胞，建立CDDP耐药细胞株YES-2/CDDP-R。倒置显微

镜下观察YES-2/CDDP-R细胞的形态学变化，MTT法检测细胞对CDDP敏感性的变化，划痕愈合实验检测耐

药前后细胞迁移能力的变化，qPCR和Western blotting检测耐药前后细胞中PD-L1 mRNA和蛋白表达水平的

变化。结果：经过CDDP梯度给药 9个月后成功建立YES-2/CDDP-R细胞。显微镜下见YES-2/CDDP-R细胞

的形态大小不一、胞内空泡及黑色颗粒明显增多且出现巨大细胞。与YES-2细胞比较，YES-2/CDDP-R细胞的

IC50值显著升高，表明其对CDDP的敏感程度降低（P<0.05）；YES-2/CDDP-R细胞的增殖和迁移能力显著增强

（P<0.05或P<0.01），PD-L1 mRNA和蛋白表达水平显著升高（均P<0.01）。结论：成功建立的CDDP耐药细胞

株YES-2/CDDP-R对CDDP的敏感程度降低，其增殖和迁移能力增强。YES-2/CDDP-R细胞中PD-L1表达水

平升高，提示CDDP耐药可能通过上调YES-2细胞PD-L1表达水平促进免疫逃逸。
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Transformation of malignant biological behaviors and PD-L1 expression in
esophageal squamous cell carcinoma YES-2 cell induced by CDDP resistance

TIAN Cong, JIA Yunlong, LYU Wei, ZHANG Pingmei, WANG Yu, LIU Lihua (Department of Tumor Immunotherapy, the Fourth

Hospital of Hebei Medical University, Shijiazhuang 050035, Hebei, China)

[Abstract] Objective: To investigate the changes in malignant biological behaviors and expression of programmed cell death-ligand 1

(PD-L1) in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) YES-2 cell line after cis-dichlorodiammine platinum (CDDP) induction

(YES-2/CDDP-R). Methods: YES-2 cells were treated with CDDP from low concentration to high concentration (0.25-2.0 μg/ml) with

intermittent impact (15-25 days per concentration) to establish ESCC CDDP-resistant cell line YES-2/CDDP-R. The morphological

change of YES-2/CDDP-R cells was observed under the inverted microscope. Methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) was used to detect

cell sensitivity to CDDP. Wound healing assay was used to detect cell migration ability. qPCR and Western blotting were used to detect

mRNA and protein expressions of PD-L1. Results: After CDDP gradient treatment for 9 months, YES-2/CDDP-R cells were successfully

established. The morphology of the YES-2/CDDP-R cells showed uneven size, intracellular vacuoles and significantly increased

black particles along with the appearance of huge cells. The IC50 of CDDP for YES-2/CDDP-R cells was significantly higher than that

for parental cells, indicating decreased sensitivity to CDDP (P<0.05). Compared to theYES-2 cells, the proliferation and migration of

YES-2/CDDP-R cells were significantly increased (P<0.05 or P<0.01), and the mRNA and protein expressions of PD-L1 were signifi‐

cantly up-regulated (all P<0.001). Conclusion: YES-2 cells with CDDP resistance (YES-2/CDDP-R) were successfully established.

The sensitivity of YES-2/CDDP-R cells to CDDP was significantly reduced while the abilities of cell proliferation and migration were
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enhanced. The up-regulation of PD-L1 in YES-2/CDDP-R cells suggests that CDDP-resistance could promote immune escape by

inducing PD-L1 up-regulation.

[Key words] esophageal squamous cell carcinoma (ESCC); YES-2 cell; YES-2/CDDP-R cell; cis-dichlorodiammine platinum

(CDDP); chemotherapy resistance; programmed cell death-ligand 1 (PD-L1)
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食管癌为是全球最常见的消化道恶性肿瘤之

一，90%以上病理学类型为食管鳞状细胞癌（esopha‐

geal squamous cell cancer，ESCC）。ESCC 的治疗方

法包括手术、放疗和化疗[1]。顺铂（cis-dichlorodiam‐

mine platinum, CDDP）是 ESCC 化疗的重要基础用

药，耐药是治疗失败的主要原因之一[2-3]。因此，研究

ESCC细胞化疗耐药后的恶性生物学行为改变及其

机制对逆转耐药具有重要意义。程序性死亡受体-配

体 1（programmed death-ligand 1，PD-L1）主要表达于

多种恶性肿瘤细胞表面[4]，与其受体PD-1结合后能够

传递负向免疫调控信号，抑制 T 细胞活化或诱导其凋

亡，形成免疫抑制性肿瘤微环境[5]。以阻断 PD-1/

PD-L1通路为主的免疫检查点抑制剂凭借其疗效已

成为肿瘤治疗新的里程碑。然而，免疫检查点抑制

剂在临床上仍面临客观缓解率低等瓶颈。本研究通

过检测ESCC YES-2细胞CDDP耐药前后其增殖、迁

移能力和 PD-L1表达水平的变化，为以 PD-1/PD-L1

抗体为核心的免疫联合治疗提供新的理论依据。

1 材料与方法

1.1 细胞株与主要试剂

人ESCC细胞株YES-2由河北医科大学第四医

院科研中心冻存。CDDP购于中国山东齐鲁制药公

司，MTT试剂盒购自美国Sigma公司，RPMI 1640培

养基及胎牛血清购自美国Gibco公司，TRIzol购自美

国 Invitrogen公司，qPCR试剂盒购于美国Promega公

司，引物由上海生工合成。兔抗人PD-L1单克隆抗体

购自美国Merck Millipore公司，辣根过氧化酶（horse‐

radish peroxidase, HRP）标记的山羊抗兔单克隆抗体

购自英国Abcam公司。

1.2 细胞培养及构建CDDP耐药细胞株YES-2/CDDP-R

YES-2细胞在含10%胎牛血清、100 U/ml青霉素

及100 μg/ml链霉素的RPMI 1640培养基中于37 ℃、

5% CO2培养箱中常规培养。待细胞汇合度达 70%

时，用含不同质量浓度（0.25~2.0 μg/ml）的 CDDP 培

养基培养。首次用含 0.25 μg/ml CDDP的培养基共

培养 48 h后，弃含药培养基，1~2 d换液洗弃死亡细

胞，待细胞形成单克隆团块。细胞传代2~3次稳定生

长后进入下个梯度药物筛选阶段，每个药物浓度重

复作用 1~2次，药物梯度每次升高 0.25~0.5 μg/ml，至

细胞可在 0.5 μg/ml的CDDP培养液中维持培养，即

得到 CDDP 耐药细胞株 YES-2/CDDP-R。相差显微

镜下（×100）观察细胞的形态。

1.3 MTT法检测细胞对CDDP的敏感性

将 YES-2 和 YES-2/CDDP-R 细胞分别以 8×104

个/孔铺于 96孔板，24 h后待细胞贴满孔底，加入含

2.5~25 μg/ml 的 CDDP 的培养基（质量浓度梯度为

2.5 μg/ml），共培养 24 h后每孔加入 20 μl 0.5% MTT

溶液培养 4 h，弃去孔内液体后每孔加入 100 μl二甲

基亚砜，摇床上低速振荡10 min，使结晶充分溶解，在

酶标仪上于波长 490 nm 处检测各孔的光密度（D）

值。GraphPad Prism 8软件计算细胞增殖被抑制一半

时所需的药物浓度（IC50），耐药指数（resistance index,

RI）=YES-2/CDDP-R细胞 IC50/YES-2细胞 IC50。

1.4 划痕愈合实验检测细胞的迁移能力

重悬YES-2和YES-2/CDDP-R细胞，将 8×105个

细胞接种于培养皿中。细胞贴壁后，用200 μl枪尖快

速在细胞上划过，PBS洗去划落细胞，继续培养 24 h

后，在倒置显微镜下拍摄划痕区，分析划痕愈合距离

的变化。

1.5 qPCR检测细胞中PD-L1 mRNA的表达水平

分 别 提 取 YES-2 和 YES-2/CDDP-R 细 胞 总

RNA，以GAPDH作为内参照。用qPCR分别检测细胞

内PD-L1 mRNA的表达水平。RNA逆转录为 cDNA

的反应条件：40 ℃ 60 min，25 ℃ 5 min，70 ℃ 5 min。

得到的 cDNA 保存在-20 ℃冰箱中备用。PD-L1

mRNA扩增反应条件：94 ℃预变性 3 min；94 ℃变性

30 s，55 ℃退火30 s，72 ℃延伸1 min，共进行35个循

环；72 °C延伸 5 min。PCR引物序列：PD-L1 F为 5′-

CCTACTGGCATTTGCTGAACGCAT-3′，R 为 5′-AC‐

CATAGCTGATCATGCAGCGGTA-3′ ；GAPDH F 为

5′-GTCACCTTCACCGTTCCAGTTTT-3′，R为 5′-CT‐

TAGTTGCGTTACACCCTTTCTT-3′。用2-ΔΔCT法计算

PD-L1 mRNA相对表达水平。

1.6 Western blotting检测细胞中PD-L1蛋白的表达

水平

分别提取YES-2和YES-2/CDDP-R细胞的总蛋白，

采用BCA法定量。各取含30 μg总蛋白样品，加入上样

缓冲液和PBS配齐20 μl体系，95 ℃煮10 min，置于冰

上冷却，进行 SDS-PAGE、转PVDF膜，5%脱脂奶粉

室温封闭 2 h，TBST 洗膜后，加入兔抗人 PD-L1一抗

（1∶1 000），4 ℃孵育过夜。次日，TBST洗膜3次（10 min/次），
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加入HRP标记的山羊抗兔二抗（1∶20 000）室温孵育

2 h，洗膜3次后，加入ECL化学发光液显色后用凝胶成

像系统获取蛋白条带。以GAPDH为内参，Image J软件

分析蛋白条带的灰度值。

1.7 统计学处理

MTT、划痕愈合、qPCR 和 WB 等实验均重复 3

次。用SPSS 21.0统计学软件对数据进行分析处理，

用GraphPad Prism8.0软件绘图。正态分布的计量资

料以 x̄±s表示，两组间比较采用 t检验，多组间比较采

用单因素方差分析。以P<0.05或P<0.01表示差异具

有统计学意义。

2 结 果

2.1 成功建立CDDP耐药细胞株YES-2/CDDP-R

使用ESCC细胞YES-2历时9个月梯度药物作用

筛选，成功建立CDDP耐药细胞株YES-2/CDDP-R。

在加入含CDDP培养基 4~7 d后，倒置显微镜下可见

较多的死亡细胞，在25 d左右时形成单细胞克隆，最

终得到 YES-2/CDDP-R 细胞。与 YES-2 细胞比较，

YES-2/CDDP-R细胞的形态不一，细胞膜边界不清，

细胞膜及细胞核折光度降低，细胞内空泡及黑色颗

粒明显增多，出现巨大细胞（图1）。

2.2 YES-2/CDDP-R细胞对CDDP的敏感性显著降低

用不同浓度的 CDDP干预 24 h 后，药物敏感

性实验结果（图 2）显示，与YES-2细胞比较，YES-2/

CDDP-R 细胞的 IC50 值显著升高 [(16.69±0.20) vs

(7.71±0.11) μg/ml; t=1.595, P<0.05]，细胞的耐药指数

RI为 2.16。结果表明，在相同质量浓度的CDDP 干

预下，YES-2/CDDP-R 细胞的增殖能力增强、对

CDDP的敏感性显著降低。

A: YES-2 cells; B: YES-2 cells with CDDP-treatment for 4 days;

C: YES-2 cells with CDDP-treatment for 25 days; D: YES-2/CDDP-R cells

图1 YES-2和YES-2/CDDP-R细胞的形态（（×100））

Fig.1 The morphology of YES-2 and YES-2/CDDP-R cells (×100)

*P<0.05, **P<0.01 vs YES-2 cells

图2 CDDP对YES-2和YES-2/CDDP-R细胞增殖抑制率的影响

Fig.2 Effects of CDDP on proliferation inhibitory rates of

YES-2 and YES-2/CDDP-R cells

2.3 YES-2/CDDP-R细胞的迁移能力显著增强

划痕愈合实验结果（图 3）显示，YES-2/CDDP-R

细胞的划痕愈合率显著高于 YES-2细胞（t=14.11，

P<0.01）。结果表明，YES-2/CDDP-R细胞的迁移能

力较YES-2细胞显著增强。

2.4 YES-2/CDDP-R细胞中PD-L1表达水平升高

qPCR检测结果（图 4A）显示，YES-2/CDDP-R细

胞中PD-L1 mRNA的表达水平显著高于YES-2细胞

（t=5.94，P<0.01），Western blotting 实验结果（图 4B）

显示，YES-2/CDDP-R细胞中PD-L1蛋白的表达水平

显著高于YES-2细胞（t=6.95，P<0.01）。实验结果表

明，YES-2/CDDP细胞中PD-L1 mRNA和蛋白表达水

平显著升高。

3 讨 论

以CDDP为基础的两种药物联合治疗是晚期食

管癌的主要化疗方式[6-8]。CDDP属于细胞周期非特

异性药物，进入细胞后与DNA结合而阻断染色体复

制，最终诱导细胞凋亡[9]。建立体外耐药细胞系是研

究肿瘤细胞耐药机制的前提和基础。本研究对

ESCC细胞YES-2采用低质量浓度到高质量浓度并

间断冲击的CDDP诱导方式[10-11]，成功构建CDDP耐

药细胞株YES-2/CDDP-R。与YES-2细胞比较，YES-

2/CDDP-R细胞的形态发生显著变化，其形态不一，

细胞膜和细胞核折光度降低，细胞内空泡及黑色颗
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粒明显增多，且以巨大细胞多见。进一步对细胞进

行CDDP干预并使用MTT实验检测YES-2/CDDP-R

细胞对CDDP的敏感性，结果显示YES-2/CDDP-R细

胞较YES-2细胞对CDDP的 IC50值显著升高，细胞耐

药指数 RI 为 2.16，在同样的 CDDP 浓度下 YES-2/

CDDP-R细胞的增殖能力显著增强，表明其对CDDP

耐药性提高。

**P<0.01 vs YES-2 cells

图3 CDDP对YES-2和YES-2/CDDP-R细胞迁移能力的影响

Fig.3 Effects of CDDP on the migration ability of YES-2 and YES-2/CDDP-R cells

**P<0.01 vs YES-2 cells

图4 YES-2和YES-2/CDDP-R细胞中PD-L1 mRNA（（A））和蛋白（（B））的表达

Fig.4 The mRNA (A) and protein (B) expressions of PD-L1 in YES-2 and YES-2/CDDP-R cells

既往研究[12-14]表明，肿瘤细胞在产生耐药性后其

恶性生物学行为可能发生变化。本研究通过划痕愈

合实验发现，YES-2/CDDP-R 细胞划痕愈合能力较

YES-2细胞增强。细胞间黏附特性的丧失是促进肿

瘤细胞向周围组织侵袭和远处转移的重要原因。

ZOU等[15]研究发现，肺癌细胞CDDP耐药后Wnt通路

激活进而导致其迁移能力增强。另外，CAO等[16]在

小鼠肿瘤模型中发现，PD-L1可通过提高转录因子

Slug和Twist的表达水平促进肿瘤的侵袭与转移，表

明PD-L1升高可能促进肿瘤细胞的恶性生物学行为。

多项研究表明，化疗可能通过上调肿瘤细胞中PD-L1

表达参与免疫逃逸过程。MESNAGE等[17]通过上皮

性卵巢癌组织免疫组化染色研究发现，在新辅助化

疗后肿瘤微环境中PD-L1的表达水平显著升高；QIN

等[18]证实，CDDP 可通过激活 ERK/MAPK 通路上调

肝癌细胞PD-L1的表达水平。为明确CDDP耐药对

YES-2细胞免疫逃逸能力的影响，本研究进一步对免

疫检查点分子 PD-L1 的表达进行检测，结果显示

YES-2/CDDP细胞中 PD-L1 mRNA和蛋白水平均显

著高于YES-2细胞，表明YES-2细胞在CDDP耐药后

免疫逃逸能力显著增强。

PD-1/PD-L1通路活化可诱导形成免疫抑制性肿

瘤微环境，阻断该信号通路能够显著增强抗肿瘤免

疫反应。靶向PD-1/PD-L1通路的免疫检查点抑制剂

已凭借其坚实的理论基础和卓越的临床疗效获批用

于治疗多种恶性肿瘤。然而，临床实践发现，由于

PD-L1表达水平低及“冷肿瘤”等因素导致其单药治

疗的客观缓解率仍较低[19]。因此，寻找重塑肿瘤免疫

微环境的手段可进一步改善免疫治疗的疗效。本研

究在体外成功构建人ESCC YES-2/CDDP-R细胞，与

YES-2细胞比较，其增殖和迁移能力增强，同时免疫

检查点分子 PD-L1 表达水平升高，该结果提示在
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ESCC细胞在化疗耐药后其恶性生物学行为发生变

化，且免疫逃逸能力增强，为以PD-1/PD-L1抗体为基

础的免疫联合治疗提供了理论基础。

综上所述，本研究通过建立ESCC YES-2/CDDP-R

细胞证实，CDDP耐药能够增强YES-2细胞的增殖和

迁移能力并提高PD-L1表达水平，表明CDDP耐药能

够通过增强YES-2细胞的恶性生物学行为和免疫逃

逸能力促进肿瘤进展。本研究为探索 ESCC 细胞

CDDP耐药机制提供了实验数据，并为以建立新免疫

检查点抑制剂为基础的联合治疗策略提供新的实验

依据。
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