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顺铂诱导脑胶质瘤 U87 细胞的 PD-L1 表达及耐药机制的研究 
    

周红建，李军，夏建国(杭州市萧山区中医院神经外科，杭州 311201) 
 

摘要：目的  研究 PD-L1 的表达对 U87 细胞的顺铂(cisplatin，CDDP)耐药性的影响。方法  建立 U87 对 CDDP 耐药细胞

株(U87/CDDP)，用不同浓度的 CDDP 处理 24 h 后，CCK-8 检测 U87/CDDP 细胞活力以验证耐药性。成功建立 U87/CDDP
细胞株后转染 PD-L1 shRNA，用 CCK-8、BrdU 染色、流式细胞仪检测 U87/CDDP 细胞的增殖和凋亡。并分别用 qRT-PCR
检测 PD-L1、Bax、caspase-3、Survivin mRNA 的表达，Western blotting 检测 PD-L1、Bax、caspase-3、cleaved-caspase-3
和 P53 蛋白的表达。结果  CCK-8 结果表明，U87/CDDP 细胞成功建立。用相同浓度的 CDDP 处理 24 h 后，转染 PD-L1 
shRNA 的 U87/CDDP 细胞的细胞增殖率比未转染的 U87/CDDP 细胞低，细胞凋亡率高。同时，与对照组细胞相比，在转

染 PD-L1 shRNA 并给予 CDDP 处理的 U87/CDDP 细胞中，Bax、caspase-3 mRNA 和 Bax、cleaved-caspase-3 和 P53 蛋白

的表达显著增加，PD-L1、Survivin mRNA 和 PD-L1 蛋白的表达显著降低。结论  通过抑制 U87 细胞中 PD-L1 的表达可

以逆转脑胶质瘤 U87 细胞对 CDDP 的耐药性。 
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Study on Expression of PD-L1 and Resistance Mechanism on Glioma U87 Cells Induced by Cisplatin 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effect of PD-L1 expression on the cisplatin(CDDP) resistance of U87 cells. 
METHODS  U87 CDDP drug-resistant cell line(U87/CDDP) was established and the cell viability was estimated by CCK-8 to 
verify drug resistance after treated with different concentration of CDDP for 24 h. Then the U87/CDDP cells were transferred 
PD-L1 shRNA, and CCK-8, BrdU staining, flow cytometry was performed to detected the proliferation and apoptosis. 
Meanwhile, the mRNA expression of PD-L1, Bax, caspase-3, Survivin was detected by qRT-PCR, while the protein expression of 
PD-L1, Bax, caspase-3, cleaved-caspase-3, P53 was detected by Western blotting. RESULTS  The result of CCK-8 showed that 
U87/CDDP was established successfully. After treated with same concentration of CDDP 24 h, the proliferation of PD-L1 
shRNA-U87/CDDP cells was decreased and the apoptosis was increased compared with non transfected U87/CDDP cells. 
Meanwhile, compared to the control group, the mRNA expression of Bax, caspase-3 and the protein expression of Bax, 
cleaved-caspase-3 and P53 was significantly increased, while the mRNA expression of PD-L1, Survivin and the protein 
expression of PD-L1 was significantly decreased in PD-L1 shRNA transfected and CDDP treated U87/CDDP cells. 
CONCLUSION  The tolerance of CDDP on U87 cells can reverse by down-regulating the expression of PD-L1. 
KEYWORDS: glioma; U87 cells; cisplatin; PD-L1; tolerance 

 

                              
基金项目：萧山区重大科技攻关项目(2017309) 

作者简介：周红建，男，硕士，主治医师    E-mail: kxz8309@163.com     

脑胶质瘤是最常见的恶性疾病，约占所有颅

内肿瘤的 40%~50%，其生存期短，死亡率高[1]，

目前以手术治疗为主，辅以化疗、放疗等手段[2]。

但由于血脑屏障的限制、部分肿瘤对化疗药物的

耐药性及肿瘤本身异质性等问题，使得肿瘤患者

对化疗药物的敏感性有很大差异[3-4]。大多数学者

认为，胶质瘤术后复发的主要原因之一是肿瘤细

胞对化疗药物产生耐药，但是目前关于胶质瘤细

胞对化疗药物的耐药机制仍不明确。 
顺铂(cisplatin，CDDP)是临床上常用的化疗药

物之一，抗肿瘤作用强。然而，目前临床上发现许

多肿瘤对 CDDP 产生了耐药性和不良反应，这可能

是临床上患者对用药存在个体差异而导致的，但其

中可能的耐药机制尚不明确 [5-6]。有研究表明，

CDDP 在抗肿瘤治疗时，在一定的浓度条件下能够

影响肿瘤细胞表面 PD-L1 基因的表达。因而 PD-L1
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基因的改变可能是脑胶质瘤细胞对 CDDP 耐药的

重要机制之一[7]。Wang等[8]发现 miR-34a 通过靶向

PD-L1可以减弱胶质瘤细胞进展和化学耐药性。因

此，本研究以脑胶质瘤细胞株 U87 作为研究对象，

制备 U87 对 CDDP 耐药细胞株，通过转染 PD-L1 
shRNA 观察用药前后对 U87 细胞增殖、凋亡以及

PD-L1 基因表达的影响，探讨肿瘤对化疗药物可

能的耐药机制，为临床上合理选择化疗药物提供

理论依据。 
1  仪器与试剂 

CMaxPlus 型酶标仪 (SpectiaMAX 公司 )；
AE2000 型光学显微镜(Motic 公司)；VE 180C 型电

泳槽、VE186 型转膜仪购自上海天能；610020-9Q
型化学发光仪(勤翔公司)；C6 型流式细胞仪(BD
公司)。 

细胞凋亡试剂盒(BD 公司，批号：1133534)；
DMEM 高糖培养基(批号：AE29431639)、RPMI1640
培养基(批号：AE29163439)、Trypsin 0.25%(1×)溶液

(批号：J190002)均购自 Hyclone 公司；胎牛血清(浙
江天杭生物科技公司，批号：19110501)；MTT 试

剂盒(BBI Life Sciences 公司，批号：20210112)；
CCK-8 试剂盒(MCE 公司，批号：20210127)；BCA
蛋白定量试剂盒(索莱宝，批号：120219200721)；
RIPA 裂解液(碧云天，批号：10352)；Bax 抗体(批
号：65e6022)、cleaved-caspase-3(批号：15z0096)、
p53 抗体(批号：23y9837)、caspase-3 抗体(批号：

36z7763)、PD-L1 抗体(批号：42a3751)、GAPDH
抗体(批号：77p6700)均购自 Affinity；BrdU 溶液(上
海碧云天生物技术有限公司，批号：092820210513)；
TritonX-100(Sangon Biotech，批号：E111BA0012)；
LipofectamineTM 2000(Invitrogen，批号：1799015)；
Hoechst 33342(上海碧云天生物技术有限公司，批

号：101819200522)；RIPA 裂解液(康为世纪，批号：

10352)；PVDF 膜 (GE Healthcare Life，批号：

A298125036)；逆转录试剂盒(康为世纪，批号：

36320)。 
2  方法 
2.1  脑胶质瘤 U87 细胞的培养 

U87-MG 胶质母细胞瘤细胞系(购自赛百慷)，
将其接种于含 10%热灭活胎牛血清、100 U·mL−1

青霉素 G、100 μg·mL−1链霉素、1% L-谷氨酰胺、

1%非必需氨基酸和 1 mmol·mL−1 丙酮酸钠的

DMEM 培养基中，在 37 ℃含 5% CO2 的湿润培养

箱中培养。 
2.2  MTT 检测细胞存活率 

取对数生长期的脑胶质瘤 U87 细胞悬液接种

于 96 孔板内，将培养板放在培养箱内预培养 24 h；
分别用不同浓度的 CDDP(0.312 5，0.625，1.25，
2.5，5，10 μg·mL−1)处理 24 h 后，每孔加入 10 μL 
MTT 溶液，在培养箱内分别孵育 0，12，24，48 h。
用酶标仪测定在 450 nm 处的吸光度，并计算细胞

存活率。 
2.3  CDDP 耐药性的细胞制备 

采用药物连续诱导法筛选耐药细胞。取对数

生长期的 U87 细胞接种于含 CDDP 的 DMEM 培

养液中，CDDP 浓度依次为 0.312 5，0.625，1.25，
2.5，5，10 μg·mL−1，逐步诱导，作用 72 h 后换新

培养液，每 2~3 d 传代 1 次，历时 6~8 周[9]。最终

存活的 U87 细胞对 CDDP 表现出抗药性，称为

U87/CDDP 细胞。在不含药物的培养基中培养的细

胞作为亲代敏感对照。 
2.4  CCK-8 检测耐药 U87 细胞和敏感 U87 细胞的

增殖 
取对数生长期的 U87 细胞和 U87/CDDP 细胞

悬液接种于六孔板内，将培养板放在培养箱内预

培养 24  h；分别用不同浓度的 CDDP(0.312 5，0.625，
1.25，2.5，5，10 μg·mL−1)处理 24 h，消化清洗后，

离心重悬，加至 96 孔板中培养 24 h，每孔加入

10 μL CCK-8 溶液，在培养箱内孵育。用酶标仪测

定在 450 nm 处的吸光度，计算细胞存活率。 
2.5  质粒转染及分组 

将U87/CDDP细胞(2×105)接种到 6孔板中孵育

过夜，然后用 LipofectamineTM 2000 试剂将 PD-L1 
shRNA(2.5 μg)转染到 U87/CDDP 细胞中 [9]。将

U87/CDDP 细胞分为以下 6 组：对照组(U87/CDDP
不做任何处理)、U87/CDDP 0.625，1.25 μg·mL−1组

(U87/CDDP 分别与 0.625，1.25 μg·mL−1 CDDP 反

应 48 h)、PD-L1 shRNA 质粒转染组(转染了 PD-L1 
shRNA 质 粒 的 U87/CDDP 细 胞 ) 、 PD-L1 
shRNA+CDDP 0.625，1.25 μg·mL−1组(用 0.625，
1.25 μg·mL−1CDDP处理转染了PD-L1 shRNA质粒

的 U87/CDDP 细胞)。 
2.6  CCK-8 检测细胞活力 

取对数生长期的 U87/CDDP 细胞和转染了

PD-L1 shRNA 质粒的 U87/CDDP 细胞悬液接种于

6 孔板内，将培养板放在培养箱内预培养 24 h；按
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照“2.5”项下方法分组处理 24 h 后，采用“2.4”
项下相同操作检测各组细胞活力。 
2.7  BrdU 染色检测细胞增殖 

取 U87/CDDP 细胞接种于 12 孔板中，按照

“2.5”项下方法分组，每孔加 500 µL 2×BrdU 溶

液 37 ℃孵育 4 h，PBS 洗涤后用 0.3% TritonX-100
通透 10 min，随后每孔加入 0.5 mL Click 反应液混

匀。吸除洗涤后再加入 1 mL Hoechst 33342 溶液孵

育，倒置荧光显微镜下镜检。 
2.8  流式细胞仪检测细胞凋亡 

取对数生长期的U87/CDDP细胞和转染了 PD- 
L1 shRNA 质粒的 U87/CDDP 细胞于 6 孔板(1.2× 
106 个细胞，2 mL)。按“2.5”项下方法分组处理

24 h 后收集细胞，预冷 PBS 洗涤 2 次，调整细胞

浓度为 1×106·mL−1。加入 500 μL 结合缓冲液，离

心弃上清，再加入 100 μL 结合缓冲液混匀后，分

别加入 5 μL Annexin V-FITC 与 10 μL PI，充分混

匀；室温避光反应 15 min。最后加入结合缓冲液

400 μL，1 h 内用流式细胞仪检测细胞凋亡率。 
2.9  qRT-PCR 检测 mRNA 表达 

采用 qRT-PCR 检测上述各分组中 PD-L1、
Bax、caspase-3、Survivin mRNA 表达情况。提取

各组细胞总 RNA，逆转录为 cDNA，特异性扩增

PD-L1、Bax、caspase-3、Survivin，GAPDH 为内

参。反应条件：95 ℃，10 min 变性；95 ℃，15 s；
60 ℃，60 s；40 次循环。采用 2–ΔΔCT 方法计算

PD-L1、Bax、caspase-3、Survivin mRNA 表达量。

各引物序列见表 1。 
 
表 1  引物序列  
Tab. 1  Primer sequence  

基因 正向引物 反向引物 
PD-L1 5’-TCAATGCCCCATACA

ACAAA-3’ 
5’-TGCTTGTCCAGATGA

CTTCG-3’ 
Bax 5’-AGGGTGGCTGGGAA

GGC-3’ 
5’-TGAGCGAGGCGGTG

AGG-3’ 
caspase-3 5’-CAAACTTTTTCAGA

GGGGATCG-3’ 
5’-GCATACTGTTTCAGC

ATGGCAC-3’
Survivin 5’-TTGGCAGGTGCCTG

TTGAAT-3’ 
5’-AGCCAGTCCCCCAC

AGCAT-3’ 
GAPDH 5’-TGACTTCAACAGCG

ACACCCA-3’ 
5’-CACCCTGTTGCTGTA

GCCAAA-3’ 
 

2.10  Western blotting 检测蛋白表达 
用 RIPA 裂解液(含 PMSF 和蛋白酶抑制剂)提

取上述各组细胞中的蛋白质。用 BCA 蛋白浓度测

定试剂盒测定总蛋白浓度后，用 SDS-PAGE 电泳

分离蛋白并转移到 PVDF 膜，TBST 洗膜后，用

5%脱脂奶粉封闭 1.5~2 h。然后将膜放入含一抗稀

释液[Bax 抗体(1∶500)、PD-L1 抗体(1∶2 000)、
cleaved-caspase-3(Asp175)，p17 抗体(1∶2 000)、
p53 抗体(1∶2 000)、caspase-3 抗体(1∶2 000)和
GAPDH 抗体(1∶30 000)]的孵育盒中于 4 ℃孵育

过夜。随后加入二抗在室温下反应 1~2 h。化学发

光仪显影后用 Image J 检测条带强度。 
2.11  统计学分析 

采用 SPSS 16.0 统计软件进行数据分析，计量

资料多组间用 One-way-ANOVA 单因素方差分析，

组间比较采用 SNK分析。方差不齐者采用 Kruskal- 
Wallis H 检验。符合正态分布的数据以 x s± 表示，

P<0.05 为差异有统计学意义。 
3  结果 
3.1  CDDP 对脑胶质瘤 U87 细胞的细胞活力的影响 

与对照组相比，U87 细胞经 CDDP 处理 24，
48 h 后，0.312 5，0.625 μg·mL−1的 CDDP 对 U87
细胞的细胞活力和增殖抑制率无明显改变；1.25，
2.5，5，10 μg·mL−1的CDDP 导致U87 细胞活力出

现显著性下降(P<0.05 或 P<0.01)，增殖抑制率显

著增加(P<0.05 或 P<0.01)。结果见图 1。 
 

 
 

图 1  不同浓度顺铂对 U87 细胞活力和增殖抑制率的影响 
与对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 
Fig. 1  Effects of different concentrations of cisplatin on the 
vitality and proliferation inhibition rate of U87 cells 
Compared with control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

 

3.2  不同浓度 CDDP 及 PD-L1 shRNA 对 U87 细

胞和 U87/CDDP 细胞增殖的影响 
在 U87 细胞中，与对照组相比，CDDP 浓度

为 0.312 5 μg·mL−1时，U87 细胞的细胞活力无明显

改变，CDDP浓度为 0.625，1.25，2.5，5，10 μg·mL−1
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时，U87 细胞的细胞活力显著下降(P<0.01)。对于

U87/CDDP 细胞，与对照组相比，当 CDDP 浓度

为 0.312 5，0.625，1.25 μg·mL−1时，U87/CDDP
细胞的细胞活力无明显改变；当 CDDP 浓度为 2.5，
5，10 μg·mL−1时 U87/CDDP 细胞的细胞活力显著

降低(P<0.05或P<0.01)。与对照组相比，U87/CDDP
细胞经 0.625，1.25 μg·mL−1的 CDDP 处理后，细

胞活力无明显改变；而 PD-L1 shRNA 与 PD-L1 
shRNA+CDDP 0.625，1.25 μg·mL−1组 U87/CDDP
细胞的细胞活力显著降低(P<0.05 或 P<0.01)。与

PD-L1 shRNA 组相比， PD-L1 shRNA+CDDP 
1.25 μg·mL−1 组 U87/CDDP 细胞的细胞活力显著

降低(P<0.05)。结果见图 2。 

3.3  PD-L1 shRNA 对 U87/CDDP 细胞增殖的影响 
与对照组比较，CDDP 1.25 μg·mL−1组、PD-L1 

shRNA 组、PD-L1 shRNA+CDDP 0.625，1.25 μg·mL−1

组细胞增殖率均显著降低(P<0.05 或 P<0.01)。与

PD-L1 shRNA 组相比， PD-L1 shRNA+CDDP 
0.625，1.25 μg·mL−1 组 U87/CDDP 细胞的细胞增

殖率显著降低(P<0.01)。结果见图 3。 
3.4  PD-L1 shRNA 对 U87/CDDP 细胞凋亡的影响 

与对照组比较，CDDP 0.625，1.25 μg·mL−1组、

PD-L1 shRNA 组、PD-L1 shRNA+CDDP 0.625，
1.25 μg·mL−1组细胞凋亡率均显著升高(P<0.01)，且
转 染 PD-L1 shRNA 并 给 予 CDDP 干 预 的

U87/CDDP 细胞的凋亡率更高。结果见图 4。 
 

 
图 2  不同浓度顺铂及 PD-L1 shRNA 对 U87 细胞和 U87/CDDP 细胞增殖的影响 
与对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01；与 PD-L1 shRNA 组相比，3)P<0.05。 
Fig. 2  Effects of different concentrations of cisplatin and PD-L1 shRNA on the proliferation of U87 cells and U87/CDDP cells 
Compared with control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with PD-L1 shRNA group, 3)P<0.05. 

 

 
图 3  转染 PD-L1 shRNA 后顺铂对 U87/CDDP 细胞增殖的影响 
与对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01；与 PD-L1 shRNA 组相比，3)P<0.01。 
Fig. 3  Effects of cisplatin on the proliferation of U87/CDDP cells after transfection of PD-L1 shRNA  
Compared with control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with PD-L1 shRNA group, 3)P<0.01. 
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图 4  顺铂对转染 PD-L1 shRNA 后 U87/CDDP 细胞凋亡的影响 
与对照组比较，1)P<0.01。 
Fig. 4  Effects of cisplatin on the apoptosis of U87/CDDP cells after transfection of PD-L1 shRNA  
Compare with control group, 1)P<0.01. 
 
3.5  各组细胞 PD-L1、Bax、caspase-3、Survivin 
mRNA 表达 

与对照组相比，PD-L1、Bax、caspase-3、Survivin 
mRNA 的表达在 CDDP 0.625，1.25 μg·mL−1组中无

显著性变化。与对照组相比，PD-L1 shRNA+CDDP 
0.625，1.25 μg·mL−1 组细胞中 Bax、caspase-3 mRNA
的表达均显著上升(P<0.01)，PD-L1、Survivin mRNA 
表达均显著下降(P<0.01)。与PD-L1 shRNA组相比，

PD-L1 shRNA+CDDP 0.625，1.25 μg·mL−1 组细胞中

Bax、caspase-3 mRNA 的表达均显著上升(P<0.05
或 P<0.01)，PD-L1、Survivin mRNA 表达均显著下

降(P<0.05 或 P<0.01)。结果见图 5。 
3.6  各组细胞 PD-L1、Bax、P53、caspase-3 和

cleaved-caspase-3 蛋白的表达 
与对照组相比，PD-L1 shRNA+CDDP 0.625，

1.25 μg·mL−1 组 U87/CDDP 细 胞 中 的 Bax 、

cleaved-caspase-3 和 P53 蛋白的表达水平均显著升

高(P<0.05)，PD-L1 shRNA+CDDP 1.25 μg·mL–1 组

U87 细胞中的 PD-L1 蛋白的表达水平显著降低

(P<0.01)。与 PD-L1 shRNA 组相比，PD-L1 shRNA+ 
1.25 μg·mL−1 CDDP 组 U87 细胞中的 PD-L1 蛋白的

表达水平显著降低(P<0.01)。结果见图 6。 
 

 
 

图 5  顺铂对 U87/CDDP 细胞转染 PD-L1 shRNA 后各组细胞中 PD-L1、Bax、caspase-3、Survivin mRNA 表达的影响 
与对照组相比，1)P<0.01；与 PD-L1 shRNA 组相比，2)P<0.05，3)P<0.01。 
Fig. 5  Effect of cisplatin on the expression of PD-L1, Bax, caspace-3, Survivin mRNA in cells of each group after PD-L1 
shRNA was transfected by U87/CDDP cells  
Compared with control group, 1)P<0.01; compared with PD-L1 shRNA group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 
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图 6  顺铂对 U87/CDDP 细胞转染 PD-L1 shRNA 后各组细胞中 Bax、PD-L1、P53、cleaved-caspase-3 蛋白表达的影响 
与对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01；与 PD-L1 shRNA 组相比，3)P<0.01。 
Fig. 6  Effect of cisplatin on protein expression of Bax, PD-L1, P53, cleaved-caspase-3 in various cells after PD-L1 shRNA was 
transfected by U87/CDDP cells  
Compared with control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with PD-L1 shRNA group, 3)P<0.01. 

 
4  讨论 

神经胶质瘤是成人中最常见的原发性恶性脑

肿瘤，具有异质性和易感性，危及患者的生命[10]。

CDDP 是治疗脑胶质瘤常用的化疗药物，能有效抑

制脑胶质瘤的发展，而肿瘤细胞对 CDDP 的耐药

性是临床治疗的一大难题[11-12]。众所周知，神经

胶质瘤可通过下调抗原呈递，上调抗炎蛋白和促

进免疫抑制效应细胞的扩增来抑制免疫反应，从

而发生免疫逃逸[13-14]。有研究表明，PD-L1参与肿

瘤的免疫治疗，被认为是多种肿瘤免疫治疗的主

要预后生物标志物[15]。而内源性 PD-L1 会促进神

经胶质瘤的发展 [16-17]。在本研究中，通过建立

U87CDDP 耐药细胞株并转染 PD-L1 shRNA 来研

究 PD-L1 对脑胶质瘤耐药性的作用，以期找到一

种可以逆转肿瘤耐药性的途径。 
笔者假设抑制 PD-L1 的表达可能是逆转肿瘤

细胞耐药性的机制之一。因此在本研究中通过转

染建立了一个稳定表达 PD-L1 shRNA 的具有 CDDP 
耐药性的胶质瘤细胞系。通过细胞增殖和凋亡结

果表明，U87/CDDP 细胞的增殖增加，凋亡降低，

而转染 PD-L1 shRNA 的 U87/CDDP 细胞的增殖降

低，凋亡增加，说明 PD-L1 低表达的胶质瘤细胞

系对 CDDP 的敏感性增加，PD-L1 的表达与 U87
细胞对 CDDP 的敏感性呈负相关。 

此外，PD-L1 的表达与胶质瘤的病理分级有

关[18]。同时，血管生成、细胞增殖和侵袭等与神

经胶质瘤的恶性进展有关的蛋白质也可能调节

PD-L1 的表达[19]。炎性因子基因、抗凋亡基因等

与肿瘤的耐药机制有关[20-21]。肿瘤细胞的凋亡涉

及多种凋亡蛋白质，当细胞的肿瘤基因被激活时，

将激活促凋亡蛋白，使细胞发生程序性死亡[22]。

该途径被多种凋亡及抗凋亡蛋白因子调控。在本

研究中，qRT-PCR 和 Western blotting 结果表明，用

CDDP 处理 U87/CDDP 细胞株，PD-L1、Bax、
caspase-3、cleaved-caspase-3 和 P53 的表达无显著

变化，而转染 PD-L1 shRNA 的 U87/CDDP 细胞株
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经过 CDDP 处理后，Bax、cleaved-caspase-3 和 P53
的表达水平均显著升高，PD-L1 和 Survivin 的表达

水平显著降低。因此，PD-L1 可通过调节凋亡相关

的细胞因子的表达来逆转 U87 细胞的耐药性。 
因此，通过本研究发现，PD-L1 在耐药性 U87

细胞中高表达，且是逆转 U87 的耐药性的重要靶

点，其机制可能与凋亡基因的表达有关。 
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