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摘  要 : 旨在探讨 IFN-γ 诱导乳腺癌细胞株 MDA-MB-231 表面程序性死亡配体 (PD-L1)的表达、对上皮间质转

化的影响及其分子机制。用不同浓度 IFN-γ 作用 MDA-MB-231 细胞后，利用蛋白质免疫印迹检测 PD-L1、细胞

迁移相关蛋白 (E-钙黏蛋白、N-钙黏蛋白、波形蛋白)、ERK、p-ERK、Jak2 及 p-Jak2 的表达水平；通过细胞划

痕实验和 Transwell 实验检测细胞迁移能力；利用免疫荧光实验进一步检测细胞迁移相关蛋白的表达量。结果表

明，IFN-γ 可上调 PD-L1 的表达，使细胞划痕融合率显著增高，细胞迁移速率显著加快；波形蛋白和 N-钙黏蛋白

的表达量升高，E-钙黏蛋白表达量下降；ERK、p-ERK、Jak2 及 p-Jak2 表达水平显著增加。加 U0126 后 PD-L1、

ERK 及 p-ERK 表达水平下降，而加入 AG490 后，PD-L1、Jak2、p-Jak2 表达水平下降。结果表明 IFN-γ 能上调

乳腺癌细胞 PD-L1 表达水平，促进肿瘤细胞迁移，促使细胞从上皮向间质转化，而这一过程可能与 ERK 及

Jak2-STAT 信号通路相关。 

关键词 : IFN-γ，乳腺癌，PD-L1，上皮 -间质转化，ERK，Jak2 

IFN-γ induces overexpression of PD-L1 and epithelial- 
mesenchymal transformation of breast cancer cells through 
activating ERK/Jak2-STAT signaling pathways 

Yurong Yan, Chenchen Zhao, Rui Yang, Ting Zhou, and Na Xu 

School of Life Sciences and Health, Wuhan University of Science and Technology, Wuhan 430065, Hubei, China 

Abstract:  To investigate the effect of INF-γ on the expression of programmed death ligand 1 (PD-L1), 

epithelial-mesenchymal transition (EMT) and the potential mechanism in breast cancer cell line MDA-MB-231, the cells were 

treated with different concentrations of INF-γ. The expressions of proteins, including PD-L1, cell-migration-related proteins 
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(E-cadherin, N-cadherin and vimentin), ERK, p-ERK, Jak2, and p-Jak2 were detected by Western blotting analysis and 

immunofluorescent staining assay. Cell migration was studied through cell wound healing assay and transwell assay. IFN-γ 

could up-regulate the expressions of PD-L1 in MDA-MB-231 cells. The cell migration rate was significantly increased after 

adding IFN-γ. The expression levels of vimentin and N-cadherin were increased whereas the expression of E-cadherin was 

decreased after adding IFN-γ. The expression levels of ERK, p-ERK, Jak2 and p-Jak2 were significantly increased and this 

phenomenon was inhibited when adding ERK inhibitor U0126 or Jak2 inhibitor AG490. These results demonstrate that IFN-γ 

could up-regulate the expression of PD-L1, promote cell migration and transmission, and facilitate epithelial-mesenchymal 

transformation of breast cancer cells and this process may be related with ERK and Jak2-STAT signaling pathways. 

Keywords:  IFN-γ, breast cancer, PD-L1, epithelial-mesenchymal transition, ERK, Jak2 

乳腺癌是全世界女性中最常见的恶性肿瘤之

一，全球每年约有 120 万人被确诊为乳腺癌，高

达 50 万人死于乳腺癌[1]。其中乳腺癌细胞的转移

以及肿瘤复发是导致患者死亡的一个主要原因 , 

所以探讨乳腺癌转移的相关机制对于治疗乳腺癌

具有十分重要的意义。 

干扰素-γ (Interferon-γ，IFN-γ) 是一种多效应

的细胞因子，能够参与体内获得性免疫和固有免

疫应答，在多种肿瘤中发挥抗肿瘤作用[2-5]。但同

时也有研究发现，在某些情况下 IFN-γ 对肿瘤的

发生发展具有促进作用[6-7]。 

程序性死亡配体 -1 (Programmed cell death 

ligand 1，PD-L1) 是由 290 个氨基酸亚基组成的

跨膜分子，属于 B7 家族的成员。主要表达于成

熟的免疫细胞和膜细胞表面，且在多种肿瘤细胞

表面高表达[8-9]，而 PD-L1 的高表达被证明与肿瘤

转移有关[10-11]。 

上 皮 - 间 质 转 化  (Epithelial-mesenchymal 

transition，EMT) 是癌症转移早期的关键步骤之

一。在 EMT 的生理病理过程中，上皮细胞与周围

间充质细胞发生相互作用，并获得一定的间质表

型，包括形态学、极性、表面标记和相关转录因

子的变化[12-14]。一旦癌细胞获得间充质表型，它

们就能够迁移到基质和器官，最终导致肿瘤转移

和复发[15-16]。 

已 有 研 究 表 明 基 底 样 乳 腺 癌 细 胞 系 的

MDA-MB-231 在 IFN-γ的诱导下 PD-L1 的表达上

调[17]，Sun 等在最新的研究中发现，IFN-γ 可以通

过转化生长因子 β1 (Transforming growth factor-β1，

TGF-β1)激活的相关途径导致奶牛乳腺上皮细胞

的恶性转化[18]，而 IFN-γ 诱导的乳腺癌细胞高表

达的 PD-L1 与乳腺癌细胞上皮间质转化的机制尚

不明确。因此本研究旨在检测 IFN-γ 诱导的乳腺

癌细胞表面 PD-L1 的表达和乳腺癌细胞上皮间质

转化所涉及到的相关信号通路之间的关系，为乳

腺癌的治疗提供方向。 

1  材料与方法 

1.1  主要材料 

MDA-MB-231 细胞株购于上海细胞库。

DMEM 培养基  (Hyclone，美国 )；胎牛血清

(Ginimi ， 美 国 ) ； IFN-γ (Recombinant Human 

Interferon-γ，Gibco 公司；胰蛋白酶 (Biosharp，

中国)；RIPA 裂解液、SDS-PAGE 蛋白上样缓冲

液、蛋白 Marker (Thermo scientific，中国)；PMSF 

(Amresco，美国)；Western 及 IP 细胞裂解液 (碧

云天，中国)；BCA 试剂盒 (碧云天，中国)；Jak2、

p-Jak2、ERK、p-ERK、PD-L1 单克隆抗体、N-

钙黏蛋白  (N-cadherin) 单克隆抗体、波形蛋白

(Vimentin) 和 E-钙黏蛋白 (E-cadherin) 单克隆抗

体(Cell Signaling Technology，美国)；CY3 标记的

波形蛋白二抗和 FITC 标记的 E-钙黏蛋白二抗

(BOSTER，美国)；PVDF 膜 (Bio-Rad，美国)；

AG490 (Selleck，美国)；U0126 (Sigma，美国)；
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transwell 小室 (Corning，美国)。倒置荧光显微镜

(Olympus，日本 )；多功能酶标仪  (Molecular 

Devices，美国)；电泳仪、凝胶成像系统 (Bio-Rad，

美国)；细胞培养箱 (ASTEC，日本)。 

1.2 方法 

1.2.1  实验分组与处理 

将 MDA-MB-231 细胞接种至 6 孔板，待细胞

长至 70%–80%时，弃去原有培养基，加入新培养

基，用 IFN-γ 处理培养基使 IFN-γ 在培养基的   

浓度分别为 0 (NC 组)、1、10、50 ng/mL，培养

48 h。 

1.2.2  PD-L1 过表达 

按照实验 1.2.1 分组处理细胞，收集各组细

胞，用 RIPA 裂解细胞后，提取总蛋白。通过 BCA

试剂盒测定各组蛋白浓度，加入 1︰1 000 稀释的

一抗 PD-L1 单克隆抗体，4 ℃过夜，TBST 缓冲液

洗膜 (5 min×3 次)，加 1︰2 000 稀释的兔二抗，室

温摇床孵育 2 h，TBST 缓冲液洗膜 (5 min×3 次)，

扫膜成像，检测各组细胞中 PD-L1 的表达量。 

1.2.3  细胞划痕实验 

将 MDA-MB-231 细胞接种至 6 孔板，待细胞

长至 70%–80%时，用 20 μL 的枪头划一条直线，

PBS 清洗细胞，加入 2 mL 含 10%胎牛血清的培

养基，用 IFN-γ 处理使 IFN-γ 在培养基中的浓度

分别为 0、1、10、50 ng/mL，在显微镜下分别拍

摄加入 IFN-γ 后培养 0、24、48 h 细胞划痕宽度。

该实验重复 3 次。 

1.2.4  Transwell 实验 

将长至 70%–80%的 MDA-MB-231 细胞消化

下来，制成单细胞悬液，按每孔 5×105 个细胞重

悬于 200 μL 含 1%胎牛血清培养基中，并分别   

加入 IFN-γ (使 IFN-γ 在培养基的浓度分别为 0、   

1、10、50 ng/mL)，将此培养基加入到上室，下

室加含 10%胎牛血清的培养基 600 μL，培养 24 h。

取出小室，用棉签将上室内细胞擦去，用 4%多聚

甲醛固定 10 min，0.1%结晶紫染色 15 min，PBS 洗

3 次，显微镜拍照。染色细胞用 10% 醋酸溶解，

酶标仪测 570 nm 处吸光度。 

1.2.5  蛋白免疫印迹法  

按照实验 1.2.1 分组处理细胞，根据实验 1.2.2

的方法检测 N-钙粘蛋白、波形蛋白和 E-钙粘蛋白

的表达量。 

1.2.6  免疫荧光实验 

按照实验 1.2.1 分组处理细胞后，弃原培养

基，PBS 洗一遍，4%多聚甲醛固定 10 min；PBS

洗一遍，0.1% Triton 通透 10 min，PBS 洗一遍。

5% BSA 封闭 10 min；PBS 洗一遍，加 1︰200 稀

释的一抗波形蛋白和 E-钙黏蛋白单克隆抗体，室

温孵育 1.5 h，PBS 洗一遍，加 1︰200 稀释的 CY3

标记的波形蛋白二抗和 FITC 标记的 E-钙黏蛋白

二抗孵育 20 min，弃掉二抗，PBS 洗一遍，加 DAPI

染色 10 min，荧光显微镜拍照。 

1.2.7  信号通路 

按照实验 1.2.1 分组处理细胞 48 h 后，根据

实验 1.2.2 的方法检测 ERK、p-ERK、Jak2 及

p-Jak2 表达量。将单细胞悬液接种至 6 孔板分为

NC 组、IFN-γ 组 (10 ng/mL)、U0126 组 (20 μmol/L，

1 h)、AG490 组 (100 μmol/L，24 h) 培养 48 h，

然后收集蛋白，根据实验 1.2.2 的方法检测各组细

胞中 ERK、p-ERK、Jak2、p-Jak2 及 PD-L1 表达量。 

1.2.8  统计学分析 

蛋白质印记成像和细胞划痕宽度均用 ImageJ

软件分析，所有图像均采用 Origin8.0 软件分析，

统计数据以平均值±方差的形式表示。采用 t 检验

方法进行组间比较，P<0.05 为差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  IFN-γ 诱导 MDA-MB-231 细胞过表达

PD-L1 
与未加 IFN-γ 的对照组比较，用不同浓度的

IFN-γ处理细胞后，随着 IFN-γ浓度的增加，PD-L1  
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图 1  IFN-γ诱导 PD-L1 在 MDA-MB-231 细胞系中的

表达 

Fig. 1  IFN-γ induced PD-L1 expression in 
MDA-MB-231 cell line. (A) Western blotting images of 
PD-L1 expression. (B) The relative expression levels of 
PD-L1 compared to GAPDH. * P<0.05. 

 

的蛋白表达量逐渐上升 (P<0.05)，这表明 IFN-γ

能诱导 MDA-MB-231 细胞过表达 PD-L1 (图 1)。 

2.2  IFN-γ 促进 MDA-MB-231 细胞迁移 

通过细胞划痕实验检测 PD-L1 过表达对

MDA-MB-231 细胞迁移的影响 (图 2)。在 IFN-γ

刺激 48 h 后，与对照组 NC 相比，PD-L1 过表达

组 (IFN-γ 处理组) 的细胞迁移能力显著增强，   

50 ng/mL IFN-γ 处理组细胞划痕宽度仅剩余约

20%，而对照组 NC 的宽度剩余约 70%。  

Transwell 迁移实验结果 (图 3) 显示 IFN-γ

显著增强 MDA-MB-231 细胞穿过小室的能力，

而且该效应呈浓度依赖性。与 NC 组相比，1、10、

50 ng/mL IFN-γ 处理后，MDA-MB-231 细胞迁移

的能力分别增加约 2 倍 (P<0.05)、3 倍 (P<0.01)、

6 倍 (P<0.01)。 

细胞划痕实验和 Transwell 实验均表明 IFN-γ

诱导 MDA-MB-231 细胞过表达的 PD-L1 能够显

著提高细胞的迁移能力。 

 
 

图 2  细胞划痕实验结果表明 IFN-γ 促进细胞迁移 

Fig. 2  Cell wound healing assay indicated that IFN-γ 
promotes cell migration. (A) Wound healing images of 
MDA-MB-231 cells after IFN-γ treatment. Scale bar=200 μm. 
(B) Statistical analysis of wound healing degree. * P<0.05. 

 

 
 

图 3  Transwell 实验结果表明 IFN-γ 促进细胞迁移 

Fig. 3  Transwell assay indicated that IFN-γ promotes 
cell migration. (A) Images of cell migration after IFN-γ 
treatment. (scale bar=200 μm). (B) Statistical analysis of 
wound healing degree. * P<0.05; ** P<0.01. 
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2.3  IFN-γ 促进 MDA-MB-231 细胞的上皮-间

质转化 

蛋白免疫印迹实验结果 (图 4) 显示，与 NC

组相比，用 50 ng/mL 的 IFN-γ 处理组中，E-钙粘

蛋白表达量下调最多，约降低了 60% (P<0.05)，

波形蛋白表达量上调约 1.6 倍 (P<0.05)；10 ng/mL

的 IFN-γ 处理细胞后的 N-钙粘蛋白表达量上调最

多，约 1.7 倍 (P<0.05)。这表明 IFN-γ 诱导乳腺

癌细胞由上皮样向间质样转化。 

免疫荧光实验结果 (图 5) 显示，与 NC 组相

比，用不同浓度的 IFN-γ 处理细胞后，E-钙粘蛋

白的荧光强度随药物作用浓度以及作用时间的增

加而降低；而波形蛋白随药物作用浓度以及作用

时间的增加而升高。进一步表明 IFN-γ 诱导乳腺

癌细胞由上皮样向间质样转化。 
 

 
 

图 4  IFN-γ 处理后，细胞迁移相关蛋白的表达图 

Fig. 4  Expressions of cell-migration-related proteins 
after IFN-γ treatment. (A) Western blotting analysis of 
E-cadherin, N-cadherin and vimentin expression. (B) 
Quantitative analysis of proteins. * P<0.05. 

 
 

图 5  IFN-γ 处理后细胞迁移相关蛋白的免疫荧光染

色图 

Fig. 5  Immunofluorescent images of cell-migration- 
related proteins after IFN-γ treatment. (A) Fluorescent 
images of E-cadherin. (B) Fluorescent images of 
vimentin. Scale bar: 200 μm. 
 

2.4  IFN-γ诱导 PD-L1 表达和细胞迁移的分子

机制 

蛋白质印记实验表明在乳腺癌细胞 MDA- 

MB-231 中，ERK、Jak2、p-ERK 及 p-Jak2 表达

量随着 IFN-γ 作用浓度的升高而上调 (图 6A)。与

对照组相比，IFN-γ 浓度为 50 ng/mL 时，ERK 的

表达量上调约 1.8 倍 (P<0.05)，p-ERK 的表达量

上调约 2.5 倍 (P<0.01)，Jak2 及 p-Jak2 蛋白表达

量均上调约 2 倍 (P<0.01)。根据实验结果选取

IFN-γ 浓度为 10 ng/mL 进行信号通路相关抑制剂

实验。加入抑制剂 U0126 (ERK 抑制剂) 和 AG490 

(Jak2 抑制剂) 后能显著抑制这 4 种蛋白及 PD-L1

的表达 (图 6C)，表明 IFN-γ 诱导的乳腺癌细胞

PD-L1 的上调可能是通过激活 ERK 及 Jak2 信号

通路来调节，并且 ERK 抑制剂同时抑制了 Jak2

及其磷酸化的表达，而 Jak2 抑制剂也同时降低了

ERK 及其磷酸化的表达，说明 IFN-γ 诱导的乳腺

癌细胞 PD-L1 的上调可能是通过 ERK/Jak2-STAT

信号通路共同调节。 
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图 6  IFN-γ 通过 ERK/Jak2-STAT 途径诱导 MDA-MB-231 细胞中的 PD-L1 表达 

Fig. 6  IFN-γ induced PD-L1 expression in MDA-MB-231 cell line via ERK/Jak2-STAT pathway. (A) Western blotting 
analysis of ERK, p-ERK, Jak2, and p-Jak2 protein expressions. (B) Quantitative analysis of (A). (C) Western blotting 
images after adding inhibitors AG490 or U0126. (D) Quantitative analysis of (C) (*and ** means P<0.05 and P<0.01 
relative to NC, respectively. # means P<0.05 relative to NC 10 ng/mL IFN-8 treatment group). 

 

3  讨论 

乳腺癌是一种严重威胁女性生命健康的恶性

肿瘤之一，其发病率居于女性恶性肿瘤之首[19]，

乳腺癌的浸润和转移是影响患者生存的主要原

因。抑制乳腺癌细胞的增殖与转移并诱导乳腺癌

细胞的凋亡是当前乳腺癌研究的热点之一 [20]。

MDA-MB-231 细胞是三阴性高转移的人乳腺癌

细胞系，该类乳腺癌更易复发和转移[21]。PD-L1

抑制剂是肿瘤免疫治疗的关键药物之一，通过

PD-1/PD-L1 途径抑制 T 细胞的活化致使肿瘤免 

疫耐受，因此阻断这一信号通路成为目前研究的

热点。 

干扰素是一类具有多种生物学活性的蛋白

质，可分为 3 大类：Ⅰ型、Ⅱ型和Ⅲ型干扰素。

IFN-γ 是Ⅱ型干扰素家族中的成员，具有广泛的免

疫调节作用。并且 IFN-γ 在肿瘤中的免疫作用是

通过激活免疫细胞如树突状细胞、自然杀伤细胞

以及细胞毒性 T 淋巴细胞等细胞直接杀伤肿瘤细

胞，或者通过增强抗原提呈作用以及调节细胞代

谢等间接地抑制肿瘤的进展[22]。但同时也有诸多

报道 IFN-γ 对肿瘤的发生发展具有促进作用[6-7]， 
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在本研究中通过使用不同浓度 IFN-γ 刺激乳腺癌

细胞，观察到乳腺癌细胞的迁移速度明显加快。 

PD-L1 (B7-H1)，也称为 CD274，由 CD274

基因编码，属于 B7 家族的成员。它通过与在 T

细胞上表达的受体 PD-1 相互作用负性调节 T 细

胞的活化和一系列功能。因此，它在抑制 T 细胞

介导的抗肿瘤免疫应答中起着重要的作用[23]。研

究发现 IFN-γ 能诱导大多数肿瘤细胞表面过表  

达 PD-L1，包括胰腺癌、胃癌、肺癌、子宫颈癌

等[9-11,24]。而在我们的研究中也发现乳腺癌细胞系

在 IFN-γ 的刺激下高表达 PD-L1，与先前研究   

相符。 

已有很多研究表明，上皮-间质转化在乳腺癌

转移过程中起着关键作用[25-26]。EMT 的特征是上

皮分化标志物 E-钙粘蛋白的缺失和间充质标志物

如波形蛋白和 N-钙黏蛋白的上调[27]。在 EMT 过

程中，肿瘤细胞失去细胞极性，细胞之间的连接

变松，EMT 的这个过程是癌细胞转移的关键步

骤。在本研究中也同样发现 IFN-γ 能够刺激乳腺

癌细胞发生 EMT。 

丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶  (Mitogen-activated 

protein kinase，MAPK) 信号通路是真核细胞介导

细胞外信号到细胞内反应的重要信号传导系统。

包括 4 条信号通路，其中细胞外信号调节激酶

(Extracellular regulated protein kinases，ERK) 途

径在信号传递过程中起重要作用，在很多肿瘤中，

ERK 信号通路通常是被过度激活的 [28]。研究证

实，ERK 信号通路在调节乳腺癌细胞的增殖、存

活及侵袭力中发挥重要作用 [29]。在本研究中用

IFN-γ 刺激乳腺癌细胞也检测到 ERK 及其磷酸化

的高表达，而加入抑制剂 U0126 后，高表达的水

平被明显抑制，PD-L1 的表达也受到抑制，结果

表明 IFN-γ促进乳腺癌的发展可能与 ERK 信号通

路有关。 

Janus 激酶 -信号转导和转录激活子  (Janus 

kinase-signal transducer and activator of transcription，

Jak-STAT) 信号通路是由多种细胞因子共用调控

的信号传导通路，在调节人体免疫力方面发挥着

十分重要的作用[30]。IFN-γ 是此信号通路的重要

激活剂，其与受体结合后，调控 PD-L1 及各类基

因的表达[31-33]。在本研究中也证实了 IFN-γ 诱导

的乳腺癌细胞高表达 Jak2，而加入 Jak2 抑制剂

AG490 处理乳腺癌细胞后，观察到 PD-L1、Jak2

及其磷酸化水平显著降低。并且有研究表明 Jak 

2-STAT 与 ERK 信号通路存在级联效应[34]，因此

本研究用 U0126 处理细胞后，观察 Jak2 及其磷

酸化水平，同时也观察 AG490 对 ERK 信号通路

蛋白的影响。结果显示，ERK 被抑制后，Jak2 及

其磷酸化水平也降低，反过来抑制 Jak2 后，ERK

及其磷酸化水平同时降低，这些表明 IFN-γ 对乳

腺癌的促进作用可能是由 ERK/Jak2- STAT 信号通

路共同调节。 

本实验证明用不同浓度 IFN-γ 刺激乳腺癌细

胞可上调 PD-L1 的表达，使细胞由上皮向间质样

转化，从而降低肿瘤细胞的自身免疫原性，促使

肿瘤细胞逃避机体的免疫系统的攻击，而先前有

诸多的研究表明 IFN-γ 能够抑制乳腺癌细胞的增

殖[22,28]，本研究表明 IFN-γ 并非都是抑制肿瘤增

殖，也可能在一定程度上促进了肿瘤的免疫逃逸，

因此在临床上使用 IFN-γ 治疗肿瘤时应谨慎对

待。近年来放疗、化疗以及生物治疗在临床中的

广泛应用，使得乳腺癌的治疗效果明显提高，但

三阴乳腺癌及已发生转移的乳腺癌，仍然是治疗

的难点，PD-L1 的检测可以指导临床化疗药物的

选择，为乳腺癌的肿瘤免疫治疗提供了新思路。 

4  结论 

本研究通过用不同浓度 IFN-γ 刺激乳腺癌细

胞可上调 PD-L1 的表达，IFN-γ 也能促使细胞由

上皮向间质样转化，而高表达的 PD-L1 能显著提
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高细胞的迁移能力，这一过程可能与 ERK/Jak2- 

STAT 信号通路相关，揭示了 IFN-γ 对乳腺癌细胞

的促进作用，有助于进一步了解乳腺癌发生和发

展的机制。 
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