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［摘要］ 近年来，以程序性死亡蛋白 -1（PD-1）/ 程序性死亡蛋白配体 -1（PD-L1）抑制剂为代表的免疫治疗

对肺癌显示出明显疗效，但在不同的肺癌患者中 PD-1/PD-L1 抑制剂的疗效存在显著差异。研究发现外泌体 PD-L1
（ePD-L1）可以代替肺癌细胞 PD-L1 抑制 T 细胞活化，产生免疫抵抗，同时还能将 PD-L1 转移到次级细胞发挥免疫耐

受作用，影响免疫治疗的效果。本文对外泌体及 ePD-L1 的分离与检测方法、ePD-L1 的免疫抑制作用及 ePD-L1 在肺

癌进展和免疫治疗中的作用机制进行综述。
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［ Abstract ］ In recent years, immunotherapy represented by programmed death-1 (PD-1)/programmed death-ligand 1 
(PD-L1) inhibitors has shown remarkable efficacy for lung cancer. However, there are significant differences in the efficacies 
of PD-1/PD-L1 inhibitors in different patients with lung cancer. Studies have found that exosomal PD-L1 (ePD-L1) can 
replace the PD-L1 from lung cancer cells to inhibit the activation of T cell and produce immune resistance. At the same time, 
it can transfer PD-L1 to secondary cells to play the role of immune tolerance and affect the efficacy of immunotherapy. This 
paper reviews the methods of separation and detection of exosomes and ePD-L1, the immunosuppressive effect of ePD-L1, 
and the mechanism of ePD-L1 in the progress of lung cancer and immunotherapy. 
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GLOBOCAN 2020 数据显示，肺癌的发病率仅

次于乳腺癌，占总体癌症发病的 11.4%；死亡率居

首位，占总体癌症死亡的 18.0%［1］。近年来，抗程

序性死亡蛋白 1（programmed death-1，PD-1）/ 程
序性死亡蛋白配体 1（programmed death-ligand 1， 
PD-L1）疗法在多种癌症中取得较理想的疗效。

PD-1 主要来自活化 T 细胞，无法在静息 T 细胞上

表达［2］，PD-L1 则是一种Ⅰ型跨膜蛋白，通过与

细胞上的负性共刺激分子 PD-1 结合抑制细胞的

活化，进而保持免疫稳态。肿瘤细胞可过量表达

PD-L1，并通过结合 T 细胞表面的 PD-1 抑制它的

激活，导致肿瘤细胞发生免疫逃逸［3］。抗 PD-1/
PD-L1 免疫检查点疗法可阻断两者之间的结合，

恢复 T 细胞活力。正常的生理条件下，T 细胞免

疫稳态的维持与 PD-1/PD-L1 信号通路密切相关，

可防止免疫系统过度激活引起组织损伤［4］。PD-1/
PD-L1 信号通路激活并不能直接引起组织细胞凋

亡，而是使 T 细胞周期停在 G1 期
［5］。近期有研

究检测 PD-1/PD-L1 信号通路发现，除了肿瘤细胞

膜表面，PD-L1 同样存在于外泌体表面［6］。表达

PD-L1 的外泌体可与 T 细胞相互作用并加重免疫抑

制［7-8］。目前，临床常规应用肿瘤组织标本 PD-L1
的免疫组织化学染色来选择符合免疫治疗条件的患

者，但仍有部分 PD-L1 阳性的非小细胞肺癌（non-
small cell lung cancer，NSCLC）患者不能从免疫治

疗中获益，这可能与忽视了外泌体PD-L1（exosomal 
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PD-L1，ePD-L1）有关。研究发现 ePD-L1 可以代

替肺癌细胞 PD-L1 抑制 T 细胞活化，产生免疫抵

抗，同时还能将 PD-L1 转移到次级细胞发挥免疫

耐受作用，影响免疫治疗的效果。本文就外泌体及

ePD-L1 的分离与检测方法、ePD-L1 的免疫抑制作

用及 ePD-L1 在肺癌进展和免疫治疗中的作用机制

进行综述。

1 外泌体与 ePD-L1 的分离和检测方法

外泌体来源于内涵体，以多泡体形式与细胞质

膜整合后形成腔内小泡，随后释放到细胞外成为胞

外囊泡，半径为 20～50 nm，浮力密度在蔗糖中为

1.13×103～1.19×103 g/L，结构相对简单。生理条

件下，健康细胞、癌细胞和相关的基质细胞都会分

泌外泌体［9］，在血清和血浆［10］、唾液［11］、乳汁［12］、 
脑脊液［13］等体液中都能检测到。外泌体富含胆

固醇和鞘磷脂，膜表面富集的 4 种主要跨膜蛋白

（CD63、CD81、CD9、CD82）是外泌体的理想

标志物［14］。由于体液的复杂性，外泌体分离与检

测存在诸多困难，现对外泌体及 ePD-L1 的分离和

检测方法及其优缺点进行归纳。

1.1 外泌体的分离方法 近年来，研究者根据外泌

体的理化性质提出了多种分离提纯方法，常见的有

离心法、沉淀法、粒径分离法、免疫亲和法、基于

适配体的磁分离法和微流控技术分离法等。离心法

是通过物质在溶液中沉降系数的差异进行纯化的方

法，包括差速离心法和密度梯度离心法，前者是最

常用的外泌体分离方法，但需配备昂贵的设备，且

外泌体的结构和功能易被破坏；后者虽然分离纯度

更高，但操作复杂且易引入分离介质而导致污染。

沉淀法是利用共沉淀和反向筛选的原理进行分离的

方法，包括聚合物沉淀法和有机溶剂沉淀法，分离

效率高，但沉淀介质会干扰进一步纯化。粒径分离

法是根据不同微粒的大小差异进行分离的方法，包

括超滤法和排阻色谱法，操作简单、快速且廉价，

其中超滤法的外泌体回收率低且易破坏结构和功

能，而排阻色谱法只适用于小体积样本的提纯。免

疫亲和法是利用抗体与外泌体已有的特异性表面蛋

白结合进行分离的方法，如磁分离法中修饰的免疫

磁珠与抗体偶联可用于分离目标外泌体，但昂贵的

试剂不利于其在大体积样本中使用［15］。基于适配

体的磁分离法是在磁珠表面进行适配体修饰，通过

结合表面蛋白实现外泌体捕获，然后添加适配体互

补序列实现外泌体释放，但有限的适配体限制了该

方法的普及。膜介导的外泌体分离技术也可提高磁

分离法的效率。结合链霉亲和素修饰的氧化铁纳米

颗粒的磁激活分选技术也可以从供体细胞的上清

液中快速分离外泌体［16］。ExoCounter 作为一种新

的技术，也可以通过特定的抗体功能化视盘捕获外

泌体［17］。与磁珠相比，应用抗体偶联磁性纳米线

的新方法可将捕获效率提高 3 倍［18］。微流控技术

囊括了材料、物理、化学、生物等微小流体技术，

将其与传统技术结合后开发出了捕获、过滤、磁分

离、声学分离和电泳微流控技术等，操作自动化，

但分离效率取决于装置所使用的技术原理，稳定性

和重复性较差。

1.2 外泌体的检测方法 基于外泌体独特的大

小、表面特异性蛋白、脂质体谱和基因组谱，近几

十年来出现了多种定性和定量检测方法，包括扫描

电子显微镜、透射及原子力显微镜、ELISA、蛋

白质印迹法、流式细胞术、动态光散射（dynamic 
light scattering，DLS） 和 纳 米 颗 粒 跟 踪 分 析

（nanoparticle tracking analysis，NTA） 等。 检 测

外泌体蛋白最常用的方法是蛋白质印迹法、ELISA
和质谱法；qPCR、微阵列和高通量测序技术也被

成功用于外泌体核酸的测定。尽管这些技术功能强

大，但仍存在分析过程复杂、操作耗时和灵敏度低

等缺陷。NTA 是一种分析跟踪粒子布朗运动能力

的物理表征技术，需要在测量囊泡浓度和大小之前

使用校准珠进行设备校准。由于校准珠的尺寸无法

控制，检测外泌体的准确性较低。

随着纳米材料的发展，纳米技术逐渐被应用于

外泌体的常规检测，并涌现出许多基于光学、电化

学和电学检测原理的新方法，如荧光生物传感器、

电化学生物传感器、比色生物传感器、表面等离子

体共振生物传感器、表面增强拉曼光谱生物传感器

等［19-20］。下一代新型生物传感器和芯片的开发需

要微流体等［21］新方法，这种检测方法具有高通量、

高灵敏度、低试剂消耗和便携性等优点。基于微流

体的外泌体检测方法包括荧光成像、比色测定、光

学特效方法、磁检测等，也适用于样品的预浓缩和

制备。

1.3 ePD-L1 的 检 测 方 法 ELISA 是 最 常 用 的

ePD-L1 定量检测方法，但当 ePD-L1 表达过低时
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该方法无法区分健康人和患者；PCR 技术在检测

外泌体核酸方面具有优势，但检测的 mRNA 含量

与 PD-L1 蛋白表达量之间无绝对一致性，所以仅

采用 PCR 检测 ePD-L1 mRNA 存在一定缺陷。流

式细胞术具有良好的可重复性，是目前较为准确的

ePD-L1 定量分析法。基于 Fe3O4@TiO2 分离和表

面增强拉曼散射的免疫检测法可以在 40 min 内实

现每微升临床血清样本中 1 个 PD-L1＋外泌体的检

测极限［22］。将新的适配体与热泳技术结合开发的

HOLMES-ExoPD-L1 检测法比 PD-L1 抗体具有更

高的识别效率，显著提高了检测灵敏度［23］。近期

有研究报道使用 Cu-TCPP 2D 金属有机框架作为表

面等离子共振传感界面增敏层，能够快速、灵敏检

测 ePD-L1［24］。

总体来说，外泌体和 ePD-L1 的分离检测技术

还处于起步阶段，存在诸多难题，如何高效分离和

纯化外泌体并建立样本需求少、灵敏度高、重复性

好的 ePD-L1 检测方法是研究的核心环节。

2 ePD-L1 的免疫抑制作用

肿瘤细胞胞质内的氨基末端免疫受体酪氨酸

抑制基序在 PD-1 结合肿瘤细胞 PD-L1 后发生磷酸

化，活化后的蛋白酪氨酸磷酸酶 2 被招募到羧基

末端免疫受体酪氨酸依赖性活化基序上，去磷酸

化 T 细胞抗原受体复合物和 ζ 链关联蛋白激酶 70
（ζ-chain-associated protein kinase 70，ZAP70），

抑制 PI3K/Akt/ 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白下游信号

通路，发挥抑制 T 细胞分化增殖的作用，导致 T 细

胞失活，造成肿瘤细胞复发和转移。PD-L1 主要表

达于细胞膜，但深入研究发现 PD-L1 还可能存在

于外泌体和细胞微泡表面，甚至部分以游离形式存

在，非细胞膜上的PD-L1 统称为可溶性PD-L1［25］。

ELISA 检测发现可溶性 PD-L1 具有与肿瘤细胞表

面 PD-L1 相同的膜拓扑结构［26］，故 ePD-L1 极有

可能在调节上述信号通路中发挥作用［27］。ePD-L1
的全身免疫抑制作用主要分为 2 类：直接内源性

ePD-L1 和外泌体间接诱导的 PD-L1。
2.1 直接内源性 ePD-L1 多数研究认为，肿瘤细

胞来源的外泌体内含有 mRNA、miRNA 和蛋白

质，具有广泛的转移前生态位增强特点［28-29］。位

于外泌体表面的 PD-L1 同样与多种肿瘤的进展相 
关［7-8,30-31］。肿瘤细胞的 ePD-L1 通过直接连接到 T

细胞上的 PD-1［8］及驻留在 PD-L1 阴性的肿瘤细胞

上［30］，在微环境中诱导T细胞功能障碍。研究证实，

ePD-L1 的表达水平与肿瘤转移［8］、肿瘤体积、临

床分期和淋巴结受累程度［7,30-31］呈正相关，与术后

生存时间呈负相关［32］，表明 ePD-L1 可在一定程度

上促进肿瘤的生长和转移。

NSCLC 细胞分泌的 ePD-L1 可诱导 CD8＋T 细

胞凋亡，CD8＋ T 细胞的数量随着 ePD-L1 浓度的

增高而减少［33］。胃癌细胞分泌的 ePD-L1 可显著

降低 CD8＋ T 细胞的 Ki-67 表达，而在 PD-1 抗体

存在的条件下可恢复这种表达［34］。体外实验中，

ePD-L1 可抑制由 T 细胞受体刺激激活的人外周和

小鼠脾脏 CD8＋T 细胞中颗粒酶 B 的表达［8］。此

外，ePD-L1 能够降低 CD8＋ T 细胞产生 γ 干扰素、

IL-2 和 TNF-α 的能力，减少 CD4＋和 CD8＋ T 细胞

上 CD69、CD25 和 PD-1 等激活标志物的表达，抑

制 CD4＋和 CD8＋ T 细胞向肿瘤迁移，诱导巨噬细

胞 M2 极化促进肿瘤免疫逃逸，从而降低免疫反应

对肿瘤细胞的杀伤效果［33-38］。

在体内，肿瘤 ePD-L1 除了以旁分泌方式诱导

肿瘤部位的免疫抑制活性［8,33］外，还可以进入淋巴

结或血液，通过全身循环在远处诱导免疫抑制［39］。 
因此，除了肿瘤 ePD-L1，来自患者血浆的 ePD-L1
也显示出对 T 细胞的调节作用［33］。但由于肿瘤

细胞 ePD-L1 和主要组织相容性复合体Ⅰ类分子

表达的稳定性高，其在抑制 T 细胞活化方面比血

浆 ePD-L1 效果更强［34］。通过对 NSCLC 患者自体

CD8＋ T 细胞与从患者外周血中分离的外泌体共培

养发现，只有高表达 PD-L1 的外泌体能抑制 IL-2
和 γ 干扰素等促炎因子的产生［33］。

总之，ePD-L1 通过减少 IL-2、γ 干扰素和颗粒

酶 B 的分泌调节 T 细胞的增殖能力和效应子功能

来抑制 T 细胞功能，导致 T 细胞功能障碍。除了使

低增殖和效应子功能丧失外，ePD-L1 还可以诱导

CD8＋ T 细胞凋亡，并以剂量依赖性方式增强调节

性 T 细胞的抑制活性［40］。ePD-L1 对其他 T 细胞抑

制性受体如 T 细胞 Ig 域和黏蛋白域 -3、细胞毒性

T 细胞抗原 -4、淋巴细胞激活基因 -3 等的影响有

待进一步研究［41-42］。

2.2 外泌体间接诱导的 PD-L1 外泌体还能通过

间接机制诱导次级细胞表达 PD-L1 来调节免疫系

统。通过标记各种肿瘤模型的外泌体发现，吞噬
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细胞能够在肿瘤局部微环境中以摄取外泌体的方

式，在体外和体内将 ePD-L1 转移到其他细胞。

而迁移到受体细胞表面的 PD-L1 同样保持与 T 细

胞 PD-1 结合的能力。磷酸化信号转导及转录激活

因子 -3 是免疫抑制性 M2 巨噬细胞的一种转录因

子，PD-L1 表达升高与信号转导及转录激活因子 -3
磷酸化水平的升高有关；而磷酸化 p70S6 激酶和

ERK1/2 水平在某些条件下升高，说明 MAPK 和哺

乳动物雷帕霉素靶蛋白信号通路参与了 PD-L1 的

表达调控。肿瘤外泌体还能通过 Toll 样受体驱动

次级细胞 PD-L1 的表达［43-44］。总之，巨噬细胞摄

取外泌体、诱导次级细胞向原始肿瘤表型极化以

PD-L1 表达增加和免疫抑制为特征，但 PD-L1 表达

增加的确切机制有待进一步研究。

3 ePD-L1 在肺癌临床进展中的作用

研究发现，NSCLC 患者血清中 ePD-L1 表达水

平与肿瘤大小、淋巴结转移、远处转移、TNM 分

期呈正相关，而可溶性 PD-L1 仅与肿瘤大小相关，

与其他临床病理特征无关［45］。肿瘤细胞 ePD-L1
以免疫依赖性方式促进肿瘤生长。当存在 ePD-L1
时，肿瘤相关淋巴结中的 T 细胞表达耗竭且脾脏较

小；敲除外泌体关键酶或 PD-L1 可促进 T 细胞的

活化、增殖和杀伤潜力，引入外源性 ePD-L1 又可

再次逆转该效应［35］。故 ePD-L1 参与诱导肿瘤细

胞免疫逃逸，促进肺癌进展。

4 ePD-L1 与肺癌免疫治疗的关系

随着 ePD-L1 功能的逐步揭示，外泌体为肿

瘤的诊断、治疗和预后提供了广阔的临床应用前

景。来自美国加利福尼亚大学旧金山分校的 Poggio 
等［35］在 Cell 上刊文，从外泌体角度充分、合理地

解释了部分肿瘤患者接受抗 PD-1/PD-L1 治疗后失

败的原因。该研究发现，ePD-L1 能通过抑制淋巴

结中的 T 细胞活性系统性地降低抗肿瘤疗效，对免

疫疗法具有较强的抵抗作用；阻断肿瘤细胞分泌带

有 PD-L1 的外泌体后，患者的生存期会因抗肿瘤免

疫反应的提高而延长。

Chen 等［8］研究发现，帕博利珠单抗（pembroli-
zumab）治疗效果不佳的 NSCLC 患者治疗前有较

高浓度的循环 ePD-L1。该研究还发现治疗前患者

循环 γ 干扰素浓度也较高，且能上调 ePD-L1，总

的肿瘤负荷与循环 ePD-L1 水平、循环 γ 干扰素水

平呈正相关。免疫单药治疗后，ePD-L1 的水平变

化可动态预测 γ 干扰素介导的免疫反应，有利于辨

别临床药物反应者与不反应者。表现出临床反应

的患者使用帕博利珠单抗进行抗 PD-1 治疗后 3 周

内 ePD-L1 水平显著增加，而无临床反应者未见显

著变化。由于 PD-1 抑制剂阻断了 PD-1 和 PD-L1
的相互作用，故应将肿瘤细胞上 ePD-L1 的表达增

加归因于产生 γ 干扰素的 CD8＋ T 细胞重新激活导

致，而不是免疫抑制信号的作用，这可能是治疗失

败的原因之一［46］。因此，ePD-L1 的上调可预测抗

PD-1 治疗较好的临床疗效。然而 Del Re 等［47］纳入

8 例 NSCLC 患者，使用抗 PD-1 药物纳武利尤单抗

（nivolumab）或帕博利珠单抗治疗 8 周后发现，

血浆中 ePD-L1 明显降低的患者预后良好、明显升

高的患者预后较差，而预后趋于稳定的患者血浆中

PD-L1 无显著变化。还有研究发现，黑色素瘤患者

治疗期间循环 PD-L1 水平增加＞100 pg/mL 对疾病

进展的阳性预测值达 91%［36］；治疗期间复发的头

颈部肿瘤患者肿瘤外泌体 / 总外泌体比值、CD3 − 
ePD-L1 的数量较基线增加［48］。

从机制上讲，作为 PD-1/PD-L1 信号轴中的一

个额外但不可替代的参与者，循环水平的 ePD-L1
同样可以靶向 T 细胞，导致 T 细胞凋亡和功能障

碍及细胞因子产生减少，促进肿瘤进展和抵抗免疫

治疗［33-34］。无论在基线还是在治疗期间，高水平

的 ePD-L1 都可能通过与抗体结合而持续暴露肿瘤

PD-L1，从而拮抗免疫治疗。因 T 细胞过度耗竭和

肿瘤浸润性淋巴细胞不足以通过治疗恢复，高水平

ePD-L1 提示抗 PD-1 治疗失败的可能性较高［35］。

然而，更有可能的是 ePD-L1 对免疫治疗具有耐药

性，尽管进行了积极的抗体治疗，但仍会直接或间

接地抑制 T 细胞的免疫功能。无论哪种方式，治疗

前循环 ePD-L1 水平最高的患者具有最大的肿瘤负

荷、最严重的免疫抑制和最差的临床结果。因此，

为了获得有效的免疫检查点反应，有必要进一步明

确 ePD-L1 如何对免疫治疗产生不利影响，以及外

泌体耗竭是否是一种可行且必要的伴随治疗。这些

研究结果相互矛盾，可能是由于观察时间和样本量

不同，但也突出了在人血浆样本中区分肿瘤外泌体

与非肿瘤外泌体的重要性，需要进一步研究不同外

泌体如何促进整体 PD-L1 表达增加和疾病进展。
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5 小结和展望

免疫治疗打破了传统治疗格局，是以手术、放

射、化学治疗为主的肺癌治疗方法的补充，但对抗

PD-1/PD-L1 治疗肺癌的研究仍需进一步完善。肿

瘤细胞 PD-L1 是临床免疫治疗反应的预测因子之 
一［49］。然而，使用肿瘤细胞 PD-L1 存在缺陷，如

外伤性活检、小肿瘤缺失、肿瘤内 PD-L1 表达的

异质性、动态观察的不可用及灵敏性有限等［50］。

研究证实肿瘤 ePD-L1 可以促进多种恶性肿瘤的生

长和转移，主要通过以下 3 种机制赋予免疫抑制

表型：直接内源性 ePD-L1、间接诱导的 PD-L1 和

ePD-L1 介导的免疫检查点阻断。肺癌 ePD-L1 在

PD-1/PD-L1 信号轴上起着重要的调节作用，为癌

症治疗带来了巨大障碍，其在肿瘤耐药中的作用机

制值得继续探究。

NSCLC 组织中的 ePD-L1 能够促进肿瘤生长

和免疫逃逸，与肿瘤组织内的 PD-L1 功能一致，也

与外周血循环中的 ePD-L1 含量相关［22］。因此，循

环中的 ePD-L1 可能成为一种无创且易于获得的生

物标志物，并且比血浆和组织中的可溶性 PD-L1 更

容易检测，也能够避免一般活检的时空差异性和肿

瘤异质性带来的影响。

总的来说，ePD-L1，包括 PD-L1 蛋白、DNA
和 mRNA，都有可能成为可靠的免疫治疗生物标志

物，是对肿瘤 PD-L1 和可溶性 PD-L1 的有效补充，

其有利于识别可能受益于免疫治疗的患者并动态监

测治疗反应［51］，可以用作肺癌患者对免疫检查点

疗法是否有临床反应的预测指标。这有助于进一步

了解肿瘤的免疫逃逸并提出相应的解决方案。尽管

通过动态测量循环 PD-L1 的表达预测疾病的预后

在部分患者中可行，但将 ePD-L1 作为免疫治疗功

效的预测因素还需要进行更多的临床试验。
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