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CLEC7A 调节 PD-L1 促进卵巢癌生长的作用及机制
研究

陈瑶 1，孙思柏 2，许俊 2 ，何杰 1，2 
（1. 山东大学齐鲁医学院，山东 济南 250012；2. 中国科学技术大学附属第一医院 / 安徽省立医院临床病

理中心，安徽 合肥 230001）

【摘要】  目的  明确 C 型凝集素结构域家族 7 成员（CLEC7A）在高级别浆液性卵巢癌（HGSOC）中的作用及相应

的机制。方法  通过癌症基因组图谱 - 卵巢癌（TCGA-OV）数据集，结合转录调控网络与主调控因子分析（MRA），明

确 HGSOC 中 CLEC7A 基因对免疫相关基因的作用；通过通路富集分析与验证，确定了 CLEC7A 对酪氨酸激酶（JAK）/ 
信号转导及转录激活因子 3（STAT3）通路的调节机制。分析 GSE184880 单细胞测序数据集，揭示了 CLEC7A 低表

达与高表达的 HGSOC 中免疫细胞的比例和细胞通信的差异。收集 2017 年 1 月至 2022 年 12 月在中国科学技术大学

附属第一医院 / 安徽省立医院确诊并行手术治疗的 70 例 HGSOC 和 70 例卵巢透明细胞癌（OCCC）患者的石蜡肿瘤组

织和对应癌旁组织以及临床病理资料，比较 HGSOC 与 OCCC 预后相关因素的差异；利用免疫组织化学染色法，检测

CLEC7A 和 PD-L1 在 HGSOC 和 OCCC 及对应的癌旁组织中的表达水平。构建 CLEC7A 的短发夹 RNA（shRNA）载

体，检测 CLEC7A 抑制后 HGSOC 细胞增殖和凋亡的变化。在 CLEC7A 高表达的小鼠肿瘤模型中，观察髓系免疫抑制

细胞（MDSC）、CD8+ T 细胞的比例以及 MDSC 的功能变化。结果  转录调控网络分析显示，叉头框蛋白 P3（FOXP3）
与 CLEC7A 对免疫相关基因均起到调节作用，CLEC7A 不仅与患者总体生存率相关，还在 HGSOC 肿瘤组织中呈现高

表达（均 P < 0.05）。敲低 CLEC7A 后，不仅促进了细胞凋亡，还抑制了 HGSOC 细胞系的体内外增殖（均 P < 0.05）。
CLEC7A 通过 JAK/STAT3 信号通路调控程序性死亡配体 -1（PD-L1）的表达。在 CLEC7A 高表达的肿瘤组织中，CD8+ T 
细胞的比例下降，MDSC 的比例上升，且 MDSC 的功能得到增强（均 P < 0.05）。结论  HGSOC 中 CLEC7A 诱导了

PD-L1 的表达，且促进了 HGSOC 的增殖与免疫抑制信号通路的激活，可能导致 HGSOC 的恶性生长。

【关键词】  C 型凝集素结构域家族 7 成员； 高级别浆液性卵巢癌； 程序性死亡配体 -1； JAK/STAT3 通路； 肿瘤免疫
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【Abstract】  Objective  To elucidate the role of C-type lectin domain family 7 member A （CLEC7A） in high-grade serous 
ovarian carcinoma （HGSOC） and its underlying mechanisms. Methods  Using the Cancer Genome Atlas-Ovarian Cancer （CGA-
OV） dataset， combined with transcriptional regulatory network analysis and master regulator analysis （MRA）， the impact of 
CLEC7A on immune-related genes in HGSOC was determined. Pathway enrichment analysis and validation identified the regulatory 
mechanism of CLEC7A on the Janus Kinase （JAK）/signal transducer and activator of transcription 3 （STAT3） pathway. The 
GSE184880 single-cell sequencing dataset was analyzed to reveal differences in immune cell proportions and cellular communication 
between CLEC7A low-expression and high-expression HGSOC tumors. Paraffin-embedded tumor tissues and corresponding adjacent 
tissues， along with clinicopathological data， were collected from 70 HGSOC and 70 ovarian clear cell carcinoma （OCCC） patients 
diagnosed and surgically treated at the First Affiliated Hospital of the University of Science and Technology of China/Anhui Provincial 
Hospital between January 2017 and December 2022. Differences in prognostic factors between HGSOC and OCCC were compared. 
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Immunohistochemical staining was used to detect the expression levels of CLEC7A and PD-L1 in HGSOC， OCCC， and corresponding 
adjacent tissues. A short hairpin RNA （shRNA） vector targeting CLEC7A was constructed to assess changes in the proliferation and 
apoptosis of HGSOC cells both after CLEC7A inhibition. In a mouse tumor model with high CLEC7A expression， the proportion of 
myeloid-derived suppressor cells （MDSCs） and CD8+ T cells， as well as the functional changes of MDSCs， were observed. Results  
Transcriptional regulatory network analysis revealed that forkhead box protein P3 （FOXP3） and CLEC7A both regulate immune-
related genes. CLEC7A was not only correlated with overall patient survival but also highly expressed in HGSOC tumor tissues（all P <  
0.05）. Knockdown of CLEC7A promoted apoptosis and inhibited the proliferation of HGSOC cell lines both in vitro and in vivo （all 
P < 0.05）. CLEC7A regulated the expression of programmed death ligand-1 （PD-L1） through the JAK/STAT3 signaling pathway. 
In CLEC7A high-expressing tumor tissues， the proportion of CD8+ T cells decreased， while the proportion of MDSCs increased， and 
the functionality of MDSCs was enhanced （all P < 0.05）. Conclusion  CLEC7A induces PD-L1 expression in HGSOC， promotes 
HGSOC proliferation， and activates immunosuppressive signaling pathways， potentially leading to the malignant growth of HGSOC.

【Key words】  CLEC7A； High-grade serous ovarian carcinoma； PD-L1； JAK/STAT3 pathway； Tumor immunity

1 材料与方法

1.1 生物信息学分析

1.1.1 转录调控网络分析

全部公共数据集分析使用 R 语言完成，使

用 癌 症 基 因 组 图 谱（The Cancer Genome Atlas，
TCGA）biolinks 软件提取 HGSOC 转录组数据和临

床数据，计算与 PD-1/PD-L1 基因相关的基因，同

时提取免疫相关基因，并用 RTN 软件构建基于转

录调控网络，行主调控因子分析（master regulator 
analysis，MRA）算法对 PD-1/PD-L1 相关基因的

调控能力进行排序，再用 RedeR 软件进行网络可

视化。

1.1.2 生存分析与信号通路分析

TCGA- 卵巢癌（ovarian cancer，OV）数据集

下载、标准化流程同上。用 survival 和 survminer
软件计算 CLEC7A、叉头框蛋白 P3（forkhead Box 
P3，FOXP3）的表达对总体生存率的影响。TCGA-
OV 的 RNA-seq 数据在提取出 HGSOC 患者信息后，

使用 limma 包计算得到 CLEC7A 高表达组中上调

的基因后，使用 clusterProfiler 包计算上调的基因

中信号通路的富集。

1.1.3 GSE184880 数据集分析

GSE184880 scRNA 测序数据包含 4 例对照组

织与 7 例 HGSOC 组织，使用 Seurat 包读取单细

胞数据集，进行数据预处理。标准化后的数据集

聚类，结合 RunUMAP 函数或 RunTSNE 函数进行

可视化，使用 scType 包对不同集群的细胞进行注

释。CellChat 包进行细胞通信分析，评估 CLEC7A
表达分组对免疫细胞通信的影响。提取免疫细

胞亚群并使用 subset 函数选择对应细胞，并使用

DimPlot 函数绘制 CLEC7A 高表达组和低表达组的

高级别浆液性癌（high-grade serous ovarian 
carcinoma，HGSOC）是卵巢癌中最常见且侵袭性

最强的亚型，年发病率大约为（2~3）/100 000，5
年病死率超过 50%，占所有卵巢癌总数的 70%［1］。

由于其早期症状不明显，约 70% 的患者在确诊时

已处于晚期，总体预后较差［2-5］。通过手术和化学

治疗等标准治疗手段，HGSOC 患者的 5 年生存率

仍低于 50%。近年来，免疫检查点抑制剂如程序

性死亡受体 -1/ 程序性死亡配体 -1（programmed 
death-1/programmed death ligand-1，PD-1/PD-L1）
抑制剂在多种实体瘤中显示出疗效，但在 HGSOC
中的应用效果有限［6-10］。研究表明，单独使用

PD-1/PD-L1 抑制剂治疗 HGSOC 的客观缓解率仅约

10%~15%。这种有限的疗效可能与 HGSOC 的肿瘤

微环境、PD-L1 表达水平以及肿瘤突变负荷等因素

有关。此外现有研究显示，尽管聚 ADP- 核糖聚合

酶（poly ADP-ribose polymerase，PARP）抑制剂治

疗可以通过上调干扰素基因刺激因子（stimulator of 
interferon genes，STING）增加 PD-L1 的表达，但

患者对免疫治疗的反应性仍不理想，其机制有待

进一步的研究［4］。

CLEC7A 主要表达于巨噬细胞、树突状细

胞和中性粒细胞等免疫细胞表面，当其与配体

结合后，可通过内含的免疫受体酪氨酸激活基

序（immunoreceptor tyrosine-based activation motif，
ITAM）调节下游信号通路的激活［11-13］，然而，

CLEC7A 在肿瘤细胞中的表达及其与免疫治疗之间

的关联尚未被报道。为此，本研究通过生物信息学

方法分析 CLEC7A 在 PD-1/PD-L1 免疫调控中的作

用，并以临床标本免疫组织化学染色（免疫组化）

及体外细胞试验等方式探讨 CLEC7A 在 HGSOC 恶

性生长中的作用及相应机制，现报道如下。
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t-SNE 图。

1.2 临床病理特征及免疫组化检测

1.2.1 病理样本和临床数据收集

选择 2017 年 1 月至 2022 年 12 月在中国科学

技术大学附属第一医院 / 安徽省立医院确诊并行手

术治疗的 HGSOC 患者和卵巢透明细胞癌（ovarian 
clear cell carcinoma，OCCC）病例。纳入标准：①

有明确的病理诊断结果；②患者临床资料完整，

能够准确评估病理分级与临床预后分析。排除标

准：①无法评估原发病灶者；②术前接受过放射治

疗和（或）化学治疗者。经纳入和排除标准筛选

后，设 α 为 0.05，统计功效设为 80%，总体标准

差预设为 10，具有统计学意义的 δ 差值设为 5，从

而估算出每组样本量为 63，为进一步增强统计学

效能，将样本量定为 70，并通过随机抽样最终确

定样本。最终纳入 70 例 HGSOC 和 70 例 OCCC 石

蜡肿瘤组织和对应的癌旁组织，并收集患者相应

的临床资料。本研究经中国科学技术大学附属第

一医院 / 安徽省肿瘤医院医学研究伦理委员会审批

（批件号：2025-BLK-03），且所有入选患者均对本

研究知情并签署知情同意书。

1.2.2 高级别浆液性卵巢癌和卵巢透明细胞癌中

CLEC7A 和 PD-L1 表达的免疫组织化学染色检测

石蜡标本均以 10% 中性甲醛固定，包埋后

以 4 µm 厚连续切片，采用 En Vision 两步法染

色，分别加入一抗 CLEC7A（美国 Cell Signaling 
Technology 公司）、二抗、3，3'- 二氨基联苯胺（3，
3'-diaminobenzidine，DAB）显色，苏木精复染细

胞核。采用 Autostainer Link 48 半自动免疫组化染

色仪（美国 Agilent 公司）检测 PD-L1 的表达，一

抗 PD-L1 购自美国 Agilent 公司。

评价标准：CLEC7A 阳性棕黄色主要定位于细

胞核 / 浆，根据细胞着色强度和阳性细胞百分比

进行半定量计分，0~2 分为不表达，3~5 分为低表

达，6 分及以上为高表达。PD-L1 采用联合阳性评

分（Combined Positive Score，CPS），计算阳性活肿

瘤细胞（任何强度的细胞膜或细胞质染色）及阳

性淋巴细胞和巨噬细胞（任何强度的细胞膜或细

胞质染色）占所有活肿瘤细胞的百分比，结果采

用 0~100 表示。每次实验均设置阴、阳性对照。

1.3 体外细胞实验

1.3.1 细胞分组与培养 
人 HGSOC 细胞系 OVCAR-3 购自北京协和细胞

资源中心，细胞类别为传代细胞，为第 10 代细胞，

培养条件为 37 ℃恒温、5%CO2 的湿润环境，采用

DMEM 并添加 10% 胎牛血清（fetal bovine serum，

FBS）。功能验证实验中，Scramble、CLEC7A shRNA
载体均购自美国 Sigma 公司。OVCAR-3 细胞分为对

照组（CON）、敲减组（CLEC7A shRNA）组后，分

别转染 Scramble、CLEC7A shRNA 载体，每组重复

3 次取平均值，48 h 后检测各组 CLEC7A 在蛋白、

mRNA 水平的变化。

1.3.2 实时荧光定量 PCR 检测 CLEC7A 的 mRNA
表达水平

实时荧光定量 PCR（real time quantitative PCR，

RT-qPCR）以 TriZol 裂解液（德国 Sigma-Aldrich 公

司）取 2×106 个 OVCAR-3 细胞进行裂解，依次

加入氯仿和异丙醇进行 RNA 分离和沉淀，提取总

RNA，逆转录试剂盒（日本 TaKaRa 公司）反转录

为模板 DNA，SYBR 染料法（日本 TaKaRa 公司）

检测 mRNA 水平的表达。以 GAPDH 基因为内参，

得到 GAPDH 与 CLEC7A 的 Ct 值后，使用 2- ∆∆ Ct 法

对 CLEC7A 基因的相对表达量进行定量，实验重复

3 次，取平均值。

1.3.3 蛋白免疫印迹法检测 CLEC7A 及相关通路

的蛋白表达

OVCAR-3 细胞使用 RIPA 裂解液裂解后制样

电泳。一抗分别为 GAPDH（美国 Cell Signaling 
Technology 公司）、CLEC7A（美国 Abcam 公司）、

酪氨酸激酶（janus kinase，JAK，美国Cell Signaling 
Technology 公司）、磷酸化（p）-JAK（美国 Cell 
Signaling Technology 公司）、信号转导及转录激活

因子 3（signal transducer and activator of transcription 
3，STAT3，美国 Cell Signaling Technology 公司）、

p-STAT3（美国 Cell Signaling Technology 公司），以

GAPDH 为内参，进行蛋白相对定量。

1.3.4 细胞增殖和凋亡实验

细胞增殖实验：采用 CCK-8 法（日本同仁化

学研究所），在 OVCAR-3 细胞中，分别设置 CON
对照组和 CLEC7A-shRNA 组，感染 48 h，加入

1/10 体积的 CCK-8 试剂，酶标仪在 450 nm 波长下

测定吸光度。将各时间点的吸光度值与 0 h 的吸光

度值相比，计算增殖指数。

细胞凋亡实验：采用膜联蛋白 V（Annexin V）-
别藻青蛋白（allophycocyanin，APC）/ 碘化丙啶

（propidium iodide，PI）双染法（天津三箭生物公

司），实验流程按照说明书进行。使用流式细胞仪

检测细胞凋亡，并将 Annexin V APC 阳性细胞定义
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为凋亡细胞。

JC-10 染色法（美国 ABP Biosciences 公司）染

色细胞，实验流程按照说明书进行。使用流式细

胞仪检测 FL1 通道、FL2 通道，并将 FL2 阳性细

胞定义为活细胞，FL2 阴性细胞定义为凋亡细胞。

1.3.5 流式细胞术检测 PD-L1 的表达

PD-L1 流 式 细 胞 检 测 抗 体 购 自 美 国 BD 
Biosciences 公司，STAT3 抑制剂 Stattic 购自美国

Selleckchem 公司。将 OVCAR-3 细胞分为 CON 组

（对照组）和 CLEC7A 组（实验组），并分别转染

CON（ 空 载 的 EGFP-pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro-
3xFlag 载体）与 CLEC7A 过表达载体（丰晖生物公

司设计，骨架质粒为 EGFP-pCDH-CMV-MCS-EF1-
Puro-3xFlag 载体），转染 48 h。CLEC7A 细胞用

1.0×10-5 mol/L 的 Stattic 处理 24 h。消化细胞为单

细胞悬液，标记 PD-L1 PE 抗体。使用流式细胞仪

检测 CON 组、CLEC7A 组和 CLEC7A+Stattic 组细

胞表面 PD-L1 的表达。实验重复 3 次，取平均值。

1.4 小鼠荷瘤实验

小鼠荷瘤实验流程由中国科学技术大学伦理

委员会批准（批件号：202407111005000167828）。
裸鼠购自北京维通利华实验动物技术有限公

司，均为雌性，6~8 周龄，体质量为 18~22 g，分

为 CON 组与 CLEC7A shRNA 组，每组 5 只。将

OVCAR-3 细胞分为 CON 组（对照组）和 CLEC7A 
shRNA 组（实验组），同时将裸鼠分为 CON 组和

CLEC7A shRNA 组，每组 5 只，CON 组每只小鼠

注射 1×107 个 CON 组细胞，CLEC7A shRNA 组小

鼠每只小鼠注射 1×107 个 CLEC7A shRNA 组细胞，

注射部位为右侧背部皮下。注射 21 d 后，安乐死

小鼠，计算 2 组小鼠原位肿瘤体积的大小，计算公

式为 V 肿瘤 = LW2/2，其中 V 为体积（单位为 mm3），

L 为肿瘤的最长径（单位为 mm），W 为垂直于最

长径的短径（单位为 mm）。

BALB/c 小鼠购自北京维通利华实验动物技

术有限公司，BALB/c 小鼠性别、周龄和体质量

的要求同裸鼠，将 OVCAR-3 细胞和 BALB/c 小鼠

分为 CON 组和 CLEC7A 组（实验组），每组各 5
只，CON 组每只小鼠注射 1×107 个 CON 组细胞，

CLEC7A 组小鼠每只小鼠注射 1×107 个 CLEC7A
组细胞，注射部位为右侧背部皮下。21 d 后安乐

死小鼠，收集原位肿瘤，并消化为单个细胞，一

部分细胞标记 CD11b-FITC、Gr-1-PE，并将 CD11b
和 Gr-1 双阳性细胞作为 MDSC 细胞，另一部分标

记 CD3-PE-Cy7、CD4-APC-Cy7 和 CD8-APC（以上

标志物均购自美国 BioLegend 公司），并将 CD3 和

CD8 双阳性且 CD4 阴性的细胞作为 CD8+ T 细胞，

比较 CON 组和 CLEC7A 组之间 MDSC 以及 CD8+ T
细胞比例的差异。

选取 BALB/c 小鼠，得到小鼠脾脏单细胞悬液

后，标记 CD3 并流式分选得到 T 细胞，同时分离

得到 CON 组和 CLEC7A 组移植瘤中的 MDSC，将

MDSC与T细胞混合，加入终浓度为2.5×10-6 mol/L 
的羧基荧光素琥珀酰亚胺酯（carboxyfluorescein 
succinimidyl ester，CFSE）染料（美国 Thermo 公

司）。将染色后的细胞接种于含有抗 CD28 抗体的

培养基中，72 h 后，使用流式细胞仪检测 CFSE 荧

光强度。以未接受抗体刺激的细胞为对照，计算

CD28 抗体刺激组（未混入 MDSC）、CON 组（CON
组 MDSC 与 T 细胞混合）、CLEC7A 组（CLEC7A
组 MDSC 与 T 细胞混合）中增殖的 T 细胞比例，

实验重复 3 次，结果取平均值。

1.5 统计学方法

使用 R 4.3.3（2024-02-29 ucrt）。计量资料经

Shapiro-Wilk 检验均符合正态分布，以 表示，

两组独立样本的比较使用 t 检验，多组比较采用方

差分析，组间两两比较使用 LSD-t 检验，相关性分

析使用 Pearson 相关性分析。生存分析使用单因素

Cox 分析。双侧 P < 0.05 为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 转录调控网络分析确定 CLEC7A 为高级别浆

液性卵巢癌中与 PD-1/PD-L1 相关的基因

转录调控网络分析显示，HGSOC 较其他卵巢

癌亚型（如 OCCC）具有更高的乳腺癌易感基因 1
（breast cancer susceptibility gene 1，BRCA1）突变频

率（图 1A）。HGSOC 亚型相对于 OCCC，也具有更

高的 PD-L1 表达水平（图 1B）。HGSOC 的 5 年生

存率为 25%，而 OCCC 的 5 年生存率则高达 70%。

HGSOC 和 OCCC 患者的年龄分别为（56.12±12.45）
岁和（55.69±11.64）岁，临床分期分别为 2.26±1.32
和 2.16±1.41，雌激素受体（estrogen receptor，ER）
与孕激素受体（progesterone receptor，PR）之比（阳

性为 1，阴性为 0）分别为 0.38±0.13 和 0.52±0.24，
Ki-67 分别为（61.51±21.15）％和（26.16±23.64）％，

是否复发（复发为 1，不复发为 0）分别为 0.57±0.16
和 0.12±0.08，肿瘤体积分别为（3.12±1.23）cm3 和
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（1.63±1.28）cm3。主要的差异在于 BRCA1 基因突

变频率与 PD-L1 表达水平。

进一步通过分析 TCGA-OV 数据集，表明在

PD-1/PD-L1 相关基因中，FOXP3 与 CLEC7A 对免

疫相关基因具有调节能力（图 1C），MRA 分析也

表明了 FOXP3 与 CLEC7A 是具有调节能力的基因

（图 1D）。CLEC7A 高表达的患者总体生存率差于

CLEC7A 低表达的患者（图 1E），且 CLEC7A 在死

亡的患者中表达升高（图 1G），而 FOXP3 与患者

总体生存率并不相关（图 1F），且在生存与死亡的

患者中表达无差异（图 1H）。免疫组织化学染色

结果也证实了高表达的 CLEC7A 主要集中在肿瘤

细胞中，且高于邻近的正常组织（图 1I）。

注：A 为高级别浆液性卵巢癌和卵巢透明细胞癌中，乳腺癌易感基因 BRCA1 突变频率的差异；B 为检测高级别浆液

性卵巢癌和卵巢透明细胞癌中，PD-L1 免疫组织化学染色得分比较差异有统计学意义（P < 0.001）；C 为在 TCGA-OV 数据

集中，鉴定出高级别浆液性卵巢癌与其他亚型卵巢癌中的差异表达基因，使用转录调控网络分析，确定调控免疫相关基因

的 PD-1/PD-L1 通路相关基因；D 为使用 MRA 算法对免疫相关基因的调节能力进行排序；E、F 为在 TCGA-OV 数据集中，

CLEC7A、FOXP3 基因表达水平与患者总体生存率之间的相关性；G、H 为在 TCGA-OV 数据集中，CLEC7A 基因在转归结

局为生存和死亡的患者之间的表达差异，FOXP3 基因在转归结局为生存和死亡的患者之间的表达差异；I 为免疫组化（En 
Vision 两步法染色）检测 70 例 HGSOC 与对应的癌旁组织中 CLEC7A 在蛋白水平的表达，NON 为癌旁正常组织；组间比较，

ns P > 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001。
图 1 转录调控网络分析确定 CLEC7A 为高级别浆液性卵巢癌中与 PD-1/PD-L1 相关的基因

Figure 1 Transcriptional regulatory network analysis identifies CLEC7A as a gene associated with PD-1/PD-L1 in HGSOC
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2.2 CLEC7A 促进高级别浆液性卵巢癌细胞的增

殖，抑制其凋亡

随后构建了具有 CLEC7A 敲低能力的 CLEC7A 
shRNA（图 2A）。RT-qPCR 结果显示，CLEC7A shRNA 
抑制 CLEC7A mRNA 水平的表达（图 2B）。敲低

CLEC7A 表达后，OVCAR-3 细胞凋亡增加（图

2C）。JC-10 染色证实，CLEC7A 敲低使线粒体途径

的凋亡增加（图 2D）。CCK-8 结果显示，CLEC7A
敲低后 OVCAR-3 的体外增殖能力下降（图 2E）。
裸鼠荷瘤实验显示，CLEC7A 敲低后，OVCAR-3
的体内增殖能力受限（图 2F）。
2.3 CLEC7A 通过 JAK/STAT3 通路激活 PD-L1 表

达

HGOSC 细 胞 中 CLEC7A 随 着 处 理 时 间 的

延长而升高（图 3A）。在 TCGA-OV 数据集中，

CLEC7A 高表达组的高表达基因中，STAT3 信号

通路富集（图 3B、C）。蛋白免疫印迹法结果显示

CLEC7A 敲低后，HGOSC 细胞中 JAK、STAT3 蛋

白磷酸化降低（图 3D）。进一步构建了 CLEC7A 过

表达载体，并转入 OVCAR-3 细胞系中，RT-PCR
表明 CLEC7A 在 mRNA 水平上诱导了 CLEC7A 的

表达（图 3E）。流式细胞结果显示，CLEC7A 的表

达促进了 OVCAR-3 细胞系表面 PD-L1 的表达，而

使用 STAT3 抑制剂 Stattic 处理 48 h 后，OVCAR-3 
CLEC7A 细胞的 PD-L1 表达下降（图 3F）。CCK-8
法结果显示，CLEC7A 过表达的 HGOSC 细胞增殖

能力上升（图 3G）。免疫组化结果显示 CLEC7A
与 PD-L1 在蛋白水平上存在关联（图 3H）。

2.4 高级别浆液性卵巢癌中 CLEC7A 的高表达抑

制 T 细胞的增殖 
前面的数据揭示了 CLEC7A 对 PD-L1 体外的

调节作用，通过单细胞测序数据集进行体内验证，

在 GSE184880 公共数据集中，CLEC7A 高表达的

HGSOC 组织中，CD8+ T 细胞的比例下降（图 4A）。

在 BALB/c 小鼠的移植瘤中，CLEC7A 过表达的肿

瘤中 MDSC 的比例上升（图 4B），而 CD8+ T 细胞

的比例下降（图 4C）。相对于从 CON 中分离得到

的 MDSC，CLEC7A 过表达的移植瘤中的 MDSC 对

T 细胞增殖的抑制能力上升（图 4D）。

3 讨 论

CLEC7A 也称为 Dectin-1，是一种重要的模式

识别受体（pattern recognition receptor，PRR），在

先天免疫中发挥关键作用，主要表达于巨噬细胞、

树突状细胞和中性粒细胞等免疫细胞表面，其基

本功能为识别真菌细胞壁成分中的 β-1，3- 葡聚糖，

当与 β-1，3- 葡聚糖结合后，通过其内含的免疫受

体酪氨酸激活基序（immunoreceptor tyrosine-based 
activation motif，ITAM），激活下游信号通路，包括

Syk 激酶和核因子 -κB（nuclear factor -κB，NF-κB）
通路，进而诱导炎症因子（如白介素 -6、转化生

长因子 -α）和趋化因子（如 CXC 基序趋化因子配

体 8）的产生，增强吞噬作用，有效清除入侵的真

菌病原体，此外，Dectin-1 还参与调节适应性免疫

反应，通过影响树突状细胞的成熟和抗原呈递功

能，调控 T 细胞的分化和功能，进而在抗肿瘤免

疫中发挥作用［14-18］。

近年的研究揭示，CLEC7A 在多种肿瘤中表达

异常，例如胶质瘤中 CLEC7A 的高表达与患者预后

不良相关［19-23］，在胃癌中，CLEC7A 主要在肿瘤相

关巨噬细胞（tumor-associated macrophage，TAM）

上表达［24-26］，激活 TAM 中的 NF-κB 通路，促进促

炎因子和血管生成因子的释放，增强肿瘤的侵袭

性和转移能力，其高表达与 T 细胞免疫耐受、肿

瘤的进展和患者的不良预后相关［27］。本研究通过

生物信息学以及体内外研究，初步证实了 CLEC7A
通过免疫相关信号通路及 PD-L1 促进 HGSOC 恶性

生长的作用及初步的分子机制。

本研究首先选取了 TCGA-OV 数据集，并筛

选出 HGSOC 亚型的测序数据，通过转录调控网络

分析，结果显示 CLEC7A 在 PD-1/PD-L1 相关基因

中发挥了重要作用，调节了免疫基因的表达，并

与患者的总体生存率密切相关。在病理标本中，

CLEC7A 在 HGSOC 肿瘤组织中呈现高表达。进一

步的研究表明，敲低 CLEC7A 不仅诱导了 HGSOC
细胞系的凋亡，还抑制了增殖，同时促进了内源

性凋亡途径的激活。此外，抑制肿瘤细胞中 PD-L1
的表达主要通过肿瘤细胞表面的 Fas 受体激活外源

性凋亡途径［28］，基于这些发现，笔者推测 CLEC7A
不仅通过直接调节免疫反应来影响肿瘤的免疫环

境，还通过内在的细胞死亡途径参与肿瘤细胞的

发生、发展。

根据现有研究报道，PARP 抑制剂的重要治

疗靶点为 BRCA1 缺失性突变［29-30］，然而本研究数

据显示，PARP 抑制剂能够激活 CLEC7A 的表达，

而 CLEC7A 的表达促进的细胞增殖可能成为 PARP
抑制剂治疗中的不利因素。通过通路富集分析与
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注：A 为 OVCAR-3 细胞分别转入 CON、CLEC7A shRNA 载体 48 h 后，使用蛋白免疫印迹法检测 CLEC7A 在蛋白水平

的表达结果；B 为使用 RT-qPCR 检测 CON、CLEC7A shRNA1 细胞中 CLEC7A 在 mRNA 水平的表达结果；C 为 OVCAR-3 细

胞分别转入 CON、CLEC7A shRNA1 载体 48 h 后，使用 Annexin V APC/PI 双染法检测细胞凋亡变化的结果；D 为使用 JC-10
染色法检测 OVCAR-3 CON、CLEC7A shRNA1 细胞凋亡变化的结果；E 为使用 CCK-8 法检测 OVCAR-3 CON、CLEC7A 
shRNA1 细胞增殖变化的结果；F 为分别取 1×107 个 OVCAR-3 CON 组、CLEC7A shRNA1 组细胞注射入裸鼠皮下，21 d 后

两组小鼠肿瘤体积变化的结果；组间比较，***P < 0.001。
图 2 CLEC7A 促进高级别浆液性卵巢癌细胞的增殖并抑制其凋亡

Figure 2 High expression promoted by CLEC7A is crucial for the proliferation and inhibition of apoptosis in  
HGSOC tumor cells
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注：A 为使用 1×10-6 mol/L 的奥拉帕尼在不同时间点处理 OVCAR-3 细胞系，并使用蛋白免疫印迹法检测 CLEC7A 在

蛋白水平的表达；B 为 TCGA-OV 数据集中，检测 HGSOC 中 CLEC7A 高表达组的信号通路的富集；C 为使用 GSEA 检测

STAT3 信号通路的富集；D 为使用蛋白免疫印迹法检测 OVCAR-3 CON、CLEC7A shRNA1 细胞中 JAK、STAT3 磷酸化的变

化；E 为 OVCAR-3 细胞转入 CON 与 CLEC7A 过表达载体 48 h 后，使用 RT-qPCR 检测 CLEC7A 在 mRNA 水平的变化；F
为 OVCAR-3 CLEC7A 过表达使用 STAT3 抑制剂 Stattic 处理 48 h 后，使用流式细胞仪检测 PD-L1 的表达；G 为 CCK-8 法检

测 CLEC7A 过表达与 OVCAR-3 细胞系增殖能力的关系；H 为免疫组化（En Vision 两步法染色）检测 HGSOC 石蜡标本中

CLEC7A 与 PD-L1 表达的相关性；组间比较，***P < 0.001。
图 3 CLEC7A 通过 JAK/STAT3 通路激活了 PD-L1 的表达

Figure 3 CLEC7A activates the expression of PD-L1 through the JAK/STAT3 signaling pathway
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注：A 为在 GSE184880 数据集中，比较 CLEC7A 低表达组和 CLEC7A 高表达组样本之间免疫细胞比例的变化；B 为分

别取 1×107 个 OVCAR-3 CON、CLEC7A shRNA1 细胞注射入裸鼠皮下，14 d 后检测原位肿瘤中 MDSC 的变化；C 为检测

OVCAR-3 CON、CLEC7A shRNA1 原位肿瘤中，CD8+ T 细胞比例的变化；D 为将 CON 与 CLEC7A 中髓系来源的抑制性细胞

（MDSC）分别与 T 细胞共培养后，使用羧基荧光素琥珀酰亚胺酯（CFSE）检测 T 细胞增殖的改变；组间比较，* P < 0.05，
***P < 0.001。

图 4 高级别浆液性卵巢癌中 CLEC7A 的高表达抑制了 T 细胞的增殖

Figure 4 High expression of CLEC7A in HGSOC inhibits the proliferation of T cells
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蛋白免疫印迹法，进一步证实了 CLEC7A 能够调

节 JAK 和 STAT3 的磷酸化，而 CLEC7A 诱导的

PD-L1 表达增加依赖于 STAT3 通路的激活。因此，

在 PARP 抑制剂作用的细胞中，CLEC7A 及其下游

的 STAT3 通路被激活，不仅诱导了 PD-L1 的表达，

同时还促进了细胞增殖，这成为 CLEC7A 调节疾

病恶性生长的重要机制。

对 scRNA 测序数据集的分析和功能验证结果

显示，在 CLEC7A 高表达的组织中，CD8+ T 细胞

的比例下降，而 MDSC 的比例上升，进一步的 T
细胞增殖实验结果显示，在 CLEC7A 高表达的肿

瘤细胞中，MDSC 的功能被激活，也确定了在接

受 PARP 抑制剂处理的 HGSOC 细胞系中，尽管

CLEC7A 的高表达促进了 PD-L1 的表达，但其诱导

的免疫抑制信号能够大幅削弱免疫治疗的效果。

综上所述，本研究明确了在HGSOC中，CLEC7A 
的表达通过 JAK/STAT3 通路上调 PD-L1 的表达，

同时，在体内环境下，CLEC7A 的高表达诱导了免

疫抑制信号通路的激活，最终促进了 HGSOC 的恶

性生长，这一发现，为 HGSOC 免疫治疗相关靶点

的筛选提供理论和基础研究依据，并为 HGSOC 药

物开发提供新的思路。

利益冲突声明：本研究未受到企业、公司等

第三方资助，不存在潜在利益冲突。
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