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  [摘要] 目的 观察非小细胞肺癌(NSCLC)中细胞程序性死亡分子1/细胞程序性死亡分子1配体(PD1/
PD-L1)信号通路与表皮生长因子受体(EGFR)突变的相关性。方法 选取2017年6月至2020年6月该院收

治的NSCLC患者113例作为研究对象,记录患者一般资料,检测PD1/PD-L1表达,评估EGFR突变情况,分析

PD1/PD-L1信号 通 路 与 EGFR 突 变 的 关 系,并 检 验 PD1/PD-L1信 号 通 路 对 EGFR 突 变 的 预 测 效 能。
结果 113例患者中发生EGFR突变41例,发生率为36.28%;EGFR突变组TNM分期与未发生EGFR突变

组比较,差异有统计学意义(P<0.05);EGFR突变组女性、合并胸内播散、PD1/PD-L1阳性占比均高于未发生

EGFR突变组,差异有统计学意义(P<0.05);两组患者年龄、性别、吸烟史、饮酒史、高血压史、糖尿病史、高血

脂史、肿瘤分型、病程、肿瘤最大径、远处转移情况比较,差异均无统计学意义(P>0.05);性别(女性)、TNM分

期(Ⅳ期)、合并胸内播散、PD1/PD-L1阳性均与 NSCLC患者EGFR突变发生有关(P<0.05);患者性别、
TNM分期、胸内播散、PD1/PD-L1均与EGFR突变的发生相关(r=0.227、0.279、0.311、0.525,P<0.05);
PD1/PD-L1用于预测EGFR突变的受试者工作特征曲线下面积大于或等于0.70,具有一定的预测价值。
结论 NSCLC患者EGFR突变风险较高,与PD1/PD-L1阳性密切相关,可将PD1/PD-L1作为EGFR突变的

预测因子。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

correlation
 

between
 

the
 

signaling
 

pathway
 

of
 

programmed
 

cell
 

death
 

molecule-1/programmed
 

cell
 

death
 

molecule-1
 

ligand
 

(PD1/PD-L1)
 

and
 

epidermal
 

growth
 

factor
 

recep-
tor

 

(EGFR)
 

mutation
 

in
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer
 

(NSCLC).Methods A
 

total
 

of
 

113
 

patients
 

with
 

NSCLC
 

admitted
 

to
 

this
 

hospital
 

from
 

June
 

2017
 

to
 

June
 

2020
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

subjects,their
 

general
 

data
 

were
 

recorded,the
 

expression
 

of
 

PD1/PD-L1
 

protein
 

was
 

detected,the
 

EGFR
 

mutation
 

was
 

evaluated,the
 

re-
lationship

 

between
 

PD1/PD-L1
 

signaling
 

pathway
 

and
 

EGFR
 

mutation
 

was
 

analyzed,and
 

the
 

predictive
 

effi-
ciency

 

of
 

PD1/PD-L1
 

signaling
 

pathway
 

for
 

EGFR
 

mutation
 

was
 

tested.Results In
 

113
 

cases
 

of
 

NSCLC,41
 

cases
 

had
 

the
 

EGFR
 

mutation,the
 

incidence
 

rate
 

was
 

36.28%;the
 

TNM
 

stage
 

had
 

statistical
 

difference
 

be-
tween

 

the
 

EGFR
 

mutation
 

group
 

and
 

non-EGFR
 

mutation
 

group
 

(P<0.05);the
 

female,complicating
 

in-
trathoracic

 

dissemination
 

and
 

proportion
 

of
 

PD1/PD-L1
 

in
 

the
 

EGFR
 

mutation
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

non-EGFR
 

mutation
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant(P<0.05).The
 

age,gen-
der,histories

 

of
 

smoking,drinking,hypertension,diabetes
 

mellius
 

and
 

hyperlipidemia,tumor
 

type,disease
 

course,tumor
 

maximal
 

diameter
 

and
 

distant
 

metastasis
 

had
 

no
 

statistically
 

significant
 

differences
 

between
 

the
 

two
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groups
 

(P>0.05);the
 

gender
 

(female),TNM
 

stage
 

(stage
 

IV),complicating
 

intrathoracic
 

dissemination
 

and
 

PD1/PD-L1
 

positive
 

all
 

were
 

associated
 

with
 

the
 

EGFR
 

mutation
 

occurrence
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

NSCLC
 

(P<
0.05);the

 

gender,TNM
 

stage,intrathoracic
 

dissemination
 

and
 

PD1/PD-L1
 

were
 

correlated
 

to
 

the
 

EGFR
 

mu-
tation

 

(r=0.227,0.279,0.311,0.525,P<0.05);the
 

area
 

under
 

the
 

receiver
 

operating
 

curve
 

(ROC)
 

curve
 

(AUC)
 

of
 

PD1/PD-L1
 

for
 

predicting
 

EGFR
 

mutation
 

was
 

≥0.70,which
 

had
 

certain
 

predictive
 

value.Conclu-
sion The

 

patients
 

with
 

NSCLC
 

have
 

a
 

high
 

risk
 

of
 

EGFR
 

mutation,which
 

is
 

closely
 

correlated
 

to
 

the
 

PD1/PD-L1
 

positive.PD1/PD-L1
 

could
 

serve
 

as
 

a
 

predictive
 

fctor
 

of
 

EGFR
 

mutation.
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mutation;
 

correlation
 

  非 小 细 胞 肺 癌 (nonsmall-cell
 

lung
 

cancer,
NSCLC)是肺癌的主要类型,随着靶向治疗药物的研

发,NSCLC患者生存期延长,但受多方面因素影响,
部分中晚期NSCLC患者短期病死率仍较高。有研究

表明,表皮生长因子受体(epithelial
 

growth
 

factor
 

re-
ceptor,EGFR)是NSCLC重要的驱动基因,EGFR突

变可引起肿瘤细胞生长、繁殖及修复,并可促进新生

血管生成,增加化疗难度,为肿瘤侵袭及转移提供有

利条件[1-2]。而目前有关EGFR基因突变的发生机制

及诱因尚未明确,不利于靶向治疗的合理实施。探讨

与EGFR突变相关的指标对及早评估患者肿瘤进展

风险并实施针对性治疗具有重要意义。大量研究证

实,免疫系统在NSCLC患者治疗获益及预后中发挥

着重要作用,可诱发肿瘤驱动基因突变,引起药物耐

受,增加肿瘤细胞侵袭及转移能力[3-4]。由此推测,肿
瘤免疫相关分子水平与肿瘤驱动基因突变具有一定

的关系。基于此,本研究观察了 NSCLC中细胞程序

性死亡分子1/细胞程序性死亡分子1配体(PD1/PD-
L1)信号通路与EGFR突变的相关性,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2017年6月至2020年6月本院收治的

NSCLC患者113例作为研究对象,其中男79例,女
34例;年龄56~79岁,平均(65.94±5.49)岁;有吸烟

史85例;有饮酒史81例;有高血压史12例;有糖尿

病史11例;有高血脂史17例;分型:腺癌69例,鳞癌

32例,腺鳞癌12例;TNM 分期[5]:Ⅱ期20例,Ⅲ期

58例,Ⅳ期35例;病程1~3年,平均(1.85±0.57)
年;肿瘤最大径2~6

 

cm,平均(3.97±0.44)cm;合并

胸内播散11例;合并远处转移6例。纳入标准:(1)
符合NSCLC诊断标准[6],并经手术标本病理学检查

确诊;(2)初次发病;(3)意识清晰,可配合完成相关治

疗及检查;(4)对本研究知情,并签署知情同意书。排

除标准:(1)入组前接受过免疫治疗、靶向治疗;(2)合
并自身免疫系统疾病;(3)入组前接受过放疗或化疗;
(4)合并慢性或急性感染;(5)合并其他部位肿瘤。本

研究获医院伦理委员会批准。
1.2 方法

1.2.1 资料收集

于患者入院时收集患者一般资料,包括年龄、性
别、吸烟史、分型、TNM分期、病程、肿瘤最大径、合并

胸内播散情况、合并远处转移情况等。其中TNM 分

期、合并胸内播散情况、合并远处转移情况通过病理

学检查结合X线检查评估,肿瘤最大径通过X线片及

术后病理检查评估。
1.2.2 PD1/PD-L1检测

 

取患者癌组织甲醛固定、石蜡包埋标本,以4
 

μm
连续切片,烤片,脱蜡。在0.3%过氧化氢溶液中孵育

10
 

min,置于枸橼酸盐缓冲液中修复。采用北京中杉

金桥公司提供的En
 

Vision免疫组织化学试剂盒及抗

体检测PD1/PD-L1,采用En
 

Vision二步法进行免疫

组织化学检测,操作按试剂盒说明书进行,以磷酸盐

缓冲溶液代替一抗作为空白对照。染色结果由2名

经验丰富的病理科医师进行评估,阳性细胞百分比计

分标准:阳性细胞比例小于10%计1分,10%~50%
计2分,>50%计3分。染色强度计分标准:无着色

计0分,淡黄色计1分,棕黄色计2分,棕褐色计3分。
二者评分乘积大于或等于3分为阳性表达,<3分阴

性表达。
1.2.3 EGFR突变评估

取患者癌组织甲醛固定、石蜡包埋标本评估EG-
FR突变情况,DNA提取试剂盒由美国 Omega公司

提供,采用Primer5.0软件设计引物,引物序列参照

DNA提取试剂盒,设计好的引物由上海Invitrogen
公司合成。设计出的引物序列为21外显子上游引

物:5'-GCT
 

CAG
 

AGC
 

CTG
 

GCA
 

TGA
 

AC-3'下游引

物:5'-CAT
 

CCT
 

CCC
 

CTG
 

CAT
 

GTG
 

TT-3'。19外

显子上游引物:5'-GTG
 

CAT
 

CGC
 

TGG
 

TAA
 

CAT
 

CC-3',下 游 引 物:5'-TCT
 

GGA
 

GAT
 

GAG
 

CAG
 

GGT
 

CT-3'。18 外 显 子 上 游 引 物:5'-TCC
 

AAA
 

TGA
 

GCT
 

GGC
 

AAG
 

TG-3',下 游 引 物:5'-TCC
 

CAA
 

ACA
 

CTC
 

AGT
 

GAA
 

AC-3'。提 取 癌 组 织

DNA后检测DNA浓度与纯度,采用美国 ABI97型

聚合酶链反应扩增仪检测EGFR基因突变情况,反应

体系及反应条件参照仪器说明书,反应体系:2.5
 

Utaq
 

DNA,250
 

μm脱氧核糖核苷三磷酸,2
 

mmol/L
氯化镁,上下游引物各0.3

 

μmol/L。反应条件:94
 

℃
反应5

 

min,94
 

℃反应60
 

s,57
 

℃退火60
 

s,72
 

℃反应
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1
 

min,反复循环30次。取反应产物5
 

μL,以2%琼脂

糖凝胶电泳观察各条带大小,剪取正确条带,纯化后

行酶切反应。反应体系:0.15
 

μL
 

Exon-1酶,0.35
 

μL
双蒸水,4

 

μL反应产物,0.5
 

μL
 

虾碱酶,酶切条件:37
 

℃恒温反应60
 

min,72
 

℃反应15
 

min。循环反应后

进行测序分析,统计EGFR突变情况。
1.3 统计学处理

采用SPSS24.0统计软件进行数据分析,采用

Shapiro-Wilk正态性检验,满足正态分布计量资料以

x±s表示,采用独立样本t检验;计数资料以例数或

率表示,采用χ2 检验,若期望值小于5采用连续校正

χ2 检验;将有统计学意义的性别、TNM 分期、胸内播

散情况、PD1/PD-L1作为自变量(变量赋值见表1),
EGFR突变情况作为因变量(未发生EGFR突变=0,
EGFR突变=1),采用回归分析检验PD1/PD-L1信

号通路与EGFR突变的关系;各主要资料与EGFR突

变的相关性采用Kendall's
 

tau-b相关性分析检验;将
PD1/PD-L1作为检验变量,EGFR突变情况作为状态

变量(未发生EGFR突变=0,EGFR突变=1)绘制受

试者 工 作 特 征 (receiver
 

operating
 

characteristic,
ROC)曲线得到曲线下面积(area

 

under
 

the
 

curve,
AUC)检验PD1/PD-L1信号通路对EGFR突变的预

测效能,AUC<0.50为无预测效能,0.50~<0.70为

预测效能较低,0.70~<0.90为预测效能中等,≥
0.90为预测效能高。以 P<0.05为差异有统计学

意义。
表1  自变量赋值情况

自变量 变量说明 赋值情况

性别 分类变量 男=0,女=1
TNM分期 分类变量 Ⅱ期=1,Ⅲ期=2,Ⅳ期=3
胸内播散情况 分类变量 未合并=0,合并=1
PD1/PD-L1 分类变量 阴性=0,阳性=1

2 结  果

2.1 一般资料及PD1/PD-L1水平
 

113例患者中发生EGFR突变41例(36.28%,
EGFR突变组),未发生EGFR突变72例(63.72%,
未发生EGFR突变组),EGFR突变组患者中21号外

显子突变22例,18号外显子突变12例,19号外显子

突变5例,18号和19号外显子共突变2例;EGFR突

变组TNM分期与未发生EGFR突变组比较,差异有

统计学意义(P<0.05);EGFR突变组患者女性、合并

胸内播散、PD1/PD-L1阳性占比均高于未发生EGFR
突变组,差异有统计学意义(P<0.05);两组患者年

龄、吸烟史、饮酒史、高血压史、糖尿病史、高血脂史、
肿瘤分型、病程、肿瘤最大径、远处转移情况比较,差
异均无统计学意义(P>0.05)。见表2。

表2  两组患者一般资料及PD1/PD-L1水平比较

项目 EGFR突变组(n=41) 未发生EGFR突变组(n=72) t/χ2 P

年龄(x±s,岁) 66.28±5.26 65.74±5.54 0.503 0.616

性别[n(%)] 5.390 0.020

 男 23(56.10) 56(77.78)

 女 18(43.90) 16(22.22)

吸烟史[n(%)] 2.050 0.152

 有 34(82.93) 51(70.83)

 无 7(17.07) 21(29.17)

饮酒史[n(%)] 0.070 0.791

 有 30(73.17) 51(70.83)

 无 11(26.83) 21(29.17)

高血压史[n(%)] 0.001 1.000

 有 4(9.76) 8(11.11)

 无 37(90.24) 64(88.89)

糖尿病史[n(%)] 0.105 0.746

 有 3(7.32) 8(11.11)

 无 38(92.68) 64(88.89)

高血脂史[n(%)] 0.008 0.927

 有 6(14.63) 11(15.28)

 无 35(85.37) 61(84.72)

分型[n(%)] 3.009 0.222

 腺癌 22(53.66) 47(65.28)
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续表2  两组患者一般资料及PD1/PD-L1水平比较

项目 EGFR突变组(n=41) 未发生EGFR突变组(n=72) t/χ2 P

 鳞癌 12(29.27) 20(27.78)

 腺鳞癌 7(17.07) 5(6.94)

TNM分期[n(%)]
 

7.645 0.022

 Ⅱ期 7(17.07) 13(18.06)

 Ⅲ期 15(36.59) 43(59.72)

 Ⅳ期 19(46.34) 16(22.22)

病程(x±s,年) 1.79±0.42 1.89±0.61 0.931 0.354

肿瘤最大径(x±s,cm) 4.05±0.52 3.92±0.47 1.360 0.177

胸内播散[n(%)] 8.856 0.003

 合并 9(21.95) 2(2.78)

 未合并 32(78.05) 70(97.22)

远处转移[n(%)] 1.333 0.248

 合并 4(9.76) 2(2.78)

 未合并 37(90.24) 70(97.22)

PD1/PD-L1[n(%)] 19.230 0.001

 阳性 36(87.80) 24(33.33)

 阴性 5(12.20) 48(66.67)

2.2 PD1/PD-L1信号通路与EGFR突变的关系
 

性别(女性)、TNM 分期(Ⅳ期)、合并胸内播散、
PD1/PD-L1阳性均与EGFR突变的发生有关(P<
0.05)。见表3。

2.3 EGFR突变的相关因素
 

性别、TNM 分期、胸内播散、PD1/PD-L1均与

EGFR突变的发生相关(P<0.05)。见表4。

表3  PD1/PD-L1信号通路与EGFR突变的关系

指标 偏回归系数 标准误 χ2 P 优势比 95%CI

常量 6.081 1.671 13.240 0.001

性别(女性vs.男性) 1.008 0.424 5.660 0.017 2.739 1.194~6.283

TNM分期(Ⅱ期vs.Ⅲ期vs.Ⅳ期) 1.634 0.518 9.964 0.002 5.127 1.858~14.144

胸内播散(合并vs.未合并) 2.138 0.878 5.935 0.015 8.484 1.519~47.391

PD1/PD-L1(阳性vs.阴性) 4.073 0.841 23.474 0.001 58.754 11.309~305.261

表4  EGFR突变的相关因素(r)

指标 性别
TNM
分期

胸内

播散

PD1/

PD-L1
EGFR
突变

性别 - 0.820a 0.501a 0.617a 0.227a

TNM分期 0.820a - 0.411a 0.625a 0.279a

胸内播散 0.501a 0.411a - 0.309a 0.311a

PD1/PD-L1 0.617a 0.625a 0.309a - 0.525a

EGFR突变 0.227a 0.279a 0.311a 0.525a -

  a:P<0.05;-:无数据。

2.4 PD1/PD-L1信 号 通 路 对 EGFR 突 变 的 预 测

效能

PD1/PD-L1用 于 预 测 EGFR 突 变 的 AUC 为

0.772(95%可信区间:0.683~0.861,P=0.001)。见

图1。特异度为0.045,灵敏度为0.878,约登指数为

0.667。

图1  PD1/PD-L1信号通路预测EGFR突变的ROC曲线
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3 讨  论

  免疫系统与恶性肿瘤的发病及病情发展均密切

相关,免疫系统可影响恶性肿瘤患者治疗获益及预

后,主要机制为免疫系统可发挥免疫效应,对肿瘤细

胞具有 杀 伤 效 果,可 协 助 治 疗,共 同 清 除 肿 瘤 细

胞[7-8]。此外,肿瘤细胞具有免疫逃逸机制,可抵抗免

疫系统对肿瘤细胞的杀伤效果[9]。免疫检查点对控

制免疫反应具有关键作用,可为肿瘤的靶向治疗提供

新靶点。
有研究表明,PD1/PD-L1是NSCLC患者的有效

免疫治疗靶点之一,并可反馈患者驱动基因突变的靶

向治疗敏感程度[10]。因此,对PD1/PD-L1进行研究

尤为必要。本研究结果显示,EGFR突变组PD1/PD-
L1阳性占比明显高于未发生EGFR突变组,经回归

分析检验结果显示,女性、TNM 分期为Ⅳ期、合并胸

内播散、PD1/PD-L1阳性均与EGFR突变的发生有

关;经Kendall's
 

tau-b相关性分析检验结果显示,性
别、TNM分期、胸内播散、PD1/PD-L1均与EGFR突

变的发生密切相关。其中女性被证实有更高风险发

生EGFR突变,但相关机制尚未明确,可能与遗传、环
境暴露、激素改变等多种因素有关[11-12]。TNM 分期

高及合并胸内播散患者肿瘤细胞增殖、侵袭能力强,
并有新生血管形成,存在相关基因突变的风险较

高[13]。而EGFR突变被证实是 NSCLC突变的最常

见基因之一,与上述病理特征的联系较密切[14]。而相

关研究表明,有一定比例女性NSCLC患者、高分期患

者或胸内播散患者经检测证实未发生EGFR突变,因
此,性别比例及病理特征仍不能用于有效预测EGFR
突变风险,仍有待于探讨其他有效指标[15-16]。
PD-1属免疫球蛋白B7-CD28家族成员,在人体

的活化免疫细胞中表达,包括自然杀伤T淋巴细胞、
单核-巨噬细胞、B淋巴细胞、T淋巴细胞、树突状细胞

等[17]。在恶性肿瘤患者中 PD-1可呈异常高表达。
PD-L1是PD-1的主要配体,在肿瘤细胞中也呈异常

高表达。国外有研究已证实,EGFR突变与PD-1及

PD-L1密切相关[18]。PD-1可与 PD-L1结合,通过

PD1/PD-L1通路降低CD8+
 

T淋巴细胞及CD4+
 

T
淋巴细胞活性,并抑制二者增殖,进而抑制肿瘤局部

微环境中T淋巴细胞发挥作用,对肿瘤的免疫杀伤功

能降低,肿瘤易发生免疫逃逸[19-20]。因此,PD1/PD-
L1阳性说明患者肿瘤细胞免疫耐受能力强,进展为

突变肿瘤细胞的风险较高。
基于上述分析,推测 PD1/PD-L1可 用 于 预 测

EGFR突变风险,本研究绘制ROC曲线发现,NSCLC
患者PD1/PD-L1用于预测 EGFR 突变的 AUC≥
0.70,具有一定的预测价值,证实假设成立。临床医

师可根据患者PD1/PD-L1检测结果,对PD1/PD-L1
阳性患者应用免疫治疗药物及EGFR靶向药物,以进

一步提高患者治疗获益。此外,有关研究还表明,不

吸烟或轻度吸烟与恶性肿瘤患者EGFR突变的发生

密切相关,组织学分型与 EGFR 突变的发生也有

关[21]。而本研究结果显示,EGFR突变组无吸烟史、
肺腺癌者占比与未发生EGFR突变组比较,差异均无

统计学意义(P>0.05),可能与本研究纳入整体样本

中有吸烟史者占比较高、肺腺癌者纳入较少有关,未
来还应扩大样本量进一步得出研究结论。因本研究

未能观察NSCLC患者间变性淋巴瘤激酶、大鼠肉瘤

病毒癌基因同源物基因突变发生情况,故结论尚有局

限性,未来还应纳入NSCLC患者观察多基因突变情

况,并分析相关指标,以进一步为临床靶向药物的应

用提供参考。
综上所述,NSCLC患者EGFR突变风险较高,与

PD1/PD-L1阳性密切相关,可将 PD1/PD-L1作为

EGFR突变的预测因子,并指导针对性治疗的实施,
可能对提高 NSCLC患者整体治疗获益具有积极

意义。
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