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探讨非小细胞肺癌"
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%中程序性死亡因子配体
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P!$"*

%蛋白的表达'表皮生长因子

受体"

Z\ND

%基因突变状态及二者的相关性&方法
"

采用免疫组织化学
Z>XABA&>

两步法检测
4,

例
%23"3

石

蜡组织标本中
P!$"*

蛋白的表达情况!同时运用突变扩增系统"

EDS2

%

$

[

P3D

法检测
Z\ND

基因突变状态$

结合患者临床资料!对
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蛋白表达'
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%!而与性别'年龄'吸烟史'病变部位'肿瘤大小'淋巴结转移'组织学类型及分

化类型无关"
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Z\ND

基因突变状态与性别'吸烟史'肿瘤大小和组织学类型相关"
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%!更易发

生于女性'无吸烟史'肿瘤大小
&

,(=

'腺癌患者!而与患者的年龄'病变部位'淋巴结转移'分化类型和临床分
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""

肺癌位居全球总人口癌症致死率排行之首'占癌

症总患者的
*5-#:

(

*

)

&大多数肺癌患者在确诊时已

为晚期'治疗难度大'病死率高&随着分子生物学和

精准医疗的飞速发展'肿瘤药物治疗已从传统的放化

疗发展到分子靶向治疗&近年来'表皮生长因子受体

酪氨酸激酶抑制剂治疗晚期非小细胞肺癌患者

$

%23"3

%已成熟应用于临床'患者获益明显'但是耐

药问题限制了药物的治疗效果(

+$,

)

&为延长患者的寿

命'亟需研发新的治疗方法或药物'目前以程序性死

亡因子
*

$

P!$*

%"程序性死亡因子配体
*

$

P!$"*

%单抗

为代表的封锁免疫检查点治疗是治疗晚期
%23"3

最

有希望的方法之一(

#

)

'成为医学肿瘤界研究的热点&

临床研究已证实'对患者进行
P!$"*

蛋白水平的检

测'有利于患者选择药物&

+.*5

年第
9

版美国国立综

合癌症网络临床实践指南$

%33%

%推荐对肿瘤患者进

行更广谱的驱动基因检测'这其中就包括对
P!$"*

蛋

白表达和
Z\ND

基因状态进行检测&目前'国内关于

P!$"*

与
Z\ND

基因突变相关性研究的文献报道较

少&本文旨在研究
4,

例
%23"3

组织中
P!$"*

蛋白

的表达*

Z\ND

突变状态及二者的相关性'以便进一

步研究肺癌的发生机制'更高效筛选
P!$"*

蛋白检测

对象'协助指导临床'为患者提供最合适的治疗方案&

现报道如下&

A

"

资料与方法

A-A

"

一般资料
"

收集
+.*6

年
9

月至
+.*4

年
*

月盐

城市第一人民医院病理科存档'经病理证实的
4,

例

%23"3

患者的蜡块组织&

4,

例患者中男
8*

例'女

#+

例+年龄
,4

"

5.

岁'中位年龄
9+

岁+无吸烟史
9.

例'有吸烟史
,,

例+病变部位!左侧
#.

例'右侧
8,

例+肿瘤大小!

&

,(=84

例'

%

,(=,#

例+淋巴结转

移!无转移者
6*

例'有转移者
++

例+组织学类型!腺

癌
5+

例'鳞癌
**

例+临床
F%S

分期!

#

期
9*

例'

$

期
*5

例'

%

期
*#

例&组织学分化类型!低分化
+8

例'中分化
+4

例'高分化
,4

例&临床分期参照
+.*6

年国际肺癌研究中心$

UE2"3

%第
5

版肺癌
F%S

分期

解读&组织学分析参照
+..9

年
aQ_

肺肿瘤组织学

分类标准&

A-B

"

试剂与仪器
"

P!$"*

$

+5$5

%购自美国
1H(1=

公

司+内源性过氧化物酶*乙二胺四乙酸$

Z!FE

%抗原修

复液*

QDP

标记抗鼠"兔二抗*

!EY

增强显色系统均

购自福建迈新公司+

NNPZ

石蜡组织
!%E

提取试剂

盒$

89#.#

%购自美国凯杰公司+人类
Z\ND+4

基因突

变检测试剂盒$

E!T$Z\.*

%购自厦门艾德公司&仪器

包括德国蔡司
c/>

显微数字成像系统'国产海尔生物

安全柜'美国科威尔$

eL1I/009...

%超微量分光光度

计'德国艾本德$

Z

;;

/>K&<O

%离心机及移液器'国产宏

石全自动荧光定量
P3D

仪$

2"E%492

%&

A-C

"

方法

A-C-A

"

免疫组织化学
"

$

*

%石蜡包埋组织
#

'

=

切

片'贴于涂胶片上'

9.^

烤片
+)

&二甲苯脱蜡*梯度

乙醇水化组织切片'

Z!FE

高压锅抗原修复
#=A>

'阻

断内源性过氧化物酶
*.=A>

'滴加一抗
P!$"*

$

*`

*..

'

EH(1=

公司%室温孵育
*)

'

QDP

标记的二抗$迈

新公司%室温孵育
*8=A>

&

!EY

显色
+

"

8=A>

'苏木

素复染
*=A>

'流水冲洗'

*:

盐酸
$

乙醇快速分化'大

量流水冲洗'梯度乙醇水化'二甲苯透明'中性树胶封

片'显微镜下观察判读并采图&$

+

%结果判断!由
,

位

高年资医师采用盲法判读结果'意见不统一时'讨论

到结果一致&用正常扁桃体组织作为
P!$"*

蛋白染

色的阳性对照$上皮隐窝着色%和阴性对照$内皮*成

纤维细胞无着色%&光镜下观察结果'每片观察
8

个

高倍视野$

h+..

倍%'计数
*..

个细胞&无论着色是

淡黄色*棕黄色还是黄褐色'计数肿瘤细胞中呈部分

或者完整的胞膜着色的阳性百分比
$

8:

为阴性'

(

8:

为阳性(

8

)

&

A-C-B

"

Z\ND

基因突变检测
"

$

*

%将患者的肺癌组

织蜡块'对照
QZ

切片用金刚石刻字笔划出肿瘤区

域'连续切
8

"

*.

张
#

'

=

切片'除去非肿瘤组织'将

蜡片放入
*-8="

离心管$

ZP

管%中'盖好管盖'做好

标记&在样本制备区生物安全柜内'按凯杰公司

$

eA1

@

/>

%的福尔马林固定石蜡包埋$

NNPZ

%组织

!%E

抽提试剂盒说明书 $

89#.#

%提取肿瘤组织

!%E

&提取完毕'立即用超微分光光度计检测
!%E

的浓度和纯度'确保达到质控标准$

&

+9.

"

&

+5.

*̀-5

"

+-.

%&按试剂盒说明书用双蒸水稀释样本
!%E

浓度

至
+>

@

"

'

"

'吸取
#+-,

'

"!%E

'加入
+-6

'

"F1

[

!$

%E

聚合酶'震荡混匀后瞬时离心+将混合好的
!%E

*

酶混合物依次吸取
8-.

'

"

'沿着上管壁加入
5

联管反

应条$反应条中的试剂包括引物*探针*

K%FPB

*

YLOO$

/<

%中'盖好管盖'离心
*8B

&$

+

%将
5

连管反应条通过

传递窗移入
P3D

扩增区'上机扩增&

P3D

程序为第
*

阶段!

48^8=A>

'

*

个循环+第
+

阶段!

48 ^ +8B

'

9#^+.B

'

6+ ^ +.B

'

*8

个循环+第
,

阶段!

4,^

+8B

'

9.^,8B

$收集
NES

和
XU3

荧光信号%'

6+^

+.B

'

,*

个循环&检测完毕取出反应条'用一次性手

套包好扔进垃圾桶'保存实验结果'按说明书判读结

果&$

,

%每个样本的检测条为
5

个孔&

*

"

6

号孔分别

检测
ZT&>*5 \6*4f

$

\6*4E

*

\6*42

*

\6*43

%*

ZT$

&>*4!/0

$

*4

种%*

ZT&>+.F64.S

*

ZT&>+.2695U

*

ZT$

&>+.U>B

*

ZT&>+*"585D

*

ZT&>+*"59*e

位点'

5

号

孔为
!%E

质控孔&外控由
NES

信号指示'内控由

XU3

信号指示'每次实验均设阴*阳性对照&

A-D

"

统计学处理
"

将数据导入
2P22*8-.

和
2'1'1

6-.

软件进行统计学分析&计数资料以(

!

$

:

%)表示'

采用
!

+ 检验+采用
"&

@

AB'A(

回归模型分析
Z\ND

基

因突变状态的危险因素比值比$

A5

%+采用
2

;

/1<=1>

等级相关分析
P!$"*

蛋白表达与
Z\ND

基因突变状

态的相关性&检验水准
(

7.-.8

'

"

$

.-.8

为差异有

#
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统计学意义&

B

"

结
""

果

B-A

"

P!$"*

蛋白与患者临床病理特征的关系
"

P!$

"*

蛋白表达以肿瘤细胞完整或部分薄膜出现棕黄色

颗粒为阳性'着色深浅不一'见图
*

&巨噬细胞浸润时

也会有阳性表达'可以作为阳性内对照&本研究中
4,

例肺癌组织中有
8+

例观察到
P!$"*

蛋白表达的阳性

信号$

88-4:

'

8+

"

4,

%'而癌旁组织中完全无
P!$"*

蛋

白表达&同时'

P!$"*

蛋白表达与
F%S

分期相关'

在不同
F%S

分期的
%23"3

表达存在明显差别'其

中
F%S

$

$

5,-,:

'

*8

"

*5

%*

%

期$

86-*:

'

5

"

*#

%肺癌

的阳性率显著高于
#

期$

#6-8:

'

+4

"

9*

%'差异有统计学

意义$

"

$

.-.8

%&

P!$"*

蛋白表达与患者性别*年龄*

吸烟史*病变部位*肿瘤大小*淋巴结转移*组织学类型

及分化类型差异无统计学意义$

"

%

.-.8

%'见表
*

&

""

注!

E

表示肺腺癌石蜡组织
QZ

染色+

Y

表示肺鳞癌石蜡组织
QZ

染色+

3

表示
P!$"*

$

+5$5

%蛋白在肺腺癌中的阳性表达$

Z>XABA&>

两步法%+

!

表示
P!$"*

$

+5$5

%蛋白在肺鳞癌中的阳性表达$

h+..

'

Z>XABA&>

两步法%

图
*

""

P!$"*

$

+5$5

%蛋白在
%23"3

中的表达

表
*

""

P!$"*

蛋白表达'

Z\ND

基因突变状态与患者临床病理特征的关系

临床参数
!

P!$"*

阴性$

!7#*

% 阳性$

!78+

%

!

+

"

Z\ND

野生型$

!7#6

% 突变型$

!7#9

%

!

+

"

性别
.-,55 .-8,, *5-*9+ .-...

"

男
8* +* ,. ,9 *8

"

女
#+ +. ++ ** ,*

年龄$岁%

.-*#. .-6.4 *-5#4 .-*6#

"&

9. ,9 *8 +* *8 +*

"%

9. 86 +9 ,* ,+ +8

吸烟史
+-+6. .-*,+ *.-.68 .-..+

"

无
9. +, ,6 +, ,6

"

有
,, *5 *8 +# 4

病变部位
.-.6+ .-654 .-59* .-,8,

"

左侧
#. *6 +, *5 ++

"

右侧
8, +# +4 +4 +#

肿瘤大小$

(=

%

.-6## .-,55 #-,.# .-.,5

"&

, 84 +5 ,* +8 ,#

"%

, ,# *, +* ++ *+

淋巴结转移
*-684 .-*58 .-*58 .-996

"

无
6* ,# ,6 ,8 ,9

"

有
++ 6 *8 *+ *.

组织学类型
.-,.+ .-85, 5-*,# .-..#

"

腺癌
5+ ,6 #8 ,6 #8

"

鳞癌
** # 6 *. *

分化类型
+-+86 .-,+, .-958 .-6*.

"

低分化
+8 4 *9 ** *#

"

中分化
+4 *9 *, *9 *,

"

高分化
,4 *9 +, +. *4

临床分期
6-+,, .-.+6 ,-.64 .-+*8

"#

9* ,+ +4 +6 ,#

"$

*5 , *8 *+ 9

"%

*# 9 5 5 9

B-B

"

Z\ND

突变状态与患者临床病理特征的关系
"

4,

例
%23"3

中
Z\ND

突变型
#9

例'野生型
#6

例'

突变率为
#4-8:

'其中包含
ZT&>*4!/0

突变
*4

例'

ZT&>+*"585D

突变
+9

例'

ZT&>+.2695U

突变
*

例'

#

..6+

#
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ZT&>+.F64.

突变
*

例'

ZT&>+.U>B

突变
,

例'

ZT$

&>*4!/0

*

ZT&>+.F64.

双突变
*

例&由于
ZT&>+.

F64.S

和
ZT&>+.U>B

为酪氨酸激酶抑制剂$

FbU

%耐

药位点'这
8

例耐药位点突变占总例数的
8-,6:

'提

示患者可能对
*

代
FbU

耐药'含有
F64.S

突变的患

者可以使用
,

代
FbU

抑制剂奥希替尼$

Ec!4+4*

%&

为便于数据统计分析'将包含这
+

个位点的突变组和

无突变组合并为野生型组&由表
+

可以看出'

Z\ND

突变状态与患者的性别*吸烟史*肿瘤大小和组织学

类型相关'女性患者的突变率$

6,-5:

'

,*

"

#+

%显著高

于男性患者$

+4-#:

'

*8

"

8*

%'差异有统计学意义$

"

$

.-.8

%+无吸烟史$

9*-6:

'

,6

"

9.

%*肿瘤大小
&

,(=

$

86-9:

'

,#

"

84

%*腺癌$

8#-4:

'

#8

"

5+

%的患者突变率

高于有吸烟史$

+6-,:

'

4

"

,,

%*肿瘤大小
%

,(=

$

,8-,:

'

*+

"

,#

%*鳞癌$

4-.4:

'

*

"

**

%的患者$

"

$

.-.8

%+而与患者年龄*病变部位*淋巴结转移*分化类

型和临床分期无关$

"

%

.-.8

%&

为进一步分析影响
Z\ND

基因突变状态的独立

因素'通过
"&

@

AB'A(

回归模型对
Z\ND

基因突变状态

进行多因素分析发现'在控制性别*吸烟史*肿瘤大小

和组织学类型后'患者性别可显著影响
Z\ND

基因突

变状态$

"

$

.-.8

%'而吸烟状态*肿瘤大小和组织学类

型与
Z\ND

基因突变状态无相关性$

"

%

.-.8

%&见

表
+

&

表
+

""

Z\ND

基因突变预测的多因素分析

变量
A5 48:M3 "

性别$女
IF-

男%

.-+,+ .-.68

"

.-6+* .-.**

吸烟$否
IF-

是%

.-95, .-+.9

"

+-+86 .-8,+

肿瘤大小$

&

,(=IF-

%

,(=

%

.-895 .-+*.

"

*-8,, .-+9#

组织学类型$腺癌
IF-

鳞癌%

.-*58 .-.+*

"

*-9#. .-*,.

B-C

"

P!$"*

蛋白表达与
Z\ND

基因突变状态的相关

性
"

2

;

/1<=1>

等级相关分析显示'

P!$"*

蛋白表达

与
Z\ND

基因突变状态无相关性$

#7?.-*9*

'

"

%

.-.8

%'见表
,

&

表
,

""

P!$"*

蛋白表达与
Z\ND

基因突变状态的相关性

组别
!

P!$"*

阴性 阳性
!

+

" #

Z\ND

野生型
#6 *6 ,. +-#*8 .-*+, ?.-*9*

Z\ND

突变型
#9 +# ++

C

"

讨
""

论

""

肿瘤的发生*发展与人类免疫系统关系密切&正

常情况下'免疫系统会通过
F

细胞杀伤肿瘤细胞'

F

细胞过度激活会引起炎症损伤'误伤正常细胞等(

9

)

&

F

细胞通过免疫检查点抑制剂保护免疫系统'类似

,刹车-的作用'而这一特点也会被肿瘤细胞所利用'

抑制免疫系统的肿瘤免疫功能&免疫检查点抑制剂

是指共同抑制
F

淋巴细胞信号通路的分子'包含细胞

毒性
F

细胞$

3F"

%*

P!$*

及其配体
P!$"*

等(

9$6

)

&当

F

细胞表面的
P!$*

蛋白与肿瘤细胞表面的
P!$"*

蛋

白结合时'

P!$*

"

P!$"*

信号通路被激活'戴上面具的

P!$"*

蛋白的肿瘤细胞和正常细胞混在一起'躲避

3F"

的识别和攻击'从而在人体内繁衍生息(

6$5

)

'这提

示
P!$*

"

P!$"*

结合可能在抗肿瘤免疫过程中参与

了免疫逃逸'发挥负调控作用&科学家们由此获得启

发'只要能阻断二者的结合'就能充分激活
F

细胞'重

新识别和杀伤肿瘤细胞'起到抗肿瘤的作用&基于这

一特性'研究者研发了
+

种人源性单克隆抗体
P!$*

*

P!$"*

'用来阻止
P!$*

"

P!$"*

结合'从而使机体恢复

肿瘤免疫功能&目前'封锁免疫检查点
P!$*

"

P!$"*

的肿瘤免疫靶向疗法'在
%23"3

*恶性黑色素瘤*淋

巴瘤*膀胱癌*胃癌*肾细胞癌等多种类型肿瘤患者的

治疗中取得卓越的疗效(

#

)

&随着国内首个
P!$*

抑制

剂欧狄沃$纳武利尤单抗注射液%被批准上市'中国正

式开启免疫治疗时代&

关于
P!$"*

蛋白在
%23"3

的表达及其与临床

病理特征的关系的研究结果截然不同(

4$*+

)

&来自中国

台湾的
dE%\

等(

4

)报道
P!$"*

表达的阳性率为

,4-4:

'在高分化肿瘤中的阳性率较高+来自韩国首

尔
3QE

等(

*.

)报道'

,+,

例肺癌中有
9.

例$

*5-9:

%

P!$"*

表达阳性'以前或现在的吸烟者中较高的
P!$

"*

表达$

(

8.:

%更为普遍'并且与吸烟者年龄增加

相关+来自日本福冈的
FEbE!E

等(

**

)采用免疫组织

化学检测
#46

例肺腺癌组织中
P!$"*

蛋白的表达'临

界值为
8:

时的阳性率为
+.-#:

$

58

例%'临界值为

*:

时的阳性率为
#,-8:

$

*##

例%'

P!$"*

蛋白倾向

于在男性*吸烟者*高级别临床分期*淋巴结转移中高

表达&本 研 究 中
P!$"*

蛋 白 表 达 的 阳 性 率 为

88-4:

'这与来自韩国首尔的
b_Q

等(

*+

)研究结果接

近+

P!$"*

蛋白表达与
F%S

分期相关'

F%S

$

$

5,-,:

%*

%

期$

86-*:

%肺癌的阳性率显著高于
#

期

$

#6-8:

%'差异有统计学意义$

"

$

.-.8

%'这与

FEbE!E

等(

**

)的研究一致+而
P!$"*

蛋白表达与患

者性别*年龄*吸烟史*病变部位*肿瘤大小*淋巴结转

移*组织学类型及分化类型差异无统计学意义$

"

%

.-.8

%&这可能是由于种族*组织学类型*临床分期*

样本量大小的差异造成的&此外'目前检测
P!$"*

蛋

白的生产厂家*克隆号*配套的检测仪器*检测条件*

判读时的临界值尚无统一标准也会得出不同的结果&

Z\ND

基因位于人类
6

号染色体'包含
+5

个外

显子'其酪氨酸激酶编码区为
*5

"

+#

号外显子&

Z\$

ND

定位于细胞膜'通过
DE2

"

DEN

"

SZb

"

SEPb

*

PU,b

"

EbF

"

=F_D

途径传进细胞核&当该通路的信

号传导异常时'

Z\ND

突变引发其自身磷酸化'激活

酪氨酸激酶'并进一步激活下游信号通路'促进肿瘤

的发生&

%23"3

中
*4

号外显子缺失和
+*

号外显子

#

*.6+

#
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"585D

点突变是目前最常见的突变方式(

*,

)

&与传统

的化疗相比'口服
FbU

毒性更低'能显著改善患者的

生活质量'延长患者生存期'治疗效果更持久(

*#

)

&

!ZED!Z%

等(

*8

)报道亚洲
%23"3

患者
Z\ND

突变

率为
#6-4:

&

FQEF3QZD

等(

*9

)首次报道
Z\ND

基

因突变率在女性*无吸烟史*腺癌或东亚患者中更高'

此类人群更易从
Z\ND$FbU

治疗中获益&而随后

2QU

等(

*6

)研究发现'

Z\ND

基因突变的独立影响因素

为吸烟史*病理类型&本研究
4,

例
%23"3

中
Z\ND

突变率为
#4-8:

'这与
!ZED!Z%

等(

*8

)的研究一

致&本 研 究 还 发 现'女 性 $

6,-5:

%*无 吸 烟 史

$

9*-6:

%*肿瘤大小
&

,(=

$

86-9:

%*腺癌$

#8#-4:

%

的患 者 突 变 率 高 于 男 性 $

+4-#:

%*有 吸 烟 史

$

+6-,:

%*肿瘤大小
%

,(=

$

,8-,:

%*鳞癌$

4-.4:

%

的患者$

"

$

.-.8

%+而与患者年龄*病变部位*淋巴结

转移*分化类型和临床分期无关$

"

%

.-.8

%&

"&

@

AB'A(

回归分析发现'患者性别可独立影响
Z\ND

基因突变

状态$

"

$

.-.8

%'这与
2QU

等(

*6

)研究结果不一致'可

能原因是样本人群来源地区的差异*回顾性样本选择

的偏倚和不同检测方法的灵敏度不同&

关于
P!$"*

蛋白表达与
Z\ND

基因突变状态的

关系'目前尚不清楚'仍是当前的研究热点&本研究

通过
2

;

/1<=1>

等级相关分析发现'

P!$"*

蛋白表达

与
Z\ND

基因突变状态无相关性$

"

%

.-.8

%'这与

dE%\

等(

#

)报道一致+而
FEbE!E

等(

**

)报道
P!$

"*

蛋白倾向于在
Z\ND

野生型中高表达+

EcRSE

等(

*5

)发现
P!$"*

的表达在
Z\ND

突变型中要显著高

于
Z\ND

野生型&

鉴于目前
P!$"*

检测标准和判读标准不统一'本

研究使用的
P!$"*

抗体克隆号为
+5$5

'在未来的研究

中可以使用其他一些克隆号'如
++3,

*

2P*#+

*

2P+9,

等进一步深入研究&此外'除了在蛋白水平运用免疫

组织化学检测
P!$"*

'已有文献报道在多种癌症中通

过外周血中循环肿瘤
D%E

检测
P!$"*

基因的表达

水平(

*4

)

'随着
+

代测序技术的不断发展和普及'以后

可以通过检测肿瘤突变负荷更高效地筛选免疫治疗

患者'在基因水平以更好地指导患者用药&

D

"

结
""

论

""

检测
P!$"*

蛋白表达*

Z\ND

基因突变状态有助

于高效筛选免疫治疗和靶向治疗的检测对象'为临床

用药提供理论依据&
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