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  摘 要:目的 探讨黑色素瘤分化相关基因5(MDA5)在非小细胞肺癌(NSCLC)中的表达及其预测在治疗

过程中发生间质性肺疾病的风险。方法 收集该院2020年1月至2023年6月手术切除的NSCLC组织49例

和经肺穿刺活检或纤支镜活检NSCLC组织99例,同时取正常组织(距病变组织5
 

cm以上)148例作为对照。
应用免疫组织化学法分别检测MDA5的表达情况,分析MDA5表达情况与NSCLC患者临床病理特征的关系。
对95例后期进行综合治疗的 NSCLC患者进行随访,分析其发生间质性肺疾病的风险因素。结果 148例

NSCLC组织的 MDA5阳性表达率为66.22%,而在正常肺组织中仅在Ⅱ型肺泡细胞及巨噬细胞可见较弱非特

异性着色;腺癌患者的 MDA5阳性表达率明显高于鳞癌患者(73.63%
 

vs.
 

54.39%,P<0.05);吸烟患者的

MDA5阳性表达率明显高于非吸烟患者(73.12%
 

vs.
 

54.55%,P<0.05
 

);吸烟患者间质性肺疾病发生率明显

高于非吸烟患者(27.94%
 

vs.
 

7.41%,P<0.05
 

);Ⅲ~Ⅳ期患者间质性肺疾病发生率亦明显高于Ⅰ~Ⅱ期患

者(P<0.05)。受试者工作特征曲线分析显示,MDA5预测NSCLC治疗过程中发生间质性肺病的曲线下面积

为0.6,灵敏度为77.3%,特异度为57.5%。结论 MDA5在NSCLC发生中起着重要的作用,对预测肺癌患

者治疗过程中可能出现间质性肺疾病有一定作用,同时吸烟和分期较晚是发生间质性肺疾病的高风险因素。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

melanoma
 

differentiation
 

associated
 

gene
 

5
 

(MDA5)
 

in
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer
 

(NSCLC)
 

and
 

its
 

value
 

in
 

predicting
 

the
 

development
 

of
 

interstitial
 

lung
 

disease
 

during
 

treatment.Methods A
 

total
 

of
 

49
 

cases
 

of
 

surgically
 

resected
 

NSCLC
 

tissues
 

and
 

99
 

cases
 

of
 

NSCLC
 

tissues
 

by
 

lung
 

needle
 

biopsy
 

or
 

fiberoptic
 

bronchoscopy
 

from
 

January
 

2020
 

to
 

June
 

2023
 

in
 

the
 

hospital
 

were
 

collected,and
 

148
 

cases
 

of
 

normal
 

tissues
 

(more
 

than
 

5
 

cm
 

from
 

the
 

lesion
 

tissue)
 

were
 

taken
 

as
 

controls.The
 

expression
 

of
 

MDA5
 

was
 

detected
 

by
 

immunohistochemistry,and
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

expression
 

of
 

MDA5
 

and
 

the
 

clinicopathological
 

characteristics
 

of
 

NSCLC
 

patients
 

was
 

analyzed.A
 

total
 

of
 

95
 

NSCLC
 

pa-
tients

 

who
 

received
 

comprehensive
 

treatment
 

were
 

followed
 

up,and
 

the
 

risk
 

factors
 

of
 

interstitial
 

lung
 

disease
 

were
 

analyzed.Results The
 

positive
 

expression
 

rate
 

of
 

MDA5
 

in
 

148
 

NSCLC
 

tissues
 

was
 

66.22%,but
 

in
 

nor-
mal

 

lung
 

tissues,only
 

type
 

Ⅱ
 

alveolar
 

cells
 

and
 

macrophages
 

showed
 

weak
 

non-specific
 

staining.The
 

positive
 

expression
 

rate
 

of
 

MDA5
 

in
 

patients
 

with
 

adenocarcinoma
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

patients
 

with
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

(73.63%
 

vs.
 

54.39%,P<0.05).The
 

positive
 

expression
 

rate
 

of
 

MDA5
 

in
 

smoking
 

patients
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

non-smoking
 

patients
 

(73.12%
 

vs.
 

54.55%,P<0.05).The
 

in-
cidence

 

rate
 

of
 

interstitial
 

lung
 

disease
 

in
 

smoking
 

patients
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

non-smoking
 

patients
 

(27.94%
 

vs.
 

7.41%,P<0.05).The
 

incidence
 

rate
 

of
 

interstitial
 

lung
 

disease
 

in
 

patients
 

with
 

stage
 

Ⅲ-Ⅳ
 

was
 

also
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

patients
 

with
 

stage
 

Ⅰ-Ⅱ
 

(P<0.05).Receiver
 

operating
 

characteristic
 

curve
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

of
 

MDA5
 

in
 

predicting
 

interstitial
 

lung
 

dis-
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ease
 

during
 

treatment
 

of
 

NSCLC
 

was
 

0.6,the
 

sensitivity
 

was
 

77.3%
 

and
 

the
 

specificity
 

was
 

57.5%.Conclu-
sion MDA5

 

plays
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

development
 

of
 

NSCLC,and
 

may
 

play
 

a
 

certain
 

role
 

in
 

predicting
 

the
 

possible
 

occurrence
 

of
 

interstitial
 

lung
 

disease
 

in
 

lung
 

cancer
 

patients
 

during
 

treatment.Smoking
 

and
 

ad-
vanced

 

stage
 

are
 

high
 

risk
 

factors
 

for
 

the
 

development
 

of
 

interstitial
 

lung
 

disease.
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  肺癌是当前发病率和死亡率很高的恶性肿瘤之

一,它的治疗手段主要包括手术、化疗、放疗、靶向治

疗、抗血管生成治疗、免疫治疗、中医中药治疗等[1]。
然而,在治疗的过程中,难免会出现各种治疗相关的

不良反应。其中,药物相关间质性肺疾病(DI-ILD)是
化疗、靶向治疗及免疫治疗的不良反应之一[1-4]。抗

黑色素瘤分化相关基因5(MDA5)抗体为肌炎特异性

抗体的一种,其在皮肌炎(DM)患者中表达增高,与间

质性肺疾病(ILD)尤其是急进性ILD(RP-ILD)高度

相关[5]。在肿瘤方面,MDA5亦与多种肿瘤相关[6-9]。
但是,目 前 国 内 外 鲜 见 MDA5 在 非 小 细 胞 肺 癌

(NSCLC)组织中的研究报道。对此,本课题检测了

MDA5在NSCLC组织中的表达,并探讨了其能否成

为NSCLC治疗过程中预测发生ILD的风险因子。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集本院2020年1月至2023年6
月手术切除的NSCLC组织49例和经肺穿刺活检或

纤支镜活检NSCLC组织99例,同时取正常组织(距
病变组织5

 

cm以上)148例作为对照。本研究已获本

院 学 术 委 员 会 和 伦 理 委 员 会 批 准 (批 件 号:
2023CDFSFLYYEC-037),同时取得患者知情同意并

签署知情同意书。
纳入标准:(1)年龄≥18岁;(2)有明确病理学依

据诊断为NSCLC。排除标准:(1)患有严重的呼吸系

统、肝脏、肾脏和心脏疾病;(2)妊娠期及哺乳期女性;
(3)治疗前已存在ILD。NSCLC组织标本中,男95
例,女53例;年龄40~90岁,平均65.04岁;病理类

型:57例鳞癌,91例腺癌;TNM分期[10]:Ⅰ~Ⅱ期47
例,Ⅲ~Ⅳ期101例;淋巴结转移96例。所有标本均

由10%的甲醛水溶液常规固定,石蜡包埋,4
 

μm 切

片,用于免疫组织化学法染色。
治疗相关ILD定义:确诊肺癌后经化疗、放疗、靶

向治疗及免疫治疗后出现肺部影像学间质性改变,需
经2名临床医生和2名影像医生共同明确诊断。
1.2 免疫组织化学

1.2.1 主要试剂 兔抗人多克隆抗体 MDA5购自

Invitrogen公司,DAB显色液购自Dako公司,抗体稀

释液、免疫染色封闭液购自上海碧云天生物技术有限

公司。
1.2.2 主要步骤 采用免疫组织化学Elivision法,
切片常规脱蜡水化,0.01

 

mol/L枸橼酸热修复,自然

冷却至室温后放入3%H2O2 阻断内源性过氧化物酶

活性15
 

min,PBS浸洗3
 

min×2次,山羊血清封闭,
37

 

℃孵育10
 

min,甩去封闭液,PBS浸洗3
 

min×2
次,滴 加 一 抗 (一 抗 MDA5 工 作 液 浓 度 为 2.5

 

μg/mL),置37
 

℃恒温1
 

h,PBS浸洗3
 

min×3次,滴
加二抗,37

 

℃恒温15
 

min,PBS浸洗3
 

min×3次,
DAB显色,苏木精复染,反蓝,盐酸乙醇分化,脱水,封
片。以0.01

 

mol/L
 

PBS代替一抗为阴性对照。
1.2.3 结果判定 MDA5判断标准:随机选5个不

重复的高倍镜视野(400×),计数200个以上细胞,根
据阳性细胞率和染色强度进行判断。染色强度积分:
不染色记0分,轻度染色(淡黄色)记1分,中度染色

(黄色)记2分,强染色(棕黄色或黄褐色)记3分。阳

性细胞率0%记0分,>0%~25%记1分,在>
25%~75%记2分,>75%记3分。两项积分相加,
积分≥3分为阳性。
1.3 统计学处理 采用SPSS27.0统计学软件进行

数据处理及统计分析。计数资料采用频数或百分率

表示,组间比较采用χ2 检验。采用受试者工作特征

(ROC)曲线分析 MDA5在预测 NSCLC治疗过程中

发生ILD 的价值。以 P<0.05为 差 异 有 统 计 学

意义。
2 结  果

2.1 MDA5在NSCLC组织中的表达 MDA5阳性

表达于癌细胞细胞质,呈弥漫性棕色颗粒,也表达于

细胞膜,呈中-强度表达,而在正常肺组织中仅在Ⅱ型

肺泡细胞及巨噬细胞可见较弱非特异性着色。148例

NSCLC组织中MDA5阳性表达98例,阳性表达率为

66.22%,见图1。
2.2 NSCLC患者 MDA5表达与临床病理特征的关

系 不同年龄、性别、TNM 分期、淋巴结转移情况

NSCLC患者间 MDA5阳性表达率比较,差异均无统

计学意义(P>0.05);腺癌患者的 MDA5阳性表达率

明显高于鳞癌患者(73.63%
 

vs.54.39%,P<0.05);
吸烟患者的 MDA5阳性表达率明显高于非吸烟患者

(73.12%
 

vs.54.55%,P<0.05
 

)。见表2。
2.3 NSCLC患者发生ILD与临床病理特征的关

系 148例NSCLC患者中有95例后期进行综合治

疗,21例发生ILD,其中放射性肺炎14例,酪氨酸激

酶抑制剂(TKI)相关2例,免疫相关5例;不同年龄、
性别、组织学类型、淋巴结转移情况NSCLC患者ILD
发生率比较,差异均无统计学意义(P>0.05);吸烟患

者ILD发生率明显高于非吸烟患者(27.94%
 

vs.
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7.41%,P<0.05);Ⅲ~Ⅳ期患者ILD发生率明显高 于Ⅰ~Ⅱ期患者(P<0.05)。见表2。

  注:A为 MDA5在鳞癌中的表达(200×);B为 MDA5在腺癌中的表达(400×);C为 MDA5在正常肺组织中的表达(400×)。

图1  MDA5在肺癌中的表达

表1  NSCLC患者 MDA5表达与临床病理

   特征的关系(n)

临床病理特征 n 阳性 阴性 χ2 P

性别

 男 95 63 32 0.001 0.973

 女 53 35 18

年龄(岁)

 <60 52 37 15 0.874 0.350

 ≥60 96 61 35

吸烟

 是 93 68 25 5.329 0.021

 否 55 30 25

组织学类型

 腺癌 91 67 24 5.800 0.016

 鳞癌 57 31 26

TNM分期

 Ⅰ~Ⅱ期 47 33 14 0.492 0.483

 Ⅲ~Ⅳ期 101 65 36

淋巴结转移

 N0 52 37 15 5.970 0.051

 N1~2 63 45 18

 N3 33 16 17

表2  ILD与
 

NSCLC临床病理特征之间的关系(n)

临床病理特征 n 未发生ILD 发生ILD χ2 P

性别

 男 73 54 19 2.816 0.093

 女 22 20 2

年龄(岁)

 <60 33 25 8 0.134 0.900

 ≥60 62 49 13

吸烟

 是 68 49 19 4.732 0.030

 否 27 25 2

续表2  ILD与
 

NSCLC临床病理特征之间的关系(n)

临床病理特征 n 未发生ILD 发生ILD χ2 P

组织学类型

 腺癌 52 42 10 0.551 0.458

 鳞癌 43 32 11

TNM分期

 Ⅰ~Ⅱ期 17 17 0 5.875 0.015

 Ⅲ~Ⅳ期 78 57 21

淋巴结转移

 N0 26 23 3 5.105 0.078

 N1~2 45 36 9

 N3 24 15 9

2.4 MDA5在 NSCLC治疗过程中发生ILD的价

值 95例后期进行治疗的患者中MDA5阳性表达62
例,ILD发生率为24.19%(15/62),稍高于 MDA5阴

性组的18.18%(6/33)。ROC曲线结果显示,MDA5
预测NSCLC治疗过程中发生ILD的曲线下面积为

0.6,灵敏度为77.3%,特异度为57.5%。见图2。

图2  MDA5预测NSCLC治疗过程中发生ILD的

ROC曲线

3 讨  论

众所周知,吸烟是肺癌和特发性肺纤维化(IPF)
的共同风险因素[11]。ILD特别是IPF常伴发于肺癌,
其发生率为7%~20%[11-12]。然而,在肺癌的治疗过

程中,难免会出现各种治疗相关的不良反应,这不仅
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会增加患者的经济负担,还会增加其死亡风险。其

中,DI-ILD是肺癌化疗、靶向治疗及免疫治疗的不良

反应之一[1-4]。一项日本回顾性队列研究显示,在接

受吉西他滨化疗的患者中,有高达20%的患者因发生

DI-ILD而需住院治疗[4]。表皮生长因子受体(EG-
FR)-TKI抑制剂在NSCLC中导致DI-ILD的发生率

为0.7% ~6.5%,5 级 事 件 发 生 率 为 0.1% ~
1.8%[13]。厄 洛 替 尼 导 致 DI-ILD 的 病 死 率 高 达

35.54%[3]。HENNING等[13]报道,免疫检查点抑制

剂(ICI)导致DI-ILD的发生率为1.3%~18.6%,5
级事件发生率为0.3%~3.9%。本研究ILD的发生

率高于既往研究,可能与本研究纳入的患者有放疗患

者,且有联合治疗有关。故如何预测并早期发现肺癌

治疗相关ILD已成为目前肺癌治疗过程中不可忽视

的一个问题。
目前,DI-ILD的发病机制尚不完全清楚。有学者

认为其与细胞毒性肺损伤和免疫介导的肺损伤相

关[14]。细胞毒性肺损伤的发病机制可能包括直接损

伤肺上皮细胞和毛细血管内皮细胞,随后释放细胞因

子和募集炎症细胞,导致毛细血管渗漏;免疫介导的

肺损伤可能由T细胞介导[14]。在接受ICI治疗的患

者中,这些机制可能因免疫治疗而引发自身免疫过程

放大[15]。EGFR-TKI抑制剂可阻断EGFR磷酸化,
从而阻止受损上皮的再生和增殖[16]。尽管DI-ILD发

生机制不明,但既往肺部疾病史、肺功能下降、一般状

况差、吸烟、年龄大于60岁和男性均是发生DI-ILD
的高危因素[13]。然而,HORIUCHI等[17]在一项回顾

性研究中并没有发现肺间质异常与DI-ILD之间的联

系,他们发现吸烟史可能是ICI相关性肺炎的独立危

险因素。目前学者对肺癌治疗所致ILD的危险因素

的分析大多是在患者的临床特征方面,并未找到特异

性较好的生物标志物。有研究发现,中性粒细胞百分

比、中性粒细胞/淋巴细胞百分比、血小板/淋巴细胞

百分比和血清球蛋白水平增高,或淋巴细胞百分比、
淋巴细胞计数绝对值降低的患者在肺癌治疗时更容

易发生ILD。结节影、中性粒细胞/淋巴细胞百分比

是肺癌治疗所致ILD的独立危险因素[18]。本研究结

果显示,吸烟患者ILD的发生率明显高于非吸烟患

者,Ⅲ~Ⅳ期患者ILD的发生率明显高于Ⅰ~Ⅱ期患

者,提示吸烟和分期较晚是NSCLC发生ILD的危险

因素。
抗 MDA5抗体为肌炎特异性抗体的一种,其在

DM患者中表达增高,与ILD尤其是RP-ILD高度相

关[5]。肺癌与ILD关系密切,目前有研究发现,抗
MDA5抗体阳性DM 患者疾病过程中可能并发肺癌

及快速进展型间质性肺炎[19]。相关研究发现,肿瘤可

诱发抗 MDA5抗体呈阳性,并被高度表达,诱发肿瘤

相关性DM,并通过触发模式识别受体途径而诱发干

扰素(IFN)-1信号通路激活,使T细胞和抗原递呈细

胞过度活化,使免疫系统长期暴露于IFN-1,最终破坏

耐受性并导致RP-ILD。MDA5通过免疫识别作用增

强细胞反应对肿瘤细胞的直接杀伤作用,而死亡的肿

瘤细胞会持续诱导抗 MDA5抗体的产生,并引发抗

MDA5抗体相关性免疫损伤,而肺部作为肺癌治疗后

相关损伤的直接靶器官,更容易出现 RP-ILD[6-9,20]。
本研究结果显示,MDA5在NSCLC组织癌细胞的阳

性表达率高于癌旁正常组织,与其他癌细胞一样可能

与多种机制刺激 MDA5的表达,MDA5表达上调将

增强抗肿瘤免疫和/或癌细胞凋亡。本研究结果显

示,腺癌患者 MDA5阳性表达率明显高于鳞癌患者,
吸烟患者MDA5阳性表达率明显高于非吸烟患者,提
示 MDA5与腺癌和吸烟存在一定关系。95例后期进

行治疗的患者中 MDA5阳性表达62例,ILD发生率

为24.19%,稍高于MDA5阴性组的18.18%,进一步

的ROC曲线分析显示,MDA5预测 NSCLC治疗过

程中发生ILD的灵敏度为77.3%,特异度为57.5%,
AUC为0.6,可能与本研究为单中心、标本量较小有

一定关系。综上所述,MDA5可能成为后期在肺癌治

疗过程中发现ILD的一个预测因子,这也需要更进一

步的深入研究来验证这一观点。
本研究亦存在一定的局限性。首先,本研究因是

回顾性研究,未收集新鲜标本从 mRNA水平进行验

证;其次,本研究对于发生ILD的 NSCLC患者未在

治疗过程中进行实时动态监测;另外,本研究为单中

心研究,样本量相对较少,且未对每种治疗情况进行

分层分析。综上所述,MDA5在NSCLC发生中起着

重要的作用,在预测肺癌患者治疗过程中发生ILD时

有一定作用,其具体机制还需进一步的研究,在以后

研究中还需要扩大样本量并在各种治疗方式上进行

研究,进一步探索 MDA5与NSCLC及ILD的联系。
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