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·短篇论著·

非小细胞肺癌患者外周血PD-1、PD-L1表达水平
与肿瘤标志物、病理分期的关系*

赵树强1,李淑勤2

1.山西省汾阳医院检验科,山西吕梁
 

032200;2.山西医科大学汾阳学院临床系内科,山西吕梁
 

032200

  摘 要:目的 探讨非小细胞肺癌(NSCLC)患者外周血程序性死亡分子1(PD-1)、程序性死亡分子1配体

(PD-L1)表达水平与肿瘤标志物、病理分期的关系。方法 选取2024年4-10月山西省汾阳医院收治的70例

NSCLC患者作为NSCLC组,另选择30例体检健康者作为对照组。收集所有研究对象的基线资料,采用流式

细胞术检测外周血T细胞亚群PD-1和D-L1表达水平,采用电化学发光免疫分析法检测血清肿瘤标志物[癌

胚抗原(CEA)、细胞角质蛋白19片段抗原21-1(CYFRA21-1)]表达水平;采用流式细胞术检测外周血中调节

性T细胞(Treg)和辅助性T细胞17(Th17)细胞占CD4+T细胞的比例。分析NSCLC患者外周血PD-1、PD-
L1表达水平与其病理类型及TNM分期的关系,相关性分析采用Pearson探讨。结果 NSCLC组患者的外周

血CD4+T细胞PD-1、CD8+T细胞PD-1、CD8+T细胞表面PD-L1表达率均显著高于对照组(P<0.05)。不

同病理类型的NSCLC患者外周血PD-1、PD-L1表达水平比较,差异无统计学意义(P>0.05);TNM 分期为

Ⅲ~Ⅳ期NSCLC患者的外周血CD4+T细胞PD-1、CD8+T细胞PD-1、CD8+
 

T细胞表面PD-L1表达水平均

高于Ⅰ~Ⅱ期(P<0.05)。NSCLC组患者血清肿瘤标志物CEA、CYFRA21-1表达水平均高于对照组(P<
0.05)。Pearson相关分析显示,NSCLC患者CD4+T细胞PD-1、CD8+T细胞PD-1及CD8+T细胞PD-L1表

达水平与血清肿瘤标志物(CEA、CYFRA21-1)表达水平及免疫细胞亚群(Treg、Th17)表达水平呈正相关(均

P<0.05)。NSCLC组患者的Treg细胞、Th17细胞表达水平均高于对照组(P<0.05)。结论 NSCLC患者

外周血T细胞PD-1、PD-L1表达水平不仅与血清肿瘤标志物CEA、CYFRA21-1呈正相关,且随TNM分期进展

显著升高。此外,外周血PD-1、PD-L1表达水平与Treg细胞和Th17细胞两种免疫细胞亚群均存在正向关联。
关键词:非小细胞肺癌; 程序性死亡分子1; 程序性死亡分子1配体; 肿瘤标志物; 相关性
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  非小细胞肺癌(NSCLC)是肺部恶性肿瘤的主要 类型,主要起源于支气管黏膜、腺体及肺泡组织,占所
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有肺癌病例的80%~85%[1]。由于发病率与病死率

居高不下,NSCLC已成为全球癌症死亡的首要原

因[2]。虽然靶向治疗和免疫检查点抑制剂的引入改

善了部分患者的生存质量,但NSCLC的高异质性和

晚期转移倾向导致患者预后普遍较差,使得临床治疗

效果面临严峻挑战。肿瘤免疫逃逸是NSCLC进展的

核心机制之一,其中程序性死亡分子1(PD-1)及程序

性死亡分子1配体(PD-L1)是免疫检查点通路的关键

组分[3]。近年有研究发现,除肿瘤细胞和浸润免疫细

胞,其可溶性形式(外周血PD-1、PD-L1)也可通过外

周血循环系统参与全身免疫调控[4]。此外,肿瘤微环

境中辅助性T细胞17(Th17)/调节性T细胞(Treg)
等免疫细胞亚群的失衡已被证实与PD-1/PD-L1通

路存在交互作用,但这一机制在外周血中的表现仍需

进一步探索[5]。目前,有关PD-L1的研究多集中于肿

瘤组织表达检测及免疫治疗疗效预测,而外周血PD-
1、PD-L1的变化及其与肿瘤标志物癌胚抗原(CEA)、
细胞角蛋白19节段抗原21-1(CYFRA21-1)的相关研

究较少。鉴于此,本研究主要探讨 NSCLC患者外周

血PD-1、PD-L1表达水平与肿瘤标志物、病理分期的

关系,为优化NSCLC个体化治疗策略提供科学依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2024年4-10月山西省汾阳

医院(下 称 本 院)收 治 的70例 NSCLC 患 者 作 为

NSCLC组。其中男39例,女31例;年龄37~83岁,
平均(56.72±10.36)岁。病理分型为腺癌40例,鳞
状细胞癌30例;TNM 分期:Ⅰ~Ⅱ期27例,Ⅲ~Ⅳ
期43例。另选取同期30例于本院体检的健康者作

为对照组,其中男17例,女13例;年龄38~84岁,平
均(57.19±10.24)岁。NSCLC组与对照组性别、年
龄比较,差异无统计学意义(P>0.05)。NSCLC组纳

入标准:(1)经组织病理学确诊为 NSCLC,病理分型

为腺癌或鳞癌;(2)根据第8版TNM分期系统明确分

期(Ⅰ~Ⅳ期)[6];(3)入组前未接受过放疗、化疗、靶
向治疗或免疫检查点抑制剂治疗。排除标准:(1)合
并其他恶性肿瘤;(2)合并自身免疫性疾病或长期使

用免疫抑制剂;(3)合并严重血液系统疾病;(4)入组

前1个月内存在活动性感染或系统性炎症性疾病;
(5)妊娠期、哺乳期女性;(6)临床资料不全。本研究

已通过本院伦理委员会审核(伦理号:2024021)。研

究对象自愿参与本研究并签署知情同意书。

1.2 方法 所有研究对象入院或到院时空腹采集肝

素钠抗凝肘静脉血5
 

mL,于4
 

h内取200
 

μL全血,分
装至4支预标记流式管(每管50

 

μL)。为检测PD-1
表达,准备两支流式管,分别加入:管1含CD4-APC
(5

 

μL)、PD-1-PE(5
 

μL)、CD3-PerCP-Cy5.5(5
 

μL)、

CD45-PE-Cy7(5
 

μL);管2含CD8-APC-cy7(5
 

μL)、

PD-1-PE(5
 

μL)、CD3-PerCP-Cy5.5(5
 

μL)、CD45-
PE-Cy7(5

 

μL)。为检测PD-L1表达,准备1支流式

管,加入CD8-APC-cy7(5
 

μL)、PD-L1-APC(5
 

μL)、

CD3-PerCP-Cy5.5(5
 

μL)、CD45-PE-Cy7(5
 

μL)。另

设同型对照管,加入IgG1-APC(5
 

μL)、IgG1-PE(5
 

μL)、CD3-PerCP-Cy5.5(5
 

μL)、CD45-PE-Cy7(5
 

μL),用于校正非特异性荧光背景、设定阳性细胞门控

阈值及辅助多色荧光补偿。各管涡旋混匀后,室温避

光孵育20
 

min,随后加入2
 

mL预冷的1×BD
 

Pharm
 

Lyse裂解液,室温孵育7
 

min,以1
 

500
 

r/min离心5
 

min,弃上清液。细胞用PBS洗涤两次后,重悬于300
 

μL
 

4%多聚甲醛中固定,于24
 

h内使用流式细胞仪

(美国BD公司,FACSDiva
 

8.0.2软件)检测CD4+T
细胞PD-1、CD8+T细胞PD-1和CD8+T细胞PD-L1
的表达率。数据分析采用门控策略,依次筛选淋巴细

胞(LYM)、CD3+T细胞和CD4+或CD8+亚群,阳性

细胞比例以同型对照为背景校正。采用电化学发光

免疫分析试验(ECLIA)检测血清中CEA、CYFRA21-
1表达水平,试剂盒均购于罗氏公司,具体操作流程严

格按说明书操作。同时采集肝素钠抗凝管外周血5
 

mL,采用密度梯度离心法分离外周血单个核细胞

(PBMCs)。取 PBMCs悬 液,分 别 加 入 抗 人 CD4-
FITC、IL-17A-PE(Th17标记)及CD25-APC、FoxP3-
PE-Cy7(Treg标记)抗体,避光孵育后洗涤。使用流

式细胞仪检测Th17(CD4+IL-17A+)和Treg(CD4+

CD25+FoxP3+)细胞比例,以CD4+T细胞为门控基

础,计算Th17及Treg占CD4+T细胞的百分比。

1.3 统计学处理 采用SPSS25.0统计学软件进行

数据分析。符合正态分布的计量资料以x±s表示,
两两比较采用t 检验;计数资料以例数或百分率表

示,两组比较采用χ2 检验;相关性分析采用Pearson
相关法分析。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 对照组与 NSCLC组外周血PD-1、PD-L1比较

 NSCLC组患者的外周血CD4+T细胞PD-1、CD8+

T细胞PD-1、CD8+
 

T细胞表面PD-L1表达水平均显

著高于对照组(P<0.05),见表1、图1、2。
表1  对照组与NSCLC组外周血PD-1、PD-L1

   比较(x±s,%)

组别 n
CD4+T细胞

PD-1

CD8+T细胞

PD-1

CD8+T细胞

PD-L1

对照组 30 14.79±3.94 8.35±2.08 9.12±2.56

NSCLC组 70 25.32±5.57 19.37±4.26 32.46±7.58

t 9.385 13.469 16.427

P <0.001 <0.001 <0.001
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图1  对照组与NSCLC组外周血PD-1、PD-L1比较散点图

2.2 不同病理类型及TNM 分期NSCLC患者外周

血PD-1、PD-L1比较 不同病理类型的NSCLC患者

外周血PD-1、PD-L1表达水平比较,差异无统计学意

义(P>0.05);TNM分期为Ⅲ~Ⅳ期NSCLC患者的

外周血CD4+T细胞PD-1、CD8+T细胞PD-1、CD8+
 

T细胞表面PD-L1表达水平均高于Ⅰ~Ⅱ期(P<
0.05)。见表2。
2.3 对照组与NSCLC组血清肿瘤标志物CEA、CY-
FRA21-1比较 NSCLC组患者的血清肿瘤标志物

CEA、CYFRA21-1 表 达 水 平 均 高 于 对 照 组(P <
0.05)。见表3。

  注:A、B、C分别为对照组CD4+T细胞PD-1、CD8+T细胞PD-1、CD8+
 

T细胞PD-L1;D、E、F分别为 NSCLC组CD4+T细胞PD-1、CD8+T

细胞PD-1、CD8+
 

T细胞PD-L1。

图2  对照组与NSCLC外周血CD4+T细胞PD-1、CD8+T细胞PD-1、CD8+
 

T细胞PD-L1流式细胞图

表2  不同病理类型及TNM分期NSCLC患者外周血

   PD-1、PD-L1比较(x±s,%)

临床特征 n
CD4+T细胞

PD-1
CD8+T细胞

PD-1
CD8+T细胞

PD-L1

病理类型

 腺癌 40 24.20±5.89 18.96±3.79 33.20±6.38

 鳞状细胞癌 30 26.82±5.70 19.92±3.98 31.47±5.97

 t 1.867 1.026 1.154

 P 0.066 0.308 0.253

TNM分期

 Ⅰ~Ⅱ期 27 19.87±2.58 15.31±2.23 26.55±3.18

续表2  不同病理类型及TNM分期NSCLC患者外周血

   PD-1、PD-L1比较(x±s,%)

临床特征 n
CD4+T细胞

PD-1
CD8+T细胞

PD-1
CD8+T细胞

PD-L1

 Ⅲ~Ⅳ期 43 28.74±3.72 21.92±3.28 36.17±4.34

 t 10.846 9.208 9.951

 P <0.001 <0.001 <0.001

2.4 NSCLC患者外周血PD-1、PD-L1表达与CEA、
CYFRA21-1的 相 关 性  Pearson相 关 分 析 显 示,
NSCLC患者外周血CD4+T细胞PD-1、CD8+

 

T细胞
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PD-1、CD8+T细胞PD-L1表达水平与血清肿瘤标志

物CEA、CYFRA21-1表 达 水 平 均 呈 正 相 关(P<
0.05)。见表4。

表3  对照组与NSCLC组血清肿瘤标志物CEA、

   CYFRA21-1比较(x±s,ng/mL)

组别 n 血清CEA 血清CYFRA21-1

对照组 30 1.52±0.38 1.95±0.54

NSCLC组 70 38.47±5.72 12.16±3.02

t 35.246 18.341

P <0.001 <0.001

表4  NSCLC患者外周血PD-1、PD-L1表达与

   CEA、CYFRA21-1的相关性

指标
CEA

r P

CYFRA21-1

r P

CD4+T细胞PD-1 0.475 <0.001 0.482 <0.001

CD8+T细胞PD-1 0.390 <0.001 0.455 <0.001

CD8+T细胞PD-L1 0.540 <0.001 0.543 <0.001

2.5 对照组与NSCLC组Treg细胞、Th17细胞表达

比较 NSCLC组患者的Treg细胞、Th17
 

细胞表达

均高于对照组(P<0.05)。见表5、图3、4。
2.6 NSCLC患者外周血PD-1、PD-L1表达与Treg
细胞、Th17细胞的相关性 Pearson相关分析显示,
NSCLC患者CD4+T细胞PD-1、CD8+

 

T细胞PD-1、
CD

 

8+T细胞PD-L1表达水平与 Treg细胞、Th17

细胞表达水平均呈正相关(P<0.05)。见表6。
表5  对照组与NSCLC组Treg细胞、Th17

   细胞表达(x±s,%)

组别 n Treg Th17
 

对照组 30 3.96±0.99 0.42±0.13

NSCLC组 70 6.78±1.96 1.13±0.32

t 7.467 11.718

P <0.001 <0.001

  注:A为对照组Treg细胞、Th17细胞表达散点图;B为NSCLC组

Treg细胞、Th17细胞表达散点图。

图3  对照组与NSCLC组Treg细胞、Th17细胞

表达散点图

  注:A、B为对照组Treg细胞、Th17细胞;C、D为NSCLC组Treg细胞、Th17细胞。

图4  对照组与NSCLC组Treg细胞、Th17细胞流式细胞图

表6  NSCLC患者外周血PD-1、PD-L1表达与Treg
   细胞、Th17细胞的相关性

指标
Treg细胞

r P

Th17细胞

r P

CD4+T细胞PD-1 0.365 <0.001 0.420 <0.001

CD8+T细胞PD-1 0.472 <0.001 0.385 <0.001

CD8+T细胞PD-L1 0.543 <0.001 0.415 <0.001

3 讨  论

NSCLC是肺癌中最常见的亚型,其发病率和病

死率在全球范围内居高不下,中国每年新发病例超过

70万例,且腺癌比例呈上升趋势,可能与吸烟模式改

变、环境暴露和诊断技术的进步相关[7-8]。近年来,以
PD-1/PD-L1为靶点的免疫检查点抑制剂改善了晚期

NSCLC患者的预后,但疗效的个体差异仍有待解

决[9]。研究表明,肿瘤细胞通过PD-L1与 T细胞表

面PD-1结合诱导免疫检查点信号异常,不仅直接抑

制CD8+
 

T细胞毒性功能,而且通过调节Th17/Treg
平衡加剧免疫抑制微环境,从而促进肿 瘤 免 疫 逃

逸[10]。此外,肿瘤细胞能够直接通过细胞间接触或释
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放可溶性因子抑制淋巴细胞的活化和功能[11]。PD-1
可以活化T细胞和B细胞表面受体的表达,进而调控

这些免疫细胞的活化与增殖过程。当PD-L1与PD-1
受体特异性结合后,会触发免疫活性的负向调控机

制,同时诱导组织损伤的发生,尤其在肿瘤微环境中,
PD-L1与PD-1表达水平异常升高可能会削弱机体的

抗肿瘤免疫应答,直接刺激肿瘤细胞异常增殖[12]。提

示PD-1、PD-L1在NSCLC的发病机制中具有关键性

调控作用。因此,解析NSCLC患者外周血PD-1、PD-
L1表达水平与肿瘤标志物、病理分期的关系,对优化

NSCLC精准治疗策略至关重要。
既往研究显示,PD-1和PD-L1在不同类型肿瘤

组织中的高表达常与患者不良预后相关,然而将其作

为预后标志物尚有争议[13]。主要归因于组织样本中

PD-L1表达水平的空间异质性、阳性判定标准的不统

一以及检测抗体的差异性。此外,PD-L1检测结果还

受限于活检取材时间点的选择、肿瘤组织成分的构成

差异以及原发灶与转移灶间的表达水平差异,导致检

测结果的可重复性低。多种共刺激分子不仅以跨膜

形式存在,而且可通过分泌型可溶形式参与调控过

程。研究显示,乳腺癌患者血清中PD-L1呈现异常高

表达状态,且该分子参与调控乳腺上皮细胞的增殖与

凋亡进程[14]。陆小华等[15]针对肝癌的临床研究发

现,中晚期患者外周血PD-1水平与肿瘤数量、分化程

度、临床分期及血管侵犯呈正相关,并且PD-1高表达

水平患者总生存率低于PD-1低表达水平患者,提示

PD-1通过与其配体结合干扰细胞内信号传导通路,
进而抑制T淋巴细胞的增殖活化及细胞周期进程,同
时下调抗肿瘤相关蛋白表达,最终加速肿瘤细胞的转

移进程 并 推 动 疾 病 恶 性 进 展。本 研 究 结 果 显 示,
NSCLC组患者的外周血CD4+T细胞PD-1、CD8+T
细胞PD-1、CD8+T细胞表面PD-L1表达率均高于对

照组,且Ⅲ~Ⅳ期患者表达较Ⅰ~Ⅱ期进一步升高,
提示外周血PD-1、PD-L1可能与NSCLC的发生及肿

瘤进展有关。NSCLC肿瘤细胞通过基因组不稳定性

和表观遗传学改变持续维持PD-L1的高表达状态,同
时借助外泌体转运或膜蛋白裂解方式将可溶性PD-
L1释放至外周循环系统[16]。此外,在慢性抗原持续

刺激的微环境中,肿瘤浸润淋巴细胞与外周T细胞逐

渐呈现功能耗竭特征,其表面的PD-1受体经金属蛋

白酶介导的酶切作用转化为可溶性形式,导致负反馈

信号放大并抑制远端免疫效应[17]。Ⅲ~Ⅳ期患者随

着肿瘤负荷加重及转移灶形成,微环境中促炎因子水

平上升,可诱导肿瘤细胞PD-L1表达水平及髓系来源

抑制细胞扩增,后者通过分泌外周血PD-1加剧全身

性T细胞功能失调[18]。近期研究也证实,NSCLC患

者TNM分期与其T淋巴细胞PD-1的表达水平呈正

相关,NSCLC患者生存期与其PD-1表达水平呈负相

关[19]。外周血PD-1、PD-L1表达水平在病程发展中

呈上升趋势,其变化可能反映NSCLC免疫逃逸机制

的异质性。
CEA是临床应用最为广泛的糖蛋白类肿瘤标志

物,在60%~80%的肺癌患者中异常升高,与肿瘤细

胞黏附转移及 Wnt/β-catenin通路异常激活相关[20]。
CYFRA21-1也是一种重要的肿瘤标志物,尤其是在

NSCLC患者的血清或胸腔积液中浓度升高时,提示

病情进展,该标志物的浓度与肺癌的分期呈正相关,
其检测灵敏度随疾病进展逐步提升[21]。本研究显示,
NSCLC患者血清CEA、CYFRA21-1表达水平高于

对照组,且外周血PD-1、PD-L1与这两种标志物呈正

相关,提示外周血PD-1、PD-L1与肿瘤负荷及恶性表

型存在协同调控网络。CEA通过与肿瘤相关巨噬细

胞表面TLR2受体结合,刺激IL-10、TGF-β等免疫抑

制因子的分泌,从而促进肿瘤细胞及其外泌体中PD-
L1的过度表达;而CYFRA21-1作为细胞损伤标志

物,其表达水平升高可能反映肿瘤坏死或化疗诱导的

DNA碎片释放,后者可通过激活cGAS-STING信号

通路间接增强PD-1/PD-L1介导的免疫逃逸[22]。
肿瘤微环境的免疫调控机制与肿瘤进展及患者

预后密切相关。
 

Th17细胞和Treg细胞是CD4+T细

胞的重要亚群,分别通过分泌IL-17等促炎因子和发

挥免疫抑制作用参与肿瘤微环境调控[23]。在NSCLC
中,Th17细胞能够触发局部炎症级联反应并促进新

生血管形成,Treg细胞则通过抑制效应T细胞活性

介导免疫逃逸。既往研究报道NSCLC患者外周血中

Treg和Th17细胞均呈高表达,提示二者在肺癌发生

发展过程中可能具有协同作用[24]。本研究结果也显

示,NSCLC组患者的Treg细胞、Th17
 

细胞表达水平

均高于对照组,与上述研究结果类似。并且本研究相

关性分析还显示,NSCLC患者 CD4+T细胞PD-1、
CD8+T细胞PD-1、CD8+T细胞PD-L1表达与Treg
细胞、Th17细胞表达均呈正相关。提示在NSCLC进

展过程中,PD-1/PD-L1通路的异常激活可能同时促

进Th17和Treg的扩增。一方面,PD-1/PD-L1信号

通过抑制T细胞受体通路下游的PI3K-AKT-mTOR
途径,削弱对 Treg分化的抑制作用,进而驱动 Treg
增殖;另一方面,肿瘤微环境中的IL-6、IL-23等炎症

因子可通过STAT3通路增强 Th17分化,而PD-L1
可通过增强STAT3磷酸化水平间接促进Th17细胞

活性[25-26]。
综上所述,NSCLC患者外周血T细胞PD-1、PD-

L1水平不仅与血清肿瘤标志物CEA、CYFRA21-1呈

正相关,且随 TNM 分期进展显著升高。此外,外周

血PD-1、PD-L1表达与Treg细胞和Th17细胞两种

免疫细胞亚群均存在正向关联。然而,本研究受限于

单中心研究样本量偏少且缺乏多癌种对照,可能限制
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结论的普适性。未来通过前瞻性队列及功能实验进

一步验证其协同调控机制。
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