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  摘 要:目的 探讨肺泡灌洗液微小RNA(miR)-200c、miR-203与非小细胞肺癌(NSCLC)患者免疫检查

点抑制剂相关性肺炎(ICIP)的关系。方法 选择2023年2月至2025年2月该院收治的106例接受免疫治疗

的NSCLC患者作为研究对象。收集所有患者入院时肺泡灌洗液样本,采用实时定量PCR检测 miR-200c、

miR-203的水平。根据是否发生ICIP,将患者分为ICIP组(n=17)和非ICIP组(n=89)。比较两组间肺泡灌

洗液miR-200c、miR-203水平的差异,绘制受试者工作特性(ROC)曲线分析 miR-200c、miR-203对NSCLC患

者发生ICIP的预测价值,采用多因素Logistic逐步回归分析探讨NSCLC患者发生ICIP的独立影响因素。结

果 ICIP组患者肺泡灌洗液 miR-200c、miR-203水平均高于非ICIP组(P<0.05)。肺泡灌洗液 miR-200c、

miR-203预测NSCLC患者发生ICIP的曲线下面积(AUC)分别为0.806(95%CI:0.761~0.856)、0.729(95%
CI:0.684~0.779),二者联合的AUC为0.904(95%CI:0.859~0.954),联合预测的效能优于任一单一指标

(Z=2.841、3.562,P<0.05)。ICIP组临床分期为Ⅳ期、接受靶向治疗及未接受抗血管生成治疗的人数占比高

于非ICIP组(P<0.05)。多因素Logistic逐步回归分析显示:Ⅳ期临床分期(OR=1.980,95%CI:1.146~
3.421)、未接受抗血管生成治疗(OR=2.248,95%CI:1.340~3.771)、肺泡灌洗液 miR-200c高表达(OR=
3.142,95%CI:1.787~5.526)、肺泡灌洗液 miR-203高表达(OR=2.768,95%CI:1.732~4.421)是NSCLC
患者发生ICIP的独立危险因素(P<0.05)。结论 肺泡灌洗液 miR-200c与 miR-203水平与 NSCLC患者

ICIP的发生密切相关,二者不仅可作为潜在的预测生物标志物,更是其发病过程的独立影响因素。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

relationship
 

between
 

miR-200c
 

and
 

miR-203
 

in
 

bronchoalveolar
 

lav-
age

 

fluid
 

and
 

immune
 

checkpoint
 

inhibitor-related
 

pneumonia
 

(ICIP)
 

in
 

patients
 

with
 

non-small
 

cell
 

lung
 

canc-
er

 

(NSCLC).Methods A
 

total
 

of
 

106
 

NSCLC
 

patients
 

who
 

received
 

immunotherapy
 

from
 

February
 

2023
 

to
 

February
 

2025
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

objects.Bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid
 

samples
 

were
 

collected
 

from
 

all
 

patients
 

upon
 

admission,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-200c
 

and
 

miR-203
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

quantitative
 

PCR.Patients
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

ICIP
 

group
 

(n=17)
 

and
 

the
 

non-ICIP
 

group
 

(n=89)
 

based
 

on
 

whether
 

ICIP
 

occurred.The
 

differences
 

in
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-200c
 

and
 

miR-203
 

in
 

bronchoalveo-
lar

 

lavage
 

fluid
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

compared.The
 

predictive
 

value
 

of
 

miR-200c
 

and
 

miR-203
 

for
 

ICIP
 

in
 

NSCLC
 

patients
 

were
 

investigated
 

by
 

the
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve.The
 

inde-
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pendent
 

influencing
 

factors
 

of
 

ICIP
 

in
 

NSCLC
 

patients
 

were
 

investigated
 

by
 

multivariate
 

Logistic
 

stepwise
 

re-
gression.Results The

 

levels
 

of
 

miR-200c
 

and
 

miR-203
 

in
 

bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid
 

in
 

the
 

ICIP
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

non-ICIP
 

group
 

(P<0.05).The
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

(AUC)
 

of
 

miR-200c
 

and
 

miR-
203

 

in
 

bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid
 

for
 

predicting
 

ICIP
 

in
 

NSCLC
 

patients
 

were
 

0.806
 

(95%CI:0.761-
0.856)

 

and
 

0.729
 

(95%CI:0.684-0.779),respectively.The
 

AUC
 

of
 

the
 

combination
 

of
 

miR-200c
 

and
 

miR-
203

 

was
 

0.904
 

(95%CI:0.859-0.954),demonstrating
 

superior
 

predictive
 

efficacy
 

compared
 

to
 

either
 

individ-
ual

 

marker
 

(Z=2.841,3.562,P<0.05).The
 

proportions
 

of
 

patients
 

with
 

clinical
 

stage
 

Ⅳ,receiving
 

targeted
 

therapy,and
 

not
 

receiving
 

anti-angiogenic
 

therapy
 

in
 

the
 

ICIP
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

non-ICIP
 

group
 

(P<0.05).multivariate
 

Logistic
 

stepwise
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

stage
 

Ⅳ
 

clinical
 

staging
 

(OR=1.980,95%CI:1.146-3.421),lack
 

of
 

anti-angiogenic
 

therapy
 

(OR=2.248,95%CI:1.340-3.771),

high
 

expression
 

of
 

miR-200c
 

in
 

bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid
 

(OR=3.142,95%CI:1.787-5.526),and
 

high
 

expression
 

of
 

miR-203
 

in
 

bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid
 

(OR=2.768,95%CI:1.732-4.421)
 

were
 

independent
 

risk
 

factors
 

for
 

ICIP
 

in
 

NSCLC
 

patients
 

(P<0.05).Conclusion The
 

levels
 

of
 

miR-200c
 

and
 

miR-203
 

in
 

bron-
choalveolar

 

lavage
 

fluid
 

are
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

occurrence
 

of
 

ICIP
 

in
 

NSCLC
 

patients.They
 

can
 

not
 

only
 

serve
 

as
 

po-
tential

 

predictive
 

biomarkers
 

but
 

also
 

are
 

independent
 

influencing
 

factors
 

in
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

ICIP.
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miR-203

  近年来,以程序性死亡蛋白-1/程序性死亡蛋白配

体-1抑制剂为代表的免疫检查点抑制剂疗法的应用,
为晚期非小细胞肺癌(NSCLC)的治疗带来了突破,大
大延长了部分患者生存期[1-2]。然而,免疫系统在被

激活以攻击肿瘤的同时,也可能误伤正常组织,引发

免疫检查点抑制剂相关性肺炎(ICIP)等一系列不良

事件[3]。ICIP可迅速进展为致命性呼吸衰竭,且该病

临床表现隐匿且缺乏特异性,影像学改变多样,易与

肺部感染、肿瘤进展等相混淆,目前缺乏灵敏且特异

的早期诊断生物标志物[4]。因此,探寻能够直接反映

肺部免疫微环境状态、并对ICIP发生具有预测价值

的生物标志物至关重要。肺泡灌洗液直接采集自肺

部病灶微环境,其成分变化能更直接、精准地反映肺

部的局 部 免 疫 状 态 与 病 理 生 理 过 程。微 小 RNA
(miR)是一类内源性的小非编码RNA分子[5]。研究

发现,在肺纤维化疾病中,miR-200c的表达异常与成

纤维细胞活化、胶原沉积及炎症因子释放密切相

关[6]。miR-203则被证实在慢性炎症环境中影响上

皮屏障完整性及免疫细胞浸润[7]。由于ICIP的病理

核心同样涉及肺部异常的炎症反应与组织损伤,甚至

可进展为肺纤维化,因此推测 miR-200c与 miR-203
在ICIP患者肺组织中的表达可能发生特征性改变。
基于此,本研究主要探讨肺泡灌洗液 miR-200c、miR-
203与NSCLC患者ICIP的关系。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2023年2月至2025年2月本

院收治的106例接受免疫治疗的NSCLC患者作为研

究对象,根据是否发生ICIP,将患者分为ICIP组(n=

17例)和非ICIP组(n=89例)。ICIP组中男12例,
女5例,年龄60~83岁,平均(70.53±6.94)岁,体重

指数(BMI)17.85~26.77
 

kg/m2,平均BMI(21.08±
2.41)kg/m2。非ICIP组中男60例,女29例,年龄

59~83岁,平均(70.94±6.83)岁,BMI
 

17.68~
25.38

 

kg/m2,平均BMI(21.31±2.38)kg/m2。两组

一般资料比较,差异无统计学意义(P>0.05),具有可

比性。本研究已通过本院医学伦理委员会审核(批
号:CZX2023-KY-041)。纳入标准:(1)符合 NSCLC
诊断标准[8],经病理组织学确诊的晚期(ⅢB~Ⅳ期)

NSCLC患者;(2)不可手术切除;(3)发生ICIP患者

符合ICIP的诊断标准[9];(4)临床资料完整且签署知

情同意书。排除标准:(1)治疗前经影像学证实存在

活动性肺部感染、肺栓塞、肺水肿或癌性淋巴管炎等

疾病者;(2)患有其他已知原因导致的间质性肺病者;
(3)胸部放疗史者;(4)合并其他系统原发性恶性肿瘤

者;(5)严重肝、肾功能不全者。

1.2 方法

1.2.1 资料收集 收集所有患者的临床资料,主要

包括年龄、性别、BMI、病理学分型、临床分期、免疫检

查点抑制剂类型、是否接受靶向治疗、是否接受抗血

管生成治疗、吸烟史、饮酒史等。

1.2.2 肺泡灌洗液 miR-200c、miR-203水平检测 
所有患者于入院后、在无菌操作下通过纤维支气管镜

进行肺泡灌洗术采集肺泡灌洗液样本。具体方法为:
将支气管镜楔入目标肺段支气管,随后分次注入并回

收37
 

℃无菌生理盐水,总量为100~120
 

mL。立即

将回收的灌洗液离心,小心分离上清液,分装后置于
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-80
 

℃超低温冰箱中统一保存备用。检测时,采用

TRIzol法从肺泡灌洗液上清中提取总RNA,并使用

Nanodrop微量分光光度计检测RNA纯度与浓度。随

后,应用TaKaRa公司的miRNA逆转录试剂盒将RNA
逆转录为cDNA。所使用的引物序列由生工生物工程

(上海)股份有限公司合成。miR-200c:正向引物5'-
CTAATACGCGGTATGAGGA-3',反向引物5'-TCCA

 

TATTACCGGCAATTAG-3'。miR-203:正向引物5'-G
 

TGAAATGTTAGGACCACTAG-3',反 向 引 物 5'-
CTAGTGGTCCTAACATTTCAC-3'。U6:正 向 引

物5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3',反 向 引 物 5'-
AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'。PCR反应体系

为20
 

μL,包含SYBR
 

Green
 

Premix
 

Ex
 

TaqⅡ
 

10
 

μL,正反向引物各0.8
 

μL,cDNA模板2
 

μL,以及无

菌无酶水6.4
 

μL。反应程序:95
 

℃预变性30
 

s;随后

进行95
 

℃
 

5
 

s、60
 

℃
 

30
 

s的40个循环。以U6
 

snR-
NA作为内参基因,通过2-ΔΔCt 法计算各样本中目标

miRNA的相对表达量。

1.3 统计学处理 采用SPSS26.0统计学软件进行

数据分析。符合正态分布的连续变量以x±s表示,
组间差异通过独立样本t检验;计数资料以例数或百

分率表示,组间比较采用χ2 检验或Fisher精确检验。
绘制受试者工作特征(ROC)曲线评估肺泡灌洗液

miR-200c与miR-203水平对NSCLC患者发生ICIP
的预测价值,曲线下面积(AUC)比较采用De-long检

验;采用多因素Logistic逐步回归筛选ICIP发生的独

立影响因素。检验水准α设定为0.05,以P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 两组患者肺泡灌洗液 miR-200c、miR-203水平

比较 ICIP组患者的肺泡灌洗液 miR-200c、miR-203
水平均高于非ICIP组(P<0.05)。见表1。

表1  两组患者肺泡灌洗液 miR-200c、miR-203水平

   比较(x±s)

组别 n miR-200c miR-203

非ICIP组 89 1.03±0.15 1.01±0.10

ICIP组 17 2.59±0.38 1.65±0.29

t 26.449 16.529

P <0.001 <0.001

2.2 肺泡灌洗液 miR-200c、miR-203对 NSCLC患

者发生ICIP的预测价值 肺泡灌洗液 miR-200c、

miR-203预测NSCLC患者发生ICIP的AUC分别为

0.806(95%CI:0.761~0.856)、0.729(95%CI:

0.684~0.779),二者联合的AUC为0.904(95%CI:

0.859~0.954),且联合预测的效能优于任一单一指

标(Z=2.841、3.562,P<0.001)。见表2。

2.3 NSCLC患者发生ICIP的单因素分析 ICIP组

临床分期为Ⅳ期、接受靶向治疗及未接受抗血管生成

治疗患者占比高于非ICIP组(P<0.05)。见表3。

表2  肺泡灌洗液 miR-200c、miR-203对NSCLC患者发生ICIP的预测价值

项目 AUC 95%CI 截断值 特异度 灵敏度 约登指数

miR-200c 0.806 0.761~0.856 1.70 0.651 0.908 0.559

miR-203 0.729 0.684~0.779 1.37 0.657 0.901 0.558

二者联合 0.904 0.859~0.954 - 0.856 0.865 0.721

  注:-表示无数据。

表3  NSCLC患者发生ICIP的单因素分析[x±s或n(%)]

项目 非ICIP组(n=89) ICIP组(n=17) t/χ2 P

年龄(岁) 70.94±6.83 70.53±6.94 0.232 0.817

性别 0.066 0.797

 男 60(67.42) 12(70.59)

 女 29(32.58) 5(29.41)

BMI(kg/m2) 21.31±2.38 21.08±2.41 0.364 0.716

病理学分型 0.006 0.940

 鳞癌 48(53.93) 9(52.94)

 腺癌 41(46.07) 8(47.06)

临床分期 4.411 0.036

 ⅢB期 40(44.94) 3(17.65)

 Ⅳ期 49(55.06) 14(82.35)
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续表3  NSCLC患者发生ICIP的单因素分析[x±s或n(%)]

项目 非ICIP组(n=89) ICIP组(n=17) t/χ2 P

免疫检查点抑制剂 0.691 0.406

 PD-1 78(87.64) 13(76.47)

 PD-L1 11(12.36) 4(23.53)

靶向治疗 6.878 0.009

 是 5(5.62) 5(29.41)

 否 84(94.38) 12(70.59)

抗血管生成治疗 4.448 0.035

 是 34(38.20) 2(11.76)

 否 55(61.80) 15(88.24)

吸烟史 0.138 0.710

 有 41(46.07) 7(41.18)

 无 48(53.93) 10(58.82)

饮酒史 0.047 0.828

 有 29(32.58) 6(35.29)

 无 60(67.42) 11(64.71)

2.4 影响NSCLC患者发生ICIP的多因素Logistic
逐步回归分析 以 NSCLC患者是否发生ICIP作为

因变量(否=0、是=1),将ICIP组临床分期(ⅢB期=
0,Ⅳ期=1)、靶向治疗(否=0,是=1)、抗血管生成治

疗(是=0,否=1)、肺泡灌洗液miR-200c(<1.70=0、

≥1.70=1)、肺 泡 灌 洗 液 miR-203(<1.37=0、

≥1.37=1)作为自变量进行多因素Logistic逐步回

归分析,结果显示:Ⅳ期临床分期(OR=1.980,95%
CI:1.146~3.421)、未接受抗血管生成治疗(OR=
2.248,95%CI:1.340~3.771)、肺泡灌洗液 miR-
200c高表达(OR=3.142,95%CI:1.787~5.526)、肺
泡灌洗液 miR-203高表达(OR=2.768,95%CI:

1.732~4.421)是NSCLC患者发生ICIP的独立危险

因素(P<0.05)。见表4。

表4  影响NSCLC患者发生ICIP的多因素Logistic逐步回归分析

变量 回归系数 标准误 Wald
 

χ2 P OR(95%CI)

Ⅳ期临床分期 0.683 0.279 5.993 0.014 1.980(1.146~3.421)

未接受抗血管生成治疗 0.810 0.264 9.414 0.002 2.248(1.340~3.771)

肺泡灌洗液miR-200c高表达 1.145 0.288 15.806 <0.001 3.142(1.787~5.526)

肺泡灌洗液miR-203高表达 1.018 0.239 18.143 <0.001 2.768(1.732~4.421)

3 讨  论

免疫检查点抑制剂的应用虽可改善晚期NSCLC
患者的生存预后,但其引发的ICIP已成为临床实践

中日益严峻的挑战[10]。ICIP临床表现隐匿且异质性

强,其诊断目前主要依赖于影像学排查与临床鉴别,
缺乏能够直接反映肺部局部免疫微环境紊乱的特异

性生物标志物,导致其早期识别、精准诊断及风险分

层面临困难[11-12]。因此,探寻来源于病灶局部的、能
够实时监测免疫反应动态的可靠生物学指标,对于深

化ICIP发病机制的理解及改善患者管理至关重要。
在免疫病理机制层面,NSCLC患者经免疫检查

点抑制剂治疗后,其免疫抑制性肿瘤微环境被逆转,
伴随淋巴细胞亚群比例失衡及大量炎症因子释放,这

一免疫稳态的破坏直接参与了ICIP的发生发展[13]。
在此过程中,具有免疫调节功能的 miRNA分子成为

连接异常免疫激活与肺组织损伤的关键环节[14]。

miR-200c作为关键调控因子,参与肿瘤的发生和发

展、心血管疾病及神经功能调节等多种病理生理过

程[15]。而位于染色体14q32-33区域的 miR-203,其
表达具有组织特异性,在多种恶性肿瘤中表达下调,
与疾病进展及化疗耐药性密切相关[16]。

本研究结果显示,ICIP组患者的肺泡灌 洗 液

miR-200c、miR-203水平均高于非ICIP组,提示二者

可能参与了ICIP的肺部免疫炎症病理过程。基于本

研究结果及现有文献,肺泡灌洗液中 miR-200c水平

的升高可能通过多种机制参与ICIP的病理进程。除
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通过调控 TGF-β信号通路参与上皮-间质转化进程

外,miR-200c还能直接调控肺部的免疫微环境[17]。
研究显示,miR-200c可通过靶向血管紧张素转换酶2
(ACE2)受体影响局部炎症反应,在急性肺损伤模型

中,miR-200c的上调与ACE2表达下降密切相关,而

ACE2相关通路对肺部炎症具有保护作用,这一机制

的失衡可能加剧ICIP患者的肺部炎症损伤[18-19]。同

时,miR-200c的表达异常会破坏肺泡上皮屏障的完整

性,促进免疫细胞异常浸润和炎症因子释放,这与

ICIP典型的病理特征相似[20]。这些发现支持 miR-
200c在肺部炎症-纤维化疾病谱系中的核心地位,提
示其可能是连接免疫异常激活与组织修复过程的重

要分子媒介。miR-203广泛参与免疫应答的调控,在
慢性炎症状态下能够促进多种炎症介质释放,并且在

肺部炎症性疾病中呈现特征性表达变化[21-22]。此外,

miR-203还参与辅助性T细胞17(Th17)细胞分化的

精细调控,而Th17/白细胞介素(IL)-17轴在多种肺

部炎症性疾病中扮演关键角色[23]。本研究观察到的

肺泡灌洗液miR-203水平升高,提示该 miRNA可能

通过上述多重机制共同促进ICIP特征性的肺部过度

炎症反应,其表达强度或许能够表征局部炎症反应的

剧烈程度。
本研究通过ROC曲线与多因素Logistic逐步回

归分析,进一步评估了肺泡灌洗液 miR-200c与 miR-
203对ICIP的预测价值及其独立影响。ROC曲线分

析结果显示,miR-200c与 miR-203均表现出良好的

判别能力,其中miR-200c的AUC为0.806,miR-203
的AUC为0.729,提示二者在区分ICIP风险方面均

具一定潜力。当二者联合预测时,AUC提升至0.
904,展现出优异的预测效能,表明 miR-200c、miR-
203可能通过互补或协同的病理生理途径参与ICIP
发生,联合检测有助于更全面评估肺部免疫微环境状

态,为ICIP的早期识别提供了新的实验室检测策略。
多因素Logistic逐步回归分析进一步显示,肺泡灌洗

液miR-200c与 miR-203的高表达是ICIP发生的独

立危险因素,其作用不依赖于常规临床病理指标。这

一发现强化了前述生物学功能研究的结论,即 miR-
200c可能通过调控上皮屏障功能与纤维化进程,而

miR-203则通过增强局部炎症应答,共同推动了ICIP
的病理进展。此外,多因素Logistic逐步回归分析还

发现临床分期、抗血管生成治疗也是 NSCLC患者发

生ICIP的独立影响因素。疾病进展至Ⅳ期时,较高

的肿瘤负荷与失调的免疫状态可能共同导致免疫稳

态破坏,持续抗原刺激与T细胞功能衰竭为后续过度

炎症反应创造了条件,从而更易触发ICIP[24]。抗血

管生成治疗后可促进肿瘤血管正常化、改善组织灌注

与氧合。血管系统的正常化有助于恢复免疫细胞有

序浸润和功能,减少血管渗漏所引发的组织水肿及免

疫细胞异常聚集,从而可能降低肺部免疫相关不良事

件的发生风险[25]。因此,在临床实践中需结合疾病分

期与治疗策略,以实现个体化免疫治疗风险管理。
综上所述,肺泡灌洗液 miR-200c、miR-203水平

与NSCLC患者ICIP的发生密切相关,二者不仅可作

为潜在的预测生物标志物,更是其发病过程的独立影

响因素。但本研究仍存在局限性。首先,此为单中

心、回顾性研究,样本量有限,可能存在选择偏倚,结
论有待大规模前瞻性队列验证。其次,研究未能对患

者进行长期随访,因而无法评估这两种 miRNA 对

ICIP患者远期预后的预测价值。此外,尽管通过多因

素分析控制了部分混杂因素,但潜在的未知或未测量

混杂可能对结果产生影响。未来研究将扩大样本并

进行多中心验证,深入探讨 miR-200c、miR-203在

ICIP发生发展中的具体作用机制。
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