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  摘 要:目的 研究伴肝转移性结直肠癌患者微卫星不稳定(MSI)率与程序性死亡配体1(PD-L1)/程序性

死亡受体1(PD-1)表达及预后的相关性。方法 选取2018年1月至2020年3月在该院诊断为结直肠癌的472
例患者作为研究对象,其中伴肝转移194例,无肝转移278例。采用免疫组化检测 MSI状态,根据 MSI状态分

为高频 MSI(MSI-H)组、低频 MSI(MSI-L)组及微卫星稳定(MSS)组。采用荧光定量PCR检测伴肝转移的结

直肠癌患者原发灶和转移灶内PD-L1、PD-1
 

mRNA表达水平,评价伴肝转移的结直肠癌患者的化疗近期疗效

及手术后的无进展生存情况。结果 伴肝转移的结直肠癌组织 MSI-H 率低于无转移的结直肠癌组织(P<
0.05),MSI-L率、MSS率高于无转移的结直肠癌组织(P<0.05);伴肝转移94例结直肠癌患者中,MSL-H组

低分化的比例、黏液腺癌的比例、淋巴结转移数目≥4个的比例、肝转移数目≥2个的比例、化疗前癌胚抗原

(CEA)的水平均高于 MSI-L组和 MSS组(P<0.05),原发灶及转移灶内PD-L1、PD-1的 mRNA表达水平均

高于 MSS组、MSI-L组(P<0.05),客观有效率、疾病控制率、累积无进展生存率均低于 MSS组、MSI-L组

(P<0.05)。结论 伴肝转移的结直肠癌原发灶内 MSI-H率降低,MSI-H与PD-L1/PD-1表达增加、化疗近

期疗效和远期预后不佳有关。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

correlation
 

between
 

microsatellite
 

instability
 

(MSI)
 

rate
 

and
 

ex-
pression

 

of
 

programmed
 

death
 

ligand
 

1
 

(PD-L1)/programmed
 

death
 

receptor
 

1
 

(PD-1)
 

and
 

prognosis
 

in
  

color-
ectal

 

cancer
 

patients
 

with
 

liver
 

metastasis.Methods A
 

total
 

of
 

472
 

patients
 

with
 

colorectal
 

cancer
 

in
 

the
 

hos-
pital

 

from
 

January
 

2018
 

to
 

March
 

2020
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

objects,including
 

194
 

patients
 

with
 

liver
 

metastasis
 

and
 

278
 

patients
 

without
 

liver
 

metastasis.The
 

MSI
 

status
 

was
 

detected
 

by
 

immunohistochemistry.
According

 

to
 

the
 

MSI
 

status,the
 

the
 

patients
 

were
 

divided
 

into
 

high
 

frequency
 

MSI
 

(MSI-H)
 

group,low
 

fre-
quency

 

MSI
 

(MSI-L)
 

group
 

and
 

microsatellite
 

stabilization
 

(MSS)
 

group.Quantitative
 

PCR
 

was
 

used
 

to
 

de-
tect

 

the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

PD-L1
 

and
 

PD-1
 

in
 

the
 

primary
 

and
 

metastatic
 

focus
 

of
 

colorectal
 

cancer
 

patients
 

with
 

liver
 

metastasis.The
 

short-term
 

efficacy
 

of
 

chemotherapy
 

and
 

progression
 

free
 

survival
 

after
 

sur-
gery

 

in
 

colorectal
 

cancer
 

patients
 

with
 

liver
 

metastasis
 

were
 

evaluated.Results The
 

MSI-H
 

rate
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

tissue
 

with
 

liver
 

metastasis
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

tissue
 

without
 

liver
 

metastasis
 

(P<0.05),and
 

the
 

MSI-L
 

rate
 

and
 

MSS
 

rate
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

tissue
 

without
 

liver
 

metastasis
 

(P<0.05).Among
 

94
 

colorectal
 

cancer
 

patients
 

with
 

liver
 

metastasis,the
 

proportion
 

of
 

low
 

differ-
entiation,the

 

proportion
 

of
 

mucinous
 

adenocarcinoma,the
 

proportion
 

of
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

≥4,the
 

pro-
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portion
 

of
 

liver
 

metastasis≥2,and
 

the
 

level
 

of
 

CEA
 

before
 

chemotherapy
 

in
 

the
 

MSI-H
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

MSI-L
 

and
 

MSS
 

groups
 

(P<0.05).The
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

PD-L1
 

and
 

PD-1
 

in
 

pri-
mary

 

and
 

metastatic
 

focus
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

MSS
 

and
 

MSI-L
 

groups
 

(P<0.05).Moreover,the
 

objec-
tive

 

effective
 

rate,disease
 

control
 

rate
 

and
 

cumulative
 

progression
 

free
 

survival
 

rate
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

MSS
 

and
 

MSI-L
 

groups
 

(P<0.05).Conclusion The
 

rate
 

of
 

MSI-H
 

in
 

primary
 

colorectal
 

cancer
 

with
 

liver
 

metastasis
 

is
 

reduced.MSI-H
 

is
 

related
 

to
 

the
 

increased
 

expression
 

of
 

PD-L1/PD-1,poor
 

short-term
 

efficacy
 

of
 

chemotherapy
 

and
 

long-term
 

prognosis.
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  微卫星指基因组中一段具有高度突变性的简单

重复序列,在DNA复制过程中微卫星序列发生增减

突变即为微卫星不稳定(MSI)。根据 MSI突变位点

数量的多少可划分为高频 MSI(MSI-H)、低频 MSI
(MSI-L)及微卫星稳定(MSS)。国内最新的结直肠癌

肝转移诊治指南[1-2]均推荐结直肠癌患者进行 MSI检

测,进而为精准制订治疗策略提供依据。结直肠癌

MSI-H的特点是早期 MSI-H 发生率约20%,晚期

MSI-H发生率(约5%)远低于早期[3]。早期结直肠

癌相关的研究认为,MSI-H 表明患者预后良好[4],且

MSI状态与程序性死亡配体1(PD-L1)/程序性死亡

受体-1(PD-1)的表达具有相关性[5];而发生远处转移

的晚期结直肠癌中 MSI-H 的临床意义尚存争议,其
与PD-L1表达的关系也不清楚。本研究将在发生肝

转移的转移性结直肠癌患者中分析 MSI状态与PD-
L1表达、化疗疗效的相关性。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2018年1月至2020年3月在

本院诊断为结直肠癌的472例患者作为研究对象。
纳入标准:(1)经活组织病理检查诊断为结直肠癌;
(2)伴肝转移和无转移的结直肠肿瘤;(3)有完整的临

床病理资料;(4)有完善的影像学资料可供评价肿瘤

分期及疗效。排除标准:(1)接受过放化疗或靶向治

疗;(2)既往有其他恶性肿瘤病史;(3)合并除肝脏以

外其他部位转移。纳入的472例结直肠癌患者中,伴
肝转移194例,无转移278例。本研究获得医院伦理

委员会批准,并取得所有患者的书面知情同意。

1.2 方法

1.2.1 MSI状态的检测及分组 取伴肝转移的结直

肠癌患者及无转移的结直肠癌患者的原发灶,根据指

南[1-2]推荐,采用免疫组化的方法检测 MSI。取病灶

组织蜡块,制作石蜡切片,对 MutL蛋白同系物1
(hMLH1)、MutS蛋白同系物2(hMLH2)、MutS蛋

白同系物6(hMLH6)进行免疫组化染色。由2名高

年资病理科医生在双盲条件下进行读片,在400倍镜

下随机观察5个视野,细胞核呈棕色或棕黑色颗粒为

阳性,阳性细胞占比<30%为阴性、≥30%为阳性。

hMLH1、hMSH2、hMSH6
 

3个蛋白中2个及以上表

达阴性判断为 MSI-H,1个表达阴性为 MSI-L,3个均

表达阳性为 MSS。根据伴肝转移的结直肠癌患者

MSI状态分为 MSI-H组、MSI-L组、MSS组。

1.2.2 PD-L1、PD-1
 

mRNA表达水平检测 取伴肝

转移的结直肠癌患者的原发灶和转移 灶,采 用 总

RNA提取试剂盒提取组织中的总RNA;采用cDNA
第一链合成试剂盒对总RNA进行逆转录、合成cD-
NA,采用荧光定量检测试剂盒对PD-L1、PD-1

 

mR-
NA表达水平进行荧光定量PCR检测。反应体系:

cDNA
 

1
 

μL、荧光定量检测反应混合液10
 

μL,正、反
向引物各0.6

 

μL,以去离子水补足至20
 

μL。PD-L1
引物序列:正向5'-TAGCTAGCTAGTTAGTC-3',反
向5'-TCCAGGCTAGCTAGCTTA-3';PD-1引物序

列:正向5'-CGTAGGCGTTATGCGTATT-3',反向

5'-ATGCTATGCGTAGTAGCGT-3'。在 荧 光 定 量

PCR仪上设置反应程序:95
 

℃
 

3
 

min,而后95
 

℃
 

15
 

s、特异性退火温度(PD-L1
 

60.0
 

℃、PD-1
 

62
 

℃、β-
actin

 

62.0
 

℃)25
 

s、72
 

℃
 

30
 

s,重复40个循环,反应

结束后得到循环曲线及循环阈值(Ct)。内参β-actin
引物序列:正向5'-TAGCGTATGCGTTAGCTGA-
3',反向5'-ATTGCTGGCTGATTGCGTA-3'。按照

公式2-ΔΔCt计算PD-L1、PD-1的mRNA表达水平。

1.3 化疗方案及疗效评价 根据指南[1-2]给予患者

FOLFOX系统性化疗方案,共治疗6个周期,化疗后

参照指南、按照实体瘤疗效评价标准分为完全缓解

(CR)、部分缓解(PR)、疾病稳定(SD)和疾病进展

(PD),计算客观有效率、疾病控制率。客观有效率=
CR率+PR率,疾病控制率=CR率+PR率+SD率。

1.4 手术预后的评价 伴肝转移的结直肠癌患者化

疗后进行结直肠癌原发灶和肝转移灶一期同步切除,
手术后进行随访,随访截止时间为2022年4月30
日,随访的终点事件为肿瘤发生复发或转移,据此计

算无进展生存时间。

1.5 统计学处理 采用SPSS21.0软件对数据进行
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统计学处理,计数资料以率或构成比表示,多组间比

较采用Fisher确切概率法;符合正态分布的计量资料

以x±s描述,多组间比较采用单因素方差分析;采用

K-M生存曲线分析手术预后的累积无进展生存率,多
组间比较采用Log-rank检验。以P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结  果

2.1 伴肝转移与无转移的结直肠癌组织 MSI状态比

较 伴肝转移的194例结直肠癌患者结直肠癌组织

MSI-H
 

11例(MSI-H 率 为5.67%),MSI-L
 

70例

(MSI-L率为36.08%),MSS
 

113例(MSS率为58.
25%);无转移的278例结直肠癌患者结直肠癌组织

MSI-H
 

56例(MSI-H 率为20.14%),MSI-L
 

84例

(MSI-L 率 为 30.22%),MSS
 

138 例 (MSS 率 为

49.64%)。经检验,伴肝转移的结直肠癌组织 MSI-H
率低于无转移的结直肠癌组织,MSI-L率、MSS率高

于无转移的结直肠癌组织,差异均有统计学意义(P<
0.05)。

2.2 伴肝转移的结直肠癌患者 MSI-H 组、MSI-L
组、MSS组临床病理特征比较 伴肝转移的结直肠癌

患者中,MSI-H 组、MSI-L组、MSS组患者性别、年
龄、原发灶位置比较,差异均无统计学 意 义(P>
0.05),分化程度、淋巴结转移数目≥4个、肝转移数目

≥2个、化疗前癌胚抗原(CEA)水平比较,差异均有统

计学意义(P<0.05);两两比较显示,MSL-H组低分

化的比例、黏液腺癌的比例、淋巴结转移数目≥4个的

比例、肝转移数目≥2个的比例、化疗前CEA水平均

高于 MSI-L组和 MSS组(P<0.05)。见表1。

表1  MSI-H组、MSI-L组、MSS组临床病理特征比较

项目 MSI-H组(n=11) MSI-L组(n=70) MSS组(n=113) χ2/t P

性别[n(%)] 0.706 0.700

 男 7(63.64) 36(51.43) 63(55.75)

 女 4(36.36) 34(48.57) 50(44.25)

年龄(x±s,岁) 60.39±11.59 59.83±8.49 62.03±9.12 0.318 0.270

原发灶位置[n(%)] 0.404 0.420

 左半结肠 2(18.18) 19(27.14) 22(19.47)

 右半结肠 7(63.64) 30(42.86) 64(56.64)

 直肠 2(18.18) 21(30.00) 27(23.89)

组织学类型[n(%)] 16.547 0.007

 高分化腺癌 1(9.09) 20(28.57) 42(30.97)

 中分化腺癌 1(9.09) 24(34.29) 45(33.63)

 低分化腺癌 5(45.45) 13(18.57) 14(15.93)

 黏液腺癌 4(36.36) 13(18.57) 12(19.47)

淋巴结转移[n(%)] 6.583 0.039

 <4个 2(18.18) 42(60.00) 61(53.98)

 ≥4个 9(81.82) 28(40.00) 52(46.02)

肝转移数目[n(%)] 7.658 0.021

 <2个 3(27.27) 48(68.57) 79(69.91)

 ≥2个 8(72.73) 22(31.43) 34(30.09)

化疗前CEA(x±s,ng/mL) 31.92±9.93 19.30±5.28 20.57±4.47 28.612 <0.001

2.3 伴肝转移的结直肠癌患者中 MSI-H组、MSI-L
组、MSS组原发灶及转移灶内PD-L1、PD-1表达水平

的比较 伴肝转移的结直肠癌患者中3组原发灶及

转移灶内PD-L1、PD-1表达水平比较,差异均有统计

学意义(P<0.05)。两两比较显示,MSI-H组原发灶

及转移灶内PD-L1、PD-1的 mRNA表达水平均高于

MSS组、MSI-L组,差异均有统计学意义(P<0.05)。
见表2。

2.4 MSI-H 组、MSI-L组、MSS组化疗近期疗效比

较 MSI-H组化疗近期疗效客观有效率、疾病控制率

均低于 MSI-L组、MSS组(P<0.05)。见表3。

2.5 
 

MSI-H组、MSI-L组、MSS组预后比较 随访

过程中,MSI-H组11例患者全部发生进展,MSI-L组

60例患者发生进展,MSS组90例患者发生进展。经

Log-rank检验,MSI-H 组的累积无进展生存率低于

MSI-L组和 MSS组(P<0.05);MSI-H 组与 MSI-L
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组化疗的累积无进展生存率比较,差异无统计学意义 (P>0.05)。见图1。

表2  伴肝转移的结直肠癌患者中 MSI-H组、MSI-L组、MSS组原发灶及转移灶内PD-L1、PD-1表达水平比较(x±s)

组别 n
原发灶

PD-L1 PD-1

转移灶

PD-L1 PD-1

MSI-H组 11 1.62±0.46ab 1.77±0.41ab 1.55±0.38ab 1.84±0.39ab

MSI-L组 70 1.08±0.25 1.04±0.25 0.97±0.18 1.06±0.26

MSS组 113 1.00±0.19 1.00±0.22 1.00±0.17 1.00±0.24

F 35.396 41.575 29.572 46.518

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与 MSS组比较,aP<0.05;与 MSI-L组比较,bP<0.05。

表3  MSI-H组、MSI-L组、MSS组化疗近期疗效

   比较[n(%)]

组别 n 客观有效率 疾病控制率

MSI-H组 11 2(18.18)ab 3(27.27)ab

MSI-L组 70 37(52.86) 47(67.14)

MSS组 113 65(57.52) 78(69.03)

χ2 6.168 7.255

P 0.046 0.027

  注:与 MSS组比较,aP<0.05;与 MSI-L组比较,bP<0.05。

图1  K-M生存曲线

3 讨  论

  结直肠癌的发生、发展过程中存在基因组不稳

定,包括 MSI、染色体不稳定及 CpG岛甲基化三方

面[6],其中 MSI在肿瘤发生、病理进展、预后转归中均

发挥了重要作用[7-8]。MSI的发生与错配修复基因突

变或异常表达导致的错配修复蛋白表达缺失有关,根
据基因突变数量不同 MSI被分为 MSI-H、MSI-L和

MSS,准确评估MSI的状态能够为制订精准的结直肠

癌治疗策略提供依据。
近些年,临床学者陆续开展了 MSI与结直肠癌的

相关研究,多数研究均支持早期结直肠癌中 MSI-H
的发生率高于晚期结直肠癌[7-8]。本研究对发生肝转

移的晚期结直肠癌和无转移的结直肠癌进行了 MSI
状态检测和比较,结果显示转移性结直肠癌的原发灶

内 MSI-H率明显降低(P<0.05),MSI-L率及 MSS
率明显升高(P<0.05),这一结果与既往研究结果一

致[7-9]。目前,MSI-H影响Ⅰ、Ⅱ期结直肠癌病理进展

及预后的研究结果已被广泛接受,Ⅰ、Ⅱ期结直肠癌

MSI-H往往提示预后生存良好,可能原因是 MSI-H
会促进细胞毒性T淋巴细胞、Th1淋巴细胞的浸润并

促进癌细胞的清除[10-11]。但目前关于晚期结直肠癌

中 MSI与病情的关系尚存争议。
当结直肠癌进展至晚期后,MSI-H造成的病灶内

淋巴细胞大量浸润会代偿性增加免疫检查点,促进癌

细胞发生免疫逃逸,并形成了有利于癌细胞生长的微

环境,在此基础上肿瘤病灶不断生长并出现相应病理

特征 的 改 变[12-13]。本 研 究 结 果 显 示,与 MSI-L 和

MSS的伴肝转移晚期结直肠癌患者比较,MSI-H 患

者的低分化和黏液腺癌比例更高、淋巴结转移数目和

肝转移数目更多、CEA水平更高(P<0.05)。另外,
目前关于 MSI状态的研究认为,MSI-L和 MSS在生

物学特征和临床特征上具有高度相似性,因而常常被

归为一类,本研究对 MSI-L患者和 MSS患者的比较

也未发现肿瘤病理特征的差异。以上结果表明,MSI-
H促进了伴肝转移晚期结直肠癌的病理进展,包括分

化程度变化、远处转移增多、CEA分泌增加。
研究认为,MSI-H在早期结直肠癌和晚期结直肠

癌中的生物学作用均与肿瘤局部的免疫应答有关,

MSI-H在结直肠癌早期促进淋巴细胞浸润、加强抗肿

瘤免疫应答,在结直肠癌晚期代偿性增加免疫检查

点、削弱 抗 肿 瘤 免 疫 应 答、促 进 癌 细 胞 的 免 疫 逃

逸[12-13]。有研究显示,结直肠癌免疫逃逸可能与PD-
L1/PD-1途径有关,PD-1是一个负性共刺激受体,

PD-L1与受体PD-1结合后能够向下游传导抑制性信

号,最终实现对淋巴细胞分化成熟及增殖的抑制效

应[14]。结直肠癌中PD-L1和PD-1高表达与病理进

展有关,二者也是预后不良的相关因素[15-16]。本研究

结果显示,MSI-H 组患者原发灶和转移灶中PD-L1
和PD-1水平均高于 MSI-L组和 MSS组,提示 MSI-
H在伴肝转移晚期结直肠癌的发生、发展过程中促进
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PD-L1/PD-1的表达,进而可能抑制抗肿瘤免疫应答、
促进癌细胞的免疫逃逸。

对于确诊结直肠癌时已发生肝转移的患者,指南

推荐采用系统性化疗方案进行辅助化疗,而后进行原

发灶和转移灶的切除手术[1-2]。一项胃癌相关的临床

研究证实,错配修复 MLH1表达缺失与化疗耐药相

关,提示 MSI状态可能影响化疗疗效,进而影响预

后[17]。本研究对伴肝转移的结直肠癌患者进行新辅

助化疗,通过近期疗效的评价可知:MSI-H患者的客

观有效率、疾病控制率均低于 MSI-L患者和 MSS患

者(P<0.05),提示 MSI-H会影响伴肝转移的晚期结

直肠癌患者的化疗疗效。在新辅助化疗完成后进行

手术切除,通过随访可知 MSI-H 患者的累积无进展

生存率均低于 MSI-L患者和 MSS(P<0.05),提示

MSI-H降低会对伴肝转移的晚期结直肠癌患者的预

后产生不利影响。
综上所述,伴肝转移的结直肠癌原发灶内 MSI-H

率降低,MSI-H与分化程度变化、淋巴结和肝脏转移

增加、CEA分泌增多等病理进展有关,也与PD-L1/

PD-1表达升高、化疗近期疗效和远期预后不佳有关。
本研究结果为认识 MSI状态在转移性结直肠癌中的

作用提供了一定依据,提示检测 MSI对评估转移性结

直肠癌病理进展和预后、制订精准治疗方案具有积极

价值。
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