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摘 要!$目的% 探讨
'(!)*

单抗对
+,-.

敏感性突变肺癌细胞
'(!)*

的表达及对增殖的影响&

$方法% 选取
!"*1

年
%

月至
!"*0

年
0

月在我院呼吸内科治疗的非小细胞肺癌患者
2"

例为研究
对象"同时选取同期来我院检查的健康人群

&"

例为对照& 采集外周静脉血"测定血清标本中游离
'(!)*

'

3'(!)*

(蛋白含量& 建立肺癌细胞与
4

细胞共培养体系& $结果% 肺鳞癌组与肺腺癌组
3'(!

)*

的表达水平明显高于对照组)

'5"6""*

("而肺鳞癌组与肺腺癌组
3'(!)*

表达水平无统计学差异
!

78!6%0/

"

'8"6"02

(*野生组与突变组
3'(!)*

表达水平亦无统计学差异)

78!6!*%

"

'8"6"$1

(+

3'(!)*

表达量与患者性别,年龄,分期无相关性!

'""6"%

("而与患者的吸烟史,肿瘤转移相关!

'#"6"%

(+

+,-.

敏感型
3'(!)*

表达率明显高于
+,-.

野生型 !

78*!6&2%

"

'5"6""*

(+ 加入
'(!)*

单抗后"

+,-.

的
3'(!)*

的表达水平有明显下降趋势" 而
+,-.

野生型与治疗前无统计学差异 !

78!6*%/

"

'8"6$%0

(+

'(!)*

单抗使用后"

'9$

,

:990!1

等
+,-.

敏感型细胞株共同体系中
4

细胞明显增加+

$结论%

3'(!*

表达与
+,-.

敏感性无明显相关性"而与患者是否吸烟,肿瘤转移相关+ 与此同时"

+,-.

敏感突变肺癌细胞行
'(!)*

单抗干预后"

3'(!)*

的表达量明显降低"

4

细胞增殖明显+

主题词!肺肿瘤*皮生长因子受体*程序性死亡配体*

'(!)*

单抗
中图分类号!

.1&/6!

文献标识码!

;

文章编号!

*21*<#1=>

"

!=#$

#

=&<=!=$<=/

?@A

!

#=6##1&%BC6A33D6*21*<*1=>6!=*$6=&6E==1

+FFGH7 @F ;D7A '(!)# I@D@HJ@DKJ ;D7AL@?M @D '(!)# +NOPG33A@D

KD? 'P@JAFGPK7A@D AD +,-. QGD3A7ARG IS7KD7 )SDT 9KDHGP 9GJJ3

)U 'GDT

!

)V >AK@!?@DT

!

9:;W, XS!NA

!

!"#$# %&'()#*)+, -#*','./ 0'12)3+,

"

455),)+3"6 7+#*"& !'12)3+, '5 89"#.:9'; <#)("&1)3/

"

89"#.:9';

/%===0

"

79)#+

(

!"#$%&'$

-$

YLCGH7ARG

%

4@ ADRG37ATK7G 7ZG GFFGH7 @F '(!)* [@D@HJ@DKJ KD7AL@?M @D 7ZG GNOPG33A@D @F '(!

)* KD? OP@JAFGPK7A@D @F +,-.!3GD3A7ARG [S7KD7 JSDT HKDHGP HGJJ36

$

IG7Z@?3

%

QAN7M OK7AGD73 \A7Z D@D!

3[KJJ HGJJ JSDT HKDHGP ]WQ9)9^ 7PGK7G? AD @SP PG3OAPK7@PM ?GOKP7[GD7 FP@[ IKM !"*1 7@ ;STS37 !"*0

\GPG GDP@JJG? AD 7ZG 37S?M

"

KD? &" ZGKJ7ZM 3SLCGH73 3GPRG? K3 7ZG H@D7P@J TP@SO6 'GPAOZGPKJ RGD@S3 LJ@@?

\K3 H@JJGH7G? 7@ ?G7GP[ADG 7ZG H@D7GD7 @F FPGG '(!)* AD 3GPS[ 3K[OJG3 ]3'(!)*^6 ; H@!HSJ7SPG 3M37G[ @F

JSDT HKDHGP HGJJ3 KD? 4 HGJJ3 \K3 G37KLJA3ZG?6

$

.G3SJ73

%

4ZG GNOPG33A@D @F 3'(!)* AD OK7AGD73 \A7Z JSDT

3_SK[@S3 HGJJ HKPHAD@[K KD? 7Z@3G \A7Z JSDT K?GD@HKPHAD@[K \K3 3ATDAFAHKD7JM ZATZGP 7ZKD 7ZK7 AD H@D!

7P@J TP@SO ]'5"6""*^

"

LS7 7ZGPG \K3 D@ 3ATDAFAHKD7 ?AFFGPGDHG AD 7ZG GNOPG33A@D @F 3'(!)* LG7\GGD JSDT

3_SK[@S3 HGJJ HKPHAD@[K TP@SO KD? JSDT K?GD@HKPHAD@[K TP@SO ]78!6%0/

"

'8"6"02^

"

KD? 7ZGPG \K3 D@

3ATDAFAHKD7 ?AFFGPGDHG LG7\GGD \AJ? 7S[@P TP@SO KD? [S7KD7 7S[@P TP@SO ]78!6!*%

"

'8"6"$1^6 4ZG GN!

OPG33A@D @F 3'(!)* \K3 D@7 H@PPGJK7G? \A7Z TGD?GP

"

KTG KD? 37KTG ]'`"6"%^

"

LS7 H@PPGJK7G? \A7Z 3[@aADT

ZA37@PM KD? 7S[@P [G7K37K3A3]'5"6"%^6 4ZG GNOPG33A@D PK7G @F 3'(!)* AD +,-.!3GD3A7ARG 7MOG \K3 3ATDAF!

AHKD7JM ZATZGP 7ZKD 7ZK7 AD +,-.!\AJ? 7MOG ]78*!6&2%

"

'5"6""*^ LGF@PG 7ZG 7PGK7[GD7 \A7Z '(!)* [@D@!

HJ@DKJ KD7AL@?M6 ;F7GP K??ADT '(!)* [@D@HJ@DKJ KD7AL@?M

"

7ZG GNOPG33A@D @F ['(!)* AD +,-.!3GD3A7ARG

7MOG ?GHPGK3G? 3ATDAFAHKD7JM

"

LS7 7ZGPG \K3 D@ 3ATDAFAHKD7 ?AFFGPGDHG LGF@PG KD? KF7GP 7PGK7[GD7 AD \AJ?!

7MOG +,-. 7MOG ]78!6*%/

"

'8"6$%0^6 ;F7GP '(!)* [@D@HJ@DKJ KD7AL@?M 7PGK7[GD7

"

7ZG DS[LGP @F 4 HGJJ3

AD H@!HSJ7SPG 3M37G[ \A7Z +,-.!3GD3A7ARG HGJJ JADG3 ]9$

"

:990!1^ \K3 ADHPGK3G? 3ATDAFAHKD7JM6

$

9@D!

HJS3A@D

%

4ZG GNOPG33A@D @F 3'(!* A3 D@7 H@PPGJK7G? \A7Z +,-. 3GD3A7ARA7M

"

LS7 \A7Z 3[@aADT KD? 7S[@P

[G7K37K3A36 +NOPG33A@D @F 3'(!)* A3 ?GHPGK3G? AD +,-.!3GD3A7ARG [S7KD7 JSDT HKDHGP HGJJ3 7PGK7G? \A7Z

'(!)* [@D@HJ@DKJ KD7AL@?M

"

\ZAHZ A3 K33@HAK7G? \A7Z OP@JAFGPK7A@D @F 4 HGJJ36

()"*+'$ ,-%.#

-

JSDT DG@OJK3[3

*

3aAD TP@\7Z FKH7@P PGHGO7@P

*

OP@TPK[[G? ?GK7Z JATKD?

*

'(!)* [@D@!

HJ@DKJ KD7AL@?M

基金项目!河南省医学科技攻关计划项目"

!"*0"!"%"1

#

通信作者!李鹏!博士$河南省肿瘤医院
B

郑州大学附属肿瘤医院呼吸内科!河南省郑州市金水区纬四路
$

号%

/%"""0

&$

+![KAJ

'

*%"&2"*&%!&b*2&6H@[

收稿日期!

!"*0<"1<!%

$修回日期!

!"*0<*!<*/

专
题
报
道

!"$



肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
&

期

'()*+,- (. /01+232 4+5(-(678!"9$8:(-;!%8<(;&

大多数晚期非小细胞肺癌!

+(+!3=,-- 52-- -)+6

5,+52*

"

<>/?/

#均有明确的基因突变"且在肿瘤的

发生发展中起到了关键性的作用 $

9

%

"其中表皮生长

因子受体&

@2A1B02-1,- 6*(CB0 .,5B(* *252AB(*

"

DEFG

#已

经成为重要的治疗靶点'多项研究表明"在肿瘤发展

过程中"程序性死亡受体
!9@A*(6*,==2H 52-- H2,B0!

9

"

IJ!9K

组成的信号通路可介导肿瘤的免疫逃逸 $

!

%

'

本研究旨在探讨
IJ!?#

单抗对
DEFG

敏感型突变

肺癌细胞
3IJ!?#

表达及其对增殖的影响'

#

资料与方法

!"!

研究对象

回顾性收集
!L9M

年
%

月至
!L9N

年
N

月在我院

呼吸内科治疗的非小细胞肺癌患者共
OL

例为研究

对象"其中男性
!O

例"女性
&P

例"年龄
&%QMO

岁"

平均年龄!

%!;%"O;N

(岁)

!R

期
$

例*

!S

期
#!

例"

"

期
&$

例'其中肺腺癌
&P

例"肺鳞癌
!O

例)同时选

取同期来我院检查的健康人群
&L

例为对照组'其中

男性
#P

例" 女
#O

例" 年龄
&OQMN

岁" 平均年龄

&

%P;!"O;O

(岁' 纳入标准$

&

%

+

#

非小细胞肺癌患者按

照肺肿瘤病理学和遗传学分类标准 &

!LLP

( 进行分

类" 且按照国际肺癌研究学会公布的非小细胞肺癌

!Q"

期的分期标准进行分期)

$

行荧光定量
I/G

检测
DEFG

基因突变结果'排除标准+除非小细胞肺

癌外还伴有其余肿瘤者'患者均知情同意"同时经医

院伦理委员会批准'

!"#

主要试剂

GITU!#OPL

培养基购于美国
E1V5(

公司 )

9"W

胎牛血清购于美国
X75-(+2

公司)

#W

青霉素购于美

国
E1V5(

公司*阻断型抗
IJ!?#

单克隆抗体
!X##

'

!"$

主要器材与仪器

DEFG

敏感基因突变肺癌细胞株&

I/$

*

X//N!M

(*

DEFG

野生型肺癌细胞株&

R%P$

*

X#!$$

()温控离心

机购于法国
'(),+

公司)

F/%LL

流式细胞仪*

DYA(&!

T)-B15(=A

软件购于美国
S25Z=,+!/()-B2*

公司'

!"%

方 法

#;P;#

标本收集

患者入院次日" 抽取静脉血
%=-

" 静止
&L=1+

后"将血液标本进行离心
#%=1+

"

!LLL*[=1+

' 取上清

液"并置于
!NL#

的环境下保存"以待统一处理' 与此

同时"将患者与志愿者的临床资料进行记录统计'

9;P;!

测定血清标本中
3IJ!?9

蛋白含量

将抗
IJ!?9

单抗稀释至
&6[=-

后包被
D?U>R

酶

标板"放入
P$

环境下"过夜' 于次日进行
IS>

洗涤"

以
&WS>R !%$

封闭
OL=1+

后"再次行
IS>

洗涤' 随

后依次加入
IJ!?9 96

融合蛋白*

V1(B1+!9LJM

*

>B*2A!

B,\1H1+!XGI

* 辣根过氧化物酶的反应底物
]TS

"每

次反应完成后"皆行
&

次
IS>

洗涤'最后加入
X!>4P

以 终 止 反 应 ' 最 后 用 酶 标 仪 检 测 吸 光 度 值

&

RP%L==

("并制定标准曲线"以检测
3IJ!?9

含量$

P

%

'

9;P;&

肺癌细胞株培养

对肺癌细胞株突变型
I/$

*

X//N!M

以及野生

型的
R%P$

*

X9!$$

进行常规复苏 " 并置于
GITU!

9OPL

培养基中进行培养" 对细胞生长状况进行观

察"并取对数生长期的细胞进行实验'建立肺癌细胞

与
]

细胞培养体系"采用抗
IJ!?9

单抗对体系中的肺

癌细胞与
]

淋巴细胞进行干预'用流式细胞柱法检测

抗
IJ!?9

单抗对肿瘤表面
IJ!?9

表达的影响' 用

//^!N

法检测
IJ!?#

单抗对
]

淋巴细胞增殖的影响'

!"&

统计学处理

数据应用
>I>>#N;L

进行分析"其中计数资料进

行
%

! 检验"计量资料进行
B

检验'

I%L;L%

为差异有统

计学意义'

!

结 果

#"!

肺癌
3IJ!?#

表达水平

肺鳞癌组与肺腺癌组
3IJ!?#

的表达水平明显

高于对照组&

I_L;LL#

("而肺鳞癌组与肺腺癌组
3IJ!?#

表达水平无统计学差异&

B`!;%NP

"

I`L;LNO

(

a],V-2 9b

'

肺腺癌患者荧光定量
I/G

检测
DEFG

基因突

变结果显示"

DEFG9$

号外显子突变患者
9L

例"

!9

号外显子突变患者
9!

例" 将这
!!

例患者划分为突

变组'

DEFG

敏感基因未发生突变者
9!

例"划分为

野生组' 野生组
3IJ!?9

水平&

9;PO%&L;&%L+6[=-

(与

突变组 &

9;PMN&L;&!%+6[=-

(

3IJ!?9

表达水平无统计

学差异&

B`!;!9%

"

I`L;L$M

('

#"# 3IJ!?9

表达水平与肺癌病理特征间的关系

肺腺癌患者血清中
3IJ!?9

表达量的中位数为

9;9P%+6[=-

" 以其为界值"

!9;9P%+6[=-

为高表达"

%

9;P9%+6[=-

为低表达'

3IJ!?9

表达量与患者性别*年

!9L
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B,C"D1

!

!

,

D)E

5F+(5BB7)8

.7GH

5F+(5BB7)8

'58I5( J@K5 = 0

1<!%0 1<!%3

?5L@K5 1; 11

2G5MN5@(B )KIO !=" 0 /

1<&%% 1<&%/

#=" $ 1"

PL)Q78G R5B % 1!

=<&%0 >"<""1

S) 11 =

P9@G5 " = 0

"<!=% &<%/3

# 1" 11

J59@B9@B7B J" $ &
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J1T& 0 1%

'()*+ S B,C"1 K5:5K

!

8GULK

"

D*8G BV*@L)*B A5KK A@(A78)L@ != 1<3"%!"<3!1

D*8G @I58)A@(A78)L@ &3 1<30/!"<&!%

-)89()K G()*+ &" 1<""%!"<!1%

龄#分期无相关性!

,$"<"%

"$而与患者的吸烟史#肿瘤

转移相关!

,#"<"%

"

MW@XK5 !O

%

!"# Y'?Z

敏感突变肺癌细胞株
B,C"D1

表达情况

加入
,C"D1

单抗前$

Y'?Z

敏感型
B,C"D1

表达

率明显高于
Y'?Z

野生型!

9[1!<&=%

$

,>"<""1

"$而加

入
,C"D1

单抗后$

Y'?Z

的
B,C"D1

的表达水平有明

显下降趋势$ 而
Y'?Z

野生型与治疗前无统计学差

异!

9[!<1%3

$

,["<$%/

"

MW@XK5 &O

%

!"$

抗
,C"D1

单抗对共同培养体系中
W

细胞增殖

的影响

,C"D1

单抗使用后$

,-$

#

.--/!0

等
Y'?Z

敏

感型细胞株共同体系中
W

细胞明显增加 !均
,>

"<""1

"$ 而
.1!$$

#

23$

等野生型干预前后无统计

学差异!

9[%<=%/

$

3<%/!

$

,[1<&%/

$

1<=%/

"

MW@XK5 3O

%

&

讨 论

随着分子生物学与信号传导研究的深入$有

研究表明
,C"1

单抗$纳武单抗!

S7:)K*L@X

"联合

厄洛替尼 !

Y'?Z

酪氨酸激酶抑制剂$

Y'?Z"W\]

"

等药物$ 在
Y'?Z

敏感性基因突变的晚期非小细

胞肺癌患者治疗中$ 能够明显提高客观缓解率及

生存时间$但也有研究不支持该结果$因此目前尚

无可用于一线治疗的证据 &

%

'

% 本研究利用体外实

验$ 以探究抗
,C"D1

单抗对
Y'?Z

敏感突变肺癌

细胞
,C"D1

的表达及对
W

细胞增殖的影响%

,C"D1

是
,C"1

的一个配体$ 是
40

家族中的

一员$ 常表现在
W

淋巴细胞#

4

淋巴细胞以及
S\

细胞的表面$ 并且其存在能够参与
W

淋巴细胞的

免疫应答&

=

$

0

'

% 本研究肺癌患者的血标本行
B,C"D1

表达水平检测结果显示$ 肺鳞癌组与

肺腺癌组
B,C"D1

的表达水平明显高

于对照组 $ 而肺鳞癌组与肺腺癌组

B,C"D1

表达水平无明显差异 % 同时

Y'?Z1$

号外显子突变患者
1"

例$

!1

号外显子突变患者
1!

例$ 将这
!!

例

患者划分为突变组(

Y'?Z

敏感基因未

发生突变者
1!

例划分为野生组% 野生组与突变组

B,C"D1

表达水平亦无明显差异!

,["<"$0

"% 根据肺

腺癌血清中
B,C"D1

的表达水平$

!1<13%8GULK

为高

表达$

#1<31%8GULK

为低表达%

B,C"D1

表达量与患者

性别#年龄#分期无相关性!

,$"<"%

"$而与患者的吸

烟史#肿瘤转移相关!

,#"<"%

"$表明
B,C"D1

表达水

平与与
Y'?Z

敏感性无明显相关性$ 而与患者是否

吸烟#肿瘤转移相关%

已 有 研 究 证 明 $

JY\UYZ\

#

PW2W&

#

,]&\U2Q9

#

^2\UPW2W

等通路皆参与肿瘤细胞
,C"D1

的表达调

控&

/

'

%亦有研究表明$在非小细胞肺癌中$

Y'?Z

是常

见的突变基因之一$其可以与胞外配体结合$并行同

源
U

异源二聚化$从而促使胞内氨基酸残基进行自身

磷酸化&

$

'

% 被激活的受体具有募集信号复合体的作

用$ 从而激活信号转导通路$ 例如
Z@BUZ@6UJY\

#

%&'() * +,-.&/01,2 ,3 145!6* )7./)110,2 02 '(,,8 1&-.()1

%&'() ! 9)(&:0,21;0. '):<))2 145!6* )7./)110,2 &28

.&:;,(,=0>&( 3)&:?/)1 ,3 (?2= >&2>)/

%&'() # 145!6@ )7./)110,2 ,3 ABC9 1)210:0D) -?:&:)8

02 (?2= >&2>)/ >)(( (02)1

%&'() $ A33)>: ,3 &2:0 45!6@ -,2,>(,2&( &2:0',8E ,2 % >)(( ./,(03)/&:0,2

02 >,!>?(:?/) 1E1:)-

WN+5 P9(@78

YF+(5BB7)8 (@95 )6 B,C"D1M_O

456)(5

7895(:5897)8

2695(

7895(:5897)8

Y'?Z B58B797:5 L*9@97)8 ,-$ 0$<"%!<$ =%<"!!</

.--/!0 /3<!!&<" 0&<%!!<0

Y'?Z E7KI 9N+5 2%3$ 1$<&!3<" !1<&!!<=

.1!$$ !/<"!&<$ !/<%!&<"

!11



肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
&

期

'()*+,- (. /01+232 4+5(-(678!"9$8:(-;!%8<(;&

=>&?@ABC@DE4F

!随后对肺癌细胞的生长"分化以及

转移进行调节#

9"

$

% 本研究结果亦显示加入抗
=G!H9

单 抗 前 !

IJKF

敏 感 型
3=G!H9

表 达 率 明 显 高 于

IJKF

野生型! 而加入抗
=G!H9

单抗后!

IJKF

的

3=G!H9

的表达水平有明显下降趋势!而
IJKF

野生

型与治疗前无明显差异! 这与其他研究结果相同!

IJKF

基因与
=G!H9

的表达存在一定的关联%

E

淋巴细胞通过多种正
@

负性刺激信号可参与

抗肿瘤免疫中基础的细胞免疫应答% 因此对干预前

后的细胞吸光度进行统计!结果发现抗
=G!H9

单抗

使用后!

=/$

"

L//M!N

等
IJKF

敏感型细胞株共同

体系中
E

细胞明显增加!而
L9!$$

"

AO$

等野生型干

预前后无明显区别!表明抗
=G!H9

抗体可以通过调

节
E

淋巴细胞的增殖而增加机体免疫力!亦可以通

过抑制负性共刺激信号通路刺激细胞免疫对肿瘤的

免疫杀伤%

综上所述!

3=G!9

表达与
IJKF

敏感性无明显

相关性!而与患者是否吸烟"肿瘤转移相关% 与此同

时!

IJKF

敏感突变肺癌细胞行抗
=G!H9

单抗干预

后!

3=G!H9

的表达量明显降低!而
E

细胞增殖明显%
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