
肿瘤药学 2022年 4月第 12卷第 2期
Anti-tumor Pharmacy, April 2022, Vol. 12, No.2

基于肿瘤微环境建立NSCLC免疫治疗疗效预测
模型及其初步探索★

曾 政，杨鹤玲，刘 宇，王 勇，徐 强，蒋 鸥*

（内江市第二人民医院 肿瘤四科，四川 内江，641000）
摘要：目的 利用免疫组化技术筛选非小细胞肺癌（NSCLC）肿瘤微环境中具有重要意义的免疫指标，建立

NSCLC免疫治疗疗效预测模型。方法 回顾性分析2013年至2015年我院收治并经手术病理确诊的NSCLC患者46

例，采用聚类分析进行分组，收集病理标本及相关临床数据，采用聚类分析法及t检验对免疫组化指标进行降维筛

选，建立NSCLC免疫治疗疗效预测模型，依据免疫细胞浸润密度及位置进行命名。通过接受免疫检查点抑制剂治疗

的11例NSCLC患者进行验证，评估该模型的预测效能。结果 通过聚类分析将46例患者分为两组，分别为8例、38

例，两组患者中位无病生存期（mDFS）分别为14.33个月、25.84个月（P=0.015），中位总生存期（mOS）分别为16.00个

月、28.70个月（P=0.021）。利用聚类分析及t检验将16个免疫指标降维至7个，根据Fisher判别函数建立免疫治疗疗

效预测模型，进一步分析两组免疫细胞情况，分别命名为免疫低反应型和免疫高反应型，评估结果显示该模型具有

较好的预测价值。结论 基于肿瘤微环境建立的NSCLC免疫治疗疗效预测模型为NSCLC免疫治疗的疗效评估

提供了一种新的方法。
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Establishment of prediction model of NSCLC immunotherapy efficacy
based on tumor microenvironment and its preliminary exploration★

ZENG Zheng, YANG Heling, LIU Yu, WANG Yong, XU Qiang, JIANG Ou*
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Abstract: Objective To establish an efficacy prediction model for immunotherapy of non-small cell lung cancer
(NSCLC) by screening the important immune indexes in the tumor microenvironment on the base of immunohistochemical
technique.Methods A retrospective analysis was made on 46 patients with NSCLC conformed by postoperative pathology
in our hospital between 2013 and 2015. Patients were divided into groups by cluster analysis, and their pathological sam⁃
ples and related clinical data were collected. The immunohistochemical indexes were screened by cluster analysis and t
test for dimensionality reduction. A prediction model of NSCLC immunotherapy efficacy was established, and named ac⁃
cording to the density and location of immune cell infiltration. The predictive effectiveness of the model was evaluated by
validation in 11 cases of NSCLC patients who had immune checkpoint inhibitors treatment. Results The 46 patients were
divided into two groups by cluster analysis, 8 patients in group 1 and 38 in group 2. The median disease-free survival
(mDFS) of patients was 14.33 months in group 1 and 25.84 months in group 2 (P=0.015). The median overall survival
(mOS) of patients were respectively 16.00 months and 28.70 months in the two groups (P=0.021). The dimension was re⁃
duced from 16 immune indexes to 7 by cluster analysis and t test. Using these indexes, the prediction model of immunother⁃
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apy efficacy was established according to the Fisher discriminant function. The immune cells in the two groups were further
analyzed and separately named as immune low response type and immune high response type. The evaluation results
showed that the model had a good prediction value. Conclusion The prediction model of NSCLC immunotherapy efficacy
based on tumor microenvironment provides a new method for evaluating the efficacy of NSCLC immunotherapy.

Keywords: Non-small cell lung cancer; Tumor microenvironment; Immunohistochemistry; Immunotherapy; Prediction
model

前言

肺癌是我国发病率和死亡率均居首位的恶性

肿瘤，其中 80%～85%为非小细胞肺癌（non-small
cell lung cancer，NSCLC）［1］。随着免疫治疗的发展，

NSCLC的治疗也进入了免疫时代。但是，单用免疫

治疗仅有约 20％的患者可取得长期获益［2］。目前的

研究证据表明，对免疫治疗具有预测作用的指标中，

最令人信服的是程序性死亡配体-1（programmed
death ligand-1，PD-L1）在肿瘤细胞上的免疫组化

表达，但其预测价值有限且不稳定［3］。其他免疫治

疗生物标志物，如肿瘤突变负荷（tumor mutational
burden，TMB）、错配修复（mismatch repair，MMR）和

微卫星不稳定性（microsatellite instability，MSI）等虽

已应用于部分肿瘤类型，但仍存在一定的误差以及

局限性［4-5］。基于肿瘤微环境的免疫分型可能具有更

为精准的免疫治疗疗效预测价值。Chen等［6］在抗程

序性死亡受体 1（programmed death protein 1，PD-
1）/PD-L1治疗的基础上提出三种免疫分型（免疫炎

症型、免疫豁免型、免疫沙漠型），为肿瘤免疫治疗

时代的临床治疗和研究提供了有价值的指导。虽

然上述分型已被普遍接受，但定量数据却很少，且

研究显示其并不能解释所有肿瘤类型的免疫治疗

疗效［7］。因此，本研究在三种免疫分型的基础上，根

据不同免疫细胞在肿瘤微环境中的浸润位置和密

度进一步进行更为准确的免疫分型，以期为NSCLC
免疫治疗的疗效预测提供一定的思路。

1 资料与方法

1.1 研究资料 收集我院病历系统中 2013年 1月
至 2015年 12月经病理检查确诊为 NSCLC的 46例
患者的手术病理样本，分期为Ⅰ-Ⅲb期，均接受根

治性手术治疗，追踪无病生存期（disease-free surviv⁃
al，DFS）及总生存期（overall survival，OS）等预后相

关参数，随访资料完整，随访时间截至 2019年 1月 1
日。取患者的手术切除肿瘤组织蜡块，切片备用，

进行免疫组化检测。本研究已通过医院伦理委员

会批准，所有患者均签署知情同意书。

1.2 纳入和排除标准 纳入标准：①经病理学检查

首次确诊为NSCLC，基线检查资料完整；②接受过

手术治疗，病理组织标本完整。

排除标准：①年龄>75岁或<18岁，合并心力衰

竭、肝肾功能衰竭、严重糖尿病；②有精神分裂病

史；③患者此前已进行放、化疗，既往有其他恶性肿

瘤史或术后病理提示肺部肿瘤系转移瘤；④术后住

院期间死亡；⑤特殊人群，如妊娠期和哺乳期妇

女等。

1.3 研究方法 免疫组化染色参照文献［8］方法进

行。将组织蜡块切片，厚度 4 μm，45 ℃恒温箱烘干，

室温下放置 60 min，使用二甲苯进行脱链烷化，并使

用较低梯度浓度的乙醇溶液进行水化。使用热诱

导的表位修复进行抗原修复，置于 pH=6的修复缓

冲液中煮沸，冷却后勾画组织范围。滴加3%过氧化

氢去除内源性过氧化物酶，置于 37 ℃恒温箱中 10
min，缓冲液冲洗。分别滴加一抗CD20、CD3、CD8、
Foxp3、CD68、CD163、PD-1和PD-L1（福州迈新生物

技术开发有限公司），置于 37 ℃恒温箱中 1 h，缓冲

液冲洗。滴加二抗，置于 37 ℃恒温箱中 20 min，缓
冲液冲洗。DAB显色复染，酒精脱水后封片，显微

镜下观察。

1.4 结果判定 CD20主要标记B细胞，CD3主要标

记T淋巴细胞，CD8主要标记细胞毒性T细胞，Foxp3
主要标记调节性 T细胞（regulatory T cell，Treg），

CD68主要标记巨噬细胞的胞质，CD163主要标记

M2型巨噬细胞。以黄褐色、棕黄色颗粒或着色深于

背景者判定为阳性染色细胞。

数据采集与整理：先于低倍镜（SP×100）下观察

整个切片，选择肿瘤区域，再移至高倍镜（SP×400）
区域，分别观察左上、左下、右上、右下四个区域的

癌巢及其间质表达情况，并采集图片。分别计数癌

巢和间质区域内的免疫细胞；为避免取样误差，数

据均来源于肿瘤中心区域；癌巢（nest，简写为 n）定

义为：不含血管和纤维组织的肿瘤细胞聚集区；间

质（mesenchyme，简写为m）定义为：围绕（或支撑）肿
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瘤细胞的组织，间质内可有个别散在肿瘤细胞；对

同一样本的异质区分别统计。分别计算四个区域

内癌巢中阳性细胞占细胞总数的百分比、间质中阳

性细胞占细胞总数的百分比，并计算四个区域内癌

巢/间质百分比的平均值。

1.5 质量控制 严格按照纳入标准选择研究对象，

研究开始前对研究人员进行集中培训，研究阶段由

3名病理学专业人员同时独立阅片，及时整理患者

的病案资料，并核对信息的准确性和完整性。

1.6 统计学方法 采用 SPSS 17.0统计学软件进行

数据分析，患者分组以及免疫组化指标的降维采用

聚类分析，组间两两比较采用 t检验，预测模型的建

立采用 Fisher判别法，生存分析采用 Kaplan-Meier
法。P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 患者分组及预后 聚类分析是在没有先验知

识的前提下分析每个患者的特征数据，按照其在性

质上的差异程度进行自动分组［9］。通过平均欧式聚

类分析，将 46例患者分为两组：一组为 8例，二组为

38例。中位随访时间为 3年。一组患者中位DFS为
14.33（3.80～24.87）个月，二组患者中位 DFS 为

25.84（21.56～31.13）个月，差异具有统计学意义（P=
0.015）（图 1）。一组患者中位 OS为 16.00（3.70～
28.30）个月，二组患者中位 OS 为 28.70（24.92～
32.47）个月，差异具有统计学意义（P=0.021）（图 2）。

基于以上结果，经常规治疗后二组的预后优于

一组。

2.2 免疫组化指标选取 通过质心-余弦相关性系

统聚类分析（图 3），对 46例患者的 16个免疫组化指

标及相应近似值进行分析。mCD163与mCD68相似

系数为 0.820，nCD163与 nCD68相似系数为 0.711；

mCD3与mCD8相似系数为 0.766，nCD3与 nCD8相
似系数为 0.534；mCD20 与 mPD-L1 相似系数为

0.683，nCD20与 nPD-L1相似系数为 0.686；nPD-1
与mPD-1相似系数为 0.764；nFoxp3与mFoxp3相似

系数为 0.653；以上 8对变量的相似程度均较高，性

质非常接近，可视为一类指标。通过以上聚类分

析，我们将16个变量降维至8个。

2.3 16个变量的 t检验 两组变量 t检验结果判读：

方差齐性显著性<0.05时，记录其 t值及 P值；显著

性>0.05时，记录方差不齐时的 t值及P值。nPD-L1
（P=0.000）、mCD3（P=0.015）、mPD-1（P=0.015）、

nPD-1（P=0.025）的相应 t检验有统计学意义（图 4）。

对比两组患者的数据差异，纳入有统计学意义的指

标，结合聚类分析降维结果，最终获得主要影响两组

数据差异的变量，即nCD8、nCD163、nFoxp3、nPD-L1、
mCD3、mCD163、mPD-1。
2.4 NSCLC免疫治疗疗效预测模型的建立 利用

以上7个免疫指标统计数值建立预测模型，得到Fisher
判别函数Y=4.575X1-3.341X2-9.705X3+7.197X4-2.324X5-
1.331X6-4.854X7-0.624（X1：nCD8；X2：nCD163；X3：
nFoxp3；X4：nPD-L1；X5：mCD3；X6：mCD163；X7：
mPD-1）。判别函数预测组与实际分组几乎完全一

致（仅1例误判）。将两组以上指标的平均值（表1）带
入判别函数，可得Y（1）=4.575 86、Y（2）=-0.963 665，
进而可得临界值Ym（1，2）=1.8061。将临界值以上

设为“1组”，临界值以下设为“2组”，经常规治疗后 1
组的预后较2组差。

进一步分析两组的肿瘤免疫微环境差异，得出

1组特点：CD8+T细胞等组织细胞中均无 PD-1表
达，而肿瘤细胞中 PD-L1高表达，间质和癌巢中的

M2型巨噬细胞、CD8+T细胞、CD4+T细胞、B细胞可
图1 两组患者DFS生存曲线

Fig. 1 The DFS curve of patients in the two groups

图2 两组患者OS生存曲线

Fig. 2 The OS curve of patients in the two groups
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明显表达 PD-L1，显示肿瘤微环境处于明显的免疫

抑制状态，且免疫细胞未发生免疫应答；2组特点：

肿瘤细胞中 PD-L1阳性表达率显著低于 1组，B细

胞及M1型巨噬细胞均可表达 PD-1；癌巢和间质中

的 CD8+ T细胞均可表达 PD-1，表明肿瘤微环境处

于免疫激活状态。据此，我们将两组分别命名为免

疫低反应型（1组）和免疫高反应型（2组）。

2.5 免疫治疗疗效预测模型的初步探索 收集我

院病历系统中 2019年 1月至 2019年 6月经病理确

诊为NSCLC的 11例患者的病理样本，该 11例患者

中不包括既往预测模型建立所选择的 46例患者，病

理分期为Ⅳ期，均接受免疫检查点抑制剂（immune
checkpoint inhibitor，ICI）单药二线治疗，追踪患者

肿瘤直径变化情况，相关随访资料完整，随访截止

时间为2020年1月1日。基于组织切片中CD8、CD3、
CD163、Foxp3、PD-1、PD-L1的表达情况，运用判别

公式对11例患者进行免疫分组。其中免疫低反应型

2例，PD-L1肿瘤细胞阳性比例分数（tumor propor⁃
tion score，TPS）≥50%；免疫高反应型 9例，5例 PD-
L1 TPS<1%、3例 1%～49%、1例≥50%。使用 ICIs
后，2例免疫低反应型患者肿瘤直径均较基线水平

有所增加；免疫高反应型患者中，2例肿瘤直径较基

线水平有所下降，PD-L1 TPS<1%、≥50%各1例，1例

图3 16个变量聚类分析

Fig. 3 Cluster analysis of 16 variables

注：一组（A、B）nPD-L1阳性率明显高于二组（C、D）；二组（G、
H）mCD3阳性率明显高于一组（E、F）；一组mPD-1阴性（I、J），二组

mPD-1少部分阳性（K、L）；一组nPD-1阴性（M、N），二组nPD-1少
部分阳性（O、P）。Bar=100 μm。

Note: The positive rate of nPD-L1 in group 1 (A, B) was significant⁃
ly higher than that in group 2 (C, D); The positive rate of mCD3 in group
2 (G,H) was significantly higher than that in group 1 (E, F); The mPD-1
was negative in group 1 (I, J), and a small part of mPD-1 in group 2 was
positive (K, L); The nPD-1 was negative in group 1 (M, N), and a small
part of nPD-1 in group 2 was positive (O, P). Bar=100 μm.

图4 两组 t检验有统计学意义的免疫组化染色结果（SP×400）
Fig. 4 The immunohistochemical staining results of the indexes with

statistical significance by t test in the two groups (SP×400)
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无明显变化，6例较前有所增大，11例患者中 3例因

肿瘤进展而终止治疗（图 5）。PD-L1 TPS≥50%的患

者 ICIs治疗有效率仅为 33.3%，而利用免疫治疗疗

效预测模型可判断，免疫高反应型的近期有效率高

于免疫低反应型，且准确性更高。

3 讨论

肿瘤微环境是由不同类型细胞组成的复杂生

态系统，其中免疫细胞在肿瘤控制和治疗反应中起

着重要作用。例如，CD8+ T细胞是主要的抗肿瘤免

疫细胞，可特异性识别并杀灭肿瘤细胞［10］。但是，

免疫细胞也可发挥免疫抑制功能，促进肿瘤的进展

和免疫逃逸，例如Tregs［11］。因此，对不同类型的肿

瘤浸润免疫细胞进行定量分析，可明确抗肿瘤免疫

反应的潜在机制，并可能有助于评估抗肿瘤治疗的

免疫原性，最终指导免疫治疗。

以 ICIs为代表的免疫治疗已成为晚期 NSCLC
的标准一线治疗方案。随着免疫治疗在临床中的

重要性逐渐提高，如何明确NSCLC免疫治疗的获益

人群，以及如何评估免疫治疗的疗效，还需进一步

探索。Chen等［6］根据肿瘤微环境的 T细胞浸润情

况，将肿瘤分为免疫炎症型、免疫豁免型、免疫沙漠

型，并认为免疫炎症型属于热肿瘤，对免疫治疗有

较好的应答。但杨鹤玲等［12］认为，该分型方法并不

能很好地判断患者预后，也可能无法准确判断免疫

系统对肿瘤的应答。本研究发现，影响肿瘤免疫微

环境的细胞类型主要包括 Tregs、CD3+ T细胞、CD8+
T细胞、M2型巨噬细胞，与既往相关研究结果一

致［13］。根据病灶内Tregs、CD3+ T细胞、CD8+ T细胞、

M2型巨噬细胞的占比构建函数公式，将NSCLC患

者分为免疫低反应型和免疫高反应型，发现两组预

后有明显区别（P<0.05），表明肿瘤免疫微环境与

NSCLC的预后有密切联系。

Garon等［2］研究显示，PD-L1 TPS<1%，1%～49%，

≥50%的患者免疫治疗有效率分别为8.1%，19.0%及

46.8%。本研究中，PD-L1 TPS≥50%的患者使用 ICI
单药二线治疗的有效率仅 33.3%，因此需要提高预

测的准确性。我们依据构建的函数公式开展前瞻

性小样本研究，发现无论免疫低反应型患者 PD-L1
表达水平如何，ICIs的疗效均较差；而免疫高反应型

患者即使 PD-L1表达水平低，仍能从 ICIs治疗中获

得较好的近期效果，故初步认为 ICIs对免疫高反应

型的近期有效率较免疫低反应型更高。

多个指标联合可提高免疫治疗的预测效能，较

PD-L1单独检测具有更高的准确性［14］。目前已有

研究采用多个指标联合来构建NSCLC免疫治疗疗

效预测模型。Mezquita等［15］分析了 161例接受 ICIs
治疗的NSCLC患者的数据，在衍生粒淋比和乳酸脱

氢酶的基础上生成肺免疫预后指数（lung immune

注：肿瘤评价的11例患者中，有3例因肿瘤进展终止治疗，

1例仅进行2次评价，其余7例已进行4次评价。

Note: Among the 11 patients undergoing tumor evaluation, 3 pa⁃
tients were terminated for therapy due to tumor progression, 1 patient re⁃
ceived only 2 evaluations, and the remaining 7 patients received 4 evalu⁃
ations.

图5 11例患者原发肿瘤直径随时间的变化图

Fig. 5 Changes of primary tumor diameter over time in 11 patients

表1 7个免疫指标的平均值

Tab. 1 Mean of 7 immune indexes

变量

X1
X2

nCD8
0.022 88
0.026 68

nCD163
0.080 63
0.044 237

nFoxp3
0.007 63
0.002 82

nPD-L1
0.815 75
0.100 76

mCD3
0.133

0.305 105

mCD163
0.092 63
0.163 74

mPD-1
0

0.017 47
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prognostic index，LIPI），结果显示其与免疫治疗预

后相关。Kazandjian等［16］对 3 987例NSCLC患者进

行了 17项随机试验，亦得出了类似结论。但这些研

究主要在欧美人群中开展，而中国人群与欧美人群

存在明显差异，因此有必要在中国人群中寻找有效

的免疫治疗生物标志物。Chai等［17］在既往研究基

础上纳入吸烟指数、肝转移、体力状态评分、治疗线

数四个临床病理特征以及C反应蛋白、CYFRA21-1
基线水平两个血清指标，建立预测模型，初步取得

了中国人群中使用 ICIs治疗的晚期NSCLC患者的OS
预测结果。但以上研究仅关注临床病理特征和常规

血清指标对 ICIs治疗NSCLC的预后的影响，而利用

免疫组化方法对肿瘤微环境进行分析，较传统检测手

段的免疫治疗疗效预测效果可能更好［18］。Chen等［19］

通过回顾性分析肺腺癌患者的肿瘤微环境免疫细胞

浸润模式，提出了 ICIs疗效预测模型，较TMB及MSI
能更准确地预测免疫治疗的优势人群，但该研究缺

乏外部队列来进一步验证该模型的效能。既往研究

虽纳入了更多的样本量建立预测模型，但本研究的

优势在于它是基于中国NSCLC患者的肿瘤微环境，

包含了目前预测免疫治疗疗效最常用的 PD-L1，同
时纳入了更多免疫细胞的浸润特点，如 T细胞、B细

胞、巨噬细胞等，构建了NSCLC免疫治疗疗效预测

模型，并通过对少量NSCLC患者的疗效验证，发现

其较PD-L1检测具有更准确的近期预测效能。

基于肿瘤微环境的特点探索免疫治疗疗效预

测生物标志物，开始于免疫评分的研究。通过分析

相同分期的结直肠癌患者肿瘤微环境内免疫细胞

的类型，发现免疫细胞的密度和位置较TNM分期更

能准确判断患者的预后［20］。这一研究促使了免疫

评分的出现。免疫评分依赖于肿瘤微环境中T细胞

的浸润情况，任何直接或间接影响该过程的机制都

可能对评分系统产生影响［21］。而进一步区分免疫

细胞所在的位置，如癌巢或间质，可以更好地了解

肿瘤微环境，进而预测肿瘤患者的预后［22］。本研究

通过对肿瘤微环境免疫细胞构成比进行分析，提取

影响肿瘤微环境的主要细胞，即Tregs、CD3+ T细胞、

CD8+ T细胞、M2型巨噬细胞，发现Tregs在癌巢和间

质中的占比均较低，且未观察到其表达PD-1或PD-
L1。既往研究认为，Tregs是某些肿瘤患者对 ICIs无
反应的潜在原因［23］。不论癌巢还是间质中，两组

CD8+ T细胞的数量均无显著差异，但免疫低反应型

患者癌巢中 CD3+ T细胞的数量显著高于免疫高反

应型，而免疫高反应型患者间质中CD3+ T细胞的数

量显著高于免疫低反应型。由于 T细胞共同表达

CD3，而CD4标记辅助性 T淋巴细胞，CD8标记细胞

毒性 T细胞，说明CD4+ T细胞在免疫低反应型癌巢

和免疫高反应型间质中的数量明显增加。由于肿

瘤免疫中肿瘤细胞新生抗原主要被 CD8+ T细胞识

别，故CD4+ T细胞往往易被忽略［24］。本研究观察到

CD4+ T细胞在NSCLC病理组织中大量存在，因此，

深入研究 CD4+ T细胞在肿瘤免疫应答中的机制势

在必行。肿瘤病灶内的巨噬细胞主要表现为M2极
化特征，同时具有组织修复、细胞外基质重塑以及

释放促血管生成因子的能力［25］。因此，更加细致地

勾画肿瘤微环境的免疫图谱，有助于更好地指导临

床开展免疫治疗。

综上所述，肿瘤免疫微环境与患者预后密切相

关，本研究建立的NSCLC免疫治疗疗效预测模型可

能为NSCLC免疫治疗预测提供了新的方法，也为进

一步建立其他肿瘤的免疫治疗疗效预测模型奠定

了基础。同时，本研究尚存在以下不足：①由于当

时的治疗方式以及经济条件限制，并未利用已接受

免疫治疗的NSCLC患者建立预测模型，不能排除免

疫治疗引起的肿瘤微环境改变。②由于当时检测

平台的限制，进行 PD-L1检测时并未使用目前 FDA
批准的四类试剂（22C3、28-8、SP142、SP263），PD-L1
检测结果可能存在一致性差异［26］。③本研究为单

中心研究，初步验证的病例数相对较少，未来将纳

入更多的样本量进一步验证。我们也将在后续研

究中完善以上不足，为进一步探索两种免疫分型对

于 ICIs治疗疗效的预测价值。
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