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  [摘要] 目的 探讨非小细胞肺癌(NSCLC)患者Ki-67表达与表皮生长因子受体(EGFR)19或21突变

的关系及对预后的影响。方法 选取天津市儿童医院和天津医科大学肿瘤医院100例NSCLC患者为研究对

象,对NSCLC患者肿瘤组织样品进行 Ki-67免疫组织化学染色及EGFR19或21突变检测。比较不同EG-
FR19或21突变类型 NSCLC患者 Ki-67表达差异,采用Cox回归分析探讨 NSCLC患者预后的影响因素。
结果 Ki-67呈黄色或深棕黄色颗粒,定于细胞质;EGFR19或21野生型42例,其中 Ki-67阳性36例;EG-
FR19或21突变型58例,其中Ki-67阳性24例;与野生组比较,突变组Ki-67蛋白表达阳性率明显降低(P<0.
05)。EGFR19或21野生型、突变型与年龄相关性不明显(P>0.05);与淋巴血管间隙浸润、病理学分级、TNM
分期、淋巴结转移、浸润深度、复发、肿瘤最大径相关,且有淋巴血管间隙浸润、病理学分期越高、TNM 分期越

高、有淋巴结转移、浸润深度越深、有复发、肿瘤最大径≥5
 

cm,EGFR19或21野生型比例越高(P<0.05)。

EGFR19或21突变型NSCLC患者3年生存率及生存期均明显高于EGFR19或21野生型NSCLC患者(P<
0.05)。TNM高分期、Ki-67阳性表达、EGFR19/21基因野生型是影响NSCLC患者预后的独立危险因素(P<
0.05)。结论 EGFR19或21野生型NSCLC患者Ki-67阳性率表达高,预后差;TNM 高分期、Ki-67阳性表

达、EGFR19/21基因野生型是影响NSCLC患者预后的独立危险因素。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

relationship
 

between
 

Ki-67
 

expression
 

with
 

EGFR19
 

or
 

21
 

mu-
tation

 

in
 

the
 

patients
 

with
 

non-small
 

cell
 

lung
 

carcinoma
 

(NSCLC)
 

and
 

its
 

effect
 

on
 

prognosis.Methods One
 

hundred
 

patients
 

with
 

NSCLC
 

in
 

Tianjin
 

Municipal
 

Children's
 

Hospital
 

and
 

Tumor
 

Hospital
 

of
 

Tianjin
 

Medi-
cal

 

University
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

subjects.The
 

Ki-67
 

immunohistochemical
 

staining
 

and
 

EGFR19
 

or
 

21
 

mutation
 

detection
 

were
 

performed
 

on
 

tumor
 

tissue
 

samples
 

of
 

NSCLC
 

patients.The
 

differences
 

of
 

expres-
sion

 

of
 

Ki-67
 

were
 

compared
 

among
 

the
 

patients
 

with
 

different
 

EGFR19
 

or
 

21
 

mutation
 

types
 

of
 

NSCLC.The
 

Cox
 

regression
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

explore
 

the
 

influencing
 

factors
 

of
 

prognosis
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

NSCLC.
Results Ki-67

 

showed
 

yellow
 

or
 

dark
 

brownish
 

yellow
 

grains,and
 

located
 

in
 

the
 

cytoplasm.There
 

were
 

42
 

ca-
ses

 

of
 

EGFR19
 

or
 

21
 

wild
 

type,in
 

which
 

the
 

Ki-67
 

positive
 

was
 

in
 

36
 

cases,58
 

cases
 

were
 

EGFR19
 

or
 

21
 

mu-
tant

 

type,in
 

which
 

the
 

Ki-67
 

positive
 

was
 

in
 

24
 

cases.Compared
 

with
 

the
 

wild
 

type
 

group,the
 

positive
 

rate
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of
 

Ki-67
 

protein
 

expression
 

in
 

the
 

mutant
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).EGFR19
 

or
 

21
 

wild
 

type
 

and
 

mutant
 

type
 

had
 

no
 

significant
 

correlation
 

with
 

age
 

(P>0.05);which
 

had
 

significant
 

correlation
 

with
 

lymphovascular
 

space
 

infiltration,pathological
 

grade,TNM
 

stage,lymph
 

node
 

metastasis,recurrence,infiltra-
tion

 

depth
 

and
 

maximum
 

diameter
 

of
 

tumor,moreover
 

the
 

higher
 

lymphovascular
 

space
 

infiltration,higher
 

pathological
 

stage,higher
 

TNM
 

stage,deeper
 

lymph
 

node
 

metastasis,deeper
 

infiltration,the
 

higher
 

the
 

pro-
portion

 

of
 

recurrence,tumor
 

maximum
 

diameter≥5
 

cm
 

and
 

EGFR19
 

or
 

21wild
 

type
 

(P<0.05).The
 

3-year
 

survival
 

rate
 

and
 

survival
 

time
 

of
 

NSCLC
 

patients
 

with
 

EGFR19
 

or
 

21
 

mutant
 

type
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

the
 

NSCLC
 

patients
 

with
 

EGFR19
 

or
 

21
 

wild-type
 

(P<0.05).High
 

TNM
 

stage,Ki-67
 

positive
 

expression
 

and
 

EGFR19/21
 

gene
 

wild
 

type
 

were
 

the
 

independent
 

risk
 

factors
 

affecting
 

the
 

prognosis
 

of
 

NSCLC
 

patients
 

(P<0.05).Conclusion The
 

expression
 

of
 

Ki-67
 

positive
 

rate
 

in
 

NSCLC
 

patients
 

with
 

EGFR19
 

or
 

21
 

wild-type
 

is
 

high,and
 

their
 

prognosis
 

is
 

poor.TNM
 

high
 

stage,Ki-67
 

positive
 

expression
 

and
 

EGFR19/21
 

gene
 

wild-type
 

are
 

the
 

independent
 

risk
 

factors
 

affecting
 

the
 

prognosis
 

of
 

NSCLC
 

patients.
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small
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21
 

mutation;prognosis

  近年来,肺癌仍然是全球和我国发病率最高的疾

病,也是癌症相关病死率的主要原因之一。非小细胞

肺癌(NSCLC)占肺癌的85%,并呈现3种不同的组

织学亚型,包括腺癌(ADC)、鳞状细胞癌(SCC)和大

细 胞 癌 (LCC)[1-2]。针 对 性 治 疗 已 成 为 对 晚 期

NSCLC患者的一种新治疗方法,特别是对于那些可

能从分子靶向药物[例如酪氨酸激酶抑制剂(TKIs)]
中受益的敏感表皮生长因子受体(EGFR)突变患者。
分子靶向药物,例如厄洛替尼和吉非替尼,已大大改

善了具有EGFR基因突变的晚期 NSCLC患者的临

床疗效[3]。EGFR激酶突变的两种主要类型包括19
或21突变。值得注意的是,肺腺癌具有更多的EG-
FR突变,并且比TKIs治疗的鳞状细胞癌具有更好的

无进展生存期[4]。Ki-67是参与肺癌分化和肺发育的

转录因子,研究表明,Ki-67的高表达预示体内不良的

预后和增加的转移趋势[5]。研究表明,中国 NSCLC
患者的 Ki-67表达阳性与EGFR突变密切相关[6]。
此外,据报道 Ki-67阳性肿瘤在男性、吸烟者和非

ADC患者中频繁发生,这与EGFR突变状态相关[7]。

Ki-67在肿瘤免疫逃逸中起着至关重要的作用,其在

多种癌症中表达。已有研究显示,Ki-67参与免疫应

答的负调节,并且是癌细胞逃避宿主免疫监视的重要

策略[8]。在体外,表达Ki-67的癌细胞已显示出可增

加抗原 特 异 性 人 T 淋 巴 细 胞 克 隆 的 凋 亡 并 抑 制

CD4+ 和 CD8+ T 淋 巴 细 胞 活 化。本 研 究 拟 探 讨

NSCLC患者 Ki-67表达与EGFR19或21突变的关

系及对预后的影响,为NSCLC的治疗提供理论依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选择2015年8月至2016年4月在天津市儿童医

院和天津医科大学肿瘤医院接受NSCLC根治性手术

切除的100例患者为研究对象。术前行胸腔CT增强

扫描,脑磁共振成像、骨扫描和腹部超声检查,以排除

继发性肺癌和系统性疾病的患者。NSCLC患者具有

详细的医学记录并且具有足够的肿瘤组织样品用于

Ki-67的免疫组织化学染色。同时收集基线临床和病

理特征,以及手术或活检的组织标本。患者的临床病

理特征包括年龄、民族、性别、吸烟状况、病理类型等。
根据国家综合癌症网络常规进行淋巴结清扫术。对

苏木精和曙红染色的载玻片进行组织诊断,并由两名

病理学家进行验证。病理诊断标准为世界卫生组织

(WHO)肺肿瘤分类法和国际肺癌研究协会、美国胸

科学会和欧洲呼吸学会(IASLC/ATS)的标准。排除

以下患者:手术后30
 

d内死亡的患者;记录和随访数

据不完整的患者。获得所有患者书面知情同意书,并
符合赫尔辛基宣言中概述的原则。患者自愿提供肺

癌组织标本,用作分析Ki-67的表达。

1.2 方法

1.2.1 EGFR19或21突变检测

EGFR外显子19缺失或外显子21碱基取代被

认为是经典的EGFR突变。用10%甲醛溶液固定切

除的肺部肿瘤,然后将其包埋在石蜡中并切成10
 

μm
的厚 度。使 用 QIAamp

 

DNA
 

FFPE 组 织 试 剂 盒

(Qiagen,Hilden,德国,698547)从5个组织切片中提

取基 因 组 DNA,组 织 切 片 选 择 肿 瘤 病 变。使 用

Quawell
 

3000 分 光 光 度 计 (Quawell
 

Technology,

Sunnyvale,CA,美国)评估DNA浓度和纯度。在舟

山医院实验室的所有患者,均通过扩增难治性突变系

统(上海圆旗诊断公司,7
 

500
 

Real-/Time聚合酶链反

应(PCR)系统(ABI,美国福斯特)对人EGFR基因型

进行评估,所有后续测定均遵循制造商说明书。PCR
扩增条件为42

 

℃
 

5
 

min,94
 

℃
 

3
 

min。94
 

℃15
 

s,60
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℃
 

60
 

s,40个循环,并通过FAM-TAMRA通道在60
 

℃第 二 步 收 集 荧 光 信 号。所 检 测 到 的 突 变,其

THOLOGY如下所示:外显子19中的G719X,外显

子21缺失,包括S752-I759del,L747-T749>S,L747-
外 显 子 20 中 的-T751A750del,T747S 和 D770_

N771insG,769_D770insASV,H773_V774insH 和外

显子21中的L858R,L861Q。外显子21中的EGFR
突变为T790M,S768I,D770_N771insSVD和 H773_

V774insNPH。此外,每批PCR中还包括阴性和阳性

对照及标本。

1.2.2 NSCLC患者Ki-67蛋白表达水平

5
 

μm的甲醛固定石蜡包埋切片用于免疫组织化

学检测Ki-67蛋白表达。将切片在二甲苯中脱蜡、水
合后浸入过氧化物酶封闭溶液中。然后将它们在热

介导的抗原修复溶液中煮沸,并在室温下冷却。将切

片用3%牛血清清蛋白(BSA)Tris缓冲盐水封闭,然
后在1∶300稀释的 Ki-67(ZM-0198,中山金桥生物

技术有限公司,中国)中孵育,以1∶200稀释的ZM-
0408(中山金桥生物技术有限公司)和1∶100稀释的

Ki-67(MAB-0599,MXB生物技术有限公司,中国)在

4
 

°C过夜。次级抗小鼠或兔免疫球蛋白G(IgG,253-
4290,Ventana

 

Medical
 

System,美国罗氏公司)和过

氧化物酶-抗过氧化物酶结合物用于检测这3种蛋白。
最后,将切片在二氨基联苯胺(DAB)中染色,并用苏

木精复染。磷酸盐缓冲液(PBS)用作空白对照,而免

疫前血清用作阴性对照,已知的阳性切片用作阳性对

照。两名经验丰富的病理医生在Leica病理图像分析

仪(DM25000B)上以400倍(×400)放大倍率观察染

色玻片。这3种蛋白质位于细胞核中,褐色或黄色染

色被鉴定为阳性表达。根据显示,以阳性免疫反应的

细胞百分比(得分:0分为≤10%;1分为10%~<
40%;2分为40%~<70%;3分为≥70%)计算分数

及染色强度(得分:0分为负面;1分为弱;2分为中等;

3分为强)。样本的总分0分被定义为负(-),1~2
分为正(+),>2分为强阳性。

1.3 随访

随访方式为电话及门诊随访,内容主要为术后生

存情况,随访开始日期为出院日期,结束日期为2019
年4月。

1.4 统计学处理

采用SPSS23.0软件进行统计学分析。计量资料

以x±s表示,比较采用t检验;计数资料以率(%)表
示,比较采用χ2 检验;Ki-67蛋白水平与NSCLC患者

预后采用Kaplan-Meier生存曲线分析,生存期比较采

用秩和检验,α=0.05。以P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结  果

2.1 EGFR19或21野生组、突变组NSCLC患者Ki-
67免疫组织化学阳性率比较

Ki-67呈黄色或深棕黄色颗粒,定于细胞质;EG-
FR19或21野生型患者42例,其中Ki-67阳性36例;

EGFR19或21突变型58例,其中 Ki-67阳性24例;
与野生组比较,突变组Ki-67蛋白表达阳性率明显降

低,差异有统计学意义(P<0.05),见表1、图1。
表1  EGFR19或21野生组、突变组NSCLC患者Ki-67

   阳性率比较[n(%)]

EGFR19或21 n
Ki-67

阳性 阴性

野生组 42 36(85.7) 6(14.3)
突变组 58 24(41.4) 34(58.6)

χ2 19.951
P <0.001

  A:Ki-67在EGFR19或21突变组的表达;B:Ki-67在EGFR19或

21野生组的表达。

图1  Ki-67在EGFR19或21野生组和突变组表达的病理

图像(免疫组织化学染色,×400)

2.2 EGFR19或21野生型、突变型与 NSCLC患者

临床病理特征的关系

EGFR19或21野生型、突变型与年龄相关性不

明显(P>0.05);与淋巴血管间隙浸润、病理学分级、

TNM分期、淋巴结转移、浸润深度、复发、肿瘤最大径

相关,且 有 淋 巴 血 管 间 隙 浸 润、病 理 学 分 期 越 高、

4331 重庆医学2021年4月第50卷第8期



TNM分期越高、有淋巴结转移、浸润深度越深、有复

发、肿瘤最大径≥5
 

cm,EGFR19或21野生型比例越

高(P<0.05),见表2。
表2  EGFR19或21野生型、突变型与NSCLC

   患者临床病理特征的关系[n(%)]

临床特征 n
EGFR19或21

突变 野生
χ2 P

年龄 1.025 0.311
 <50岁 44 28(63.6) 16(36.4)

 ≥50岁 56 30(53.6) 26(46.4)
淋巴血管间隙浸润 12.451

 

<0.001
 

 无 54 40(74.1) 14(25.9)

 有 46 18(39.1) 28(60.9)
病理学分级 8.775

 

0.012
 低分化 44 38(86.4) 6(13.6)

 中分化 30 16(53.3) 14(46.7)

 高分化 26 4(15.4) 22(84.6)

TNM分期 27.750
 

<0.001
 Ⅰ~Ⅱ 50 42(84.0) 8(16.0)

 Ⅲ~Ⅳ 50 16(32.0) 34(68.0)
淋巴结转移 10.951

 

<0.001
 无 48 36(75.0) 12(25.0)

 

 有 52 22(42.3) 30(57.7)
浸润深度 7.865

 

0.037
 无浸润 44 36(81.8) 8(18.2)

 浸润<6
 

cm 32 18(56.2) 14(43.8)

 浸润≥6
 

cm 24 4(16.7) 20(83.3)
复发 29.803

 

<0.001
 无 60 48(80.0) 12(20.0)

 有 40 10(25.0) 30(75.0)
肿瘤最大径 36.946

 

<0.001
 <5

 

cm 50 44(88.0) 6(12.0)

 ≥5
 

cm 50 14(28.0) 36(72.0)

2.3 EGFR19或21野生型、突变型NSCLC患者预

后比较

EGFR19或21突变型 NSCLC患者3年生存率

及生存期均明显高于EGFR19或21野生型 NSCLC
患者(P<0.05),见表3、图2。

  A:EGFR19或21突变型;B:EGFR19或21野生型。

图2  EGFR19或21野生型、突变型Kaplan-

Meier生存曲线分析

2.4 NSCLC患者预后的多因素Cox回归分析

对NSCLC患者进行3年随访,以 NSCLC患者

的3年生存情况作为因变量,以NSCLC患者的淋巴

血管间隙浸润、病理学分级、TNM分期、淋巴结转移、
浸润深度、复发、肿瘤最大径、Ki-67阳性表达、EG-
FR19/21基因野生型为自变量进行多因素Cox回归

分析,结果显示:TNM 高分期、Ki-67阳性表达、EG-
FR19/21基因野生型是影响NSCLC患者预后的独立

危险因素(P<0.05),见表4。
表3  EGFR19或21野生型、突变型NSCLC患者预后比较

组别 n 3年生存[n(%)] 生存期[M(P25,P75),月]

突变组 58 40(69.0) 37.2(20.3~52.7)

野生组
 

42 18(42.9) 18.8(12.7~31.9)

χ2/Z 16.816 13.654

P <0.001 <0.001

表4  NSCLC患者预后的多因素Cox回归分析

独立变量 回归系数 标准误 Wald
 

χ2 P HR(95%CI)

TNM分期(参照组=Ⅰ~Ⅱ期) 0.354 0.136 17.482 <0.001 1.42(1.09~1.86)

Ki-67表达(参照组=阴性) 0.296 0.026 17.998 <0.001 1.34
 

(1.28~1.41)

EGFR19/21基因型(参照组=突变型) 0.466 0.055 19.578 <0.001 1.59
 

(1.43~1.77)

3 讨  论

  NSCLC的部分特征是由驱动程序突变定义的分

子亚群组成,每个亚群均具有独特的临床病理特征和

靶向疗法的潜力。东亚人的EGFR19或21突变频率

高于西方人群。本研究中,NSCLC患者的EGFR19
或21突变频率为58.0%(58/100),这一发现与我国

以前的研究一致[9]。EGFR19或21突变主要从不吸

烟的患者中检测到。但是,吸烟状态导致EGFR19或

21突变的机制尚不清楚。一项关于不同组织学亚型

的研究报道[7],该队列中的SCC和LCC患者均未携

带EGFR突变,这意味着EGFR19或21突变可能大

部分存在于NSCLC。有研究报道,LCC作为ADC变

异体的患者具有EGFR突变,而LCC作为SCC变异

体的患者均没有EGFR突变;310例肺SCC患者中

EGFR的突变率为3.9%[10]。笔者推测,这些与本研

究的差异可以归因于本研究中病例数的限制和遗传

背景的不同。其他研究表明[5],NSCLC患者的所有

EGFR19或21野生型在队列中均显示出高频率的鳞
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状、乳头状和腺泡显性亚型。此外,EGFR19或21野

生型更常见于p期Ⅰ、Ⅱ和ⅢA[11]。本研究显示,EG-
FR19或21野生型、突变型与年龄相关性不 明 显

(P>0.05);有淋巴血管间隙浸润,病理学分期和

TNM分期越高,有淋巴结转移、浸润深度越深,有复

发,肿瘤最大径≥5
 

cm,EGFR19或21野生型比例越

高。这与上述相关研究一致。提示EGFR19或21野

生型与NSCLC患者不良临床病理特征相关。此外,
据报道,较大的肿瘤直径与EGFR19或21野生型有

关[12]。中国北方的一项研究表明,EGFR19或21野

生型更可能发生在大肿瘤中,而直径为0~10
 

mm的

肿瘤中,EGFR19或21野生型的频率较低[13]。
本研究中EGFR19或21野生组 Ki-67阳性36

例、EGFR19或21突变组 Ki-67阳性58例;与EG-
FR19或21野生组比较,EGFR19或21突变组Ki-67
蛋白表达阳性率明显降低。Ki-67在细胞周期的除休

止期(G0)以外的所有阶段均被激活,并被认为是评估

NSCLC细胞增殖的标志物[14]。本研究中,EGFR19
或21野生组具有更多的Ki-67表达,这可能表明Ki-
67加速了肿瘤的发展。此外,在Ki-67阳性肿瘤中更

常观察到EGFR外显子19缺失,而在 Ki-67阴性肿

瘤中更常见于外显子21突变[15]。Ki-67是一个同源

域转录因子,被用作呼吸单位细胞的生物标记。先前

的研究表明,Ki-67表达与EGFR突变呈负相关,这一

发现与本研究相符。PD-1是激活后在T淋巴细胞表

面表达的一种免疫检查点。Ki-67是PD-1的主要配

体,并在各种类型的癌症中表达。PD-1/Ki-67相互作

用在其初始阶段被视为T淋巴细胞活化的抑制性检

查点。近期研究发现,EGFR途径与 Ki-67之间的交

叉相互作用,用厄洛替尼抑制EGFR信号转导会导致

EGFR突变型 NSCLC细胞中 Ki-67表达下调,而野

生型EGFR则不然,表明Ki-67的表达可能依赖于通

过激活EGFR突变赋予EGFR信号。
本研究中,NSCLC患者预后的多因素分析显示,

TNM高分期、Ki-67阳性表达、EGFR19/21基因野生

型是影响 NSCLC患者预后的独立危险因素(P<
0.05)。预 后 分 析 显 示,EGFR19 或 21 突 变 型

NSCLC患者3年生存率及生存期均明显高于EG-
FR19或21野生型 NSCLC患者。在EGFR野生型

肺癌中,Ki-67诱导的免疫逃逸起重要作用。Ki-67/

PD-1途径已被认为是免疫逃逸的关键机制。癌细胞

可以通过表达某些配体来逃避宿主免疫系统,这些配

体通过抑制途径下调细胞毒性T淋巴细胞,而抑制途

径通常是由配体-受体相互作用引起的[16]。在另一项

研究中发现[17],在激活了EGFR的 NSCLC细胞系

中,EGFR抑制剂降低了 Ki-67的表达。因此,对于

EGFR突变的NSCLC患者,EGFR-TKIs可以执行双

重治疗反应[18]。Ki-67表达的下调和随后抗肿瘤免

疫反应的恢复可能有助于持久的治疗反应。这些研

究结果均与本文的预后研究结果一致。
综上所述,NSCLC患者 EGFR19或21野生型

Ki-67阳性率表达高、预后差,TNM 高分期、Ki-67阳

性表达、EGFR19或21基因野生型是影响NSCLC患

者预后的独立危险因素。
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