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"的临床疗效及外周血免疫抑

制细胞的影响*方法"选择
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年
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月复旦大学附属中山医院收治的
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抑制

剂一线免疫治疗者
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例!一线组")二线免疫治疗
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例!二线组"#分析
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抑制剂一线和二线免疫治疗对
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*流

式细胞仪分析发现#在第
#

次免疫治疗!

)

周"后#一线组
S$S+-?D

显著下降!

$

#

","J

"#而二线组治疗前后差异无统计学意

义%一线组较二线组
S$S+-?D

水平更低#但
M$S+-?D

没有相应变化%

A13

B

D

水平在
!

组中均显著上升#但二线组上升趋势更

加明显*相关性分析显示#

S$S+-?D

下降值与疗效相关!
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D

增加值与疗效不相关*结论"晚期

7-?P?

患者接受
\+$#

抑制剂一线免疫治疗较二线免疫治疗具有更好的临床治疗效果%一线免疫治疗患者外周血
S$S+-?D

显著下降#与疗效相关#二线免疫治疗后
A13

B

D

显著增加#但与疗效无关*
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肺癌是最为常见的恶性肿瘤之一#非小细胞肺

癌!

:0:$DC8;;<3;;;.:

B

<8:<31

#

7-?P?
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*尽管治疗方法不断出现#但是以
7-?P?

为主的肺癌仍是主要的致死癌种'

!

(

*临床上#化疗

和放疗被认为是无靶向基因突变
7-?P?

的主要治

疗方案'

)$%

(

*

近年来#免疫检查点抑制剂#如
\+$#

抑制剂#

已经被国内外批准用于多种癌症的治疗#包括晚期

7-?P?

患者#但是获益人群比例仍不高'

J

(

*晚期

7-?P?

患者通常已经历多周期的化疗和放疗疗

法#且大部分患者出现不同程度的转移'

(

(

*而进一

步恶化的病情可能导致假阴性免疫治疗不应答#从

而影响免疫治疗疗效*
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"*目前一线或

二线免疫治疗对这些免疫抑制细胞产生的影响尚

不清楚*因此#为探讨一线和二线免疫治疗对机体

内
AISE

的影响#本研究检测一线和二线免疫治疗

患者
\+$#

抑制剂第
#

次治疗前后外周血中上述
)

种主要免疫抑制细胞的变化#为其临床应用提供

参考*

!

!

资料与方法

#,#

!

研究对象
!

选择
!"#'

年
#

月至
!"#F

年
#"

月

复旦大学附属中山医院收治的
7-?P?

患者
!&

例#

在
\+$#

抑制剂治疗前后采集患者外周血*根据患

者接受
\+$#

抑制剂治疗前是否曾接受化疗#分为

\+$#

抑制剂一线免疫治疗组!一线组#

&c&

"和
\+$

#

抑制剂二线免疫治疗组!二线组#

&c!"

"*纳入标

准$!

#

"年龄
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岁%!
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"无靶向基因突变%!
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"
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晚期*本研究获得复旦大学附属中山医院

伦理委员会批准!

]!"#F$!"%T

"#所有患者均签署知

情同意书*
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治疗方案
!

一线组和二线组在接受
\+$#

抑

制剂治疗阶段均使用帕博利珠单抗#化疗频率和剂

量均为
)

周&次#每次
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*本研究细胞数量数

据均为患者完成第
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次
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抑制剂治疗后的检测

结果*
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随访方案
!

随访期即患者使用
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抑制剂

治疗期#平均随访时间为
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)',F

"周*随

访方式为每次来院进行注射
\+$#

抑制剂#治疗前

后均采集外周血留待分析#并使用计算机化
*

线体

层照相术!

?A

"记录肿瘤体积变化情况*患者采用

\+$#

治疗
!

个周期后#若符合临床评估标准后#便

后续只观察细胞免疫的变化*本研究主要终点事

件为随访终止#次要终点事件为患者选择停止用药*

#,%

!

肿瘤大小测量及临床效果评估标准
!

\+$#

抑

制剂治疗前后#采用
?A

记录肿瘤体积变化情况*

根据
TE?I-AR#,#

指导准则'

'

(

#将患者分为部分缓

解!

/

81298;13D

/

0:D3

#

\T

")疾病稳定!

D285;349D38D3

#

-+

")疾病进展!

/

10

B

13DD9R349D38D3

#

\+

"*

\T

$靶

病灶最大径之和减少
%

)"a

#至少维持
%

周*

-+

$

靶病灶最大径之和缩小未达
\T

#或增大未达
\+

*

\+

$靶病灶最大径之和至少增加
%

!"a

或出现新

病灶*

#,J

!

外周血流式分析
!

分别取
#""

)

P

新鲜外周血

液于
#,JCP

的
E\

管中#每管加入
#

)

P=<

阻断

"("

!
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剂#

%e

封闭
#"C9:

#加入目的
S81Y31

染色组合#

S$

S+-?D

$

?+))

`

?+##]

`

NPU$+T

_

?+#J

_

?+#%

`

)

M$S+-?D

$

?+))

`

?+##]

`

?+#%

_

?+#J

`

)

A13

B

D

$

?+%

`

?+!J

`

?+#!&

_

*加入抗体后#轻轻涡旋混

匀#

%e

条件下闭光染色
)"C9:

*每管中加入
#CP

的红细胞裂解液#闭光裂解
%C9:

*

%e

#

)J"f

'

离

心
JC9:

#吸去上清液#加入
#CP

预冷的
\]-

清洗#

%e

#

)J"f

'

离心
JC9:

#重复清洗
#

次*加入
)J"

)

P

预冷的含有
#a

多聚甲醛的
\]-

重悬细胞#将重

悬液转移到流式管中*采用
]+=0123DD8

进行目标

细胞群的检测#并用
=;0QL0

软件进行数据分析*

#,(

!

统计学处理
!

利用
Ê<3;

软件进行实验数据

统计和分析#采用
M18

/

@\84\19DC&,"

软件绘图*

数据以
&

(g)

表示*采用
?SN

!

!检验分析
!

种治

疗方法的疗效等级是否有差异*采用
*

检验检测
!

组数值的差异分析*将治疗结果分组#按照有效程

度等级编号为$

\+c"

#

-+c#

#

\Tc!

*

S$S+-?D

和
A13

B

D

的比例变化值由治疗后细胞百分比减去治

疗前细胞百分比得出#采用
-

/

381C8:

相关分析疗

效与
S$S+-?D

变化量)疗效与
A13

B

D

变化量的相

关性*检验水准!

"

"为
","J

*

>

!

结
!

果

!,#

!

临床效果评价
!

!&

例
7-?P?

患者中#接受一

线免疫治疗
&

例!

!J,Fa

"#接受二线免疫治疗
!"

例

!

&%,#a

"*一线组中#

\T

比例为
J&,#a

!

%

&

&

"#

-+

比例为
!',(a

!

!

&

&

"#

\+

比例为
#%,)a

!

#

&

&

"*二

线组中#

\T

比例为
#Ja

!

)

&

!"

"#

-+

比例为
JJa

!

##

&

!"

"#

\+

比例为
)"a

!

(

&

!"

"*

&

例!

!J,Fa

"

\+

患者由于疾病进展而停止使用
\+$#

抑制剂治疗*

!,!

!

治疗前免疫抑制细胞水平
!

流式细胞分析结

果!图
#

"显示$治疗前#一线组和二线组外周血中

S$S+-?D

)

M$S+-?D

和
A13

B

D

水平差异无统计学

意义!

$c",'&

)

",#!

)

",J(

"*

!,)

!

治疗前后外周血中
S$S+-?D

水平变化
!

流

式细胞分析结果!图
!

"显示$与治疗前相比#治疗后

一线组
S$S+-?D

在外周血中的水平下降!

$

#

","J

"*与治疗前相比#二线组在治疗后
S$S+-?D

水平差异无统计学意义*

!,%

!

治疗前后外周血中
M$S+-?D

水平变化
!

结

果!图
)

"显示$治疗前后#一线组和二线组患者
M$

S+-?D

差异均无统计学意义*

图
!

!

免疫治疗前
>

组间
I1IABE*

&

<1IABE*

和
J&4

,

*

水平差异

U

$

S$S+-?D

#

]

$

M$S+-?D

#

?

$

A13

B

D

%

:D

$

$

$

$,$!

*

图
>

!

>

组患者免疫治疗前后外周血
I1IABE*

水平变化

U

$一线组#

]

$二线组%

"

$

#

$,$!

#

:D

$

$

$

$,$!

*

!,J

!

治疗前后外周血中
A13

B

D

水平变化
!

结果!图

%

"显示$与治疗前相比#治疗后
A13

B

D

在一线组和二

线组中均显著上升!

$

#

","J

#

$

#

","#

"*

!,(

!

治疗后外周血免疫抑制细胞水平
!

结果!图

J

"显示$第
#

次免疫治疗后#二线组比一线组外周血

中
S$S+-?D

细 胞 群 水 平 更 高 !

$

#

","J

"*

M$S+-?D

和
A13

B

D

在
!

组间差异无统计学意义

!

$c",&#

)

",%&

"*

(("

?@9:3D3L0.1:8;0>?;9:9<8;S349<9:3

#

!"!#

#

X0;,!'

#

70,)
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!,&

!

相关性分析
!

结果!图
(

"显示$

A13

B

D

变化量

和疗效不相关!

$c",#F

"#

S$S+-?D

比例下降值和

疗效相关!

%c_","%

#

$c",""#)

"#即变化值为负

数且其绝对值越大#疗效越好!疗效等级为
!

"*

图
?

!

免疫治疗前后
>

组外周血中
<1IABE*

水平变化

U

$一线组#

]

$二线组%

:D

$

$

$

$,$!

*

图
@

!

免疫治疗前后
>

组外周血
J&4

,

*

水平变化

U

$一线组#

]

$二线组%

"

$

#

$,$!

#

""

$

#

$,$%

*

图
C

!

免疫治疗后
>

组外周血
I1IABE*

&

<1IABE*

和
J&4

,

*

水平比较

U

$

S$S+-?D

#

]

$

M$S+-?D

#

?

$

A13

B

D

%

"

$

#

$,$!

#

:D

$

$

$

$,$!

*

图
D

!

J&4

,

*

和
I1IABE*

治疗前后比例变化值和疗效的相关性分析

U

$

A13

B

D

变化值与疗效的关系%

]

$

S$S+-?D

变化值与疗效的关系*

?

!

讨
!

论

本研究通过招募
7-?P?

患者初步探究一线免

疫治疗和二线免疫治疗在肿瘤控制过程中效果的

差异#并分析了
!

组患者在接受
\+$#

抑制剂治疗

后外周血
S$S+-?D

)

M$S+-?D

和
A13

B

D

水平的变

化*本研究初步证实#晚期基因突变阴性
7-?P?

患者接受一线免疫治疗较二线免疫治疗具有更好

的临床疗效#而且第
#

次免疫治疗后#一线免疫治疗

组有更低水平的
S$S+-?D

#预示着在前者中更低

!("

!
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的由
S$S+-?D

造成的免疫抑制活性#但是
M$

S+-?D

没有相应变化*相比之下#

A13

B

D

水平在
!

组中均显著上升#但二线
\+$#

抑制剂治疗组中上

升的趋势更加明显*外周血
S$S+-?D

显著下降与

疗效相关%

A13

B

D

显著增加#但与疗效无关*

AISE

中主要的免疫细胞成分是
S+-?D

#这是

一类起源于肿瘤患者骨髓#移行到外周血和肿瘤组

织中的不成熟的髓系细胞*

S+-?D

可通过一氧化

氮代谢通路和增加
\+$P#

的表达等机制抑制
A

细

胞和自然杀伤细胞的抗肿瘤活性#

S+-?D

活性的维

持不但与肿瘤生长相关#也与肿瘤转移相关'

F

(

*作

为
AISE

中重要的免疫抑制细胞#

A13

B

D

细胞与肿

瘤的发生和进展密切相关#是免疫治疗有效的主要

因素之一#当患者外周血中
A13

B

D

数量减少或者消

失时#肿瘤也就容易被控制'

#"

(

*黑素瘤的研究'

##

(

表明#使用
\+$#

抑制剂治疗有效的患者外周血中

A13

B

D

细胞的数量和肿瘤抑制活性明显降低*外周

血中
S+-?D

比肿瘤组织中
S+-?D

的变化更能反

映
\+$#

抑制剂的疗效#因此只检测外周血中免疫

抑制细胞也具有参考意义'

F

(

*

本研究表明#一线免疫治疗的效果明显优于二

线免疫治疗#与
ZEV7HAE$""#

研究'

#!

(的
J

年随

访结果一致*本研究通过流式细胞仪分析探究了

一线和二线免疫治疗后
)

种肿瘤免疫细胞的变化情

况*本课题组在前期研究'

#)

(中发现#

7-?P?

患者

外周血中
S$S+-?D

的下降能显著增强
\+$#

抑制

剂治疗的效果*在确定
S$S+-?D

)

M$S+-?D

和

A13

B

D

的基线水平在
)

组中差异无统计学意义的条

件下#发现一线组中
S$S+-?D

在第
#

次免疫治疗

后显著下降#而二线免疫治疗组没有明显变化*更

重要的是#第
#

次免疫治疗后#一线组的
S$S+-?D

水平较二线组更低#预示着在前者中更低的
S$

S+-?D

导致的低免疫抑制活性及更好的抗癌疗效*

同时#

M$S+-?D

在一线和二线组中差异无统

计学意义*与
S$S+-?D

仅在一线组有变化相比#

A13

B

D

的水平在
!

组中均显著上升#且二线组中上

升趋势更加明显*在患者体内#

\+$#

抑制剂往往会

引起机体的免疫增强#此时免疫系统为了保护正常

细胞免于过度免疫的影响#往往会增强微环境中的

免疫抑制活性*根据临床效果和
A13

B

D

的相应变化

情况#推测在
\+$#

抑制剂使用后外周血中上调的

A13

B

D

水平可能是机体对于免疫增强后启动免疫平

衡保护机体免受过度免疫的伤害'

#!

(

*另一方面#在

二线组中更高水平的
A13

B

D

细胞抑制了
\+$#

抑制

剂的肿瘤免疫治疗效果*因此#

S$S+-?D

和
A13

B

D

变化引起的免疫微环境的免疫抑制活性的动态变

化可能有效增强或限制
\+$#

抑制剂的免疫治疗效

果*本研究表明#一线和二线免疫治疗引起的肿瘤

免疫细胞的变化不同*一线免疫治疗的临床疗效

更好可能与
AISE

不同相关#其中
AISE

的主要免

疫抑制细胞
S$S+-?D

降低和
A13

B

D

轻微升高可能

是具体机制*这也说明#对于
7-?P?

#一线免疫治

疗可能比二线免疫治疗获益更多*当然这需要更

进一步的基础研究验证*

本研究存在一定的局限性$!

#

"患者群体仅有

!&

例#样本量偏小#而且分到各组中的人数也较少*

!

!

"检测患者外周血中
)

种细胞的变化#而未检测肿

瘤组织中的比例差异#也未检测外周血中肿瘤相关

性巨噬细胞*

综上所述#晚期
7-?P?

患者接受一线免疫治

疗较二线免疫治疗具有更好的临床疗效#一线免疫

治疗组外周血
S$S+-?D

显著下降与疗效相关%

M$

S+-?D

无变化#但二线免疫治疗组
A13

B

D

显著增

加#但与疗效无关*
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