
·论  著·

非小细胞肺癌患者抗PD-1/PD-L1治疗疗效及其肠道菌群特征分析*

李 帅1,韩 雪1,马文静2,徐 蓉3,王昌敏1△

1.新疆维吾尔自治区人民医院检验科,新疆乌鲁木齐
 

830001;2.乌鲁木齐市中医医院检验科,
新疆乌鲁木齐

 

830002;3.新疆维吾尔自治区人民医院肿瘤科,新疆乌鲁木齐
 

830001

  摘 要:目的 分析非小细胞肺癌(NSCLC)患者抗程序性死亡受体1(PD-1)/程序性死亡配体1(PD-L1)
治疗疗效及其肠道菌群特征。方法 

 

将2020年1月至2022年1月新疆维吾尔自治区人民医院收治的81例

NSCLC患者作为研究对象,根据患者免疫治疗应答情况,将患者分为无应答组及应答组,比较两组患者临床资

料及肠道菌群分布差异,并采用Spearman相关性分析患者无进展生存期(PFS)与肠道菌群α多样性指标之间

的相关性。结果 应答组吸烟患者比例显著低于无应答组,差异有统计学意义(χ2=4.648,P=0.031)。无应

答组Chao1指数、ACE指数及香农-威纳指数患者低于应答组,辛普森多样性指数高于应答组,差异有统计学意

义(P<0.05)。Chao1指数、ACE指数及香农-威纳指数与PFS呈正相关(r=0.526、0.579、0.539,均P<
0.05),而辛普森多样性指数与PFS呈负相关(r=-0.867,P<0.001)。采用主坐标分析对肠道菌群β多样性

结构进行分析,第一主成分贡献率为70.36%,第二主成分贡献率为16.63%。结论 NSCLC患者肠道菌群多

样性及分布与抗PD-1/PD-L1治疗有关,患者肠道菌群多样性越高,抗PD-1/PD-L1治疗越敏感。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

therapeutic
 

effect
 

of
 

anti-programmed
 

death
 

receptor
 

1
 

(PD-1)/pro-
grammed

 

death
 

ligand
 

1
 

(PD-L1)
 

and
 

the
 

characteristics
 

of
 

intestinal
 

flora
 

in
 

patients
 

with
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer
 

(NSCLC).Methods A
 

total
 

of
 

81
 

NSCLC
 

patients
 

admitted
 

to
 

the
 

People's
 

Hospital
 

of
 

Xinjiang
 

Uygur
 

Autonomous
 

Region
 

from
 

January
 

2020
 

to
 

January
 

2022
 

were
 

taken
 

as
 

the
 

research
 

object.According
 

to
 

the
 

patients'
 

immunotherapy
 

response,the
 

patients
 

were
 

divided
 

into
 

non-response
 

group
 

and
 

response
 

group.The
 

differences
 

in
 

clinical
 

data
 

and
 

intestinal
 

flora
 

distribution
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

compared,

and
 

the
 

correlation
 

between
 

PFS
 

and
 

intestinal
 

flora
 

α
 

diversity
 

index
 

was
 

analyzed
 

by
 

Spearman
 

correlation.
Results The

 

proportion
 

of
 

smoking
 

patients
 

in
 

response
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

non-re-
sponse

 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(χ2=4.648,P=0.031).Chao1
 

index,ACE
 

index
 

and
 

shannon
 

wiener
 

index
 

patients
 

in
 

non-response
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

response
 

group,while
 

Simpson
 

diversity
 

index
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

response
 

group,with
 

statistical
 

significance
 

(P<0.05).Chao1
 

index,ACE
 

index
 

and
 

shannon
 

wiener
 

index
 

were
 

positively
 

correlated
 

with
 

PFS
 

(r=0.526,0.579
 

and
 

0.539,

all
 

P<0.05),while
 

Simpson
 

diversity
 

index
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

PFS
 

(r=-0.867,P<0.001).
The

 

principal
 

coordinate
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

β
 

diversity
 

structure
 

of
 

intestinal
 

flora.The
 

first
 

principal
 

component
 

contribution
 

rate
 

was
 

70.36%,and
 

the
 

second
 

principal
 

component
 

contribution
 

rate
 

was
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16.63%.Conclusion The
 

diversity
 

and
 

distribution
 

of
 

intestinal
 

flora
 

in
 

NSCLC
 

patients
 

are
 

related
 

to
 

anti-
PD-1/PD-L1

 

therapy.The
 

higher
 

the
 

diversity
 

of
 

intestinal
 

flora,the
 

more
 

sensitive
 

the
 

anti-PD-1/PD-L1
 

therapy.
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  肺癌是全球最常见的恶性实体肿瘤之一,其中非

小细胞肺癌(NSCLC)占80%~85%[1-3]。随着精准

治疗的不断发展,NSCLC患者抗程序性死亡受体1
(PD-1)及程序性死亡配体1(PD-L1)治疗取得显著进

展[4-6]。有研究显示,肠道菌群与肺癌密切相关,肠道

菌群可影响宿主的免疫状态,增加恶性肿瘤的易感

性,且肠道微生物群可影响抗PD-1/PD-L1治疗疗

效[7-8]。目前国内针对 NSCLC患者抗PD-1/PD-L1
治疗反应与肠道菌群多样性的相关研究较少,基于

此,本研究分析 NSCLC患者抗PD-1/PD-L1治疗疗

效及其肠道菌群特征,旨在为提高临床抗PD-1/PD-
L1治疗疗效提供新思路及新方法。现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2020年1月至2022年1月新

疆维吾尔自治区人民医院收治的81例NSCLC患者

作为研究对象。纳入标准:(1)符合 NSCLC诊断标

准[9];(2)年龄18~75岁;(3)临床资料完整;(4)接受

抗PD-1/PD-L1治疗。排除标准:(1)合并严重心、
脑、肾等器官功能障碍;(2)合并其他恶性肿瘤;(3)合
并血液系统、自身免疫系统疾病;(4)入院前6个月内

接受抗菌药物、肠道微生态制剂治疗;(5)合并溃疡性

结肠炎、克罗恩病等消化系统疾病;(6)既往行消化道

手术;(7)合并严重精神-神经系统疾病不能配合;(8)
妊娠期及哺乳期女性。本研究通过医院伦理委员会

审核并批准(批准号:KY20191223416),患者或家属

对本研究知情并签署同意书。

1.2 方法 记录患者年龄、性别等临床资料,于入院

后完善相关检查,次日清晨开始治疗前留取新鲜粪

便,置于含脱氧核糖核酸稳定剂的采集管中,分装至

EP管中,保存于-80
 

℃冰箱中备用,进行菌群分析。
所有患者均接受抗PD-1/PD-L1治疗,直至疾病进展

或出现无法忍受毒性,每6周评估1次患者对抗PD-
1/PD-L1治疗的反应,并从首次记录之日起不少于4
周的后续评估中确认。根据实体肿瘤疗效评估标准

1.1,将患者分为应答组及无应答组两组,其中应答组

为肿瘤部分缓解或病情稳定,无应答组为治疗及随访

过程中出现病情进展[8]。

1.3 观察指标

1.3.1 临床资料 根据电子病历系统收集患者年

龄、体重指数(BMI)、性别、肿瘤分期、分级及合并基

础疾病等。

1.3.2 肠道菌群分析 所有患者留取入院时患者清

晨大便标本200
 

g后使用密封盒内密封,并于-80
 

℃
环境中保存。取样过程中严格遵循无菌取样原则。
使用快速DNA提取检测试剂盒(北京天根生化)提取

大便中的总DNA,操作过程严格遵守试剂盒操作流

程,而后将标本委托北京诺赛基因组研究中心有限公

司进行16S
 

rRNA测序分析与菌群鉴定:经质检合格

后使用16S
 

rRNA
 

V4区引物进行27个循环的PCR。
产物经NanoDrop检测合格后使用 HiSeq第二代高

通量测序平台(美国Illumina公司)进行双端测序。
测序完成后采用Silva数据库对标本进行物种比对和

注释,使用BugBase进行表型预测。主要分析肠道菌

群结构及其α多样性。肠道菌群α多样性指标包括

菌群丰度指标(Chao1指数和ACE指数)及均匀度指

标(香 农-威 纳 指 数 和 辛 普 森 多 样 性 指 数)。其 中

Chao1指数与ACE指数越大代表物种总数越多,香
农-威纳指数值越大,说明肠道菌群多样性越高。辛普

森多样性指数值越大,说明肠道菌群多样性越低。采

用主坐标分析(PCoA)法比较两组肠道菌群结构及其

β多样性,采用 Weight
 

UniFrac计算法计算第一主成

分(PC1)和第二主成分(PC2)贡献率,采用线性判别

分析(LDA)评估每组物种丰度差异,LDA评分>2为

差异有统计学意义。

1.3.3 抗PD-1/PD-L1治疗疗效 根据患者无进展

生存期(PFS)评估患者抗PD-1/PD-L1治疗疗效。

1.4 随访 对所有患者进行为期1年随访,前3个

月每个月于门诊进行随访,后每3个月通过微信、电
话及门诊随诊等对患者进行随访,记录患者疾病进

展、恶化及死亡情况。

1.5 统计学处理 采用统计软件SPSS20.0对数据

进行分析,计数资料以频数(%)表示,组间比较行χ2

检验;计量资料以x±s表示,组间比较采用独立标本

t检验;采用Spearman相关性分析患者肠道菌群α多

样性指标与PFS之间的相关性,P<0.05表示差异有

统计学意义。

2 结  果

2.1 随访结果 随访过程中有5例患者失联,按脱

落处理,最终纳入患者76例,其中应答组42例(截止

1年随访终点均未出现疾病进展),无应答组34例(中
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位PFS为5个月)。

2.2 两组临床资料比较 应答组吸烟患者比例显著

低于无应答组,差异有统计学意义(χ2=4.648,P=
0.031)。见表1。

表1  两组患者临床资料比较[x±s或n(%)]

项目
应答组

(n=42)

无应答组

(n=34)
t/χ2 P

年龄(岁) 65.23±3.47 65.89±3.34 0.838 0.405

性别

 男 29(69.05) 24(70.59) 0.021 0.884

 女 13(30.95) 10(29.41)

BMI(kg/m2) 23.89±2.15 24.12±1.94 0.484 0.630

病理类型

 鳞癌 12(28.57) 15(44.12) 1.983 0.159

 非鳞癌 30(71.43) 19(55.88)

肿瘤分期

 Ⅲ期 9(21.43) 2(5.88) 3.668 0.055

 Ⅳ期 33(75.57) 32(96.97)

手术史 4(9.52) 5(14.71) 0.483 0.487

放疗 11(26.19) 12(35.29) 0.738 0.390

表皮生长因子受体突变 2(4.76) 6(17.65) 3.312 0.069

家族遗传史 2(4.76) 1(2.94) 0.164 0.685

吸烟 18(45.86) 23(67.65) 4.648 0.031

2.3 NSCLC患者肠道菌群α多样性比较 无应答

组Chao1指数、ACE指数及香农-威纳指数患者低于

应答组,辛普森多样性指数高于应答组,差异有统计

学意义(P<0.05)。见表2。
表2  两组患者肠道菌群α多样性比较(x±s)

项目
应答组

(n=42)

无应答组

(n=34)
t P

Chao1指数 60.24±3.12 58.41±3.06 2.564 0.012

ACE指数 82.45±4.27 79.86±4.24 2.637 0.010

辛普森多样性指数 1.21±0.13 1.28±0.15 2.179 0.033

香农-威纳指数 3.14±0.27 2.98±0.23 2.742 0.008

2.4 NSCLC患者肠道菌群β多样性比较 采用

PCoA对肠道菌群β多样性结构进行分析,PC1贡献

率为70.36%,PC2贡献率为16.63%,提示应答组患

者肠道菌群β多样性高于无应答组。见图1。

2.5 NSCLC患者肠道菌群不同类群差异分析 在

属水平,NSCLC患者拟杆菌属丰度最高,与应答组相

比,无应答组瘤胃球菌属、罗氏菌属及拟杆菌属丰度

较高;与无应答组相比,而应答组另枝菌属、普雷沃氏

菌属、双歧杆菌属、毛螺旋菌属、毛螺菌属及志贺菌属

丰度较高(P<0.05)。见图2。

图1  NSCLC患者肠道菌群β多样性比较

图2  菌群差异分析

2.6 患者肠道菌群α多样性指标与 PFS的相关

性 Chao1指数、ACE指数及香农-威纳指数与PFS
呈正相关(r=0.526、0.579、0.539,均P<0.05),而
辛普森多样性指数与PFS呈负相关(r=-0.867,

P<0.001)。

3 讨  论

  肺癌是全世界癌症相关死亡的主要原因,病死率

约23%,尽管肺癌的诊断及治疗已取得初步成功,但
肺癌预后情况仍不乐观,晚期肺癌患者5年总生存率

不足5%[10]。随着精准治疗时代的来临,抗 PD-1/

PD-L治疗将晚期肺癌患者5年生存率增加至20%,
显著 改 善 患 者 预 后,为 肿 瘤 患 者 的 治 疗 带 来 希

望[11-12]。近年来研究显示,微生物群在维持宿主健康

方面起着至关重要的作用,与癌症发作、发展及对治

疗的反应相关,为提升免疫治疗提供新思路[13-15]。
肠道菌群多样性是指肠道内定植的不同类型的

微生物的数量及丰度分布,肠道菌群α多样性是评价

肠道菌群总体情况的有效指标,GOPALAKRISH-
NAN等[16]研究显示,肠道菌群多样性高的黑色素瘤

患者其接受抗PD-1治疗疗效更优。这与本研究结果

相似。本研究结果通过对PFS与肠道菌群α多样性

指标进行相关性分析,Chao1指数、ACE指数及香农-
威纳指数与PFS呈正相关(r=0.526、0.579、0.539,
均P<0.05),而与辛普森多样性指数呈负相关(r=
-0.867,P<0.001)。HAKOZAKI等[17]等研究亦

证实,总生存率较高的患者其肠道菌群α多样性较
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高。此外,本研究结果显示,应答组患者肠道菌群β
多样性显著高于无应答组,这与SONG等[18]研究结

果一致。
本研究结果显示,无应答组中瘤胃球菌属、罗氏

菌属及拟杆菌属富集,而普雷沃氏菌属、双歧杆菌属

等富集于应答组。有研究报道,双歧杆菌属可增加促

炎细胞因子肿瘤坏死因子的产生,显著改善抗PD-L1
治疗后的肿瘤控制[19],这与本研究结果相似,对于应

答组患者,大多数富集细菌都为革兰阴性菌,与免疫

治疗临床反应相关,能显著改善临床疗效[8,16]。普雷

沃氏菌属则与T细胞增殖有关,在抗肿瘤环境下,免
疫反应的恶化可能有助于患者的免疫监测能力[20-21]。
而JIN等[21]进一步研究发现,肠道微生物多样性高的

患者,其在外周记忆T细胞和自然杀伤细胞特征也显

著升高,提示肠道微生物组可能系介导记忆CD8+T
细胞和自然杀伤细胞亚群来提升抗PD-1/PD-L治疗

疗效。
此外,抗PD-1/PD-L治疗因激活自身免疫,可能

会导致免疫系统攻击正常组织进而出现一系列独特

不良反应,如自身免疫性肺炎、肝炎等免疫治疗相关

不良反应,研究显示,在拟杆菌门与黑色素瘤免疫治

疗出现的免疫相关不良反应有关,肠道拟杆菌可能通

过上调黏膜IL-1β水平,从而诱发免疫相关结肠炎,影
响患者治疗[22-23]。本研究结果显示,无应答组患者的

拟杆菌属富集,出现此结果的原因可能与治疗不良反

应影响后续治疗相关。此外,应答组吸烟患者比例显

著低于无应答组,提示吸烟,甚至是既往吸烟史可能

对患者肠道菌群多样性产生影响,从而影响 NSCLC
患者抗PD-1/PD-L1治疗疗效。尽管目前关于抗PD-
1/PD-L治疗疗效与肠道微生物群间的关系,仍有待

进一步确认,但肠道菌群与抗PD-1/PD-L治疗获益

间的联系已初步得到学者认可,肠道微生物群有望成

为一种内在生物传感器,使抗PD-1/PD-L1治疗更加

敏感,以便改善患者临床结局。
综上所述,本研究结果显示,肠道菌群多样性与

NSCLC患者接受抗PD-1/PD-L1治疗反应有关,有
望成为NSCLC治疗潜在靶点。但本研究仍存在一定

局限性,首先,本研究纳入标本有限,且仅为本院患

者,故患者肠道菌群间可能存在局限性,此外,本研究

随访时间较短,故患者肠道菌群与患者长期预后关系

不慎明确,故应进一步行多中心、大标本的长期研究

对患者进行进一步分析,以便为临床治疗提供新思

路、新方法及有利的循证医学支持。
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