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结合基因表达谱探讨恶性黑色素瘤免疫微环境分型的预后预测价值
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[摘 要] 目的：探讨恶性黑色素瘤（malignant melanoma，MM）微环境分型对MM患者预后的评估价值。方法：对2010年7月

至2017年5月在南京鼓楼医院手术切除的87例原发性MM组织进行二代测序，免疫组化法检测PD-1、PD-L1、CD3+ TIL、MSH2、

MSH6、PMS2和MLH1的表达。随访患者的生存时间，分析不同免疫微环境分型对患者预后的影响及其基因表达特征。结果：
根据PD-L1和TIL表达水平将87例MM患者的肿瘤微环境分为4个亚型：PD-L1+ TIL+型或双阳型（15/87，17.24%）、PD-L1+ TIL-型

（15/87，17.24%）、PD-L1- TIL+型（20/87，22.99%）、PD-L1- TIL-型或双阴型（37/87，42.53%）。双阳型患者的中位无病生存期显著长

于双阴型患者（P<0.05），此可能与双阴型患者存在更多CDK4、MCL1、MYC、AKT2、CCND1、FGF19等预后不良基因拷贝数扩增

相关；双阳型患者PD-1表达显著高于双阴型患者（P<0.01），可能与PD-L1、TIL分别与PD-1呈共表达和共不表达有关。结论：根
据PD-L1及TIL表达将MM 患者微环境分为4种亚型，能够区分MM患者预后，双阴型患者存在更多预后不良基因拷贝数扩增。
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[Abstract] Objective: To investigate the prognostic value of microenvironmental typing in patients with malignant melanoma (MM).

Methods: Next generation sequencing (NGS) was performed on 87 cases of primary MM tissues that had been surgically removed in

Nanjing Drum Tower Hospital from July 2010 to May 2017. Immunohistochemistry was carried out to detect the expressions of PD-1,

PD-L1, CD3+ TIL, MSH2, MSH6, PMS2 and MLH1. The survival of these patients was followed up. Then, the effects of different

immune microenvironment types on prognosis and gene expression profile of patients were analyzed. Results: According to the

expression level of PD-L1 and TIL, MM patients were divided into 4 immune microenvironment subtypes, including PD-L1+ TIL+

group (15/87, 17.24%), PD-L1+TIL- group (15/87, 17.24%), PD-L1-TIL+ group (20/87, 22.99%), and PD-L1-TIL- group (37/87, 42.53%).

The median disease free survival (DFS) time of PD-L1+ TIL+ patients was significantly longer than that of PD-L1-TIL- patients

(P<0.05), which might be related with more copy number amplification of poor prognosis-associated genes in PD-L1-TIL- patients,

such as CDK4, MCL1, MYC, AKT2, CCND1 and FGF19. It was found that the expression of PD-1 in PD-L1+ TIL+ patients

was significantly higher than that in PD-L1- TIL- ones (P<0.01), which may be related to the co-expression or un-expression of PD-L1

and PD-1 as well as TIL and PD-1. Conclusion: The microenvironment of MM patients can be divided into four subtypes

according to the expression of PD-L1 and TIL, which can distinguish the prognosis of MM patients. The PD-L1- TIL- patients have

more copy number amplification of poor prognosis related genes.

[Key words] malignant melanoma (MM); gene mutation; immune microenvironment; tumor infiltrating lymphocyte (TIL);

programmed death-ligand 1 (PD-L1)
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恶性黑色素瘤（malignant melanoma，MM）是侵

袭性极强的皮肤恶性肿瘤。随着靶向及免疫治疗药

物 的 相 继 上 市 ，MM 患 者 的 总 生 存 期（overall

survival，OS）得到极大提升[1-2]。近年来，随着肿瘤免

疫微环境研究的深入开展，在MM的研究[3]中根据程

序性死亡-配体1（programmed death-ligand 1，PD-L1）

及肿瘤浸润淋巴细胞（tumor infiltrating lymphocyte，

TIL）的水平进行肿瘤微环境免疫分型（tumor

microenvironment immune type，TMIT），以此评估肿

瘤患者的预后具有一定的价值，此后逐渐被应用于

肺癌、胆囊癌、皮肤附件癌等多种肿瘤[4-6]。同时随着

二代测序（next generation sequencing，NGS）技术的发

展，根据肿瘤患者的特异性基因制定个体化治疗方

案已成为主流的肿瘤治疗策略。因此综合评估免疫

微环境指标和基因突变特征，从而选择最佳的治疗

方案尤为重要[7]。本课题回顾性分析 2010年 7月至

2017年 5月在南京鼓楼医院行肿瘤根治术或肿瘤穿

刺活检术的MM患者的临床、病理及基因检测资料，

旨在探讨TMIT对MM患者预后的评估价值、基因组

图谱与免疫微环境指标之间的相关性。

1 资料与方法

1.1 临床标本的来源及NGS检测

选取2010年7月至2017年5月在南京鼓楼医院行肿

瘤根治术或肿瘤穿刺活检术的Ⅰ~Ⅲ期MM患者的石蜡组

织标本，常规行PD-1、PD-L1、CD3+TIL、MSH2、MSH6、

PMS2和MLH1等免疫组化（immunohistochemistry，

IHC）染色，病理结果由两位高年资病理学专家采用

双盲法判读。所有患者术前均未接受治疗，术后接

受化疗、生物治疗和定期随访等。

用 QIAamp DNA FFPE 组织试剂盒（Qiagen）提

取组织标本中 DNA，送往临床集中检测中心（南京

Geneseeq科技有限公司）进行NGS检测，用R语言软

件绘制基因组图谱。

1.2 病例随访

随访以电话方式进行。末次随访时间为2019年

12月，中位随访时间 35个月，随访率为 90%，共有 87

例样本纳入本研究分析。

1.3 统计学处理

采用SPSS25.0统计学软件对实验数据进行统计学

分析，用GraphPad Prism软件绘制生存曲线。采用Log-

rank法行生存曲线显著性检验，计数资料采用卡方检验，

Spearman相关系数行肿瘤免疫微环境指标相关性分析。

以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 MM患者TMIT及其与预后的关系

以PD-L1及TIL表达状态（cutoff值为0.05）将87

例MM患者的肿瘤微环境分为4个亚型：PD-L1+ TIL+

型或双阳型（15 例，17.24%）、PD-L1+ TIL-型（15 例，

17.24%）、PD-L1-TIL+型（20例，22.99%）和 PD-L1- TIL-

型或双阴型（37例，42.53%）。

Log-rank法分析结果（图1）显示，PD-L1+ TIL+型患

者的中位无病生存期（disease free survival，DFS）及OS

均较长，而PD-L1- TIL-型患者的DFS和OS较短；虽然

4型患者中DFS及OS差异比较均无统计学意义（均P>0.05），

但PD-L1+TIL+型患者较PD-L1- TIL-型患者的DFS差异

比较有统计学意义（P<0.05），OS有延长的趋势。

图1 PD-L1+ TIL+型和PD-L1- TIL-型MM患者的生存曲线

Fig.1 Survival curves of PD-L1+ TIL+ and PD-L1- TIL- MM patients
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2.2 PD-L1+ TIL+型和PD-L1- TIL-型MM患者的免疫

微环境指标与临床资料比较

PD-1、MSH2、MSH6、PMS2、MLH1的 cutoff值为

0.05，MSH2、MSH6、PMS2、MLH1均为阳性判定为微

卫星稳定型（microsatellite stability，MSS），任意一项

及以上为阴性判定为微卫星不稳定型（microsatellite

instability，MSI）。肿瘤突变负荷（tumor mutation

burden，TMB）的 cutoff值为10。分析结果显示，PD-1

阳性表达在 PD-L1+TIL+与 PD-L1-TIL-型间比较差异

有统计学意义（P<0.01），双阳型患者PD-1阳性率高

达 53.3%，而双阴型患者PD-1表达率仅 8.1%（表 1）。

在87例MM 患者中，对免疫微环境指标分析结果

（表 2）显示，PD-1与 PD-L1、PD-1与TIL分别呈共表

达和共不表达，且在 PD-L1+ TIL+型与 PD-L1- TIL-型

组中同样符合。

表1 PD-L1+ TIL+型和PD-L1- TIL-型MM患者的临床病理特征比较（n）

Tab.1 Comparison of clinicopathological features of PD-L1+ TIL+ and PD-L1- TIL- MM patients (n)

Clinicopathological feature

Age (t/a)≥60

<60

Gender
Male

Female

Subtype

Acral

Cutaneous

Mucosal

Lymphatic metastasis

Yes

No

PD-1 status

Positive

Negative

MSI/MSS status

MSI

MSS

TMB status

High

Low

N

32

20

17

35

29

11

12

16

36

11

41

12

40

16

36

PD-L1+ TIL+

10

5

4

11

9

4

2

3

12

8

7

3

12

4

11

PD-L1- TIL-

22

15

13

24

20

7

10

13

24

3

34

9

28

12

25

χ2

0.234

0.348

1.238

1.148

13.09

0.112

0.167

P

0.628

0.555

0.538

0.284

0.001

0.737

0.683

表2 免疫微环境 IHC指标相关性分析

Tab.2 Correlation analysis of IHC indices in immune microenvironment

Variable

PD-1 and PD-L1

PD-1 and TIL

PD-1 and MSI

PD-L1 and TIL

PD-L1 and MSI

TIL and MSI

P

(All samples)

0.043

0.001

0.114

0.143

0.908

0.503

Correlation index

0.217

0.337

P

(Selected samples)

0.000

0.000

0.215

-

0.737

0.737

Correlation index

0.502

0.502

2.3 PD-L1+ TIL+型和PD-L1- TIL-型MM患者的基因

突变图谱

通过使用 R 语言软件绘制基因组图谱，比较

PD-L1+ TIL+和 PD-L1- TIL-两型MM患者之间基因特

征，TOP18 体细胞基因突变对比结果（图 2）显示，

PD-L1- TIL- 患 者 存 在 更 多 CDK4、MCL1、MYC、
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AKT2、CCND1和FGF19等基因的拷贝数扩增，无论

是PD-L1- TIL-型还是PD-L1+ TIL+型MM患者，BRAF

突变均位于首位，都有多例发生RB1基因的拷贝数

缺失。

图2 MM患者TOP18体细胞基因突变比较

Fig.2 Comparison of TOP18 somatic gene mutations in MM patients

3 讨 论

随着免疫治疗的发展，对肿瘤微环境的研究逐

步深入。在结肠癌中，基于对肿瘤中心和浸润边缘

的CD3+ TIL和CD8+ TIL亚群的量化结果，以免疫评

分范围 I0~I4对肿瘤微环境进行分型，不同分型可预

测结肠癌患者的OS[8]；也有研究[9]根据肿瘤内免疫细

胞的密度和分布情况将肿瘤微环境分为“冷”、“热”、

“免疫抑制型”和“免疫排除型”等4型，不同类型微环

境的肿瘤适合不同的治疗模式。以TIL和PD-L1表

达水平对肿瘤进行TMIT是由TENG等[10]提出，现已

广泛应用于MM、肺癌、胆囊癌、皮肤附件肿瘤等多种

类型肿瘤中[4-6]。本研究即采用TMIT模式，对比不同

免疫微环境分型 MM 患者的 OS 发现，PD-L1+ TIL+

（双阳型）患者的预后最好，PD-L1- TIL-（双阴型）患者

预后最差。既往TMIT方式通常被用于判断行免疫

治疗患者的预后，BENCE等[11]对原发性MM组织标

本的分析结果显示，双阳型是免疫检查点抑制剂

（immune checkpoint inhibitor, ICI）治疗患者的良好预

后因素，且与未使用 ICI患者的不良预后显著相关。

此项研究表明，TMIT模式对未行免疫治疗患者同样

适用，亦能够区分双阳型及双阴型患者的预后。

对比双阳型及双阴型MM患者的临床基本资料

和免疫微环境的特征，发现两组间PD-1表达率存在

显著差异，双阳型MM患者PD-1阳性率高达53.3%，

而双阴型MM患者 PD-1表达率仅 8.1%。通过免疫

微环境各指标相关性分析，提示这可能与PD-L1、TIL

分别与PD-1呈共表达和共不表达有关[12]。

在MM中，通常按不同亚型对患者基因组信息

进行分析比较，以TMIT进行免疫学分型后，再对不

同免疫学分型患者的基因组信息进行比较的研究尚

鲜见。本研究通过绘制PD-L1+ TIL+及PD-L1- TIL-型

MM患者的基因组图谱，发现双阴型MM患者存在更

多MYC、MCL1、AKT2、CCND1、FGF19、MDM2等基

因拷贝数的扩增。查阅相关文献[13]后发现，MCL1是

BCL2家族的抗凋亡蛋白；MYC是常见的原癌基因，

在多种人类癌症中经常扩增[14]；AKT2作为假定癌基

因 ，可 活 化 PI3K/AKT 通 路[15]；CCND1、FGF19、

MDM2等是 p16INK4A-CDK4/6-RB细胞周期通路的关

键基因，此通路的活化可加速肿瘤细胞G1期进展及

增殖[16]。上述基因的扩增可促进肿瘤细胞增殖并抑

制细胞凋亡，提示不良预后。因此从基因层面上看，

双阴型患者，不论后续治疗如何，是否进行免疫治

疗，因其存在更多的预后不良基因拷贝数扩增，预后

始终差于双阳型患者。

总之，根据PD-L1及TIL的表达水平对MM患者

进行预后分层是可行的，不仅适用于免疫治疗人群，

还适用于未行免疫治疗的人群，且这种生存差异

与 PD-1 表达有关。从基因层面上，PD-L1- TIL-型

MM患者存在更多预后不良基因拷贝数扩增，故预后
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始终差于 PD-L1+ TIL+型MM患者，基因可能通过影

响肿瘤免疫微环境进而影响患者预后。通过综合评

估患者免疫微环境及基因突变信息，能更好地指导

临床医生为患者设计适合的治疗方案，预测免疫治

疗的疗效。本研究不足之处是一个单中心的回顾性

研究，样本量相对较小。由于是回顾性设计，未考虑

术后治疗，这些治疗情况可能会影响患者预后数据。

本研究仅检测 CD3+ TIL，后续还可加做 CD8+ TIL、

Foxp3+ TIL等指标，以进一步探讨肿瘤免疫微环境的

相关特征。
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