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ＣＤＫ４与 ＰＤ－Ｌ１在结直肠癌组织中的
表达及相关性分析

王彩莹　高成英　李长天

摘　要　目的　探讨结直肠腺癌及癌旁组织中 ＣＤＫ４和 ＰＤ－Ｌ１蛋白的表达、相互关系及其意义。方法　应用组织芯片及

免疫组化 ＭａｘＶｉｓｉｏｎ二步法检测结直肠腺癌及癌旁组织中 ＣＤＫ４和 ＰＤ－Ｌ１蛋白的表达情况。结果　结直肠腺癌组织中 ＣＤＫ４

和 ＰＤ－Ｌ１蛋白表达率分别为４３．４７％（５０／１１５）、３３．０４％（３８／１１５），显著高于癌旁组织（Ｐ＜０．０１）。病理类型含黏液、淋巴结

转移组 ＣＤＫ４阳性表达率高于不含黏液组、淋巴结未转移组（Ｐ＜０．０５）；癌组织分化程度低的患者 ＰＤ－Ｌ１阳性表达率高于分

化程度高的病例（Ｐ＜０．０５）。结直肠腺癌组织中 ＣＤＫ４和 ＰＤ－Ｌ１蛋白表达呈正相关（ｒｓ＝０．２０４，Ｐ＜０．０５）。结论　在结直

肠腺癌组织中，ＣＤＫ４的表达与 ＰＤ－Ｌ１呈正相关，且 ＣＤＫ４的表达与组织类型、淋巴结转移有关，ＰＤ－Ｌ１的表达与分化程度

呈负相关。
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　　结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）是最常见的消
化道恶性肿瘤之一。２０１８年，Ｆｒｅｄｄｉｅ等［１］

在《临床

医师癌症》杂志在线发表全球癌症统计，对 １８５个国
家３６种癌症的发生率和病死率进行了推算，结直肠
癌的 发 生 率 （６１％）排 名 第 ４位，次 于 肺 癌
（１１６％）、乳腺癌（１１６％）、前列腺癌（７．１％），病死
率（９．２％）排名第２位，仅次于肺癌（１８．４％）。估计
２０１８年将发生１８０多万例新的结直肠癌病例和 ８８．１

万例死亡病例。

在结直肠癌的分子水平，细胞周期失调似乎是癌

症进展的一个关键因素，而细胞周期素依赖激酶（ｃｙ
ｃｌｉｎ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ，ＣＤＫ）是细胞周期的核心因
素。所以，针对 ＣＤＫ４／６的靶向治疗是一种重新控制
细胞周期的方案。近年来，ＣＤＫ４抑制剂联合免疫检
查点抑制剂治疗癌症为抗癌治疗提出了新的治疗方

向。因此本研究通过检测 ＣＤＫ４、程序性细胞死亡蛋
白配体１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈｌｉｇａｎｄ１，ＰＤ－Ｌ１）在结直
肠癌组织中的表达情况，探讨其与结直肠癌发生、发

展和临床病理特征的关系，进而探讨 ＣＤＫ４与 ＰＤ－
Ｌ１的相关性，为 ＣＤＫ４抑制剂与 ＰＤ－Ｌ１抑制剂的联
合治疗提供参考。
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资料与方法

１．一般资料：收集中国人民解放军联勤保障部队
第九四零医院２０１３～２０１７年的结直肠癌病理组织标
本１２０例，癌旁组织 ４０例。所有纳入患者均经病理
学证实为结直肠腺癌。将１６０例组织做成组织芯片，
通过 ＨＥ染色在镜下逐一进行病理诊断，镜下排除结
直肠癌组的 ５例脂肪组织。１１５例结直肠癌患者术
前均未接受放疗、化疗，其中男性 ７５例，女性 ４０例。
切除时患者年龄２６～８５岁，＜６０岁者 ５６例，≥６０岁
者５９例。肿瘤直径 ＜５ｃｍ者 ６１例，≥５ｃｍ者 ５４例。
结肠癌５６例（其中左半结肠癌 ３３例，右半结肠癌 ２３
例），直肠癌 ５９例。高分化腺癌 ２１例，中分化腺癌
６９例，低分化腺癌 ２５例。其中，病理分型中含黏液
有１３例，不含黏液 １０２例。有淋巴结转移 ４５例，无
淋巴结转移７０例，浸润深度 Ｔ１＋Ｔ２期 ２７例，Ｔ３＋Ｔ４
期８８例。

２．组织芯片制作：数据库中挑选确诊为结直肠癌
的患者的石蜡标本，镜下标记切片上癌的区域，根据

切片标记蜡块，利用组织芯片仪制作空白蜡块，同时

将做好标记的供体蜡块孔芯转移到受体蜡块，每个蜡

块６×７点组织阵列，含 ４２个位点，第一排第 １个与
最后一排倒数第 ２个不插入组织，用于定位（图 １、图
２）。制作结直肠癌组织芯片蜡块 ４个，共 １６０例（本
实验组织芯片镜下排除５例脂肪组织）。

图 １　组织芯片蜡块
　

３．染色：将组织芯片以 ４μｍ厚度切片，６０℃烤制
３ｈ，常规脱水脱蜡，ＥＤＴＡ高温高压修复 ３ｍｉｎ，３％过
氧化氢３７℃下封闭１０ｍｉｎ，滴加一抗静置于３７℃烤箱
２ｈ，滴加二抗室温静置２０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，苏木精复染
细胞核，１％盐酸乙醇分化，氨水返蓝，最后不同浓度
梯度乙醇脱水，吹干，二甲苯透明，中性树胶封片。免

疫组化采用 ＭａｘＶｉｓｉｏｎ二步法。兔抗人 ＣＤＫ４单克
隆抗体、兔抗 ＰＤ－Ｌ１抗体、快捷型酶标羊抗鼠／兔

图 ２　组织芯片切片
Ａ．ＨＥ染色；Ｂ．ＣＤＫ４免疫组化染色；Ｃ．ＰＤ－Ｌ１免疫组化染色

　

ＩｇＧ聚合物均购自福州迈新生物技术开发有限公司。
４．结果判读：ＣＤＫ４阳性染色主要定位于细胞

核，免疫组化染色结果的判断采取半定量法进行评

分，标准由两部分构成，即 ａ（细胞核着色的强度）和
ｂ（阳性细胞所占肿瘤细胞的比例）组成。ａ：０分为不
着色，１分为着色弱（淡黄色），２分为中等着色（黄
色），３分为强着色（棕黄色）；ｂ：阳性细胞所占比
例 ＜５％为０分，阳性细胞所占比例在 ５％ ～２５％为 １
分，阳性细胞所占比例在 ２６％ ～５０％为 ２分，阳性细
胞所占比例在 ５１％ ～７５％为 ３分，阳性细胞所占比
例 ＞７５％为 ４分。ａ×ｂ之积等于 ０分者为表达阴
性，记录成免疫组织化学反应（－），１～４分判断为弱
阳性（＋），５～８分判断为中度阳性（＋＋），９～１２分
判断为强阳性（＋＋＋）。实验结果以评分为０分定义
为阴性（－），＞０分统一定义为阳性（＋）。

ＰＤ－Ｌ１阳性染色定位于肿瘤细胞的细胞膜，阳
性表达即呈棕黄色或棕褐色颗粒，借鉴肺癌组织中的

肿瘤比例评分（ｔｕｍｅｒｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓｃｏｒｅ，ＴＰＳ），即肿瘤
阳性细胞占肿瘤细胞总数的百分比。染色结果可分

为３组，即 ＜１％为阴性，１％ ～４９％为弱阳性，≥５０％
为阳性。本研究采用 ＳＰ１４２抗体属于通用性型抗体，
且在结直肠癌中仍无对 ＰＤ－Ｌ１有标准的检测方法
及评分标准，采用１％的 ｃｕｔｏｆｆ值来界定判断其表达
情况，即 ＴＰＳ≥１％的肿瘤均为表达阳性；否则为阴
性

［２］
。

５．统计学方法：应用 ＳＰＳＳ１８．０统计学软件对数
据进行统计分析。ＣＤＫ４、ＰＤ－Ｌ１的表达与结直肠腺
癌临床病理特征的关系采用 χ２检验；ＣＤＫ４与 ＰＤ－
Ｌ１表达的相关性的采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关性检验，以
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．ＣＤＫ４的表达与结直肠腺癌患者临床病理特
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征的关系：ＣＤＫ４在结直肠癌组织中的表达明显高于
癌旁组织，阳性率分别为 ４３．５％（５０／１１５）和 ７．５％
（３／４０），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，表 １、图 ３Ａ、
Ｂ）。ＣＤＫ４在含黏液组与不含黏液组表达的阳性率
分别为１５．４％（２／１３）和 ４７．１％（４８／１０２），在淋巴结
转移组与淋巴结未转移组的阳性率分别为 ５５．６％
（２５／４５）和３３．３％（２５／７０），差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），提示 ＣＤＫ４蛋白与淋巴结转移呈正相关，且

在含黏液的组织学类型中表达更多。不同性别、年

龄、分化程度、肿瘤直径及肿瘤部位 ＣＤＫ４的阳性表
达率比较，差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５，表２）。

表 １　ＣＤＫ４在结直肠腺癌和癌旁组织中的表达

组别 ｎ
ＣＤＫ４

阳性 阴性
χ２ Ｐ

结直肠腺癌组织 １１５ ５０ ６５
１７．０７２ ０．０００

癌旁组织 ４０ ３ ３７

图 ３　ＣＤＫ４和 ＰＤ－Ｌ１在低分化腺癌组织中的表达（ＭａｘＶｉｓｉｏｎ二步法）
Ａ．ＣＤＫ４在低分化腺癌组织中的表达（×４０）；Ｂ．ＣＤＫ４在低分化腺癌组织中的表达（×２００）；

Ｃ．ＰＤ－Ｌ１在低分化腺癌组织中的表达（×４０）；Ｄ．ＰＤ－Ｌ１在低分化腺癌组织中的表达（×２００）

　
　　２．ＰＤ－Ｌ１的表达与结直肠腺癌患者临床病理特
征的关系：ＰＤ－Ｌ１在结直肠腺癌组织和癌旁组织中
的阳性率为 ３３．０％（３８／１１５）和 ０（０／４０），在腺癌组
织中的表达明显高于癌旁组织，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０１，表３、图３Ｃ、Ｄ）。ＰＤ－Ｌ１在低、中、高分化
组表达的阳性率分别为 ５２．０％（１３／２５）、３０．０％

（２１／６９）和１９．０％（４／２１），差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；在淋巴结转移组与无淋巴结转移组的阳性率
分别为５５．６％（２０／４５）和 ２５．７％（１８／７０），差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５），ＰＤ－Ｌ１蛋白与组织分化程度
呈负相关，分化越高，ＰＤ－Ｌ１表达越少，且与淋巴结
转移呈正相关（表２）。

表 ２　ＰＤ－Ｌ１和 ＣＤＫ４表达与结直肠腺癌临床病理特征的关系

临床病理参数 ｎ
ＰＤ－Ｌ１

阳性 阴性
χ２ Ｐ

ＣＤＫ４
阳性 阴性

χ２ Ｐ

性别

　男性 ７５ ２４ ５１ ０．１０６ ０．７４５ ３３ ４２ ０．０２４ ０．８７７
　女性 ４０ １４ ２６ １７ ２３
年龄（岁）

　≥６０ ５９ １７ ４２ ０．９８０ ０．３２２ ２７ ３２ ０．２５７ ０．６１２
　 ＜６０ ５６ ２１ ３５ ２３ ３３
部位

　直肠 ５９ ２３ ３６ ４．６２０ ０．０９９ ３０ ２９ ２．８６３ ０．２３９
　左半结肠 ２３ ９ １４ ９ １４
　右半结肠 ３３ ６ ２７ １１ ２２
直径（ｃｍ）
　≥５ ５４ １７ ３７ ０．１１２ ０．７３８ ２４ ３０ ０．０３９ ０．８４４
　 ＜５ ６１ ２１ ４０ ２６ ３５
分化程度

　低分化 ２５ １３ １２ ６．１３２ ０．０４７ １２ １３ ２．３４３ ０．３１０
　中分化 ６９ ２１ ４８ ３２ ３７
　高分化 ２１ ４ １７ ６ １５
淋巴结转移

　是 ４５ ２０ ２５ ４．３４３ ０．０３７ ２５ ２０ ４．３８８ ０．０３６
　否 ７０ １８ ５２ ２５ ４５
病理类型

　含黏液 １３ ３ １０ ０．６５８ ０．４１７ ２ １１ ４．７０７ ０．０３０
　不含黏液 １０２ ３５ ６７ ４８ ５４
浸润深度

　Ｔ１～Ｔ２ ２７ １２ １５ ２．０７３ ０．１５０ １３ １４ ０．３１３ ０．５７６
　Ｔ３～Ｔ４ ８８ ２６ ６２ ３７ ５１

·０６１·
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　　３．ＣＤＫ４和 ＰＤ－Ｌ１在结直肠癌组织中表达的相
关性：在 １１５例结直肠腺癌组织中，ＣＤＫ４阳性率
４３５％（５０／１１５），ＰＤ －Ｌ１的 阳 性 率 为 ３３．０％
（３８／１１５），两者的表达呈正相关（ｒｓ＝０．２０４，Ｐ＜
００５，表４）。

表 ３　ＰＤ－Ｌ１在结直肠腺癌和癌旁组织中的表达

组别 ｎ
ＰＤ－Ｌ１

阳性 阴性
χ２ Ｐ

结直肠腺癌组织 １１５ ３８ ７７
１７．５１０ ０．０００

癌旁组织 ４０ ０ ４０

表 ４　ＰＤ－Ｌ１、ＣＤＫ４在结直肠腺癌组织中表达的相关性

ＣＤＫ４
ＰＤ－Ｌ１

阳性 阴性
ｒｓ Ｐ

阳性 ２２ ２８
０．２０４ ０．０２９

阴性 １６ ４９

讨　　论
细胞周期依赖性蛋白激酶 ４是调控细胞周期循

环的核心因子，ＣｙｃｌｉｎＤ－ＣＤＫ４／６－ＩＮＫ４－Ｒｂ信号
通路主要负责 Ｇ１～Ｓ期的调控。本研究结果表明，
ＣＤＫ４蛋白与淋巴结转移呈正相关，且在含黏液的组
织学类型中表达更多。这与已有的研究结果大致相

同，ＣＤＫ４蛋白与癌组织分化程度呈负相关，与淋巴
结转移呈正相关

［３２］
。

程序性死亡蛋白 １（ＰＤ－１）是一种免疫抑制受
体，由于持续的炎症刺激而在活化 Ｔ细胞的表面表
达。ＰＤ－Ｌ１是 ＰＤ－１的主要配体，表达于恶性肿瘤
细胞、活化的 Ｔ细胞、Ｂ细胞、巨噬细胞和树突状细
胞，其表达说明宿主免疫反应减弱，预后较差

［４］
。但

是，Ｌｉ等［５］
研究结果则表明，ＰＤ－１和 ＰＤ－Ｌ１表达

越高，ＣＲＣ患者预后越好。Ｒｏｓｅｎｂａｕｍ等［６］
对已知微

卫星不稳定性（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ＭＳＩ）和突变
状态的１８１例结直肠癌患者进行 ＰＤ－Ｌ１免疫组织
化学检测显示，ＰＤ－Ｌ１表达与分化程度低、微卫星不
稳定性、ＢＲＡＦ突变相关。本研究显示，ＰＤ－Ｌ１蛋白
与组织分化程度呈负相关，分化越高，ＰＤ－Ｌ１表达越
少，且与淋巴结转移呈正相关。

本研究显示 ＣＤＫ４与 ＰＤ－Ｌ１的表达呈正相关，
差异有统计学意义（ｒｓ＝０．２０４，Ｐ＜０．０５），但是相关
研究显示，ＰＤ－Ｌ１在肿瘤中的的表达并不是稳定的。
Ｚｈａｎｇ等［７］

对小鼠动物模型及人类原发性前列腺癌

的研究发现，ＰＤ－Ｌ１蛋白稳定性受 ＣｙｃｌｉｎＤ－ＣＤＫ４

和 Ｃｕｌｌｉｎ３ＳＰＯＰＥ３连接酶的调控。体内抑制 ＣＤＫ４／６
可提高 ＰＤ－Ｌ１蛋白水平，主要通过抑制 ＣｙｃｌｉｎＤ－
ＣＤＫ４介导的斑点型锌指结构蛋白（ｓｐｅｃｋｌｅ－ｔｙｐｅ
ＰＯＺｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＰＯＰ）磷酸化，从而促进复合物／细胞周
期体（ＡＰＣ／ＣＣｄｈｌ）降解 ＳＰＯＰ。ＳＰＯＰ功能缺失会破坏
泛素介导的 ＰＤ－Ｌ１降解，导致小鼠肿瘤和原发性人
类前列腺癌标本中 ＰＤ－Ｌ１水平升高，肿瘤浸润淋巴
细胞（ＴＩＬｓ）数量减少。因此，将 ＣＤＫ４／６抑制剂治疗
与抗 ＰＤ－Ｌ１免疫治疗结合使用，可以增强肿瘤的消
退，显著提高小鼠肿瘤模型的整体生存率。此研究说

明了 ＣＤＫ调控 ＰＤ－ＬＩ蛋白稳定性的分子机制，揭示
了联合 ＣＤＫ４／６抑制剂与 ＰＤ－１／ＰＤ－ＬＩ免疫检查
点抑制剂可以提高癌症的治疗效果。

肿瘤细胞中 ＰＤ－Ｌ１上调有两种不同机制，即先
天性免疫抵抗和适应性免疫抵抗

［８］
。前者指的是肿

瘤细胞内的致癌信号导致 ＰＤ－Ｌ１的表达上调，例如
ＡＬＫ基因重排和 ＥＧＦＲ突变型肺癌［９，１０］

。相反，适应

性免疫抵抗是指肿瘤细胞在抗肿瘤免疫反应产生局

部炎症信号时，诱导 ＰＤ－Ｌ１表达［１１］
。Ｇｏｅｌ等［１２］

通

过研究乳腺癌小鼠模型发现，ＣＤＫ４／６抑制剂不仅能
诱导肿瘤细胞周期阻滞，还能促进抗肿瘤免疫，表现

为增强肿瘤抗原的表达、细胞毒性 Ｔ细胞识别并抑制
调节性 Ｔ细胞增殖。最终，ＣＤＫ４抑制剂通过增加免
疫检查点阻断进一步增强肿瘤消除。

近年来，免疫治疗成为继手术、放疗、化疗、靶

向治疗后一种新的肿瘤治疗方式。免疫检查点抑

制剂、ＣＡＲ－Ｔ细胞、肿瘤疫苗等新的免疫治疗策略
不断显现。免疫治疗联合细胞周期素依赖激酶抑

制剂方案也在计划与实施中以实现对 ＰＤ－１／ＰＤ－
Ｌ１通路的更好阻断，从而发挥对肿瘤更好的抑制效
果。ＣＤＫ４／６抑制剂与抗 ＰＤ－Ｌ１或抗 ＰＤ－１抗体
结合的临床试验已在乳腺癌和肺癌患者中进行。

笔者今后仍需开展 ＣＤＫ４／６抑制剂联合抗 ＰＤ－１／
ＰＤ－Ｌ１抗体治疗实体肿瘤更多的临床试验，从而
进一步明确该方案的确切疗效，并探索可能出现的

不良反应以及更有效的免疫指标，为临床治疗结直

肠癌提供新的治疗方案，对结直肠癌患者的预后提

供一定的帮助。
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血清肿瘤标志物联合 Ｄ－二聚体对 ＮＳＣＬＣ
患者 ＶＴＥ的诊断

王子琛　赵　杰　贾晓民　杜永亮　蒋　宇

摘　要　目的　探讨血清肿瘤标志物联合 Ｄ－二聚体对非小细胞肺癌（ｎｏｎ－ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）患者发生静脉血

栓栓塞症（ｖｅｎｏｕｓｔｈｒｏｍｂｏｅｍｂｏｌｉｓｍ，ＶＴＥ）的预测诊断价值。方法　回顾 ２０１６年 １月 ～２０１８年 １２月在徐州医科大学附属医院住

院的 ＮＳＣＬＣ合并 ＶＴＥ患者 １１７例，并与同期 ＮＳＣＬＣ非 ＶＴＥ患者 ３８６例的癌胚抗原（ｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃａｎｔｉｇｅｎ，ＣＥＡ）、糖类抗原

（ｃａｎｃｅｒａｎｔｉｇｅｎ１２５，ＣＡ１２５）、神经元烯醇化酶（ｎｅｕｒｏｎ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｅｎｏｌａｓｅ，ＮＳＥ）、肺癌抗原（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ－１９－ｆｒａｇｍｅｎｔ，ＣＹＦＲＡ２１－

１）、Ｄ－二聚体进行比较。血清肿瘤标志物通过二元 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析危险因素。采用 ＲＯＣ曲线评价血清肿瘤标志物和Ｄ－二聚

体对 ＶＴＥ的诊断价值及联合诊断价值。结果　ＮＳＣＬＣ合并 ＶＴＥ患者的 ＣＡ１２５、ＣＹＦＲＡ２１－１及 Ｄ－二聚体均明显高于非 ＶＴＥ

组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），两组 ＣＥＡ、ＮＳＥ比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。通过二元 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析，ＣＡ１２５、Ｄ－

二聚体升高是 ＶＴＥ的危险因素，ＣＡ１２５、ＣＹＦＲＡ２１－１、Ｄ－二聚体对 ＮＳＣＬＣ合并 ＶＴＥ预测的曲线下面积（ａｒｅａｕｎｄｅｒｔｈｅｃｕｒｖｅ，

ＡＵＣ）分别为 ０．７０７、０．５６１和 ０．７２８（Ｐ＜０．０５）。ＣＡ１２５预测 ＮＳＣＬＣ合并 ＶＴＥ的敏感度为 ６７．５％，特异性为 ６３．７％，截断值为

３８．７２；ＣＹＦＲＡ２１－１预测 ＮＳＣＬＣ合并 ＶＴＥ的敏感度为 ３４．２％，特异性为 ８０．１％，截断值为 １２．５４；Ｄ－二聚体预测 ＮＳＣＬＣ合并

ＶＴＥ的敏感度为 ６０．７％，特异性为 ７８．３％，截断值为 １．５６。ＣＡ１２５联合 Ｄ－二聚体预测 ＡＵＣ为０．７７３，敏感度为６４．１％，特异性

为 ８１３％。结论　血清肿瘤标志物 ＣＡ１２５联合 Ｄ－二聚体可以提高 ＮＳＣＬＣ患者 ＶＴＥ的临床诊断价值。
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