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Abstract: Lung cancer is one of the most common cancers worldwide, and its mortality rate remains high. 
In addition to conventional surgery, radiotherapy, and chemotherapy, immunotherapy methods have been 
developed and used in recent years for the treatment of non-small cell lung cancer (NSCLC). However, 
only a small number of patients with NSCLC can benefit from immunotherapy strategies, and some patients 
even have hyperprogression after receiving immunotherapy. Therefore, precision immunotherapy requires 
effective biomarkers to guide it. In this paper, tissue samples, blood samples, intestinal microbiota, and other 
biomarkers are reviewed according to different sample sources. Blood samples, including TCR immune 
repertoire, Tregs cells, cytokines, lactate dehydrogenase, and other markers, are summarized and analyzed to 
provide reference for clinicians’ diagnosis and treatment decisions.
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摘  要：肺癌是全世界最常见的癌症之一，其死亡率一直居高不下。近年来，治疗方法除常规的手术、

放疗、化疗外，免疫治疗异军突起，改变了非小细胞肺癌（NSCLC）的治疗模式。然而，在免疫治疗策

略下仍只有少部分NSCLC患者能从中持久获益，部分患者接受免疫治疗后甚至出现了病情超进展。因

此，精准的免疫治疗需要有效的生物标志物进行指导。本文根据样本来源不同对组织样本、血液样本、

肠道微生物菌群等生物标志物进行综述，其中重点对血液样本，包括TCR免疫组库、Tregs细胞、细胞

因子、乳酸脱氢酶等标志物进行总结及分析，以期为临床医生诊疗决策提供参考。
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·综  述·

0  引言
非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, 

NSCLC）患者约占肺癌患者的87%，但其中仅有

16%的患者诊断时分期为Ⅰ期[1]，约80%的NSCLC
患者确诊时已处于中晚期，远处转移患者的5年生

存率不到5%[2-3]。以免疫检查点抑制剂（immune 
checkpoint inhibitors, ICIs）为代表的免疫治疗深

刻改变了晚期NSCLC临床治疗策略，相较于传统

的组织活检，近年来血液检查技术突飞猛进，并

在疗效预测中展示出相当的潜力。在免疫治疗大
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背景下，寻找有效的疗效预测生物标志物实现精

准、个性化治疗已迫在眉睫。

1  组织样本
1.1  PD-1/PD-L1

目前多个程序性死亡受体1/配体1（PD-1/
PD-L1）抑制剂单药研究如：Checkmate-017/057、
Checkmate-078、KEYNOTE-024、EMPOWER-
LungⅠ及Ⅱ期、POPLAR和Ⅲ期OAK[4]都表明：

PD-L1肿瘤细胞阳性比例分数≥50%的NSCLC患

者更能从免疫治疗中获益，PD-1/PD-L1可以作为

免疫治疗疗效预测生物标志物。然而PD-1/PD-L1
水平与免疫治疗效果并非一定具有相关性，如

Troiano等[5]研究发现PD-L1表达水平在口腔鳞癌

中与ICIs反应及总生存期（OS）并不具备相关

性。不平行的原因可能与抗体检测标准不统一、

PD-1/PD-L1表达具有动态性、不同部位样本PD-L1
表达存在异质性有关 [6]。针对PD-L1表达的异质

性及动态变化，液体活检技术或许可以提供助

力。Janning等[7]在一项NSCLC患者循环肿瘤细胞

（circulating tumor cell, CTCs）中PD-L1表达与免

疫治疗疗效关系的研究中发现，随着PD-1/PD-L1
抑制剂的治疗，肿瘤细胞中PD-L1表达发生动态变

化，与单次活检结果具有显著差异，CTCs可以较

好地反映肿瘤的异质性。Spiliotaki团队[8]则充分利

用液体活检技术的便捷性，灵活监测NSCLC患者

免疫治疗过程中PD-L1、Ki67水平，及时调整临床

治疗方案。伴随液体活检技术的不断进步，未来

PD-1/PD-L1将成为更“完美”的生物标志物。

1.2  肿瘤突变负荷

肿瘤突变负荷（tumor mutation burden, TMB）

是指在一个特定肿瘤组织中相对的基因突变数

量，理论上突变数量越多，越易激发机体免疫。

多项研究提示高T M B与较长的无进展生存期

（PFS）有关[9-10]。基于这些研究成果，2019第1
版美国国立综合癌症网络指南将TMB列为纳武利

尤单抗单药或双药联合免疫治疗NSCLC疗效预测

生物标志物。与此同时，POPLAR和OAK研究[4]

回顾性分析发现血液TMB和组织TMB水平具有

相关性，超过1 000例接受阿替利珠单抗治疗的患

者中，血液TMB≥16 mut/Mb的患者具有更长的

PFS，血液检测方法极大地拓展了TMB在临床实

践中的应用。然而自“出道”以来，TMB却饱受质

疑，Reck等[11]在以OS作为主要终点的前瞻性研究

中，TMB的疗效预测作用未能得到充分证实。未

来TMB若想成为可靠的疗效预测生物标志物并广

泛使用，仍需克服包括截止值设定、统一分析方

法在内的多个障碍。

1.3  DNA错配修复及微卫星不稳定性

DNA错配修复（mismatch repair, MMR）

系统可识别并修复核苷酸碱基错配，是基因组

完整性的关键守护者。该系统是由多种MMR蛋

白（MSH2、MSH3、MSH6、MLH1、PMS1、
PMS2）构建而成，若其中一种或多种MMR蛋白

表达缺失（deficient mismatch repair, dMMR），

可以引起微卫星不稳定（microsatellite instabil-
ity, MSI），若错配修复系统中不显示突变则被

称为错配修复完整（proficient mismatch repair, 
pMMR），主要见于微卫星稳定（microsatellite 
stable, MSS）。文献报道，MMR表达水平与预后

密切相关，dMMR患者具有比pMMR患者更良好

的预后[12]。临床实践中，可通过免疫组织化学检

测MMR蛋白表达情况来反映MSI状态[13]。Le等[14]

研究发现，无论肿瘤类型如何，MSI都与免疫治疗

的反应密切相关。2017年FDA首次基于生物标志

物数据批准帕博利珠单抗用于MSI-H、dMMR晚

期实体瘤治疗。尽管MSI是一种较为广泛的癌症

表型[15]，但在肺癌中的发生率较低，一项纳入480例
肺腺癌患者的研究发现，仅有0.8%（4/480）的患者

表现出MSI-H，主要见于有吸烟史的Ⅰ期患者[16]。另

一项研究结果表明，存在dMMR的NSCLC组织内

有大量的免疫细胞浸润，且T淋巴细胞表面的免疫

检查点分子PD-1/PD-L1高表达。因此，针对此类

NSCLC患者采用免疫检查点抑制剂治疗，尤其是

抗PD-1/PD-L1治疗获益的可能性更大[17]。即使目

前dMMR及MSI-H在NSCLC免疫治疗中的研究有

限，但是二者作为免疫治疗的生物预测标志物仍然

值得关注。

1.4  肿瘤新抗原

肿瘤新抗原（tumor-specific antigens, TSA）

是肿瘤细胞因基因组突变而产生的肿瘤特异性抗

原，TSA产生与DNA损伤修复基因及抗原呈递基

因的突变受损有关[18]。与一般抗原相比，TSA更具

肿瘤特异性，是个性化及精准治疗的理想靶点，

且针对TSA的治疗，后续发生结肠炎、肾功能损

害等自身免疫毒性的比例更低[19]。Rizvi等[20]在使

用PD-1抗体治疗NSCLC患者研究中发现了与TSA
的三个相关：一是获得持久性临床受益的患者与

TSA高负荷相关；二是PFS的改善与TSA高负荷相

关；三是肿瘤耐药性与TSA突变丢失相关。基于
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TSA特异性、少毒性等突出优势，TSA可作为免疫

治疗疗效预测的有效指标之一，围绕TSA的免疫

治疗策略研究也已成为临床热点。

1.5  肿瘤浸润淋巴细胞

肿瘤浸润淋巴细胞（tumor infiltrating lym-
phocyte, TIL）是肿瘤间质中的异质性淋巴细胞，

包括T细胞、B细胞及NK细胞等，是机体淋巴细

胞侵入到肿瘤组织中，并对肿瘤起识别、抵抗和

攻击作用的细胞群体[21]。一篇综述中提到两项关

于TIL的研究 [22]，一项对410例肺癌患者进行的

回顾性研究发现，肿瘤浸润T淋巴细胞丰度高的

患者经免疫治疗后具有较长的无疾病进展期和

总生存期。在另一项研究中，研究者根据淋巴细

胞浸润程度，将肿瘤分为炎症型（高淋巴细胞浸

润型）、沙漠型（低免疫细胞浸润型）、排除型

（免疫豁免型）和抑制型4种免疫类型，其中免疫

炎症型患者免疫治疗临床获益更大，而免疫沙漠

型则无明显治疗效果。这些研究结果证明高TIL可

能是NSCLC疗效预测及预后的有效生物标志物。

与此同时，NSCLC免疫微环境中的浸润型淋巴细

胞亚群可能会随着肿瘤的发生、发展而改变，且

目前TIL没有统一的检测方法，针对这些局限性还

需要深入研究。

2  液体样本
与组织样本活检相比较，血液等液体样本具

有易获取、创伤小、可多次取样等特点，可以连

续评估患者病情变化。鉴于组织样本在预测ICIs反
应方面存在的局限性，增加循环生物标志物作为

联合证据或将进一步提高免疫治疗疗效的预测作

用，对患者病情判断也更为精准。

2.1  循环免疫细胞

2.1.1  TCR免疫重排   T细胞抗原受体（T cell 
receptor, TCR）是T细胞识别外来抗原并与之结合

引起机体免疫应答的特异性受体，可表达于成熟

的T细胞表面。健康人群未受到疾病或抗原压力的

作用，TCR呈现多克隆状态，疾病状态下，TCR
可选择性重排列，呈现单克隆或寡克隆状态，引

起重排的原因可能与疾病或抗原增加导致某种T细

胞亚群选择性扩增有关。在一项探讨初治NSCLC
患者治疗前后免疫功能变化的研究中发现，相较

健康人群，NSCLC患者的TCR免疫组库多样性较

低，且肿瘤直径大（3 cm为截断值）的患者免疫

组库多样性更低。经治疗后，NSCLC患者外周血

TCR免疫组库发生重建，治疗前TCR多样性高和

治疗后TCR多样性增加的患者具有更长的PFS[23]。

该研究提示我们可以通过分析肿瘤患者的TCR库

判断免疫系统对肿瘤的杀伤情况，TCR免疫组库

对肿瘤的免疫治疗疗效预测及预后判断具有一定

价值。Han等[24]通过对外周血PD-1+CD8+Ｔ细胞中

TCR多样性和克隆性的研究也证实了TCR免疫组

库多样性可作为预测临床疗效的指标之一。其机

制可能是具有更高多样性的TCR库为机体提供了

更多识别TSA的机会，体内更高比例的Ｔ细胞被

激活，参与免疫系统对肿瘤的杀伤，从而提高免

疫反应，获得更好预后。He等[25]针对TSA开展了

个性化免疫治疗研究：利用患者体内天然存在的

Tas细胞的TCR改造T细胞，改造后的T细胞精准靶

向其肿瘤中的TSA，可以有效的治疗自体肿瘤。

这种用Tas-TCR改造的TCR-T细胞是个性化免疫治

疗极具前途的药物，同时也再次证明TSA可作为

免疫治疗疗效预测的有效指标。

2.1.2  Tregs细胞  调节性T细胞（regulatory T 
cells, Tregs）具有免疫抑制作用，与恶性肿瘤患

者的低免疫水平相关，其可以在肿瘤微环境中通

过细胞之间的直接接触和旁分泌释放抑制性的细

胞因子，负性调节机体免疫反应，从而避免自

身免疫疾病的发生，维持免疫稳态。De Simone
等研究发现，肿瘤相关Tregs细胞表面表达特异

性分子，如白介素1受体2（interleukin-1 receptor 
type 2, IL1R2）、PD-L1/PD-L2和趋化因子受体8
（chemokine receptor 8, CCR8），发挥免疫抑制作

用，与患者的预后呈负相关[26]。然而也有研究表

明，Tregs高水平与患者更长的生存期有关。Koh
等[27]研究发现，在晚期NSCLC患者中，Tregs细胞

频率较高患者的PFS和OS较长，特别是抗PD-1治
疗后，Tregs细胞高频率患者与低频率患者相比，

PFS和OS存在较明显的差异。抗PD-1治疗后Tregs
水平升高的原因可能与防止机体免疫系统被激活

而造成长期过度免疫有关。此外，Tregs可通过

释放转化生长因子-β（TGF-β）发挥免疫调节作

用，de Miguel-Perez等[28]研究发现TGF-β与ICIs无
反应及较短的PFS和OS有关，且TGF-β可通过提高

PD-L1表达从而促进肿瘤的免疫逃逸。以上证据表

明Tregs和TGF-β联合可能作为NSCLC免疫治疗疗

效预测生物标志物。

2.2  细胞因子与可溶性蛋白

2.2.1  IL-6及IL-8细胞因子  IL-6及IL-8细胞因子

是一种半衰期较短的可溶性小分子信号蛋白，参

与机体免疫增殖、分化、效应功能调节等几乎所
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有类型的细胞反应，对于免疫系统抗肿瘤作用至

关重要。IL-6由T、B淋巴细胞及单核细胞产生，

是一种同时具有促炎性和抗炎性的细胞因子，不

仅介导机体炎性反应和抗感染，还与部分恶性肿

瘤的发展转移相关。在一项入组125名患者的临床

研究中[29]，首次证明外周血IL-6水平可以预测晚

期NSCLC患者ICIs治疗反应。IL-6低水平（<13.1 
pg/ml）患者客观缓解率和疾病控制率明显高于

IL-6高水平的患者，且PFS和OS也显著延长。

Keegan等[30]则利用单分子阵列技术，精确定量47
名NSCLC患者抗PD-1治疗过程中血清和血浆细胞

因子水平，发现IL-6水平的降低与PFS的改善有

关，IL-6的变化程度在最佳总体反应类别之间不同

（P=0.01），并与C反应蛋白（CRP）水平的变化

相关。该研究再次证实血浆IL-6的降低与抗PD-1
治疗改善NSCLC的预后相关，同时也证明血浆

IL-6水平和CRP水平变化具有相关性。

除IL-6外，IL-8表达水平也与患者免疫治疗

疗效相关。Kauffmann-Guerrero等 [31]在一项纳

入29例晚期NSCLC患者的前瞻性研究中发现，

与IL-8低水平组（截断值为19.6 pg/ml）相比，

IL-8高水平组PFS不佳（mPFS为4.0个月vs. 19.7
个月，P=0.03），提示IL-8高水平可能是晚期

NSCLC患者免疫疗效的负性标志物。另外一项纳

入38例晚期NSCLC患者的研究获得了同样的结

论，IL-8低水平组与持久的临床获益（PFS≥6个
月）相关 [32]。此外，鉴于IL-8水平与肿瘤负荷具

有一致性，且变化发生在患者影像学改变前，因

此通过监测液体样本IL-8水平能早期监测肿瘤负荷

变化，可识别出患者肿瘤是否发生假性进展。综

上，外周血IL-6、IL-8基线及治疗过程中的动态变

化水平可作为预测NSCLC患者免疫治疗疗效的潜

在标志物。目前，相关研究存在样本量少、检测

方法缺乏统一标准等问题，因此基于细胞因子作

为免疫治疗预测标志物的研究仍需进一步验证。

2.2.2  干扰素-γ与IL-10比率  干扰素-γ（IFN-γ）
和IL-10是参与调节T细胞活性的两种关键细胞因

子。IFN-γ参与调节肿瘤微环境中多种免疫细胞功

能，如促进辅助性T细胞1（Th1）、细胞毒性T淋

巴细胞（CTL）、自然杀伤细胞（NK）、树突状

细胞（DC）和巨噬细胞活性，促进抗原呈递，促

进CD4+ T细胞的特异性活化，抑制CD4+CD25+T细

胞的免疫调节活性[33]。IL-10则一方面激活NK细

胞，增强细胞毒作用，另一方面又促进肿瘤细胞

免疫逃逸。Giunta等[34]收集了18例连续接受PD-1治

疗的晚期黑色素瘤患者的外周血样本，发现IFN-γ/
IL-10比值在有响应患者中更高，无响应患者与有

响应患者相比存在显著差异，IFN-γ/IL-10比值较

单独检测IFN-γ核酸水平更能预测抗PD-1疗效。研

究证明IFN-γ/IL-10比值与晚期黑色素瘤患者免疫

治疗反应之间存在相关性，究其原因，可能是这

对具有相反作用的细胞因子之间相互平衡，显示

出了比单一细胞因子更真实的免疫调节特征。此

外，有研究发现IFN-γ/IL-10比值可以作为区分肾

移植排斥患者和非排斥患者的体外评判标准，排

斥反应患者IFN-γ/IL-10比值升高，移植功能稳定

的患者IFN-γ/IL-10比值降低，间接反映出IFN-γ/
IL-10比值高与免疫功能增强有关。在肺癌领域，

Limagne等[35]开展了一项前瞻性研究，使用纳武利

尤单抗治疗转移性NSCLC患者（n=61），并分别

在治疗前、治疗15天和30天后分析髓系和淋巴系

标志物，数据表明，CD8+T细胞产生IFN-γ的能力

降低与骨髓来源的抑制性细胞（myeloid-derived 
suppressor cells, MDSC）浸润数目增多及T细胞免

疫球蛋白黏蛋白-3（TIM-3）表达升高有关。这

一结果为PD-1联合抗TIM-3或耗竭MDSC细胞治

疗以提高肺癌免疫治疗应答率提供了参考价值。

目前，将细胞因子比率作为潜在标志物的研究较

少，研究的样本量也较小，未来需要在更大的患

者群体中加以验证。

2.2.3  乳酸脱氢酶  沃伯格效应（Warberg effect）
是肿瘤细胞特殊的代谢方式。即使在氧气充足的

环境中，肿瘤细胞仍会优先通过糖酵解途径产

生能量，使乳酸和丙酮酸二者浓度高于正常组

织[36]。乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase, LDH）

作为机体葡萄糖代谢通路的重要辅酶，肿瘤患者

体内水平要显著高于健康人群，LDH表达与肿瘤

血管生成、免疫逃逸、细胞代谢息息相关。Van 
Wilpe等[37]研究提示糖酵解增强和低氧的微环境对

抗肿瘤免疫治疗具有负面影响，广泛的文献数据

也证实了这一观点，LDH抑制状态下多种肿瘤细

胞呈现出增殖减弱，如胰腺癌、宫颈癌、头颈癌

等。Kazandjian等[38]对4 914名转移性非小细胞肺癌

（mNSCLC）患者的临床数据进行了汇总分析，

结果表明无论mNSCLC患者采用何种治疗方式，

基线LDH水平都是重要的预后生物标志物。Amin
等[39]在晚期黑色素瘤患者中进行了一项为期6周的

诱导治疗，联合使用BRAF和MEK抑制药物，结

果显示大多数患者的LDH可下降至正常水平。综

上，LDH水平可以作为疗效预测生物标志物，在
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治疗策略上，针对LDH水平升高的患者，同时抑

制免疫检查点及血管内皮生长因子，或许为可行

之路[40]。由于LDH是一种胞浆酶，只有在细胞膜

受损时才进入血液，因此血清LDH水平能否真实

反映肿瘤LDH表达情况还需要进一步探索。

2.3  循环肿瘤DNA
外周血循环肿瘤DNA（ctDNA）是由肿瘤细

胞凋亡、坏死或主动分泌至循环系统所致，与肿

瘤组织DNA具有高度一致性。在NSCLC发生发展

多个阶段，ctDNA展现出包括疗效评估、预后判

断、复发监测等多种价值[41]。在早期筛查阶段，

由于NSCLC的ctDNA半衰期通常为35分钟[42]，因

此ctDNA检测可以实时反馈当前体内肿瘤负荷情

况，实现肿瘤早诊目标。在疾病进展期，相较于

肿瘤组织样本，ctDNA可以较易获得，可用于检

测肿瘤分子特点，发现肿瘤分子异质性[43]。根治

术后，如尚有微小病灶残留，ctDNA作为分子表

现形式可被检测到，可作为监测疾病复发的指

标，也可用于筛选术后辅助治疗最佳获益人群，

对患者进行预后分层。在靶向治疗、免疫治疗过

程中，ctDNA可作为生物标志物预测并评估疗效，

筛选可以长期获益的患者群体[44]。相较于影像学变

化，ctDNA应答时间更早（24.5 d vs. 72.5 d）[45]，

检测外周血ctDNA情况可以对肿瘤治疗疗效尽早

判断，利于临床医生决策。此外，血浆ctDNA水

平存在瘤种差别，在中枢神经系统原发恶性肿瘤

及转移瘤患者中，血浆ctDNA水平通常比非中枢

神经系统实体瘤患者低，可能是由于血脑屏障限

制了ctDNA和CTCs在血液中的循环[46]。此种情况

下，非血液途径ctDNA展示出了独特优势，如脑

脊液ctDNA可用于诊断软脑膜疾病，ctDNA与细

胞游离DNA的比率要高于血浆等等。但同时也存

在着难以获得大量样本或重复样本、样本收集处

理缺乏统一标准等问题。

3  肠道微生物菌群
肠道微生物菌群因其编码基因总量巨大而备

受关注。2020年，肿瘤学年鉴杂志公布的一项研

究数据表明[47]，NSCLC患者接受免疫治疗期间同

时使用抗生素（antibiotics, ATB）治疗与未使用

ATB治疗的患者相比，OS显著缩短（8.5 vs. 14.1
个月，HR: 1.32, 95%CI: 1.06~1.63, P=0.01），同

样在阿替利珠单抗组中使用质子泵抑制剂（proton 
pump inhibitors, PPI）治疗的患者与未使用PPI的
患者相比，OS也显著缩短（9.6 vs.14.5个月，HR: 

1.45, 95%CI: 1.20~1.75, P=0.0001），产生明显差

异的原因可能与使用抗生素杀灭肠道菌群有关。

Jin等 [48]纳入37名使用纳武利尤单抗治疗的晚期

NSCLC患者，发现对治疗有反应者的肠道菌群多

样性明显高于无反应者，且成分稳定，与多样性

较低的患者相比，肠道菌群多样性较高的患者PFS
明显延长。综上，肠道微生物菌群可作为NSCLC
免疫治疗疗效潜在生物标志物进行探索。由于现

有的检测手段无法深入到肠道菌群“属”以下，因

此，肠道菌群与免疫治疗疗效相互影响的机制还

需要更深入的研究。

4  小结与展望
NSCLC免疫治疗疗效预测生物标志物主要包

括组织样本和液体样本两大来源，二者各有其优

势与不足。其中组织样本作为传统检测来源，证

据多、应用广，目前仍是临床检验的“金标准”，
不足之处一是样本来源受限，部分患者无法取得

足够的组织样本进行检测；二是肿瘤组织异质性

强，存在明显的动态表达差异，影响后续的疗效

预测及临床用药；三是除经典试验外，目前组织

标本缺乏更新颖、更深层次的研究。与组织样本

相比，液体样本的优势在于微创、便捷、易于动

态监测，未来具有广阔的研究前景和探索空间，

不足之处一是液体检测的标准操作程序还需进一

步统一与规范；二是当前涉及液体标本的研究大

多为回顾性或小样本研究，存在一定的局限性。

在单个指标预测准确性不高的情况下，多项

生物标志物联合作为综合证据或将提高预测效能

与准确性，更好地筛选出对免疫治疗有反应的患

者。鉴于患者的个性化差异，合理的选择生物标

志物或者标志物组合进行疗效预测，将帮助更多

的NSCLC患者从免疫治疗中获益。
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