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非小细胞肺癌中TIM-3、PD-1、PD-L1的表达与临床意义
高锋 1，钱文霞 1，冯一中 2

1.张家港市第一人民医院呼吸内科，江苏 张家港 215600；

2.苏州大学附属第二医院病理科，江苏 苏州 215004

【摘要】 目的 探讨非小细胞肺癌组织中T细胞免疫球蛋白区黏蛋白-3 (TIM-3)、程序性死亡因子1 (PD-1)、

程序性因子配体1 (PD-L1)的表达情况与临床意义。方法 采用免疫组化SP法检测张家港市第一人民医院与苏州

大学附属第二医院60例非小细胞肺癌与10例癌旁正常肺组织中TIM-3、PD-1、PD-L1的表达，分析其与临床病理

特征及预后的关系，明确三者在非小细胞肺癌组织中表达的相关性。结果 60例非小细胞肺癌组织中，TIM-3、

PD-L1的阳性表达率分别为51.67%、61.67%，PD-1在癌间质淋巴细胞的表达分为高密度组与低密度组，分别为24

例、36例，10例正常肺组织中均未见TIM-3、PD-1、PD-L1阳性表达，与肺癌组的表达差异有统计学意义(P<0.05)。

TIM-3、PD-L1的表达与淋巴结转移、肿瘤细胞分化程度、TNM分期及生存期有关(P<0.05)，而PD-1的表达在各临

床指标中未见相关性(P>0.05)。PD-1与PD-L1的表达呈正相关(P<0.05)，而TIM-3与PD-1、TIM-3与PD-L1之间

未见相关性(P>0.05)。Cox 多元回归分析显示，TIM-3、PD-L1的高表达为患者生存期的独立影响因素(P<0.01)。

结论 TIM-3、PD-1、PD-L1表达上调，在非小细癌胞肺癌的发展过程中具有重要作用，TIM-3、PD-L1可能成为监

测非小细胞肺癌进展及预后的有效指标，阻断TIM-3、PD-1/PD-L1有望成为非小细胞肺癌治疗的新途径。

【关键词】 非小细胞肺癌；T细胞免疫球蛋白区黏蛋白-3；程序性死亡因子1；程序性因子配体1；免疫组织化学；预后
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【Abstract】 Objective To investigate the expression and clinical manifestation of T cell immunoglobulin re-

gion mucin-3 (TIM-3), programmed death-1 (PD-1) and programmed death-ligand 1 (PD-L1) in non-small cell lung

cancer (NSCLC) tissues. Methods The expression of TIM-3, PD-1 and PD-L1 were detected by immunohistochemi-

cal SP method in 60 cases of NSCLCs and 10 cases of adjacent normal lung tissues from Zhangjiagang First People's

Hospital and the Second Affiliated Hospital of Soochow University. The relationship of their expression with the clinico-
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肺癌是目前发病率、死亡率最高的恶性肿瘤，肺

癌的发生是多因素参与的一个过程，机体的免疫功能

状态在肺癌的发展过程中发挥着重要作用，肿瘤免疫

逃逸是支气管肺癌病程中的重要环节。在多种肿瘤免

疫应答细胞中，T细胞是重要的细胞之一，T细胞免疫球

蛋白区黏蛋白-3 (TIM-3)是TIMs (T细胞免疫球蛋白

区和黏蛋白区)家族的重要一员，表达于多种细胞[1-3]，如

NK细胞、巨噬细胞、单核细胞及肿瘤细胞等，调节机体

的自然免疫和特异性免疫，发挥负向免疫调节作用，程

序性死亡因子1 (PD-1)与程序性因子配体1 (PD-L1)属

于一对负性T细胞共刺激分子，同样也产生负性调节机

体的免疫应答，介导免疫逃逸[4]。肿瘤免疫逃逸机制与

肿瘤的免疫治疗是目前研究的热点，在本课题中，通过

采用免疫组化方法来研究TIM-3、PD-1、PD-L1在非小

细胞肺癌组织及癌旁正常肺组织中的表达，探寻

TIM-3、PD-1、PD-L1的表达与患者临床病理特征及预

后的关系，并探讨TIM-3、PD-1、PD-L1三者之间的相

关性，旨在开创免疫治疗新途径，从而改善患者预后。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2006年1月至2009年12月

张家港市第一人民医院与苏州大学附属第二医院经

手术切除且病理证实为非小细胞肺癌的组织标本 60

例，所有患者术后均未进行化疗及放疗治疗，其中男

性 36 例，女性 24 例；年龄 38~78 岁，平均(61.20±8.91)

岁；均为腺癌患者，高分化12例，中分化30例，低分化

18例；淋巴结转移29例，无淋巴结转移31例；临床分期

参照UICC的TNM分期标准(第8版)[5]：Ⅰ期17例，Ⅱ期

31例，Ⅲ期12例。选取10例癌旁正常肺组织作为对照

组(距癌组织>5 cm，经HE染色示无癌细胞浸润)。

1.2 主要试剂 兔抗人 PD-L1 单克隆抗体为

SPRING BIOSCIENCE 公司产品，PD-1鼠抗人单克隆

抗体、TIM-3 兔抗人多克隆抗体为 ABCOM 公司产

品。SP试剂盒、DAB试剂盒为福州迈新公司产品。

1.3 随访 所有患者均有完整的随访资料，采用

电话形式对患者进行随访。随访截止日期为 2016年

12月。患者生存期的计算从手术日期至随访截止日

期或死亡日期为止。

1.4 方法 采用免疫组化 SP 法，实验设置阴性

对照。参考Al-Shibli[6]来判断阳性结果。以肿瘤细胞

胞质和(或)细胞膜中出现定位明确，染色明显的棕黄

色颗粒为阳性，计数5个高倍视野(×400)，根据细胞染

色强度评分：无色 0分，浅黄色 1分，棕黄色 2分，棕褐

色3分。根据阳性细胞率计分：0分为阴性，阳性细胞

≤10%为 1 分，阳性细胞 11%~50%为 2 分，阳性细胞

51%~75%为3分，阳性细胞>75%为4分。染色强度与

阳性细胞率的乘积：3分以上为阳性。PD-1阳性细胞

计数：采用先在低倍镜下观察整张切片，随机选择5个

高倍视野(×400)，计数阳性细胞数，并求其平均值作为

该例 PD-1 阳性细胞数。

1.5 统计学方法 应用SPSS19.0统计软件进行

统计学分析。计数资料采用率表示，不同组间比较采

用 χ 2 检验，Spearman 等级相关分析 TIM-3、PD-1、

PD-L1的相关性，采用Kaplan-Meier绘制生存曲线法，

Log-rank法比较组间的生存率，通过Cox回归进行多

因素生存分析，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 TIM-3、PD-1、PD-L1的表达 TIM-3、PD-L1

的阳性表达呈棕黄色颗粒，定位于肿瘤细胞胞质和(或)

细胞膜。在60例肺癌组织中，有31例肺癌组织TIM-3

呈阳性表达，阳性表达率为51.67%，有37例肺癌组织

PD-L1呈阳性表达，阳性表达率为61.67%。PD-1表达

于癌间质淋巴细胞，阳性淋巴细胞数量为0~27个，平均

为(13.13±5.78)个，以均数13.13为阈值进行分组，分为

PD-1阳性淋巴细胞高密度组和低密度组，其中低密度

组为36例，高密度组为24例。10例癌旁正常肺组织中

未见TIM-3、PD-1、PD-L1阳性表达，分别与肺癌组的

表达比较，差异均具有统计学意义(P<0.05)。TIM-3、

PD-1、PD-L1的阳性表达见图1、图2和图3。

pathogical features and prognosis was analyzed, and the correlation between the expression of TIM-3, PD-1, PD-L1 in

NSCLCs tissues was clarified. Results In 60 cases of NSCLCs tissues, the positive expression rates of TIM-3 and

PD-L1 were 51.67% and 61.67%, respectively. The expression of PD-1 in cancerous interstitial lymphocytes was divid-

ed into a high density group and a low density group, with 24 cases and 36 cases respectively. In 10 cases of normal lung

tissues, there was no positive expression of TIM-3, PD-1 and PD-L1, and the difference was statistically significant

compared with the expression of NSCLCs group (P<0.05). The expression of TIM-3 and PD-L1 had correlations with

lymph node metastasis, differentiation of tumor cells, TNM stage and survival time (P<0.05), but no significant correla-

tion was discovered between the expression of PD-1 and clinicopathological parameters (P>0.05). The positive correla-

tion was found between the expression of PD-1 and PD-L1 (P<0.05), while no correlation was considered between the

expression of TIM-3 and PD-1 (P>0.05). Multivariate analysis by Cox regression showed that the high expressions of

TIM-3 and PD-L1 were independent prognostic factors in the survival of patients (P<0.01). Conclusion The up-regu-

lated expression of TIM-3, PD-1 and PD-L1 plays an important role in the development of NSCLCs. TIM-3 and PD-L1

may be used as effective indicators for monitoring the progression and prognosis of NSCLCs. Blockage of TIM-3 and

PD-1/PD-L1 is expected to be a new approach for the treatment of NSCLCs.

【Key words】 Non-small cell lung cancer; TIM-3; PD-1; PD-L1; Immunohistochemistry; Prognosis
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表1 TIM-3、PD-1、PD-L1的表达与临床病理特征的关系[例(%)]

组别

性别

男

女

年龄(岁)

<60

≥60

大小

T1~T2

T3~T4

淋巴结

有转移

无转移

分化

中高

低

TNM

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

例数

36

24

23

37

44

16

29

31

42

18

17

31

12

TIM-3

阴性

17 (47.2)

12 (50.0)

10 (43.5)

19 (51.4)

20 (4.5)

9 (56.2)

8 (27.6)

21(67.7)

24 (57.1)

5 (27.8)

12 (70.6)

14 (45.2)

3 (25)

阳性

19 (52.8)

12 (50.0)

13 (56.5)

18 (48.6)

24 (54.5)

7 (43.8)

21 (72.4)

10 (32.3)

18 (42.9)

13 (72.2)

5 (29.4)

17 (54.8)

9 (75)

χ2值

0.044

0.352

0.548

9.675

4.351

6.113

P值

0.833

0.553

0.459

0.002

0.037

0.047

PD-1

低密度

20 (55.56)

16 (66.67)

17 (73.91)

19 (51.35)

24 (54.55)

12 (75.0)

18 (62.07)

18 (58.06)

25 (59.52)

11 (61.11)

8 (47.06)

21 (67.74)

7 (58.33)

高密度

16 (44.44)

8 (33.33)

6 (26.09)

18 (48.65)

20 (45.45)

4 (25.0)

11 (37.93)

13 (41.94)

17 (40.48)

7 (38.89)

9 (52.94)

10 (32.26)

5 (41.67)

χ2值

0.741

3.008

2.045

0.100

0.013

1.974

P值

0.389

0.083

0.153

0.752

0.908

0.373

PD-L1

阴性

13 (36.1)

10 (41.7)

12 (52.2)

11 (29.7)

16 (36.4)

7 (43.7)

6 (20.7)

17 (54.8)

20 (47.6)

3 (16.7)

11 (64.7)

9 (29.1)

3 (25.0)

阳性

23 (63.9)

14 (58.3)

11 (47.8)

26 (70.3)

28 (63.6)

9 (56.3)

23 (79.3)

14 (45.2)

22 (52.4)

15 (83.3)

6 (35.3)

22 (70.9)

9 (75.0)

χ2值

0.188

3.022

0.271

7.392

5.107

7.039

P值

0.665

0.082

0.603

0.007

0.024

0.030

2.2 TIM-3、PD-1、PD-L1 与临床病理特征的关

系 在60例肺癌组织中，TIM-3、PD-L1在有无淋巴结

转移、不同肿瘤细胞分化程度及 TNM 分期中的表达

比较差异均具有统计学意义(P<0.05)，而在不同性别、

年龄及肿瘤大小中的表达比较差异均无统计学意义

(P>0.05)。PD-1在不同性别、年龄、肿瘤大小、淋巴结

转移、肿瘤细胞分化程度及 TNM 分期中的表达比较

差异均无统计学意义(P>0.05)，见表1。

2.3 TIM-3、PD-1、PD-L1与预后的关系 60例

非小细胞肺癌患者通过 Kaplan-Meier 生存曲线分析

显示，TIM-3 阴性组患者术后生存时间长于 TIM-3

阳性组，差异具有统计学意义 (χ 2=15.914，P<0.01)。

PD-L1阴性组的术后生存时间长于PD-L1阳性组，差

异具有统计学意义(χ2=17.022，P<0.01)。而 PD-1 阳

性淋巴细胞高密度组术后生存时间与低密度组比较

差异无统计学意义(χ2=0.728，P>0.05)。同时，研究也

发现非小细胞肺癌的肿瘤大小、淋巴结转移、TNM分

期影响患者生存期，而经 Cox 回归模型多因素分析

结果提示，TIM-3、PD-L1 的表达为患者生存期的独

立影响因素(P<0.01)，见图 4、图 5、图 6和表 2、表 3。

2.4 TIM-3、PD-1、PD-L1 表达的相关性 在非

小细胞肺癌组织中PD-L1的阳性表达与PD-1的表达

呈正相关(r=0.294，P=0.023)，而TIM-3与PD-1的表达

未见相关性(r=0.163，P=0.212)，TIM-3 与 PD-L1 之间

表达亦无明显相关性(r=0.061，P=0.646)。

图1 TIM-3阳性表达(×200)

图2 PD-1阳性表达(×200)

图3 PD-L1阳性表达(×200)
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图4 TIM-3与生存期

3 讨论

肿瘤的发生与机体的免疫功能密切相关，人体正

常的免疫功能能够识别、清除肿瘤细胞，但肿瘤细胞

能够通过免疫逃逸避免机体的免疫应答。T细胞是重

要的肿瘤免疫应答细胞之一，T细胞激活后能特异性的

杀伤肿瘤细胞，而“免疫检查点”可以调控T细胞激活所

需的协同刺激信号，“免疫检查点”分子包括 TIM-3、

PD-1与PD-L1等，在肿瘤微环境中发挥重要作用。

TIM-3 表达于多种肿瘤细胞，如胃癌、宫颈癌及

前列腺癌等，而且与预后呈负相关[7-9]。TIM-3的高表

达可以导致免疫抑制与肿瘤的免疫逃逸。TIM-3 与

其配体Gal-9结合后通过诱导Th1、CTL细胞的凋亡而

形成免疫耐受[10]。TIM-3也能够通过提高调节性T细

胞扩增、抑制树突状细胞活化而产生肿瘤免疫逃逸[11]。

本课题发现，60 例肺癌组织中 TIM-3 的阳性表达率

为 51.67%，并且与淋巴结转移、肿瘤细胞分化程度、

TNM分期是密切相关的，如果存在淋巴结转移、细胞

分化程度差、TNM 分期晚，则 TIM-3 的表达增高。

HUANG等[12]通过小鼠模型研究发现，血管内皮细胞

表达TIM-3，能够提高肿瘤细胞的生存能力及血管穿

透力，促进肿瘤转移，这与本课题实验结果也是相似

表2 非小细胞肺癌生存相关因素Cox回归模型多因素分析

组别

TIM-3 (阴性组与阳性组)

PD-L1 (阴性组与阳性组)

肿瘤大小(T1~T2与T3~T4)

淋巴结转移(无与有)

TNM (Ⅰ、Ⅱ与Ⅲ期)

B
1.174

1.416

0.312

1.245

1.415

SE
0.360

0.420

0.439

0.354

0.431

Wald
10.611

11.361

0.504

12.396

10.803

P值

0.001

0.001

0.478

0.000

0.001

HR
0.309

0.243

1.366

3.473

0.243

95.0%CI
0.152~0.626

0.107~0.553

0.577~3.233

1.737~6.946

0.104~0.565

表3 非小细胞肺癌生存期相关因素单因素分析

组别

性别

男

女

年龄(岁)

<60

≥60

大小

T1~T2

T3~T4

淋巴结

有转移

无转移

分化程度

中高

低

TNM

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

基础疾病

有

无

TIM-表达

阴性

阳性

PD-1表达

低密度

高密度

PD-L表达

阴性

阳性

例数

36

24

23

37

44

16

29

31

42

18

17

31

12

27

33

29

31

36

24

23

37

中位总生存时间(月)

25

28

33

25

48

25

22

34

26

33

53

25

7

28

27

39

19

25

28

46

23

χ2值

0.319

0.711

6.397

6.241

2.021

60.412

0.002

15.914

0.728

17.022

P值

0.572

0.399

0.011

0.012

0.155

0.000

0.965

0.000

0.121

0.000

图5 PD-1与生存期

图6 PD-L1与生存期
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的，提示 TIM-3 参与非小细胞肺癌的发生、发展过

程。研究也发现TIM-3的表达与患者生存期呈负相

关，TIM-3阳性组的生存时间明显少于TIM-3阴性组

患者，Cox多元回归分析提示TIM-3是患者生存期的

独立影响因素，TIM-3有望成为观察非小细胞肺癌患

者不良预后的预测因素。

PD-1/PD-L是负性共刺激分子免疫球蛋白超家族

成员，PD-1表达于多种细胞，如B细胞、T细胞、树突

状细胞等，PD-L1除了在T细胞、B细胞、内皮细胞等

的表达，也广泛表达于乳腺癌[13]、食管癌[14]、非小细胞

肺癌 [15]等多种肿瘤细胞。在肿瘤微环境中，PD1/

PD-L1信号通路负性调控T细胞的免疫应答，形成负

性肿瘤微环境，导致肿瘤免疫逃逸，在肿瘤的发展过

程中发挥重要作用。MUENST等[16]研究发现，PD-L1

的表达与乳腺癌分期、淋巴结转移、肿瘤大小及预后

相关。本研究结果提示，PD-L1在60例肺癌组织中的

阳性表达率为 61.67%，与淋巴结转移、肿瘤细胞分化

程度、TNM分期相关，与患者预后明显相关，PD-L1阴

性组的生存期长于PD-L1阳性组，Cox多元回归分析

提示PD-L1是影响患者生存期的独立因素，与CHEN

等[15]的研究结果基本一致。本研究结果提示，PD-L1

可能成为判断非小细胞肺癌病情发展及预后的有效

指标。PD-1阳性淋巴细胞高密度组和低密度组分别

为 24例与 36例，PD-1的表达与患者临床病理特征及

预后未见明显相关性，但研究提示 PD-1 的表达与

PD-L1的表达有相关性，提示这可能与潜在的肿瘤免

疫抑制微环境相关，这与TAUBE等[17]的研究结果也是

一致的，而TIM-3与PD-1之间、TIM-3与PD-L1同样

也未见明显相关性，笔者推测可能与不同的信号通路

相关，有待再进一步探索研究。

综上所述，TIM-3、PD-1、PD-L1作为负性共刺激

因子，通过负相调节机制促使肿瘤细胞逃避机体免疫

系统监视，形成肿瘤免疫逃逸，本课题的研究结果提

示TIM-3、PD-1、PD-L1参与了非小细胞肺癌的发生、

发展过程，TIM-3、PD-L1可能成为监测非小细胞肺癌

进展及预后判断的新型分子标志物，对于此类负性调

节分子的干预有望成为非小细胞肺癌治疗的新方向，

从而能够更好的改善患者预后，提高生存期。
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