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　　［摘要］　目的　研究ＰＤＬ１基因多态性与肝癌易感性以及患者预后之间的关系。方法　收集我
院１２３例原发性肝癌患者和１４１例健康体检者的外周血淋巴细胞，应用直接测序法和 ＰＣＲＳＳＣＰ检测
ＰＤＬ１基因ｒｓ４１４３１８５，ｒｓ２８９０６５８和ｒｓ１７７１８８８３三个位点的单核苷酸多态性。结果　ｒｓ２８９０６５８位点的
ＡＣ基因型及 ｒｓ１７７１８８８３的 ＣＧ基因型可以显著降低肝癌的发病风险（ＯＲ＝０．４３，Ｐ＝０．０３５；ＯＲ＝
００１，Ｐ＜０．００１）；而 ｒｓ４１４３１８５的 ＧＧ基因型可能增加肝癌的发病风险（ＯＲ＝２．８０，Ｐ＝００５７）。
ｒｓ２８９０６５８位点ＡＣ＋ＣＣ和 ＡＡ的中位生存时间分别为２０个月和１７个月（Ｐ＝０．０４２）；ｒｓ４１４３１８５位点
的ＧＣ＋ＧＧ和ＣＣ中位生存时间分别为２１个月和１５个月，差异有统计学意义（Ｐ＜０．００１）；ＣＯＸ回归
分析显示ｒｓ４１４３１８５位点的突变基因型都可以获得好的预后，差异有统计学意义（ＨＲ＜１；且Ｐ＜０．０５）。
结论　ＰＤＬ１基因 ｒｓ２８９０６５８和 ｒｓ１７７１８８８３两个位点的 ＳＮＰ与肝癌的易感性有关，而 ｒｓ２８９０６５８和
ｒｓ４１４３１８５位点的ＳＮＰ可能与肝癌的预后有关。
　　［关键词］　 ＰＤＬ１；单核苷酸多态性；肝癌；预后
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　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是最常
见的肝脏恶性肿瘤，在全球范围内以及西方国家的发

病率逐年上升［１］。在过去的十年中，肝癌分期主要根

据巴塞罗那（ＢＣＬＣ）标准进行临床分期，依赖于成像
技术和肝细胞癌肿瘤大小以及结节的数量定义肝癌的

进展情况［２］。根据目前欧洲肝脏研究协会（ＥＡＳＬ）和
美国肝病研究协会（ＡＡＳＬＤ）的指南，现有的治疗方法
仅局限于针对早期肝癌患者［３］。经过这些治疗包括肝

切除或移植以及局部的射频消融术（ＲＦＡ）后患者５年
生存率高达７０％［４］。然而，大多数诊断为 ＨＣＣ晚期
的患者预后较差，化疗、放疗、分子靶向治疗效果有限，

主要以姑息治疗为主，导致中位生存时间 ＜１年［５－６］。

因此，早期阶段更准确的检测肝细胞癌，了解肝癌的易

感基因，尤其是高危人群，如肝硬化、肝炎患者是非常

重要的。

　　免疫治疗在肝癌的治疗过程中崭露头角，程序性
死亡配体１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈｌｉｇａｎｄ１，ＰＤＬ１）也成为
重要的免疫治疗新靶点，但是目前针对肝癌患者免疫

治疗效果，仍然缺乏精准预测及分层指标。ＰＤＬ１作
为共刺激分子 Ｂ７家族的一个成员，是由抗原呈递细
胞表达，其功能是抑制 Ｔ淋巴细胞的激活。研究显
示，ＰＤＬ１通过与其受体结合，诱导Ｔ淋巴细胞无反应
性和／或凋亡［７１１］。研究表明 ＰＤＬ１能增加人抗原特
异性Ｔ细胞克隆的凋亡并抑制 ＣＤ４和 ＣＤ８Ｔ细胞的
体外活化［７，１２］。最新研究表明，ＰＤ１或 ＰＤＬ１的抗体
可缓解ＰＤＬ１对细胞毒性 Ｔ细胞的抑制作用，从而促
进与激活细胞毒性Ｔ细胞消灭肿瘤细胞的能力［１３－１４］。

ＰＤＬ１的抑制剂是有效的黑色素瘤免疫治疗方法［１５］。

　　因此，为了探索预测针对肝癌免疫治疗效果的指
标，结合近期国内外对 ＰＤＬ１多态性的研究成果；本
研究选取了ＰＤＬ１分别位于启动子区、编码区以及非
编码区的 ３个 ＳＮＰ位点（ｒｓ４１４３１８５、ｒｓ１７７１８８８３和
ｒｓ２８９０６５８），观察并分析了其单核苷酸多态性与肝癌
易感性及预后的关系；为肝癌免疫治疗疗效的精准预

测进行了初步探索。

１　材料与方法

１．１　临床资料
　　收集２００８年２月至２０１４年５月第三军医大学大

坪医院野战外科研究所经过病理确诊的样本２６４例，
分为２组。病例组：原发性肝癌样本１２３例，其中男性
８２例，女性４１例，年龄（５９．７±１０．９）岁，７例有肿瘤家
族史；对照组：健康体检样本１４１例，其中男性１０４例，
女性３７例，年龄（６０．２±１１．２）岁，５例有肿瘤家族史。
对照组人群三代以内没有胃肠道疾病或其他癌症史，

其外周血淋巴细胞样本是在体检中收集获得的。病例

组的临床病例资料包括肿瘤浸润深度、淋巴结转移、远

处转移、ＴＮＭ分期以及医疗记录。患者在取标本前均
未接受过放化疗。本课题经大坪医院野战外科研究所

伦理委员会审查通过。

１．２　单核苷酸多态性位点的选取
　　检索 ＧｅｎＢａｎｋ数据库与相关文献中报道的
（ｒｓ４１４３１８５、ｒｓ２８９０６５８和 ｒｓ１７７１８８８３）基因序列，应用
Ｏｌｉｇｏ６．０软件设计引物并通过 ＰｒｉｍｅＰｒｅｍｉｅ５．０软件
验证，最终确定 ３个 ＳＮＰｓ位点的 ６条引物（表 １），
ｒｓ４１４３１８５位点由重庆志达生物科技公司采用测序技
术进行分析。所有引物由上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。

表１　基因引物序列

目的基因 引物序列

ｒｓ４１４３１８５
上游：５′ＧＡＴＡＣＡＣＡＴＴＴＧＧＡＧＧＡＧＡＣＧ３′

下游：５′ＣＡＡＡＴＡＣＴＣＣＡＴＧＴＴＴＴＡＣＴＡＧ３′

ｒｓ１７７１８８８３
上游：５′ＴＡＣＧＴＡＧＴＴＣＴＧＴＧＣＴＣＡＧ３′

下游：５′ＧＴＴＧＡＴＴＣＴＣＡＧＴＧＴＧＣＴＧ３′

ｒｓ２８９０６５８
上游：５′ＡＡＴＧＧＣＴＴＧＴＴＧＴＣＣＡＧＡＧＡＴＧ３′

下游：５′ＧＴＡＣＣＡＣＡＴＧＧＡＧＴＧＧＣＴＧＣ３′

１．３　ＰＣＲ扩增
　　ＰＣＲ反应体系配制（２５μＬ），将下列试剂依次加
入０．５ｍＬ的ＥＰ管中，５×ｂｕｆｆｅｒ（５μＬ），ＭｇＣｌ２（２μＬ），
模板ＤＮＡ（２μＬ），ｄＮＴＰ（２μＬ），上游引物（１μＬ），下
游引物（１μＬ），ＴａｑＤＮＡ聚合酶（０．２μＬ），ｄｄＨ２Ｏ
（９８μＬ）。振荡混匀，然后在４℃离心机中瞬离３０ｓ，
再将 ＥＰ管放入 ＰＣＲ仪中扩增，反应条件如下。
ｒｓ２８９０６５８：预变性（９５℃，１０ｍｉｎ）→变性（９５℃，３０ｓ）
→退火（６０℃，３０ｓ），延伸（７２℃，３ｍｉｎ），３７个循环
→延伸（７２℃，１０ｍｉｎ）；ｒｓ１７７１８８８３：预变性（９５℃，
３ｍｉｎ）→变性（９４℃，１ｍｉｎ）→５个循环→退火
（５５℃，１ｍｉｎ），延伸（７２℃，１ｍｉｎ），３０个循环→延伸
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（７２℃，１ｍｉｎ）；ｒｓ４１４３１８５：预变性（９４℃，５ｍｉｎ）→变
性（９４℃，２０ｓ）→５个循环→退火（５５℃，３０ｓ），延伸
（７２℃，１ｍｉｎ），３５个循环→延伸（７２℃，７ｍｉｎ）。
１．４　ＤＮＡ测序分析
　　由上海 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ生物公司运用 ＡＩ３７７型测序仪
对随机抽取５％的 ＤＮＡ样本进行 ＤＮＡ测序，测序与
ＰＣＲ重合率１００％。
１．５　随访
　　采用电话随访方式或者门诊方式对１２３例患者进
行随访。总生存时间定义为自确诊肝癌之日起至出现

与肝癌相关的死亡的时间。死于其他原因或在随访期

内生存的病例则作为截尾事件处理。全部患者随访

１０～４８个月，中位随访时间 ２０个月，随访截止时间
为：２０１６年５月１日。
１．６　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１９统计软件。使用拟合优度皮尔森卡
方（χ２）检验对照组和病例组基因型分布是否符合哈
迪温伯格（ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ）平衡。比值比（ＯＲ）和
９５％置信区间（ＣＩ）使用 ｌｏｇｉｓｔｉｃｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ分析。使用
ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ方法和 Ｌｏｇｒａｎｋ检验测定生存曲线 ＰＦＳ
和ＯＳ。采用多变量 Ｃｏｘ比例风险模型（前进逐步：似
然比）估计调整后的危险比（ＨＲ）与９５％置信区间。
多变量回归分析年龄、性别、病理分级和治疗方法。

Ｐ＜０．０５被认为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　人口统计学特征
　　共纳入２６４例受试者，其中病例组１２３例，对照组
１４１例，两组年龄、性别和肿瘤家族史相匹配。病例组
手术治疗３４例，介入治疗７５例，介入合并射频治疗
１４例。
２．２　单个基因的单核苷酸多态性与肝癌易感性之间

的关系

　　对照组的基因型频率遵循ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡定
律（表２），该群体遗传基因平衡，具有群体代表性。分
析显示位点 ｒｓ１７７１８８８３与肝癌易感性相关（Ｐ＜
０００１）。运用Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析显示，在对年龄、性别
以及家族史进行校正后，ｒｓ２８９０６５８的 ＡＣ杂合突变基
因型可以降低肝癌的发病风险（ＯＲ＝０．４３；９５％ＣＩ：
０２０～０．９４；Ｐ＝０．０３５）；ｒｓ４１４３１８５纯合突变型（ＧＧ）
可能会增加肝癌的患病风险（ＯＲ＝２．８０），但是差异无
统计学意义（Ｐ＝０．０５７）。ｒｓ１７７１８８８３的ＣＧ杂合突变
基因型可以降低发病风险（Ｐ＜０．００１），但是例数太少

可能存在数据偏倚；其余基因型与肝癌的易感性之间

无相关性（Ｐ＞０．０５，表３）。

表２　对照组３个ＳＮＰ基因型频率观察值和预期值比较

ＳＮＰ 基因型 观察值（％） 期望值 （％） Ｐ（ＨＷＥ）

ｒｓ２８９０６５８ ＡＡ ９８（６９．５） ９７．９（６９．４） ０．９６０

ＡＣ ３９（２７．７） ３９．２（２７．８）

ＣＣ ４（２．８） ３．９（２．８）

ｒｓ１７７１８８８３ ＣＣ ７７（５４．６） ７２．３（５１．３） ０．０５４

ＣＧ ４８（３４．０） ５７．３（４０．６）

ＧＧ １６（１１．４） １１．４（８．１）

ｒｓ４１４３１８５ ＣＣ ４９（３４．８） ５３．７（３８．１） ０．０９５

ＣＧ ７６（５３．９） ６６．６（４７．２）

ＧＧ １６（１１．４） ２０．７（１４．７）

ＨＷＥ：ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡

表３　两组人群ＳＮＰｓ基因型的分布以及风险评估

ＳＮＰ 基因型
病例组

［例（％）］

对照组

［例（％）］
Ｐ值

校正ＯＲ

（９５％ＣＩ）
Ｐ值

ｒｓ２８９０６５８ ＡＡ ９５（７７．２） ９８（６９．５） １（参考值）

ＡＣ ２７（２１．９） ３９（２７．７） ０．２４３０．４３（０．２０－０．９４） ０．０３５

ＣＣ １（０．８） ４（２．８） ０．３７００．１４（０．０１－１．９３） ０．１４２

Ａａｌｌｅｌｅ ２１７（８８．２） ２３５（８３．３） １（参考值）

Ｃａｌｌｅｌｅ ２９（１１．８） ４７（１６．７） ０．１１１０．６７（０．４１－１．１０） ０．１４２

ｒｓ１７７１８８８３ ＣＣ １２２（９９．２） ７７（５４．６） ０．０００ １（参考值）

ＣＧ １（０．８） ４８（３４．０） ０．００００．０１（０．００－０．０５） ０．０００

ＧＧ ０（０） １６（１１．４） ０．０００ －

Ｃａｌｌｅｌｅ ２４５（９９．６） ２０４（７２．３） １（参考值）

Ｇａｌｌｅｌｅ １（０．４） ７８（２７．７） ０．００００．０１（０．００－０．０８） ０．０００

ｒｓ４１４３１８５ ＣＣ ５０（４０．７） ４９（３４．８） １（参考值）

ＣＧ ５０（４０．７） ７６（５３．９） ０．１０５０．６６（０．３２－１．３６） ０．２５５

ＧＧ ２３（１８．６） １６（１１．４） ０．３６９２．８０（０．９７－８．０６） ０．０５７

Ｃａｌｌｅｌｅ １５０（６１．０） １７４（６１．７） １（参考值）

Ｇａｌｌｅｌｅ ９６（３９．０） １０８（３８．３） ０．８６４０．９７（０．６８－１．３８） ０．９３５

２．３　ＰＤＬ１ＳＮＰ与肝癌患者预后情况相关性分析
　　在对 ＰＤＬ１ＳＮＰ与肝癌患者预后情况相关性分
析后，本研究发现 ｒｓ４１４３１８５、ｒｓ２８９０６５８和 ｒｓ１７７１８８８３
位点突变型都能不同程度的增加患者的中位生存时

间；其中ｒｓ２８９０６５８位点的３个基因型 ＡＡ、ＡＣ和 ＣＣ
的中位生存时间分别为：１７、２０、１９个月，差异无统计
学意义（Ｐ＝０．１１５），但是合并突变基因型 ＡＣ与 ＣＣ
后，中位生存时间为２０个月，与 ＡＡ比较差异有统计
学意义（Ｐ＝０．０４２，图１）；ｒｓ４１４３１８５位点的三个基因
型ＣＣ、ＧＣ和ＧＧ的中位生存时间分别为：１５、２１、１８个
月，，差异有统计学（Ｐ＜０．００１），合并突变基因型 ＧＣ
与ＣＣ后，发现ＧＣ＋ＧＧ和ＣＣ的中位生存时间为：２１个
月和１５个月，差异有统计学意义（Ｐ＜０．００１）；并且经
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过ＢｏｎｆｅｒｒｏｎｉＨｏｌｍ法校正后仍有统计学意义（图２）。
ＣＯＸ回归模型分析ｒｓ４１４３１８５和ｒｓ２８９０６５８位点，显示
ｒｓ４１４３１８５的突变基因型都可以获得好的预后，差异有
统计学意义（ＨＲ＜１，Ｐ＜０．０５），ｒｓ１７７１８８８３各基因型
的差异未发现统计学差异（表４）。
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Ａ：ＡＣ、ＣＣ、ＡＡ基因型；Ｂ：ＡＣ＋ＣＣ合并突变基因型及 ＡＡ
基因型

图１　ｒｓ２８９０６５８位点基因型的生存曲线
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Ａ：ＣＧ、ＧＧ、ＣＣ基因型；Ｂ：ＣＧ＋ＧＧ合并突变基因型及 ＣＣ

基因型

图２　ｒｓ４１４３１８５位点基因型的生存曲线

表４　ＰＤＬ１ＳＮＰ与总生存时间的关系

总的生存时间（月）
ＳＮＰ 基因型 ｎ

中位生存

时间
Ｐ值 ＨＲ（９５％ＣＩ） Ｐ值

ｒｓ２８９０６５８ ＡＡ ９５ １７ １（参考值）

ＡＣ ２７ ２０ ０．０４２０．６８（０．３２－１．４５） ０．３２２

ＣＣ １ １９ ０．５８３１．１７（０．３１－４．３８） ０．８２２

ＡＣ＋ＣＣ ２８ ２０ ０．０３６０．５６（０．３１－１．００） ０．０５１

ｒｓ１７７１８８８３ ＣＣ １２２ １７ １（参考值）

ＣＧ １ １４ ０．４６６１．４３（０．５３－３．８５） ０．４８０

ＧＧ ０ － － － －

ＣＧ＋ＧＧ １ １４ ０．４６６１．４３（０．５３－３．８５） ０．４８０

ｒｓ４１４３１８５ ＣＣ ５０ １５ １（参考值）

ＣＧ ５０ ２１ ０．００００．３７（０．２２－０．６３） ０．０００

ＧＧ ２３ １８ ０．００５０．４０（０．２１－０．７８） ０．００７

ＣＧ＋ＧＧ ７３ ２１ ０．００１０．３８（０．２３－０．６１） ０．０００

３　讨论

　　肝癌是一种在中国比较常见的恶性肿瘤，发病率
较高，预后差。肝癌的病因非常复杂，生物化学危险因

素和遗传异常等多因素的相互作用可能会导致肝癌的

发生。到现在为止，其机制还没有被完全阐明。随着

免疫治疗的兴起与发展，免疫治疗也被逐步应用到肝

癌的治疗中。近来的研究也证实以 ＰＤＬ１为检查点
的免疫治疗在肝癌的治疗中起重要作用。

　　最近国内外研究表明 ＰＤＬ１的多态性可能与多
种肿瘤与自身免疫性疾病发病风险有关［１６－１８］。几项

研究表明ＰＤＬ１的多态性与类风湿、系统性红斑狼疮
等自身免疫性疾病有关［１０，１９］。Ｗａｎｇ等［２０］研究证实位

点 ｒｓ１７７１８８８３（６７７７Ｇ）与类风湿结节的患病率相关
联，ＰＤＬ１６７７７Ｇ（＋）的类风湿结节的患病率显著高
于ＰＤＬ１６７７７Ｇ（－）的患者（Ｐ＝０．００５，ＯＲ＝４．０，
９５％ＣＩ＝１．５－１０．９）。Ｗａｎｇ等［２１］证实了ＰＤＬ１基因
３′ＵＴＲ上的ｍｉＲＳＮＰｓ可能会增加胃癌发病风险，ＳＮＰ
可能是通过ｍｉＲ５７０对Ｂ７Ｈ１ｍＲＮＡ的调控作用影响
Ｂ７Ｈ１蛋白质的表达，从而影响胃癌易感。
　　本研究结果显示，ｒｓ１７７１８８８３位点与肝癌易感性
有关，运用ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析后发现位点ｒｓ２８９０６５８（ＡＣ
突变型）可能降低肝癌发病风险，差异有统计学意义

（ＯＲ＝０．４３，Ｐ＝０．０３５）；ｒｓ４１４３１８５纯合突变型（ＧＧ）
可能会增加肝癌的患病风险，差异无统计学意义（ＯＲ＝
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２８０，Ｐ＝０．０５７）。而位点 ｒｓ１７７１８８８３在肝癌里面基
本不发生突变，突变率为０．８４％，该位点可能是肝癌
的一个保护因素该结果与 Ｗａｎｇ等［２０］研究类风湿结

节的患病率相关联的结论相反。结合两者结果与疾病

的免疫状态，本研究推测 ｒｓ１７７１８８８３突变型可能影响
或抑制ＰＤＬ１的功能，导致以 ＰＤＬ１为检查点的 Ｔ细
胞免疫抑制作用减弱，防止肝癌细胞的免疫逃逸，但是

却增加了免疫性疾病的发病风险。由于本研究例数较

少尚需在今后的实验中进一步证实。

　　对这３个位点与肝癌患者预后情况单因素相关性
分析，发现ｒｓ４１４３１８５、ｒｓ２８９０６５８两个位点突变型都能
不同程度的延长患者的中位生存时间；且差异有统计

学意义，但在运用 ＣＯＸ回归进行分析后，仅发现位点
ｒｓ４１４３１８５有统计学差异。ｒｓ４１４３１８５位于ＰＤＬ１基因
的３′ＵＴＲ上，其ＳＮＰ可能会在ｍＲＮＡ水平影响ＰＤＬ１
蛋白质的表达，导致 ＰＤＬ１蛋白水平降低，从而引起
ＰＤＬ１／ＰＤ１受体与配体结合量减少，激活Ｔ细胞对肝
癌细胞的免疫攻击，肝癌细胞的转移得到控制，患者的

生存时间相应延长，该结果与Ｗａｎｇ等［２１］在２０１３年的
研究成果一致。ｒｓ２８９０６５８位于内含子区，其对 ＰＤＬ１
的表达以及功能可能不存在显著的影响。ｒｓ１７７１８８８３
由于突变型例数太少统计学意义不明显。

　　因此，在今后的抗 ＰＤＬ１的肝癌免疫治疗过程
中，ｒｓ４１４３１８５、ｒｓ１７７１８８８３和 ｒｓ２８９０６５８位点的基因型
状态的测定可能与肝癌患者的免疫治疗效果有关，突

变型在抗 ＰＤＬ１免疫治疗后能获得更好预后。但是
本研究还存在一定局限性：由于条件限制，只纳入了

２６４例样本，例数偏少，导致本研究结果意义有限，结
论较初步。本研究回顾性分析得出的初步结论可作为

进一步前瞻性关联研究的起点，所得相关结论的可靠

性还需要更大样本量的实验来验证，３个位点的具体
功能以及对肝癌的影响方式还需今后的细胞和动物实

验进行证实。

　　综上所述，本研究发现 ＰＤＬ１ＳＮＰｒｓ４１４３１８５和
ｒｓ２８９０６５８位点与肝癌易感性和预后的关系。为今后
针对肝癌患者以 ＰＤＬ１为靶点的免疫治疗提供新的
思路。
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