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小细胞肺癌碱基切除修复蛋白表达和免疫细胞浸润与预后关系的研究

李超凡，陈天一，陈 骞，杨宇馨，王 东  陆军特色医学中心（第三军医大学大坪医院）肿瘤中心，重庆

［摘要］ 目的 观察碱基切除修复（base excision repair，BER）蛋白在小细胞肺癌（small cell lung 
cancer， SCLC）组织中的表达水平，分析其与 SCLC 患者预后的关系，及其与肿瘤免疫微环境的关系。

方法 采用回顾性队列研究设计方案，纳入2018年12月至2023年6月在陆军特色医学中心胸外科接受

手术治疗的局限期SCLC患者共74例。通过免疫组化染色分析蛋白在SCLC组织中的表达，包括脱嘌呤/
脱嘧啶核酸内切酶 1（apurinic/apyrimidinic endonuclease 1， APE1）、8-羟基鸟嘌呤 DNA 糖苷酶 1（8-

oxoguanine DNA glycosylase 1，OGG1）、DNA聚合酶β（DNA polymerase β，POLβ）、X射线交错互补修复蛋

白 1（X-ray repair cross complementing protein 1，XRCC1）、ATP 依赖性 DNA 连接酶Ⅰ（recombinant ATP 
dependent DNA ligase Ⅰ，LIGⅠ），以及免疫细胞CD3+T、CD8+T、CD68+巨噬细胞浸润情况；使用χ２检验分

析BER蛋白表达与SCLC患者临床病理特征的关系，Kaplan-Meier生存曲线分析BER蛋白及免疫细胞对

SCLC患者无病生存率和总生存率的影响，多因素Cox回归评估无病生存率的影响因素，Spearman分析

BER蛋白表达和免疫细胞浸润的相关性。采用瞬时转染技术在SCLC细胞系H196中分别过表达APE1、
POLβ及LIGⅠ蛋白，实验分为：阴性对照组（negative control，NC），转染空载质粒；过表达组（overexpression，
OE），转染目标基因质粒（OEAPE1、OEPOLβ、OELIGⅠ）。CCK-8及TUNEL检测NC组和OE组对顺铂敏

感性的影响。裸鼠皮下移植瘤实验采用简单随机分组法将裸鼠分为（n=6）：WT组、E3330组、顺铂组、顺

铂+E3330组，并观察E3330联合顺铂对肿瘤生长的影响。结果 BER通路关键蛋白的表达水平与患者

性别、年龄、吸烟史、肿瘤部位、Ki67指数及TNM分期等临床病理特征无显著相关性（P均>0. 05）；BER蛋白

中APE1、POLβ、LIGⅠ低表达组的无病生存率高于高表达组（P<0. 05），而在免疫细胞浸润中CD3+T细胞高

水平组的无病生存率高于低水平组（P=0. 043）。多因素Cox回归分析表明肿瘤TNM分期（HR=2. 465）和

APE1表达（HR=2. 730）是影响 SCLC 患者预后的独立危险因素（P<0. 05）。Spearman 相关性分析表明，

SCLC 患者 APE1 与 CD8+T 细胞水平呈正相关（r=0. 27，P<0. 05）。细胞实验表明，相较于 NC 组，OE 组

（OEAPE1、OELIGⅠ）的细胞对顺铂的敏感性降低（P<0. 05）。动物实验表明，顺铂+E3330组肿瘤生长明显

抑制，治疗效果更好（P<0. 01）。结论 SCLC患者BER通路中APE1、POLβ、LIGⅠ高表达提示患者无病生

存率低、预后不良；APE1高表达与CD8+T细胞浸润水平呈正相关，可以作为SCLC免疫治疗的辅助标志物。
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related proteins in small cell lung cancer (SCLC) tissues, and analyze their relationship with the prognosis and 
tumor immune microenvironment.  Methods　A retrospective cohort study was conducted on 74 patients with 
limited-stage SCLC undergoing surgical treatment in our medical center from December 2018 to June 2023.  
Immunohistochemical staining was performed to analyze the protein expression of BER pathway components, 
apurinic/apyrimidinic endonuclease 1 (APE1), 8-oxoguanine DNA glycosylase 1 (OGG1), DNA polymerase β 
(POLβ), X-ray repair cross-complementing protein 1 (XRCC1), ATP-dependent DNA ligase I (LIG Ⅰ), and 
immune cell infiltration markers of CD3⁺ T cells, CD8⁺ T cells, CD68⁺ macrophages in SCLC tissues.  Chi-
square test was applied to analyze the relationship of BER protein expression and clinicopathological features; 
Kaplan-Meier survival curve was plotted to evaluate the impacts of BER protein expression and immune cells 
on disease-free survival (DFS) and overall survival (OS), multivariate Cox regression analysis was utilized to 
identify DFS prognostic factors, and Spearman correlation analysis was performed to analyze the correlation of 
BER-immune cell infiltration.  In in vitro experiments, transient transfection was applied in H196 cells to 
overexpress APE1/POLβ/LIGⅠ, respectively.  Thus, the cells were divided into negative control (NC, empty 
vector) and overexpression (OE, target plasmids) groups.  CCK-8 and TUNEL assays were employed to 
determine the effects of OEAPE1, OEPOLβ and OELIG Ⅰ on cell sensitivity to cisplatin.  In in vivo 
experiments, nude mice bearing xenograft tumors were grouped into WT, E3330 (APE1 inhibitor), cisplatin, 
and cisplatin+E3330 groups to determine the effects of the combination therapy on tumor growth.  
Results　There were no significant correlations of the expression levels of key BER pathway proteins with 
clinicopathological characteristics, including gender, age, smoking history, tumor location, Ki67 index, or 
TNM stage (all P>0. 05).  The patients with low expression of APE1, POLβ, and LIGⅠ had obviously higher 
DFS rates than those with high expression (P<0. 05), and the patients with larger proportion of CD3+ T cells 
also had higher DFS rates than those with smaller proportion (P=0. 043).  Multivariate Cox regression analysis 
indicated that tumor TNM stage (HR=2. 465) and APE1 expression (HR=2. 730) were independent risk factors 
for the prognosis of SCLC patients (P<0. 05).  Spearman correlation analysis demonstrated a positive 
correlation between APE1 and CD8+ T cell proportion in the SCLC patients (r=0. 27, P<0. 05).  In vitro 
experiments showed that the overexpression (OE) cells (OEAPE1 and OELIGⅠ) exhibited reduced sensitivity 
to cisplatin than the NC group (P<0. 05).  Animal experiments indicated that cisplatin+E3330 significant 
inhibited xenograft tumor growth, indicating enhanced therapeutic efficacy（P<0. 01）.  Conclusion　High 
expression of APE1, POLβ, and LIG Ⅰ in the BER pathway indicates poor prognosis and low DFS rate in 
SCLC patients.  High expression of APE1 is positively correlated with CD8+T cells, and can be used as an 
auxiliary marker for SCLC immunotherapy.  

［Key words］ small cell lung cancer； base excision repair； prognosis； tumor immune 
microenvironment
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肺癌是全球最常见的癌症，也是癌症死亡的主要

原因［1］。小细胞肺癌（small cell lung cancer， SCLC）约

占所有肺癌病例的 14%，其 5 年生存率仅为 7%［2］。
SCLC 的特点是生长迅速，基因组不稳定，早期易转

移，治疗后易复发，预后较差。根据美国国立综合癌症

网络（National Comprehensive Cancer Network，NCCN）
指南，所有临床分期为ⅠA~ⅡA（T1~T2N0M0）的SCLC
患者均应接受手术治疗，并进行术后全身治疗［3］。顺

铂和依托泊苷联合治疗是目前 SCLC患者首选的化疗

方案［4］。虽然 SCLC 对化疗的初始反应率非常高，但

大多病例都在 1年内复发，并且复发后通常对额外的

化疗反应不佳，只有不到 5% 的患者生存期能够超

过2年［5］。
SCLC 的快速生长伴随着大量基因组畸变，导致

了 DNA 损伤和基因组不稳定性积累。在这种不稳定

的基因组环境中，SCLC 细胞依赖于功能性 DNA 损伤
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修复途径和细胞周期检查点对基因组功能进行修

复［6］。碱基切除修复（base excision repair，BER）是一

种从细菌到人类高度保守的DNA损伤修复方式［7］，其
过程有 5 种主要的酶参与完成，包括 8-羟基鸟嘌呤

DNA糖苷酶1（8-oxoguanine DNA glycosylase 1，OGG1）、

脱嘌呤/脱嘧啶核酸内切酶 1（apurinic/apyrimidinic 
endonuclease 1， APE1）、X 射线交错互补修复蛋白 1 
（X-ray repair cross complementing protein 1，XRCC1）、

DNA 聚合酶 β（DNA polymerase β，POLβ）和 ATP 依赖

性 DNA 连接酶 Ⅰ（recombinant ATP dependent DNA 
ligaseⅠ，LIGⅠ）［8］。BER 通常是由 OGG1 启动，产生

无碱基位点，随后APE1切割DNA主链产生单链断裂，

POLβ 将未损失链作为模板，插入缺失的核苷酸填充

间隙，由 XRCC1 和 LIGⅠ等共同连接缺口参与修复。

BER酶的缺乏会影响基因组稳定性，与肿瘤发生密切

相关［9］ 。
目前，免疫治疗联合化疗被写进一线广泛期小细

胞肺癌指南中，然而与其对非小细胞肺癌（non-small 
cell lung cancer，NSCLC）的作用相比，免疫治疗只能使

较小部分 SCLC 患者获益［10］。因此，识别适合免疫治

疗的优势人群，对于精准治疗 SCLC 非常重要。由于

SCLC 缺 乏 肿 瘤 浸 润 淋 巴 细 胞（tumor infiltrating 
lymphocyte，TIL），因此，将免疫“冷”肿瘤转化为“热”

肿瘤，提高对免疫治疗反应，是 SCLC 治疗的主要挑

战。DNA 损伤修复通过调节参与肿瘤免疫细胞相互

作用的多个通路来影响肿瘤免疫［11-12］，BER相关基因

可能参与 SCLC 快速增长，以及影响免疫微环境。因

此，探讨BER相关蛋白表达和免疫细胞浸润的关系具

有十分重要的临床意义。

1　材料与方法

1. 1　一般资料

采用回顾性队列研究设计方案，选取2018年12月

至 2023 年 6 月期间陆军特色医学中心胸外科接受手

术治疗的局限期 SCLC患者，共 74例。纳入标准：①符

合 SCLC 诊断标准并经病理确诊；②术后依托泊苷

（Etoposide）联合顺铂（Cisplatin）化疗方案（EP方案）辅

助化疗至少 2个周期及以上；③肿瘤组织石蜡包埋保

存完好。排除标准：①广泛期 SCLC患者；②合并其它

恶性肿瘤；③围术期死亡患者。通过医院电子病历系

统收集患者的临床病理相关资料，包括患者性别、年

龄、吸烟情况，美国癌症联合委员会（American Joint 
Committee on Cancer，AJCC）第 8版分期情况等。本研

究人体组织标本相关研究经过陆军特色医学中心伦

理委员会批准［医研伦审（2024）第321号］。

1. 2　随访

通过定期门诊或电话随访获得患者的生存数据，

随访终点为 2023年 9月 1日。无病生存率是指患者在

经过治疗后未出现原发疾病复发、转移或进展的比

例。总生存率是指患者在经过治疗后的总体存活比

例。复发和进展的标准：①局部复发：通过CT扫描来

评估，肿瘤在原发部位重新出现或扩大；②原发病灶

症状：出现原发病灶相关的症状，如声音嘶哑、头面部

水肿、颈部淋巴结肿大等；③区域淋巴结复发： 通过

CT扫描来评估，肿瘤扩散到原发肿瘤附近的淋巴结区

域；④远处转移： 通过CT扫描、骨扫描等来评估，肿瘤

扩散到身体其他部位，如肝脏、骨骼、大脑等。病人的

其余病理参数和临床信息均通过我院病历系统获得。

1. 3　实验方法

1. 3. 1　细胞培养　　人 SCLC 细胞 H196、H446 均由

陆军特色医学中心肿瘤中心实验室提供。使用含

10% 胎牛血清的 RPMI-1640 培养基，培养在 37 ℃和

5%CO2饱和湿度的培养箱中，细胞以 1∶3分种比例进

行传代（即 1 份细胞悬液与 3 份新鲜培养基混合后接

种）。胎牛血清、RPMI-1640培养基、青霉素-链霉素溶

液、胰蛋白酶均购自武汉普诺赛生命科技有限公司。

1. 3. 2　免疫组织化学技术　　将组织切片放置在

60 ℃烤片 3 h 后立即置于二甲苯中脱蜡，将脱蜡的切

片依次浸入无水乙醇、95% 乙醇、75% 乙醇中脱水各

3 min，水洗 3 min；根据不同抗原修复方式分别采用

EDTA 缓冲液（pH=8. 0）或柠檬酸钠缓冲液（pH=6. 0）
高压热修复抗原，冷却至室温后 PBS洗片 3 min；将内

源性过氧化物酶阻断剂滴加在组织上孵育 10 min，
PBS 洗片 3 min；滴加一抗：APE1（abcam， #ab189474，
1∶1 000），OGG1（proteintech，#15125-1-AP，1∶300）， 
XRCC1（abcam， #ab134056，1∶300），Polβ（proteintech， 
#18003-1-AP，1∶200）， LIGⅠ（proteintech， #18051-1-AP，
1∶200），CD3（abcam， #ab16669，1∶150），CD8（abcam， 
#ab237710 ，1∶1 000），CD68（abcam ， #ab213363 ，

1∶5 000）；湿盒 4 ℃过夜；第 2天常温下复温 1 h，PBS 
洗片 3次，每次 5 min；滴加免疫组化专用二抗，37 ℃孵

育 30 min，PBS洗片 3次，每次 5 min；配置 3，3'-二氨基

联苯胺溶液（3，3'-Diaminobenzidine Solution，DAB），滴

加在组织上，计时观察染色情况，适时终止染色，洗片。

苏木素复染细胞核 2~3 min，盐酸酒精分化 2~3 s，饱和

碳酸锂返蓝 2~3 s，梯度乙醇脱水，风干后盖玻片封片，

奥林巴斯显微镜下观察并进行图像采集。
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1. 3. 3　免疫组化结果判定标准　　BER蛋白（APE1、
OGG1、POLβ、XRCC1、LIGⅠ）染色强度计分：0 分，阴

性；1分，弱；2分，中；３分，强。0~1分为低表达，2~3分

为高表达。

CD3、CD8、CD68阳性T细胞的比例：随机选取3个

在显微镜下 200×的视野，利用 Image J 软件分别计算

阳性细胞数和细胞总数，再计算阳性细胞数和细胞总

数的比值得出阳性率，并计算 3个视野的平均值，得出

CD3、CD8、CD68的表达情况。通过 X-tile软件找到最

佳截断值，低于或等于最佳截断值定义为低表达，高

于最佳截断值定义为高表达。

1. 3. 4　多重免疫组织化学技术　　用多重免疫组织

化学检测试剂盒（Akoya Biosiciences，#NEL871001）进

行染色，组织切片烤片 3 h后二甲苯和梯度乙醇脱蜡；

4% 组织固定液固定 20 min；抗原修复缓冲液（EDTA
碱修复或柠檬酸钠酸修复）微波热修复20 min，自然冷

却至室温；封闭液室温封闭 10 min；４ ℃孵育一抗

［APE1（1∶200），CD8（1∶200），CD68（1∶500）］过夜；次

日TBST洗片3次，每次5 min后，二抗室温孵育10 min，
染料多色标记（Opal520标记APE1、Opal690标记CD8、
Opal620标记CD68），室温孵育10 min；DAPI染液标记细

胞核，室温3 min；抗荧光淬灭封片剂封片后上机检测。

1. 3. 5　细胞转染　　质粒制备委托上海吉凯基因科

技有限公司完成；Lipofectamine 3000购自美国 Thermo 
Fisher公司。将H196 细胞以 2×105个/孔接种于 6孔板

中，待细胞呈对数生长且细胞融合度在 70%左右时进

行细胞转染。参照Lipofectamine 3000说明书，采用瞬

时转染技术在 SCLC 细胞系 H196 中分别过表达

APE1、POLβ和 LIGⅠ蛋白。实验分组如下：阴性对照

组（negative control， NC），转染空载质粒；过表达组

（overexpression， OE），分别转染携带 APE1、POLβ 及

LIGⅠ基因的重组质粒（OEAPE1、OEPOLβ、OELIGⅠ）。

继续培养6~8 h换液进行后续实验。

1. 3. 6　CCK-8 实验　　分别将 NC 组、OE 组 H196 细

胞培养24 h，经消化、离心及重悬，制成单细胞悬液，将

细胞以 3×103 个/孔接种于 96 孔板，每孔 200 µL，每组

设立 6 个复孔。接种待细胞贴壁后继续培养 48 h，每
孔中加 20 µL CCK-8 试剂（碧云天生物技术有限公

司），放置培养箱孵育，利用酶标仪测定在 450 nm波长

下的光密度值［D（450）］。

1. 3. 7　Western blot实验　　细胞组织裂解液中加入

蛋白酶磷酸酶抑制剂，冰上裂解样本30 min，超声处理

仪裂解细胞，离心取上清；使用紫外分光光度法测定裂

解蛋白样本浓度；加入 SDS-PAGE蛋白上样缓冲液（上

海碧云天生物技术有限公司），100 ℃下高温变性蛋白

10 min；上样，80 V 电泳 30 min，120 V 电泳 60 min；
冰浴条件下 110 V恒压转膜 90 min；5%脱脂奶粉室温

封闭 1 h；孵育一抗［APE1（1∶1 000），Polβ（1∶1 000），

LIGⅠ（1∶1 000），GAPDH （proteintech， #10494-1-AP，
1∶1 000），Flag（abcam， #ab8245，1∶1 000）］，4 ℃过夜；

次 日 孵 育 二 抗［HRP 偶 联 山 羊 抗 鼠（proteintech， 
#SA00001-1，1∶4 000），HRP偶联山羊抗兔（proteintech， 
#SA00001-2，1∶4 000）］，室温 1 h；使用化学发光成像

系统显影。

1. 3. 8　TUNEL 细胞凋亡实验　　采用 TUNEL 细胞

凋亡检测试剂盒（碧云天生物技术有限公司）检测细

胞凋亡水平。对照组无特殊处理，实验组用 8 µmol/L
顺铂处理细胞 24 h，用PBS洗涤细胞 3 min，4%多聚甲

醛固定 30 min，加入含 0. 3% Triton X-100的PBS，室温

孵育 5 min，PBS洗涤 3次，每次 3 min，按照制造商的说

明配制 TUNEL 检测液（碧云天；#C1086），加入样品，

37 ℃避光孵育 60 min，染 DAPI，PBS 洗涤 3 次，每次

3 min，避光，显微镜下观察。

1. 4　实验小鼠

5 周龄 BALB/c Nude 雌性小鼠，体质量（14±3）g，
购自维通利华实验动物技术有限公司，在陆军特色医

学中心SPF级实验动物中心中饲养。裸鼠饲养需对饲

料及饮用水进行灭菌处理，并控制饲养环境的温度

（26~28 ℃）、湿度（40%~60%）及换气次数（10~15次/h），

以维持环境稳定温度、氧气、湿度恒定。本研究动物

实验经过陆军军医大学实验动物福利伦理委员会批

准（AMUWEC20247121），涉及动物处理的程序符合实

验动物护理机构的指南。

1. 5　裸鼠皮下荷瘤实验

收集对数生长期的H446细胞，PBS缓冲液和基质

胶按照 1∶1的体积比配置注射液并重悬细胞，计数并

调整细胞密度为 8×107个/mL，在裸鼠右腹股沟皮下接

种 100 µL。随后观察肿瘤接种部位生长情况，称小鼠

体质量，用游标卡尺记录肿瘤长径及短径，计算肿瘤

体积。待肿瘤体积达到 100~200 mm3时，采用简单随

机分组法将裸鼠分为4组（n=6）：WT组，腹腔注射150 µL
生理盐水；E3330组，腹腔注射E3330，25 mg/kg，每2日

1次；顺铂组，腹腔注射顺铂，6 mg/kg，每4日1次；顺铂+　
E3330 组，联合给药（剂量与单药组一致）。E3330 购

自selleck生物科技有限公司。出现肿瘤长径达到15 mm
时对小鼠进行 60 mg/kg戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，断

颈处死，解剖皮下瘤，记录肿瘤质量、长径、短径等数
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据，妥善保存标本以作后用。肿瘤体积的计算公式：

体积（mm3）=长径（mm）×短径（mm）²×0. 52
1. 6　统计学分析

使用 SPSS 22. 0 软件进行数据处理和统计分析，

GraphPad Prism 8. 0. 2 软件进行统计绘图。计数资料

用例（%）表示。使用 χ２检验分析BER蛋白与 SCLC患

者临床病理特征之间的关系。采用Kaplan-Meier法对

无病生存率和总生存率进行单因素生存分析，Log-

rank检验差异性。多因素Cox回归评估无病生存率的

影响因素，Spearman分析BER蛋白表达和免疫细胞浸

润的相关性。P<0. 05视为差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　患者基线特征及随访结果

共纳入74例SCLC患者，其中男性50例，女性24例；

中位年龄为58. 5岁；有TNM分期Ⅰ期25例，Ⅱ期27例，

Ⅲ期 22例。74例患者均随访至 2023年 9月 1日，随访

时间为 2. 9~68. 7 个月，中位随访时间为 44. 2 个月。

至随访终点，有 37 例 SCLC 患者出现肿瘤进展，37 例

患者未出现肿瘤进展；有 27例患者因 SCLC 进展而死

亡，有47例患者仍存活，所有患者的生存率为63. 5％。

患者基本临床资料见表1。

2. 2　BER蛋白表达及其与临床病理的关系

免疫组化染色结果显示，APE1表达于细胞核中，

极少数可见细胞质表达，阳性率为 68. 9%，32 例高表

达。LIGⅠ表达于细胞核中，阳性率为 90. 5%，50例高

表达。OGG1表达于细胞核中，阳性率为 94. 6%，44例

高表达。XRCC1 表达于细胞核中，阳性率为 97. 3%，

65 例高表达。 POLβ 表达于细胞核中，阳性率为

97. 3%，58例高表达。BER表达水平与临床病理特征

之间的相关性分析显示，在性别、年龄、吸烟史、肿瘤

部位、Ki67、TNM分期这些指标中，BER表达水平与其

无显著相关性（表2）。多因素Cox回归分析表明，肿瘤

TNM 分期（HR=2. 465）和 APE1 表达水平（HR=2. 730）
与 SCLC 患者的无病生存率相关（P<0. 05，表 3），但未

显示性别、年龄、吸烟史、肿瘤部位、Ki67等与 SCLC患

者的无病生存率相关。

2. 3　BER蛋白表达与预后的关系

利用 Kaplan-Meier 分析 BER 通路 APE1、LIGⅠ、

OGG1、XRCC1 和 POLβ 蛋白的表达与 SCLC 患者的无

病生存率与总生存率的关系。结果显示，APE1 高表

达患者的无病生存率（P=0. 002 3）、总生存率（P=
0. 039 9）较低表达患者明显降低（图 1A、B）；LIGⅠ高

表达患者的无病生存率较高表达患者更低（P=0. 008 3），
总生存率差异无统计学意义（图 1C、D）；OGG1高表达

的患者无病生存率与低表达的患者差异无统计学意

义，总生存率较低表达患者更低（P=0. 023 8，图 1E、

F）；XRCC1高表达的患者无病生存率、总生存率与低

表达的患者差异均无统计学意义（图 1G、H）；POLβ高

表达患者的无病生存率（P=0. 033 6）、总生存率（P=
0. 008 7）较低表达患者均更低（图1I、J）。

2. 4　肿瘤浸润免疫细胞与预后的关系

免疫组化结果显示，CD3、CD8 在 SCLC 中普遍低

表达，即CD3+T和CD8+T细胞在 SCLC中普遍浸润程度

较低，中位阳性率分别为 1. 97%、2. 98%。CD3+T细胞

阳性率最佳截断值取 1. 89%，高浸润的肿瘤患者相比

于低浸润的患者具有显著更高的无病生存率（P=
0. 043，图 2A、B）。此外，CD8+T 细胞阳性率最佳截断

值取 2. 25%，高浸润的患者相比于低浸润的患者，具

有更高的无病生存率，虽未达统计学意义，但提示

CD8+T细胞高浸润可能与 DFS改善存在潜在关联（P=
0. 084，图 2C、D）。使用 CD68 标记巨噬细胞，高浸润

的肿瘤患者相比于低浸润的患者，差异没有统计学意

义（图2E、F）。

2. 5　BER蛋白表达与肿瘤浸润免疫细胞的关系

推测 BER 蛋白与肿瘤免疫微环境之间可能存在

表1　SCLC患者的一般临床信息［n=74，例（％）］

指标

性别

男性

女性

年龄/岁
<50
50~59
>59~69
>69~100

肿瘤部位

左肺

右肺

吸烟史

有

无

TNM分期

Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ

Ki67
<80%
≥80%

例数

50（67. 57）
24（32. 43）

13（17. 57）
25（33. 78）
26（35. 14）
10（13. 51）

41（55. 41）
33（44. 59）

45（60. 81）
29（39. 19）

25（33. 78）
27（36. 49）
22（29. 73）

24（32. 43）
50（67. 57）
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联系。选取 2例 IHC 显示为 APE1低表达和高表达的

病理切片对 APE1、CD8+T、CD68+这 3个指标进行多重

免疫组化检测（图 3C、E），发现APE1与淋巴细胞似乎

有一定关系。为定量评估免疫细胞浸润水平，对 74例

患者的 IHC切片进行显微成像分析，量化CD3⁺T细胞、

CD8⁺T细胞及 CD68⁺巨噬细胞的表达水平（图 3B），并

结合BER蛋白的免疫组化评分（图3A），通过Spearman

相关性分析探讨二者间的关联。发现只有APE1的表

达水平与CD8+T细胞的浸润程度呈正相关（r=0. 27，P<
0. 05，图 3D），与CD3+T细胞的浸润程度的关系呈正相

关趋势（r=0. 22，P=0. 065），虽未达统计学显著性阈

值，但提示潜在关联性。与CD68＋巨噬细胞浸润的关

系不具有统计学意义。提示APE1高表达可能是免疫

治疗的辅助指标。

表2　BER蛋白在SCLC组织中的表达与临床因素的关系［例（%）］

基线特征

性别

男性

女性

年龄/岁
≥60
<60

吸烟史

有

无

肿瘤部位

左肺

右肺

Ki67
≥80%
<80%

TNM分期

Ⅰ+Ⅱ
Ⅲ

基线特征

性别

男性

女性

年龄/岁
≥60
<60

吸烟史

有

无

肿瘤部位

左肺

右肺

Ki67
≥80%
<80％

TNM分期

Ⅰ+Ⅱ
Ⅲ

APE1
低表达（n=42）

28（66. 67）
14（33. 33）

21（50. 00）
21（50. 00）

25（59. 52）
17（40. 48）

22（52. 38）
20（47. 62）

25（59. 52）
17（40. 48）

29（69. 05）
13（30. 95）

POLβ
低表达（n=16）

12（75. 00）
4（25. 00）

9（56. 25）
7（43. 75）

12（75. 00）
4（25. 00）

9（56. 25）
7（43. 75）

11（68. 75）
5（31. 25）

14（87. 50）
2（12. 50）

高表达（n=32）

22（68. 75）
10（31. 25）

15（46. 88）
17（53. 12）

20（62. 50）
12（37. 50）

19（59. 38）
13（40. 62）

25（78. 12）
7（21. 88）

23（71. 88）
9（28. 12）

高表达（n=58）

38（65. 52）
20（34. 48）

27（46. 55）
31（53. 45）

33（56. 90）
25（43. 10）

32（55. 17）
26（44. 83）

39（67. 24）
19（32. 76）

38（65. 52）
20（34. 48）

χ2

0. 036

0. 071

0. 068

0. 360

2. 868

0. 069

χ2

0. 515

0. 472

1. 725

0. 006

0. 013

1. 944

P

0. 850

0. 790

0. 795

0. 549

0. 090

0. 792

P

0. 473

0. 492

0. 189

0. 939

0. 909

0. 163

XRCC1
低表达（n=9）

7（77. 78）
2（22. 22）

2（22. 22）
7（77. 78）

6（66. 67）
3（33. 33）

5（55. 56）
4（44. 44）

6（66. 67）
3（33. 33）

8（88. 89）
1（11. 11）

OGG1
低表达（n=30）

19（63. 33）
11（36. 66）

15（50. 00）
15（50. 00）

17（56. 67）
13（43. 33）

17（56. 67）
13（43. 33）

22（73. 33）
8（26. 67）

23（76. 67）
7（23. 33）

高表达（n=65）

43（66. 15）
22（33. 85）

34（52. 31）
31（47. 69）

39（0. 60）
26（0. 40）

36（55. 38）
29（44. 62）

44（67. 69）
21（32. 31）

44（67. 69）
21（32. 31）

高表达（n=44）

31（70. 45）
13（29. 55）

21（47. 73）
23（52. 27）

28（63. 54）
16（36. 36）

24（54. 55）
20（45. 45）

28（63. 64）
16（36. 36）

29（65. 91）
15（34. 09）

χ2

0. 101

1. 787

0

0

0

0. 837

χ2

0. 413

0. 037

0. 364

0. 032

0. 765

0. 988

P

0. 750

0. 181

0. 984

1. 000

1. 000

0. 360

P

0. 521

0. 848

0. 547

0. 857

0. 382

0. 320

LIGⅠ
低表达（n=24）

17（70. 83）
7（29. 17）

12（50. 00）
12（50. 00）

16（66. 67）
8（33. 33）

12（50. 00）
12（50. 00）

19（79. 17）
5（20. 83）

18（75. 00）
6（25. 00）

高表达（n=50）

33（66. 00）
17（34. 00）

24（48. 00）
26（52. 00）

29（58. 00）
21（42. 00）

29（58. 00）
21（42. 00）

31（62. 00）
19（38. 00）

34（68. 00）
16（32. 00）

χ2

0. 173

0. 026

0. 511

0. 420

2. 181

0. 380

P

0. 678

0. 872

0. 475

0. 517

0. 140

0. 537
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A：IHC 检测切片的 APE1 表达情况；B：APE1 高表达组和低表达组的无病生存率和总生存率；C：IHC 检测切片的 LIGⅠ表达情

况；D：LIGⅠ高表达组和低表达组的无病生存率和总生存率；E：IHC 检测切片的 OGG1 表达情况；F：OGG1 高表达组和低表达

组的无病生存率和总生存率；G：IHC检测切片的 XRCC1表达情况；H：XRCC1高表达组和低表达组的无病生存率和总生存率；

I：IHC检测切片的POLβ达情况；J：POLβ高表达组和低表达组的无病生存率和总生存率

图1　BER相关分子在SCLC中的表达情况其及与预后的关系
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2. 6　BER蛋白 APE1与 LIGⅠ过表达降低细胞对顺铂

的敏感度

为探究APE1、LIGⅠ、POLβ高表达患者的无病生

存率低是否与化疗有关，用过表达质粒 APE1、LIGⅠ、

POLβ 转染细胞，48 h 后收集细胞检测转染效率，

Western blot 结果显示，APE1、LIGⅠ、POLβ 蛋白的表

达在 OE组中高于 NC组细胞（图 4A）。不同浓度的顺

铂作用于 2组细胞 48 h后显示，随着药物浓度的增高，

2 组细胞的增殖率均下降，与 NC 组相比，OEAPE1、
OELIGⅠ组细胞增殖率下降不明显，对顺铂敏感度更

低（P<0. 05，图 4B），OEPOLβ 转染组与 NC 组无差异。

然后进行 TUNEL染色，以确定 APE1是否影响顺铂诱

导的细胞凋亡。顺铂处理增加了 NC和 OEAPE1组中

的凋亡细胞；然而，OEAPE1组中凋亡细胞的增加低于

NC组细胞（图4C）。

2. 7　抑制APE1氧化功能可抑制移植瘤的生长

为了确定 APE1 在小鼠体内对肿瘤生长的作用，

建立了 WT、E3330、顺铂、顺铂+E3330 组皮下移植瘤

模型。各组裸鼠均成功建立移植瘤模型，在此期间无

裸鼠死亡（图 5A）。与 WT 组相比，E3330组、顺铂组、

顺铂+E3330 组的体质量均有降低（图 5C），瘤体体积

增加较为缓慢（P<0. 05，图 5D）。将瘤体质量绘制瘤

体质量半定量分析图（图5B），与WT组相比，顺铂+E3330
组的肿瘤质量较低（P<0. 05）。这些结果表明，E3330
抑制APE1的氧化还原功能，能够抑制瘤体的增殖，与

化疗药物顺铂联用，可以增强其治疗效果。

表3　Cox风险比例回归模型多因素分析

变量

性别

年龄

吸烟史

肿瘤部位

Ki67
TNM分期

APE1
XRCC1
OGG1
POLβ
LIGⅠ

β

-0. 088
-0. 056
-0. 197
-0. 397
-0. 152

0. 902
1. 004

-1. 011
0. 259
0. 436
0. 555

SE

0. 643
0. 373
0. 610
0. 355
0. 388
0. 379
0. 436
0. 691
0. 482
0. 619
0. 559

Waldχ2

0. 019
0. 022
0. 105
1. 252
0. 152
5. 662
5. 296
2. 143
0. 289
0. 496
0. 986

P

0. 891
0. 881
0. 746
0. 263
0. 696
0. 017
0. 021
0. 143
0. 591
0. 481
0. 321

HR（95%CI）

0. 916（0. 260~3. 226）
0. 946（0. 455~1. 964）
0. 821（0. 248~2. 712）
0. 672（0. 335~1. 348）
0. 859（0. 401~1. 840）
2. 465（1. 172~5. 183）
2. 730（1. 161~6. 420）
0. 364（0. 094~1. 409）
1. 296（0. 504~3. 334）
1. 547（0. 460~5. 204）
1. 741（0. 583~5. 203）
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图2　肿瘤浸润免疫细胞在SCLC中的表达情况及其与预后的关系
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A：BER 蛋白免疫组化评分在 74 例患者中的分布情况；B：CD3+T、CD8+T、CD68＋巨噬细胞阳性细胞比率；C：IHC 检

测 2 例切片的 APE1、CD3+T、CD8+T 细胞表达情况；D：BER 蛋白与免疫细胞的相关性　a：P<0. 05，b：P<0. 01，c：P<
0. 001；E：多重免疫组化检测2例切片的APE1、CD8+T、CD68＋巨噬细胞表达情况

图3　BER分子与肿瘤浸润免疫细胞的关系
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图4　上调BER对SCLC细胞顺铂毒性的影响
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3　讨论

近 10 年来，由于靶向治疗和免疫治疗的进展，

NSCLC 患者的生存率得到了极大的提高，而 SCLC 却

未获得重要临床进展［13］。国家癌症数据库的分析显

示，954 名 T1~T2N0M0 SCLC 患者接受 R0 切除术的

5 年总生存率为 47%［6］。但 SCLC手术切除很少进行，

因为在诊断时肿瘤大多已广泛转移［5］。20世纪 80年

代，含铂双药方案一直是 SCLC 的标准治疗，但这种治

疗方案生存获益有限，并会很快出现耐药。因此，需

要探索新的治疗靶点，为开发针对性的治疗方法提供

线索。

3. 1　BER蛋白可预测SCLC复发风险

化疗仍是 SCLC 患者的主要治疗手段，尤其是对

中晚期患者来说。有研究发现暴露于顺铂后LIGⅠ表

达随之增加［14］；在NSCLC中，APE1过表达与顺铂耐药

有关［15］。本研究通过收集我院 74例 SCLC手术标本，

检测 DNA 修复通路中的关键 BER 蛋白，其中 APE1、
LIGⅠ、POLβ高表达与预后差相关，过表达APE1、LIGⅠ
后，降低了肿瘤细胞对化疗药物的敏感度。提示

APE1 和 LIGⅠ可能是肿瘤快速进展与铂耐药的关键

基因，参与了 SCLC耐药的发生过程，与其预后差密切

相关。在动物实验中发现了抑制APE1的氧化还原功

能对肿瘤生长起到了一定的抑制作用，与顺铂联合使

用能增强化疗效果。因此 BER 不仅可预测手术联合

化疗患者的复发风险，也将为 SCLC 的个体化精确治

疗提供新思路。

3. 2　BER蛋白在癌症靶向治疗中的潜力

BER 是一种高度保守的机制，可处理由活性氧、

自然水解和烷基化反应等产生的氧化损伤。因此，癌

症治疗的一种策略是用抑制剂靶向BER蛋白，并结合

其他治疗手段，抑制肿瘤细胞的 DNA 修复能力，增强

放化疗的杀伤效果。这对于 BER 蛋白过表达的特定

肿瘤类型尤其重要。另一个策略是靶向BER蛋白，通

过合成致死特异性杀死癌细胞。BER 蛋白参与肿瘤

发生发展，但是其在不同肿瘤中参与的作用不一样。

既往研究表明，在鼻咽癌中，与预后密切相关的分子

为APE1和XRCC1［16］；乳腺癌中XRCC1单核苷酸多态

性会导致癌症易感性增加［17］；联合检测程序性细胞死

亡蛋白配体 1（programmed cell death ligand 1，PD-L1）
和 APE1 的表达水平可对早期宫颈鳞癌预后进行评

估［18］；在 NSCLC 中，APE1、OGG1、XRCC1 的基因多态

a：P<0. 01，与WT比较

A：裸鼠皮下移植瘤模型建立情况；B：各组裸鼠皮下瘤质量；C：各组裸鼠体质量变化；D：各组裸鼠皮下瘤体积变化

图5　E3330联合顺铂对移植瘤生长的影响（n=6，x̄±s）
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性与预后密切相关［19］；但是因为 SCLC 手术标本的获

取困难，国内外尚没有报道探讨异质性极强的 SCLC
中 BER 通路蛋白表达与预后的关系。本研究表明

APE1、OGG1、POLβ的高表达与预后呈负相关，为筛选

SCLC的特异性标记物提供了新的潜在证据。

3. 3　靶向BER联合免疫治疗增强治疗效果

关于 IMpower133的研究使得广泛期 SCLC进入联

合免疫治疗时代［20］。进一步增强免疫治疗的效果可

以为 SCLC的治疗提供新的机会，并为 SCLC的临床研

究提供参考。这可能涉及开发新药物以及更合理的

药物组合，以增加 T细胞浸润和激活并诱导细胞因子

分泌以改善 SCLC 免疫原性。CD8+T细胞介导的癌症

清除通常被抑制性检查点分子如程序性细胞死亡蛋

白 -1（programmed cell death protein 1，PD-1）与 PD-L1
之间的相互作用所抑制，这种相互作用被肿瘤细胞利

用来逃避免疫监视。免疫检查点抑制剂通过消除这

种相互作用来进行癌症治疗。不幸的是，只有少数癌

症患者对免疫疗法有反应，这可能是由于免疫力的不

足。在肿瘤浸润树突状细胞的胞质溶胶中发现了肿

瘤来源的 DNA，并且能够激活环鸟苷酸-腺苷酸合成

酶（cyclic GMP-AMP synthase，cGAS）-干扰素刺激因子

（stimulator of interferon gene，STING）信号通路，促进肿

瘤特异性抗原呈递和肿瘤特异性CD8+T细胞激活［21-23］。
抗肿瘤免疫力取决于 cGAS-STING 通路的激活，既往

研究显示，STING缺陷小鼠在各种抗肿瘤治疗中未能

刺激 CD8+T细胞，STING 配体 cGAMP 和 PD-L1抗体的

组合显示出更强的抗肿瘤作用［24］；抑制 DNA 修复通

路 WEE1 蛋白激酶（wee1-like protein kinase，WEE1），

激活 STING 信号通路，增敏 SCLC PD-L1 治疗［25］。这

均体现了实体肿瘤中 DNA 损伤应答（DNA damage 
repair，DDR）通路的改变导致的基因组不稳定对肿瘤

治疗起到的重要作用。既往研究表明在NSCLC中，治

疗前血液中APE1的高表达往往提示免疫治疗效果差，

可能与高表达APE1促进放疗抵抗并抑制 STING信号

通路有关［26］。前期已经在 NSCLC 中构建了 STING 通

路、BER 通路蛋白、肿瘤免疫细胞浸润三者状态为参

数判断早期肺腺癌复发的关键模型［27］。因为 SCLC为

冷肿瘤，大部分患者对免疫治疗无效，而本研究发现

APE1高表达的患者预后较差，但是肿瘤中CD8+T浸润

却明显增加。提示APE1高表达的患者预后往往较差，

但却可能是免疫治疗潜在获益人群，针对这部分人群

靶向APE1联合免疫治疗或许使该部分患者获益。

综上所述，SCLC 患者 BER 通路中 APE1、POLβ、

LIGⅠ高表达患者预后不良，可在一定程度上预测复

发风险；APE1与 CD8+T细胞相关可以作为 SCLC免疫

治疗的辅助标志物。但本研究具有一定局限性：①研

究对象是进行手术切除治疗的早期患者，到随访终点

时，存活及失访人数超过 50％的患者，半数生存期未

达到；②SCLC患者进行手术治疗者较少，而本研究基

于手术标本通过免疫组化技术进行，手术标本大都为

早期患者，研究样本可能未能充分代表目标患者群

体，导致结果存在一定的偏差，未来研究可以扩大样

本量，并更严格地控制纳入和排除标准，以提高结果

的准确性；③由于缺乏鼠源性的 SCLC细胞，未能在免

疫正常小鼠中进行成瘤试验。未来进行 Rb 和 p53 基

因敲除来诱导免疫正常小鼠发生肿瘤，可以更全面地

探究BER蛋白表达与肿瘤浸润免疫细胞的关系。
利益冲突 本文所有作者声明不存在利益冲突
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