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[摘  要]  目的：探究晚期黏膜黑色素瘤患者免疫联合抗血管生成治疗前后外周血淋巴细胞免疫分型、细胞因子水平与治疗效

果及患者预后的相关性。方法：纳入分析2019年4月至2022年6月在南京大学医学院附属鼓楼医院收治的28例晚期黏膜黑色

素瘤患者，所有患者均接受卡瑞利珠单抗（PD-1抑制剂）及甲磺酸阿帕替尼（抗血管生成药物）的联合治疗，采集治疗前和2周

期治疗后患者外周血，进行淋巴细胞免疫分型、细胞因子水平检测，评估其与治疗效果及患者预后的相关性。结果：黏膜黑色素

瘤患者接受卡瑞利珠单抗联合甲磺酸阿帕替尼治疗2周期后，外周血PD-1阳性细胞毒性T淋巴细胞（CD3+CD8+CD279+细胞）比

例显著降低（P < 0.001），治疗响应的患者NK细胞（CD3-CD16+CD56+细胞）比例明显升高（P = 0.005 4）。治疗前外周血 IFN-γ水

平与总生存期（OS）相关（P = 0.013），IFN-γ低水平的患者中位OS为329天，高水平的患者中位OS未达到。基线 IFN-γ水平越高，

PFS倾向获益越大。结论：外周血PD-1阳性T淋巴细胞、NK细胞比例、IFN-γ水平对接受免疫联合抗血管生成治疗的晚期黏膜

黑色素瘤患者的疗效及预后可能有预测价值，未来仍需要大样本研究以更好地表征临床应用潜力。
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[Abstract]  Objective: To investigate the correlation between peripheral blood lymphocyte immunophenotyping, cytokine levels before 

and after immune and anti-angiogenesis combined therapy, and treatment efficacy as well as prognosis in patients with advanced 

mucosal melanoma. Methods: A total of 28 patients with advanced mucosal melanoma admitted to the Drum Tower Hospital of 

Nanjing University School of Medicine from April 2019 to June 2022 were included in this analysis. All patients received combined 

treatment of camrelizumab (PD-1 inhibitor) and apatinib (anti-angiogenic drug). Peripheral blood samples were collected before 

treatment and after two cycles of treatment for lymphocyte immunophenotyping and cytokine level testing. The correlation between 

these immune markers and treatment efficacy as well as patient prognosis was evaluated. Results: After two cycles of treatment with 

camrelizumab and apatinib in patients with mucosal melanoma, the proportion of PD-1 positive cytotoxic T lymphocytes 

(CD3+CD8+CD279+ cells) in peripheral blood was significantly reduced (P < 0.001), while the proportion of NK cells 

(CD3-CD16+CD56+ cells) was significantly increased (P = 0.0054). Pre-treatment peripheral blood IFN- γ levels were found to be 

associated with overall survival (OS) (P = 0.013). Patients with low IFN-γ levels had a median OS of 329 days, while the median OS 

for patients with high IFN-γ levels was not reached. Higher baseline IFN-γ levels were associated with a greater benefit in progression-

free survival (PFS). Conclusion: The proportion of PD-1-positive T lymphocytes, NK cells and IFN-γ levels in peripheral blood may 

have predictive value for the efficacy and prognosis of advanced mucosal melanoma patients undergoing immunotherapy and anti-

angiogenesis combined therapy. Future large-sample studies are needed to better characterize the clinical potential of these markers.
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黏膜黑色素瘤是中国特色黑色素瘤亚型，具有

恶性程度高、转移早、预后差等特点[1-2]。据报道[3]，黏

膜黑色素瘤的中位生存时间为3.58年，5年总生存率

仅为 16%。近年来，帕博利珠、纳武利尤、特瑞普利单

抗等为代表的PD-1抗体在晚期黑色素瘤治疗中取得

较好的疗效[4-8]。然而，对于黏膜黑色素瘤这一亚型，

Keynote-151 研究[9-10]和 CT4/POLARIS-01 研究[8]结果

表明，PD-1单抗在中国晚期黏膜黑色素瘤患者中单

药客观缓解率仅为0.0%～13.3%，明显劣于其他亚型

黑色素瘤。因此，对于晚期黏膜黑色素瘤，以PD-1为

基础的联合治疗成为了目前的研究方向。CT13研究

及ML-41186研究均显示 PD-1/PD-L1抗体联合抗血

管生成治疗在晚期黏膜型恶性黑色素瘤患者中的达

到突破性的疗效[11-13]。南京大学医学院附属鼓楼医院

肿瘤中心发起的一项卡瑞利珠单抗联合阿帕替尼治

疗晚期黏膜黑色素瘤的疗效及安全性研究在2021年

中国临床肿瘤学（Chinese Society of Clinical Oncology, 

CSCO）大会及 2022 年美国临床肿瘤学会（American 

Society of Clinical Oncology, ASCO）年会上做壁报交

流，并被《癌症免疫治疗杂志》接收。因此，探索能够

预测PD-1抗体联合抗血管生成治疗疗效的生物标志

物，筛选出适宜接受这种联合疗法的人群显得越趋

重要。

1  材料与方法

1.1  病例资料

收集 2019年 4月至 2022年 6月在南京大学医学

院附属鼓楼医院收治的28例晚期黏膜黑色素瘤患者

的资料，所有患者均接受卡瑞利珠单抗（抗 PD-1抗

体）及抗血管生成药物甲磺酸阿帕替尼的联合治疗。

主要的入选标准包括：病理学确诊晚期黏膜黑色素

瘤，至少有一个未经局部治疗的可测量病灶，ECOG

评分：0 ～ 1，预期生存期 ≥ 12周；主要排除标准：活

动性自身免疫性疾病，明显的凝血功能障碍，既往接

受过抗PD-1、PD-L1、PD-L2抗体治疗。

1.2  治疗方案

入组后接受重组人源化抗 PD-1单克隆抗体(卡

瑞利珠单抗)注射液200 mg 静脉滴注，每两周1次；甲

磺酸阿帕替尼片 500 mg口服，每日 1次，4周为 1个

周期，至疾病进展或不良反应不能耐受，前12个治疗

周期每2周期进行一次影像学评估，12周期后每3周

期进行1次影像学评估(RECIST 1.1 标准)，不良反应

按 NCI-CTC AE 4.03分级。

1.3  疗效评估

疗 效 评 估 采 用 实 体 瘤 疗 效 评 价 标 准 1.1

（Response Evaluation Criteria in Solid Tumors，

RECIST 1.1），客观有效率（objective response rate, 

ORR）为完全缓解（complete response, CR）+ 部分缓

解（partial response, PR）病例占可评价病例的百分

数，疾病控制率（disease control rate, DCR）为 CR + 

PR + 疾病稳定（stable disease, SD）病例占可评价病

例的百分数。响应组定义为CR及 PR患者，无响应

组定义为SD及疾病进展（progressive disease, PD）患

者。无进展生存期（progression-free survival, PFS）定

义为治疗开始到出现进展的时间。总生存期（overall 

survival, OS）为接受治疗开始到死亡的时间。生存

期以天计。

1.4  实验方法

1.4.1  流式细胞术检测治疗前后患者外周血淋巴细

胞免疫分型

患者在治疗前7 d内及治疗2个周期后抽取外周

静脉血2 mL，加入乙二胺四乙酸抗凝管，标记好流式

管，每管加入外周血100 μL；各检测管中分别加入相

应流式抗体；涡旋震荡后避光处理 30 min；每管加入

2 mL红细胞裂解液（1 ×），常温裂解 10~15 min；

每管加入 1 mL 生理盐水或 PBS 终止裂解红细胞；

200 × g，离心4 min；弃上清液，每管加入2 mL生理盐

水或PBS，重悬细胞；200 × g，离心 4 min；重复洗涤

1 次，用 300 μL 生理盐水或 PBS 重悬细胞，最后用

BD AccuriC6流式细胞仪进行数据分析，获取CD3+、

CD3+CD4+、CD3+CD8+、CD3-CD16+CD56+、CD3+CD8+ 

CD279+、CD3+CD8+CD45RO+CD62L+、CD3+CD4+CD45 

RO+CD62L+细胞的比例。

1.4.2  流式微球分析法检测治疗前后患者外周血细

胞因子水平

用BD CBA Flex Set试剂盒检测Th1/Th2细胞因

子（包括 IL-2、IL-4、IL-5、IL-6、IL-10、IL-13、IFN-γ、

TNF-α）。首先制备不同浓度细胞因子的标准品，每

种捕获微球需充分旋转5~15 s，按照1.5 μL/样本吸取

适量的捕获微球，充分旋转混匀，将捕获好的微球室

温下以 200 × g离心 5 min，小心吸取上清液，加入与

混合微球相同体积的血清增强液，旋转混匀，室温下

避光处理 30 min，最后将混合微球与样本共处理，将

待检测标本上清液移至实验管中备用，充分旋转重

悬好的混合微球，每个实验管中加入8 μL，标准品管

中加入 25 μL 梯度稀释的标准品，样本管中加入

25 μL待测样本，所有实验管中加入 8 μL PE标记的

细胞因子抗体，室温避光处理 3 h，每管中加入 1 mL

洗液清洗样本，200 × g离心5 min，小心吸去上清液，

每管中加入 50 μL洗液重悬细胞后尽快上流式细胞

仪进行检测。用CBA专用分析软件FCAP Array v3.0

进行标准曲线绘制及数据分析。
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1.5  统计学处理

所有统计分析均使用R 3.5.0版本进行。Kaplan-

Meier 曲线进行生存分析，并用Cox比例风险模型计

算具有 95% CI 的 HR。用反向 Kaplan-Meier 法计算

中位随访时间。根据需要使用Fisher精确检验进行

组间比较，并用双尾检验计算 P值。以 P < 0.05 或 

P < 0.01 表示差异有统计学意义。

2  结  果

2.1  联合治疗后患者外周血 PD-1阳性细胞毒性淋

巴细胞比例明显降低

流式细胞术检测结果（图 1）显示，与治疗前比

较，接受2周期卡瑞利珠单抗联合甲磺酸阿帕替尼治

疗后 ，外周血 PD-1 阳性细胞毒性 T 淋巴细胞

（CD3+CD8+CD279+细胞）比例显著降低（P < 0.001），

其他亚型的比例在治疗前后未见明显改变。

2.2  联合治疗后有响应患者外周NK细胞比例明显

升高

用Wilcoxon秩和检验比较患者接受 2周期卡瑞

利珠单抗联合甲磺酸阿帕替尼治疗后外周血淋巴细

胞免疫分型比例的变化与疗效的相关性，结果（图2）

显示，与无响应患者比较，治疗响应患者外周血NK

细胞（CD3-CD16+CD56+）比例明显升高（P = 0.005 4），

其他淋巴细胞分型在响应组和无响应组均无明显

差异。

1: CD3+ T细胞；2：CD3+CD4+ T细胞；3：CD3+CD8+ T细胞；

4：CD4/CD8 T细胞；5：CD3-CD16+CD56+ T细胞；

6：CD3+CD8+CD279+ T细胞；7：CD3+CD8+CD45RO+CD62L+ T

细胞；8：CD3+CD4+CD45RO+CD62L+ T细胞。

图1    治疗前后外周血淋巴细胞分型变化

1: CD3+ T细胞；2：CD3+CD4+ T细胞；3：CD3+CD8+ T细胞；4：CD4/CD8 T细胞；5：CD3-CD16+CD56+ T细胞；

6：CD3+CD8+CD279+ T细胞；7：CD3+CD8+CD45RO+CD62L+ T细胞；8：CD3+CD4+CD45RO+CD62L+ T细胞。

图2    响应组与无响应组外周血淋巴细胞免疫分型比例的变化

2.3  治疗前外周血淋巴细胞免疫分型比例与患者预

后无明显相关性

用COX回归分析比较患者接受卡瑞利珠单抗联

合甲磺酸阿帕替尼治疗前外周血CD3+、CD3+CD4+、

CD3+CD8+ 、CD4/CD8、CD3-CD16+CD56+ 、CD3+CD

8+CD279+、CD3+CD8+CD45RO+CD62L+、CD3+CD4+CD

45RO+CD62L+细胞比例与PFS及OS均无显著相关性

（图3）。

2.4  治疗前后患者外周血细胞因子水平无明显变化

且与ORR无明显相关

用配对样本秩和检验分析患者接受 2周期卡瑞

利珠单抗联合阿帕替尼治疗前后外周血 IL-2、IL-4、

IL-5、IL-6、IL-10、IL-13、IFN-γ、TNF-α水平未见明显

变化，各细胞因子水平与ORR无明显相关性（图4）。

2.5  治疗前后外周 IFN-γ水平与患者OS明显相关

采用COX回归分析比较患者接受卡瑞利珠单抗

联合甲磺酸阿帕替尼治疗前外周血 IL-2、IL-4、IL-5、

IL-6、IL-10、IL-13、IFN-γ、TNF-α水平与PFS及OS的

相关性，结果（图5-6）显示，IFN-γ水平与OS相关（HR

=0.28，P =0.013 3，其他细胞因子与 OS 无显著相关

性。以中值为界，IFN-γ 低水平的患者中位 OS为

329 d，高水平的患者中位OS未达到。各细胞因子水

平与 PFS无显著相关性，但基线期 IFN-γ水平越高，

PFS倾向获益越大（HR = 0.44，P = 0.086）。
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图3    外周血淋巴细胞免疫分型比例与患者预后的相关性分析

1: IL-2；2：IL-4；3：IL-5；4：IL-6；5：IL-10；6：IL-13；7：IFN-γ；8：TNF-α。

图4    外周血细胞因子水平与疗效的相关性分析

3  讨  论

黏膜黑色素瘤是恶性度高、预后差的黑色素瘤

亚型。由于其发病率低，过去数十年来一直沿用皮

肤型黑色素瘤的治疗方案，然而疗效差强人意[2]。近

年来，由于免疫及靶向药物的广泛应用，越来越多的

临床试验证实，免疫联合抗血管生成治疗可以提高

黏膜型黑色素瘤的治疗效果，改善患者预后[11-13]。因

此，探索PD-1抗体联合抗血管生成治疗疗效的外周

血生物标志物，筛选受益人群，实现疗效的实时动态

监测显得越趋重要。
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图5    外周血细胞因子水平与患者预后的相关性分析

图6    外周血 IFN-γ水平与患者生产率的关系

癌症是一种全身性疾病，可引起整个免疫系统

的诸多结构和功能的变化。肿瘤微环境（TME）的局

部细胞免疫，以及基于脾脏、淋巴结和血循环的外周

细胞免疫的功能状态与肿瘤发生发展和治疗转归密

切相关[14]。外周血细胞免疫功能检测在兼顾便捷性

及实时动态监测可行性的同时，可在实体肿瘤免疫

治疗受益人群筛选、免疫相关不良反应监测、肿瘤疗

效及预后评估等方面发挥重要作用。为了给实体肿

瘤患者的精准治疗提供帮助，中华检验医学杂志发

布了《实体肿瘤外周血细胞免疫功能实验室检测专

家共识》，提出了从T 淋巴细胞亚群精细分型，髓源性

抑制细胞（MDSC）亚群分析和细胞因子水平监测三

个方面进行外周血细胞免疫功能检测[15]。

淋巴细胞一般分为T淋巴细胞（CD3+细胞），B淋

巴细胞（CD19+细胞），NK 细胞（CD3-CD56+CD16+细

胞）。根据表面 CD 分子表达，T 淋巴细胞可分为

CD3+CD4+的辅助性T细胞（helper T cell, Th细胞）和

CD3+CD8+的细胞毒性T细胞（cytotoxic T cell, CTL细

胞）[16]。CTL细胞是杀伤肿瘤最主要的效应细胞，Th

细胞可辅助 CTL 细胞的活化、增殖和效应功能。

CD4/CD8比例的恒定维持着细胞免疫反应的平衡。

在肺癌、乳腺癌及结直肠癌等多种实体瘤患者中，

CD3+CD4+细胞、CD3+CD8+细胞、CD4/CD8与患者预

后有一定的相关性[17-19]。然而，本研究中，尚未发现

外周血 CD3+、CD3+CD4+、CD3+CD8+、CD4/CD8 与晚

期黏膜黑色素瘤患者的疗效及预后有相关性，这可

能是由于样本量较小，且患者既往是否接收过抗肿

瘤治疗史不同。
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NK细胞（CD3-CD56+CD16+细胞）是天然免疫系

统中的主要效应细胞，是抗肿瘤免疫的第一道防

线[20]。NK细胞的活性受其表面表达活化性受体和抑

制性受体调控，对恶性肿瘤细胞进行免疫监视，维持

机体的稳定[21]。肿瘤微环境中的趋化因子和黏附因

子等，通过募集NK细胞，促使肿瘤组织中NK浸润程

度增加，继而使得NK细胞表面活化性受体识别肿瘤

细胞表面相应配体，释放穿孔素等杀伤介质，发挥抗

肿瘤的细胞毒性作用[22-23]。本研究结果提示，治疗响

应的患者外周血 NK 细胞比例明显升高，说明治疗

后，天然免疫系统迅速反应、NK细胞比例短期内提

升明显的患者，更容易从免疫治疗联合抗血管生成

治疗中获益。

PD-1与PD-L1的结合是肿瘤免疫逃逸的重要机

制之一，在肿瘤的发生发展中起着举足轻重的作用。

PD-1抗体可直接阻断PD-1与PD-L1的结合，解除免

疫“刹车”，增强淋巴细胞的活性，实现抗肿瘤作

用[24-25]。卡瑞利珠单抗是重组人源化抗PD-1单克隆

抗体注射液，在黑色素瘤中的抗肿瘤作用已被多项

临床研究[26-28]证实。本研究发现，黏膜黑色素瘤患者

接受卡瑞利珠单抗联合甲磺酸阿帕替尼治疗 2周期

后，外周血PD-1阳性CTL细胞（CD3+CD8+CD279+淋

巴细胞）比例显著降低，P < 0.001，说明这一疗法可以

有效的抑制外周血PD-1阳性T细胞的表达，防止肿

瘤细胞通过PD-1/PD-L1通路逃避活化T细胞的免疫

监控，恢复免疫系统的抗肿瘤作用。

中央记忆T细胞（central memory T cell, TCM细

胞）是幼稚 T 细胞经过抗原激活后，产生的具有长期

记忆性的、并能够归巢到淋巴结接受抗原再刺激的 T

细胞[29]。YAMAGUCHI等[30]发现，与健康人相比，恶

性黑色素瘤患者基线具有PD-1阳性亚群CD4+ TCM

细胞比例的增加。单疗程PD-1抗体治疗后，恶性黑

色素瘤患者外周血 CD4+和 CD8+ TCM 细胞亚群增

加。TAKEUCHI 等[31]证明，外周血中CD4+ TCM亚群

的增加可作为恶性黑色素瘤患者PD-1抑制剂治疗疗

效的预测指标，在长期生存患者中，具有CD27+Fas-

CD45RA-CCR7+特定表型的 CD4+ TCM 细胞增加。

然而，受限于样本量大小，本研究尚未发现CD4+TCM

细胞（CD3+CD4+CD45RO+CD62L+）、CD8+ TCM 细胞

（CD3+CD8+CD45RO+CD62L+）亚群比例与 PFS及OS

存在显著相关性。

Th1/Th2细胞动态平衡对维持机体的免疫功能

至关重要[32]，Th1 细胞因子包括 IL-2、IFN-γ、TNF-α

等，这些细胞因子可促进T细胞介导的免疫应答，释

放引起炎症作用的细胞因子，表现为免疫杀伤；Th2

细胞因子包括 IL-4、IL-5、IL-6、IL-10、IL-13 等，与 B

细胞增殖、成熟及抗体生成有关，主要介导体液免疫

应答。IFN-γ是由活化的T细胞、NK细胞、NKT细胞

等分泌的一种促炎细胞因子，其通过免疫和非免疫

两种途径表现出抗肿瘤活性[33]。IFN-γ的非免疫途径

抗肿瘤作用表现在直接抑制肿瘤细胞增殖和抗肿瘤

血管生成[34-35]。IFN-γ的免疫途径抗肿瘤表现在多方

面，首先 IFN-γ可以增强淋巴细胞的细胞毒活性，起

到杀伤肿瘤细胞的作用；IFN-γ作用于抗原提呈细胞

（antigen‐presenting cell, APC），上调T 细胞活化所需

的共刺激分子和细胞因子的表达，间接促进 CD4+和 

CD8+ T 细胞反应，并诱导T细胞在 TME 中的浸润，

促进TME的抗肿瘤反应[36]；IFN-γ还可以通过抑制免

疫抑制信号来放大抗肿瘤反应[35]。本研究发现，治疗

前外周血 IFN-γ水平与OS相关，,IFN-γ低水平的患者

中位OS为 329天，高水平的患者中位OS未达到；治

疗前 IFN-γ水平越高，PFS倾向获益越大。可见基线

外周血 IFN-γ水平与患者的预后相关，IFN-γ水平高

的患者，有从免疫联合抗血管生存治疗中获益的

趋势。

本研究虽是一项前瞻性研究，然而病例数有限，

无法较好地排除既往有无抗肿瘤治疗史等因素的干

扰。尽管如此，本研究观察到外周血细胞免疫功能

检测对晚期黏膜黑色素瘤患者疗效及预后预测具有

潜在的价值，期待未来能扩大样本量进行进一步的

研究探索。
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