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［摘 要］ 目的：探讨甲基化转移酶3（methyltransferase⁃like 3，METTL3）联合程序死亡配体1（programmed death ligand 1，PD⁃L1）
检测在非小细胞肺癌（non⁃small cell lung cancer，NSCLC）患者程序性细胞死亡蛋白1（programmed death cell protein 1，PD⁃1）抑

制剂治疗效果和预后预测中的价值。方法：收集NSCLC患者原发病灶组织蜡块标本，免疫组织化学检测PD⁃L1、METTL3的蛋

白表达情况，并分析其与NSCLC患者PD⁃1抑制剂治疗效果和预后间的联系。结果：符合入组标准的患者共228例；其中，METTL3
蛋白的表达情况与病理类型、美国东部肿瘤合作组织（Eastern American Oncology Collaborative Group，ECOG）评分、治疗方案、

治疗效果以及实体瘤疗效评价标准（response evaluation criteria in solid tumors，RECIST）等因素有关；METTL3蛋白高表达患者

的中位无进展生存期（progression⁃free⁃survival，PFS）为12.33个月，METTL3蛋白低或无表达患者的中位PFS为6.50个月；在接

受 PD⁃1抑制剂治疗的NSCLC患者中，METTL3蛋白高表达患者有较长的 PFS；METTL3蛋白高表达患者的中位总体生存期

（overall⁃survival，OS）为23.54个月，METTL3蛋白低或无表达患者的中位OS为20.93个月，METTL3蛋白高表达与较长的OS相
关。结论：METTL3蛋白可能为预测NSCLC PD⁃1抑制剂免疫治疗效果的标志物。
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Predictive value of METTL3 protein expression level in the efficacy of PD⁃1 inhibitors in
patients with NSCLC
ZHAO Wei1，ZHAO Youcai1，DING Wei2，YANG Xiaobing1，CHEN Wei2*
1Department of Pathology，the Affiliated Nanjing Hospital of Nanjing Medical University，Nanjing 210006；
2Department of Respiratory and Critical Care Medicine，the Affiliated Huai’an No.1 People’s Hospital of Nanjing

Medical University，Huai’an 223300，China

［Abstract］ Objective：This study aims to explore METTL3 combined with programmed death cell ligand 1（PD⁃L1）detection in
predicting the therapeutic effect and prognosis of NSCLC patients with programmed death cell protein 1（PD⁃1）inhibitors treatment.
Methods：Primary lesion tissues from NSCLC patients were collected. The protein expression of PD⁃L1 and METTL3 was detected by
immunohistochemistry，and the association of METTL3 with the effect of PD ⁃ 1 inhibitor treatment and prognosis in patients with
NSCLC was analyzed. Results：A total of 228 cases were collected. Among them，the protein expression of METTL3 was related to the
pathological type，Eastern American Oncology Collaborative Group（ECOG）score，therapeutic plan，therapeutic effect and Response
Evaluation Criteria in Solid Tumors（RECIST）factors. Patients with high METTL3 protein expression had a median progression⁃free⁃
survival（PFS）of 12.33 months，while those with low or no METTL3 protein expression had a median PFS of 6.50 months. In NSCLC
patients treated with PD⁃1 antibody，high METTL3 protein expression was associated with better PFS. The median overall⁃survival（OS）
of patients with high METTL3 proteine xpression was 23.54 months，and OS of patients with low or no METTL3 protein expression was
20.93 months. Patients with high METTL3 protein expression were associated with better OS. Conclusion：METTL3 protein may be a
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非 小 细 胞 肺 癌（non ⁃ small cell lung cancer，
NSCLC）是肺癌最常见的组织学类型。近年来，其发

病率呈上升趋势，已成为国内外病死率最高的肿瘤

之一。随着发病机制研究的深入，NSCLC的治疗已

经从传统的化疗时代向靶向治疗、免疫治疗时代转

变［1- 3］。以程序性细胞死亡蛋白 1（programmed
death cell protein 1，PD ⁃ 1）/程序死亡配体 1（pro⁃
grammed death ligand 1，PD⁃L1）单抗为代表的免疫

检查点抑制剂（immune checkpoint inhibitor，ICI）治

疗可能大幅提升晚期NSCLC的 5年总体生存（over⁃
all survival，OS）率，但并非所有患者都能从中获益，

且有部分患者会出现耐药等情况。因此 ICI仍缺乏

有效的生物标志物来预测疗效［4-5］。

RNA 甲基化修饰 6⁃甲基腺嘌呤（N6⁃methyl⁃
adenosine，m6A）是腺嘌呤的第 6个氮原子的甲基化

修饰，m6A修饰是最常见的RNA修饰，普遍存在于

真核生物的mRNA和 lncRNA中［6］。甲基化转移酶3
（methyltransferase⁃like 3，METTL3）是哺乳动物中第

1个被鉴定出来的m6A甲基转移酶，是 S⁃腺苷⁃L⁃蛋
氨酸依赖性甲基转移酶家族的成员之一［7-8］。

本研究主要探讨 METTL3 在驱动基因阴性

NSCLC患者肿瘤组织中的生物学特征和临床病理

之间的关系，分析METTL3联合 PD⁃L1检测在预测

NSCLC患者PD⁃1抑制剂治疗效果和预后中的作用。

1 材料和方法

1.1 材料

收集 2015年 1月—2018年 12月南京医科大学

附属淮安第一医院诊断为ⅢB或Ⅳ期、无驱动基因

突变（EGFR/ALK/ROS1）、PD⁃L1 表达阳性（PD⁃L1
TPS≥1%，Dako22C3抗体）使用 PD⁃1抑制剂治疗的

可获取病理组织标本的NSCLC患者。

全部病例均有完整的临床病理资料，包括：年

龄、性别、吸烟史、标本类型、病理类型、美国东部肿

瘤合作组织（Eastern American Oncology Collabora⁃
tive Group，ECOG）评分、治疗方案、PD⁃1抑制剂种

类、治疗效果及实体瘤疗效评价标准（response eval⁃
uation criteria in solid tumors，RECIST）疗效判断等，

所有患者定期随访。ECOG评分主要通过对患者体

力状况进行评分，分为0、1、2、3、4、5分。RECIST主

要根据病灶情况分为：完全缓解（complete remis⁃
sion，CR），所有目标病灶消失；部分缓解（partial re⁃
mission，PR），治疗后基线病灶长径总和缩小≥30%；

疾病进展（disease progression，PD），治疗后基线病灶

长径总和增加≥20%或出现新病灶；疾病稳定（sta⁃
ble disease，SD），治疗后基线病灶长径总和有缩小

但未达PR或有增加但未达PD。本研究符合江苏省

医学会标准，并经过淮安市第一人民医院伦理委员

会审批通过（YX⁃2020⁃242⁃01），所有患者签署知情

同意书。

1.2 方法

1.2.1 免疫组化

蜡块挑选好以后进行切片，切片厚度 4~5 mm，

58 ℃烤片1 h后进行脱蜡。处理好的切片先进行抗

原修复，滴加PD⁃L1抗体（28⁃8，1∶100，Dako公司，丹

麦），METTL3抗体（EPR18810，1∶100，Abcam公司，

美国），室温孵育过夜，滴加生物素标记二抗室温

1 h，滴加辣根过氧化物酶标记的链霉素卵白素工作

液，37 ℃孵育30 min，采用DAB显色，切片梯度乙醇

脱水二甲苯，中性胶密封固体。METTL3表达水平

评分采用半定量H⁃score法。H⁃score=1×%弱染色+
2×%中度染色+3×%强染色，根据临床病理资料中患

者的生存预后情况，计算出cut⁃off值，再将免疫组化

SP（streptavidin⁃perosidase）法染色结果分数（按照

METTL3表达水平）分成高表达组和低表达组，本研

究中，METTL3的 cut⁃off值定为 80。PD⁃ L1判读至

少需要100个肿瘤细胞，cut⁃off值定为1%。

1.2.2 随访对象与方法

以完成治疗结束后 28 d安全随访的患者作为

生存随访对象，所有被选定的研究对象都采用相同

的方法同等地进行随访，并坚持追踪到观察终止

期。随访方法为每个月 1次通过电话询问患者本

人、其家属或当地医师，将生存随访的情况详细记

录于随访表中。收集患者生存情况，记录死亡日期

和死亡原因，记录患者治疗结束后的其他信息（包

括接受的治疗）。

1.3 统计学方法

使用 SPSS23.0统计学软件。本研究纳入了研

new target for predicting the efficacy of PD⁃1 inhibitors treatment in patients with NSCLC.
［Key words］ NSCLC；immunotherapy；m6A；METTL3；PD⁃L1
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究开始日期和结束日期之间符合条件的所有患

者。组间分布差异的显著性采用χ2检验进行估计。

预后中位时间计算使用 inverse Kaplan⁃Meier 方法。

Kaplan⁃Meier法用于估计中位无进展生存期（pro⁃
gression⁃free⁃survival，PFS）和OS情况，Log⁃rank检验

计算组间差异。所有统计学检验均为双侧概率检

验，以P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 全部患者的临床病理特征

本研究共纳入患者228例，年龄41~88岁，中位

年龄为 57.6岁，≥65岁共 96例（42.11%），＜65岁共

132例（57.89%）；其中男 145例（63.60%），女 83例

（36.40%）；吸烟患者 152例（66.67%），不吸烟患者

76例（33.33%）；标本类型分为穿刺或细胞学标本

163例（71.49%），手术标本 65例（28.51%）；病理类

型分为腺癌 149例（65.35%），鳞癌 79例（34.65%）；

ECOG 评 分 <2 分 168 例（73.68%），≥2 分 60 例

（26.32%）；一线治疗12例（5.26%），二线治疗113例
（49.56%），三线治疗 103例（45.18%）；采用 PD⁃1抑

制剂的患者中，Nivolumab占 162例（71.05%），Pem⁃
brolizumab占66例（28.95%）；其中79例（34.65%）患

者 6个月内病情无进展，149例患者（65.35%）病情

在6个月内出现进展；根据RECIST将所有患者分为

CR 0例，PR 43例（18.86%），SD 42例（18.42%），PD
143例（62.72%）（表1）。
2.2 METTL3蛋白表达与患者临床病理资料的关联

228例入组的NSCLC患者，利用免疫组化SP法

检测 NSCLC 组织样本中 METTL3 蛋白表达情况，

METTL3蛋白主要在细胞浆中表达（图 1）。检测结

果显示，METTL3蛋白低或无表达 125例（54.82%），

METTL3蛋白高表达103例（45.18%），METTL3蛋白

的低表达和病理类型（χ2=7.341，P=0.008）、ECOG评

分（χ2=13.383，P < 0.001）、治疗方案（χ2=13.700，P=
0.001）、治疗效果（χ2=11.854，P=0.001）以及RECIST
疗效判断（χ2=29.665，P<0.001）因素有关；而和年

龄、性别、吸烟史、标本类型及 PD⁃1抑制剂类型无

关（表 1）。

2.3 METTL3蛋白表达与患者PFS、OS的关系

采用Kaplan⁃Merie曲线对METTL3蛋白表达情

况与 228例入组NSCLC患者的 PFS以及OS进行生

存分析。结果显示，METTL3高表达患者的中位PFS
为 12.33（95%CI：8.21~16.45）个月，METTL3低或无

表达患者的中位 PFS为 6.50（95%CI：4.38~8.62）个

月；在接受PD⁃1抑制剂治疗的NSCLC患者中，MET⁃
TL3高表达患者与较好的 PFS相关（Log⁃rank P＜

0.001，HR=0.518，95%CI：0.354~0.756，图2A）；MET⁃
TL3高表达患者的中位OS为 23.54（95% CI：19.62~
27.46）个月，METTL3低或无表达患者的中位OS为

20.93（95%CI：16.72~25.14）个月，METTL3高表达与

较好的OS相关（Log⁃rank P=0.013，HR=0.650，95%
CI：0.462~0.914，图2B）。
3 讨 论

肿瘤组织中能检测到数千个基因突变，但其中

只有一小部分突变的基因能通过促进细胞增殖、迁

移等能力导致疾病发生，该部分基因被称为驱动基

因。对突变的驱动基因进行靶向治疗已成为肺腺

癌治疗的重要手段。但是依旧有约 50%的NSCLC
患者未发现驱动基因突变，因此难以通过靶向治疗

获益。针对这部分患者进行免疫治疗，一线使用时

NSCLC的5年生存率达到23.3%，二线使用时，晚期

NSCLC的5年生存率达到15.5%［4］。

PD⁃1主要表达在活化后的T/B细胞、NK细胞和

骨髓来源的抑制性细胞上，它的主要功能是限制效

应期发生的外周组织中的T细胞活性［9-10］。研究表

明，包括NSCLC在内的多种肿瘤均高表达PD⁃L1，提
示PD⁃1/PD⁃L1通路激活是肿瘤逃避免疫监视的机

制之一［11］。尽管免疫治疗总体上对患者的生存预

后有重大影响，但是依旧有很大比例的患者没有获

得任何临床益处；另一方面，免疫治疗药物的费用

高昂，迫切需要发现新的、更有效预测免疫检查点

分子反应的生物标志物。

m6A修饰酶的异常表达与肿瘤的发生和进展有

关，如肝癌、肺癌、胶质瘤、急性髓细胞性白血病、乳

腺癌等［12-14］。然而，在非小细胞肺癌中，m6A修饰是

否能够转化为促进或抑制肿瘤的免疫信号尚不十

分清楚。

为了研究METTL3在NSCLC细胞中的表达情

况及在预测NSCLC患者PD⁃1抑制剂治疗效果和预

后中的作用，本研究入组了228例采用PD⁃1抑制剂

治疗的患者（PD⁃1蛋白表达≥1%），免疫组织化学检

测了METTL3蛋白在组织标本中的表达情况，结果

发现METTL3低或无表达125例（54.82%），METTL3
蛋白高表达 103例（45.18%），结合临床病理资料分

析发现，METTL3 蛋白的表达情况和病理类型、

ECOG评分、治疗方案、治疗效果以及RECIST疗效

判断等因素有关。
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研究发现与RNA甲基化相关的酶调控了PD⁃1
的表达，影响PD⁃1抑制剂的疗效，导致肿瘤产生耐

药，并可能与PD⁃1抑制剂的假性进展密切相关［15］。

研究认为，体内表观遗传环境可对NSCLC患者PD⁃1
抑制剂的疗效进行预测，如FOXP1的甲基化状态可

能与NSCLC患者组织细胞中 PD⁃L1染色和突变负

荷等因素相关［16］；另有研究表明，YTHDF1缺陷的小

鼠表现出CD8+T细胞抗肿瘤反应增高，PD⁃L1检查

点阻断对 YTHDF1 ⁃/⁃小鼠的治疗效果增强，提示

YTHDF1是一个潜在的抗癌免疫治疗靶点［17］。

我们进一步通过收集、整理 228例患者的随访

资料，采用Kaplan⁃Meier曲线对METTL3蛋白表达

情况与患者的 PFS以及OS等情况进行生存分析。

结果显示，METTL3高表达患者的中位PFS为12.33个
月，METTL3低或无表达患者的中位 PFS为 6.50个

月；在接受PD⁃1抑制剂治疗的NSCLC患者中，MET⁃
TL3高表达预示着较好的PFS及OS。

m6A修饰参与RNA几乎所有的代谢活动，如剪

接、运输、降解和翻译［18］。m6A修饰的调节方式是动

态可逆的，由 METTL3、METTL14、WTAP、RBM15、

表1 METTL3蛋白表达与临床病理资料的关系

Table 1 Relationship between METTL3 protein expression and clinicopathological data ［n（%）］

变量

年龄

≥65岁
＜65岁

性别

男性

女性

吸烟史

吸烟者/既往吸烟

轻度/非吸烟者

标本类型

穿刺或细胞学标本

手术标本

病理类型

腺癌

鳞癌

ECOG评分

＜2分
≥2分

治疗方案

1线
2线
≥3线

PD⁃1抑制剂

Nivolumab
Pembrolizumab

治疗效果

控制

进展

RECIST疗效判断

CR
PR
SD
PD

合计（n=228）

096（42.11）
132（57.89）

145（63.60）
083（36.40）

152（66.67）
076（33.33）

163（71.49）
065（28.51）

149（65.35）
079（34.65）

168（73.68）
060（26.32）

12（5.26）
113（49.56）
103（45.18）

162（71.05）
066（28.95）

079（34.65）
149（65.35）

0（0）0.
043（18.86）
042（18.42）
143（62.72）

METTL3 低或无表达（n=125）

57（59.38）0
68（51.52）0

76（52.41）0
43（51.81）0

73（48.03）0
32（42.11）0

97（59.51）0
37（56.92）0

72（48.32）0
53（67.09）0

80（47.62）0
45（75.00）0

4（33.33）
51（45.13）0
70（67.96）0

92（56.79）0
33（50.00）0

31（39.24）0
94（63.09）0

0（0）0.00
19（44.19）0
21（50.00）0
85（59.44）0

METTL3 高表达（n=103）

39（40.62）0
64（48.48）0

69（47.59）0
40（48.19）0

79（51.97）0
44（57.89）0

66（40.49）0
28（43.08）0

77（51.68）0
26（32.91）0

88（52.38）0
15（25.00）0

8（66.67）
62（54.87）0
33（32.03）0

70（43.21）0
33（50.00）0

48（60.76）0
55（36.91）0

0（0）0.00
24（55.81）0
21（50.00）0
58（40.56）0

P值

0.281

1.000

0.480

0.720

0.008

<0.001

0.001

0.381

0.001

<0.001

χ2值

1.386

0.008

0.720

0.128

7.341

13.383

13.700

0.873

11.854

29.665
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Kaplan⁃Meier生存分析228例NSCLC患者的METTL3蛋白表达与PFS（A）和OS（B）情况。

图2 METTL3蛋白表达与NSCLC患者PFS、OS的关系

Figure 2 Association of METTL3 protein expression with PFS and OS of NSCLC patients

VIRMA 或 ZC3H13 等甲基化转移酶（writers）在

mRNA中表达，可被 erasers（ALKBH5或FTO8）等去

甲基化酶调控。此外，m6A 的识别还需要 readers
（YTHDC1/2、YTHDF1/2/3 或 IGF2BP1/2/39）［19］。近

年来研究发现，m6A甲基化和YTHDF1能够通过促进

树突状细胞和CD8+T细胞的递呈活化，控制抗肿瘤免

疫［17］；METTL3和YTHDF2可通过调控 IFN⁃β mRNA
的甲基化并降低其稳定性，从而介导Ⅰ型干扰素的表

达［20］；另外，靶向m6A RNA甲基化调节因子在临床

前模型研究中也显示出了较好的效果，如FTO抑制

剂治疗急性髓系白血病效果较好［21］。

上述结果提示，检测METTL3的表达可能预测

NSCLC免疫治疗的效果，对METTL3能否作为抗肿

瘤药物的靶标提供了理论依据，并为抗肿瘤免疫治

疗提供了新的研究方向。

病例1：PD⁃L1阳性表达，METTL3高表达；病例2：PD⁃L1阳性表

达，METTL3低或无表达；PD⁃L1 蛋白主要在细胞浆中表达，METTL3
蛋白主要在细胞浆中表达。

图 1 免疫组织化学检测METTL3蛋白在 PD⁃L1阳性

NSCLC患者组织中的表达情况（×200）
Figure 1 The expression of METTL3 protein in NSCLC

tissues was detected by immunohistochemistry
（×200）

病
例

2
病

例
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