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[bookmark: _Hlk180683850]摘要 目的：探讨乳腺癌组织中程序性死亡受体配体1（PD-L1）、肿瘤相关成纤维细胞（CAFs）的表达及与临床病理特征和预后的关系。方法：选取2020年2月至2023年3月期间在本院行手术治疗的乳腺癌患者68例作为研究对对象。术中分别取癌组织和正常乳腺组织，采用免疫组织化学染色法测定癌组织和正常乳腺组织内PD-L1、CAFs的表达情况。分析PD-L1、CAFs阳性表达与乳腺癌患者临床病理特征和预后的关系。结果：癌组织内PD-L1、CAFs阳性表达率均显著高于癌旁组织（P＜0.05）。PD-L1、CAFs阳性表达与乳腺癌TNM分期、淋巴结转移均呈正相关（P＜0.05）。乳腺癌患者术后1年PFS率为91.18%（62/68）。PD-L1：阳性、阴性表达者PFS率分别为79.31%（23/29）、100.00%（39/39），有统计学差异（P＜0.05）。CAFs：阳性、阴性表达者PFS率分别为87.10%（27/31）、94.59%（35/37），无统计学差异（P＞0.05）。结论：乳腺癌组织内PD-L1、CAFs呈高表达，其阳性表达与患者病情进展密切相关，而PD-L1阳性表达与患者预后不良有关。
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Relationship between programmed death receptor ligand1, tumor-associated fibroblasts and clinicopathological features and prognosis of breast cancer
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Abstract: Objective: To investigate the expression of programmed death receptor ligand 1 (PD-L1) and tumor-associated fibroblasts (CAFs) in breast cancer tissues and their relationship with clinicopathologic features and prognosis. Methods: 68 patients with breast cancer who underwent surgical treatment in our hospital from February 2020 to March 2023 were selected as the study subjects. The expression of PD-L1 and CAFs in cancer tissue and normal breast tissue were determined by immunohistochemical staining. To analyze the relationship between the positive expression of PD-L1 and CAFs and clinicopathological features and prognosis of breast cancer patients. Results: The positive expression rates of PD-L1 and CAFs in cancer tissues were significantly higher than those in paracancer tissues (P < 0.05). The positive expression of PD-L1 and CAFs was positively correlated with TNM stage and lymph node metastasis of breast cancer (P < 0.05). The PFS rate of breast cancer patients was 91.18% (62/68) one year after surgery. PD-L1: The PFS rates of positive and negative expression were 79.31% (23/29) and 100.00% (39/39), respectively, with statistical difference (P < 0.05). The PFS rates of CAFs with positive and negative expression were 87.10% (27/31) and 94.59% (35/37), respectively, with no statistical difference (P > 0.05). Conclusion: PD-L1 and CAFs are highly expressed in breast cancer tissues, and their positive expression is closely related to the progression of patients' disease, while the positive expression of PD-L1 is associated with poor prognosis of patients.
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乳腺癌是临床中女性比较常见的一种恶性肿瘤，多发生于中年40岁以上的女性。乳腺癌如果转移到远处，会出现肺、脑、骨骼相应的症状。因此，早期诊断、早期治疗才能够达到彻底根治的目的，提高生存期。
乳腺癌的治疗方式多样，包含手术切除、新辅助化疗、内分泌治疗、放疗等，其中外科手术切除是治疗乳腺癌的重要手段，虽能改善患者预后，当仍有部分转移患者预后较差[1]。肿瘤免疫治疗是临床研究的热点。程序性死亡受体1（PD-1）属于重要的免疫抑制性受体，其主要表达与NK细胞、活化B细胞和T细胞细胞膜上，其与配体PD-L1相结合后可在T细胞活化、抗原提呈、T细胞攻击癌细胞中发挥负性调节作用，促使肿瘤细胞逃避，促使肿瘤生长、恶化[2-3]。在肿瘤发生、进展中肿瘤微环境也起到关键作用，其由细胞外基质（ECM）和各种肿瘤间质细胞如成纤维细胞、免疫细胞、内皮细胞等组成，而肿瘤相关成纤维细胞（CAFs）是重要的肿瘤间质细胞，在多种恶性肿瘤发生、转移中起到决定性作用[4]。但临床关于两者在乳腺癌组织内表达情况研究较少。
因此，本研究旨在分析乳腺癌组织中PD-L1、CAFs的表达情况，为临床治疗提供指导。

1资料与方法
1.1一般资料  
[bookmark: _Hlk171342894]选取2020年2月至2023年3月期间在本院行手术治疗的乳腺癌患者68例作为做为研究对对象。68例患者年龄32-76岁，平均（51.33±3.14）岁；TNM分期：Ⅰ期+Ⅱ期56例，Ⅲ期+Ⅳ期12例；淋巴结转移：有27例，无41例；分化程度：G1+G2级48例，G3级20例：肿瘤直径：＞2 cm 30例，≤2 cm 38例。
纳入标准：经手术病理检查证实为乳腺癌；病历资料完整；接受手术治疗，且术中采集癌组织和正常乳腺组织标本；对本研究知情同意。排除标准：合并其他恶性肿瘤者；术前接受内分泌治疗、放化疗等抗肿瘤治疗者；不耐受手术治疗者。本研究经医院医学伦理委员会审核批准。
1.2方法
1.2.1 PD-L1、CAFs检测
[bookmark: _Hlk171342601]术中取癌组织和正常乳腺组织（癌旁3 cm外）标本。用免疫组织化学染色法测定组织内PD-L1、CAFs表达情况。组织标本用10%中性福尔马林液固定，石蜡包埋，连续切片，厚度为4 μm，固定于组织防脱载玻片上，烤箱烤片4 h（62℃），室温下用二甲苯脱蜡10 min，重复2次，用梯度酒精脱水，蒸馏水清洗1 min。置于入 3%过氧化氢溶液内3 min，将内源性过氧化物酶消灭，PBS清洗3 min，重复3次。置于柠檬盐酸缓冲液（pH 6.0）内，煮沸30 min，室温下冷却，用PBS代替一抗，冲洗2 min，重复3次，作为阴性对照。滴加二抗，即滴入1 滴平滑肌肌动蛋白（SMA）鼠抗人单克隆抗体、兔抗人PD-L1抗体工作液，室温下孵育1h；蒸馏水冲洗2 min，PBS液冲洗2 min（重复3次），滴入DAB显色剂，染色后立刻使用蒸馏水冲洗，苏木素衬染，梯度酒精中脱水，透明，浸入二甲苯中1 min，重复3次，晾干后明胶封片。
PD-L1、CAFs阳性表达的判定方法：α-SMA 是CAFs特异性标志物，以其反映CAFs表达情况。α-SMA定位于乳腺胞质内，阳性细胞呈棕褐色或棕黄色，高倍镜下取10个视野，每个视野取100个细胞，若阳性细胞占比≥5%为阳性，＜5%为阴性。PD-L1定位于浸润的淋巴细胞、巨噬细胞和肿瘤细胞，以呈棕黄色或黄色染色为阳性细胞，高倍镜下取10个视野，每个视野取100个细胞，综合阳性评分（CPS）≥10分为阳性。（PD-L1阳性肿瘤相关免疫细胞+PD-L1染色阳性肿瘤细胞）/总肿瘤细胞数×100%=CPS。
[bookmark: _Hlk180683421]1.2.2患者的临床病理特征收集
收集患者的临床病理特征，包括年龄（＞50岁；≤50岁）、肿瘤直径（＞2 cm；≤2 cm）、TNM分期（Ⅰ-Ⅱ期；Ⅲ-Ⅳ期）、淋巴结转移（有；无）、分化程度（G1+G2级；G3级）。
1.2.3患者的预后判定方法
    患者均随访1年，随访截止日期为2024年3月31日。记录患者随访期间无进展生存期（PFS）。
1.3 观察指标 
（1）比较不同组织内PD-L1、CAFs阳性表达情况；（2）不同临床病理特征乳腺癌患癌组织内PD-L1、CAFs阳性表达比较；（3）分析PD-L1、CAFs阳性表达与乳腺癌患者临床病理特征和预后的关系。
1.4 统计学方法  

数据用SPSS 23.0软件分析，计量、计数资料分别用（±s)、率表示，用t检验，或χ2检验；用Pearson分析判断各项目之间的相关性，P＜0.05为有统计学差异。

2 结果
2.1 不同组织内PD-L1、CAFs阳性表达情况比较  
癌组织内PD-L1阳性率为42.65%、CAFs阳性表达率为45.59%，均显著高于癌旁组织，有统计学差异（P＜0.05）。见表1。
表1  不同组织内PD-L1、CAFs阳性表达情况比较n（%）
	病理组织
	n
	PD-L1
	CAFs

	癌旁组织
	68
	0（0.00）
	0（0.00）

	癌组织
	68
	29（42.65）
	31（45.59）

	χ2
	
	36.860
	40.152

	P
	
	0.000
	0.000


[bookmark: _Hlk180683661]2.2 不同临床病理特征乳腺癌患癌组织内PD-L1、CAFs阳性表达比较  
PD-L1、CAFs阳性表达与乳腺癌TNM分期、淋巴结转移有关，有统计学差异（P＜0.05）；与乳腺癌患者年龄、肿瘤直径、分化程度无关，无统计学差异（P＞0.05）。见表2。
表2  不同临床病理特征乳腺癌患癌组织内PD-L1、CAFs阳性表达对比n（%）
	临床病理特征
	n
	PD-L1（n=29）
	CAFs（n=31）

	
	
	阳性
	χ2
	P
	阳性
	χ2
	P

	[bookmark: _Hlk180683443]年龄
	
	
	1.110
	0.292
	
	2.043
	0.153

	＞50岁
	42
	20（47.62）
	
	
	22（52.38）
	
	

	≤50岁
	26
	9（34.62）
	
	
	9（34.62）
	
	

	肿瘤直径
	
	
	1.187
	0.276
	
	2.656
	0.103

	＞2 cm 
	30
	15（50.00）
	
	
	17（56.67）
	
	

	≤2 cm
	38
	14（36.84）
	
	
	14（36.84）
	
	

	TNM分期
	
	
	6.236
	0.013
	
	5.082
	0.024

	Ⅰ-Ⅱ期
	56
	20（35.71）
	
	
	22（39.29）
	
	

	Ⅲ-Ⅳ期
	12
	9（75.00）
	
	
	9（75.00）
	
	

	淋巴结转移
	
	
	5.052
	0.025
	
	8.021
	0.005

	有
	27
	16（59.26）
	
	
	18（66.67）
	
	

	无
	41
	13（31.71）
	
	
	13（31.71）
	
	

	分化程度
	
	
	0.626
	0.429
	
	1.012
	0.314

	G1+G2级
	48
	19（39.58）
	
	
	20（41.67）
	
	

	G3级
	20
	10（50.00）
	
	
	11（55.00）
	
	


[bookmark: _Hlk171342694]2.3 PD-L1、CAFs阳性表达与乳腺癌临床病理特征的相关性  
Pearson分析显示，PD-L1、CAFs阳性表达与乳腺癌TNM分期、淋巴结转移均呈正相关，有统计学差异（P＜0.05）。见表3。
表3 PD-L1、CAFs阳性表达与乳腺癌临床病理特征的相关性分析
	临床病理特征
	PD-L1
	CAFs

	
	r
	P
	r
	P

	TNM分期
	0.303
	0.012
	0.273
	0.024

	淋巴结转移
	0.273
	0.025
	0.343
	0.004


2.4 PD-L1、CAFs阳性表达与乳腺癌患者预后的关系  
乳腺癌患者术后1年PFS率为91.18%（62/68）。PD-L1：阳性、阴性表达者PFS率分别为79.31%（23/29）、100.00%（39/39），有统计学差异（χ2值=6.465，P=0.011）；CAFs：阳性、阴性表达者PFS率分别为87.10%（27/31）、94.59%（35/37），无统计学差异（χ2值=0.431，P=0.512）。

3 讨论 
乳腺癌发病是一个受体内肿瘤微环境控制且多步骤、多基因介入的复杂过程，而CAFs在肿瘤微环境发挥重要作用，其能利用自身分泌的蛋白质分子（IL-10、IL-6、TGF-β等）促进肿瘤细胞出现上皮-间质转化，并上调相关基因如MMP-9、MMP-2等表达，促进癌症发生，也可经破坏机体免疫防御系统、促进肿瘤基质重塑和血管内皮细胞生成等间接促进肿瘤发生[5]。
本研究中，癌组织内CAFs阳性表达率高于癌旁组织，其阳性表达与乳腺癌TNM分期、淋巴结转移均呈正相关；CAFs阳性者PFS率与阴性表达者比较无差异，提示乳腺癌组织内CAFs呈高表达，其阳性表达与患者病情进展密切相关。CAFs参与构成了营养丰富的肿瘤微环境，促进肿瘤的生长、浸润，如：胰岛素样生长因子-I（IGF-I)、基质细胞衍生因子－1（SDF-1）、尿凝血酶原激活物（uPA)、转化生长因子-β（TGF-β)[6]。SDF-1可经PI3K-Akt等通路促进肿瘤细胞生长，使得肿瘤细胞坏死减少，增强肿瘤细胞的恶性行为并促进其远处转移；IGF-1参与胚胎分化，结合其受体后能够引起磷酸化，促进酪氨酸激酶活性活化，促进肿瘤细胞有丝分裂，增强肿瘤细胞增殖能力；TGF-β参与了上皮间质转化（EMT）过程，可致细胞粘附分子丢失，使其粘附功能下降，且重塑细胞外基质，细胞运动能力增加，增强迁移、侵袭，在乳腺恶性疾病发生过程中发挥重要作用。由此可见，CAFs高表达与肿瘤发生、进展密切相关[7]。
PD-L1属于Ⅰ型穿膜蛋白，仅表达于细胞膜上其生物学活性才能发挥，可经激活致癌基因、促使IFN-γ表达改变以达到其生物效应[8]。本研究中，癌组织内PD-L1阳性表达率高于癌旁组织，其CAFs阳性表达与乳腺癌TNM分期、淋巴结转移均呈正相关；PD-L1阳性表达者PFS率低于阴性表达者，提示乳腺癌组织内PD-L1呈高表达，其阳性表达与患者病情进展、与预后不良密切相关。在肿瘤细胞内，PD-L1高表达可有效增强机体免疫抑制的负性调节作用，减少T细胞的存活、增殖，也可阻碍CD8+T细胞对肿瘤细胞攻击，逃逸机体的免疫监视系统，使得肿瘤细胞增殖速度加快，易发生转移，增加临床治疗难度，影响预后[9,10]。
综上所述，乳腺癌组织内PD-L1、CAFs均异常表达，与患者TNM分期、淋巴结转移关系密切，且PD-L1阳性表达会增加预后不良发生风险。
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