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　　[摘要]　目的:探讨浸润性膀胱癌(invasivebladdercancer,IBC)分子分型与预后的关系以及 PD-L1在不同

分子分型中的表达情况。方法:回顾性分析2016年1月—2018年12月内蒙古医科大学附属医院122例IBC患

者的临床资料并进行了随访;采用免疫组织化学方法检测 CK14、CK20在IBC中的表达,将IBC 分为基底型

(CK14+,CK20-)、管腔型(CK14-,CK20+)和双阴型(CK14-,CK20-)三种分子亚型;比较三组患者的临床

病理特征;比较不同分子分型膀胱癌患者的生存率;分析PD-L1的表达与分子亚型的相关性。结果:122例患者

中,基底型43例,管腔型56例,双阴型23例;与管腔型肿瘤比较,基底型和双阴型肿瘤的病理分期多在 T2 期以

上;与管腔型、双阴型肿瘤患者比较,基底型肿瘤患者更易发生远处转移;管腔型膀胱癌患者的生存率显著高于基

底型和双阴型膀胱癌患者(P<0.05);与管腔型和双阴型比较,PD-L1在基底型IBC中高表达(P<0.05)。结论:
与管腔型肿瘤患者比较,基底型和双阴型肿瘤患者预后较差;与管腔型和双阴型肿瘤相比,PD-L1在基底型肿瘤

中高表达;提示PD-L1可能成为该型患者潜在的免疫治疗靶点。
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Abstract　Objective:Toinvestigatetherelationshipbetweenmolecularclassificationofinvasivebladdercanc-
er(IBC)andprognosis,alongwiththeexpressionlevelofPD-L1indifferentmolecularsubtypesofIBC.Meth-
ods:Wecollectedandoperatedretrospectiveanalysisofthemedicalrecorddataandfollow-upinformationoftotal
122patientsatAffiliatedHospitalofInnerMongoliaMedicalUniversityfromJan.2016toDec.2018.Basedon
theexpressionlevelofbiomarkersofCK14andCK20detectedbyimmunohistochemistrystaining,clinicalcases
werecategorizedasbasal(CK14+,CK20-)IBC,luminal(CK14-,CK20+)IBCanddouble-negative(CK14
-,CK20-)IBC.Wecomparedthesurvivalratesofpatients,aswellastheclinicopathologicalfeaturesofthe
threesubtypes.WealsoelucidatedtheexpressionpatternofPD-L1indifferentsubgroupsofIBC.Results:Total
122caseswereclassifiedas43casesofbasalIBC,56casesofluminalIBCand23casesofdoublenegativesubtype
IBC.Asforpathologicalstages,comparedwithluminalIBC,thebasalIBCanddoublenegativeIBCweremore
thanstageT2.PatientswithbasalIBCweremorelikelytohavedistantmetastasis.Meanwhile,patientswithlu-
minalIBCshowedsignificantlyhighersurvivalratethanthosepatientswithbasalsubtype(P<0.05)ordouble
negativesubtype(P<0.05).Additionally,wedetectedrelativehigherPD-L1expressionlevelinbasalIBCcom-
paredwiththatinluminalIBCorindouble-negativeIBC(P<0.05).Conclusion:AmongthreesubtypesofIBC,

patientswithbasalIBCordoublenegativeIBChadaworseprognosis.Comparedwithluminalanddoublenegative
IBC,PD-L1expressionlevelwashigherinbasalIBC,suggestingthatPD-L1maybeapotentialtargetforimmu-
notherapytobenefitthosepatients.
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　　膀胱癌分为肌层浸润性膀胱癌和非肌层浸润

性膀胱癌,肌层浸润性膀胱癌大多分期晚,虽然采

用根治性膀胱切除术,但术后仍有较高的转移和死

亡风险[1];T1 期非肌层浸润性膀胱癌虽然未浸润

到肌层,但其仍具有较高的复发率,因而膀胱癌总

体预后较差。决定其预后的传统因素包括肿瘤分

级、脉管侵犯和非尿路上皮癌(如小细胞癌)、淋巴

结转移、TNM 分期等[2],有关膀胱癌分子分型与其

预后的关系研究报道较少。本研究对132例浸润
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性膀胱癌(invasivebladdercancer,IBC)患者术后

生存情况进行随访分析,并探讨了分子分型与预后

的相关性;并检测了 PD-L1在不同分子分型IBC
中的表达,以期为IBC的治疗提供新靶点。
1　资料与方法

1.1　一般资料

回顾性分析2016年1月—2018年12月内蒙

古医科大学附属医院病理科收录的经手术治疗并

确诊为IBC的132例患者临床病理资料。由2位

病理科医生核实所有标本的苏木精-伊红(HE)切
片,确认肿瘤组织学类型、分级、病理分期、脉管侵

犯、淋巴结转移等各种病理参数。纳入标准:①所

有患者均接受经尿道膀胱肿瘤切除术或根治性膀

胱切除术;②术后病理标本都明确诊断为浸润性尿

路上皮癌;③术后石蜡标本保存完整,待测组织充

分;④临床和病理资料完整;⑤经长期随访,有影像

学证据证实疾病进展。排除标准:①石蜡标本缺失

或临床病理资料不完整;②疑似诊断病例合并其他

恶性肿瘤或重大疾病;③从手术至随访时间<6个

月内出现疾病进展,视为无效手术;④电话随访失

访或拒绝提供信息的患者。以查阅病历和电话的

方式随访患者,记录患者的生存情况(死亡或截至

查找资料时存活)、具体死亡时间、死亡病因,计算

总生存期(overallsurvival,OS)。OS为手术至任

何病因引起死亡的时间间隔,在截至随访时仍生

存,以最后一次随访日期为终止观察日期。随访截

止日期为2020年12月31日,失访5例。
1.2　免疫组织化学

所有石蜡标本均作4μm 厚的连续组织切片,
采用免疫组化SP法进行检测。组织切片经二甲苯

脱蜡、梯度乙醇水化及高温抗原修复后,分别进行

一抗孵育并4℃过夜,其中 CK14和 CK20为即用

型抗体,均购自福州迈新公司;PD-L1稀释浓度为

1∶200,购自美国 CST 公司。二抗孵育后进行

DAB显色苏木素复染,然后梯度乙醇脱水、二甲苯

透明、中性树胶封片观察。
1.3　免疫组化结果判断

CK14和CK20以肿瘤细胞的细胞质着色为阳

性表达。综合考虑染色强度和阳性细胞数,采用半

定量积分法判定免疫组化染色结果,计算阳性细胞

百分数并赋予分值,≤5%为0分,6%~25%为1
分,26%~50%为2分,51%~75%为3分,>75%
为4分;观察着色强度并赋予分值,无着色为0分,
浅黄色为1分,黄色为2分,棕黄色为3分。结果

判定:本实验中每张切片随机取5个400倍视野,
每个视野均进行阳性细胞百分比计分与着色强度

计分。上述2种计分结果相乘,0~1 分为阴性

(-);2~3分为弱阳性(+);4~6分为中等阳性

(++);7~12分为强阳性(+++)[3];PD-L1以

肿瘤细胞和肿瘤相关免疫细胞的细胞膜着色为阳

性表达,具体判读标准见参考文献[4]。
1.4　IBC的分子分型

由于基底型肿瘤高表达 CK14,管腔型肿瘤高

表达CK20[5-6],本研究以CK20和 CK14两种蛋白

的表达水平为标准,将所有入组患者分为基底型

(CK14+,CK20-)、管腔型(CK14-,CK20+)以
及双阴型(CK14-,CK20-)三种分子亚型。
1.5　观察指标

①比较不同分子分型膀胱癌的临床病理特征;
②比较不同分子分型膀胱癌患者的生存率;③比较

不同分子分型膀胱癌患者PD-L1的表达情况。
1.6　统计学方法

采用SPSS22.0统计软件进行数据分析,分类

变量采用χ2 检验或Fisher确切概率法;相关性分

析采用Spearman分析;以P<0.05为差异有统计

学意义。
2　结果

2.1　IBC的分子分型结果

排除5例失访者以及5例CK14和CK20均阳

性表达患者,共入组122例患者。免疫组织化学方

法检测结果显示,基底型43例(35.2%),管腔型56
例(45.9%),双阴型23例(18.9%);PD-L1阳性

39例(32.0%),阴性83例(68.0%)。
2.2　不同分子分型的IBC临床病理特征比较

不同分子亚型与患者临床病理特征关系如表

1所示,χ2 检验显示:三种分子亚型在年龄、性别、
肿瘤大小、肿瘤数目、组织学变异、肿瘤分级、脉管

浸润、淋巴结转移、有无复发方面比较差异均无统

计学意义(P>0.05)。而在肿瘤病理分期和远处

转移方面比较差异有统计学意义(P<0.05)。与

管腔型肿瘤比较,基底型和双阴型肿瘤的病理分期

多在 T2 期以上;与管腔型和双阴型肿瘤患者比较,
基底型肿瘤患者更易发生远处转移。
2.3　不同分子分型IBC患者的生存率比较

不同分子分型膀胱癌患者的生存率比较,差异

有统计学意义(P<0.05);其中管腔型膀胱癌患者

的生存率显著高于基底型和双阴型膀胱癌患者,差
异均有统计学意义(P<0.05);而基底型患者与双

阴型患者的生存率比较,差异无统计学意义(P>
0.05)。见表2。
2.4　PD-L1在IBC不同分子分型中的表达

CK14和CK20分别作为IBC基底型、管腔型

肿瘤的标志物,比较PD-L1与CK14和CK20表达

相关性。结果如表3所示,PD-L1表达与CK14表

达呈正相关(P<0.05),与CK20表达呈负相关(P
<0.05);PD-L1在基底型肿瘤中表达上调,与管腔

型和双阴型肿瘤比较,差异均有统计学意义(P<
0.05)。见表4、图1。
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表1　不同分子分型的IBC患者的临床病理特征比较 例(%)

变量
基底型

(n=43)
管腔型

(n=56)
双阴型

(n=23) χ2 P 值 变量
基底型

(n=43)
管腔型

(n=56)
双阴型

(n=23) χ2 P 值

年龄 4.653 0.098 肿瘤分期 16.9730.009
　≤70岁 32(74.4) 36(64.3) 11(47.8) 　T1 20(48.8) 28(48.2) 10(43.5)

　>70岁 11(25.6) 20(35.7) 12(52.5) 　T2 13(27.9) 25(46.4) 4(17.4)

性别 0.633 0.729 　T3 6(14.0) 3(5.5) 7(30.4)

　男 34(79.1) 46(82.1) 20(87.0) 　T4 4(9.3) 0 2(8.7)

　女 9(20.9) 10(17.9) 3(13.0) 脉管侵犯 2.4130.299
肿瘤大小 3.424 0.18 　有 9(20.9) 7(12.5) 6(21.6)

　≤3cm 23(53.5) 40(71.4) 14(60.9) 　无 34(79.1) 49(87.5) 17(73.9)

　>3cm 20(46.5) 16(28.6) 9(39.1) 淋巴结转移 4.2180.121
肿瘤数目 1.896 0.388 　有 6(14.0) 2(3.6) 1(4.3)

　单发 36(83.7) 44(78.6) 21(91.3) 　无 37(86.0) 54(96.4) 22(95.7)

　多发 7(16.3) 12(21.4) 2(8.7) 远处转移 11.3200.001
组织学变异 2.856 0.24 　有 7(16.3) 0 0
　有 15(34.9) 13(23.2) 4(17.4) 　无 36(83.7)56(100.0)23(100.0)

　无 28(65.1) 43(76.8) 19(82.6) 复发史 5.8360.054
肿瘤分级 2.535 0.281 　有 6(14.0) 11(19.6) 9(39.1)

　低级别 36(83.7) 51(91.1) 18(78.3) 　无 37(86.0) 45(80.4) 14(60.9)

　高级别 7(16.3) 5(8.9) 5(21.7)

表2　不同分子分型IBC患者的生存率比较

分子分型 例数 生存例数 生存率/% χ2 P 值

基底型 43 27 62.8
管腔型 56 48 85.7 7.677 0.022
双阴型 23 15 65.2

表3　PD-L1与CK14及CK20的相关性

PD-L1
CK14

阴性 阳性

CK20
阴性 阳性

阴性 54 29 33 50
阳性 13 26 26 13
P 值 0.001 0.005
rs 0.297 -0.251

表4　PD-L1与IBC分子分型的相关性

分子分型 例数
PD-L1

阴性 阳性 χ2 P 值

基底型 43 17 26
管腔型 56 48 8 25.214 0
双阴型 23 18 5

3　讨论

膀胱癌是一种常见的泌尿系统恶性肿瘤,分为

肌层浸润性膀胱癌与非肌层浸润性膀胱癌。T1 期

膀胱癌虽然归为非肌层浸润性膀胱癌,但其具有许

多肌层浸润性膀胱癌的遗传特征,在患者确诊后总

死亡率高达33%[7];在接受根治性膀胱切除术后

的肌层浸润性膀胱癌患者中,5年生存率仅为39%

~66%[8]。因此寻找一种可以独立预测膀胱癌生

存风险的预后因子显得尤为重要。目前国内外研

究发现影响患者术后的预后因素有临床和病理分

期,包括肿瘤浸润状态和有无淋巴结转移(TNM 分

期)、肿瘤分级、脉管侵犯和非尿路上皮癌(如小细

胞癌)[2]。最近的研究显示分子分型为影响膀胱癌

预后的重要因素[3],常见膀胱癌分子分型的方案有

以下四种:TCGA四分法(Ⅰ~Ⅳ型);NCU 二分法

(管腔样型、基底样型);MDA三分法(管腔样型、基
底样型、P53样型);Lund五分法(基底样 A 型、基
底样B型、基因不稳定型、鳞癌型、未筛选型)[9]。
这些分型有很多共性,比如基底型和管腔型的存

在。然而,由于分子分型备选指标的不同,其预后

也不尽相同,这就需要我们去探索几种具有代表性

的指标来预测膀胱癌的进展,以提供有效的临床诊

疗手段。
在个体化精准医学时代,肿瘤的分子分型是肿

瘤研究的热点之一。LUND研究小组用免疫组化

方法检测28种蛋白抗体验证了基于 mRNA 的分

子分 型,其 中 基 底 型 肿 瘤 组 织 高 表 达 CK14 和

CK5/6,低表达 GATA3和 FOXA3[5]。Choi等[6]

研究证实CK5/6和CD44可作为基底型肿瘤的标

志物,CK20可作为管腔型肿瘤标志物。本研究基

于Dadhania等[10]和 Guo等[11]的研究成果上,将
IBC分为基底型(CK14+,CK20-)、管腔型(CK14
-,CK20+)以及双阴型(CK14-,CK20-)三种

分子亚型,结果显示与管腔型肿瘤比较,基底型肿

瘤和双阴型肿瘤患者预后更差。已有多项研究表
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明在膀胱癌中,基底型肿瘤患者预后较差,管腔型

预后相对较好[12],与本研究结果相似。而 Hede-
gaard等[13]的研究表明具有管腔型肿瘤特征的患

者预后更差。Rebola等[14]通过 CK20和 CK5/6
将膀胱癌分为双阴型(CK20-,CK5/6-)、共表达

型(CK20+,CK5/6+)、基底型(CK20-,CK5/6

+)和管腔型(CK20+,CK5/6-)四种分子亚型,
研究结果表明管腔型是影响预后的独立危险因素,
与本研究结果相反。出现差异的原因可能与免疫

组织化学分型的备选指标不同有关,这需要进一步

去探讨管腔型肿瘤中CK14与CK5/6的表达对预

后的影响。

a:CK14(+);d、g:CK14(-);e:CK20(+);b、h:CK20(-);c:PD-L1(+);f、i:PD-L1(-)。
图1　IBC不同分子分型中PD-L1表达(免疫组化,×40)

　　近年来,随着肿瘤的免疫治疗临床试验的不断

完善与发展,免疫治疗已成为国内外学者的研究热

点之一。目前免疫检查点抑制剂(ICIs)已经被批

准用于治疗膀胱癌,大大改变了膀胱癌的治疗前

景。程序性死亡受体-1(PD-1)及其配体(PD-L1)
是免疫活性的重要负性调节因子,可阻止自身免疫

性疾病的发生发展。PD-L1的高表达与膀胱癌患

者的不良预后相关[15]。Kim 等[16]研究发现PD-L1
的高表达与基底型肿瘤相关。目前,PD-L1免疫检

查点抑制剂单药已被批准作为治疗晚期和转移性

尿路上皮癌的二线药物。本研究发现与管腔型及

双阴型肿瘤比较,PD-L1在基底型肿瘤组织中高表

达,且基底型患者的预后较差,与上述结果一致,提
示该型患者可能从PD-L1免疫检查点抑制剂治疗

中获益。
本研究存在一定局限性:本研究纳入样本量太

少,且入组患者的病理分期为 T1~T4 期,入组患

者较为分散;本研究为回顾性研究,临床证据级别

有限,且对部分患者的随访时间太短;远处转移、淋
巴结转移的分组例数都比较少,在一定程度上影响

了本研究结果的可信度;后续仍需要积累大量的临

床及病理资料进行更好的验证。

综上所述,在行膀胱癌手术后的患者中,与管

腔型肿瘤患者比较,基底型肿瘤和双阴型肿瘤患者

预后较差;与管腔型和双阴型肿瘤比较,PD-L1在

基底型肿瘤中高表达;提示 PD-L1可能成为该型

患者潜在的免疫治疗靶点。
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