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摘  要 

目的：探讨NOTCH3基因突变与结直肠癌免疫检查点抑制剂治疗疗效的关联性。方法：采用倾向性评分

匹配的方法纠正混杂因素的影响，分析NOTCH3基因突变与微卫星不稳定(MSI-H)/超突变状态及免疫检

查点抑制剂治疗预后的关联性。结果：55份NOTCH3突变、105份NOTCH3野生型结直肠癌测序样本分

析示NOTCH3突变与MSI-H/超突变状态密切关联(关联系数rn = 0.464，P < 0.001)。11例NOTCH3突变、

33例NOTCH3野生型晚期结直肠癌患者免疫检查点抑制剂治疗生存分析显示突变患者与野生型患者平

均生存期为35.55个月vs 17.03个月(HR = 0.12，95%置信区间0.02~0.88，Log-rank P值 = 0.011)。结

论：NOTCH3突变型晚期结直肠癌患者免疫检查点抑制剂治疗后预后更好。 
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Abstract 
Objective: To analyze the correlation between NOTCH3 mutation with the prognosis of colorectal 
cancer (CRC) patients treated with immune checkpoint inhibitors (ICIs). Methods: Propensity 
score matching (PSM) adjustment method was applied to reduce the influence of confounding va-
riables to assess the association of NOTCH3 mutation with the status of MSI-H and TMB and eva-
luate the correlation of NOTCH3 mutation with the prognosis of CRC patients treated with ICIs. 
Results: A total of 55 NOTCH3-mutant and 105 NOTCH3-wildtype colorectal cancer tissues were 
obtained and demonstrated that NOTCH3 mutation was closely associated with MSI-H/hypermutated 
status and the association coefficient (rn) was 0.464 (P < 0.001). Besides, a dataset consisting of 11 
NOTCH3-mutant and 33 NOTCH3-wildtype CRC patients treated with ICIs was collected and sur-
vival analysis indicated that the mean survival time of NOTCH3-mutant CRC patients versus that of 
NOTCH3-wildtype CRC patients was 35.55 vs. 17.03 months (hazard ratio 0.12; 95% CI, 0.02~0.88; 
Log-rank P = 0.011). Conclusions: NOTCH3-mutant CRC patients had a better prognosis after ICIs 
therapy. 
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1. 引言 

结直肠癌作为消化系统常见癌种，2020 年癌症统计分析显示，全球约有 190 万结直肠癌新确诊病例，

95 万结直肠癌死亡病例，是第 3 常见癌种、第 2 常见癌症相关死因[1]。并且随着人们生活条件的改善、

生活方式及饮食习惯的改变，结直肠癌发病率可能会持续走高。 
免疫检查点抑制剂通过靶向、阻断免疫检查点信号，恢复宿主自身的免疫反应对抗肿瘤细胞，达到

抗肿瘤治疗的目的，避免了化疗、放疗等传统治疗方式的无特异性问题，在很多实体肿瘤中表现出良好

且长期的抗肿瘤效应，正变革着这些癌种的治疗策略[2] [3] [4]。 

其中在一些晚期结直肠癌患者中免疫检查点抑制剂也取得了很好的治疗效果。例如 KEYNOTE-177
研究[5]显示：帕博利珠单抗对比传统化疗 ± 靶向药物一线治疗高度微卫星不稳定(microsatellite instabil-
ity-high, MSI-H)/错配修复功能缺陷(defective mismatch repair, dMMR)晚期结直肠癌患者，帕博利珠单抗组

生存优势明显，中位生存期 16.5 个月 vs 8.2 个月，3 级以上治疗相关不良事件 22% vs 66%。CheckMate-142
研究[6]显示纳武利尤单抗联合伊匹木单抗一线治疗 MSI-H/dMMR 晚期结直肠患者，中位随访 29.0 个月

后，客观反应率达 69%，完全缓解率达 13%，且耐受性较好。为此，NCCN 指南[7]推荐对于适合强化治

疗的 MSI-H/dMMR 晚期结直肠癌患者姑息一线治疗使用帕博利珠单抗/纳武利尤单抗 ± 伊匹木单抗。

2021 版中国结直肠癌诊疗指南[8]推荐对于 MSI-H/dMMR 晚期结直肠癌患者一线姑息治疗使用帕博利珠

单抗(I 级 1A 类推荐)；对于既往一线、二线未使用免疫检查点抑制剂治疗的晚期结直肠患者推荐使用 PD-1
抑制剂姑息治疗(II 级 2A 类推荐)。此外，还有研究[9]表明免疫检查点抑制剂在高肿瘤突变负荷(tumor 
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mutational burden, TMB)晚期结直肠癌患者中的治疗优势也很明显。为此，MSI-H/dMMR、高肿瘤突变负

荷成为了晚期结直肠癌患者免疫检查点抑制剂运用的重要指示标志物。但 MSI-H/dMMR 结直肠癌仅占结

直肠癌病例中的很少一部分，约 12%~14%，在晚期结直肠癌中仅有 4%~5% [10] [11]，且微卫星状态检

测金标准——PCR 法[12]及肿瘤突变负荷检测——靶基因 panel [13]，技术复杂、要求高，临床运用受到

一定限制，寻找新的可靠的生物标志物替代或补充 MSI-H、TMB，指导免疫检查点抑制剂的运用一直是

肿瘤免疫治疗领域探索的方向。 
NOTCH3 蛋白作为一个单程跨膜受体，与其配体结合后，裂解、释放胞内结构域，胞内结构域转移

至细胞核，与转录因子形成复合物，诱导多种与细胞生长、分化、肿瘤形成相关的靶基因转录[14]。多项

研究[15] [16] [17]表明 NOTCH3 基因过表达与结直肠癌的发生、发展、浸润、转移有关；还有研究[18]
发现 NOTCH3 基因过表达与结直肠癌化疗耐药及不良预后有关，但最近 Anqi Lin 等人的研究[19]却发现

NOTCH3 突变型结直肠癌免疫检查点抑制剂治疗后预后更好，具体阐述及相关分析少。为此，该研究通

过收集 cBioPortal 数据库中的结直肠癌测序数据及免疫检查点抑制剂治疗数据，采用倾向性评分匹配的

方法，纠正患者年龄、性别、肿瘤 TNM 分期、原发肿瘤部位、KRAS、NRAS、BRAF 基因突变等常见

混杂因素的影响后，分析 NOTCH3 基因突变与结直肠癌组织 MSI-H/超突变状态间的关联性；分析

NOTCH3 基因突变与晚期结直肠癌患者免疫检查点抑制剂治疗疗效的相关性。旨在说明 NOTCH3 基因突

变是否是晚期结直肠癌患者免疫检查点抑制剂治疗的独立预测标志物，能否预测晚期结直肠癌患者对免

疫检查点抑制剂治疗的反应，协助筛选免疫检查点抑制剂治疗获益人群。 

2. 研究对象与方法 

2.1. 结直肠癌测序数据 

从 cBioPortal 数据库中收集结直肠癌靶向测序数据[20]，该组数据来自 MSKCC，测序平台采用的是

MSK-IMPACT gene panel 检测(靶序列 > 400 genes)，总共有 1134 份结直肠癌样本，包括 1011 份晚期结

直肠癌样本和 123 份早期结直肠癌样本，其中 30%的样本由穿刺活检获得，70%的样本由手术获得；52%
的样本是在未经治疗前获得。收集的临床参数有：患者年龄、性别、原发肿瘤部位、肿瘤分期、分级、

MSIsensor 评分、肿瘤突变负荷。其中“MSIsensor 评分”，代表所有检测微卫星中不稳定微卫星的百分

比；MSIsensor 评分和错配修复(MMR)蛋白 IHC 检测一致率为 98.6%。“肿瘤突变负荷(TMB)”：为非同

义突变数与实际分析碱基数之比，单位为“个/百万(/Mb)”。所有样本中有 8 份样本缺少 MSIsensor 评分

数据，予以剔除，剩余 1126 份样本用于后续分析。 
此外，数据将 MSIsensor 评分 ≥ 10 或 TMB ≥ 25/Mb 的样本定义为 MSI-H/超突变状态，将 MSIsensor

评分 < 10 或 TMB < 25/Mb 的样本定义为微卫星稳定(microsatellite stability, MSS)/低突变状态，共有 1018
份 MSS/低突变样本(90.4%)、108 份 MSI-H/超突变样本(9.6%)。 

收集该组数据中 KRAS、NRAS、BRAF、NOTCH3 基因的体细胞突变数据，与临床信息匹配，并根

据样本 NOTCH3 基因的突变状态进行分组。  

2.2. 晚期结直肠癌患者免疫检查点抑制剂治疗数据 

从 cBioPortal 数据库中收集免疫检查点抑制剂治疗数据，该组数据[10]来自 MSKCC，含有 1662 例各

类晚期癌种患者的临床数据及基因组数据，筛选其中的结直肠癌患者数据，共有 110 例。同时收集基因

组数据中 KRAS、NRAS、BRAF、NOTCH3 基因的体细胞突变数据，与结直肠癌患者的临床数据匹配，

并根据患者 NOTCH3 基因的突变状态进行分组。中位随访时间 19 个月(范围 0~80 个月)。主要观察指标

是“总生存时间”，定义为：从第一次给予免疫检查点抑制剂治疗之日起至患者死亡或最后一次随访的
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时间间隔。 

2.3. 统计学处理 

计量资料符合正态分布用平均值 ± 标准差表示；不符合正态分布用中位数(四分位数间距)表示。计

数资料用绝对数(构成比)表示。为了减少混杂因素的影响，我们基于患者年龄、性别、原发肿瘤部位、肿

瘤分期、分级及 KRAS、NRAS、BRAF 基因突变状态使用多变量 logistic 回归模型进行倾向性评分匹配

(Propensity Score Match, PSM)，在匹配容差 0.02 的范围内筛选。 
连续变量不符合正态分布或方差齐性用 Mann-Whitney U 检验(曼–惠特尼 U 检验)；符合正态分布及

方差齐性用独立 t 检验进行统计分析。分类变量若样本量足够大(n ≥ 40)且理论频数 ≥ 1 时用卡方检验；

样本量较小(n < 40)或 20%以上的理论频数 < 5 时用 Fisher 确切概率检验进行统计分析。等级资料用

Mann-Whitney U 检验进行统计分析。 
用Kaplan-Meier法及Log-rank检验进行生存分析；用COX比例风险模型进行危险度(hazard ratio, HR)

分析。所有统计检验都是双边的，且 P < 0.05 认为具有统计学意义。所有分析均在 SPSS 25.0 版(SPSS Inc., 
Chicago, IL, United States)中进行。 

3. 结果 

3.1. 倾向性评分匹配前后结直肠癌测序数据概况 

倾向性评分匹配前共有 NOTCH3 野生型样本 1041 份，NOTCH3 突变型样本 85 份，两组间 TNM 分

期、肿瘤分级、原发肿瘤部位分布、BRAF 突变状态存在差异。倾向性评分匹配后，在匹配容差 0.02 的

范围内，经 1:2 筛选，共获得 55 份 NOTCH3 突变样本，105 份 NOTCH3 野生型样本。倾向性评分匹配

后突变组与野生型组在所有参数上均匹配良好，差异没有统计学显著性(具体如表 1 所示)。 
 

Table 1. Clinical information of colorectal cancer sequencing data 
表 1. 结直肠测序数据的临床信息 

变量名 

PSM 前 PSM 后 

野生型组 
(n = 1041) 

突变型组 
(n = 85) P 值 野生型组 

(n = 105) 
突变型组 
(n = 55) P 值 

年龄(岁) 54.0 (46.0~64.0) 56.0 (45.0~67.5) 0.476 54.76 ± 13.62 55.13 ± 14.87 0.876 

男性(%) 562 (54.0) 49 (57.6) 0.515 53 (50.5) 31 (56.4) 0.479 

TNM 分期(%)       

I 38 (3.7) 2 (2.4)  8 (7.6) 2 (3.6)  

II 115 (11.0) 17 (20.0)  13 (12.4) 11 (20.0)  

III 244 (23.4) 28 (32.9)  24 (22.9) 20 (36.4)  

IV 644 (61.9) 38 (44.7) 0.003* 60 (57.1) 22 (40.0) 0.108 

肿瘤分级(%)       

高分化 579 (76.9) 33 (60.0)  69 (65.7) 33 (60.0)  

中分化 86 (11.4) 11 (20.0)  14 (13.3) 11 (20.0)  

低分化 88 (11.7) 11 (20.0) 0.005* 22 (21.0) 11 (20.0) 0.498 
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Continued 

原发肿瘤部位(%)       

右半结肠 315 (30.7) 43 (51.2)  56 (53.3) 29 (52.7)  

左半结肠 712 (69.3) 41 (48.8) <0.001* 49 (46.7) 26 (47.3) 0.942 

KRAS 突变(%)       

野生型 587 (56.4) 47 (55.3)  59 (56.2) 29 (52.7)  

突变型 454 (43.6) 38 (44.7) 0.845 46 (43.8) 26 (47.3) 0.676 

NRAS 突变(%)       

野生型 1000 (96.1) 82 (96.5)  103 (98.1) 52 (94.5)  

突变型 41 (3.9) 3 (3.5) 1.000 2 (1.9) 3 (5.5) 0.340 

BRAF 突变(%)       

野生型 932 (89.5) 62 (72.9)  76 (72.4) 39 (70.9)  

突变型 109 (10.5) 23 (27.1) <0.001* 29 (27.6) 16 (29.1) 0.844 

*P < 0.05，差异有统计学显著性。 

3.2. NOTCH3 基因突变与 TMB、MSI-H 之间的相关性 

分析 NOTCH3 基因突变与结直肠癌组织 MSIsensor 评分及 TMB 间的相关性，发现 NOTCH3 突变组

中MSIsensor评分和TMB明显升高(“MSIsensor评分”中位值8.65 vs 0.57；TMB中位值46.98 vs 7.76/Mb)，
差异均具有统计学显著性(如图 1 所示)。此外，分析 NOTCH3 基因突变与微卫星不稳定或超突变状态间

的关联性发现：NOTCH3 基因突变与结直肠癌组织 MSI-H 或超突变状态高度关联，关联系数(rn)为 0.464 
(P 值 < 0.001)。 

 

  
Figure 1. The correlation of NOTCH3 gene alterations with MSIsensor score and TMB 
图 1. NOTCH3 基因型改变与 MSIsensor 评分及 TMB 之间的相关性 
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3.3. 倾向性评分匹配前后免疫检查点抑制剂治疗数据患者概况 

倾向性评分匹配前 NOTCH3 野生型患者 94 例、NOTCH3 突变型患者 16 例(其中 5 例患者具体的原

发肿瘤部位不详)，野生型患者组原发肿瘤部位集中在左半结肠，突变型患者组原发肿瘤部位集中在右半

结肠，差异具有统计学显著性。 
倾向性评分匹配后，在匹配容差 0.02 的范围内，经小于 1:4 的筛选，共获得 11 例 NOTCH3 突变患

者，33 例 NOTCH3 野生型患者(详见表 2)，倾向性评分匹配后两组在所有参数上均匹配良好，差异没有

统计学显著性。 
 

Table 2. The clinical information of mCRC patients treated with immune checkpoint inhibitors before and after PSM 
表 2. 免疫检查点抑制剂治疗数据晚期结直肠癌患者 PSM 前后的临床资料 

变量名 

PSM 前 PSM 后 

野生型组 
(n = 94) 

突变型组 
(n = 16) P 值 野生型组 

(n = 33) 
突变型组 
(n = 11) P 值 

年龄(岁) 53.47 ± 13.50 58.81 ± 12.96 0.144 55.45 ± 12.56 55.45 ± 12.86 1.000 

性别(%)       

男性 55 (58.5) 7 (43.8)  24 (72.7) 6 (54.5)  

女性 39 (41.5) 9 (56.3) 0.271 9 (27.3) 5 (45.5) 0.287 

原发肿瘤部位(%)       

右半结肠 31 (39.2) 9 (81.8)  25 (75.8) 9 (81.8)  

左半结肠 48 (60.8) 2 (18.2) 0.01* 8 (24.2) 2 (18.2) 1.000 

KRAS (%)       

野生型 45 (47.9) 8 (50.0)  13 (39.4) 5 (45.5)  

突变型 49 (52.1) 8 (50.0) 0.875 20 (60.6) 6 (54.5) 0.738 

NRAS (%)a       

野生型 88 (93.6) 16 (100)  33 (100) 11 (100)  

突变型 6 (6.4) 0 (0.0) 0.590 0 (0.0) 0 (0.0)  

BRAF (%)       

野生型 84 (89.4) 13 (81.3)  30 (90.9) 9 (81.8)  

突变型 10 (10.6) 3 (18.8) 0.399 3 (9.1) 2 (18.2) 0.586 

1) *P < 0.05，差异有统计学显著性；2) aPSM 后 NOTCH3 野生型组与突变型组间均无 NRAS 突变样本，因此其对应

P 值无法计算。 

3.4. NOTCH3 基因突变作为预测标志物的相关评价指标 

以倾向性评分匹配后患者生存时间的平均值(13.41 个月)作为 cut-off 值，区分患者预后好与预后差，

为此，44 例患者中实际预后更好的患者 14 例，实际预后更差的患者 30 例。NOTCH3 突变组中预后更好

的患者 5 例，预测灵敏度 35.7% (5/14)，95%置信区间为 10.6%~60.8%；NOTCH3 野生型组预后更差的患

者 24 例，预测特异度 80.0% (24/30)，95%置信区间为 65.7%~94.3%。 
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3.5. 免疫检查点抑制剂治疗后的结局 

倾向性评分匹配后，NOTCH3 突变组(n = 11)中有 1 例患者使用抗 PD-1/PD-L1 联合抗 CTLA-4 治疗，

10 例患者使用抗 PD-1/PD-L1 治疗；野生型组(n = 33)中有 4 例患者使用抗 PD-1/PD-L1 联合抗 CTLA-4
治疗，29 例患者使用抗 PD-1/PD-L1 治疗。中位随访 19 个月后，突变组中有 1 例(9.1%)患者死亡，野生

型组中 20 例(60.6%)患者死亡，风险比(hazard ratio，HR = 0.12；95%置信区间为 0.02~0.88，P 值 = 0.037)。
突变组平均生存期为 35.55 个月(范围，29.09~42.00 个月)，野生型组平均生存期为 17.03 个月(范围，

12.18~21.87 个月)，差异具有统计学显著性(P = 0.011，如图 2 示)。 
 

 
Figure 2. Survival analysis 
图 2. 生存分析 

4. 讨论 

该研究通过收集 cBioPortal 数据库中的结直肠癌测序数据及免疫检查点抑制剂治疗数据，采用倾向

性评分匹配的方法，减少患者年龄、性别、肿瘤 TNM 分期、原发肿瘤部位、KRAS、NRAS、BRAF 基

因突变等常见混杂因素的影响后，分析 NOTCH3 基因突变与结直肠癌组织 MSI-H/超突变状态、NOTCH3
基因突变与晚期结直肠癌患者免疫检查点抑制剂治疗疗效的相关性。 

人体细胞中 NOTCH 通路含有四种受体、五种配体[21]，受体包括 NOTCH1、NOTCH2、NOTCH3
和 NOTCH4，是一种跨膜蛋白，靶向在细胞表面，与特定配体结合后，发生一系列水解切割、释放胞内

结构域，而胞内结构域是一种转录激活因子，能够与 DNA 结合蛋白结合，调控下游靶基因转录[21] [22]。
正常的 NOTCH 信号对于正常的细胞生长发育必不可少，异常的 NOTCH 信号会导致多种癌症的发生与

发展[15] [23]。NOTCH3 作为 NOTCH 信号通路中的一员，多项研究[15] [16] [17]发现，其表达水平与结

直肠癌肿瘤分期、淋巴结转移、肿瘤侵袭正相关；与结直肠癌化疗耐药、不良预后有关。但最近 Anqi Lin 
[19]等人发现NOTCH3突变型结直肠癌患者免疫检查点抑制剂治疗预后比NOTCH3野生型结直肠癌患者

更好，具体分析及相关阐述少。为此，该研究通过收集公共数据库中的结直肠癌患者数据，采用倾向性

评分匹配的方法，减少患者年龄、性别、原发肿瘤部位、肿瘤分期、常见基因突变等混杂因素的影响，
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分析 NOTCH3 基因突变与晚期结直肠癌患者免疫检查点抑制剂治疗疗效的关联性。首先，该研究收集了

cBioPortal 数据库中的结直肠癌测序数据，分析 NOTCH3 基因突变与结直肠癌组织 MSI-H 及 TMB 的关

联性，发现 NOTCH3 突变型结直肠癌组织伴有明显更高的 MSIsensor 评分及 TMB，且 NOTCH3 突变与

结直肠癌组织 MSI-H、超突变状态密切关联，关联系数(rn)为 0.464 (P 值 < 0.001)，说明 NOTCH3 基因是

一个关键的基因，NOTCH3 基因的异常能够引起肿瘤组织呈现微卫星不稳定或高突变负荷状态，而微卫

星不稳定、高肿瘤突变负荷预示着肿瘤细胞能够表达大量的新抗原，引起更明显的抗肿瘤免疫反应[24]，
而良好的抗肿瘤免疫反应是免疫检查点抑制剂治疗获益的基础[25]，为此，NOTCH3 突变型结直肠癌有

免疫检查点抑制剂治疗获益的基础。 
随后，该研究又从 cBioPortal 数据库中收集了一组晚期结直肠癌患者免疫检查点抑制剂治疗的数据，

同样采用倾向性评分匹配的方法，减少患者年龄、性别、原发肿瘤部位、KRAS、NRAS、BRAF 基因突

变状态对患者生存的影响，分析 NOTCH3 基因突变与晚期结直肠癌患者免疫检查点抑制剂治疗疗效的相

关性，发现 NOTCH3 突变型晚期结直肠癌患者免疫检查点抑制剂治疗后平均生存期明显优于 NOTCH3
野生型结直肠癌患者(35.55 个月 vs 17.03 个月，Log-rank P 值 = 0.011)；且 NOTCH3 突变型晚期结直肠

癌患者免疫检查点抑制剂治疗死亡风险较 NOTCH3 野生型患者下降 88% (HR = 0.12，95%置信区间

0.02~0.88，P 值 = 0.037)，说明 NOTCH3 基因突变是晚期结直肠癌患者免疫检查点抑制剂治疗获益因素，

NOTCH3 突变型晚期结直肠癌患者免疫检查点抑制剂治疗后预后更好。 
该研究也存在一些不足：由于 NOTCH3 突变型结直肠癌患者的数量较少，NOTCH3 基因突变作为晚

期结直肠癌患者免疫检查点抑制剂治疗预测标志物的预测灵敏度较低(35.7%)；但预测特异度高(80.0%)，
说明NOTCH3野生型患者免疫检查点抑制剂治疗后预后不如NOTCH3突变患者，可从侧面反映NOTCH3
突变型晚期结直肠癌患者免疫检查点抑制剂治疗后预后更好。此外，由于结直肠癌患者中 NOTCH3 基因

的突变频率较低，大约为 2%~14%，平均突变率为 7%，尚未收集到 NOTCH3 突变患者的临床数据加以

验证。另外，免疫检查点抑制剂治疗数据中缺少先前或同时进行的其他非免疫检查点抑制剂治疗记录，

这些治疗可能会对患者预后有一定的影响。为此，该研究的结果还需大量前瞻性研究加以验证。 
总之，我们采用倾向性评分匹配的方法，减少患者年龄、性别、原发肿瘤部位、肿瘤分期、分级、

KRAS/NRAS/BRAF 基因突变状态的影响后发现：NOTCH3 基因突变与结直肠癌组织 MSI-H/超突变状态

密切相关；NOTCH3 突变型晚期结直肠癌患者免疫检查点抑制剂治疗死亡风险比 NOTCH3 野生型患者低；

NOTCH3 突变型晚期结直肠癌患者免疫检查点抑制剂治疗后生存期明显比 NOTCH3 野生型结直肠癌患

者长。因此，NOTCH3 基因突变是晚期结直肠癌患者免疫检查点抑制剂治疗获益因素，NOTCH3 基因突

变可以预测晚期结直肠癌患者对免疫检查点抑制剂治疗的反应。 
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