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ATR/CHEK1基因突变与胃癌高TMB/MSI-H状态的关系及其

对免疫治疗效果的预测作用

雒雯宇1，2，任静怡1，艾力菲娅·依力夏提1，申情1，宋娜1

（1. 中国医科大学附属第一医院肿瘤内科，沈阳  110001； 2. 中国人民解放军总医院第一医学中心生物治疗科，北京  100853）  

摘要  目的 探讨胃癌 （GC） 患者共济失调毛细血管扩张突变基因Rad3相关激酶 （ATR） 和检查点激酶1 （CHEK1） 基因突变与

肿瘤突变负荷 （TMB）、微卫星状态 （MSS） 及程序性死亡配体1 （PD-L1） 表达的相关性，评估其作为预测免疫治疗效果生物标志物

的潜力。方法  回顾性分析594例GC患者的福尔马林固定石蜡包埋组织样本，利用下一代测序技术检测ATR/CHEK1基因突变、

TMB和MSS，并通过免疫组织化学检测PD-L1表达。采用Fisher确切概率法、χ2检验、Wilcoxon秩和检验和Spearman相关分析评估

变量间的关联性。结果  在594例患者中，检出ATR突变22例 （3.7%），其中3例同时携带CHEK1突变 （0.5%）。ATR突变患者中，

高肿瘤突变负荷 （TMB-H） 比例 （63.6%） 和高度微卫星不稳定 （MSI-H） 比例（57.1%） 显著增高。3例ATR/CHEK1双突变患者均

为TMB-H和MSI-H，且双突变组的TMB值显著高于ATR单突变组 （P < 0.05）。突变位点分析显示，ATR基因I774Yfs*5移码突变在

TMB-H （35.7%） 和MSI-H （41.7%） 患者中高频出现。ATR突变组中有27.3%的患者PD-L1联合阳性评分 （CPS） ≥1。结论  ATR/

CHEK1基因突变，特别是双基因突变和I774Yfs*5热点突变，与GC的TMB-H和MSI-H状态相关，其可能通过破坏DNA损伤修复通

路增强肿瘤免疫原性。ATR/CHEK1突变状态有望成为预测GC免疫治疗敏感性的新型生物标志物。
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Abstract  Objective To explore the correlations between mutations in ataxia telangiectasia and Rad3-related kinase （ATR） and checkpoint 

kinase 1 （CHEK1） genes and tumor mutational burden （TMB），microsatellite status （MSS），and programmed death-ligand 1 （PD-L1） expression 

in patients with gastric cancer （GC） and to evaluate their potential as biomarkers for predicting the efficacy of immunotherapy. Methods  A 

total of 594 formalin-fixed paraffin-embedded tissue samples from patients with GC were retrospectively analyzed. Next-generation sequencing 

（NGS） was used to assess ATR/CHEK1 gene mutations，TMB，and MSS，and immunohistochemistry was performed to analyze PD-L1 expression. 

Fisher’s exact test，chi-square test，Wilcoxon rank-sum test，and Spearman correlation analysis were used to assess the associations among varia-
bles. Results  Among the 594 enrolled patients，ATR mutations were identified in 22 patients （3.7%），including three concurrently harboring 

CHEK1 mutations （0.5%）. Patients with ATR mutations had significantly higher proportions of high tumor mutational burden （TMB-H，63.6%） 

and microsatellite instability-high （MSI-H，57.1%）. All three patients with concurrent ATR and CHEK1 double mutations presented TMB-H and 

MSI-H status，and the TMB level in the double mutation group was markedly higher than that in the ATR single mutation group （P < 0.05）. Muta-
tion site analysis revealed that the frameshift mutation I774Yfs*5 of the ATR gene occurred at a high frequency in patients with TMB-H （35.7%） 

and MSI-H （41.7%）. In the ATR mutation group，27.3% of patients had a combined positive score （CPS） of PD-L1≥1. Conclusion  This study 

confirmed that ATR/CHEK1 gene mutations，especially double mutations and the hotspot mutation I774Yfs*5，correlate with TMB-H and MSI-H 

status in GC，indicating that these mutations may enhance tumor immunogenicity by disrupting the DNA damage repair pathway. Collectively，

ATR/CHEK1 mutation status can serve as a novel biomarker for predicting the sensitivity to immunotherapy in GC.
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2022年全球胃癌 （gastric cancer，GC） 发病率和

死亡率均居恶性肿瘤第5位，中国患者约占全球总

病例数的40%［1-2］。多数GC患者确诊时已为中晚期，

传统化疗效果有限，5年生存率不足5%［3］。近年来，

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

显著改善了晚期GC患者生存率，但疗效存在个体

差异。作为GC生物标志物，现有的程序性死亡配体1 

（programmed death-ligand 1，PD-L1）、肿瘤突变负荷 （tu-

mor mutational burden，TMB）、微卫星不稳定 （microsa-

tellite instability，MSI） 等均有一定局限性，需探索更

精准的新型标志物［4-5］。DNA损伤修复 （DNA damage

repair，DDR） 通路缺陷与肿瘤免疫原性相关，其中

共济失调毛细血管扩张突变基因Rad3相关激酶  

（ataxia telangiectasia and Rad3-related kinase，ATR） /

检查点激酶1 （checkpoint kinase 1，CHEK1） 信号通路

是DDR核心调控通路，其与GC发生、发展及治疗抵

抗密切相关，但ATR/CHEK1突变状态与TMB、MSI及

PD-L1表达的关联性尚不清楚［6］。本研究通过对594

例晚期GC样本进行多组学分析，明确了ATR/CHEK1

突变分布特征及相关性，并探讨其作为免疫治疗预

测标志物的潜力，为优化GC个体化治疗策略提供理

论依据。

1 材料与方法

1.1 研究对象

回顾性纳入2018年1月至2023年6月期间中国

医科大学附属第一医院收治的经组织病理学确诊

的原发性GC病例594例。所有福尔马林固定石蜡包

埋 （formalin fixed paraffin embedded，FFPE） 样本来源

于医院病理科。纳入标准：初次治疗，未接受新辅助

治疗；肿瘤细胞占比 ≥ 20% （HE染色切片由2名独立

病理专家确认）；临床病理资料完整。排除标准：样本

DNA浓度< 5 ng/μL （Qubit 4.0定量检测）；DNA降解指

数> 7 （Agilent 4200 TapeStation评估）。本研究获得

中国医科大学附属第一医院医学伦理委员会批准 

（AF-SOP-07-1.2-01），豁免知情同意 （符合回顾性研

究规范）。

1.2 方法

1.2.1 DNA/RNA提取与质控：通过手工刮取FFPE

组织切片上富集肿瘤细胞的区域，使用AllPrep DNA/

RNA FFPE试剂盒 （德国QIAGEN公司） 同步提取核酸。

DNA纯度通过NanoDrop检测 （A260/A280比值1.8~2.0），浓

度≥50 ng/μL，且片段长度>150 bp视为合格［7］。

1.2.2 下一代测序 （next-generation sequencing，NGS） 

与生物标志物分析：基于杂交捕获法构建NGS文库 

（KAPA HyperPrep Kit，美国Roche公司），目标区域覆

盖ATR和CHEK1基因全编码外显子［7-8］。在Illumina 

NovaSeq 6000平台 （https：//www.illumina.com/systems/

sequencing-platforms/novaseq.html） 进行双端测序 （2×

150 bp），平均深度> 500次。原始数据经FastQC质控

后，使用BWA-MEM比对至GRCh38参考基因组，体

细胞突变调用采用GATK 4.2与VarScan 2联合流程。

通过相关突变的总数除以测试的编码区靶区域计

算TMB，并表征为过滤除去已知的体细胞和有害突

变后每兆碱基 （megabase，Mb） 的体细胞碱基置换或

indel改变的数量［9］。高TMB （high TMB，TMB-H） 定

义 为 每 个DNA兆 碱 基 突 变 （mut/Mb） >520，低TMB 

（low TMB，TMB-L） 则为mut/Mb<520［9］。通过评估114

个基因座的变化测量MSI，计算每个样品跨越该基

因座的每次读取的重复长度。记录读数重复长度的

平均值和方差，形成每个样品228个数据点。使用主

成分分析将228个维度的数据投影到1个维度上，最

大化数据分离产生基于NGS的“MSI得分”。MSI得

分超过阈值定义为高度MSI （MSI-high，MSI-H），否则

为微卫星稳定 （microsatellite stability，MSS）。

1.2.3 PD-L1免疫组织化学检测：采用抗PD-L1单克

隆抗体 （克隆22C3，丹麦Dako公司） 进行4 μm厚度

FFPE连续切片染色。使用Dako Autostainer Link 48

平台及EnVision FLEX+显色系统［10］。由2名资深病

理专家采用联合阳性分数 （combined positive score，

CPS） 双盲评估。CPS = （PD-L1阳性细胞数/存活肿

瘤细胞总数） ×100，CPS ≥ 1定义为阳性。其中，PD-

L1阳性细胞包括肿瘤细胞、淋巴细胞、巨噬细胞。

1.3 统计学分析

采用R软件 （4.3.1） 进行统计分析。分类变量采

用Fisher确切概率法或χ2检验比较。非正态分布的

连续变量采用Wilcoxon秩和检验进行组间比较；采

用Spearman秩相关分析ATR/CHEK1突变与生物标

志物的相关性。显著性水准设为双侧P < 0.05。

2 结果 

2.1 GC患者的TMB、MSI及PD-L1分析
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纳入的患者中，有1例患者因同时送检的2个原

发灶检出的MSI/TMB状态相悖，故计为2例。594例

GC患者中，ATR突变22例 （3.7%），CHEK1突变3例 

（0.5%，均 有ATR突 变）；TMB-H患 者121例 （20.4%），

TMB-L患者473例 （79.6%）。剔除无有效MSI结果的

34例 后 进 行MSI分 析，MSI-H患 者27例 （5.1%），MSS

患者533例 （94.9%）。在ATR突变患者中，TMB-H 14

例 （63.7%），TMB-L 8例 （36.3%）。剔 除 了MSI结 果

缺失的1例后进行MSI分析，MSI-H 12例 （57.1%），

MSS 9例 （42.9%）。值 得 注 意 的 是，3例CHEK1突 变

患 者 均 为TMB-H及MSI-H。ATR/CHEK1突 变 组 和

非突变组TMB、MSI分布比较有统计学差异。ATR/

CHEK1突变与TMB明确相关，突变组TMB更高。此

外，594例患者中有125例 （21.0%） PD-L1 CPS≥1，73

例 （12.3%） CPS<1。在ATR突变组中，6例 （27.3%） PD-

L1 CPS≥1，2例 （9.0%） CPS<1；CHEK1突变组中，1例 

（33.3%） PD-L1 CPS ≥1。

2.2 GC患者的突变位点分布

TMB-H的ATR突变患者共检出位点突变14次，

其 中I774Yfs*5检 出5次 （35.7%）；TMB-L的ATR突 变

患 者 共 检 出 位 点 突 变8次 （图1A、表1）。MSI-H的

ATR突变患者共检出位点突变12次，其中I774Yfs*5

检出5次 （41.7%）；MSS的ATR突变患者共检出位点

突变10次 （图1B、表2）。在ATR/CHEK1共突变患者

中，检出了ATR位点N1135*fs*1，G606D，I774Yfs*5，

A470V和CHEK1位点R372Q，Y81H，T226Hfs*14 （表3）。

A，according to TMB classification；B，according to MSI classification. Green，missense mutation；black，truncated mutation；pink，other mutation.

图1  ATR突变患者的突变位点分布

Fig.1  Distribution of mutation sites in ATR mutation patients

3 讨论

GC作为一种全球范围内高发病率和高死亡率

的恶性肿瘤，其治疗面临巨大挑战。尽管手术、化疗

和靶向治疗等手段不断进步，但晚期或耐药性患者

的预后仍不理想。GC的高度异质性使得现有治疗

方法效果有限，需要探索新的分子标志物以指导个

体化免疫治疗。
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本研究阐述了ATR/CHEK1双基因突变协同增

强基因组不稳定性的独特效应，以及I774Yfs*5热点

突变在TMB-H/MSI-H亚群中的高频富集特征。本研究

首次在GC队列中系统证实了ATR/CHEK1双基因突

变协同增强基因组不稳定性，表现为双基因突变患

者TMB高于单基因突变患者，且ATR-I774Yfs*5移码

突变在TMB-H/MSI-H亚群高频富集 （35.7%~41.7%）。

这一发现与DDR通路的核心生物学功能一致：ATR/

CHEK1信号通路作为应激响应枢纽，其功能缺失可

导致DNA错误累积，进而驱动高突变表型［11-13］。肝

细胞癌中ATR/CHEK1信号通路被证实是PLK-4下游

的关键致癌驱动因子。PLK-4通过直接结合并激活

ATR，进而磷酸化CHEK1，促进细胞周期进程和侵

袭，抑制该通路可显著抑制肿瘤生长并诱导凋亡［14］。

然而，GC的独特性在于CHEK1突变与MSI-H的强关

联，这可能与GC特有的表观遗传调控相关。从转化

视角看，ATR/CHEK1突变可作为GC基因组不稳定的

新型预测标志物。本研究中，63.7%的ATR突变患者

为TMB-H，57.1%为MSI-H，显著高于非突变患者 （P < 

表1  根据TMB划分的ATR突变患者突变位点分布

Tab.1  Distribution of mutation sites in ATR mutation patients divided by TMB

TMB Mutation site Detection count Detection rate （%） TMB Mutation site Detection count Detection rate （%） 

TMB-H R1631H 1 5.56

A1417V 1 5.56 R2356H 1 5.56

A470V 1 5.56 Y1773*fs*1 1 5.56

A979V 1 5.56 TMB-L

F222Lfs*11 1 5.56 K1813T 1 12.50

G606D 1 5.56 R177* 1 12.50

I774Nfs*3 1 5.56 L1746F 1 12.50

I774Yfs*5 5 27.78 S601F 1 12.50

L596R 1 5.56 F990L 1 12.50

N1135*fs*1 1 5.56 E293V 1 12.50

N2381D 1 5.56 L477F 1 12.50

R1051C 1 5.56 L434R 1 12.50

表2  根据MSI划分的ATR突变患者突变位点分布

Tab.2  Distribution of mutation sites in ATR mutation patients divided by MSI

MSI Mutation site Detection count Detection rate （%） MSI Mutation site Detection count Detection rate （%） 

MSI-H MSS

Y1773*fs*1  1 8.33 K1813T 1 10.00

R2356H  1 8.33 R177* 1 10.00

R1631H  1 8.33 L1746F 1 10.00

N2381D  1 8.33 R1051C 1 10.00

N1135*fs*1  1 8.33 S601F 1 10.00

I774Yfs*5  5 41.67 L596R 1 10.00

F222Lfs*11  1 8.33 F990L 1 10.00

A1417V  1 8.33 E293V 1 10.00

L477F 1 10.00

L434R 1 10.00

表3  3例ATR/CHEK1共突变患者的突变位点分布

Tab.3  Distribution of mutation sites  in 3 patients with co-muta-

tion of ATR/CHEK1

Patient No. ATR mutation site CHEK1 mutation site

1 N1135*fs*1 R372Q

G606D Y81H

2 I774Yfs*5 Y81H

A470V T226Hfs*14

3 I774Yfs*5 T226Hfs*14
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0.001）。与此前的1项关于DDR1-HIF1α轴的研究［15］

形成互补，即DDR1通过稳定HIF1α促进血管生成，而

ATR/CHEK1缺陷则可能直接放大突变负荷，二者共

同塑造高免疫原性肿瘤微环境。

ATR/CHEK1突变与PD-L1表达的部分关联 （本

研究中75%突变患者CPS≥1） 提示，DDR缺陷可能通

过多种途径激活免疫应答。DDR缺陷积累的细胞质

DNA通过cGAS-STING信号通路诱导Ⅰ型干扰素释

放，促进PD-L1上调［16］。这一发现为DDR靶向药物与

免疫治疗的联合策略提供了理论支撑。研究显示，

ATR抑制剂VE-821使GC细胞对顺铂敏感性提升3.1

倍，且下调PD-L1表达。而本研究中双突变患者的超高

TMB特征 （中位数18.5 mut/Mb） 提示其对PARP抑制剂

可能敏感。因此，三药联合模式 （DDR抑制剂解除免疫

抑制+检查点抑制剂激活T细胞+化疗诱导免疫原性

死亡） 可能为这些双突变患者提供更大的治疗获益。

本研究存在以下局限性：CHEK1突变样本量过

少，可能影响统计效力并导致潜在偏倚；缺乏功能

性实验验证I774Yfs*5等突变位点对DNA修复通路

的具体影响，难以建立明确的因果关系；FFPE样本

的DNA降解可能导致NGS数据偏差；PD-L1表达分

析仅基于CPS评分，且样本不均衡，其与突变关联的

生物学意义仍需更大队列验证；未整合患者生存数

据或治疗响应信息，无法评估这些分子标志物的临

床预后价值。值得注意的是，MSI检测中发现1例 （占

0.17%）多原发灶状态相悖病例，提示肿瘤时空异质

性可能影响分子分型准确性。未来研究可基于现有

GC分子分型，前瞻性探索ATR/CHEK1突变状态作

为筛选免疫治疗超进展高危人群的新型标志物的

潜力，从而为精准治疗分层提供直接依据。

综上所述，本研究揭示了ATR/CHEK1突变通

过破坏DDR通路驱动GC基因组不稳定性，可能成为

预测GC免疫治疗敏感性的潜在生物标志物。临床上

ATR/CHEK1可纳入GC分子分型的基础检测，对于

双突变患者优先推荐ICI联合治疗。未来需继续收集

更多样本验证其与免疫治疗疗效的相关性，最终实

现分子分型指导下的精准免疫治疗。
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