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非小细胞肺癌组织芯片中RRM1
表达和预后因子分析
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【摘要】　背景与目的 　RRM1 与非小细胞肺癌的预后可能有关。本研究的目的是采用组织芯片技术检

测非小细胞肺癌中 RRM1 的表达并分析预后因素。方法 　取广东省肺癌研究所标本库的 417 例非小细胞肺

癌术后标本制作成组织芯片。通过 SP 法检测 RRM1 的表达情况并分析其与预后的关系。结果 　RRM1 在

不同的性别、年龄、肿瘤部位、病理类型、分化程度、T 状态、N 状态、M 状态和病理分期等组间的差异均无统

计学意义 ( P均 > 0. 05) 。单因素分析显示 RRM1 表达不是有统计学意义的预后因素 ( P > 0. 05) 。COX 模型

多因素分析显示 ,分化程度、N 状态是独立的预后因素。结论 　通过免疫组化检测的 RRM1 表达不能作为非

小细胞肺癌独立的预后因素。TNM 分期仍然是目前最好的预后因素。
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【Abstract】　Background and objective 　RRM1 may be a prognostic factor in non2small cell lung cancer

(NSCL C) . The aim of this study is to evaluate RRM1 expression and prognosis in NSCLC by the means of tis2
sue microarray. Methods 　A total of 417 paraffin2embedded specimens of NSCLC from L ung Cancer Study

Center in Guangdong Provincial People’s Hospital were collected and tissue microarray was const ructed.

RRM1 expression was detected by SP method and it s correlation with prognosis was evaluated. Results 　No

statistic difference was found in RRM1 expression in different gender , age , tumor site , histology , differentia2
tion , T stage , N stage , M stage and p TNM stage groups ( P > 0. 05) . Univariate analysis showed that RRM1

was not an independent prognostic factor ( P > 0. 05) . At the multivariate analysis , differentiation and N stage

were considered independent prognostic factors. Conclusion 　RRM1 expression detected by immunohistology

is not an independent prognostic factor in NSCLC. TNM stage is still the best prognostic factor up to now.
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　　基于国际抗癌联盟标准的 TNM 分期是目前确定

非小细胞肺癌 (non2small cell lung cancer ,NSCL C) 治

疗原则和预测预后的主要指标[ 1 ] ,然而这种以解剖范

围为基础的预测和预后指标 ,在临床工作中仍存在不

足。不少专家认为应在 TNM 解剖分期的基础上 ,根

据分子标志物进一步对患者分层 ,以确定更加个体化

的治疗方案 ,如哪些患者仅需手术 ,哪些患者需要更为
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积极的多学科治疗 ,同时探讨哪些分子标志物可以作

为潜在的治疗靶点[2 ] 。核糖核苷酸还原酶 M1 亚基

(ribonucleotide reductase subunit M1 ,RRM1)基因属

于抑癌基因 ,与肿瘤的发生、发展和预后有着密切的联

系。本研究应用组织芯片技术分析 NSCL C 标本中

RRM1 的表达及其预后的价值。

1 　资料与方法

1 . 1 　病例和标本的收集 　本研究为回顾性研究 ,收集

了 1994 年 1 月至 1997 年 12 月所有接受外科手术治

疗的初治 NSCL C 患者的术后石蜡标本。末次随访时

间为 2005 年 3 月。根据 1999 年 W HO 公布的肺癌组

织分类标准判定病理类型和分化程度 ,根据国际抗癌

联盟 1997 年修订的肺癌国际分期标准进行分期。生

存时间按月记录 ,以手术日至患者死亡或最后一次随

访时间为生存时间。最终死于肺癌者为完全数据 ,如

死于其它原因或失访或随访期间仍存活者记为删失数

据。

本研究共纳入 417 例 NSCL C 病例 ,并收集到与

其对应的所有组织标本以及所有病例的年龄、性别等

一般人口学资料和肿瘤部位、病理类型、分化程度、T

状态、N 状态、M 状态、病理分期、手术方式、有无辅助

治疗以及生存期等资料。

1 . 2 　NSCL C 组织芯片的构建 　组织芯片的构建方法

如文献[3 ]所述 : ①对供体蜡块穿刺取样 ; ②将圆柱状标

本运送到接受蜡块处 ; ③将圆柱状标本挤压到接受蜡

块上已打好的阵列孔中 ; ④将布阵好的接受蜡块切片 ;

⑤将切片装裱到玻片上。

1 . 3 　免疫组化染色 　采用链霉卵白素 —生物素 —辣

根过氧化物酶复合物法 ( SP) 法检测 RRM1 的表达水

平。SP 试剂盒购自 Duke 公司。RRM1 抗体为山羊

抗人多抗 ,购自 Santa Cruz 公司。PBS 代替一抗作为

阴性对照 ,乳腺癌组织标本为阳性对照。

1 . 4 　免疫组化结果的判断 　胞质中 RRM1 染色为棕

黄色者评定为阳性细胞 ,阳性细胞百分比 < 25 %为

( - ) ,25 %～49 %为 ( + ) ,50 %～74 %为 ( 6 ) , ≥75 %

为 ( 7 ) 。另外 ,定义表达 ( 6 )以上为高表达 (图 1) 。

图 1 　NSCLC 中 RRM1 检测情况 (SP 法 ,原始放大倍数×20)

A : ( - ) ,肿瘤细胞未显色 ;B : ( + ) ,肿瘤细胞显色 ,胞质呈淡棕黄色 ,阳性细胞 25 %～49 % ; C : ( 6 ) ,肿瘤细胞显色 ,胞质呈棕黄色 ,阳性细胞 50 %～

74 % ;D : ( 7 ) ,肿瘤细胞显色 ,胞质呈深棕黄色 ,阳性细胞 75 %以上

Fig 1 　Detection of RRM1 in NSCL C (SP met hod , original magnification ×20)

A : ( - ) , negative expression in cytoplasm ; B : ( + ) , light brown in cytoplasm , wit h positive cells of 25 %2249 % ; C : ( 6 ) , brown in cytoplasm , wit h

positive cells of 50 %2274 % ; D : ( 7 ) , deep brown in cytoplasm , wit h positive cells more t han 75 %
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1 . 5 　统计分析方法 　所有资料均由 SPSS10. 0 软件

包处理。RRM1 表达与临床病理资料的关系采用非

参数 Mann2Whit ney U 检验 (两组资料) 或 Kruskal2
Wallis 检验 (多组资料) 。采用 Kaplan2Meier 法进行

单因素生存分析 ,log rank 检验计算不同组间的生存

差异。用 COX 模型进行多因素生存分析。在多因素

生存分析时 ,将所有在单因素分析中发现有预后作用

的变量 ( P < 0. 10) 选入方程 ,以向前逐步的方式进行

选择。将 P 值为 0. 05 作为协变量进入多元方程的界

限 , P 值为 0. 1 作为协变量剔除出多元方程的界限。

在所有的统计分析中 , P < 0. 05 视为有统计学意义。

2 　结果

2 . 1 　患者基线资料 　排除组织芯片中脱失、破坏的病

例后 ,最终共 344 例病例可供分析。其中男性 243 例 ,

女性 101 例 ;术后病理分期 : Ⅰ期 95 例 , Ⅱ期 82 例 , Ⅲ

期 148 例 , Ⅳ期 19 例 ; RRM1 : ( - ) 69 例 , ( + ) 168 例 ,

( 6 ) 89 例 , ( 7 ) 18 例。

2 . 2 　患者的临床和病理参数中 RRM1 表达的分布 　

RRM1 在不同的性别、年龄、肿瘤部位、病理类型、分

化程度、T 状态、N 状态、M 状态和病理分期中的表达

差异均无统计学意义 ( P > 0. 05) 。

2 . 3 　NSCL C 术后预后因素的单因素分析结果 (表 1)

　Kaplan2Meier 法的单因素分析显示 ,以α= 0. 05 为

检验水准 ,与预后有关的变量有 : 分化程度 ( P =

0. 0000) 、T 状态 ( P = 0. 0001) 、N 状态 ( P = 0. 0000) 、

M 状态 ( P = 0. 0308) 、病理分期 ( P = 0. 0000) 、辅助治

疗 ( P = 0. 0114) 、手术方式 ( P = 0. 0072) 。RRM1 表达

不属于有统计学意义的预后因素 ( P = 0. 1871) ,其生

存曲线见图 2 ;将其分为高表达 (阳性细胞 50 %以上)

和低表达 (阳性细胞 50 %以下) 两组 ,两组之间的差异

也没有统计学意义 ( P = 0. 1353) 。

2 . 4 　NSCL C 术后预后因素的多因素分析结果 (表 2)

　COX 模型的多因素分析结果表明 ,将单因素分析中

有统计学意义的变量一齐纳入多因素分析时 ,以α=

0. 05 为检验水准 ,只有分化程度 ( P = 0. 000) 、N 状态

( P = 0. 011)有统计学意义。由于病理分期由 T、N、M

确定 ,两者之间存在相关性 ,将 T、N、M 排除出多因素

分析后 ,则分化程度 ( P = 0. 000) 和病理分期 ( P =

0. 000)为有统计学意义的预后因素。

表 1 　NSCLC 预后因子的 Kaplan2Meier 单因素分析

Tab 1 　Univariate analysis of prognosis in NSCLC by Kaplan2Meier method

　Variable 　　　St ratification P value

Gender Man , woman 0. 4954

Age (year) ≤70 , > 70 0. 7173

Tumor site Upper lobe , middle lobe , low lobe , ot hers 0. 8798

Histology Squamous cell carcinoma , adenocarcinoma , adenosquamous carcinoma , ot hers 0. 5041

Differentiation Poor , moderate , well 0. 0000

T status T1 , T2 , T3 , T4 0. 0001

N status N0 , N1 , N2 , N3 0. 0000

M status M0 , M1 0. 0308

p TNM stage Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ, Ⅳ 0. 0000

Operation type Lobectomy , pneumonectomy , limited resection 0. 0072

Adjuvant t herapy Yes , no 0. 0114

RRM1 expression - , + , 6 , 7 0. 1871

RRM1 expression High , low 0. 1353

表 2 　NSCLC 预后因子的 COX模型多因素分析

Tab 2 　Multivariate analysis of prognosis in NSCLC by COX model

　Variable B SE Wald df Sig. Exp (B) 95 % CI for Exp (B)

Differentiation - 0. 538 0. 099 29. 524 1 0. 000 0. 584 0. 481220. 709

T status 0. 142 0. 111 1. 649 1 0. 199 1. 153 0. 928221. 432

N status 0. 317 0. 124 6. 538 1 0. 011 1. 372 1. 077221. 750

M status 0. 238 0. 344 0. 477 1 0. 490 1. 268 0. 646222. 489

p TNM stage 0. 241 0. 163 2. 183 1 0. 140 1. 273 0. 924221. 754

Operation type 0. 113 0. 112 1. 020 1 0. 312 1. 119 0. 899221. 393

Adjuvant t herapy 0. 080 0. 210 0. 144 1 0. 704 1. 083 0. 717221. 636
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图 2 　不同 RRM1 表达水平的 NSCLC 患者的 Kaplan2Meier 生存曲线

Fig 2 　Kaplan2Meier curves of NSCLC patient s wit h different RRM1

expression

3 　讨论

基于国际抗癌联盟标准的 TNM 分期是目前确定

NSCL C 治疗原则和预测预后的主要指标。由于

TNM 分期是以解剖结构作为分期标准 ,因此在临床

应用中仍存在不足。不少研究者试图从分子水平探寻

有效的预测预后的分子指标。临床上对 P53、P21、

V EGF、EGFR、ki267 等分子生物学指标进行了研究 ,

然而多数研究由于样本量小 ,结论往往相悖[4 ] 。目前

尚没有能被多次重复验证的公认的分子预后指标。

组织芯片 (tissue chip ,tissue microarray)是 20 世

纪 90 年代后期发展起来的技术 ,它是将数十个甚至数

千个不同个体的组织标本按预先设计的顺序排列在一

张玻片上所形成的组织微阵列。美国国家人类基因组

研究实验室的 Kononen 等[5 ]于 1998 年首先提出此概

念并在乳腺癌中证实了其巨大的实用价值。与传统的

组织切片相比 ,组织芯片的优势是 : ①高通量 ( high2
t hroughp ut) :一次实验可得到大量结果 ; ②平行性 :组

织芯片中的众多组织都处在相同条件下进行实验 ,较

传统方法中一个病例一张切片的实验误差小 ,结果更

可靠、更科学 ; ③耗材少、省时、省力、节约开支 :成百上

千个标本可以一次性进行检测 ; ④对原始组织蜡块损

坏小 : 由于制作组织芯片钻取的组织很小 (直径

0. 6 mm) ,对原组织蜡块损坏不大。因此 ,在短短的几

年时间里 ,组织芯片技术在肿瘤研究领域显示出巨大

的发展潜力并得到迅速发展。

RRM1 基因位于 11p15. 5 ,属于抑癌基因 ,通过诱

导第 10 号染色体同源丢失性磷酸酶 —张力蛋白基因

(p hosp hatase and tensin homology deleted on chro2
mosome ten , P TEN ) 表达 ,以及减少聚集粘连激酶

(focal adhesion kinase ,FA K) 的磷酸化来发挥其抑癌

基因的作用。在哺乳动物 RRM1 基因编码合成核糖

核苷酸还原酶的 M1 亚基 ( RRM1) ,它与 RRM2 构成

核糖核苷酸还原酶 ( ribonucleotide reductase ,RR) ,后

者是 DNA 合成的限速酶 ,也是体内唯一能催化二磷

酸核糖核苷 (NDP) 生成相应的脱氧核糖核苷酸 (包括

嘌呤和嘧啶脱氧核苷酸)的蛋白酶。RR 与 DNA 的合

成、修复和细胞的增殖、转移有关 ,其中 RRM1 是 RR

功能不可或缺的部分 ,主要起调控酶的活性和确定底

物特异性的作用。很早以前人们就发现 ,在许多肿瘤 ,

如胃癌[6 ] 、食管癌[7 ]和乳腺癌[8、9 ]等存在 11p15. 5 杂合

性丢失。有研究报道 ,在肺癌中高达 88 %的小细胞肺

癌、57 %的鳞癌和 40 %的腺癌存在 11p15. 5 的杂合性

丢失[ 10 ] (又称为 11LO HA [ 11 ] ) ,并且与病理分期相关 ,

在有淋巴结和全身转移的患者出现的频率更高[ 12、13 ] 。

LO H11A 还与预后有关。Bepler 等[13 ] 在研究 119 例

行手术治疗的 Ⅰ、Ⅱ期 NSCL C 患者的预后因素时发

现 ,存在此区域等位基因缺失的患者 ,其死亡的相对风

险率比没有丢失者高 2. 01 倍 ( P = 0. 021) 。Bepler

等[14 ]回顾性分析 49 例、前瞻性分析了 77 例 NSCL C

切除后的标本 ,通过 R T2PCR 法检测 RRM1、RRM2、

P TEN 基因的表达 ,发现 RRM1 表达与 P TEN 表达相

关 ,两者与分期、功能状态和体重减轻一样 ,都是独立

的预后因素 ,而且 RRM1 高表达的患者生存期更长。

另外 ,RRM1 表达还与 37A/ C 的单核苷酸多态性有

关 ,在 51 例接受手术切除的 NSCL C 患者 ,以 18S

rRNA 表达为参照物 ,在 37C/ C 基因型中 RRM1 的表

达值为 12. 9 ,37A/ A 基因型为 72. 8 ,而 37C/ A 基因

型为 22. 8 ,高表达的患者生存期有延长的趋势 ,但未

见统计学意义[15 ] 。

基于以上研究 ,推测 RRM1 表达可能与预后有

关。为了大规模地检测和将来更简便地应用于临床 ,

我们在组织芯片的基础上 ,通过免疫组化的方法探讨

RRM1 与预后的关系。在制作组织芯片过程中 ,考虑

到标本的代表性问题 ,每个标本均取三个肿瘤组织点

样在芯片上 ,这样有利于读片和尽量避免组织块的移

位、脱失造成的影响[3 ] 。在排除组织芯片中脱失、破坏

的病例后 ,共 344 例病例可供分析。研究发现 ,通过免

疫组化检测的 RRM1 表达与性别、年龄、肿瘤部位、病

理类型、分化程度、T 状态、N 状态、M 状态、病理分期

等均无关 ,而且 RRM1 表达不能作为有统计学意义的

预后因素。分析其原因可能是 :第一 , RRM1 基因主

要通过诱导 P TEN 表达、减少 FA K 的磷酸化来发挥

其抑癌基因的作用 ,而不是通过 RRM1 起作用 ,也就
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是说 RRM1 的表达与 RRM1 基因的抑癌功能关系不

大 ,因此不能作为预后的指标。第二 ,存在翻译后调控

或转录后调控问题 ,mRNA 的高表达并不意味着蛋白

的高表达。

本研究结果显示 , 采用免疫组化方法检测的

RRM1 表达不能作为 NSCL C 的预后因子。由于

RRM1 与 RR 的功能密切相关 , 已经有研究报道

RRM1 表达水平与吉西他滨的疗效有关 ,而高表达者

生存期反而更短[ 16、17 ] 。因此 ,未来对 RRM1 的研究应

定位在对化疗疗效的预测上。
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