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WT1在儿童横纹肌肉瘤中作用的初步研究

王景福 闫 杰 曹嫣娜 李 杰 李璋琳 王会娟 张广超

摘要 目的：探讨WT1基因在儿童横纹肌肉瘤（Rhabdomyosarcoma，RMS）发生、发展过程中的生物学作用及其与临床预后

的关系，为WT1疫苗的应用提供理论依据。方法：应用普通和实时定量PCR技术检测WT1 mRNA在37例RMS中的相对表达量，

采用免疫组织化学染色方法观察WT1蛋白在61例RMS中的表达情况。利用Mann-Whitney检验分析WT1 mRNA及蛋白在不同

病理类型RMS病例中表达的差异性，采用Kaplan-Meier 生存曲线和 Log-rank 检验评估WT1 mRNA及蛋白表达水平与生存率的

关系。结果：与胚胎型组和转移阴性组比较，非胚胎型RMS组和转移阳性组中WT1 mRNA及蛋白表达水平较高（P<0.05）。37例

RMS中的WT1 mRNA相对表达量中位数为2.20×10-3，以其为阈值分为低表达组和高表达组，Log-rank检验提示高表达组生存率

较低（P=0.001）。61例RMS中，依据阳性细胞的比例，将WT1蛋白表达水平分为低、中及高三组，Log-rank检验显示，低表达组与中表

达组之间生存率差异无统计学意义（P=0.185），但低表达组与高表达组之间、中表达组与高表达组之间差异存在统计学意义（P均<
0.05）。结论：WT1在儿童RMS发生发展中具有致癌效应，WT1疫苗在儿童RMS治疗有潜在应用价值。
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横纹肌肉瘤（rhabdomyosarcoma，RMS）是儿童最常

见软组织恶性肿瘤，占所有小儿恶性肿瘤的4%～5%，

肿瘤多呈浸润性生长，恶性度高，多数患儿就诊时已

发生临近组织受累或远处转移，对传统治疗抵抗的

病例，免疫治疗或许是一个有益的治疗模式［1-2］。近

年来WT1疫苗在白血病和多种实体瘤中显示很好的

疗效，为难治性小儿横纹肌肉瘤的治疗开辟了新思

路，本文阐明WT1基因在儿童横纹肌肉瘤发生过程

中的生物学作用以及与预后关系，为WT1疫苗的临

床应用提供了理论依据。

1 材料与方法

1.1 资料

收集 2000 年 1 月至 2011 年 12 月本院收治的

RMS患儿诊治资料，研究纳入标准：1）具有规范病理

学诊断；2）存有组织蜡块和/或新鲜冻存组织标本；3）
临床资料及随访记录完整；4）接受横纹肌肉瘤RS-99
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治疗方案；5）死亡原因与肿瘤相关。共获得61例石

蜡切片，用于WT1免疫组织化学染色。其中男29例，

女 32例；年龄 1～17岁（中位年龄 7岁）；胚胎型RMS
45例，腺泡型13例，多形型3例。获得37例新鲜冻存

标本用于WT1 mRNA表达研究，其中男 17例，女 20
例；年龄 2～13岁（中位年龄 6岁）。胚胎型RMS 28
例，腺泡型 8例，多形型 1例。本研究符合伦理委员

会相关规定。

1.2 方法

1.2.1 PCR检测WT1 mRNA在儿童 RMS中的表达

RNA 的提取和 cDNA 合成：采用 Trizol reagent
（Invitrogen Co.，Carlsbad，CA，USA）进行RNA提取，利

用RT-PCR Kit按照说明书的步骤合成cDNA，合成后

的 cDNA在-20℃条件下保存。普通 PCR：WT1引物

序列见表 1，以 GAPDH 为内参，按照 Primer Script
RT-PCR Kit说明书进行温度和循环数条件设置。适

时定量 PCR：WT1引物和探针序列见表 1，利用适时

PCR 仪进行定量 PCR 反应。把稳定表达 WT1 的

K562白血病细胞中WT1 mRNA水平定为 1.0，以其

cDNA一系列稀释浓度建立标准曲线，从而定量各个样本

中的WT1和β-actin mRNA表达量，最终以WT1 mRNA
表达量/β-actin mRNA 表达量的比值作为WT1 mRNA
表达水平高低的评价指标，每个样本同时测定2次。

表1 普通和适时PCR中得引物和探针序列

Table 1 The sequence of primer and probe for conventional and real
time PCR

1.2.2 免疫组织化学染色方法评估WT1蛋白在儿童

RMS 中的表达 一抗为兔抗人 WT1 多克隆抗体

（C-19；Santa Cruz Biotechnology，Santa Cruz，CA，

USA）。采用 Envision/HRP Universal kit（Dako cyto⁃
mation，Carpinteria，CA，USA）进行两步法免疫染色，

具体步骤如下：3 μm的石蜡切片脱蜡、浸水、内源性

过氧化物酶阻断和抗原复活；滴入一抗（浓度1：50），

4 ℃过夜；滴入过氧化物酶标记的羊抗兔和鼠二抗，

37 ℃，30 min；DAB（diaminobenzidine）显色。每次染

色均设立阴性和阳性对照。阳性判定标准：细胞质

和/或细胞核呈现棕黄色（图1）。根据阳性细胞的比例

进行染色强度分级：Grade 0：阳性细胞比例≤5%；

Grade 1+：5%<阳性细胞比例≤40%；Grade 2+：40%<
阳性细胞比例≤100%。

A：胚胎型RMS；B：腺泡型RMS
图1 WT1在RMA细胞质呈阳性表达（×200）
Figure 1 WT1 protein expression in embryonal and alveolar RMS (×200)

1.3 统计学分析

采用 Cox回归模型对 61例病例进行多因素分

析，引入的客观临床因素及赋值方法如下：1）性别：

女为 1，男为 2；2）年龄：<10岁为 1，≥10岁为 2；3）肿

瘤大小：≤5 cm为 1，>5 cm为 2；4）原发部位：预后良

好部位为 1，预后不良部位为 2；5）原发灶局限情况：

局限为 1，侵犯临近组织或器官为 2；6）病理类型：胚

胎型为1，非胚胎型包括腺泡型和多形型为2；7）转移

情况：无转移为 1，发生区域性淋巴结或远处器官转

移为 2。最终确立本组病例中与预后独立相关的因

素。基于上述确立的独立预后因素进行分组，评估

WT1 mRNA及蛋白表达差别，采用Mann-Whitney检
验进行统计分析。WT1 mRNA及蛋白表达量的生存

分析，依据中位数对WT1 mRNA表达水平进行分组：

低表达组：<中位数；高表达组：≥中位数。依据免疫

染色强度将WT1蛋白表达水平分为三组：低表达组

Grade 0；中表达组：Grade 1+；高表达组：Grade 2+。生

存分析采用Kaplan-Meier生存曲线和 Log-rank检验。

2 结果

2.1 Cox回归多因素分析结果

采用Cox模型逐步回归法（backward wald），结果

显示：病理类型（P=0.032）和转移情况（P=0.009）两个

因数与预后独立相关。

2.2 WT1 mRNA及蛋白表达分析

通过多因素分析确立病理类型和转移情况为本

组病例的独立预后因素，依据病理类型分为胚胎型

和非胚胎型RMS组，依据转移情况分为转移阴性组

和阳性组。Mann-Whitney检验提示非胚胎型RMS组
和转移阳性组中WT1 mRNA表达水平最高（P=0.010，
P=0.001，表2）。Mann-Whitney检验提示WT1蛋白高

PCR类型

普通PCR

实时PCR

F：forward；R：reverse

引物和序列

WT1-F

WT1-R

GAPDH-F

GAPDH-R

WT1-F

WT1-R

WT1-P

β-actin-F

β-actin-R

β-actin-P

序列（5'～3'方向）

GGCATCTGAGACCAGTGAGAA

GAGAGTCAGACTTGAAAGCAGT

TGAAAGTGCTGTCTCCATGC

ACCTTTGGTGAGACCTGTGG

GATAACCACACAACGCCCATC

CACACGTCGCACATCCTGAAT

FAM-ACACCGTGCGTGTGTATTCTGTATTGG-TAMRA

CCCAGCACAATGAAGATCAAGATCAT

ATCTGCTGGAAGGTGGACAGCGA

FAM-TGAGCGCAAGTACTCCGTGTGGATCGGCG-TAMRA

A B
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水平表达出现在非胚胎型RMS组和转移阳性组（P均<
0.05，表3）。
表2 WT1 mRNA在不同组间表达水平比较

Table 2 Comparison of WT1 mRNA levels among different groups

表3 WT1蛋白在不同组间表达强度比较 例

Table 3 Comparison of WT1 protein expression among different groups

2.3 生存分析

37例RMS的WT1 mRNA相对表达量为8.40×10-6～

4.20×10-2，中位数为2.20×10-3，以中位数为阈值，分为

低表达组和高表达组，Log-rank检验提示高表达组生

存率较低（P=0.001，图 2）。61例RMS中，WT1蛋白

低 、中及高表达组对生存率的影响经Log-rank检验

显示，低表达组与中表达组之间差异无统计学意义

（P=0.185，图 3），但低表达组与高表达组和中表达组

与高表达组之间差异存在统计学意义（P均<0.05）。

图2 WT1 mRNA高表达组和低表达组的Kaplan-Meier生存曲线
Figure 2 The Kaplan-Meier survival curves of high and low WT1 mRNA
level groups

图3 WT1蛋白低、中及高表达组的Kaplan-Meier生存曲线

Figure 3 The Kaplan-Meier survival curves of low, mediate and high

WT1 protein expression group

3 讨论

WT1（Wilms tumor gene，WT1）基因位于 11p13，
最初作为抑癌基因被发现，其变异与肾母细胞瘤

（Wilms tumor）的发生密切相关［3］。但最近研究发现

WT1在某些肿瘤中表现出致癌特性，WT1 mRNA在

血液疾患和部分实体瘤病中呈现高表达，WT1 mRNA
高水平表达与不良预后、肿瘤进展和高临床分期相

关，用反义WT1寡聚体处理表达WT1的肿瘤细胞，结

果肿瘤细胞增生被抑制。上述证据同时也说明WT1
是一种癌抗原。此外，WT1还具有免疫原性，在表达

WT1恶性癌症患者体内针对WT1的细胞免疫和体液

免疫水平与正常人相比，抗体的效价或检出频率均

明显升高。以上均提示可选择WT1作为免疫治疗的

靶点。目前临床上WT1疫苗为HLA-A限制性蛋白

肽，其长度为9或10个氨基酸，诱导机体发生细胞免

疫。免疫作用机制如下［4］：HLA-A限制性蛋白肽与

免疫佐剂混合行皮内注射，免疫佐剂使皮内存在的

树突细胞活性化，然后WT1蛋白肽与活性化树突细

胞表面的 HLA-A 位点结合，带有 WT1 蛋白肽/
HLA-A复合体的树突细胞向所属的淋巴结移动，淋

巴结中存在的CD8+CTLs识别WT1蛋白肽/HLA-A复

合体并被活化，活化的CD8+CTL移行到瘤巢中，识别

带有内源性WT1蛋白肽/HLA-A复合体的肿瘤细胞，

发生细胞免疫攻击。在过去几年里，利用WT1疫苗

对血液病和成人多种实体瘤（包括肺癌、乳腺癌及胶

质瘤等）进行免疫治疗取得了令人振奋的效果［5-9］。

在儿童实体瘤治疗中有1例成功病例报道，利用WT1
疫苗较好控制了横纹肌肉瘤的腰椎转移灶［10］。

本次研究采用免疫组织化学染色和实时定量

PCR技术观察WT1 mRNA和蛋白在儿童RMS中的表

达情况，同时收集临床资料，包括客观临床因素和随

访情况，纳入临床因素包括性别、年龄、肿瘤大小、原

分组

病理类型

胚胎型

非胚胎型

转移情况

无

有

*：K562细胞中WT1 mRNA表达量被定义为1.0

合计

28

9

24

13

WT1 mRNA相对表达量*

范围

7.10×10-5～3.10×10-2

7.40×10-5～4.20×10-2

8.40×10-6～1.10×10-2

3.39×10-4～4.20×10-2

中位数

1.09×10-3

7.20×10-3

7.05×10-4

6.70×10-3

P

0.010

0.001

100

80

60

40

20

0

累
积

生
存

率
（
％
）

0 20 40 60 80
生存时间（月）

低表达组
高表达组

分组

病理类型

胚胎型

非胚胎型

转移情况

无

有

合计

45

16

41

20

WT1蛋白免疫染色强度

Grade 0

13

1

12

2

Grade 1+

24

2

24

2

Grade 2+

8

13

5

16

P

<0.01

<0.01

100

80

60

40

20

0

累
积

生
存

率
（
％
）

0 20 40 60 80 100 120
生存时间（月）

低表达组
中表达组
高表达组
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发部位、原发灶局限情况、病理类型和转移情况进行

分析。多因素分析发现病理类型和转移情况为儿童

RMS独立预后因素，以二者为分组依据，进行WT1
mRNA及蛋白表达差异性分析，结果发现WT1 mRNA
和蛋白均在非胚胎型RMS组和转移阳性组中呈现高

水平表达，提示WT1高表达与预后不良相关。37例
RMS 的 WT1 mRNA 相对表达量的中位数为 2.20×
10-3，以中位数为阈值，分为低表达组和高表达组，

Log-rank检验提示高表达组生存率低。61例 RMS
中，依据阳性细胞的比例将WT1蛋白表达水平分为

低、中及高表达组，生存分析发现低表达组与中表达

组之间差异无统计学意义，但低表达组与高表达组、

中表达组与高表达组之间有统计学差异，说明WT1
mRNA及蛋白高水平表达预示预后不良。

综上，WT1 mRNA和蛋白在发生转移病例和预

后不良病理类型中呈现高水平表达，且高水平表达

预示生存率低，说明WT1在儿童RMS中发挥致癌效

应，是一种癌抗原，WT1疫苗具有应用于儿童RMS治
疗的可能和潜在价值。下一步拟进行细胞学和动物

体内试验，为WT1的致癌生物学效应提供直接证据。
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