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　　［摘要］　目的：探讨肺癌组织环指蛋白ＲＮＦ３８的表达及其与肺癌临床病理特征及预后的关系。方法：采用组织芯片检测

２０８例肺癌组织中ＲＮＦ３８蛋白表达，分析其与肺癌患者临床病理特征及预后的关系。结果：肺癌组织ＲＮＦ３８表达高于癌旁正

常肺组织。不同肿瘤大小 （犘＝０．０００２）、不同肿瘤分期（犘＝０．０１１）、有无淋巴结转移（犘＝０．００００４）及不同肿瘤类型（犘＝

０．０３０）患者肺癌组织ＲＮＦ３８蛋白表达差异有统计学意义。ＲＮＦ３８高表达预示肺癌患者总生存率低。单因素分析显示

ＲＮＦ３８表达与肺癌患者预后相关。结论：ＲＮＦ３８高表达与肺癌的恶性表型及不良预后相关。

　　［关键词］　ＲＮＦ３８；肺癌；预后
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　　我国肺癌的发病率和死亡率均呈上升态势
［１２］。

因其起病隐匿，症状和其他呼吸道疾病类似，且大

部分患者无自觉症状者，一般确诊已是晚期［３４］。肺

癌的侵袭转移与复发是患者死亡的主要原因。因

此，寻求有效的抗肺癌转移与复发治疗措施，对改

善肺癌患者的预后具有重要意义［５］。

研究证实泛素化系统的异常与肿瘤发生、神经

退行性疾病、免疫及炎症反应等紧密相关［６］。作为

Ｅ３泛素连接酶，ＲＮＦ３８通过蛋白蛋白、蛋白ＤＮＡ

相互作用，参与调节多种生理功能［７］。其功能异常

与肿瘤的发生、细胞信号转导及凋亡等相关［７］。既

往研究［８］表明，抑癌基因ｐ５３是ＲＮＦ３８的泛素化底

物，ＲＮＦ３８参与了ｐ５３的亚细胞定位。因此，本研

究拟在肺癌组织中检测ＲＮＦ３８表达，明确其与肺

癌患者临床病理特征以及预后的相关性，为肺癌的

临床诊治提供参考。
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１　材料与方法

１．１　组织标本的获取　选取２００５年１月至２００５

年１２月，在复旦大学附属中山医院胸外科行肺癌切

除术的２０８例患者的肺癌组织石蜡标本。组织芯片

的制作由上海芯超生物科技有限公司完成。肺癌

的诊断标准按照世界卫生组织（ＷＨＯ）标准，所有

病例均有完整随访资料。随访截止至２０１０年３月。

本研究通过医院伦理委员会审核批准。

１．２　主要试剂　兔抗人ＲＮＦ３８多克隆抗体购自

Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；ＳＰ试剂盒、ＤＡＢ试剂、二甲苯、

３％过氧化氢、中性树胶、苏木精溶液、无水乙醇与

１％盐酸乙醇购自上海翊圣生物科技有限公司。

１．３　免疫组化染色及结果判定　组织芯片６０℃高

温烤片２ｈ；二甲苯脱蜡、梯度乙醇后水化及磷酸缓

冲液洗片３次；芯片完全浸入ｐＨ６．０的柠檬酸液

中，放入高压锅抗原修复，磷酸缓冲液洗片３次；３％

过氧化氢室温孵育除去内源性过氧化物酶活性，磷

酸缓冲液洗片；室温ＢＳＡ封闭３０ｍｉｎ；甩去血清，滴

加抗ＲＮＦ３８抗体 （１∶２００），４℃冰箱孵育２４ｈ；磷

酸缓冲液浸洗，滴加辣根过氧化物酶二抗，室温孵

育６０ｍｉｎ，磷酸缓冲液浸洗；滴加新鲜配制的ＤＡＢ

显色液，显微镜观察，控制显色时间，自来水浸洗中止

显色，苏木精复染３０ｓ，水洗返蓝２０ｍｉｎ；梯度乙醇脱

水，二甲苯透明；中性树胶封片。结果判定标准：

ＲＮＦ３８的判定以胞质与核中出现棕黄色颗粒为显

色，使用ＩＰＰ检验来判断ＲＮＦ３８的高低表达。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，组

间差异比较采用方差检验。绘制ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ总

体生存曲线，Ｃｏｘ模型分析预后因素。检验水准（α）

为０．０５。

２　结　果

２．１　肺癌组织中ＲＮＦ３８的表达　结果（图１）表

明：ＲＮＦ３８蛋白阳性染色主要定位于癌细胞胞质与

核；肺癌组织ＲＮＦ３８表达高于相应癌旁正常肺组

织；２０８例肺癌组织中ＲＮＦ３８阳性表达占４８．８％

（１０２／２０８）。

２．２　ＲＮＦ３８蛋白表达与肺癌患者临床病理特征的

关系　结果（表 １）表明：不同病理类型（犘＝

０．０３０）、不同肿瘤分级（犘＝０．０１１）、有无淋巴结转

移（犘＝０．００００４）、不同肿瘤大小 （犘＝０．０００２）的

肺癌组织ＲＮＦ３８蛋白表达水平差异有统计学意

义。不同年龄 （犘＝０．５５３）、不同性别 （犘＝

０．２７８）、不同吸烟情况 （犘＝１．０００）、不同肿瘤分化

（犘＝０．４０３）情况下肺癌组织ＲＮＦ３８蛋白表达水平

差异无统计学意义。

图１　犎犈及免疫组化染色测定肺癌组织犚犖犉３８的表达

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×５０

表１　犚犖犉３８与肺癌临床特征的关系

变量 病例数
ＲＮＦ３８表达

低表达 高表达
犘

年龄 ０．５５３

　＜６０岁 １０２ ５２ ５０

　≥６０岁 １０６ ５４ ５２

性别 ０．２７８

　男 １４８ ７３ ７５

　女 ６０ ３３ ２７

吸烟情况 １．０００

　有 ８４ ４３ ４１

　无 １２４ ６３ ６１

病理类型 ０．０３０

　鳞状细胞癌 ８５ ３４ ５１

　腺癌 １１０ ６５ ４５

　其他 １３ ７ ６

肿瘤分级 ０．０１１

　ⅠⅡ １４４ ８２ ６２

　ⅢⅣ ６４ ２４ ４０

淋巴结转移 ０．００００４

　有 ９０ ３１ ５９

　无 １１８ ７５ ４３

肿瘤直径 ０．０００２

　＜３ｃｍ ６９ ４８ ２１

　≥３ｃｍ １３９ ５８ ８１

分化 ０．４０３

　高中分化 １１５ ６２ ５３

　低分化 ９３ ４４ ４９

２．３　ＲＮＦ３８水平与肺癌患者预后的关系　２０８例

患者随访过程中共有１０９例死于肺癌的转移与复

发，总体５年生存率为４７．６％，ＲＮＦ３８高表达患者
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（狀＝１０２）相比ＲＮＦ３８低表达患者（狀＝１０６）总生存

率较低（犘＝０．０１２，图２）。

２．４　Ｃｏｘ模型分析　单因素分析（表２）表明影响

肺癌生存预后的因素包括：肿瘤大小（犘＝９．７６×

１０－６）、淋巴结转移（犘＝３．４７×１０－９）、肿瘤分期

（犘＝４．６５×１０－８）、肿瘤分化（犘＝０．０５０）、ＲＮＦ３８

表达（犘＝０．０１３）。

多因素分析结果（表２）表明：肿瘤大小（犘＝

０．００２）、淋巴结转移（犘＝０．００２）、肿瘤分期（犘＝

０．０４６）是影响总生存率的独立预后因素。 图２　犓犪狆犾犪狀犕犲犻犲狉分析犚犖犉３８表达与预后关系

表２　单因素与多因素分析结果

变　量
单因素分析

ＨＲ ９５％ＣＩ 犘

多因素分析

ＨＲ ９５％ＣＩ 犘

性别 （男狏狊女） ０．７８９ ０．５２６１．１８３ ０．２５１

吸烟情况 （无狏狊有） ０．７７９ ０．５４３１．１１８ ０．１７５

肿瘤大小（≥３ｃｍ狏狊＜３ｃｍ） ２．７５５ １．７５８４．３１８ ９．７６×１０－６ ２．１１３ １．３２２３．３７７
０．００２

淋巴结转移 （有狏狊无） ３．０４２ ２．１０３４．３９９ ３．４７×１０－９ ２．０６１ １．３０２３．２６２ ０．００２

肿瘤分期 （ⅢⅣ狏狊ⅠⅡ） ２．７７１ １．９２２３．９９３ ４．６５×１０－８ １．５６２ １．００９２．４１８ ０．０４６

肿瘤分化 （中／高分化狏狊低分化） １．４３１ １．０００２．０４９ ０．０５０ １．１９３ ０．８２６１．７２２ ０．３４６

ＲＮＦ３８表达 （低ｖｓ高） １．５７９ １．１０１２．２６５ ０．０１３ １．０１４ ０．６９２１．４８６ ０．９４４

３　讨　论

目前，肺癌是严重威胁人类生命健康［４］。２０１４

年，我国肿瘤登记中心数据显示，全国男性肺癌的

发病率在所有恶性肿瘤中占据第一位；女性肺癌的

发病率在所有恶性肿瘤中也位居第二。肺癌防治

仍然是目前亟待解决的重大难题［１２］。肺癌的转移

及复发是根治性切除手术治疗失败的主要原因，然

而当前对其转移及复发的分子机制尚不完全清

楚［５］。因此，进一步阐释肺癌侵袭与转移的精确分

子机制，并为肺癌转移的早期诊断、患者的预后判

断及有效治疗提供新的靶点对提高患者生存率及

生活质量具有重要意义。

本研究通过免疫组织化学检测发现，Ｅ３泛素连

接酶ＲＮＦ３８在部分肺癌组织中高表达，且高表达

ＲＮＦ３８与肺癌恶性表型正相关；重要的是其高表达

患者预后较低表达患者差。尽管，影响肺癌患者预

后的因素较多，但结合ＲＮＦ３８高表达与肺癌肿瘤

大小、淋巴结转移与肿瘤分期相关，提示ＲＮＦ３８与

肺癌侵袭转移相关，值得进一步研究。

多种环指蛋白家族参与了肿瘤的发生发

展［６，９］。本研究发现ＲＮＦ３８表达于细胞质与核，且

在肿瘤中表达明显高于癌旁正常组织，提示ＲＮＦ３８

是肺癌预后潜在的预测指标。
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