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与患者化疗敏感性
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［摘　要］目的：探讨核转录因子κＢ（ＮＦκＢ）、细胞周期素Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）及ｐ２７在非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）组
织中的表达、及与患者化疗敏感性及预后的关系。方法：采用免疫组织化学方法检测８４例ＮＳＣＬＣ病理标本中
ＮＦκＢ、ＣｙｃｌｉｎＤ１和ｐ２７的表达水平并计算其阳性表达率，采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ法分析 ＮＦκＢ、ＣｙｃｌｉｎＤ１和 ｐ２７表达水
平的相关性，比较不同ＮＦκＢ、ＣｙｃｌｉｎＤ１和ｐ２７表达水平的ＮＳＣＬＣ患者的近期和远期疗效；分析不同ＮＦκＢ、Ｃｙ
ｃｌｉｎＤ１及ｐ２７表达水平的 ＮＳＣＬＣ患者中位 ＯＳ及中位 ＰＦＳ，ＣＯＸ回归分析影响 ＮＳＣＬＣ预后的因素。结果：
ＮＳＣＬＣ组织中ＮＦκＢ的表达率为８８１％，ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达率为７１４％，ｐ２７的表达率为３２１％；ＮＦκＢ与 Ｃｙ
ｃｌｉｎＤ１的表达呈正相关（ｒ＝０２５６，Ｐ＝００１９），ＣｙｃｌｉｎＤ１与ｐ２７的表达呈负相关（ｒ＝－０７３０，Ｐ＝００００），ＮＦκＢ
与ｐ２７无相关关系（ｒ＝－０２１２，Ｐ＝００５３）；ＮＦκＢ、ＣｙｃｌｉｎＤ１高表达患者的近期总有效率 （ＣＲ＋ＰＲ）显著低于
低表达的患者，ｐ２７高表达患者显著高于低表达患者（Ｐ＜００１）；ＮＦκＢ、ＣｙｃｌｉｎＤ１高表达患者的中位ＯＳ及中位
ＰＦＳ显著低于低表达患者，ｐ２７高表达患者显著高于低表达的患者（Ｐ＜００１）；ＮＦκＢ表达、ＣｙｃｌｉｎＤ１表达和ｐ２７
表达是ＮＳＣＬＣ预后的影响因素。结论：检测ＮＦκＢ、ＣｙｃｌｉｎＤ１和ｐ２７的表达可作为ＮＳＣＬＣ患者化疗敏感性及其
预后判断的指标。
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　　肺癌是预后较差的一种常见恶性肿瘤，非小细
胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）是肺癌
中最为常见的一种，化疗是治疗 ＮＳＣＬＣ的主要措
施之一，但许多患者化疗效果并不理想，肿瘤细胞

耐药是导致化疗失败的最主要原因，如何克服化疗

耐药，提供个体化的治疗方案是临床亟待解决的问

题［１－２］。有研究发现，通过检测各种耐药因子及预

后因子，能给患者提供有效的个体化化疗方案，提

高患者生存期［３］。核转录因子κＢ（ＮＦκＢ）［４］、细
胞周期素 Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）［５－８］和 ｐ２７［９－１１］是与
ＮＳＣＬＣ的化疗敏感性有关的预后因子，也可能是
ＮＳＣＬＣ治疗的新靶点［１２－１４］。本研究通过检测

ＮＳＣＬＣ组织中 ＮＦκＢ、ＣｙｃｌｉｎＤ１及 ｐ２７表达，分析
其与铂类为基础的化疗方案疗效及患者预后的关

系，为ＮＳＣＬＣ患者的个体化化疗提供参考。

１　资料与方法

１１　临床资料、组织标本与试剂
１１１　临床资料　２００７年５月 ～２０１５年５月收
治的进展期 ＮＳＣＬＣ患者８４例，男 ５０例、女性 ３４
例，３５～７４岁、中位年龄５４岁，其中鳞癌３９例、腺
癌４０例、大细胞癌５例，按国际抗癌联盟 ＵＩＣＣ推
荐的分期标准Ⅲ期５０例、Ⅳ期３４例。治疗前均行
卡氏（Ｋａｒｎｏｆｓｋｙ，ＫＰＳ）评分，所有患者 ＫＰＳ评分≥
７０分；既往未行化疗，有可测量或可评价的病灶。
１１２　组织标本与试剂　所有病例样本均经过病
理诊断，在化疗前采集组织标本，标本均经１０％福
尔马林固定，石蜡包埋保存；鼠抗人单克隆抗体

ＮＦκＢｐ６５（工作浓度为１∶２００）、鼠抗人单克隆抗

体ＣｙｃｌｉｎＤ１（工作浓度为１∶１００）均购自ｓａｎｔａｃｒｕｚ
公司，鼠抗人单克隆抗体 ｐ２７工作液、ＳＰ试剂盒
和 ＤＡＢ显色试剂盒均购自北京中山金桥生物技
术公司。

１２　方法
１２１　免疫组织化学染色　所有组织标本经
１０％中性福尔马林固定，石蜡包埋，切片厚度为
４μｍ，全部切片经微波修复抗原，操作步骤按照ＳＰ
试剂盒说明书进行，具体为抗原修复后分别加入相

应一抗和二抗孵育，然后滴加新鲜配制的 ＤＡＢ显
色液，镜下控制反应时间（２～１０ｍｉｎ），清水充分冲
洗；最后用苏木素轻度复染（１ｍｉｎ４０ｓ），清水充分
冲洗１０ｍｉｎ；经不同梯度酒精依次脱水，二甲苯透
明，干燥后中性树脂封片在显微镜下观察结果。以

ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照，已知阳性切片作阳性
对照。在显微镜下随机选取５个高倍视野，各视野
计数１００个肿瘤细胞，计数染色阳性细胞数，ＮＦ
κＢｐ６５染色细胞浆呈棕黄色为阳性细胞，ＣｙｃｌｉｎＤ１
染色胞浆或胞核呈棕黄色为阳性细胞，阳性细胞数

＜５０％定为低表达，阳性细胞数 ＞５０％为高表达；
ｐ２７染色细胞核呈棕黄色为阳性细胞，阳性细胞数
＜１０％定为低表达，阳性细胞数＞１０％为高表达。
１２２　化疗方法及效果　化疗采用 ＮＳＣＬＣ一线
化疗方案，所有患者均接受 ＞２个周期的化疗，对
可测量病灶采用实体瘤疗效评价标准（ｒｅｓｐｏｎｓｅｅ
ｖａｌｕａｔｉｏｎｃｒｉｔｅｒｉａｉｎｓｏｌｉｄｔｕｍｏｒｓ，ＲＥＣＩＳＴ）评价疗
效，观察患者生存期，末次随访患者仍存活则定为

截尾值。根据实体瘤的疗效评价标准将化疗效果

分为完全缓解（ＣＲ）、部分缓解（ＰＲ）、稳定（ＳＤ）及
疾病进展（ＰＤ），总有效率为ＲＲ＝ＣＲ＋ＰＲ，化疗结
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果有效者１个月后检查确认；总生存期（ＯＳ）为从
治疗开始到患者死亡或失访时间，无进展生存期

（ＰＦＳ）为从治疗开始到疾病进展的时间，以月为
单位计算。

１３　观察指标
记录 ＮＳＣＬＣ组织中 ＮＦκＢ、ＣｙｃｌｉｎＤ１及 ｐ２７

的阳性表达率，采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ法分析 ＮＦκＢ、Ｃｙ
ｃｌｉｎＤ１和 ｐ２７表达水平的相关性，比较不同 ＮＦ
κＢ、ＣｙｃｌｉｎＤ１和 ｐ２７表达水平的 ＮＳＣＬＣ患者的近
期和远期疗效；分析不同 ＮＦκＢ、ＣｙｃｌｉｎＤ１及 ｐ２７
表达水平的ＮＳＣＬＣ患者中位 ＯＳ及中位 ＰＦＳ，ＣＯＸ
回归分析年龄、性别、分期、病理类型、ＮＦκＢ表达、
ＣｙｃｌｉｎＤ１表达及 ｐ２７表达中影响 ＮＳＣＬＣ预后的
因素。

１４　统计学处理
数据应用ＳＰＳＳ１９０统计软件包处理，计数资

料用率（％）表示，数据比较采用χ２检验，不同 ＮＦ

κＢ、ＣｙｃｌｉｎＤ１及 ｐ２７表达水平的 ＮＳＣＬＣ患者中位
ＯＳ及中位 ＰＦＳ比较运用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析
法，分析采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析，影响 ＮＳＣＬＣ预
后的因素分析采用 ＣＯＸ回归分析，以 Ｐ＜００５为
具有统计学意义。

２　结果

２１　免疫组织化学结果
免疫组织化学结果显示，ＮＳＣＬＣ组织中 ＮＦ

κＢ表达率为 ８８１％（７４／８４），ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达率
为７１４％（６０／８４），ｐ２７的表达率为 ３２１％（２１／
８４），见图１。Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析结果显示，ＮＦκＢ
与 ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达呈正相关（ｒ＝０２５６，Ｐ＝
００１９），ＣｙｃｌｉｎＤ１与 ｐ２７的表达呈负相关（ｒ＝
－０７３０，Ｐ＝００００），ＮＦκＢ与 ｐ２７无相关关系（ｒ
＝－０２１２，Ｐ＝００５３）。

图１　ＮＦκＢ、ＣｙｃｌｉｎＤ１及ｐ２７在ＮＳＣＬＣ组织中表达（ＩＨＣ，×４００）
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦκＢ，ｃｙｃｌｉｎＤ１ａｎｄｐ２７ｉｎＮＳＣＬＣ

２２　不同 ＮＦκＢ、ＣｙｃｌｉｎＤ１及 ｐ２７表达水平
ＮＳＣＬＣ患者的化疗效果

所有患者均完成治疗，均可评价疗效。结果显

示，ＮＦκＢ、ＣｙｃｌｉｎＤ１高表达患者的总有效率 （ＣＲ

＋ＰＲ）显著低于低表达的患者，差异有统计学意义
（χ２＝９９５、５１１，Ｐ＜００１）；ｐ２７高表达患者的总
有效率 （ＣＲ＋ＰＲ）显著高于低表达患者，差异有
统计学意义（χ２＝１５９９，Ｐ＜００１）；见表１。

表１　不同ＮＦκＢ、ＣｙｃｌｉｎＤ１及ｐ２７表达水平ＮＳＣＬＣ患者的化疗效果（ｎ，％）
Ｔａｂ．１　ＣｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆＮＳＣＬＣｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔＮＦκＢ，ＣｙｃｌｉｎＤ１ａｎｄｐ２７ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ

化疗效果
ＮＦκＢ

高表达（ｎ＝７４）低表达（ｎ＝１０）
ＣｙｃｌｉｎＤ１

高表达（ｎ＝６０）低表达（ｎ＝２４）
ｐ２７

高表达（ｎ＝２１）低表达（ｎ＝６３）
ＣＲ ０（００） ２（２００） ０（００） ２（８３） ２（９５） ０（００）
ＰＲ ２４（３２４） ７（７００） １９（３１７） １２（５００） １４（６６７） １７（２７０）
ＳＤ ３３（４４６） ０（００） ２９（４８３） ４（１６７） ２（９５） ３１（４９２）
ＰＤ １７（２３０） １（１００） １２（２００） ６（２５０） ３（１４３） １５（２３８）

总有效率（ＣＲ＋ＰＲ） ２４（３２４） ９（９００） １９（３１７） １４（５８３） １６（７６２） １７（２７０）

２３　远期生存
８４例患者中，８２例（９７６％）死亡，中位 ＯＳ为

１３６个月，中位 ＰＦＳ为 ４１个月。ＮＦκＢ、Ｃｙ

ｃｌｉｎＤ１及ｐ２７不同表达水平患者的中位ＯＳ和中位
ＰＦＳ比较结果显示，ＮＦκＢ、ＣｙｃｌｉｎＤ１高表达患者
的中位ＯＳ及中位ＰＦＳ显著低于低表达患者，差异
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有统计学意义（Ｐ＜００１）；ｐ２７高表达患者的中位
ＯＳ及中位ＰＦＳ显著高于低表达的患者，差异有统
计学意义（Ｐ＜００１）；见表２。

表２　ＮＦκＢ、ＣｙｃｌｉｎＤ１及ｐ２７不同表达
水平ＮＳＣＬＣ患者的生存期（月）

Ｔａｂ．２　Ｓｕｒｖｉｖａｌｔｉｍｅｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮＦκＢ，ＣｙｃｌｉｎＤ１ａｎｄｐ２７

指标
中位ＯＳ

高表达 低表达

中位ＰＦＳ
高表达 低表达

ＮＦκＢ １２８ ２０９（１） ３４ １０２（１）

ＣｙｃｌｉｎＤ１ １２６ １７６（１） ３３ ８４（１）

　ｐ２７ １８６ １２３（１） ８４ ３３（１）

（１）与同指标高表达比较，Ｐ＜００１

２４　影响ＮＳＣＬＣ预后的因素
将年龄、性别、分期、病理类型、ＮＦκＢ表达、

ＣｙｃｌｉｎＤ１表达及ｐ２７表达逐个纳入 ＣＯＸ回归模型
进行单因素分析，结果显示，ＮＦκＢ、ＣｙｃｌｉｎＤ１和
ｐ２７表达水平是ＮＳＣＬＣ预后的影响因素，而年龄、
性别、分期、病理类型与预后无相关性。见表３。

表３　ＮＳＣＬＣ患者生存期单因素ＣＯＸ回归分析
Ｔａｂ．３　ＵｎｉｖａｒｉａｔｅＣＯＸｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ｓｕｒｖｉｖａｌｔｉｍｅｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＮＳＣＬＣ

因素 β ＳＥ Ｗａｌｄ ９５％ＣＩ Ｐ
年龄 －００９６０２３６ ０１６６ ０５７２～１４４３ ０６８４
性别 ００６６０２２５ ００８６ ０６８７～１６６０ ０７６９
分期 ０３０４０２２６ １８１３ ０８７１～２１１０ ０１７８

病理类型 －０１３５０１８８ ０５１８ ０６０５～１２６２ ０４７２
ＮＦκＢ －１６０００４４７１２７９０ ００８４～０４８５ ００００
ＣｙｃｌｉｎＤ１－１１５４０２８５１６４５０ ０１８１～０５５１ ００００
ｐ２７ １１１００２７９１５７９０ １７５５～５２４５ ００００

３　讨论

细胞周期调控出现异常在恶性肿瘤的发生发

展过程中起着重要作用。许多细胞周期调控相关

分子不但参与了肿瘤的增殖、侵袭以及转移，还与

肿瘤细胞化疗耐药有关［１］。肿瘤细胞的耐药性与

多种基因的表达异常有着密切的关系［３］，在肺癌

治疗研究中，细胞周期调控因子已成为判断肺癌化

疗敏感性和预后的重要指标。

ＮＦκＢ是一种核转录因子，与抑制蛋白ＩκＢ组
成无活性的 ＮＦκＢ／ＩκＢ三聚体形式，在相关因素
刺激下ＩκＢ磷酸化后降解，ＮＦκＢ被激活，其活化
物 ＮＦκＢｐ６５可调控多种基因的表达。ＮＦκＢ在

调控细胞周期和细胞增殖中发挥重要作用，与肿瘤

发生发展有密切关系，其调控的靶基因参与了肿瘤

的浸润、转移、血管生成和抗凋亡等多个过程［２－３］。

ＮＳＣＬＣ的化疗可引起 ＮＦκＢ活化，并因此诱导肿
瘤抗凋亡或其他的机制从而逃避药物杀伤作用，引

起了肿瘤细胞的耐药，ＮＦκＢ高表达的 ＮＳＣＬＣ对
化疗敏感性差［４］。本研究的结果提示接受化疗的

进展期ＮＳＣＬＣ患者中，ＮＦκＢ低表达者可获得更
高的化疗疗效（９０％）、更长的ＯＳ（２０９月）和 ＰＦＳ
（１０２月），与ＮＦκＢ高表达者比较Ｐ＜００１，这表
明ＮＦκＢ与ＮＳＣＬＣ化疗耐药有关，也是ＮＳＣＬＣ预
后的预测指标。ＣｙｃｌｉｎＤ１在细胞周期中促进Ｇ１期
向Ｓ期转换，多种癌基因可诱导 ＣｙｃｌｉｎＤ１的过表
达，ＣｙｃｌｉｎＤ１的过表达可使细胞持续增殖，促进肿
瘤的发生［５］。ＣｙｃｌｉｎＤ１还与ＮＳＣＬＣ的化疗敏感性
有关，并且是 ＮＳＣＬＣ的预后因子之一［６－８］。在其

他肿瘤组织中，ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达水平和化疗效果也
有相关性，ＣｙｃｌｉｎＤ１阴性的患者化疗有效率明显高
于阳性者［９－１０］。本研究结果显示，ＣｙｃｌｉｎＤ１的表
达与化疗疗效有关，ＣｙｃｌｉｎＤ１低表达者可获得更高
的化疗疗效、更长的 ＯＳ及 ＰＦＳ，与 ＣｙｃｌｉｎＤ１高表
达者比较Ｐ＜００１。提示在化疗前对肺癌组织进
行ＣｙｃｌｉｎＤ１表达水平的检测，对于预测患者的化
疗疗效具有一定意义。ｐ２７也是细胞周期调控因
子，它可以抑制细胞周期蛋白依赖性激酶复合物如

ｃｙｃｌｉｎＤ／ＣＤＫ４、６及 ｃｙｃｌｉｎＥ／ＣＤＫ２等的活性，从而
阻断 Ｒｂ磷酸化，使细胞停滞于 Ｇ１期［１１］。ｐ２７蛋
白的低表达可以使其抑制功能降低，导致细胞的无

限增殖，促进了肿瘤的发生。ｐ２７是判断肿瘤预后
的重要指标，在多种肿瘤中ｐ２７蛋白表达越低预后
越差，同时ｐ２７是多种化疗药物抗肿瘤过程中的关
键靶分子，化疗药物诱导肿瘤细胞凋亡过程中 ｐ２７
起着重要的作用，其表达异常与多种肿瘤对化疗的

耐药有关［１２－１４］。本研究发现，ｐ２７的表达也与
ＮＳＣＬＣ化疗疗效有关，ｐ２７高表达者可获得更高的
化疗疗效及更长的 ＯＳ和 ＰＦＳ，与 ｐ２７低表达者差
异具有统计学意义。ｐ２７低表达的患者预后较高
表达者更差。

ＮＦκＢ、ＣｙｃｌｉｎＤ１和ｐ２７在细胞周期调控过程
中相互影响相互作用。ＮＦκＢ可通过间接诱导生
存因子或直接激活ＣｙｃｌｉｎＤ１转录来促进细胞从Ｇ１
期向Ｓ期转换。ＣｙｃｌｉｎＤ１启动子有两个 κＢ位点，
可与 ＮＦκＢ结合启动 ＣｙｃｌｉｎＤ１［１５］。本研究显示
ＮＦκＢ与ＣｙｃｌｉｎＤ１具有明显的正相关性，进一步
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证实了肿瘤细胞中 ＮＦκＢ的活化可激活 ＣｙｃｌｉｎＤ１
从而导致细胞周期调节失控，细胞生长表现为自主

分裂和无限增殖［１６］。ｐ２７可以抑制 ＣｙｃｌｉｎＤ１／
ＣＤＫ４、６的活性，当 ｐ２７蛋白表达减少时，Ｃｙ
ｃｌｉｎＤ１／ＣＤＫ４、６复合物的活性增强，细胞无限增
殖，促进了肿瘤的发生。Ｍａｒｃｏ等［１７］认为ＣｙｃｌｉｎＤ１
和ｐ２７之间存在反馈抑制环路，本研究也支持这一
观点，ＣｙｃｌｉｎＤ１与 ｐ２７的表达呈明显负相关。ＮＦ
κＢ、ＣｙｃｌｉｎＤ１及ｐ２７蛋白的各种通路，如 ＭＡＰＫ通
路、ＡＫＴ通路等可能在 ＮＳＣＬＣ的化疗敏感性中起
着重要的作用，深入研究 ＮＦκＢ、ＣｙｃｌｉｎＤ１和 ｐ２７
蛋白及其相关通路对ＮＳＣＬＣ化疗敏感性的作用机
制，将为ＮＳＣＬＣ的治疗提供新的途径。

综上，化疗是治疗肿瘤的重要手段，但许多肿

瘤细胞对化疗的敏感性较低，细胞周期特异性化疗

药物也会出现耐药，肿瘤细胞处于不同细胞周期可

能是耐药原因之一。而肿瘤治疗强调个体化，多项

细胞周期相关基因的检测对于肿瘤个体化治疗具

有重要意义，目前肿瘤的靶向治疗位点通常为一个

基因，本研究发现同时检测 ＮＦκＢ、ＣｙｃｌｉｎＤ１和
ｐ２７的表达可作为 ＮＳＣＬＣ患者化疗敏感性及预后
判断的指标，这可能成为肿瘤治疗的新途径。
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　２期 黄　虎等　非小细胞肺癌组织中ＮＦκＢ和ＣｙｃｌｉｎＤ１及ｐ２７表达与患者化疗敏感性


