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　　［摘要］　目的　研究视网膜母细胞瘤蛋白结合锌指蛋白１（ＲＩＺ１）在不同级别脑胶质瘤组织中的蛋白表达水平以及其对

患者预后的影响。方法　应用免疫组织化学染色检测ＲＩＺ１和Ｋｉ６７在５１例不同级别星型胶质细胞瘤中的蛋白表达情况。

利用统计学方法分析ＲＩＺ１表达水平与患者临床病理学特征和预后的相关性。结果　免疫组化染色显示ＲＩＺ１蛋白表达主要

分布在细胞质，而Ｋｉ６７蛋白主要位于细胞核；低级别胶质瘤中ＲＩＺ１的表达［（４８．８３±４．３４）％］高于高级别胶质瘤［（７．５５±

４．３９）％］，差异有统计学意义（犘＜０．０００１）；ＲＩＺ１与Ｋｉ６７的表达负相关（狉＝－０．８１３０，犘＜０．０００１）。ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检验结

果显示ＲＩＺ１的表达与肿瘤级别和患者年龄负相关（犘＜０．０５），ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析显示ＲＩＺ１的表达与患者无进展生存期

和总生存期正相关（均犘＜０．０００１）；单因素分析提示ＲＩＺ１高表达和 Ｋｉ６７低表达的患者预后较好，将单因素分析结果中

犘＜０．２的因素纳入多因素Ｃｏｘ回归分析发现，ＲＩＺ１的高表达是胶质瘤患者预后的保护因素（犘＝０．０００，ＨＲ＝０．１６４，９５％ＣＩ：

０．０７１～０．３７８）。结论　ＲＩＺ１的表达随着胶质瘤病理级别的增高而降低，并与患者的预后明显相关，ＲＩＺ１可以作为胶质瘤治

疗和判断预后的生物学依据。
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　　［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ＲＩＺ１；ｇｌｉｏｍａ；ｃｌｉｎｉｃａｌｐａｔｈｏｌｏｇｙ；ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（８）：８４７８５１］

　　脑胶质瘤占中枢神经系统肿瘤的４４．６９％，其中

恶性胶质瘤占７０％，患者常常预后差，病死率高，即

使经手术切除治疗其复发率仍高达７０％～９０％，５

年生存率极低［１］。结合新的基因疗法和分子靶向治

疗可以提高肿瘤患者的生存率，但目前尚未发现针

对胶质瘤的特别有效的关键靶基因，寻找新的治疗

靶点已经成为胶质瘤综合治疗领域的前沿课题［２］。

视网膜母细胞瘤蛋白结合锌指蛋白（ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓ

ｔｏｍａｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｇｅｎｅ，ＲＩＺ）是一

种甲基转移酶，其功能单位为ＰＲ锌指结构域，具有

抑制肿瘤发生的作用。ＲＩＺ１表达水平降低与肿瘤

发生、进展等密切相关，被定义为一种抑癌基因，可

能同ｐ５３基因一样，有望成为肿瘤预防、监测、治疗

的新靶点。但是ＲＩＺ１在胶质瘤中的表达情况及其

与胶质瘤患者预后间的关系，目前国内外尚无报道。

本研究应用免疫组织化学染色方法检测ＲＩＺ１在不

同级别星型胶质细胞瘤中的表达，并分析其与肿瘤

恶性程度和预后等的相关性。

１　材料和方法

１．１　标本收集和信息采集　收集２００８年２月至

２０１０年９月在第二军医大学长征医院神经外科手术

治疗、具有详细临床和随访资料的胶质瘤患者的肿

瘤标本进行研究，所有肿瘤标本均为术中获取，即刻

行甲醛溶液固定和石蜡包埋切片，由长征医院病理

科两位经验丰富的专家根据 ＷＨＯ中枢神经系统肿

瘤分级标准（２００７），分别独立对肿瘤行病理分级和

分类，ＷＨＯⅠ～Ⅱ级为低级别胶质瘤（ｌｏｗｇｒａｄｅ

ｇｌｉｏｍａ，ＬＧＧ），ＷＨＯ Ⅲ～Ⅳ级为高级别胶质瘤

（ｈｉｇｈｇｒａｄｅｇｌｉｏｍａ，ＨＧＧ）。正常脑组织（ｎｏｒｍａｌ

ｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅ，ＮＢＴ）标本从两位因车祸致开放性颅

脑创伤死亡、无任何先天疾病的患者获得。本组胶

质瘤病例共５１例，其中男性３２例、女性１９例，男女

比例１．６８∶１．００，年龄２２～７５岁，中位年龄４６岁，

随访时间１１～６６个月。临床统计资料还包括肿瘤

大小、肿瘤切除程度、病理级别、肿瘤无进展生存期

（ｐｒｏｇｒｅｓｓｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ＰＦＳ）和总生存期（ｏｖｅｒａｌｌ

ｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ）。本研究经第二军医大学长征医院医

学伦理委员会审核批准，患者或其代理人均签署知

情同意书。

１．２　免疫组化染色检测ＲＩＺ１和Ｋｉ６７的表达　石蜡

切片行二甲苯脱蜡和梯度水化，３％ Ｈ２Ｏ２室温孵育

５～１０ｍｉｎ以封闭内源性过氧化物酶，５％～１０％正常

兔血清封闭液室温下孵育２０ｍｉｎ；分别加ＲＩＺ１（Ａｂｎｏ

ｖａ，Ｔａｉｐｅｉ，Ｔａｉｗａｎ）一抗（１∶３００）和 Ｋｉ６７（Ｄａｋｏ，

Ｇｌｏｓｔｒｕｐ，Ｄｅｎｍａｒｋ）一抗（１∶７５），４℃孵育过夜。１×

ＴＢＳＴ冲洗３次，加入二抗，室温孵育３０ｍｉｎ。ＤＡＢ显

色，复染，封片。用非免疫血清替代一抗作为阴性对

照。两位经验丰富的病理学专家分别独立地对免疫

染色和临床病理学特征进行评估，在４００×放大倍数

下，取３块染色最明显的区域计算１０００个细胞中染

色阳性细胞的百分比均数。以阳性细胞百分比的中

位值为界分为高表达和低表达组。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２１．０软件进行统计

分析，作图软件采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５。计量资料

以珔狓±狊表示，计数资料以百分比表示。组间差异比

较采用单因素方差分析，ＲＩＺ１的表达程度与临床病

理 资 料 间 的 关 系 采 用 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ 检 验，

Ｓｐｅａｒｍａｎ相关系数检验ＲＩＺ１和Ｋｉ６７的免疫反应

之间的相关性。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法进行生存分析并绘

制生存曲线。使用ｌｏｇｒａｎｋ检验对可能影响预后的

因素进行单因素分析，将其中犘＜０．２的因素纳入

Ｃｏｘ多因素回归分析。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＲＩＺ１和Ｋｉ６７在胶质瘤中的免疫组化染色结

果　免疫组化染色显示ＲＩＺ１在正常脑组织和不同

级别胶质瘤中的表达情况不同（图１），ＲＩＺ１蛋白在

正常组织中表达程度最高，低级别胶质瘤中ＲＩＺ１染

色阳性率［（４８．８３±４．３４）％］较高，而高级别胶质瘤

中阳性率［（７．５５±４．３９）％］最低，不同级别胶质瘤

组间差异有统计学意义（犘＜０．０００１）；高级别胶质

瘤中Ｋｉ６７的表达［（４０．１０±１０．１７）％］高于低级别

胶质瘤［（６．９２±１．９６）％］，差异有统计学意义（犘＜

０．０００１）。同级别胶质瘤中ＲＩＺ１与Ｋｉ６７的表达呈

负相关（狉＝－０．８１３０，犘＜０．０００１）。详见图２。



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第８期．张晨冉，等．ＲＩＺ１在胶质瘤中的表达及其与预后的相关性 ·８４９　　 ·

图１　犚犐犣１和犓犻６７在不同级别胶质瘤中的免疫组化染色结果

犉犻犵１　犐犿犿狌狀狅犺犻狊狋狅犮犺犲犿犻犮犪犾狊狋犪犻狀犻狀犵狉犲狊狌犾狋狊狅犳犚犐犣１犪狀犱犓犻６７犻狀犵犾犻狅犿犪狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉犪犱犲狊

ＮＢＴ：Ｎｏｒｍａｌｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅ；ＬＧＧ：Ｌｏｗｇｒａｄｅｇｌｉｏｍａ；ＨＧＧ：Ｈｉｇｈｇｒａｄｅｇｌｉｏｍａ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图２　犚犐犣１和犓犻６７的表达及两者间的相关性

犉犻犵２　犐犿犿狌狀狅狉犲犪犮狋犻狏犻狋狔犻狀狋犲狀狊犻狋犻犲狊狅犳犚犐犣，犓犻６７犪狀犱狋犺犲犻狉犮狅狉狉犲犾犪狋犻狅狀

ＬＧＧ：Ｌｏｗｇｒａｄｅｇｌｉｏｍａ；ＨＧＧ：Ｈｉｇｈｇｒａｄｅｇｌｉｏｍａ

２．２　ＲＩＺ１的表达强度与临床病理特征的关系　统

计分析结果显示，患者的年龄和肿瘤病理级别与

ＲＩＺ１表达强度有关，年龄小于５０岁和低级别肿瘤

中ＲＩＺ１的表达水平分别高于年龄≥５０岁和高级别

肿瘤患者，差异有统计学意义（犘 分别为０．０２７和

０．０００）；ＲＩＺ１的表达水平与患者性别、肿瘤大小等

无关。见表１。

２．３　ＲＩＺ１的表达水平与患者ＰＦＳ和 ＯＳ间的关

系　生存曲线显示ＲＩＺ１高表达患者的ＰＦＳ和 ＯＳ

高于ＲＩＺ１低表达患者，差异有统计学意义（均犘＜

０．０００１，图３），单因素分析提示ＲＩＺ１的高表达和

Ｋｉ６７的低表达的患者预后较好（犘＜０．０００１，犘＝

０．００１），而年龄、性别、肿瘤大小等与预后无关（表

２）。多因素Ｃｏｘ回归分析发现，ＲＩＺ１的高表达是胶

质瘤患者预后的保护因素（犘＝０．０００，ＨＲ＝０．１６４，

９５％ＣＩ：０．０７１～０．３７８）。

表１　犚犐犣１的表达与临床病理学特征间的关系

犜犪犫１　犚犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犫犲狋狑犲犲狀犚犐犣１犻犿犿狌狀狅狉犲犪犮狋犻狏犻狋狔犪狀犱

犮犾犻狀犻犮狅狆犪狋犺狅犾狅犵犻犮犳犲犪狋狌狉犲狊狅犳犵犾犻狅犿犪狆犪狋犻犲狀狋狊

犖＝５１

Ｆｅａｔｕｒｅ 狀（％）
ＲＩＺ１ｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ

＜Ｍｅｄｉａｎ狀 ≥Ｍｅｄｉａｎ狀
犘ｖａｌｕｅ

Ｇｅｎｄｅｒ ０．０９７

　Ｍａｌｅ ３２（６２．７） １９ １３

　Ｆｅｍａｌｅ １９（３７．３） ６ １３

Ａｇｅ ０．０２７

　＜５０ｙｅａｒ ２９（５６．９） １２ １７

　≥５０ｙｅａｒ ２２（４３．１） １３ ９

Ｔｕｍｏｒｄｉａｍｅｔｅｒ ０．３２４

　＜６ｃｍ ３２（６２．７） １４ １８

　≥６ｃｍ １９（３７．３） １１ ８

Ｅｘｔｅｎｔｏｆｒｅｓｅｃｔｉｏｎ ０．４３６

　Ｇｒｏｓｓｔｏｔａｌ ３９（７６．５） ２０ １９

　Ｓｕｂｔｏｔａｌ １２（２３．５） ５ ７

Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｇｒａｄｅ ０．０００

　Ｌｏｗｇｒａｄｅ １２（２３．５） １ １１

　Ｈｉｇｈｇｒａｄｅ ３９（７６．５） ２４ １５
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图３　犚犐犣１的表达与患者无进展生存期（犘犉犛）和总生存期（犗犛）的关系

犉犻犵３　犚犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆狅犳犚犐犣１犻犿犿狌狀狅狉犲犪犮狋犻狏犻狋狔狑犻狋犺狆狉狅犵狉犲狊狊犳狉犲犲狊狌狉狏犻狏犪犾犪狀犱狅狏犲狉犪犾犾狊狌狉狏犻狏犪犾狅犳狆犪狋犻犲狀狋狊狑犻狋犺犵犾犻狅犿犪狊

表２　临床病理各指标与胶质瘤患者预后的关系

犜犪犫２　犚犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犫犲狋狑犲犲狀犮犾犻狀犻犮狅狆犪狋犺狅犾狅犵犻犮犳犲犪狋狌狉犲狊犪狀犱狆狉狅犵狀狅狊犻狊狅犳犵犾犻狅犿犪狆犪狋犻犲狀狋狊

Ｖａｒｉａｂｌｅ 狀 Ｍｅｄｉａｎｓｕｒｖｉｖａｌ（９５％ＣＩ）狋／ｍｏｎｔｈ 犘ｖａｌｕｅ（ｌｏｇｒａｎｋ）

ＲＩＺ１ ＜０．０００１

　＜Ｍｅｄｉａｎ ２５ １２．０００（９．３２４１４．６７６）

　≥Ｍｅｄｉａｎ ２６ ３６．０００（３２．３７８３９．６２２）

Ｋｉ６７ ０．００１

　＜Ｍｅｄｉａｎ ２４ ３６．０００（３２．８１４３９．１８６）

　≥Ｍｅｄｉａｎ ２７ １２．５００（７．３１４１７．６８６）

Ａｇｅ（ｙｅａｒ） ０．１３３

　＜５０ ２９ ２９．１００（１．２７２５６．９２８）

　≥５０ ２２ １６．０００（６．６００２５．４００）

Ｇｅｎｄｅｒ ０．４６９

　Ｍａｌｅ ３２ １４．０００（９．１４９１８．８５１）

　Ｆｅｍａｌｅ １９ ３３．８００（２２．５３６４５．０６４）

Ｔｕｍｏｒｄｉａｍｅｔｅｒ犱／ｃｍ ０．７１０

　≥６ ３２ １３．３００（０．０００２９．１３５）

　＜６ １９ ２８．０００（７．４６８４８．５３２）

Ｅｘｔｅｎｔｏｆｒｅｓｅｃｔｉｏｎ ０．７０６

　Ｇｒｏｓｓｔｏｔａｌ ３９ ２３．８００（７．１５８４０．４４２）

　Ｓｕｂｔｏｔａｌ １２ １２．０００（８．３１８１５．６８２）

３　讨　论

ＲＩＺ１是由Ｂｕｙｓｅ等
［３］发现的一种肿瘤抑制基

因，定位于１号染色体短臂３区６带（１ｐ３６．２３）
［４］，

该染色体区域在许多人类肿瘤中发生缺失。ＲＩＺ１

表达下调或丢失可见于乳腺癌、卵巢癌、肝癌、结直

肠癌、慢性髓性白血病、黑素瘤、嗜铬细胞瘤等多种

肿瘤疾病［５６］。遗传机制和表观遗传机制是ＲＩＺ１失

活的主要原因［７１０］。目前ＲＩＺ１与胶质瘤发病间的

关系国内外尚未见报道。我们应用免疫组化染色方

法发现ＲＩＺ１在正常脑组织中高表达，随着肿瘤级别

的增加其表达水平降低，即低级别胶质瘤中ＲＩＺ１的

染色程度高于高级别胶质瘤；Ｋｉ６７是公认的肿瘤恶

性度指标，研究中我们发现ＲＩＺ１与Ｋｉ６７的表达呈

负相关；临床病理资料统计分析结果也显示ＲＩＺ１的

表达强度与肿瘤级别和患者年龄负相关；生存分析

结果显示ＲＩＺ１的高表达与患者术后ＰＦＳ和ＯＳ正

相关。以上这些发现可初步证实ＲＩＺ１高表达和肿

瘤恶性程度负相关，ＲＩＺ１可能参与了胶质瘤的发生

和发展。

目前尚无研究证实ＲＩＺ１如何参与胶质瘤的发生

和发展，Ｌｉｕ等
［１１］利用基因芯片技术结合ＲＴＰＣＲ、蛋

白质印迹和免疫组化等技术，发现随着脑膜瘤恶性程

度的增加，ＲＩＺ１的表达水平逐渐下降；利用慢病毒转

染技术高表达ＲＩＺ１，能够抑制脑膜瘤细胞增殖，诱导

恶性脑膜瘤细胞凋亡。他们还证实了ＲＩＺ１的过表

达与ｃｍｙｃ的下调相关。也有文献报道在其他肿瘤

发病机制中，ＲＩＺ１与胶质瘤发病三大核心通路中的
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ｐ５３通路和ＲＢ通路相关，且与ＮＦκＢ、ＡＫＴ、ＴＮＦ

α、ｃｍｙｃ等胶质瘤辅助通路相关
［１０，１２１３］，据此我们推

测ＲＩＺ１极有可能通过调控ｐ５３、ＲＢ、ＮＦκＢ等通路

参与脑胶质瘤的发生和发展、恶性增殖和侵袭等，但

具体机制尚待下一步实验去深入研究。

本研究结果表明ＲＩＺ１的表达与胶质瘤的发生

发展关系密切，提示ＲＩＺ１的表达水平有可能作为判

断脑胶质瘤恶性程度的一个辅助指标。这为进一步

研究、寻找基因治疗新靶点和阐明恶性脑胶质瘤的

发生、发展机制打下基础。
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