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[摘 要] 目的：探讨野生型 p53 诱导的磷酸酶 1（wild-type p53-induced phosphatase 1，Wip1）在小细胞肺癌（small-cell lung

cancer，SCLC）细胞及血清中的表达及其与临床预后的关系。方法：采用实时荧光定量PCR（qPCR）法检测SCLC细胞及血清标

本中Wip1的表达，分析其表达的临床意义。结果：Wip1在SCLC耐药细胞H69R中的表达较敏感细胞H69明显增加（P<0.01）。

Wip1在SCLC血清中的表达较正常对照组明显升高（P<0.05）；且Wip1 在化疗耐药患者血清中的表达较化疗敏感者者明

显升高（P<0.05）；血清中Wip1表达与SCLC患者的疾病分期、化疗敏感性及患者的生存状态关联（均P<0.05）。血清Wip1水平预

测SCLC化疗疗效的ROC曲线下面积为0.836（95%CI：0.8230～0.9600，P<0.01）；Wip1的表达与SCLC患者的无进展生存时间及

总生存时间明显关联（均P<0.05）。疾病分期、化疗敏感性及血清Wip水平是SCLC患者预后的独立影响因素（均P<0.05）。结

论：SCLC患者血清中Wip1的表达可能与化疗敏感性及患者预后有关，Wip1可能是SCLC患者潜在的疗效及预后评估的生物标

志物。
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[Abstract] Objective: To investigate the expression of wild type p53 induced phosphatase 1 (Wip1) in small cell lung cancer (SCLC)

cells and the serum of SCLC patient and its relationship with clinical prognosis. Methods: Real time quantitative PCR (qPCR) was

used to detect the expression of Wip1 in SCLC cells and serum samples. Results: The expression of Wip1 in drug-resistant SCLC cells

was significantly higher than that in sensitive cell lines (P<0.01). The expression of Wip1 in serum of SCLC group was significantly

higher than that of normal control group (P<0.05); the expression of Wip1 in serum of patients with chemotherapy resistance was

significantly higher than that in patients with chemotherapy sensitivity (all P<0.05); the serum Wip1 level was correlated with disease

stage, chemotherapy sensitivity and survival status of SCLC patients (all P<0.05). The area under ROC curve of Wip1 predicting the

prognosis of SCLC was 0.836 (95%CI: 0.8230-0.9600, P<0.01); the expression lever of Wip1 was significantly correlated with

progression free survival and overall survival time of SCLC patients (all P<0.05). Disease stage, chemosensitivity and Wip1 expression

were independent prognostic factors for SCLC patients (all P<0.05). Conclusion: The expression of Wip1 in serum of SCLC patients

may be related to chemotherapy sensitivity and prognosis. Wip1 may be a potential biomarker for therapeutic efficacy and prognosis

evaluation of SCLC patients.
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肺癌是全世界癌症相关死亡的主要原因。小细

胞肺癌（small-cell lung cancer，SCLC）是肺癌的一种，

约占所有肺癌的15%左右[1-2]。EP方案（即依托泊苷+

顺铂）为主的化疗是SCLC的一线治疗方法[3-4]。虽然

SCLC早期对化疗敏感，但大多数患者很快即产生耐

药，导致治疗失败[5-6]。而目前临床缺乏有效的二线
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治疗策略，导致SCLC的预后非常差，5年总生存率极

低[7-8]。因此，了解SCLC耐药的分子机制，寻找新的

有效的、且与诊断和治疗相关的生物标志物具有重

大意义。野生型 p53诱导的磷酸酶 1（wild-type p53-

induced phosphatase 1，Wip1），是丝氨酸/苏氨酸家族

成 员 ，由 PPMlD（protein phosphatase magnesium-

dependent l delta）基因编码，最早发现于受放射线照

射的淋巴瘤细胞中，其主要通过负反馈调节p53的功

能，在DNA损伤反应中有重要的作用[9-11]。作为机体

一个重要的凋亡调节因子，Wip1参与应激及DNA 损

伤修复的调节，在肿瘤的发生发展中亦有重要的作

用，且在多种肿瘤中存在表达，是一种新发现的癌基

因[12]。Wip1可以依赖其磷酸酶活性调节 p53信号通

路，从而调节化疗药物的细胞毒性反应，与化疗耐受

有关[13]。研究[14]发现，Wip1基因沉默可以通过活化

Chk1和p53的作用显著增加顺铂在卵巢癌中的化疗

敏感性。Wip1蛋白抑制剂可以选择性杀灭突变细

胞、增加细胞的化疗敏感性并且逆转细胞的化疗耐

受表型[10,15]。然而，目前国内外相关文献尚未见有关

Wip1 在 SCLC 中表达意义的研究。本研究拟分析

Wip1在 SCLC细胞及血清标本中的表达，分析其临

床意义。

1 资料与方法

1.1 标本来源

收集自 2016年 1月至 2020年 1月于四川省医学

科学院·四川省人民医院及成都市第六人民医院诊

治的 80例 SCLC患者血清标本。作为对照，同时收

集40例健康体检者的血清标本。采集所有研究对象

10 ml外周血液标本，采用抗凝管收集，保存于 4 ℃

30 min后，室温下 3 000×g离心 15 min，留取上层血

清，置于-80℃冰箱备用。入组标准：（1）年满 18 周

岁，病理组织学证实为 SCLC，未行放化疗及中药抗

肿瘤治疗；（2）至少1个CT诊断可测量病灶并接受随

访；（3）无其他恶性肿瘤病史；（4）无严重的病发症，

如极高危高血压、严重心脏及肺功能损伤、精神病史

及传染病活动期；（5）无器官移植病史。根据NCCN

指南，所有 80 例患者均接受一线 EP（依托泊苷+铂

类）方案化疗，根据RECIST1.1标准于治疗后每 2周

期评价疗效，其中 70例患者在化疗 2周期后评价为

CR、PR或SD，继续给予这部分患者原方案化疗 2周

期后再评价疗效。其中 33例疗效评价为CR、PR或

SD的患者继续原方案（EP方案）化疗2周期；47例疗

效评价为 PD的患者根据患者情况给予二线治疗方

案（IP方案：伊尼替康+铂类）化疗2~4周期，总周期数

为3~6周期。在35例局限期患者中有32例患者接受

了同步放化疗，3例患者因肺功能差不接受放疗。所

有患者出院后均进行了门诊和电话随访，随访起点

为病理活检或手术活检日期，最后一次随访为 2020

年6月30日。观察患者的无进展生存时间（progression-

free survival，PFS）和总生存时间（overal survival，OS）。

至随访截止日，存活病例 32例，死亡病例 48例。本

研究经上述医院伦理委员会批准，所有研究对象均

签署相关知情同意书。

1.2 细胞培养

人SCLC敏感细胞株H69和耐药细胞株H69AR，

分别采用的培养基为含 10% 和 20% 胎牛血清的

RPMI 1640，且在 37 ℃、5%CO2、饱和湿度的条件下

传代培养。

1.3 qPCR检测SCLC细胞及血清中Wip1的表达水平

采用 TRIzol（Invitrogen，Grand Island，NY）提取

细胞及血清标本中总RNA。Wip1基因引物序列：上游引

物 5'-GTTCGTAGCAATGCCTTCTCA-3'，下游引物

5'-CACTTTCTTGGGCTTTCATTTG-3'；以 β -actin 为

内 参 照 ，上 游 引 物 5'-GTTGCGTTACACCCTTTC

TTG-3'，下游引物 5'-CTGCTGTCACCTTCACCGTT-

3'。参照AMV逆转录试剂盒说明书提供的方法，将

提取的总 RNA 逆转录成 cDNA。采用 2×SYBR

Green PCR Master Mix，以cDNA为模板，进行qPCR。

在qPCR反应仪上进行相关PCR反应，以RQ=2-ΔΔCt的

方法进行分析。

1.4 统计学处理

本研究采用SPSS13.0统计软件进行数据分析，Wip1

在细胞及血清标本中的差异表达采用 t检验分析，Wip1

水平与相关临床病理参数的关系采用Chi-Square检验，

Wip1的表达与生存时间及预后的关系采用Kaplan-Meier

法分析,影响SCLC预后的因素采用单因素及多因素Cox

比例风险模型分析。相关统计结果均以P<0.05或P<0.01

表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 Wip1在SCLC患者细胞及血清中高表达

qPCR检测发现，Wip1在SCLC耐药细胞H69AR中

的表达较敏感细胞H69明显增加（均P<0.01，图1A）。

血清Wip1在SCLC患者中的表达较正常对照组明显增

高；根据患者对一线化疗药物（依托泊苷+铂类）的敏感

性，将患者分为化疗敏感者 33 例（化疗 2~6 周期后

评估肿瘤稳定或缓解）及化疗耐药患者 47 例（化疗

2~6周期后评估肿瘤进展），检测发现Wip1在化疗耐药

患者血清中的表达较化疗敏感者明显升高，差异具有

统计学意义（均P<0.01，图1B，C）。
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A: The differential expression of Wip1 in drug-resistant (H69AR) and sensitive (H69) SCLC cells;

B: The differential expression of Wip1 in serum of SCLC patients and normal control group;

C: The differential expression of Wip1 in drug-resistant and sensitive SCLC patients

图1 qPCR检测Wip1在SCLC细胞及患者血清中的表达

Fig.1 qPCR was used to detect the expression of Wip1 in SCLC cells and patient serum

2.2 SCLC患者血清Wip1的表达与患者临床病理特

征的关系

本研究中，根据 SCLC患者的血清Wip1平均表

达水平（8.339），分为Wip1高表达组（>8.339）和低表

达组（≤8.339）。分析血清Wip1的表达与SCLC患者

临床病理特征的关系，结果（表 1）发现，Wip1的表达

与患者的不同性别、年龄、吸烟无关联（均P>0.05）；

与不同的化疗敏感性、疾病分期及患者的生存状态

明显关联（P<0.05或P<0.01）。

2.3 SCLC患者Wip1表达水平与其生存关系分析

采用 Kaplan-Meier 法绘制 SCLC 患者的 PFS 及

OS，结果(图2A)发现高表达Wip1患者的PFS[（6.75±

1.06）个月]短于低表达者[（13.30±1.35）个月]，差异有

统计学意义（均 P<0.05）；Wip1 高表达 Wip1 患者的

OS[（11.92±1.70）个月]短于低表达者[（18.20±1.35）个

月]，差异有统计学意义(均P<0.05)。

2.4 SCLC患者血清Wip1预测化疗疗效的临床价值

ROC曲线分析血清 Wip1 诊断 SCLC 的生物潜

能，结果（图 3）发现，血清 Wip1 预测 SCLC 化疗疗

效的ROC 曲线下面积为0.836（95%CI:0.823~0.960；

P<0.01）。

表1 SCLC患者血清中Wip1的表达与其

临床病理特征的关系（n）

Tab. 1 Correlation between Wip1 expression in serum and

clinicopathological factors of SCLC patients (n)

Clinicopathological

features

Age (t/a)

<50

≥50
Gender
Male
Female

Disease stage
Advanced
Limited

Smoking
Yes
No

Chemotherapy
Sensitive
Resistant

Survival times
>1 years
<1 years

Wip1 expression in serum

Low

24

15

20
19

13
26

19
20

26
13

26
13

High

27

14

23
18

32
9

16
25

7
34

17
24

χ2

0.161

0.186

16.240

0.763

20.285

5.107

P

0.688

0.667

0.000

0.382

0.000

0.024

2-△△ct>8.339 was high expression; 2-△△ct≤8.339 was low expressin

图2 SCLC患者血清中Wip1的表达与PFS及OS的关系

Fig.2 The relationship of serum Wip1 expression with the PFS and OS time in SCLC patients
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图3 ROC曲线分析血清Wip1预测SCLC化疗疗效的临床价值

Fig.3 Clinical value of Wip1 in predicting treatment efficacy

of chemotherapy analyzed by ROC curve analysis

2.5 单因素及多因素分析影响SCLC患者预后的因素

进一步分析（表 2）发现，疾病分期、化疗敏感

性及 Wip1 表达是 SCLC患者预后的独立危险因素

（均P<0.05）。

3 讨 论

SCLC 是一种高度恶性的肺癌，其发病率较高。

由于SCLC恶性程度高、肿瘤转移早、疾病进展快，多

数患者被确诊为SCLC时已经达到了临床分期相对

较晚的广泛期，以致目前SCLC患者的病死率较高，

临床预后较差[16-17]。相关数据统计显示，SCLC患者

被确诊后的OS不足1年，且5年OS不足7%[18]。

尽管研究者在过去几十年里对SCLC的精准治疗

做了诸多探索，但目前临床上仍无确切的分子靶向

治疗或者免疫治疗单药应用于SCLC的临床一线治

疗，化疗在 SCLC的治疗中仍起着基础性的作用[19]。

SCLC患者初始通常对临床一线化疗药物治疗（比如

EP方案）非常敏感，应答率较高（60%~70%）。然而

多数SCLC患者会在短期内出现化疗耐药，最终导致

治疗失败[20]。而当 SCLC患者出现化疗耐药或者病

情进展时，临床上一般并不对患者进行再次活检或

者外科手术，故难以获得足量的SCLC患者的组织样

本来进行进一步的科学研究，最终导致目前SCLC化

疗耐药机制的研究进展非常有限[21-22]。因此，阐明

SCLC化疗耐药的机制，筛选出耐药相关的分子标志

物，找到良好的治疗靶点，是改善SCLC患者预后的

一个重要的科学问题。

表2 单因素和多因素分析影响SCLC患者OS的独立危险因素

Tab.2 Univariate and multivariate analyses of independent factors influencing overall survival (OS) of SCLC patients

Clinicopathological feature

Age/year (≥60 vs <60)

Gender (Male vs Female)

Chemotherapy (Resistance vs Sensitivity)

Smoking (Yes vs No)

Stage (Advanced vs Limited)

Wip1 expression (High vs Low)

Univariate analysis

HR

1.009

1.007

3.260

1.160

4.370

5.330

95%CI

0.720-1.070

0.790-1.310

1.130-6.570

0.904-1.950

1.690-7.740

1.560-10.320

P

0.630

0.750

0.001

0.180

0.001

0.000

Multivariate analysis

HR

2.170

2.360

2.940

95%CI

1.060-4.270

1.430-5.290

1.650-5.260

P

0.007

0.006

0.004

Wip1是一种新发现的原癌基因,在多种肿瘤中

过表达，促进肿瘤的生长，与患者的预后密切相关，

有望成为肿瘤治疗的新靶点[23]。然而，关于它在

SCLC发生、发展方面的作用尚不清楚。本研究前期

利用基因芯片技术筛选化疗耐药SCLC细胞和化疗

敏感SCLC细胞之间的差异表达基因时发现，耐药细

胞株中Wip1的表达较化疗敏感细胞株明显增高。此

外，Wip1在 SCLC患者血清中的表达较健康对照组

明显增高；化疗耐药患者血清Wip1的表达明显高于

化疗敏感者；Wip1表达与SCLC患者的疾病分期、化

疗敏感性及患者的生存状态相关。血清Wip1预测

SCLC化疗疗效的ROC曲线下面积为0.836(95% CI：

0.823~0.960)；血清Wip1的表达与患者的生存时间明

显相关；Wip1表达是SCLC患者独立的预后因素。

综上，Wip1的表达可与 SCLC患者的化疗敏感

性及预后相关，可能是SCLC患者潜在的治疗疗效及

预后评估生物标志物。
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