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　　［摘要］　背景与目的：神经菌毛素-1(neuropilin-1，NRP1)作为血管内皮生长因子(vascular endothelial 
growth factor，VEGF)受体，在肿瘤新生血管形成和肿瘤细胞迁移中发挥重要作用。本研究目的是探索NRP1
表达与晚期非小细胞肺癌(non-small cell lung cancer，NSCLC)含铂一线化疗敏感性及预后的相关性。方法：

应用免疫组织化学法检测104例一线应用含铂双药方案化疗的晚期NSCLC肿瘤组织中NRP1表达，采用χ2检验

及Logistic回归模型分析NRP1表达与化疗反应率的关系。采用Kaplan-Meier和Cox比例风险回归模型分析NRP1
表达对生存期的影响。结果：在104例患者中，56例(53.8%)出现NRP1高表达。NRP1高表达与年龄、性别、

组织类型、分化程度、行为状态和化疗方案等临床病理因素无关。NRP1低表达患者的化疗反应率高于高表

达患者(43.8% vs 23.2%，P=0.026)。Logistic多因素分析结果显示，NRP1表达为化疗反应率的独立预测因素

(OR=3.103，95%CI：1.320~7.290，P=0.009)，NRP1低表达患者较高表达患者具有更长的无进展生存期(4.6个月 
vs 3.0个月，χ2=11.273，P=0.001)和总生存期(11.5个月 vs 9.2个月，χ2=14.392，P=0.000)，NRP1高表达是晚期

NSCLC化疗反应率及总生存期的独立预测因素。结论：NRP1高表达与晚期NSCLC一线含铂联合化疗反应率和

生存期相关，NRP1表达可能是预测晚期NSCLC化疗敏感性和预后的生物标志物。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Neuropilin-1 (NRP1), a vascular endothelial growth factor (VEGF) 
receptor, plays an important role in tumor angiogenesis and tumor cell migration. The purpose of this study was to de-
termine the correlation between NRP1 expression and sensitivity to first-line platinum-based chemotherapy in patients 
with advanced non-small cell lung cancer (NSCLC), and between NRP1 expression and survival. Methods: NRP1 ex-
pression in tumor tissues of 104 advanced NSCLC patients treated with first-line platinum-based regimen was detected 
by immunohistochemisty. A chi-square test and logistic regression model were used to analyze the relationship between 
NRP1 expression and the chemotherapy response rate. Kaplan-Meier and Cox proportional hazard regression models 
were used to analyze the effect of NRP1 expression on patient survival. Results: Among the 104 patients, 56 (53.8%) 
had high expression of NRP1. High expression of NRP1 was not related to age, gender, histological type, degree of 
differentiation, performance status, and chemotherapy regimen. The chemotherapy response rate was significantly 
higher in patients with low NRP1 expression than in patients with high expression (43.8% vs 23.2%, P=0.026). The low 
NRP1 expression was significantly associated with longer progression-free survival (4.6 months vs 3.0 months, P=0.001 
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for log-rank test, χ2=11.273) and overall survival (11.5 months vs 9.2 months, P=0.000 for log-rank test, χ2=14.392) as 
compared with high NRP1 expression. Multivariate analysis showed that high expression of NRP1 was an independent 
predictor for the chemotherapy response rate and overall survival in patients with advanced NSCLC. Conclusion: 
NRP1 expression is associated with response rate and survival in advanced NSCLC patients treated with first-line plati-
num-based chemotherapy. NRP1 expression may be a potential biomarker for predicting chemosensitivity and prognosis 
in patients with advanced NSCLC.
  　［Key words］ Non-small cell lung cancer; Neuropilin-1; Chemosensitivity; Prognosis

　　肺癌是最常见的恶性肿瘤，其中非小细胞

肺癌(non-small cell lung cancer，NSCLC)约占

80%，超过65%的NSCLC在诊断时已属晚期。

多个随机临床试验已证实含铂双药联合化疗方

案可改善患者的生存期及生活质量，含铂双药

联合化疗是目前晚期NSCLC一线治疗的标准方

案之一［1］。但是，对于非选择性晚期NSCLC患

者，含铂双药联合化疗一线治疗的有效率仅为

17%~22%，中位生存期仅为7~9个月［2］。即使

根据组织类型优化选择化疗方案，也仅可让非

鳞癌患者的中位生存期延长至11.8个月［3］。耐

药是晚期NSCLC化疗失败的主要原因［4］。因

此，发现晚期NSCLC化疗耐药的分子标志物有

助于进一步提高晚期NSCLC化疗的疗效。

　　神经菌毛素-1(neuropilin-1，NRP1)于1997
年首次被鉴定为神经导向因子3A的共受体，与

神经丛素3A共同调节神经轴突的生长［5］。随后

的研究显示，NRP1参与调节恶性肿瘤细胞的存

活、增殖、侵袭和迁移［6］，是多种恶性肿瘤的

不良预后因素［7-12］。最近研究还发现，NRP1表

达与骨肉瘤化疗耐药相关［12-13］，但NRP1表达

对晚期NSCLC化疗敏感性及生存期的影响尚不

清楚。

　　本研究应用免疫组织化学法检测NRP1在

104例晚期NSCLC患者组织标本中的表达情况，

探索NRP1表达与晚期NSCLC化疗敏感性和预后

的相关性。

1　资料和方法

1.1　临床资料

　　104例患者的石蜡包埋组织标本来自佛山

市第一人民医院病理科2009年10月8日—2011

年12月31日的病理档案。入选病例符合以下标

准：病理确诊为NSCLC；按2009年国际抗癌联

盟(Union for International Cancer Control，UICC)
肺癌TNM分期为Ⅳ期；无脑转移；年龄18~70
岁；行为状态(performance status，PS)0~1分；

一线治疗为含铂双药方案化疗；骨髓、肝和肾

功能正常；有可测量病灶。本研究获得佛山市

第一人民医院伦理委员会批准，组织标本收集

及应用于研究经患者知情同意。

　　104例患者中，男性66例(63.5%)，女性38
例(36.5%)；年龄41岁~69岁，中位年龄60岁。

腺癌52例(50.0%)，鳞癌52例(50.0%)。PS 0分19
例(18.3%)，PS 1分85例(81.7%)。肿瘤组织高分

化15例(14.4%)，中分化62例(59.6%)，低分化27
例(26.0%)。接受吉西他滨联合卡铂化疗患者62
例(59.6%)，接受紫杉醇联合卡铂化疗患者15例

(14.4%)，接受培美曲塞联合卡铂化疗患者27例

(26.0%)。
　　化疗结束后每8周随访1次，末次随访时间

为2014年1月26日，中位随访时间为12个月。

1.2　化疗方案

　　入选病例应用含铂双药方案化疗，化疗方

案包括：吉西他滨1 000 mg/m2静脉滴注，第

1、8天，卡铂的药时曲线下面积(area under the 
concentration-time curve，AUC)=5静脉滴注，

第1天；紫杉醇175 mg/m2静脉滴注，第1天，

卡铂的AUC=5静脉滴注，第1天；培美曲塞 

500 mg/m2静脉滴注，第1天，卡铂的AUC=5静

脉滴注，第1天。

　　每3周为1个周期，每2个周期评价疗效，化

疗最多不超过6个周期。完成化疗后每8周评价 

1次疗效。

1.3　免疫组织化学法检测

　　切取4 μm厚石蜡包埋组织，采用免疫组化
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SP法检测NRP1表达(NRP1单克隆抗体均购自

美国Abgent公司)，免疫组化二抗SP检测试剂

盒购自美国Dako公司。主要步骤包括：二甲苯

脱蜡，梯度酒精脱水，3%双氧水灭活内源性过

氧化酶，PBS缓冲液冲洗，专用微波炉进行抗

原微波热修复，一抗温育60 min，封闭剂温育 

30 min，后二抗温育30 min，用1∶20 DAB显

色5 min，苏木精复染，酒精脱水，中性树胶封

片。以PBS代替一抗作为阴性对照。

　　染色评判标准参照参考文献［7］。NRP1
表达主要位于肿瘤细胞的细胞膜和细胞质，出

现棕黄色颗粒为阳性。每张切片镜下随机选择 

5个高倍视野(×200)，每个视野计数100个细胞，

计算各个视野中阳性细胞的平均百分率作为该

切片的阳性细胞百分率。无阳性细胞为0分，

小于等于25％为1分，26％~75％为2分，大于

75％为3分。染色强度以多数呈现的染色特征为

标准，无染色为0分，淡黄色为1分，棕黄色为2
分，棕褐色为3分。然后以阳性细胞百分率计分

和强度计分相加所得的总分进行结果判定，0分

为阴性，1~2分为弱阳性(＋)，3~4分为中度阳

性(＋＋)，大于等于5分为强阳性(＋＋＋)。评

分小于3分为低表达，大于等于3分为高表达。

1.4　临床评估

　　近期疗效按照实体肿瘤的疗效评价标准

1.1版［14］分为完全缓解(complete response，

CR)、部分缓解(partial response，PR)、疾病稳

定(stable disease，SD)和疾病进展(progressive 
disease，PD)，获得CR或PR的患者4周后再确

认疗效。有效率=(CR病例数+PR病例数)/总病

例数。远期疗效为无进展生存期(progression-
free survival，PFS)和总生存期(overall survival，
OS)。PFS定义为从化疗开始至疾病进展或任何

原因导致死亡的时间。OS定义为从化疗开始至

死亡的时间。

1.5　统计学处理

　　应用SPSS 17.0软件分析。NRP1表达与化疗

反应率的相关性采用χ2检验，化疗反应率多因素

分析采用Logistic回归模型。NRP1表达与PFS、

OS的关系采用Kaplan-Meier法分析，log-rank检

验差异性。预后多因素分析采用Cox比例风险回

归模型。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　NRP1在晚期NSCLC组织中的表达

　　应用免疫组织化学法检测104例晚期NSCLC
石蜡包埋组织的NRP1蛋白表达，NRP1高表达

表现为细胞膜和(或)细胞质中出现棕黄色颗粒

(图1)，56例(53.8%)呈现NRP1高表达。

2.2　NRP1表达与临床病理特征的关系

　　NRP1表达情况与年龄、性别、PS、组织

类型、分化程度、化疗方案及后续是否接受表

皮生长因子受体-酪氨酸激酶抑制剂(epidermal 
growth factor receptor-tyrosine kinase inhibitors，

EGFR-TKI)治疗的相关性见表1。NRP1高表

达与年龄、性别、PS、组织类型、化疗方案

及后续是否接受EGFR-TKI治疗均无相关性

(P>0.05)。
2.3　NRP1表达与化疗反应率的关系

　　NRP1高表达和低表达患者一线化疗反应率

分别为23.2%(13/56)和43.8%(21/48)，NRP1低

表达患者化疗反应率高于高表达者(χ2=4.943，

P=0.026)。校正年龄、性别、PS、组织类型、

分化程度和化疗方案等因素，Logistic回归多因

素分析显示，NRP1表达是化疗反应率的独立

预测因素(OR=3.103，95%CI：1.320~7.290，

P=0.009，表2)。
2.4　NRP1表达与晚期NSCLC预后的关系

　　在104例患者中，中位PFS和中位OS分别为

3.7和10.0个月。NRP1低表达患者较高表达患者

PFS(4.6个月 vs 3.0个月，χ2=11.273，P=0.001，

图2)和OS(11.5个月 vs 9.2个月，χ2=14.392，

P=0.000，图3)更长。

　　将年龄、性别、组织类型、PS、分化程

度、化疗方案、NRP1表达及后续是否接受

EGFR-TKI治疗等预后因素纳入Cox比例风险

回归模型进行分析。单因素分析结果显示，

生存不良预后因素有NRP1高表达(HR=2.092，

P=0.000)、男性(HR=1.728，P=0.014)、后续未

接受EGFR-TKI治疗(HR=3.162，P=0.000，表

3)。进一步多因素分析结果显示，NRP1高表达

(HR=2.089，P=0.000)和后续未接受EGFR-TKI
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治疗(HR=3.179，P=0.000)均为OS的独立预测因 素(表3)。

表 1　NRP1表达与临床病理因素的关系

Tab. 1    Relationships between NRP1 expression and clinicopathologic characteristics

Characteristic N NRP1 high expression cases n(%) χ2 value P value

Age/year 0.015 0.903

<60 47 25(53.2)

≥60 57 31(54.4)

Gender 1.010 0.315

Male 66 38(57.6)

Female 38 18(47.4)  

PS 0.014 0.906

0 19 10(52.6)

1 85 46(54.1)

Histology 0.619 0.431

ACC 52 30(57.7)

SCC 52 26(50.0)

Differentiation 0.367 0.832

High 15  7(46.7)

Moderate 62 34(54.8)

Low 27 15(55.6)

Chemotherapy regimen 1.289 0.525

GC 62 35(56.5)

TC 19 11(57.9)

PC 23 10(43.5)

EGFR-TKI therapy 1.415 0.234

Yes 13 5(38.5)

No 91 51(56.0)

ACC: Adenocarcinoma; SCC: Squamous cell carcinoma; GC: Gemcitabin-carboplatin; TC: Taxol-carboplatin; PC: Pemetrexed-carboplatin

图 1　免疫组织化学法检测NRP1表达

Fig. 1    Expression of NRP1 in NSCLC tissues detected by immunohistochemistry

A: High NRP1 expression (×200); B: High NRP1 expression (×40); C: Low NRP1 expression (×200); D: Low NRP1 expression (×40)
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表 2　化疗反应率相关因素的Logistic回归分析

Tab. 2    Logistic regression analysis for chemotherapy response rate

Characteristic OR 95%CI P value

Age (≥60 vs <60) 0.783 0.320-1.917 0.592

Gender (male vs female)  1.466 0.602-3.575  0.400

Histology (ACC vs SCC) 0.512 0.214-1.225 0.133

PS (0 vs 1) 0.497 0.145-1.699 0.265

Differentiation (low vs moderate or high) 0.712 0.243-2.089 0.537

CT regimen (PC vs GC or TC) 1.355  0.398-4.618 0.627

NPR1 expression (high vs low) 3.103 1.320-7.290 0.009

表 3　NSCLC中OS相关因素的Cox风险回归模型单因素及多因素分析

Tab. 3    Univariate and multivariate Cox regression analysis for OS in NSCLC

Characteristic
Univariate analysis Multivariate analysis

HR(95%CI) P value HR(95%CI) P value

Age (≥60 vs <60) 1.047(0.710-1.546) 0.816

Gender (male vs female) 1.728(1.117-2.666)  0.014

Histology (ACC vs SCC) 0.725(0.490-1.073) 0.109

PS (0 vs 1) 0.781(0.472-1.291) 0.335

Differentiation (low vs moderate or high) 1.080(0.695-1.680) 0.731

CT regimen (PC vs GC or TC) 0.666(0.411-1.081) 0.100

NRP1 expression (high vs low) 2.092(1.398-3.131) 0.000 2.089(1.389-3.141) 0.000

EGFR-TKI therapy(no vs yes) 3.162(1.606-6.227) 0.001 3.179(1.601-6.310) 0.000

图 2　NRP1表达与PFS的关系

Fig. 2    Relationship between NRP1 expression and PFS

图 3　NRP1表达与OS的关系

Fig. 3    Relationship between NRP1 expression and OS
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3　讨　　论

　　本研究探讨NRP1表达是否与晚期NSCLC
含铂双药方案化疗敏感性及预后相关。结果显

示，NRP1高表达患者的化疗反应率明显低于低

表达者。而且，NRP1表达与患者的PFS及OS相

关，NRP1高表达的晚期NSCLC患者比NRP1低

表达者预后更差。

　　NRP1作为血管内皮生长因子 (vascular 
endothelial growth factor，VEGF)家族成员的受

体，以独立或依赖血管内皮细胞生长因子受体

2(vascular endothelial growth factor receptor 2，

VEGFR2)的方式参与新生血管的生成及肿瘤的

增殖和迁移［15］。有研究显示，NRP1在肺癌、

前列腺癌、乳腺癌、胰腺癌、卵巢癌、胃肠道

肿瘤、神经胶质瘤和黑素瘤等多种恶性肿瘤中

高表达［16］。NRP1表达使NSCLC细胞更容易

发生新生血管形成、侵犯和转移。NRP1低表

达NSCLC患者术后生存期明显长于高表达者，

NRP1表达是NSCLC术后生存期的独立预后因 

素［17］。另外，有研究显示，NRP1表达与骨肉

瘤、前列腺癌和胰腺癌等多种恶性肿瘤的预后

相关［7-12］。本研究结果显示，NRP1表达与晚期

NSCLC化疗的PFS和OS相关，是OS的独立预后

因素。因此，NRP1可能在晚期NSCLC疾病进展

中发挥作用。

　　近期体外研究发现，NRP1表达与骨肉瘤对

多柔比星耐药相关，下调NRP1表达可增强骨

肉瘤细胞对多柔比星的敏感性［12］。临床研究

结果进一步证实，NRP1表达与骨肉瘤化疗敏感

性相关，在166例行新辅助化疗的骨肉瘤患者

中，NRP1低表达患者的化疗反应率为55.9%，

而高表达患者的化疗反应率仅为44.1%，差异有

统计学意义(P=0.006)［13］。本研究显示，NRP1
高表达的晚期NSCLC患者的化疗反应率明显低

于低表达者，提示NRP1高表达与晚期NSCLC
化疗耐药相关。迄今为止，NRP1表达引起化

疗耐药的机制仍不明确。Beck等［18］的研究显

示，VEGF-NRP1通路可以促进皮肤鳞癌肿瘤

干细胞的形成及自我更新，但敲除NRP1基因

后，VEGF则失去了促进肿瘤干细胞自我更新

的能力。Hamerlik等［19］的研究显示，VEGFR2
高表达的脑胶质瘤中同样存在VGFE-VEGFR2-
NRP1通路，该通路可以促进脑胶质瘤干细胞的

活性及增殖。仅抑制VEGF并不能阻断该通路

信号转导，VEGFR2-NRP1通路仍能通过自分

泌作用被激活。当敲除NRP1基因后，脑胶质瘤

干细胞的活性明显减弱。这两项研究均提示，

NRP1在调节肿瘤干细胞形成和增殖中发挥重要

作用。此外，NRP1可以通过活化NF-κB促进口

腔鳞癌细胞上皮细胞-间充质细胞转换(epithelial-
mesenchymal transition，EMT)形成［20］。既往研

究已表明，肿瘤干细胞或EMT均可导致化疗耐

药［21-22］。因此，NRP1可能通过促进肿瘤干细

胞增殖及促进EMT形成导致化疗耐药。

　　NRP1高表达与晚期NSCLC化疗耐药相关

提示，针对NRP1靶点的治疗可能进一步提高晚

期NSCLC化疗疗效。最近，Yue等［12］的研究显

示，敲除NRP1基因可明显提高骨肉瘤细胞对多

柔比星的敏感性。Han等［23］的研究显示，应用

RNA干扰技术沉默NRP1表达后，同样可以增强

乳腺癌细胞的化疗敏感性。

　　本研究为回顾性研究，样本量小，未纳

入表皮生长因子受体(epidermal growth factor 
receptor，EGFR)基因突变状态进行分析。EGFR
基因突变状态除了可预测EGFR-TKI疗效外，

还与化疗疗效相关［24-25］。应用紫杉醇联合卡

铂方案一线治疗晚期NSCLC患者，EGFR突

变型和野生型患者的化疗有效率分别为47.3%
和23.5%，EGFR突变的晚期NSCLC化疗有效

率更高［24］。Dong等［25］的研究显示，EGFR
突变状态是晚期NSCLC一线化疗PFS的独立

预测因素。因此，EGFR基因突变状态被认为

是晚期NSCLC化疗反应率和预后的重要影响 

因素［26］。

　　综上所述，NRP1高表达与晚期NSCLC肺癌

化疗反应率及生存期相关，NRP1可能是预测晚

期NSCLC化疗敏感性及预后的生物标志物。
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