
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.11 NO.17 SEP.2011

·临床研究·
RIP3 在淋巴瘤患者病理组织中的表达
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摘要 目的：探讨 RIP3（受体相互作用蛋白 -3）在淋巴瘤患者病理组织中是否表达及其亚细胞定位，并初步观察 RIP3 的表达是否

与淋巴瘤病理恶性度相关。方法：（1） 利用免疫组化技术检测 48 例淋巴瘤和非肿瘤侵润淋巴结病理组织中 RIP3 表达，并观察

RIP3 亚细胞定位。结果：（1）RIP3 在淋巴瘤患者病理组织中均有表达，其亚细胞定位主要在细胞核，在细胞质中相对弱表达。（2）
RIP3 表达与淋巴瘤病理恶性度可能存在相关性。结论：RIP3 在淋巴瘤患者病理组织中存在阳性表达，为研究 RIP3 是否与淋巴瘤

的发病、临床表现和预后相关，提供了新的探索途径。
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ABSTRACT Objective: To investigate the expression of RIP3 (receptor interaction protein-3) in lymphoma patients pathological tis-
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前言

受体相互作用蛋白家族（receptor-interacting proteins，RIPs）
是蛋白激酶家族的一个重要分支，因功能上具有特异的丝氨酸

（Ser）/ 苏氨酸（Thr）激酶活性，故又属于 Ser/Thr 蛋白激酶家

族。该家族的成员有 RIP1~RIP7。近年来，RIP3 在肿瘤研究中受

到关注，是 RIPs 家族中研究较为深入的成员之一。RIP3 全称

为受体相互作用丝氨酸 - 苏氨酸激酶 3（receptor-interacting ser-
ine-threonine kinase 3）。基础研究证实 RIP3 基因定位于人染色

体 14q11.2 上，该区域的染色体损伤与肿瘤发生发展相关[1-3]，

是一个多发基因突变的区域。最近研究发现 RIP3 不仅能够诱

导细胞凋亡，在细胞程序性坏死[4,5]（programmed necrosis）过程

中也有极重要的作用，调控着细胞凋亡与细胞坏死相互转换的

关键环节[5,6]。恶性肿瘤的发生与发展与细胞增殖、死亡动态平

衡紊乱有关，但恶性肿瘤的发生与发展是否与 RIP3 蛋白表达

存在某种关联却未知。国外有学者利用分子反转探针（Molec-
ular Inversion Probe）技术在非霍奇金淋巴瘤患者机体中检测到
RIP3 基因的单核苷酸多态性[7]；国内北京生命科学研究所，王

晓东实验室利用 Western-Blotting 印迹技术在 Jurkat 细胞（人 T
细胞白血病细胞株）中检测到 RIP3 蛋白表达[5]。但是国内在肿

瘤患者中检测 RIP3 蛋白表达的目前未见报道。本研究采用市

售抗 RIP3 抗体及免疫组化技术在蛋白水平检测淋巴瘤患者病

理组织中是否存在 RIP3 表达，并观察 RIP3 亚细胞定位，进一

步分析 RIP3 表达与淋巴瘤患者病理恶性度是否存在相关性。

1 材料与方法

1.1 临床病例资料

回顾性分析，2007 年 1 月至 2010 年 12 月我院无肿瘤侵

润的淋巴结石蜡包埋病理切片 24 例（对照组），其中包括乳腺
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表 2 24 例淋巴瘤患者临床资料

Table 2 The clinical data of 24 lymphoma patiens

项 目

Item

霍奇金病淋巴瘤

Hodgkin's lymphoma
弥漫大 B 细胞淋巴瘤

Diffuse large B cell lymphoma
外周 T 细胞淋巴瘤

Peripheral T cell lymphoma

NK/T 细胞淋巴瘤

NK/T cell lymphoma

例数

Cases
百分比

Percentage（%）

例数

Cases
百分比

Percentage（%）

例数

Cases
百分比

Percentage（%）

例数

Cases
百分比

Percentage（%）

年龄 Age

<60 岁

Less than 60
6 100.0% 3 50.0% 6 100.0% 5 83.3%

>60 岁

More than 60
0 0.0% 3 50.0% 0 0.0% 1 16.7%

性别 Sex

男 Man 1 16.7% 3 50.0% 3 50.0% 6 100.0%

女 Female 5 83.3% 3 50.0% 3 50.0% 0 0.0%

免疫组化

Immuno-

histochemistry

CD15+ 6 100.0% 0 0.0% 0 0.0%

CD30+ 6 100.0% 0 0.0% 0 0.0%

CD20+ 0 0.0% 6 100.0% 0 0.0%

CD3+ 0 0.0% 0 0.0% 6 100.0%

临床分期

Clinical stage

I-II 4 66.7% 4 66.7% 0 0.0% 6 100.0%

III-IV 2 33.3% 2 33.3% 6 100.0% 0 0.0%

癌、胃癌、结肠癌、直肠癌患者各 6 例。选取淋巴瘤患者石蜡包

埋病理切片 24 例（观察组）：霍奇金淋巴瘤 6 例、弥漫大 B 细胞

淋巴瘤 6 例、外周 T 细胞淋巴瘤 6 例、NK/T 细胞淋巴瘤患者 6

例。病理诊断均由我院病理科两位医师确认一致。其一般资

料如表 1 和表 2。.

项目

Item

乳 腺 癌

Brest cancer
胃 癌

Gastric cancer
结 肠 癌

colon cancer
直 肠 癌

rectal cancer

例数

Cases
百分比

Percentage（%）

例数

Cases
百分比

Percentage（%）

例数

Cases
百分比

Percentage（%）

例数

Cases
百分比

Percentage（%）

年 龄 Age

<60 岁

Less than 60
4 66.7% 3 50.0% 2 33.3% 4 66.7%

>60 岁

More than 60
2 33.3% 3 50.0% 4 66.7% 2 33.3%

性别

Sex

男

Man
0 0.0% 5 83.3% 4 66.7% 1 16.7%

女

Female
6 100.0% 1 16.7% 2 33.3% 5 83.3%

临床分期

Clinical stage

I-II 6 100.0% 5 83.3% 6 100.0% 6 100.0%

III-IV 0 0.0% 1 16.7% 0 0.0% 0 0.0%

表 1 24 例非肿瘤性淋巴结患者临床资料

Table 1 The clinical data of 24 patients with Non-neoplastic lymph node
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图 2 外周 T 细胞淋巴瘤中 RIP3 的表达（20×）

Figure 2 The expression of RIP3 in peripheral T cell lymphoma（20×）

图 3 弥漫大 B 细胞淋巴瘤中 RIP3 的表达（20×）

Figure 3 The expression of RIP3 in diffuse large B cell lymphoma（20×）

图 4 霍奇金淋巴瘤中 RIP3 的表达（20×）

Figure 4 The expression of RIP3 in Hodgkin's lymphoma（20×）

图 5 非肿瘤侵润淋巴结中 RIP3 的表达（20×）

Figure 5 The expression of RIP3 in Non-neoplastic lymph node（20×）

1.2 免疫组化

1.2.1 试剂和方法 市售抗 RIP3(ab56164)抗体（Rabbit polyclon-
al to RIP3；Immunogen: Synthetic peptide,corresponding to amino
181-230 of Human RIP3；Species Reactivity: Reactivity with Hu-
man；Application notes: ELISA,IHC-P, Western-Blot；厂家：英国

abcam 公司）。二抗：SS-LABEL；Polymer---HRP(HRP 聚合物)
检测系统，购自 BioGenex 公司，此检测系统可用于检测兔和小

鼠来源的一切。DAB 显色剂：浓缩 DAB 试剂盒，购自北京中杉

金桥生物技术有限公司。所有石蜡包埋组织做 3-4um 厚切片，

常规脱腊、水化，行 SP 法免疫组化染色。免疫组化中设立阳性

对照、替代对照及空白对照，证实市售抗 RIP3 抗体的可用价值

以及实验方法的可靠性，确定实验结果可信性。
1.2.2 免疫组化结果判定 光镜下，结构清晰，着色明显高于背

景，阳性染色主要在细胞核，呈黄色或棕褐色颗粒为阳性细胞，

无棕黄色颗粒者为阴性细胞。所有结果由两位不知情的病理科

医师进行判断，采用二级计分法统计结果，并取平均值（mean
score,MS）。染色的阳性分级为：未染色（-）；弱阳性或〈30%细胞

染色（+），积分为 1；阳性或 <30-70%细胞染色（++），积分为 2，

强阳性或 >70%细胞染色为（+++），积分为 3[8]。
1.3 统计学方法

数据管理采用 Epidata3.1 软件建立数据库。使用 SPSS13.0
软件进行统计学分析。等级资料采用卡方（X2）检验。等级资料

相关性分析采用 Spearman 相关系数。检验水准 a=0.05,p<0.05

有统计学意义。

2 结果

2.1 在 RIP3 蛋白阳性表达

在 48 例非肿瘤侵润性淋巴结和淋巴瘤患者病理组织中均

存在 RIP3 蛋白阳性表达，阳性率 100%，见图 1-5（20×）。RIP3
蛋白的中位表达阳性率，在非肿瘤侵润性淋巴结为 15%；霍奇

金淋巴瘤为 25%；弥漫大 B 细胞淋巴瘤为 40%；、外周 T 细胞

淋巴瘤为 55%；NK/T 细胞淋巴瘤为 75%。

图 1 NK/T 细胞淋巴瘤中 RIP3 的表达（20×）

Figure 1 The expression of RIP3 in NK/T cell lymphoma（20×）
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2.2 观察组、对照组两组标本 RIP3 表达阳性率的比较

观察组、对照组两组标本 RIP3 表达阳性率见表 3。在对照

组中，RIP3 表达阳性率 1 级 24 例 （占 100%），2 级 0 例 （占

0.0%），3 级 0 例（占 0.0%）；观察组 1 级 5 例(占 20.8%)，2 级 10
例(占 41.7%)，3 级 9 例(占 37.5%)，P P=0.000。P=0.000,小于

0.05, 非肿瘤侵润性淋巴结和淋巴瘤患者病理组织中 RIP3 表

达阳性率比较有明显统计学差异，淋巴瘤患者病理组织中

RIP3 表达阳性率明显高于非肿瘤侵润性淋巴结 RIP3 表达阳

性率。

表 3 两组患者标本中 RIP3 表达阳性率比较

Table 3 The comparison of RIP3 expression positive rate in two groups of patients pathological samples

组别

Group

RIP3 表达阳性率

RIP3 expression positive rate 两组比较

Comparison
1 2 3

对照组

Control group
24(100%) 0(0.0%) 0(0.0%) (Fisher,s Exzact Test）

X2=33.940

P=0.000
观察组

Observer group
5(20.8%) 10(41.7) 9(37.5%)

2.3 RIP3 蛋白的表达与淋巴瘤病理组织恶性度的相关性分析

RIP3 蛋白的表达与淋巴瘤病理组织恶性度的相关性分析

见表 4。霍奇金淋巴瘤中，RIP3 表达阳性率，1 级 4 例 (占
66.7%)，2 极 2 例(占 33.3%)，3 级 0 例(占 0.0%)；弥漫大 B 细胞

淋巴瘤中，1 级 1 例(占 16.7%)，2 级 4 例(占 66.6%)，3 级 1 例

(占 16.7%)；外周 T 细胞淋巴瘤中，1 级 0 例 （占 0.0%），2 级 4
例（占 66.7%），3 级 2 例（占 33.3%）；NK/T 细胞淋巴瘤中，1 级

0 例（占 0.0%），2 级 0 例（占 0.0%），3 级 6 例（占 100%）。p1=0.
001，p2=0.000，p3=0.000，r=0.804。

病理类型

Pathology

RIP3 表达阳性率

RIP3 expression positive rate
组间比较和相关性分析

Comparison and

Correlation analysis1 2 3

霍奇金淋巴瘤

Hodgkin's lymphoma
4(66.7%) 2(33.3%) 0(0.0%)

(Fisher,s Exzact Test）
X2=17.817 p1=0.001

Linear-by-Linear

Association p2=0.000

(Spearman Correlation)

p3=0.000

r=0.804

弥漫大 B 细胞淋巴瘤

Diffuse large B cell

lymphoma

1(16.7%) 4(66.6%) 1(16.7%)

外周 T 细胞淋巴瘤

Peripheral T cell lymphoma
0(0.0%) 4(66.7%) 2(33.3%)

NK/T 细胞淋巴瘤

NK/T cell lymphoma
0(0.0%) 0(0.0%) 6(100.0%)

表 4 RIP3 的表达与淋巴瘤病理组织恶性度之间的相关性分析

Table 4 The correlation analysis about RIP3 expression and lymphoma histopathological malignant degrees

经统计学分析，X2=17.817，p1=0.001, 小于 0.05，霍奇金淋

巴瘤、弥漫大 B 细胞淋巴瘤、外周 T 细胞淋巴瘤、NK/T 细胞淋

巴瘤，4 组患者间病理标本中 RIP3 蛋白的表达具有统计学差

异；X2 线性趋势检验：p2=0.000,小于 0.05，结合专业知识，在霍

奇金淋巴瘤、弥漫大 B 细胞淋巴瘤、外周 T 细胞淋巴瘤、NK/T
细胞淋巴瘤，4 组患者间病理标本中 RIP3 蛋白的表达依次增

高具有统计学意义；Spearman 相关系数 r=0.804，p3=0.000,小于

0.05，提示 RIP3 蛋白的表达和淋巴瘤病理恶性度之间存在高

度正相关性。

3 讨论

目前学术界对 RIP3 蛋白的亚细胞定位尚没有统一的定

论。现有的研究数据提示 RIP3 蛋白的亚细胞定位与其在细胞

中发挥的功能密切相关，并随着其在不同生理病理过程中发挥

不同的作用而发生定位的变化。Yang Y[9]在 Hela 细胞中超表达

RIP3 后发现 RIP3 定位于细胞质；在 Leptomycin B（LMB）于

37°C 处理后，大多定位于细胞核；进一步做突变分析显示

RIP3 蛋白可在细胞质和细胞核中穿梭。Li Mei[10]定位出 RIP3
蛋白中存在的核输出信号 NES 和核定位信号 NLS 的蛋白序

列。Xie[11]用免疫荧光技术检测了 RIP3 蛋白在 NIH3T3 细胞中

的定位，发现在正常情况下 RIP3 蛋白定位于细胞质，当细胞经

TNF-a 和广谱 Caspase 抑制剂 Z-VAD 处理后，RIP3 蛋白在细

胞核内外均有分布。
本实验结果证实在淋巴瘤患者病理组织中存在 RIP3 蛋白

的表达，并且进一步提示 RIP3 蛋白的亚细胞定位在细胞核和

细胞质，且大多表达于细胞核，与其相比，在细胞质的表达明显
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较弱。这一研究结果对于 RIP3 的亚细胞定位在细胞核和细胞

质，并且存在核质穿梭现象提供了证据。造成该现象的可能因

素：（1）人体体温在 37℃左右，患者体内的淋巴瘤细胞即处于

37℃环境中。而 Yang Y 报道在 Leptomycin B（LMB）于 37℃处

理后，RIP3 蛋白大多定位于细胞核。这与实验结果相吻合。（2）
在淋巴瘤患者体内，无疑存在 TNF-a 和细胞凋亡抑制剂（Cas-
pase 抑制剂），RIP3 蛋白在淋巴瘤患者病理标本的定位现象与

Xie 等[11]基础研究结果一致，是可以解释的。（3）突变分析显示

突变的 RIP3 蛋白可在细胞质和细胞核中穿梭，由此淋巴瘤患

者体内 RIP3 是否存在突变现象有待进一步研究。
基础研究中 RIP3 基因 ORF 区全长 1557bp，编码 518 个氨

基酸，分子量为 56.8KD，最早由 Sun X [1]和 Yu PW[2]于 1999 年

各自发现报道。在整个 RIP3 蛋白的 518 个氨基酸中，有两个功

能域。C- 末端是一个独特的结构域，在 RIPs 家族其他成员中均

未发现与之类似的结构。N- 末端包含一个 RIPs 家族都有的激

酶结构域（21-287），根据保守序列推断该激酶结构域的活性中

心为 K50 和 D142，并且体外激酶分析该蛋白可自磷酸化[1]。人

源 RIP3 的激酶活性位点是 Lys50，该位点对 RIP3 的激酶活性

与 ATP 结合非常重要，若将 Lys50 突变为丙氨酸（Ala），其激

酶活性会丧失[2]。过量表达 RIP3 基因可诱导细胞凋亡是最早关

于 RIP3 的生物学功能报道 [1-3, 12]。而近年的研究认为野生型

RIP3 蛋白是 TNF-a 诱导下细胞发生凋亡还是坏死的关键调控

蛋白。野生型 RIP3 蛋白的表达与细胞死亡（凋亡或坏死）可能

存在正相关。而激酶活性中心 K50 突变型 RIP3 蛋白的功能明

显受到抑制[5,9]。
本实验结果提示 RIP3 蛋白的表达与淋巴瘤病理组织恶性

度可能存在正相关性（p3=0.000），这一事实与基础研究中野生

型 RIP3 蛋白功能的报道似乎不符，而与突变型 RIP3 功能相

符，即诱导细胞凋亡和坏死的功能受到抑制。据此我们是否可

以推测本实验利用免疫组化技术检测到的 RIP3 蛋白更多的是

突变型 RIP3 蛋白，这尚需进一步实验验证。
纵上所述，本实验研究结果较早证实在机体淋巴结和淋巴

瘤患者病理组织中存在 RIP3 蛋白的表达；对于 RIP3 蛋白的亚

细胞定位提供了强有力的事实依据；这些观点均与基础研究中

大多数关于 RIP3 蛋白的报道基本吻合。进一步探索 RIP3 蛋白

的表达与淋巴瘤病理恶性度可能存在正相关性。在此基础上，

结合临床和基础研究的数据，推测淋巴瘤患者中 RIP3 可能发

生突变，这可能是将来肿瘤研究领域一个很有价值的课题。总

之，本实验的意义在于为研究 RIP3 是否与淋巴瘤的发病、临床

表现和预后相关，提供了新的探索途径。由于本实验病例数较

少，RIP3 蛋白的表达与淋巴瘤病理恶性度的相关性还需要大

样本的病例资料支持。
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