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【摘要】背景与目的：探讨膀胱移行细胞癌中多药耐药基因 7&’()* 8与金属硫蛋白 H47W:H48 的表达及其相互关系。 材料与方法：
采用 ?:HXV? 对 ’’例正常膀胱黏膜和 /4例膀胱移行细胞癌 7M:VV8组织W:H4和 WY?H’ <?)O表达情况进行分析。 结果 9 ’’例正常
膀胱黏膜组织中 WY?H’和 W:H4 <?)O 表达阳性率分别为 (& ’Z 7 ’ I ’’8 和 0Z 70 I ’’8 ! /4例膀胱癌组织中 WY?H’ 和 W:H4表达阳性
率分别为 *1& *Z 7 ’4 I /48 和 36& 4Z 7 ’6 I /48 ；膀胱移行细胞癌组织与正常膀胱黏膜中 WY?H’、W:H4表达阳性率相比，差异均有统计学
意义 7 G [ 0& 0*8，而 WY?H’与 W:H4的表达无明显相关关系 7 G \ 0& 0*8。 结论：WY?H’ 可能为肿瘤组织分化程度的一个标志，W:H4的
表达与膀胱移行细胞癌的早期诊断相关 !可能成为一种新的肿瘤标志物。
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肿瘤组织中金属硫蛋白 7W:^8 的表达是临床化疗药
物耐药的机制之一。W:^蛋白包括 5种亚型，W:H’和W:H/
被认为在维持内环境中金属离子新陈代谢、对重金属的

解毒作用中扮演重要角色 e’ 2/ f。W:H5类似于W:H’和W:H/，
可能参与锌离子水平的调节以及镉解毒作用，但与金属

结合的特异性很难评估 e4 f。而W:H4因其独特性，如金属离
子不能诱导其合成，可抑制神经细胞生长，在缺锌的条件

下能更有效的分离锌等，而成为当前的研究重点。因此我

们在基因水平上观察了 W:H4在正常的膀胱黏膜组织和
膀胱癌组织中的表达及其与WY?H’表达的关系。

! 材料与方法
!" ! 研究对象及临床资料
/4例膀胱移行细胞癌标本均取自 /00/年 (月 g
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&’’(年 (月间住院患者手术切除的膀胱肿瘤组织 !经病
理学检查证实。其中男 #%例，女 )例，年龄 () * +%岁，
平均年龄 %), -岁；初发的肿瘤 #+例 ! 经化疗药物膀胱
内灌注后复发的肿瘤 .例。多发肿瘤 ##例，单发肿瘤 #&
例；!( /0的肿瘤 #(例，1 ( /0的肿瘤 #’例。标本均
在手术切取膀胱肿瘤时收取 ! 取材后立即放入液氮 ! 然
后转入 * +’ 2超低温冰箱中保存待检。病理类型 3 &(
例均为膀胱移行细胞癌 ! 按456病理组织分级 3 7# -
例 !7& )例 !7( ##例；临床分期按 89:标准，8;<=8# 期 %
例，8&期以上 #)例，正常对照为经膀胱前列腺摘除术
和膀胱切开取石术中的正常膀胱黏膜，并经病理科组织

学检查为正常者。

!" # 主要试剂和仪器
>9?@=#’柱式总 A9B抽提试剂盒、引物 6C;DEFG8H #)

购自上海生物工程公司，8I;JEC 试剂购自 ?KL;MIEDNK 公
司 O ::PQ 逆转录酶、8RST9B 聚合酶、G98U< 均为
UIE0NDR公司产品 O UV&-’’型 UWA扩增仪 F美国 UVAX?9
VP:VA 公司产品 H，7VP T6W &’’’凝胶影像分析仪
FY;EARG公司 H，VWU(’66型多用电泳仪 F北京六一仪器
厂 H，>Q=&型紫外透射分析仪 F科学器材公司 H。

!" $ 实验方法
!" $" ! 引物 :8=(、:TA=#引物分别由上海生物

工程公司和上海捷倍思基因技术有限公司合成，分别为

:8=( ：FZH %[=8877B7BB7WWW788WBW =([ ! FAH %[=8777
B888B8878WB88WW8WW =([ O :TA=#3 FZH %[=BW87B7W

W877B7787BB7B =([ ! FAH %[=WWBWWB7B7B7W87B78
8WW =([ ；内参照引物!=R/M;K 3 FZH %[=787777W7WWWWB
77WBWWB=([ ! FAH %[ =W88WW88BB878WBW7WBW7B8
88W=([ O 扩增片段的长度分别为 (&% \]、($. \] 和
%-’ \]。其中 :8=(引物参考文献 ^ -_。

!" $" # %&’()%检测 组织中 :8=(和 :TA=#总
A9B抽提及其鉴定、/T9B的合成和 UWA检测参见分子
克隆 ^% _；反应条件 3 !=R/M;K反应条件为 $- 2预变性 %
0;K，$- 2变性 -% <，%% 2退火 # 0;K及 +& 2延伸 #
0;K，(’个循环，最后 +& 2延伸 & 0;K。:8=(反应条件
为 3 $- 2变性 -% <，%) 2退火 # 0;K，+& 2延伸 # 0;K，
(%个循环 O:TA=#反应条件为 3 $- 2变性 -% <，%% 2退
火 (’ <，+& 2延伸 # 0;K，(%个循环。扩增后用 &‘的琼
脂糖凝胶 F含 ’, %"D a0C溴乙淀 H进行电泳，在相应的位
置出现对应大小的条带即为阳性。

!" *统计学处理
采用 bUbb #’, ’统计软件进行#&检验。

# 结 果
#" ! +&’$和 +,%’!的 %&’()%结果
#(例膀胱癌和 #例正常膀胱粘膜标本在 ($. \]处

显示 &’()*基因特异扩增片断 F图 #H !且各病理分级均
有表达；#)例膀胱癌在 (&% \]处显示 &+),基因特异扩
增片断 F图 &H ! 且各病理分级均有表达 O 正常膀胱黏膜
标本中未见 &+),基因表达。

#" # +&’$和 +,%’! -%./表达与膀胱癌病理特
征及生物学行为的关系

见表 #。与正常膀胱黏膜组织相比较，膀胱移行细
胞癌中 :8=(和 :TA=# 的表达阳性率均显著升高，差异
均有统计学意义 F - 1 ’, ’%H。在膀胱移行细胞癌组织中
:8=(和 :TA=#表达阳性率与肿瘤的病理分级、临床分
期、术后化疗后复发、肿瘤的大小及数目均无明显相关

性 F - c ’, ’%H。 :8=(与 :TA=#的表达无明显相关性

F - c ’, ’%H F表 &H。

$ 讨 论
有学者 ^. _研究认为肿瘤对化疗药物的抗性是一个

多因素的现象 ! :TA=#仅为其中的一种，:TA=#调控的
耐药现象通过其编码的糖蛋白 U=D] 起作用。U=D]为跨
膜蛋白 ! 能将细胞内药物主动泵出细胞外 ! 降低细胞内
药物蓄积 ! 从而使肿瘤细胞逃脱化疗药物攻击 !产生耐
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图 + ,!#扩增的)-#.+的琼脂糖凝胶电泳结果。 图 / ,!#扩增的)’.0的琼脂糖凝胶电泳结果。)123425-%"分子量标准；%62718：正常对照
膀胱黏膜；9+ : 90：;’!!病理分级 + : 0级黏膜
<=>?24 + (@A24BB=6C 6D )-#.+ 7#%" =C E81FF42 G1CG42 EH #’.,!#I <=>?24 / (@A24BB=6C 6D )’.0 7#%" =C E81FF42 G1CG42 EH #’.,!#I)12342
-%" 712342J%627185C62718 E81FF42 7?G6B1J9+ : 905E81FF42 K21CB=K=6C18 G488 G1C G42L;’!!M 7?G6B1 N=KO A1KO686>=G18 BK1>4 + P 0Q 24BA4GK=R48H
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表 + )’,- 和).#,/ 0#%"的相关性
’1234 + !5664317859 247:449 4;<64==859 5> )’,- 19? ).#,/ 0#%"
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表 / )’,- 和).#,/ 0#%"表达与膀胱癌病理特征及生物学行为的关
系

’1234 / !5664317859 247:449 4;<64==859 5> )’,- 19? ).#,/ 0#%"
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药性 YW Z。3456’不仅存在人体正常组织器官 !在一些恶
性肿瘤中也表达。其表达水平高低与膀胱癌的临床分型

及其预后有无直接关系尚需进一步研究。早期认为

3456’的表达水平预示化疗的抗性 Y= Z，3456’表达水平
越高，肿瘤的恶性程度、复发率越高预后较差 Y( Z。本研究

发现 ’’例正常膀胱组织中 3456’的阳性率为 (& ’M
L’ [ ’’N，而在膀胱癌中阳性率为 *X& *M L’; [ >;N，提示在
膀胱癌组织中 3456’表达可以作为肿瘤组织分化程度
的一个标志，虽然 3456’的阳性表达率随着膀胱癌的
病理分级增高而增加，但差异无统计学意义，而且与肿

瘤的临床分期、复发、肿瘤大小和数目也没有相关性，说

明肿瘤分化和进展并不能完全决定 3456’表达。虽然
3456’作为介导典型 345的机制在人类许多肿瘤中表
达 ! 但有些肿瘤的多药耐受不能或不能完全用 3456’ [
J6Q-的机制解释，存在更为复杂的机制 ! 如金属硫蛋白
以及谷胱甘肽相关酶类、35J等相互之间的调节。

()*+基因于 ’((>年首次分离出来 ! 位于 ’XT’;染
色体上，有一个独特的 =氨基酸序列，即 ?末端 X肽氨
基酸序列 L\]]\]\N 和 )末端苏氨酸，这个序列提示
376;表达可能充当肿瘤的标志物。近年越来越多的资

料显示 376;与肿瘤的关系密切。4E..8等 Y’< Z 发现将

()*+基因转染至前列腺癌 J?6;细胞后，376;过度表达
可提高癌细胞的耐药性。在本研究结果中，’’例正常膀
胱粘膜标本中无 376; @5)]表达；>;例膀胱肿瘤中
376; @5)]的阳性率为 W=& ;M ! 两组间比较差异具有
统计学意义 L & H <& <’N !与文献 Y’’ Z报道一致 !该结果提
示 376;可作为膀胱肿瘤诊断和鉴别诊断的参考指标。
最近研究结果表明 Y’> :’; Z，37G含量与膀胱癌患者预后有
密切关系。在乳腺导管原位癌中，376;过表达的患者的
*年存活率明显下降 Y’R Z；但在本研究中，376;的阳性表
达率与膀胱肿瘤的临床分期、病理分级、肿瘤复发无明

显相关性。

本研究选取 P7??患者评估 >种耐药指标对耐药
的预测作用，结果提示 ! 选用 376; 耐药谱之外的药物
作为早期膀胱癌的初始化疗药 !其疗效可能更佳。目前
认为肿瘤耐药性与原癌基因 ,-. 突变关系密切，有研究
报道 ,-. 基因可明显调节 (/,*0基因的表达 Y’* :’X Z，以

及将 F6̂ 86A8G转染 )/^;7;细胞，可激活 37 的产生 Y’W Z，

从而促使肿瘤耐药性的产生。本研究可能由于收集的肿

瘤标本量不够，未发现两组之间有相关性 L & _ <& <*N；
345形成是一个诸多因子参与的复杂生物过程 ! 376;
的过度表达很可能影响锌离子的浓度，从而影响某些需

要 ‘0> 9的蛋白的功能，例如 ,-.、-*;等，但是它们之间
具体机制及相互作用程度 ! 仍不清楚 ! 此推测有待进一
步验证。
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,- 所给药物的配制

通常水溶性化合物用生理盐水或去离子水 &或蒸馏水 ) 配制，不溶性物质用乙醇配 &以上 .种溶剂应使用药典允许的指定纯度产

品 )，原来有许多使用二甲基亚砜 & /0123456 7869:;0/2 ! <=>?)作为有机溶媒的报道，但近年来发现 <=>?可诱导部分 =@产生一些似是

而非的结果，故 #$$#年国际微核专家委员会建议不要用 <=>?作为有机溶媒用于 =@A。使用混悬液时机体吸收效率低，此外溶媒也可

能诱发 =@形成抑或改变溶剂的性质而诱发 =@形成，实验中应充分考虑这些因素。

$- 给药途径

被检化合物给药途径对 =@A的影响，==> BC>D=A曾作出过共同评价，目前认为经腹腔给药是最为敏感的给药途径。对 #(种作用

机理不同的诱变剂研究结果表明，在给药剂量较低时，腹腔注射给药能最灵敏地诱发 =@形成。而高剂量接近耐受限度量给药时，无论

那种药途径均能诱发 =@形成。给药途径不同，被检化合物进入体内后的吸收、分布、代谢、排泄途径也不一致，实际工作中选择那种给

药途径，应根据实验目的来确定。一般情况下，应选择实际可能的接触途径，如食品添加剂应选择经口给药。

#*- 给药次数

=@A出现的早期，>E410/等推荐间隔 +’ 4给药 +次，在第 +次给药后 F 4取材制作观察标本。用这一方法检测了很多的化合物的

诱变作用，并且发表了大量的文献。但是，按 =@形成机理的时序，标本制作前 F 4给药与 =@形成基本无关。至于间隔多长时间给药、

给药多少次以及何时采样制作观察标本，这些问题目前还没有令大家都满意的统一的答案。很多情况下一次给药足以诱发 =@出现，

但一般来说，多次给药效果更为明显。

有学者曾用阳性诱变剂阿糖胞苷 &GHIJC)、FJ巯嘌呤 & FJ=K)、丝裂霉素 C&==C)模拟了连续给药后 =@形成的经时变化过程。模拟

实验结果与实测经时变化过程中 =@出现的频率基本吻合。>I6I1:L2等的研究结果也与本模拟结果相一致。但需注意的是，若被检化

合物具有细胞毒性时，被检化合物多次给药可抑制骨髓细胞的增殖，从而减少 KCM在整个红细胞中的百分比，进而影响 =@的检出

率。

=IEDH2N:H等推荐的给药方案是以 +’ 4的间隔连续给药 ’次，最后一次给药后 +’ 4取材制作标本。但这一方案必须考虑 ’次连

续给药可能抑制骨髓细胞增殖而影响 =@检出频率。

我们认为选择给药次数的自由度较大，但必须充分考虑诸方面因素对实验结果的影响。

癌变 畸变 突变
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