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大肠癌组织中 ＡＢＣＧ２ 的表达及临床病理意义
胡潇红　沙卫红　林锋　岑荣英　王启仪　廖山婴

　　【摘要】　目的　通过检测大肠癌组织中 ＡＢＣＧ２ 在蛋白和 ｍＲＮＡ水平的表达量，分析该基因及
蛋白的表达与大肠癌临床病理的关系。 方法　分别采用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 实时定量 ＲＴ唱ＰＣＲ 技术及免疫
组化 ＳＰ法检测 ３５例大肠癌患者的癌组织及相应癌旁和远端正常组织中 ＡＢＣＧ２基因的 ｍＲＮＡ及蛋
白的表达；评价其基因及蛋白的表达与临床病理参数的关系。 结果　大肠癌组织中 ＡＢＣＧ２ 蛋白的阳
性表达率显著高于正常组织（P ＜０畅０５）；ＡＢＣＧ２ ｍＲＮＡ在癌组织中的表达显著高于癌旁及正常组织
（P ＜０畅０５）；ＡＢＣＧ２的表达高低与肿瘤直径有关（χ２ ＝５畅５５，P＝０畅０１８）；肿瘤低分化患者 ＡＢＣＧ２ ｍＲ唱
ＮＡ阳性表达率明显高于肿瘤中唱高分化患者；ＡＢＣＧ２ 的表达与患者性别、年龄、淋巴结转移、Ｄｕｋｅ 分
期及组织浸润深度无明显关系。 结论　大肠癌 ＡＢＣＧ２的表达水平与患者肿瘤发生、发展及分化程度
密切相关，检测其表达水平不但可以预测大肠癌患者预后而且对指导制订化疗方案有一定参考价值。
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大肠癌的表达及其与大肠癌临床、病理及预后治疗关系的研究相对较少，本研究对此进行探讨。

资料与方法

一、一般资料
收集 ２００９ 年 ８ ～１１ 月广东省人民医院外科 ３５ 例大肠癌患者癌组织、癌旁（距肿瘤组织５ ｃｍ）及正常组

织（距肿瘤 １０ ｃｍ以上）标本（３３ 例原发肿瘤未经任何治疗，２例术后未行化疗复发患者）。 其中男 ２０ 例，女
１５例，年龄 ３４ ～８２ 岁，平均 ６３畅３０ 岁。 组织取材后立即放入液氮冻存备用。 所有切除标本经病理学证实为
大肠腺癌，其中高分化 １例，中分化 ３２ 例，低分化 ２例，其中伴结肠腺瘤或息肉患者 ２例。 按照 ２００３ 年国际
抗癌联盟和美国肿瘤联合会联合制定的 Ｄｕｋｅ分期法：Ａ期 １例，Ｂ期 ２０例，Ｃ期１２例，Ｄ期 ２例。 有淋巴结
转移者 １５ 例；所有病例术前未经任何抗肿瘤治疗。
二、试剂
兔抗人 ＡＢＣＧ２、ＧＡＰＤＨ（北京博奥森生物技术有限公司）；ＰｒｏｍｅｇａＺ３１００ 总 ｍＲＮＡ 提取试剂盒；Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ

ⅡＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＱＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（美国 Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ 公司）；引物均由广州瑞真生物技术有限公司合成。
三、方法
１畅总 ＲＮＡ提取和 ｃＤＮＡ合成：按照 ＰｒｏｍｅｇａＺ３１００ 总 ｍＲＮＡ提取试剂盒说明书提取 ３ 个部分标本组织

总 ＲＮＡ。 ＲＮＡ纯度 Ａ２６０／Ａ２８０ 比值均在 １畅７ ～２畅０。 取 ２ μｇ总 ＲＮＡ，用Ｍ唱ＭＬＶ逆转录酶（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公
司）进行 ｃＤＮＡ合成， －２０ ℃保存。

２畅荧光定量 ＰＣＲ 反应：ＡＢＣＧ２ 上游引物：５′唱ＧＣＡＡＣＣＡＴＣＡＡＴＴＣＡＧＧＣＡＡＧＡ唱３′，下游引物：５′唱ＧＡＡＡ唱
ＣＡＣＡＡＣＡＣＴＴＧＧＣＴＧＴＡＧＣＡ唱３′；标准品内参基因 ＧＡＰＤＨ上游引物：５′唱ＴＧＧＴＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣ唱３′，下游
引物：５′唱ＧＴＧＡＧＧＧＴＣＴＣＴＣＴＣＴＴＣＣＴ唱３′；应用 Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＱＰＣＲ 试剂盒进行荧光定量 ＰＣＲ。 Ｂｍｉ唱１、
ＧＡＰＤＨ 各 ２５ μｌ反应体系：２ μｌ ｃＤＮＡ，１２畅５ μｌ ｍｉｘ，上游引物、下游引物各 ０畅５ μｌ，０畅３７５ μｌ 显色液，Ｎｕｃｌｅ唱
ａｓｅ唱Ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ ９畅１２５ μｌ；反应条件：９５°变性１ ｍｉｎ，７８°４５ ｓ，７２°４０ ｓ，反复循环４０ 次。 读板，检测荧光值。 各
目标基因的表达水平通过内参基因校正。 比较肿瘤组织、瘤旁组织及正常组织中基因表达差异。

３畅免疫组织化学染色：所有组织离体后液氮固定并做冰冻切片（厚 ４ μｍ），按免疫试剂说明书对每例分
别做常规 ＨＥ和免疫组织化学染色。 ＤＡＢ镜下控制显色，蒸馏水终止染色后苏木素复染细胞核。 梯度酒精
脱水，中性树胶封片。 ＰＢＳ代替第一抗体作阴性对照，在光学显微镜下观察。 免疫组织化学的结果判断采用
病理学四级改良评分法分析组织中蛋白表达情况：按染色强度将其分为四级；无显色为 １分，淡黄色为 ２ 分，
棕黄色为 ３分，棕褐色为 ４分。 按照阳性细胞所占的百分比计分：阳性细胞率≤２５％为 １ 分，阳性细胞率＞
２５％且≤５０％为 ２分，阳性细胞率＞５０％为 ３分。 再通过二者相乘得到的积判断结果：≤８分（ －～＋＋）归
为低表达组， ＞８分（ ＋＋＋～＋＋＋＋）归为高表达组。

４畅数据收集与处理：样品数据的收集由荧光定量 ＰＣＲ 仪的支持软件 Ｏｐｔｉｃｏｎ Ｍｏｎｉｔｏｒ Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｓｏｆｔｗａｒｅ
ｖｅｒｓｉｏｎ ２畅０２ 完成。 组织样品数据由荧光定量 ＰＣＲ仪收集并处理，各目标基因的表达水平通过内参基因校
正，ｍＲＮＡ表达水平为目标基因总拷贝／ＧＡＰＤＨ总拷贝。
四、统计学分析
采用 ＳＰＳＳ １７畅０ 统计软件包进行统计学处理，计数资料用χ２

检验，计量资料用 Ｍａｎｎ唱Ｗｈｉｔｎｅｙ U检验。

结　　果

一、ＡＢＣＧ２ ｍＲＮＡ在大肠癌组织、癌旁组织及远端大肠正常组织中的表达情况
ＡＢＣＧ２ ｍＲＮＡ的阳性表达水平是目标基因总拷贝／内参基因 ＧＡＰＤＨ总拷贝；通过统计学检验在癌与正

常组织（P ＝０畅００２）、癌与癌旁组织（P ＝０畅０１５）间存在明显差异；癌旁与正常组织间无明显差异（P ＞０畅０５）。
大肠癌中 ＡＢＣＧ２ ｍＲＮＡ 表达水平与肿瘤直径相关，直径 ＞３ ｃｍ 患者 ＡＢＣＧ２ ｍＲＮＡ 表达强度高于直径
≤３ ｃｍ者（P ＜０畅０５）；而 ＡＢＣＧ２表达与患者性别、年龄、淋巴结转移、Ｄｕｋｅ分期及组织浸润深度无明显关系
（P ＞０畅０５）（表 １）。
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二、ＡＢＣＧ２蛋白在大肠癌组织、癌旁组织及远端大肠正常组织中的表达水平
蛋白表达方面，经免疫组化染色阳性表达的 ＡＢＣＧ２在大肠癌细胞胞质及胞膜呈弥漫性黄色或棕黄色；

３５例患者中 ＡＢＣＧ２蛋白在癌组织中阳性率明显高于正常组织（图 １）。 经免疫组化染色，放大 ４０ 倍后观
察，显示肿瘤分化程度越低 ＡＢＣＧ２蛋白表达强度越强，低分化腺癌组织中可见胞质及间质内弥漫性棕黄色
染色，经病理评分计算＞８分为 ＡＢＣＧ２阳性高表达；中分化腺癌组织中可见胞质及间质内淡黄色弥漫性染
色，经病理评分计算＜８ 分为 ＡＢＣＧ２ 阳性低表达（图 ２ ～４）；大肠癌中 ＡＢＣＧ２ 蛋白表达水平与肿瘤直径相
关，直径＞３ ｃｍ患者 ＡＢＣＧ２ 蛋白表达强度高于直径≤３ ｃｍ者（P ＜０畅０５）；比较低分化肿瘤与中、高分化肿
瘤患者癌组织中 ＡＢＣＧ２蛋白表达显示存在差异（P ＝０畅０４）。 而 ＡＢＣＧ２ 表达与患者性别、年龄、淋巴结转
移、Ｄｕｋｅ分期及组织浸润深度无明显关系（表 ２）。

表 1　ＡＢＣＧ２ ｍＲＮＡ表达与大肠癌临床病理因素之间的关系
项目 例数 ＡＢＣＧ２ ｍＲＮＡ 表达量（珋x ±s） P 值
性别 ０ �．３９
　男 ２０ x０ UU畅０１８ ±０ o畅０１６
　女 １５ x０ UU畅０３０ ±０ o畅０６８
年龄 ０ �．２７
　≤５０ 岁 ２ d０ TT畅０１３ ±０．０８８
　 ＞５０ 岁 ３３ x０ TT畅０２５ ±０．０１８
肿瘤直径 ０ �．０２
　≤３ ｃｍ ９ d０ TT畅０１３ ±０．０２０
　 ＞３ ｃｍ ２６ x０ TT畅０２５ ±０．０７３
淋巴结转移 ０ �．３０
　无 ２０ x０ TT畅０２７ ±０．０１６
　有 １５ x０ TT畅０２７ ±０．０８３
浸润深度 ０ �．２２
　≤肌层 ９ d０ TT畅０２４ ±０．０２２
　≥浆膜层 ２６ x０ TT畅０２０ ±０．０５３
Ｄｕｋｅ分期 ０ �．２８
　Ａ ＋Ｂ ２１ x０ TT畅０１７ ±０．００５
　Ｃ ＋Ｄ １４ x０ TT畅０３３ ±０．０４６
分化程度 ０ �．１３
　高、中分化 ３３ x０ TT畅０５０ ±０．０６０
　低分化 ２ d０ TT畅０１０ ±０．００３

表 2　ＡＢＣＧ２蛋白表达与大肠癌临床病理因素之间的关系［例，（％）］

ＡＢＣＧ２ 蛋白 性别

男 女

年龄

≤５０ 岁 ＞５０ 岁

肿瘤直径

≤３ ｃｍ ＞３ ｃｍ
淋巴结转移

无 有

低表达 ８（４０ ǐǐ畅０） ３（２０ 殚殚畅０） ０ B１１（３３ 敂敂畅３） １（１１ 鞍鞍畅１） １１（４２ 鞍鞍畅３） ７（３５ 屯屯畅０） ４（２６ ��畅７）

高表达 １２（６０ 靠靠畅０） １２（８０ ��畅０） ２（１００ BB畅０） ２２（６６ 敂敂畅７） ８（８８ 鞍鞍畅９） １５（５７ 鞍鞍畅７） １３（６５ 屯屯畅０） １１（７３ ��畅３）

χ２ 值 １ 帋帋畅５９ ０ %%畅９７ ５ jj畅５５ ０ 灋灋畅２８

P 值 ０ 帋帋畅２１ ０ %%畅３２ ０ jj畅０２ ０ 灋灋畅６０

ＡＢＣＧ２ 蛋白 浸润深度

≤肌层 ≥浆膜层

Ｄｕｋｅ分期
Ａ ＋Ｂ Ｃ ＋Ｄ

分化程度

高、中分化 低分化

低表达 ３（３３ 梃梃畅３） ８（３０ 　　畅８） ７（３３ uu畅３） ４（２８ ..畅６） ２４（７２   畅７） ０ 2
高表达 ６（６６ 梃梃畅７） １８（６９ 　　畅２） １４（６６ uu畅７） １０（７１ ..畅４） ９（２７   畅３） ２（１００ 22畅０）

χ２ 值 ０   畅０２ ０ 枛枛畅０９ ３ 殮殮畅６０

P 值 ０   畅８９ ０ 枛枛畅７７ ０ 殮殮畅０４
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讨　　论

结肠癌是威胁人类健康的主要问题，数据显示 ２００７ 年美国有 １５３ ７６０ 例新发病例，５２ １８０ 人死于该病，
占所有癌症死亡人数的 １０％左右［１］ 。 近几年我国大肠癌发生率逐渐升高，早期癌根治性治疗后 ５ 年生存率
可高达 ９０％［２］ ，但是难以早期发现并诊断，临床中存在大量初发及复发患者需要通过化疗提高生存率。 而
化疗药物耐药、肿瘤复发、转移等临床实际问题严重影响了患者的生存及预后，困扰众多医师。 ＡＢＣＧ２ 转运
体是最晚发现的 ＡＢＣ转运蛋白（也被称为 ＢＣＲＰ），它结合并利用水解 ＡＴＰ的能量主动把不同化学结构和作
用靶点的化疗药物泵出细胞外，产生抗药性，其作用效果与 Ｐ桘糖蛋白（Ｐ唱ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｉｎ，Ｐ唱ｇｐ）和多药耐药蛋白
（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＲＰ）相似［３］ 。 本实验通过 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅡＰＣＲ技术及免疫组化技术对结肠癌组
织、癌旁组织及正常组织进行 ＡＢＣＧ２ ｍＲＮＡ和蛋白的检测，结果显示大肠癌组织 ＡＢＣＧ２ ｍＲＮＡ阳性表达明
显高于正常和瘤旁组织；同时 ＡＢＣＧ２蛋白在肿瘤胞质及胞膜上呈阳性表达，且明显高于正常组织，在正常组
织中该蛋白表达水平不同提示在不同的个体中 ＡＢＣＧ２ 表达活跃程度存在差异。 Ｄｉｅｓｔｒａ 等［４］

研究也发现

ＡＢＣＧ２在多种实体肿瘤中有表达，其中以消化道肿瘤及肺相关肿瘤中表达最强。 在哺乳动物体内 ＡＢＣ 转
运基因编码的蛋白定位于质膜和多种细胞器内，黏膜中 ＡＢＣＧ２ 转运体发挥重要的防御功能，它在正常肠上
皮内主动转运多种化合物穿过细胞膜，一方面为细胞提供防御功能，减少外来化学物质对细胞上皮的损伤；
另一方面防止细胞过分暴露于毒素环境，避免诱导成为肿瘤。 研究显示过分活跃的 ＡＢＣＧ２存在遗传易感性
并可导致肿瘤的发生

［５］ 。
同时本研究中 ＡＢＣＧ２ ｍＲＮＡ及蛋白的表达与肿瘤直径有关，当肿瘤直径＞３ ｃｍ时 ＡＢＣＧ２ 的表达强度

明显高于直径≤３ ｃｍ肿瘤；在临床治疗方面，肿瘤直径较大的患者往往难以一次手术根治，常需要术前采用
辅助化疗手段缩小瘤体提高患者根治性机会，所以检测 ＡＢＣＧ２的表达情况有助于对患者进行术前评估。 同
时本研究显示肿瘤低分化患者 ＡＢＣＧ２ ｍＲＮＡ 及蛋白阳性表达率高于肿瘤中唱高分化患者；与患者性别、年

·９３４３·中华临床医师杂志（电子版）２０１１ 年 ６ 月第 ５ 卷第 １２ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ（Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｅｄｉｔｉｏｎ），Ｊｕｎｅ １５，２０１１，Ｖｏｌ．５，Ｎｏ．１２



龄、淋巴结转移、Ｄｕｋｅ分期及组织浸润深度无明显关系。 一般已分化瘤细胞从低分化到高分化呈连续光谱
样变化。 细胞体积逐渐变大，尤其胞核增大明显，胞浆由少量到相当丰富，或多或少地表现出相应正常细胞
某些特点。 本实验中肿瘤体积较大患者癌组织 ＡＢＣＧ２存在高表达，影响化疗药物效果，导致肿瘤体积难以
缩小、部分残留或继续增殖严重影响进一步的治疗，并导致肿瘤复发或转移。 其次，ＡＢＣ 转运体表达于部分
肿瘤干细胞

［６］ ，ＡＢＣＧ２作为该家族一员表达在早期干细胞并随细胞分化逐渐停止表达，当干细胞表达 ＡＢ唱
ＣＧ２时，化疗仅攻击成熟肿瘤细胞，而具备增殖潜能的干细胞可以重新生长为肿瘤，所以肿瘤的复发和转移
是肿瘤干细胞逃脱药物杀伤作用的结果。 本研究仅对 ＡＢＣＧ２的表达情况与肿瘤耐药性方面进行简单分析，
需扩大样本例数延长随访时间进一步研究。 基于以上分析研究结果提示高表达 ＡＢＣＧ２ 的大肠肿瘤可能已
经存在耐药性风险，文献提示选择有拮抗作用的化疗药物或者加入有拮抗作用的辅助药物可以提高化疗效
果

［７唱９］ 。 但是尚有部分学者对肿瘤中 ＡＢＣＧ２的表达情况存在异议［１０］ ，可能是该基因引起肿瘤的发生存在其
他生物学事件，尚需扩大样本量进一步证实。
目前尚未有特异的肠道肿瘤干细胞标记物，ＡＢＣＧ２作为潜在的干细胞基因参与肿瘤的发生发展。 通过

研究、检测，该基因有助于提高大肠癌的检出率，进一步改善肿瘤患者的生存质量。
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