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非小细胞肺癌体外化疗药物敏感性
与GR P78表达的相关性
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【摘要】　背景和目的　糖调节蛋白 78 ( GR P78)在乳腺癌细胞中表达增高并与其对化疗药物的耐药性有

关 ,而非小细胞肺癌 ( N S CL C)中 GR P78的表达与其对化疗药物的耐药性是否相关 ,研究较少。本研究拟探

讨 N S CL C对 8种化疗药物的体外敏感性与 GR P78表达的相关性。方法　采用四噻唑蓝 ( M T T)法对 52例

手术切除的新鲜 N S CL C组织进行 8种化疗药物体外敏感性检测 ;采用免疫组织化学方法检测其 GR P78的

表达水平。采用 S pearman相关分析对 N S CL C的耐药性与 GR P78表达的相关性进行分析。结果　52 例

N S CL C对紫杉醇 ( P T X) 、阿霉素 ( A DM) 、卡铂 ( CB P) 、拓扑替康 ( T P T) 、长春瑞滨 ( N V B) 、长春新碱 (V CR) 、

顺铂 ( DD P)和鬼臼乙叉苷 (V P216) 8 种化疗药物的耐药率分别为 42 . 31 %、57. 69 %、63 . 46 %、65. 38 %、

67. 31 %、73. 08 %、78. 85 %、90. 38 % ,其中 14例表现为完全耐药。GR P78的表达水平随着肺癌恶性程度的

提高而增加 ,且其高表达与肺癌细胞对 V P216、A DM、V CR 和 T P T 的耐药具有相关性 ( P < 0 . 05) 。结论 　

M T T法体外化疗药物敏感性实验对 N S CL C的治疗具有一定的指导作用 , GR P78对判定 N S CL C的恶性程

度及其耐药性具有一定的参考意义。
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【Abstract】　Background and objective　The expressive level of glucose2regulated protein 78 ( GRP78) is

elevated and correlated with resistance of chemotherapy drugs in breast cancer cell. However , little is known

about the relationship between it s expression and drug resistance in non2small cell lung cancer (NSCLC) . The

aim of this study was to explore the relationship between drug resistance and the expression of GRP78 in

NSCLC. Methods　Drug sensitivity test was used to detect the resistance to 8 chemotherapy drugs in 52

NSCLC fresh surgical samples by methylthiazolet razolium (M TT) , and expression of GRP78 was detected by

immunohistochemist ry method. Spearman correlation assay was used to investigate the correlation between the

GRP78 expression and drug resistance. Results 　The resistance rates to paclitaxel ( P TX) , adriamycin

(ADM) , carboplatin (CBP) , topotecan ( TPT) , navelbine (NVB) , vincristine (VCR) , cisplatin (DDP) and

etoposide (V P216) of the 52 samples were 42. 31 % , 57. 69 % , 63. 46 % , 65. 38 % , 67. 31 % , 73. 08 % ,

78. 85 % , 90. 38 % , respectively. Fourteen cases showed the complete resistance to the total 8 chemotherapy

drugs. Furthermore , the expression of GRP78 was st ronger in poorly differentiated cancer as compared with

the well and moderately differentiated cancer ( P < 0. 05) , so as in stage Ⅱand Ⅲcancer than in stage Ⅰcanc2
er ( P < 0. 05) . Spearman correlation assay showed that there was a correlation between the chemotherapeutics

resistance to ADM , V P216 , VCR , TPT and the expression of GRP78 in NSCLC ( P < 0. 05) . Conclusion　It is

feasible to detect the drug sensitivity to chemotherapy for tumor cells by M TT method. The result s of chemo2
sensitivity assay i n vit ro are indicative of clinical drug administ ration in NSCLC. The detection of GRP78 is
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also indicative of the resistance to chemotherapy drugs and the differentiation and the clinical stage in NSCLC.

【Key words】　Non2small cell lung cancer　　Glucose2regulated protein 78　　Methylthiazolet razolium　

　Chemosensitivity i n vit ro　　Resistance
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　　大多数实体瘤细胞对化疗药物具有一定的耐药

性 ,而肿瘤细胞对化疗药物的耐药性与其生存的微环

境有关 ,由于血管及营养不足等原因 ,肿瘤处于低糖、

酸中毒和缺氧的微环境中[1 ]。这种微环境不仅是肿瘤

细胞对许多化疗药物如阿霉素 (ADM) 、氟尿嘧啶和放

线菌素 D等产生耐药性的重要因素[2 ] ,而且还能诱导

糖调节蛋白 78 (glucose2regulated p rotein 78 , GRP78)

的表达[3 ]。GRP78 也叫免疫球蛋白重链结合蛋白

(immunoglobulin heavy chain binding protein ,Bip ) ,

广泛存在于各种细胞的内质网中 ,在低糖、缺氧等应激

条件下合成量明显增高。许多研究表明 ,在部分肿瘤

细胞中 GRP78的表达呈增高趋势 ,并随恶性程度的提

高而增加 ,与肿瘤细胞对化疗药物的耐药性有关[4～6 ]。

但关于 GRP78在肺癌中的表达及其是否与肺癌细胞

对化疗药物的耐药性具有相关性 ,目前国内外研究较

少。本研究旨在通过对 52例非小细胞肺癌 (NSCL C)

对化疗药物的敏感程度与 GRP78表达的检测 ,探讨肺

癌细胞对化疗药物的耐药性及其与 GRP78 表达的相

关性。

1　材料与方法

1 . 1　材料

1 . 1 . 1　标本来源　选择自 2004年 12月到 2005年 6

月大连医科大学附属第一医院胸外科手术切除的 52

例新鲜肺癌标本。所有患者术前、术中均未使用化疗

药物治疗及全身或局部放疗。其中男 31例 ,女 21例 ;

平均年龄 63. 21岁 ; Ⅰ期 28 例 ,Ⅱ期 21例 , Ⅲ期 3例

(2002年 AJ CC和 U ICC标准) ;所有肺癌标本均经病

理证实 ,21 例为鳞癌 ,28 例为腺癌 ,3 例为腺鳞癌 (以

鳞癌为主的腺鳞癌记为鳞癌 ,以腺癌为主的腺鳞癌记

为腺癌) ;中2高分化 28例 ,低分化 24例。

1 . 1 . 2　试剂　96孔板为 FAL CON 公司产品 ,Multi2
skan M Ks型酶标仪、四噻唑蓝 ( met hylthiazolet razoli2
um ,M T T) 、小牛血清为 Costar 公司产品 ,二甲亚砜

(DMSO)为 Amresco 公司产品。所用抗癌药物分别

为紫杉醇 (商品名 :紫素 , P TX) 、拓扑替康 (商品名 :金

喜素 , TP T) 、ADM、卡铂 (CBP) 、长春瑞滨 (商品名 :诺

维本 ,NVB) 、鬼臼乙叉苷 (商品名 :足叶乙甙 ,V P216) 、

长春新碱 (VCR) 、顺铂 (DDP) ,以上各药均有明确的

生产批号及厂家。根据各种化疗药物的说明书 ,参照

文献 7将 8种受试药物均稀释成血浆峰浓度的 10 倍

为实验的终浓度。8 种化疗药物中 ,DDP、CBP、ADM

为周期非特异性药物 ,VCR、NVB、V P216、P TX为周

期特异性药物 ,V P216 为拓扑异构酶 Ⅱ抑制剂 , TP T

为拓扑异构酶 Ⅰ抑制剂 ,VCR、NVB、P TX作用于微

管。

SP 试剂盒购自福州迈新生物技术公司 ,羊抗

GRP78为 Santa Gruz公司产品。

1 . 2　实验方法

1 . 2 . 1　原代细胞培养和M T T比色法　参照文献 8、9

的方法 ,标本在离体后立即采集 ,大小约 1 cm ×1 cm

×1 cm ,在层流超净台上剔除标本上的坏死组织和出

血组织 ,用生理盐水反复冲洗 ,机械分离、净化癌细胞 ,

用 RPMI1640培养液调成含有活细胞数 1×106～2 ×

106 / mL 单细胞悬液。每孔取 90μL 细胞悬液、10μL

化疗药物和 100μL RPMI1640 培养液 ,加入 96 孔培

养皿 ,每种化疗药物设 2个副孔 ,阴性对照为不加药物

的细胞悬液 ,置入 5 %CO2 培养箱中培养 48 h ;终止培

养前加 M T T磷酸缓冲液 20μL ,作用 4 h ,加 DMSO

溶解甲臢 ,用酶联免疫检测仪在吸收波长为 540～

570 nm条件下测出吸光度 (A) 。细胞生长抑制率 ( %)

= (1 - 药物孔 A值/对照孔 A值) ×100 %。参考文献

10的判定方法 ,细胞生长抑制率 ≥50 %为敏感 , <

50 %为耐药 ,每种化疗药物的耐药率 =耐药例数/总例

数×100 %。

1 . 2 . 2　免疫组织化学染色　新鲜的标本于 10 %福尔

马林液固定 24 h后 ,取约 1～2 cm2 大小 ,厚度为 0. 2

～0. 3 cm的组织块 ,流水冲 12 h ,依次用 75 %～100 %

的乙醇脱水 ,二甲苯透明 3 次 ,浸入 60℃石蜡中进行

包埋 ,取 4μm 厚连续切片进行免疫组化染色。采用

SP法 ,详细步骤严格按照说明书进行 ,用 PBS代替一

抗为阴性对照 ,采用乳腺癌为阳性对照。DAB 显色 ,

光学显微镜下进行观察。结果判断 :每张切片至少观

察 3 个视野 ,每高倍视野至少观察 100 个细胞。
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GRP78主要表达在细胞质 ,呈棕黄色颗粒。参考文献

11判定方法分为 4 级 : - :无染色细胞或单个表达的

细胞 ; + :弱表达 ,阳性率 10 %～35 % ; 6 :中度表达 ,

阳性率 35 %～70 % ; 7 :强表达 ,阳性率 > 70 %。

1 . 3　统计学方法　不同病理类型、分化程度和临床分

期肺癌组织中 GRP78的表达应用成组设计的秩和检

验进行分析 ,完全耐药率的比较应用χ2 检验。肺癌细

胞对化疗药物的细胞生长抑制率与 GRP78 表达的相

关性应用 Spearman 相关分析。数据处理应用

SPSS13. 0软件包完成。

2　结果

2 . 1 　NSCL C 体外药物敏感性试验结果 　52 例

NSCL C对 8 种化疗药物的敏感性以 V P216 最低 ,为

9. 62 %(耐药率为 90. 38 %) ,以 P TX最高 ,为 57. 69 %

(耐药率为 42. 31 %) 。在铂类化疗药物中 CBP 的敏

感性比 DDP 高 ,耐药率分别为 63. 46 %和 78. 85 %。

长春碱类化疗药物中 NVB的敏感性比 VCR高 ,耐药

率分别为 67. 31 %和 73. 08 %。作用于微管的化疗药

物中 VCR、NVB、P TX 的耐药率分别为 73. 08 %、

67. 31 %和 42. 31 % ,以 P TX的敏感性最高。周期非

特异性和周期特异性化疗药物中分别以 CBP和 P TX

的敏感性最高。耐药率结果详见表 1。

表 1　52例 NSCLC患者对 8种化疗药物的耐药率

Tab 1　Resistance rate of 8 chemotherapy drugs

in 52 NSCLC samples

Drug
No. of

resistant cases
Resistance rate

DDP 41 78. 85 %

CBP 33 63. 46 %

VP216 47 90. 38 %

ADM 30 57. 69 %

VCR 38 73. 08 %

P TX 22 42. 31 %

NVB 35 67. 31 %

TP T 34 65. 38 %

52例 NSCL C患者中 14例对 8种化疗药物表现

为完全耐药 ,且依不同病理类型、分期及分化而不同。

从病理类型来看 ,22例鳞癌中有 3例 (13. 64 %) 、30例

腺癌中有 11例 (36. 67 %)表现为完全耐药 ;从临床分

期来看 ,28例Ⅰ期中有 8 例 (28. 57 %) 、24 例Ⅱ、Ⅲ期

中有 6例 (25. 00 %)表现为完全耐药 ;从分化程度来

看 ,29例中2高分化的癌组织中有 6 例 (20. 69 %) 、23

例低分化的癌组织中有 8 例 (34. 78 %)表现为完全耐

药。但病理类型、分化程度和临床分期间 ,其完全耐药

率均无统计学差异 ( P > 0. 05) ,详见表 2。

表 2　52例 NSCLC对 8种化疗药物的耐药性

Tab 2　Resistance of 8 chemotherapy drugs in 52 NSCLC samples

　　　Item
No. of

cases

No. of complete

resistant cases

No. of non2complete

resistant cses
χ2 value P value

Pat hological type 3. 356 0. 060

　Squamous cell carcinoma 22 3 19

　Adenocarcinoma 30 11 19

Differentiation 0. 260 0. 205

　Poor 23 8 15

　Well2moderate 29 6 23

Clinical stage 0. 082 0. 511

　Ⅰ 28 8 20

　Ⅱ+ Ⅲ 24 6 18

2 . 2　GPR78在 NSCL C组织中的表达 　免疫组化染

色显示 ,在癌组织细胞的胞质内均可检测到 GRP78阳

性颗粒 (图 1的 C、D) 。GRP78 在低分化组的染色强

度明显高于中2高分化组 ( P < 0. 05) ;临床分期为 Ⅱ、

Ⅲ期的癌组织明显高于Ⅰ期 ( P < 0. 05) 。但在不同病

理类型的癌组织细胞中其染色强度未见有显著性差

异 ,详见表 3。

2 . 3 　细胞生长抑制率与 GRP78 表达的相关性 　

NSCL C对 8种化疗药物的细胞生长抑制率与 GRP78

表达的相关系数均为负数 , Spearman 相关分析表明 ,

肺癌细胞对化疗药物 V P216、ADM、VCR、TP T 的耐

药性与 GRP78的表达相关 ( P < 0. 05) ,而对其他化疗

药物的耐药性则无统计学意义 ,详见表 4。
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图 1　免疫组织化学检测 NSCLC组织中 GRP78的表达 (SP法 ,原始放大倍数×200)

A :阳性对照 ;B :阴性对照 ;C、D :分别为 GRP78在腺癌、鳞癌组织中的表达

Fig 1　The expression of GRP78 was detected by immunohistochemist ry in NSCLC tissues (SP met hod , original magnification ×200)

A : positive cont rol ; B : negative cont rol ; C and D : expression of GRP78 in adenocarcinoma and squamous cell carcinoma respectively

表 3　GRP78在 52例 NSCLC组织中的表达

Tab 3　Expression of GRP78 in 52 NSCLC samples

　　　Item No. of cases - + 6 7 z value P value

Pat hological type - 1. 353 0. 176

　Squamous cell carcinoma 22 0 5 12 5

　Adenocarcinoma 30 0 6 10 14

Differentiation - 2. 722 0. 006

　Poor 23 0 1 10 12

　Well2moderate 29 0 10 12 7

Clinical stage - 2. 633 0. 008

　Ⅰ 28 0 10 11 7

　Ⅱ+ Ⅲ 24 0 1 11 12

表 4　52例 NSCLC对 8种化疗药物的细胞生长

抑制率与 GRP78表达的相关性

Tab 4　Relationship between the cell growth inhibiting rate

of 8 chemotherapy drugs and the expression of GRP78

in 52 NSCLC samples

Drug Rs value P value

DDP - 0. 162 0. 250

CBP - 0. 265 0. 058

VP216 - 0. 396 0. 004

ADM - 0. 332 0. 016

VCR - 0. 328 0. 018

P TX - 0. 186 0. 188

NVB - 0. 240 0. 087

TP T - 0. 341 0. 013

3　讨论

GRP78是进化上高保守的蛋白质 ,与热休克蛋白

70有 60 %的同源性 ,可迅速与新生的多肽以非共价键

形式结合以促进蛋白质的正确折叠和装配 ,并抑制错

误折叠的蛋白质的聚集[ 12 ]。研究表明 , GRP78 在肺

癌组织中呈高表达趋势 ,但其是否与肺癌对化疗药物

的耐药具有相关性则研究甚少 ,本研究通过对 52 例

NSCL C对化疗药物的敏感程度与 GRP78 在蛋白水

平表达的检测 ,探讨了肺癌细胞对化疗药物的耐药性

与 GRP78表达的相关性。

M T T比色法是快速、敏感地检测肿瘤对化疗药

物敏感性的实验方法 ,临床相关性好 ,现已被广泛用于

体外肿瘤药物敏感性的测定 ,尤其在肿瘤化疗方面 ,有

较高的临床参考价值[13～15 ] ,但其测定的结果与临床化

疗药物敏感性并不完全相符 ,其原因在于体外肿瘤细

胞生存与体内肿瘤细胞生长的环境差别很大。本文

52 例 NSCL C 对 V P216 的敏感性最差 ,耐药率为

90. 38 % ,对 P TX的敏感性最好 ,耐药率为 42. 31 %。

此外 ,14例 NSCL C对 8种化疗药物表现为完全耐药。

说明体外化疗药物敏感实验预测耐受药物的阴性准确

率较高 ,所以实验结果对于化疗前剔除不敏感的化疗

药物很有价值。

在 52例 NSCL C组织细胞中均可检测到 GRP78 ,

其表达与肺癌的分化程度和临床分期密切相关 ,低分

化组明显高于中 +高分化组 ( P < 0. 05) , Ⅱ+ Ⅲ期癌

组织明显高于Ⅰ期 ( P < 0. 05) ,而在不同病理类型中
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其表达强度未见显著性差异。Gazit 等研究证明在人

类乳腺癌细胞系中 GRP78 呈高表达[ 4 ] ,王琪等和

Uramoto 等研究证明在 mRNA 和蛋白水平 GRP78

在肺癌组织中呈高表达[16、17 ] ,表明肺癌的微环境有利

于诱导 GRP78的表达。而 Spearman相关分析显示 ,

8种化疗药物对 52 例 NSCL C的细胞生长抑制率与

GRP78 表达的相关系数均为负数 ,其中 V P216、

ADM、VCR、TP T 对细胞的生长抑制率与 GRP78 表

达的相关性具有统计学意义 ,而其它药物则无明显相

关性。GRP78对化疗药物产生抗药性的机制目前认

为有如下几方面 : ①在实体瘤内 , GRP78 的表达能够

降低作用于 G1 期和 S期化疗药物的毒性 ; ②在肿瘤

细胞中预先诱导 GRP78 ,能对拓扑异构酶Ⅱ抑制剂如

V P216、ADM等产生耐药性[ 2 ] ; ③GRP78 的产生还可

以减少肿瘤细胞的凋亡 ,并且通过影响凋亡效应器的

作用来阻断化学药物引起肿瘤的细胞凋亡 ; ④GRP78

引起肿瘤细胞对化疗药物耐药是由于 GRP78 的高表

达能够抑制暴露在内质网应激中肿瘤细胞的损伤 ,对

肿瘤细胞起到保护的作用。NSCL C 组织中 GRP78

的高表达可能正是通过上述机制对 V P216、ADM 等

化疗药物产生耐药。而且 , GRP78 表达越高 ,癌组织

对化疗药物 V P216、ADM、VCR、TPX的敏感性越低。

因此 ,对于 NSCL C 患者 ,化疗前应用药物敏感性试

验 ,结合 GRP78的检测 ,对选择敏感的化疗药物具有

一定的指导意义。抑制 GRP78的表达及其功能 ,可能

会成为 NSCL C的一种治疗手段。
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