
·肺癌化疗·

非小细胞肺癌!"#$%&#’(、!#)%&#’( 及

*#)%&#’( 表达的研究

杨俊兰 戴为民 石廷章 魏秀芳

【摘要】 目的 观察肺癌组织及癌旁肺组织 !"#$%&#’(、!#)%&#’( 及 *#)%&#’( 的表达。方法 采

用 #+%),# 法检测 -. 例肺癌患者癌组织和正常肺组织中 !"#$%&#’(、!#)%&#’( 和 *#)%&#’( 的表达情况。

结果 !"#$%&#’( 在肺癌组织及癌旁肺组织的表达阳性率分别为 /.0及 $12 130（! 4 .2 ./5），其表达与细

胞分化程度、临床分期及病理类型无明显关系。!#)%&#’( 在肺癌组织及癌旁肺组织的表达分别为/-2--0
及 612130，低分化者 !#) 的表达率明显高于中高分化者（! 4 .2 .-），其表达与临床分期无明显关系。*#)%
&#’( 在肺癌组织及癌旁肺组织的表达分别为 512130及 $.0（! 4 .2... /），其表达与肿瘤类型、临床分期及

癌细胞的分化程度无明显关系。-. 例肺癌组织中 !"#$%&#’(、!#)%&#’(、*#)%&#’( 共 同 表 达 者 3 例

（6-2--0），三者均无表达者 $. 例（--2--0），三者的一致性达 512 130。结论 !"#$%&#’(、!#)%&#’(、*#)%
&#’( 在肺癌的耐药中可能起重要作用。

【关键词】 !"#$ !#) *#) #+%),# 非小细胞肺癌

【中图分类号】 #3-/26
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多药耐药是肺癌尤其是非小细胞肺癌化疗失败的

主要原因。对肺癌多药耐药机理的研究表明，)%糖蛋

白（!"#$）、多药耐药相关蛋白（!#)）、肺耐药蛋白

（*#)）、谷光甘肽 K%转移酶、拓扑异构酶!等耐药机制

与肺癌的多药耐药有密切关系。本研究采用逆转录 R
多聚酶链反应（#+%),#）方法检测非小细胞肺癌及癌

旁肺组织 !"#$%&#’(、!#)%&#’( 及 *#)%&#’( 的表

作者单位：$..75- 北京，解放军总医院肿瘤内科

达情况，分析三者在非小细胞肺癌先天耐药机制中的

作用及相互关系。

. 材料和方法

. 2. 临床资料 EF 例肺癌标本均取自外科肺癌手术

患者，每例患者同时取癌组织和肺正常组织（肺正常组

织为距癌肿块 - I& 以上的肺组织），手术后立即取材

并储存于液氮罐中。-. 例患者中男性 6/ 例，女性 1
例；年龄 -5 S 17 岁，平均 55 2-$ 岁。其中鳞癌 $/ 例，腺
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癌 !" 例。根据肿瘤的分级标准，!# 例鳞癌中，中 $ 高

分化者 % 例，低分化者 " 例；!" 例腺癌中，中 $ 高分化

者 & 例，低分化者 ’ 例。所有患者术前均未进行任何

抗肿瘤治疗。

! ( " 引 物 序 列 )*+! 引 物 序 列：,-./////0/1.
2//21201/22/212.3-；,-.02/2////1/2/22//2//.
3-；扩增片段为 !’4 56，上游引物为第 7 外显子，下游引

物为第 # 外显子。

)+8 引物序列：,-./2/2122/2/0/12/212.3-；,-.
2/100102/000121/20.3-；扩增片段为 7&4 56，上游

引物为 ,-非编码端，下游引物为第 # 外显子。

9+8 引 物 序 列：,-.112100/11100100/202.3-；
,-./2112121222110/22/2.3-；扩增片段为 7%, 56，上

游引物为 ,-非编码端，下游引物为第 # 外显子。

! (# 主要仪器 ):;:<=<>?@1)基因扩增仪购自美国 )A
+?B?C@<D 公司。EF.# 型紫外透射反射分析仪购自上海

长明光学电子仪器厂。10G.!"2 高速台式离心机购自

上海安亭科学仪器厂。

! ($ 步骤

! ($ (! 总 +H/ 提取 取新鲜组织 7 $ 3 IJ，捣碎后，

置样品管中，加入 744!> 裂解液，充分震荡，使沉淀完

全溶解，加入 #4!> 氯仿混匀，!7 444 @ K I:; 离心 , 分钟，

小心吸取上层水相，加 3 倍体积无水乙醇，L 74M放置

74 分钟，!7 444 @ K I:; 离心 , 分钟，弃上清，室温晾干约

74 分钟，即可得到标本的总 +H/。

! ($ (" +H/.<*H/ 反转录 向处理好的样品中加入

!,!> 逆转录液和 !!> 酶混合液，离心数秒，#7M水浴

34 分钟。

! ($ (# 82+ 扩增 分别以 )+8、)*+!、9+8 阳性模板

作为阳性对照，以 *N82 水代替 <*H/ 作为空白对照。

取反转录产物、阳性对照及空白对照各 ,!>，分别加入

74!> 82+ 液和 !!> 1CO 酶，一滴石蜡油，离心数秒，按

下述条件扩增 3, 个循环：&#M #, 秒，,,M #, 秒，’7M
#, 秒。

! ($ ($ 电泳鉴定 含 NP 的 7Q琼脂糖配制：!44 I>
1PN（1@:B.硼酸）R 7 J 琼脂糖 R ,!> NP。用 !4!> 82+
产物、7!> 上样缓冲液混匀后点样，恒压 , S K <I，电泳

时间为溴酚蓝染料走至 ! K 3 $ ! K 7 胶长处。

! (% 结果记录及判断 阳性结果均为两条带：)*+!
带及内标带（图 !），)+8 带及内标带（图 7），9+8 带及

内标带（图 3）。阴性结果均为一条带：内标带。

! (& 统计学处理 采用校正!
7 检验。

" 结果

" (! )*+!.I+H/的表达情况 34例肺癌组织 中

图 ! )*+! 基因产物电泳结果

’() ! N>?<T@U6DU@?B:B @?BV>T WU@ 82+ 6@UXV<T UW )*+! J?;?

)：)C@Y?@；H：H?JCT:Z? B6?<:I?;；8：8UB:T:Z? B6?<:I?;

图 " )+8 基因产物电泳结果

’() " N>?<T@U6DU@?B:B @?BV>T WU@ 82+ 6@UXV<T UW )+8 J?;?

)：)C@Y?@；H：H?JCT:Z? B6?<:I?;；8：8UB:T:Z? B6?<:I?;

图 # 9+8 基因产物电泳结果

’() # N>?<T@U6DU@?B:B @?BV>T WU@ 82+ 6@UXV<T UW 9+8 J?;?

)：)C@Y?@；H：H?JCT:Z? B6?<:I?;；8：8UB:T:Z? B6?<:I?;

)*+!.I+H/ 阳性者 !7 例，肺正常组织中阳性者 , 例，

肺癌组织中 )*+!.I+H/ 表达率明显高于肺正常组织

（! [ 4(4#,）。分析不同病理特征患者 )*+!.I+H/ 表

达，结果提示 )*+!.I+H/ 的表达与病理类型、分期、

组织分化无明显关系（! \ 4(4,）。

" ( " )+8.I+H/ 的 表 达 情 况 34 例 肺 癌 组 织 中，

)+8.I+H/ 表达阳性者 !3 例，肺正常组织中阳性者 %
例。)+8 的表达与病理类型、临床分期均无明显关系

（! \ 4(4,）。低分化者 & 例表达阳性，中 $ 高分化者 #
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例表达阳性（! ! "#"$）。

! #" %&’()&*+ 的表达情况 $" 例肺癌组织中 %&’(
)&*+ 表达阳性者 ,- 例，$" 例肺正常组织中，%&’()&(
*+ 表达阳性者 $ 例，差异有显著性（ ! ! "# """ .）。

%&’ 的表达与肿瘤的病理类型、临床分期及癌细胞的

分化程度无明显关系。

! ## /0&,()&*+、/&’()&*+ 及 %&’()&*+ 表达之

间的 相 关 性 分 析 $" 例 肺 癌 组 织 中 /0&,()&*+、

/&’()&*+、%&’()&*+ 共同表达者 - 例（1$ # $$2），三

者均 无 表 达 者 ," 例（$$ # $$2），三 者 的 一 致 性 达

34 #4-2。采用校正!
1 检验分析三者中两两表达的相

关性，未见统计学意义（! 5 "#"3）。

" 讨论

关于肺癌耐药机制的研究报道颇多，/0&, 是最

早发现的一种肿瘤耐药机制，但 /0&, 基因与肺癌耐

药的关系一直存在着争议。有研究认为 /0&, 与肺癌

耐药明显相关，也有研究认为尚有其它耐药机制在肺

癌耐药中起作用。本研究结果表明：."2肺癌组织表

达 /0&,()&*+，而肺正常组织仅 ,4 #4-2表达阳性（!
6 "# "3），说明在肺组织恶变过程中 /0&,()&*+ 表达

增加。分析 $" 例患者病理特征，未显示病理类型、分

期、分化程度与 /0&,()&*+ 表达率有密切的关系，该

结果与国外文献报道一致［,］。

,771 年 89:; 发现多药耐药相关蛋白（/&’）后，研

究 /&’ 与肺癌多药耐药的关系成为人们关注的热点。

/&’ 基因位于 ,4 号染色体 <,$ #, 带上，由 1 #= >? 碱基

组成。该基因编码 , 3$, 个氨基酸组成的蛋白质，其

分子量为 ,7" >@，其多药耐药作用与 ’(A< 的表达无关，

而与细胞内 /&’ 的药物泵作用及其引起细胞内药物

浓度降低有关。/&’ 的耐药谱与 /0&, 相仿。国外研

究表明：/&’ 基因的表达与肺癌的分期、分化及预后

有关［1，$］。本研究检测了肺癌及肺正常组织 /&’ 基因

的表达情况，结果表明：.$ # $$2 的肺癌组织有 /&’(
)&*+ 表达，低分化者 /&’()&*+ 的表达率（47 # 1$2）

明显高于中高分化者（1$ # 3$2）（! 6 "# "3），说明 /&’
的表达与细胞分化程度有密切关系。

%&’ 是近几年来新发现的一种与耐药有关的蛋

白。%&’ 基因位于 ,4 号染色体短臂 ,4<,, # 1，其分子

量为 ,," >@。国外研究认为，%&’ 在非小细胞肺癌中

的表达明显高于小细胞肺癌，%&’ 的表达与 +/% 和晚

期卵巢癌的临床化疗敏感性有关［.，3］，可以作为预后

指标。本研究采用 &B(’8& 方法检测了 $" 例肺癌及

肺正常组织 %&’ 的表达情况，结果表明，34 # 4-2的肺

癌组织有 %&’()&*+ 表达，而肺正常组织仅为 ,"2（!
! "#""" .），提示 %&’ 在肺癌恶变过程中表达增加。

分析 $" 例肺癌组织 %&’ 基因表达与病理类型、组织分

化、B*/ 分期的关系，未显示统计学意义。

肿瘤的多药耐药是近几年肿瘤治疗中研究的重点

之一。目前产生多药耐药的机制仍不明了，但有一点

十分明确，多药耐药的产生决非单一因素，而是多种机

制共同作用的结果。关于 /0&,、/&’、%&’ 基因及其

表达的蛋白质在多药耐药中各自及其相互作用的机制

十分复杂，目前尚不明确，三者的主要功能均为清除外

源性生物活性物质，使机体免受这些物质的损害。有

众多文献报道了 /0&, 与 /&’ 基因在恶性肿瘤的表

达［4］。也有研究认为 /&’ 在肺癌耐药中的作用有可

能大于 /0&,［-］。本研究结果表明，$" 例肺癌组织中

共同表达 /0&,()&*+、/&’()&*+、%&’()&*+ 者 - 例

（1$ #$$2），三者均无表达者 ," 例（$$ # $$2），三者的

一致性达 34 # 4-2。由于本组例数尚少，肺癌的多药

耐药是否与这三种基因共同作用有关，尚需大样本资

料进一步研究证实。

本研究的所有患者术前均未行化疗，说明 /0&,、

/&’、%&’ 基因的表达为先天性。对这些基因的检测，

有利于指导临床用药。对 /0&,、/&’、%&’ 表达阳性

者，临床用药时尽量避免使用与耐药基因有关的化疗

药物，以期获得较好的治疗效果。
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