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要!目的
!

探讨钙结合蛋白
,!""L)

与卵巢癌铂类化疗耐药之间的关系'方法
!

应用免疫组织化学

法检测
*"

例卵巢上皮性癌组织中
,!""L)

的表达情况#采用
19&;9<')=";

和实时荧光定量
YGC

法检测不

同顺铂化疗敏感度的卵巢癌细胞
L(%&"

及
GY%"

中
,!""L)

的差异表达%

\77

法测定顺铂对细胞的半数

抑制浓度$

M3

'"

&'结果
!

$

!

&

,!""L)

在卵巢癌组织中呈胞核表达+单纯胞质表达及核浆共同表达'铂类化

疗耐药组中
,!""L)

阳性表达率为
**$*%T

$

!*

!

()

&%高于敏感组
##$##T

$

!(

!

#*

&$

,

"

"$"'

&'$

(

&耐药株

GY%"

中
,!""L)@C8L

和蛋白表达均显著高于敏感株
L(%&"

'$

#

&顺铂对
L(%&"

和
GY%"

细胞的
M3

'"

分别为
("$')

"

@"=

!

@=

和
'*$(#

"

@"=

!

@=

'结论
!

,!""L)

的高表达参与卵巢癌铂类化疗耐药过程'

关键词!卵巢肿瘤#顺铂#

,!""L)

#化疗耐药

中图分类号!
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文献标识码!
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文章编号!
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引言

卵巢癌是女性生殖系统三大恶性肿瘤之一%死亡

率最高%

'

年存活率仅为
#"T

,

)"T

'目前标准的治

疗方案是肿瘤细胞减灭术以及以铂类为基础的辅助

性化疗'耐药是导致其化疗失败的主要原因'

,!""L)

蛋白是一种钙传感器蛋白%通过钙离子信号

转导途径在细胞周期调控+细胞黏附和运动+细胞增

殖分化+基因表达+酶的激活及细胞凋亡中发挥着重

要作用(

!

)

'研究证实
,!""L)

蛋白在乳腺癌+食管癌+

肺癌+胃癌+结肠癌+膀胱癌+胰腺癌+卵巢癌等中高表

达(

(

)

%且与浸润转移及预后密切相关(

#

)

'本研究检测

卵巢癌组织及细胞中
,!""L)

的表达情况%旨在进一

步探讨
,!""L)

与卵巢癌铂类化疗耐药之间的关系'

"

!

资料与方法

!$!

!

资料

!$!$!

!

标本
!

选取第四军医大学西京医院
("")

,

(""'

年经手术确诊的卵巢癌初治患者
*"

例'所选

患者术前均未行化疗+放疗或生物治疗%术后病理确

诊为上皮性卵巢癌%有完整临床病理资料%且在病理

科有存档蜡块标本'根据
MVM

$美国妇科肿瘤学

组&建议的分型%并参照
("!"

年版
8GG8

$

'0;#"'0=

4"@

?

<959'&#A940'49<'9;>"<K

&卵巢癌临床实践指

南对铂类耐药和铂类敏感的定义%

*"

例患者中
()

例为铂耐药患者$即在初次接受含铂化疗停药
*

个

月内出现复发&%

#*

例为铂敏感患者$即初次接受含

铂化疗停药
*

月及以上出现复发&'

!$!$(

!

卵巢癌细胞系
!

人上皮性卵巢癌顺铂敏感

细胞株
L(%&"

及耐药株
GY%"

为第四军医大学西京

医院妇产科实验室传代保存'经复苏后%加入含
!"T

胎牛血清的
3\Z\

高糖培养液%置于
#%U

+饱和湿度+

'TGV

(

培养箱中常规培养'当细胞生长至
&"T

,

$"T

*

'()

*

肿瘤防治研究
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汇合时%用
"$('T

胰蛋白酶进行消化传代'当细胞生

长状态稳定%呈对数生长期时用于实验'

!$!$#

!

试剂
!

兔抗
,!""L)

单克隆抗体+兔抗
-

(

04;#'

单克隆抗体均为美国
Z

?

#;"@#4&

公司产品%辣

根过氧化物酶标记的山羊抗兔
I

2

M

二抗购自
+9

:

"(

;#@9

公司#

,Y

免疫组织化学试剂盒和
3L+

显色试

剂盒购自北京中杉金桥生物技术公司'

7<#H"=

试

剂+反转录合成
438L

试剂盒+

C90=;#@9YGC

反应

试剂盒均由
70K0<0

公司提供'

!$(

!

方法

!$($!

!

免疫组织化学
,Y

法
!

所有组织标本均经

甲醛固定%石蜡包埋%片厚
)

"

@

%

*"U

烤片过夜%二

甲苯脱蜡%梯度乙醇水化%

#TJ

(

V

(

去离子水灭活过

氧化物酶
!"@#'

+微波抗原修复
!'@#'

%正常山羊

血清封闭
#"@#'

+一抗$工作浓度为
!.'""

&

)U

孵育

过夜%加入生物素标记山羊抗兔
I

2

M

%辣根酶标记链

霉卵白素工作液+

3L+

显色+自来水冲洗%苏木精衬

染胞核%氨水返蓝%常规脱水透明%中性树胶封片'

以
Y+,

替代一抗作为阴性对照%已知
,!""L)

阳性

的扁桃体标本作为阳性对照'参照文献采用半定量积

分法%即对每张切片的阳性细胞率及阳性细胞着色强

度进行分级计分%然后根据两项之和确定其阳性强度'

无色为
"

分%淡黄色为
!

分%棕黄色为
(

分%棕褐色为
#

分'阳性细胞率即阳性细胞占计数细胞的比例%以随

机计数
!"

个高倍视野细胞为准%阳性细胞
"

'T

为
"

分%

'T

,

('T

为
!

分%

(*T

,

'"T

为
(

分%

'!T

,

%'T

为
#

分%

$

%'T

为
)

分%两项之和
!

,

#

分为弱阳性%

#

,

'

分为中度阳性%

'

,

%

分为强阳性'

!$($(

!

19&;9<')=";

检测细胞内
,!""L)

的表达

!

取对数生长期的卵巢癌细胞%用加入蛋白酶抑制

剂的
CIYL

裂解缓冲液提取细胞总蛋白%

+GL

法蛋

白定量后进行
7<#4#'9(,3,(YLMZ

电泳%湿转至

Y[3B

膜上
!5

%用含
'"

2

"

.

的脱脂奶粉
7+,7

溶

液封闭
(5

后%与兔抗
,!""L)

单克隆抗体$工作浓

度为
!.#"""

&+兔抗
-

(04;#'

单克隆抗体$工作浓度

为
!.#"""

&%

)U

孵育过夜%辣根过氧化物酶标记的

山羊抗兔
I

2

M

$工作浓度为
!.#"""

&室温孵育
!5

%

经
ZG.

底物化学发光显影+扫描+用
L=

?

50I''"(

;945

软件测量胶片中条带灰度值'

!$($#

!

实时荧光定量
YGC

检测细胞内
,!""L)

的

表达
!

用
7<#H"=

试剂提取细胞总
C8L

%通过紫外分

光光度仪测量
C8L

的浓度和纯度%将
C8L

反转录

成
438L

%反应条件!

#%U!'@#'

%

&'U'&

%

)U

'将

得到的
438L

反应液加入到下一步的
C90=7#@9

YGC

反应中%

-

(04;#'

作为内参基因'引物由上海生

工设计合成!

,!""L)

上游
'a(MLMLLMMGGG7M(

ML7M7ML7(#a

%下 游
'a(LGG7GM77M7GGG7(

M77MG7M(#a

#

-

(04;#'

上 游
'a(GG7MMMGL7M(

MLM7GG7M7M (#a

%下 游
'a(7G77GL77M7(

MG7MMM7MGG(#a

'反应体系为
('

"

=

%扩增条件

为!

$'U

预变性
#@#'

#

$'U

变性
#"&

%

'&U

退火
#"&

%

%(U

延伸
)'&

%

)"

个循环#

%(U

延伸
'@#'

'设立空白

对照%每个样品设置
#

个平行对照'当荧光信号强度

超过基线时%其域值循环数$

G;

值&被记录下来'采

用
(

1

))

G;数据分析方法进行相对基因表达分析'

!$($)

!

\77

法检测细胞对顺铂的敏感度
!

常规

胰酶消化制备单细胞悬液%以
!+!"

)

"

@=

细胞浓度

接种至
$*

孔板%每孔
!""

"

=

%

#%U

+

'TGV

(

孵育过

夜%依次加入
!""

"

=

终浓度为
"

+

($'

+

'

+

!"

+

("

+

)"

+

&"

+

!*"

"

@"=

"

@=

的顺铂%以只加培养液为调零孔+

不加顺铂为阴性对照孔%每组设
'

个平行孔%实验重

复
#

次'继续培养
)&5

后%每孔加入$

'@

2

"

@=

&

\77

溶液
("

"

=

作用
)5

%吸弃上清%每孔滴加

!'"

"

=

二甲基亚砜$

3\,V

&%振荡
!"@#'

'在酶联

免疫测定仪上选择
)$('@

波长测定各孔吸光值

$

P"

值&%按下式计算细胞存活率及顺铂对细胞的

半数抑制浓度$

M3

'"

&%细胞存活率$

T

&

0

试验组
P"

值"对照组
P"

值
+!""T

'以细胞存活率对剂量对

数作图并按作图法求出
M3

'"

值'

!$#

!

统计学方法

采用
,Y,,!#$"

统计软件对数据进行分析'计

量数据以
B-/

标准差表示%各组均数之间比较用
'

检验%

,

"

"$"'

为差异有统计学意义'

!0

!
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:
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图
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卵巢癌组织中
RBJJ;K

的表达$

,Y+)""

&
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F

2."B

!
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7&7'<RBJJ;K"H

-

."77&'(&('6$.&$(3$(3".%&772"7

$
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结果

($!

!

卵巢癌组织中
,!""L)

蛋白的表达

,!""L)

在卵巢癌组织中呈胞核表达+单纯胞质

表达及核浆共同表达%见图
!

'铂类化疗耐药组中

,!""L)

阳性表达率为
**$*%T

$

!*

"

()

&%高于敏感组

$

##,##T

%
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"
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&%差异有统计学意义$
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!

卵巢癌细胞中
,!""L)

的表达

19&;9<')=";

结果显示%耐药株
GY%"

细胞中

,!""L)

蛋白的表达明显高于敏感株
L(%&"

$

,

"

","!

&'

实时荧光定量
YGC

结果显示耐药株中
,!""L)@C8L

的表达水平是敏感株的
!#)$#*

倍%见图
(

'

(0

!

19&;9<')=";

#

()

!

C7(YGC

图
C

!

卵巢癌细胞中
RBJJ;K

的蛋白及
0!9;

表达情况
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F
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!
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7&7'<RBJJ;K

-

.'%"&($(10!9;
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($#

!

\77

法检测细胞对顺铂的敏感度

顺铂对
L(%&"

组 和
GY%"

组的
M3

'"

分别为

(",')

"

@"=

"

@=

和
'*,(#

"

@"=

"

@=

%故
GY%"

对顺铂

的耐药指数$

CI

&为
($%)

%见图
#

'
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图
I
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法检测不同浓度顺铂作用后各组细胞存活率
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讨论

以铂类为基础的联合化疗作为一线化疗方案明

显改善了卵巢上皮性癌的预后'铂类药物通过与细

胞内
38L

结合%导致
38L

链间交链或链内交链%造

成
38L

损伤%从而引起细胞死亡'但经过标准治疗

后%

%"T

患者最终将复发或表现为疾病进展%即使二

次探查手术阴性的患者复发率仍高达
#"T

,

'"T

'

晚期卵巢上皮癌患者
'

年生存率低于
('T

(

)

)

'

,!""L)

是
,!""

家族的成员之一%基因定位于

!

X

(!

%而该区域是与多种恶性肿瘤发生有关的不稳定

区'

,!""L)

基因表达产物
,!""L)

蛋白是由
!"!

个

氨基酸组成的多肽%相对分子质量为
!!$'K3

(

'

)

'

,!""

家族属于钙离子结合蛋白%具有共同的
ZB

双螺

旋手型结构%这一手型结构含有能与钙离子高亲和

性+高选择性结合的
!)

个氨基酸序列%当其与钙离子

结合后%其构象发生改变%暴露出其与靶蛋白结合的

位点%进而通过参与细胞周期调控+细胞增殖分化+酶

的激活和肌肉收缩等多种生命活动(

*

)

'

\9'4#0

等(

(

)

研究证实%

,!""L)

在甲氨喋呤耐药细胞系中高表达%

与结肠癌甲氨喋呤化疗敏感度相关'有国外研究报

道证实
,!""L)

与阿霉素(

%

)

+氟尿嘧啶(

&

)化疗耐药相

关'但
,!""L)

与铂类化疗耐药的相关性尚未见

报道'

本研 究 结 果 显 示%铂 类 化 疗 耐 药 患 者 中

,!""L)

阳性表达率高于敏感患者的阳性率%这提

示
,!""L)

可能是导致卵巢癌铂类化疗耐药的原因

之一'

,!""L)

在卵巢癌组织中呈胞核表达+单纯

胞质表达及核浆共同表达'

+"

:

9

等(

$

)

("!"

年报道

证实%

,!""L)

在结肠癌中的核表达与肿瘤
78\

分

期相关%是预后评价指标'然而
,!""L)

与铂类化

疗耐药之间的关系仍需进一步探讨'

为了进一步明确
,!""L)

与卵巢癌铂类化疗的

关系%本研究选取了卵巢癌耐药配对细胞株
L(%&"

和

L(%&"

"

GY%"

作为研究对象'

L(%&"

为亲本细胞系%

对顺铂极为敏感'

GY%"

是由
L(%&"

经过长期小剂量

顺铂逐步诱导+经耐药筛选后获得稳定耐药性的细

胞'因此%两者遗传背景相同%是目前研究卵巢癌耐

药机制的标准细胞株'

19&;9<')=";

和
C7(YGC

结果

表明%耐药株
GY%"

中出现
,!""L)

表达水平较敏感

株显著增加%提示
,!""L)

可能是卵巢癌顺铂敏感细

胞株
L(%&"

与耐药株
GY%"

耐药性差异的重要因素'

综上所述%

,!""L)

有望作为一个分子指标%对

预测铂类化疗药物敏感度和判断化疗疗效具有一定

的临床指导价值'
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