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Abstract :Objective 　 To investigate the chemoresistance of non2small cell lung cancer (NSCLC) and the

expression of correlative protein and genes which can lead to multidrug resistance (MDR) we explore the

relation between chmoresistance and the expression of mdr1 ,MRP and GST2Лin NSCLC respectively ,

and define the function of the three kinds of genes in MDR mechanisms. Methods 　91 cases of NSCLC

were tasted with M TT assay to evaluate their chemoresistance. The chemotherapy drugs include cyclo2
phamide ,adriamycin and cisplatin + fluorouracil. The expression of the three kinds of genes above were

examined with immunohistochemical assay. Results 　1 . The percentage of drug resistance of cyclopha2
mide ,adriamycin and cisplatin + fluorouracil were 58 . 2 % ,56 . 0 % and 46 . 2 % ,respectively. There are 27

cases resisting all three medications ,while there are 19 cases sensitizing all three medications. The multi2
drug resistance was not associated with histological types and degree of differentiation of NSCLC. 2 . The

expression percentage of L RP and GST2Лin NSCLC were 53 . 8 % and 64 . 8 % respectively. There is not

significant difference in the expression of L RP and GST2πbetween human adeoncarcinoma and sequamous

cell carcinoma ( P > 0 . 05) . 3 . The correlation between the positive expression of P2gp ,MRP and GST2Л
and the degrees of chemoresistance to the three kinds of agent s were significantly respectively ( P < 0 . 05) ,

and the degree of chemoresistance to the three kinds of agent s among the different degrees of expressions

of L RP and GST2Лare significantly different respectively ( P < 0 . 05) . Conclusion 　1 . There are certain

degrees of int rinsic resistance in different kinds of chemotherapeutic agent s in NSCLC. 2 . The int rinsic

multidrug resistance mechanisms may be of the co2effect of these two genes (lung resistance2related pro2
tein gene and GST2Лgene) .
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摘　要 :目的 　探讨 NSCLC 的化疗耐药性和参与介导多药耐药的相关基因和蛋白 L RP 及 GST2π的表

达 ,对比分析 NSCLC 的多药耐药性与上述二种耐药相关基因表达的关系。方法 　应用肿瘤细胞体外培

养和 M TT 法对 91 例未经化疗的 NSCLC 进行体外化疗药物敏感性测试 ,观察 NSCLC 分别对环磷酰

胺、阿霉素、顺铂 + 52Fu 三种单药和联合用药方案耐药情况和总的耐药情况 ,并用免疫组织化学方法对

其进行 3 种耐药相关基因 (L RP、MRP 及 GST2π) 表达的检测 ,并将其表达情况与对应的化疗耐药性进

行相关分析。结果 　91 例 NSCLC 化疗敏感性检测结果显示 :53 例 (58 . 2 %) 对环磷酰胺耐药 ,51 例

(56 . 0 %)对阿霉素耐药 ,42 例 (46 . 2 %)对顺铂 + 52Fu 耐药。其中 ,19 例 (20 . 9 %)对三种用药均敏感 ,27

例 (29 . 8 %)对三种用药均耐药 ,其耐药性与组织学类型和分化程度无关 ( P > 0 . 05) 。L RP 和 GST2π在

91 例 NSCLC 中总的阳性表达率分别为 :53 . 8 %和64 . 8 %。鳞癌和腺癌相比 L RP 和 GST2π的表达无显

著性差异 ( P > 0 . 05) 。且 L RP 和 GST2π的表达与对三种化疗用药的耐药性均呈显著正相关 ( P <

0 . 05) ,并且不同表达程度间也有显著差异性 ( P < 0 . 05) 。结论 　L RP 和 GST2π在 NSCLC 中均有较高

的阳性表达并共同介导参与了 NSCLC 固有多药耐药机制。
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0 　引言

化疗是对失去手术机会及术后复发的非小细胞

肺癌 (non2small cell lung cancer ,NSCL C)患者治疗

的一个重要手段 ,但由于多药耐药的 ( multidrug re2
sistance ,MDR)产生常导致化疗失败。本实验应用

肿瘤细胞体外培养、M T T 法和免疫组织化学对 91

例 NSCL C 的化疗耐药性与肺耐药蛋白 ( lung re2
sistance2related protein ,L RP) 及谷光甘肽转移酶2π
(glutat hione s2t ransferases2π, GST2π) 的表达关系

进行研究 ,现报道如下。

1 　材料与方法

1 . 1 　实验材料

1 . 1 . 1 　材料　收集 2001 年 9 月～2002 年 10 月间

新乡医学院第一附属医院、新乡医学院第三附属医

院胸外科手术切除的 NSCL C 新鲜标本 91 例。所

有患者术前均未接受过化、放疗。每例标本分为两

份 ,一部分立即消化后用于药敏试验 ;另一部分常规

10 %福尔马林固定、石蜡包埋、连续 5μm 切片 ,用于

免疫组化染色检查相关耐药基因的表达情况。

1 . 1 . 2 　主要试剂及培养基 　小牛血清、RPMI2
1640、胶原酶 Ⅰ型为 Gibco/ BRL 公司产品 ;二甲基

亚砜、噻唑蓝为 Sigma 公司产品。

1 . 1 . 3 　化疗药物及配制

(1) 化疗药物 　环磷酰胺 ( Cyclop hamide) 、阿

霉素 ( Adriamycin) 为北京协和制药厂产品 ;顺铂

(Cisplatin) 、52Fu 为旭东海普药业有限公司产品。

(2) 药物浓度及配制 　均采用药物在人体内的

血浆高峰浓度为药敏测试的药物浓度。

1 . 1 . 4 　免疫组织化学试剂 　鼠抗人 L RP 单克隆抗

体 (L RP256) 、鼠抗人 GST2π单克隆抗体 ( A3600 ) 、

PV6000 通用型二步法免疫组化试剂盒、浓缩型

DAB 试剂盒及免疫组织化学染色常用试剂 ,均购于

北京中山生物技术有限公司。

1 . 2 　实验方法

1 . 2 . 1 　药敏实验 (M T T 法) 　参照文献 [ 1 ]进行。

药物敏感性判断标准[ 2 ] :肿瘤细胞生长抑制率 ≤

30 %为耐药 ,31 %～50 %为低度敏感 ,51 %～70 %为

中度敏感 ,70 %为高度敏感。

1 . 2 . 2 　免疫组织化学染色及判断标准 　染色方法

按 PV6000 通用型二步法免疫组化试剂盒说明书进

行。结果判断 ,参照文献[ 3 ] 进行。

1 . 3 　统计学处理 　采用卡方检验、Kruskai2Wallis

Test 和 Spearman Test ,均借助 SPSS10 . 0 软件完

成。

2 　结果

2 . 1 　NSCL C 的化疗耐药性

2 . 1 . 1 　总体耐药情况　53 例 (58 . 2 %)对环磷酰胺耐

药 ,51 例 (56 . 0 %)对阿霉素耐药 ,42 例 (46 . 2 %)对顺

铂 + 52Fu 耐药。其中 ,19 例 (20 . 9 %) 对 3 种用药均

敏感 ,27 例 (29 . 8 %)对 3 种用药均耐药 ,见表 1。

表 1 　91 例 NSCLC(鳞癌 50 例 ,腺癌 41 例)

对三种用药方式的耐药情况

分组
环磷酰胺 阿霉素 顺铂 + 52Fu

例数 百分率 ( %) 例数 百分率 ( %) 例数 百分率 ( %)

高度敏感 5 5 . 5 4 4 . 4 8 8 . 8

鳞癌 3 6 . 0 2 4 . 0 5 10 . 0

腺癌 2 4 . 8 2 4 . 8 3 7 . 3

中度敏感 12 13 . 2 14 15 . 4 18 19 . 8

鳞癌 7 14 . 0 9 18 . 0 11 22 . 0

腺癌 5 12 . 2 5 12 . 2 7 17 . 1

低度敏感 21 23 . 1 22 24 . 2 23 25 . 2

鳞癌 14 28 . 0 15 30 . 0 14 28 . 0

腺癌 7 17 . 1 7 17 . 1 9 21 . 9

耐药　　 53 58 . 2 51 56 . 0 42 46 . 2

鳞癌 26 52 . 0 24 48 . 0 20 40 . 0

腺癌 27 65 . 9 27 65 . 9 22 53 . 7

2 . 1 . 2 　组织学类型与化疗耐药性的关系 　不同组

织学类型 (鳞癌和腺癌) 的 NSCL C 的化疗耐药性无

差异 ( P > 0 . 05) ,见表 2。

表 2 　NSCLC组织学类型和分化程度与耐药的关系

组织学
类型

例数
耐药例数

环磷酰胺 阿霉素 顺铂 + 52Fu
P

鳞癌　　 50 26 24 20

高分化 12 8 8 7

中分化 31 17 16 13 > 0 . 05 * *

低分化 7 1 0 0 < 0 . 05 * * *

腺癌　　 41 27 27 22 > 0 . 05 *

高分化 21 17 16 14

中分化 17 10 11 8 > 0 . 05 * *

低分化 3 0 0 0 > 0 . 05 * * *

　　* 鳞癌与腺癌相比 ; * * 高分化与中分化相比 ; * * * 低分化与高
分化和中分化相比。

2 . 1 . 3 　分化程度与化疗耐药性的关系 　比较分化

程度与化疗耐药性的结果显示 :鳞癌 :高分化与中分

化间无差异 ( P > 0 . 05) ,但二者与低分化相比 ,低分

化鳞癌对所用化疗药物和药物联合明显敏感 ( P <

0 . 05) 。腺癌 : 高、中、低分化间均无差异 ( P >

0 . 05) ,但 3 例低分化腺癌对所用化疗药物和药物联

合均敏感 ,见表 2。

2 . 2 　耐药相关基因表达与 NSCL C 耐药性的关系

2 . 2 . 1 　L RP 在 NSCL C 的表达与化疗耐药性的关

系

(1) L RP 在 NSCL C 的表达及与化疗耐药性的

关系 　L RP 阳性部位定位于细胞浆 ,呈棕黄色 ,见
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图 1、2。91 例 NSCL C 中 L RP 阴性者 42 例 (包括

鳞癌和腺癌 ,46 . 2 %) ,阳性者 49 例 (包括鳞癌和腺

癌 ,53 . 8 %) 。鳞癌和腺癌相比 L RP 的表达无显著

性差异 ( P > 0 . 05) ,见表 3。

表 3 　L RP 、GST2π在 NSCLC中的表达

组织学类型
L RP 表达 GST2π表达

- + + + - + + +

鳞癌 26 12 12 17 18 15

腺癌 16 8 17 15 11 15

　　(2) NSCL C 中 L RP 的表达与耐药性的关系 　

L RP 的表达在 NSCL C 的组织学类型 (鳞癌和腺癌)

间无显著性差异 ,故对其表达与 NSCL C 耐药性的

关系也未进行组织学类型的分解 ,结果显示 :对于三

种化疗用药方案 ,L RP 的表达与 NSCL C 的耐药性

均呈显著的正相关 ( P < 0 . 05) ;其不同表达程度间

也有差异性显著 ( P < 0 . 05) ,见表 4。

表 4 　L RP、GST2π的表达与 NSCLC化疗耐药性的关系

方案
L RP 表达 GST2π表达

- + + + - + + +

环磷酰胺

耐药 8 16 29 7 16 30

敏感 34 4 0 25 13 0

阿霉素

耐药 8 15 28 6 16 29

敏感 34 5 1 26 13 1

顺铂 + 52Fu

耐药 0 14 28 0 14 28

敏感 42 6 1 32 15 2

2 . 2 . 2 　GST2π在 NSCL C 的表达及与化疗耐药性

的关系

(1) GST2π在 NSCL C 中的表达 　GST2π阳性

部位定位于细胞浆 ,呈棕黄色 ,见图 3、4。91 例

NSCL C 中 GST2π阴性者 32 例 (包括鳞癌和腺癌 ,

35 . 2 %) ,阳性者 59 例 (包括鳞癌和腺癌 ,64 . 8 %) 。

鳞癌和腺癌相比 GST2π的表达无显著性差异 ( P >

0 . 05) ,见表 3。

(2) NSCL C 中 GST2π的表达与耐药性的关系

GST2π的表达在 NSCL C 的组织学类型 (鳞癌和腺

癌)间无显著性差异 ,故对其表达与 NSCL C 耐药性

的关系未进行组织学类型的分解 ,结果显示 :对于三

种化疗用药方案 , GST2π的表达与 NSCL C 的耐药

性均呈显著正相关 ( P < 0 . 05) ;其不同表达程度间

也有显著性差异 ( P < 0 . 05) ,见表 4。

3 　讨论

本研究对 91 例 NSCL C 化疗敏感性检测结果

显示 : 53 例 ( 58 . 2 %) 对环磷酰胺耐药 , 51 例

(56 . 0 %)对阿霉素耐药 ,42 例 (46 . 2 %) 对顺铂 + 52
Fu 耐药。其中 ,19 例 (20 . 9 %) 对三种用药均敏感 ,

更有 27 例 (29 . 8 %) 对三种用药均耐药 ,说明部分

NSCL C 有着固有的化疗耐药性。目前 NSCL C 诱

导化疗的总缓解率一般在 70 %左右[ 4 ] ,与本研究结

果相符。本研究结果还显示 :不同组织学类型 (鳞癌

和腺癌) 的 NSCL C 化疗耐药性无差异 ( P > 0 . 05) ;

比较分化程度与化疗耐药性的结果显示 :鳞癌 :高分

化与中分化间无差异 ( P > 0 . 05) ,但二者与低分化

相比 ,低分化鳞癌对所用化疗药物和药物联合明显

敏感 ( P < 0 . 05) 。腺癌 :高、中、低分化间均无差异

( P > 0 . 05) ,但所有 3 例低分化腺癌对所用化疗药

物和药物联合均敏感 ,说明低分化者对所用化疗药

物和药物联合有较好的敏感性。有研究[ 5 ]表明肿瘤

在未接触化疗药物前已存在有 MDR 基因的表达 ,

从本实验的结果来看 ,有46 . 2 %～58 . 2 %的 NSCL C

在化疗前已存在着对多种化疗药的耐药性 ,与此相

符。

作为构成人体穹隆蛋白 ( major vault p rotein ,

MV P)的主要成分 ,L RP 广泛分布在人体体腔上皮、

分泌器官等正常组织中 ,与 P2pg、MRP 一样 ,L RP

的主要作用是清除外源性毒性物质 ,使机体免受损

害 ,其作用机制 ———阻止以细胞核为靶点的药物通

过核孔进入细胞核 ,并将药物转运到细胞浆的囊泡

中 ,以胞吐的方式排到细胞外[ 5 ] 。有研究证实 L RP

参与多种肿瘤对多种化疗药物的耐药[ 6 ] ,但 L RP 在

NSCL C 的表达和与耐药关系的研究较少。本研究

发现 L RP 在 NSCL C 中阳性表达为53 . 8 % ,表明

L RP 在 NSCL C 中有着较高而强的阳性表达 ,提示

L RP 在 NSCL C 的固有化疗耐药机制中起着一定的

作用。本研究发现 91 例 NSCL C 中 L RP 的表达与

对环磷酰胺、顺铂 + 52Fu、阿霉素的耐药性均呈显著

正相关 ,并随表达程度的增加而增加 ( P < 0 . 05) ,说

明在 NSCL C 中 L RP 参与了阻止顺铂和 52Fu 等对

肿瘤细胞 DNA 的破坏 ,并且通过胞吐作用对阿霉

素影响转录的作用予以限制。故化疗前对 NSCL C

的 L RP 表达的检测 ,对于预测 NSCL C 对上述药物

的耐药有着积极的指导意义。

GSTs 是一多基因家族 ,目前已发现有α、μ、π、θ

和膜结合型 5 种同工酶 ,不仅可做为肿瘤转化的标

志 ,而且能催化谷胱甘肽 ( GSH) 与亲电性物质如抗

癌药物结合 ,通过的活性将抗癌药物排出细胞 ,是肿

瘤细胞对抗癌药物的代谢和运输能力增强 ,从而使

肿瘤产生耐药性 ,而且很多对常规化疗药物耐药的

细胞株的 GSTs 活性较高 , GST2π是 GST 的几种同

工酶中表达最高的一种[ 5 ] 。本研究发现 GST2π在
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NSCL C 的阳性表达率为 64 . 8 % ,也证明 GST2在
NSCL C 中有着高而强的阳性表达 ,提示 GST2π可

能是介导 NSCL C 固有耐药性的主要原因之一。有

关 NSCL C 中 GST2π表达与以顺铂为主的诱导化

疗疗效分析的研究表明 , GST2π高表达患者的生存

期明显低于低表达者 ,且 GST2π高表达与 p53 突变

显著相关 ,说明 GST2π通过外排顺铂抑制了由顺铂

导致的 p53 依赖的肿瘤细胞的凋亡。本研究结果也

显示 GST2л的表达与 NSCL C 对环磷酰胺、顺铂 +

52Fu 及阿霉素的化疗耐药性呈显著的正相关并与

表达程度有关 ( P < 0 . 05 ) , 说明 GST2π是介导

NSCL C 固有耐药性的重要耐药性因素之一。

通过本研究 ,我们发现非小细胞肺癌存在着固

有的化疗耐药性 ,而且 L RP 及 GST2Л的表达与

NSCL C 的耐药性呈明显的相关性并与表达程度正

相关 ,说明 L RP 及 GST2Л基因共同参与作用了

NSCL C 的固有的化疗耐药性。

(本文图见第 384 页)
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Abstract :Objective 　 The possibility of modulating the difference of CEACAM1 splicing pattern between tumor

tissues and their corresponding non2malignant lung tissue. Methods 　Detect the expression pattern of

CEACAM1 in non2small cell lung cancer (NSCLC) by Hot2PCR ,mini2gene constructs and co2transfection with

PTBs. Results　The RNA transcript from this mini2gene could be spliced in a cell2specific manner. The exon 7

was predominantly included in H1944 ,but predominantly excluded in 22B. Over2expression of PTB could ubiqui2
tously alter the ratio of CEACAM1L and CEACAM1S. The amount of CEACAM1L was decreased in a dosage2
dependent manner. Conclusion 　We identified polypyrimidine tract binding protein ( PTB) as the splicing factor

that involves in inclusion / exclusion of CEACAM1 exon 7 . A clear correlation was found between over2expres2
sion of PTB and the alternative processing of CEACAM1 .
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RNA 拼接机制研究

摘 　要 :目的 　研究 CEACAM1 通过选

择性拼接而产生的两种变体在小细胞肺

癌及癌旁组织中表达比例不同的调控机

制。方法 　通过 Hot2 PCR检测小细胞
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