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ＭＲＰ１及 ＭＲＰ２在肝癌患者外周血和肝组织
中表达及意义

毕明俊１，李琴２，毕冬松３

（１．山东省荣成市第二人民医院 外二科，山东 荣成２６４３０９；２．华中科技大学同济医学院附属协和医院 神
经内科，武汉 ４３００３０；３．山东大学齐鲁医院 普外一科，山东 济南 ２５０１００）

　　摘要：目的　探讨多药耐药相关蛋白 －１（ＭＲＰ１）和 ＭＲＰ２在肝细胞性肝癌患者外周血及肝组
织中表达的临床意义。方法　３６名肝癌患者按诊断标准分为 ３组：Ⅱ期组（ｎ＝１２），Ⅲ期组（ｎ＝１５）

和Ⅳ组（ｎ＝９），用 ＲＴＰＣＲ法分别检测各组患者肝癌组织、近癌组织、远癌组织及外周血 ＭＲＰ１，ＭＲＰ

２ｍＲＮＡ的相对含量。结果　肝癌患者的癌组织、近癌组织、远癌组织及外周血中均可检测到 ＭＲＰ１

ｍＲＮＡ免疫阳性带，以癌组织（７７．８％）和外周血（６１．１％）为最高。随着肿瘤分级的增加，ＭＲＰ１ｍＲ

ＮＡ表达水平逐渐增加，３组间差异存在显著性（Ｐ＜０．０５）。在患者上述组织和血中，也可检测到

ＭＲＰ２ｍＲＮＡ的表达，亦以癌组织最高（７２．２％）。在肝癌Ⅲ，Ⅳ期组中，ＭＲＰ２ｍＲＮＡ的表达水平明

显升高，与相同部位Ⅱ期组比较，有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。肝癌患者外周血可见 ＭＲＰ２ｍＲＮＡ阳性

反应带，但 ３组间差异无显著性（Ｐ＞０．０５）。结论　随着临床分期的加重，肝癌多重耐药现象逐渐增

加。外周血与活组织 ＭＲＰ１ｍＲＮＡ和 ＭＲＰ２ｍＲＮＡ检测可望成为诊断肝癌、病情分级以及预后判断的

指标。它们的表达与多重耐药有关，但外周血中的浓度不能代表肝脏受损的程度。

［中国普通外科杂志，２００８，１７（８）：８１２－８１５］
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　　多药耐药现象（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）是
目前影响肿瘤化疗效果和病人生存期的重要原

因。多药耐药相关蛋白（ＭＲＰ）－１和 ＭＲＰ２是
患者产生多药耐药的重要因素，但它们在肝癌组

织和外周血中的表达［１］，是否与肝癌的病理分期

和预后有关，目前尚不明了。本文通过观察肝癌

患者外周血和肝组织中 ＭＲＰ１和 ＭＲＰ２的表达
水平，以期明确两者的临床意义，为不同时期肝

癌的诊断、治疗和预后提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　一般资料及分组
３６例患者均为我院 ２００３年 ５月—２００７年

１２月收治的肝癌患者，均经 Ｂ超、ＣＴ或磁共振显

像（ＭＲＩ）及活组织检查确诊（按日本采用的分期
标准）［２］。将患者分成 ３组：Ⅱ期组 １２例，Ⅲ期
组 １５例，Ⅳ期组９例。组织学类型均为肝细胞性
肝癌。３组在年龄、性别组成、体重指数等方面无
显著差异（Ｐ＞０．０５）（表 １）。

表１　３组患者一般情况的比较 （ｘ±ｓ）

组别 ｎ
性别

男 女
年龄（岁） 体重指数（ｋｇ／ｍ２）

Ⅱ期 １２ ７ ５ ５１．９±４．５ ２３．４±２．６

Ⅲ期 １５ ８ ７ ５０．４±５．１ ２５．２±４．２

Ⅳ期 ９ ５ ４ ５２．６±５．６ ２４．３±３．０

组间比较 Ｐ＞０．０５ Ｐ＞０．０５ Ｐ＞０．０５

１．２　标本采集
对于有外科手术指征者（２０例），手术时分别

在癌肿中心、近癌组织（癌旁 １．０ｃｍ）、远癌组织
（癌旁 ４．５ｃｍ）中各取 ３块，每块约 １００ｍｇ；对于
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无手术指征者（１６例），在 Ｂ超引导下分别在上
述部位经皮肝穿刺获取。外周血为术前禁食１２ｈ
的空腹血样本。

１．３　逆转录 －聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测
取肝脏组织（液氮 －８０℃保存）３０ｍｇ和外

周血 ２ｍＬ用 ＲＮＡ提取试剂盒分别提取总 ＲＮＡ。
用分光光度计检测每个样本的 Ａ２６０／Ａ２８０值
（ＯＤ值），均在 １．７～２．０，证明 ＲＮＡ样本无蛋白
质和 ＤＮＡ污染。用两步法进行 ＲＴＰＣＲ反应。

通过 Ｇｅｎｂａｎｋ基因数据库查找人的 ＭＲＰ１，
ＭＲＰ２和 βａｃｔｉｎ基因的 ｍＲＮＡ的全基因序列。
根据其序列应用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件进行引物设计

（表 ２）。引物设计后，由 ＴａｋａＲａ生物技术工程
（大连）有限公司合成。

ＲＴＰＣＲ反应结束后，２％琼脂糖电泳 ４０ｍｉｎ，
应用凝胶成像系统摄取各样本在同一凝胶上的电

泳图，通过成像分析 ｓｃｉｏｎ软件得出每一泳道中
ＰＣＲ产物条带的 ＯＤ值，计算 ＭＲＰ１，２与βａｃｔｉｎ
的 ＲＴＰＣＲ产物条带的 ＯＤ的相对比值，通过比较
各样本的 ＭＲＰ－ｃＤＮＡ的相对值，最终获得 ＭＲＰ
在肝组织及外周血中 ｍＲＮＡ表达的相对含量。
１．４　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计学分析。组间
比较采用 ｔ检验或 χ２检验。

表２　各基因引物序列及ＰＣＲ产物长度

检测基因 　　　　上游引物 　　　　下游引物 ＰＣＲ产物长度

ＭＲＰ１ ５′ＡＴＧＧＡＣＴＡＣＡＣＡＡＧＧＧＴＧＡＴ３′ ５′ＴＴＣＧＣＡＴＣＴＣＴＧＴＣＴＣＴＣＣ３′ ３３７ｂｐ

ＭＲＰ２ ５′ＣＡＴＴＧＧＧＣＴＣＣＡＣＧＡＣＣＴＣ３′ ３′ＣＴＴＣＡＧＡＡＡＡＣＡＣＣＧＧＴＣＣＧ５′ １６４ｂｐ

βａｃｔｉｎ ５′ＡＣＡＣＴＧＴＧＣＣＣＡＴＣＴＡＣＧＡＧＧ３′ ３′ＣＴＧＣＡＣＣＴＧＴＡＧＧＣＧＴＴＴＣ５′ ３８１ｂｐ

２　结　果

２．１　肝癌患者肝组织和外周血中 ＭＲＰ１ｍＲＮＡ
的表达

３６例肝癌患者的癌组织、近癌组织、远癌组
织（其中有肝硬化背景者 １３例，３６．１１％）及外
周血中均可检测到 ＭＲＰ１ｍＲＮＡ免疫阳性带，但
不同部位检测的阳性率明显不同，癌组织中２４例
（６６．６７％），外周血中有 ２２例（６１．１１％），两者
的阳性率最高，其次为近癌组织（９例，２５．００％）。
外周血 ＭＲＰ１阳性率虽然略低于癌肿组织，但两
者之间无统计学差异（Ｐ＞０．０５）（表 ３）。远癌
组织仅 ３例，阳性率最低（８．３３％）。与远癌组织
相比，癌组织、近癌组织和外周血中 ＭＲＰ１ｍＲＮＡ
的阳性率有显著增高（Ｐ＜０．０５）。与近癌组织
相比，癌组织和外周血中 ＭＲＰ１ｍＲＮＡ的阳性率
也显著增高（Ｐ＜０．０５）。

肝癌Ⅱ期患者近癌组织和癌组织中的 ＭＲＰ１

ｍＲＮＡ灰度值明显升高，与正常组织相比，有显著
性差别（Ｐ＜０．０５）。Ⅲ期和Ⅳ期组，无论近癌组
织、远癌组织或癌组织，ＭＲＰ１ｍＲＮＡ的表达水平
明显升高，与Ⅱ期组相同部位相比，差异均有显
著性（Ｐ＜０．０５）（图 １）。患者外周血中可见
ＭＲＰ１ｍＲＮＡ阳性反应带，随着肝癌分级的增加，
灰度值逐渐加深，Ⅲ期组和Ⅳ期组均显著高于Ⅱ
期组，差异有显著性（Ｐ＜０．０５）（表 ４）。Ⅲ期与

Ⅳ期相比，差异也有显著性（Ｐ＜０．０５）。

表３　肝癌患者 ＭＲＰ１ｍＲＮＡ在癌组织和外周血表达的关

系（ｎ＝３６）

肝癌组织
外周血

阳性（％） 阴性（％）
合计（例，％）

　阳性 １４（３８．８９） １０（２７．７８） ２４（６６．６７）

　阴性 ８（２２．２２） ４（１１．１１） １２（３３．３３）

合计 ２２（６１．１１） １４（３８．８９） ３６（１００）

　　注：两种组织ＭＲＰ１的表达阳性率比较，χ２＝０．０５５６，Ｐ＞０．０５
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表４　各期患者癌组织、近癌组织、远癌组织及外周血中ＭＲＰ１，２ｍＲＮＡ的表达

组别 ｎ 癌组织 近癌组织 远癌组织 外周血

Ⅱ期 ＭＲＰ１ １２ ０．５６±０．０７２） ０．４０±０．１１ ０．２５±０．０９ ０．３３±０．１０

ＭＲＰ２ １２ ０．４８±０．１２２） ０．３６±０．１２ ０．１８±０．１０ ０．２５±０．０９

Ⅲ期 ＭＲＰ１ １５ ０．６５±０．１０１，２） ０．５０±０．１３１） ０．２８±０．１１ ０．４１±０．０７１）

ＭＲＰ２ １５ ０．６０±０．１３１，２） ０．４４±０．１２ ０．２１±０．０７ ０．２８±０．１１

Ⅳ期 ＭＲＰ１ ９ ０．８０±０．１３１，２） ０．６１±０．０９１） ０．３３±０．０６１） ０．４９±０．１３１）

ＭＲＰ２ ９ ０．６４±０．１２１，２） ０．５１±０．１０１） ０．２３±０．１２ ０．２９±０．１２

　　注：１）与Ⅱ期组比较，ｔ＝２．１２～５．４６，Ｐ＜０．０５；２）与同组近癌组织比较，ｔ＝３．３５～１０．２３，Ｐ＜０．０５

２．２　肝癌患者肝组织和血中 ＭＲＰ２ｍＲＮＡ的
表达

３６例肝癌患者的癌组织、近癌组织、远癌组
织和外周血中均可检出 ＭＲＰ２ｍＲＮＡ，以癌组织
最高（２６例，７２．２％），近癌组织 １９例（５２．６％），
远癌组织９例（２５．０％），外周血１６例（４４．４％）。
外周血 ＭＲＰ２阳性率明显低于癌组织，两者比较
差异有显著性（Ｐ＜０．０５）（表 ５）。各组间的两两
比较，差异也有显著性（Ｐ＜０．０５）。

肝癌 Ⅱ 期 组 患 者 远 癌 组 织 中 可 见 ＭＲＰ２
ｍＲＮＡ阳性带，但灰度值极低，而近癌组织和癌组
织均 ＭＲＰ２ｍＲＮＡ阳性反应带的其灰度值略有升
高，与远癌组织之间存在统计学差别（Ｐ＜０．０５）
（图 １）。肝癌Ⅲ期和Ⅳ期组，无论远癌组织、近
癌组织还是癌组织，均可见 ＭＲＰ２ｍＲＮＡ阳性
带，与相同部位肝癌Ⅱ期组相比，其灰度值均明

显升高（Ｐ＜０．０５），但Ⅲ期和Ⅳ期组差别无统计
学意义（Ｐ＞０．０５）。３组患者外周血中均可见
ＭＲＰ２ｍＲＮＡ阳性反应带；随着肿瘤分级的增加，
灰度值有逐渐加深的趋势，但 ３组间差异无显著
性（Ｐ＞０．０５）（表 ４）。

表５　肝癌患者ＭＲＰ２ｍＲＮＡ在癌组织和外周血表达的关
系（ｎ＝３６）

肝癌组织
外周血

阳性（％） 阴性（％）
合计（例，％）

　阳性 １３（３６．１１） １３（３６．１１） ２６（７２．２２）

　阴性 ３（８．３３） ７（１９．４４） １０（２７．７８）

　合计 １６（４４．４４） ２０（５５．５６） ３６（１００）

　　注：两种组织ＭＲＰ２的表达阳性率比较，χ２＝５．０６２５，Ｐ＜０．０５
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图 １　肝癌患者 βａｃｔｉｎｍＲＮＡ（Ａ），ＭＲＰ１ｍＲＮＡ（Ｂ），ＭＲＰ２ｍＲＮＡ（Ｃ）在肝组织及外周血中的表达　　１：分子
Ｍａｒｋｅｒ；２：Ⅳ期组癌肿组织；３：Ⅳ期组癌旁组织；４：Ⅳ期组周围正常组织；５：Ⅳ期组外周血；６：Ⅱ期组癌
肿组织；７：Ⅱ期组癌旁组织；８：Ⅱ期组周围正常组织；９：Ⅱ期组外周血

３　讨　论

ＭＲＰ１属于 ＡＴＰ结合超家族成员，广泛分布
于多种正常组织的上皮细胞，如消化道、泌尿生

殖道、呼吸道、内分泌腺和造血系统；其在很多肿

瘤组织如慢性淋巴细胞白血病、非小细胞肺癌、

食管鳞癌等也有表达，但水平不一。主要定位于

细胞质，如内质网、高尔基体和细胞质运输囊泡

等内膜系统上，少数位于细胞膜，但在肿瘤细胞

中则主要定位于细胞膜上［３］。ＭＲＰ１在正常组织
中与细胞内解毒、氧化应激反应、炎症反应等有

关，还可调节内源性离子通道和其他载体、参与
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树突状细胞向淋巴结迁移的调节等。当受到有

害物质侵袭时，ＭＲＰ１对机体起积极的保护作
用。实验证实，耐药细胞株高表达 ＭＲＰ１的根本
原因是 ＭＲＰ１基因扩增，不仅高表达 ＭＲＰ１的细
胞具有耐药性，而且一旦转染并表达了 ＭＲＰ１基
因，细胞即获得耐药性，从而确认 ＭＲＰ１是细胞
出现 ＭＤＲ的原因［４］。其主要作用机制是将进入

细胞内的药物泵出或通过改变细胞内药物的分

布，导致作用位点的药物浓度降低，以致产生耐

药。

本研究结果显示，肝癌患者无论是在癌组织、

近癌组织、远癌组织，还是外周血中，均可检测到

ＭＲＰ１ｍＲＮＡ免疫阳性带；随着肿瘤分级的增加，
灰度值逐渐加深。说明尽管 ＭＲＰ１ｍＲＮＡ是肿瘤
产生 ＭＤＲ的重要原因，但在肝癌各期均可发生
ＭＤＲ现象，而且随着临床分期的增加，多重耐药
现象可能逐渐增加。也就是说，ＭＲＰ１ｍＲＮＡ可
能从某种程度上提示病情的严重程度。此结果

与 Ｌｅｇｒａｎｄ等［５］的结果略有差异，但与 Ｙｏｈ等［６］报

道相似。这可能是选择对象不同、检测方法和部

位不一所致。虽然外周血 ＭＲＰ１ｍＲＮＡ检测的阳
性率略低于癌组织，但二者相比无统计学差异。

提示外周血与活组织 ＭＲＰ１ｍＲＮＡ检测具有同等
重要的意义，都可能成为诊断肿瘤、病情分级以

及预后判断的指标。

人类 ＭＲＰ２蛋白的 ４９％的氨基酸与人类
ＭＲＰ１蛋白的氨基酸相同，其二级结构与 ＭＲＰ１
相似，具有 ＭＤＲ核心结构［７］。大量研究表明：人

ＭＲＰ２（和鼠同源基因 ＭＲＰ２）大部分在肝细胞
上并严格分布在肝细胞膜的胆管侧［８］，也表达在

肾近曲小管的上皮细胞等极性细胞的顶膜。在

肝脏，主要介导二价胆盐和非胆盐有机阴离子分

泌进人胆汁。在用内毒素诱导的肝内胆汁淤积

和用结扎胆道形成肝外胆汁淤积的鼠实验模型

中，肝细胞胆管膜内的 ＭＲＰ２稳定状态的 ｍＲＮＡ
及蛋白水平都明显下降。这不仅解释了许多胆

汁淤积的生化特征（如直接高胆红素血症），而且

可能是通过间接导致胆酸非依赖性小管胆流的

减少而成为肝内胆汁淤积发病机制的一个主要

原因［９］。

本实验结果显示在肝癌患者的癌组织、近癌

组织、远癌组织和外周血中均可检测到 ＭＲＰ２
ｍＲＮＡ免疫阳性带。说明肝癌患者均可出现胆汁
代谢异常。随着临床分级的增加，肝细胞受损愈

加严重，这种代谢异常表现得愈加明显。虽然外

周血也能检获 ＭＲＰ２ｍＲＮＡ阳性表达，但其阳性
率远远低于癌组织。提示尽管 ＭＲＰ２基因编码
的转运子介导有机阴离子（包括二价胆盐）分泌

进入胆汁，具有保持非依赖胆盐的胆汁流的重要

驱动作用，且与多重耐药有关。本结果显示外周

血中的浓度并不能代表肝脏受损的程度，其表达

过程与肝脏功能及胆囊胆固醇的关系尚需进一

步研究。
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