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多药耐药相关蛋白基因、肺耐药蛋白基因在

肝细胞癌中的表达及临床意义
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　　摘要：目的　研究多药耐药相关蛋白基因（ＭＲＰ）和肺耐药蛋白基因（ＬＲＰ）在肝细胞癌（ＨＣＣ）
中的表达及其与临床的关系。方法　采用 ＳＰ免疫组化和 ＰＣＲ技术检测 ５４例 ＨＣＣ和 ２４例癌旁组织
及 １２例肝炎后肝硬化组织中的两种基因表达。结果　ＭＲＰ和 ＬＲＰ在 ３种组织中均有表达，ＨＣＣ组
织中其基因表达显著高于其他组织（Ｐ＜０．０５）。ＨＣＣ中两种基因表达呈正相关（ｒ＝０．３１２，Ｐ ＜
０．０５；ｒ＝０．３２８，Ｐ＜０．０５）；其表达与 ＨＣＣ的分化程度有关（Ｐ＜０．０５）。并且其表达阳性组患者
化疗后 ＡＦＰ有效率和平均生存期分别高于和长于阴性组（Ｐ＜０．０５），但 ＬＲＰ与平均生存期无关（Ｐ
＞０．０５）。结论　ＨＣＣ多药耐药（ＭＤＲ）与两种基因表达有关，起源于内源性耐药；检测其表达对预
测化疗耐药具有指导意义；ＭＲＰ可能与预后有关。
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　　笔者采用 ＳＰ免疫组化方法和原位多聚酶链反

应（ＰＣＲ）技术检测多药耐药蛋白基因（ＭＲＰ）、肺耐

药蛋白基因（ＬＲＰ）在肝细胞癌（ＨＣＣ）中的表达，并

进行临床化学药物治疗（化疗），旨在了解 ＭＲＰ和

ＬＲＰ表达与 ＨＣＣ临床病理学特征的关系，以及对术

后化疗患者甲胎蛋白（ＡＦＰ）的影响，与预后的关

系，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源

收集我院及武汉同济医院 １９９５～１９９７年 ５４

例 ＨＣＣ患者。手术切除的 ＨＣＣ组织和 ２４例癌旁

组织及 １２例肝炎后肝硬化活检组织存档石蜡包埋

切片组织标本。所有标本均经 ＨＥ染色和病理学检

查确诊。Ｉ组中男 ４６例，女 ８例；年龄 ２１～７２（平

均 ４４）岁。其中 ＡＦＰ阳性 ３８例，阴性 １６例；４６例

行肝癌局部切除术，８例行术中冷冻治疗（癌灶多

于 ２个）。术后 ２周有 ２４例 ＡＦＰ仍为阳性。所有 Ｉ

组患者术前均未化疗，术后均采用经皮下肝动脉置

泵化疗。化疗方案为 ５ＦＵ１０００ｍｇ，ＤＤＰ４０ｍｇ及

ＭＭＣ２０ｍｇ，每月 １次为 １个疗程，平均 ２～３个疗

程。化疗有效标准以 ＡＦＰ下降到原值的 ５０％以上

或 ＡＦＰ转为阴性为有效，术后随访。ＩＩ组的癌旁

组织均取自距肝癌 ２～５ｃｍ范围内的组织。ＩＩＩ组：

男 ８例，女 ４例。年龄 ２１～５０（平均 ３６）岁。均为

乙型病毒性肝炎后肝硬化患者。

１．２　主要试剂

ＳＰ免疫试剂盒、ＭＲＰ及 ＬＲＰ抗体均购自北京

中山公司；ｄＮＴＰ，Ｒｎａｓｉｎ，鸟髓母细胞多症病毒逆

转录酶（ＡＭＶ），Ｔａｑ酶和 ＤＮＡ酶均购自 Ｓｉｇｍａ公

司；蛋白酶 Ｋ，３氨９乙基咔唑（ＡＥＣ）和 ３′，３′二

氨基联苯胺（ＤＡＢ）染色剂购自华美生物制品公司。

引物及探针 采用 ＰＣＧＥＮ软件设计出以下基因

引物和探针序列并作同源比较。ＭＲＰ引物序列：上

游为 ５′ａｇｃｃａｇｔｇｇａａｇｃａａｇａｔａ３′；下游为 ５′ｔｔｔｇｇｔａｔｇａｇ

ｇｃｔｔｇｃｔｇｔａ３′。 探 针： ５′ａｔｔｔａｇｇｔｇｔａｔｃｔｔｇｃｔｔｃｃ３′。 ＭＲＰ

长度为 ３３１个 ｂｐ。ＬＲＰ引物序列为上游：５′ｇａｇ

ｃａｇｔｔｃａｃａｇｔｇｔｔｇｔｃｃ３′；下 游 为 ５′ｇｃｇｔｇａｃｇａｃａｇａａａｃｃｇａａａ

３′。探针：５′ｃｇａｔｇａｃｔｔｃｃａｔａａｇａａｃｔｃａｇｃ３′。ＬＲＰ长度为

３２１个 ｂｐ。

以上引物和探针均由上海生物公司合成。

１．３　ＳＰ免疫组化染色

具体 步 骤 参 照 免 疫 试 剂 盒 说 明。染 色 采 用

ＤＡＢ显色，苏木素轻度复染细胞核。用已知阳性胃
癌标本作阳性对照，以磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）代替
ＭＲＰ和 ＬＲＰ抗体作阴性对照。
１．４　原位 ＰＣＲ

常规标本脱蜡；蛋白酶 Ｋ消化；盐酸酸化；无
ＲＮＡ酶的 ＤＮＡ酶处理标本室温过夜。反转录反
应：将反转录液 ３０μｌ滴加于切片组织上，置湿盒
内 ５２℃ １ｈ。３０μＬ反转录液含 １×１０６Ｕ／Ｌ，ＡＭＶ
反转录酶 ３μＬ，１×１０６Ｕ／ＬＲｎａｓｉｎ０．７５μＬ，１ｍｏｌ／
Ｌ的下游引物 ３μＬ；２５０Ｕ的 ｄＮＴＰｓ６μＬ，缓冲液
６μＬ及焦 ＤＥＰＣ水 １９．３５μＬ，乙 醇 脱 水。原 位 扩
增：将 ６０μＬ扩增液加于每份切片上置于原位 ＰＣＲ
仪内（６０μＬ扩增液包括：１ｍｏｌ／Ｌ上、下游引物各
６μＬ，４Ｕ／５０μＬＴａｑ酶 １．２μＬ，２５０ｍｏｌ／Ｌ的 ｄＮＴＰｓ
１．２μＬ，２．５ｍｏｌ／Ｌ的 Ｍｇ２＋６μＬ，ＰＣＲ缓冲液６μＬ，

３×１０３ｇ／Ｌ的小牛血清 ２．４μＬ及去离子水 ４３μＬ
）。９４℃ 变性 ５ｍｉｎ后按下列条件进行循环：９４℃
２ｍｉｎ，５５℃ ２ｍｉｎ，７２℃ ９０ｓ。３５次循环后 ７２℃ 延

伸 ７ｍｉｎ。原位杂交：切片置于 ＰＢＳ中，水浴 ８０℃
１０ｍｉｎ，冰浴，加含有生物素标记 ＭＲＰ及 ＬＲＰ探针
杂交液，５２℃ 杂交过夜。杂交液的探针浓度为２．５
ｍｇ／Ｌ。杂交后洗涤：将切片置于 ２×ＳＳＣ，５０％甲
酰胺溶液中 ３７℃ １５ｍｉｎ×２次，依次加入 １×ＳＳＣ，
０．５×ＳＳＣ，０．２×ＳＳＣ各 ５ｍｉｎ×２次。杂交后检
测：ＰＢＳ冲洗标本，用生物素标记的第二抗体和酶
标第三抗体 ３７℃ 各 ２０ｍｉｎ。ＡＥＣ镜下显色，封片。
实验设阴性对照组。

结果判断：ＭＲＰ阳性以镜下观察细胞膜和细胞
浆内呈现棕褐色细胞为阳性细胞，ＬＲＰ阳性细胞以
镜下观察细胞浆内呈现棕褐色细胞为阳性细胞。

ＭＲＰｍＲＡＮ及 ＬＲＰｍＲＡＮ以细胞浆出现红色颗粒细
胞为阳性细胞。根据阳性细胞所占正常细胞或癌

细胞的比例分级。每张切片由 ２名医师双盲观察
１０个高倍视野。未见阳性细胞者为阴性（－）；＜
１０％细胞着色为弱阳性（＋）；１０％ ～２９％为中度
阳性（＋＋）；３０％ ～１００％细胞着色为细胞染色强
阳性（＋＋＋）。
１．５　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１２．０医学统计学软件进行统计。

２　结　果

２．１　ＭＲＰ及 ＬＲＰ表达定位、分布及结果
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ＭＲＰ，ＬＲＰ分别表达定位在 ＨＣＣ和正常肝细胞

膜和细胞浆内，呈褐色点灶状分布，小胆管未见表

达（图 １，２）。ＭＲＰｍＲＮＡ和 ＬＲＰｍＲＮＡ主要位于

ＨＣＣ和正常肝细胞浆内，呈片状分布，阳性细胞呈

浓染红色颗粒状（图 ３，４）。ＭＲＰ及 ＬＲＰ表达阳性

率 Ｉ组均显著高于 ＩＩ组和 ＩＩＩ组（Ｐ ＜０．０５～Ｐ ＜

０．０１），ＩＩ组与 ＩＩＩ组间差异均无显著性（均 Ｐ ＞

０．０５）（表 １）。

　　ＤＡＢ染色细胞膜和细胞浆呈现棕褐色为阳性细胞，染色

呈灶状分布，苏木素轻度衬染细胞核

图 １　ＳＰ免疫组化染色检测肝癌细胞 ＭＲＰ结果（×２００）

　　ＤＡＢ染色 ＨＣＣ细胞浆呈现棕褐色为阳性细胞（＋＋），呈

灶状分布，苏木素轻度衬染细胞核

图 ２　ＳＰ免疫组化染色检测肝细胞癌 ＬＲＰ的表达（×２００）

　　ＡＥＣ染色，肝细胞癌阳性细胞呈红色颗粒状（＋＋＋），染

色部位在细胞浆呈片分布；苏木素轻度衬染细胞核

图 ３　原位 ＰＣＲ检测 ＨＣＣＭＲＰｍＲＮＡ的表达（×２００）

　　ＡＥＣ染色肝细胞癌阳性细胞呈红色颗粒状（＋＋＋），染

色部位在细胞浆，呈片状分布，苏木素轻度衬染细胞核

图 ４　原位 ＰＣＲ检测 ＬＲＰｍＲＮＡ在 ＨＣＣ中的表达（×２００）

表 １　 肝癌组织、癌旁组织及肝硬化组织中的 ＭＲＰ和 ＬＲＰ表达阳性率

组织类型

（分组）
ｎ

ＭＲＰ
ｎ 阳性率（％）

ＬＲＰ
ｎ 阳性率（％）

ＭＲＰｍＲＮＡ
ｎ 阳性率（％）

ＬＲＰｍＲＮＡ
ｎ 阳性率（％）

肝癌 （Ｉ） ５４ 　　３１ ５７．４ 　　３３ ６１．１ 　　３９ ７２．２ 　　４１ ７５．９
癌旁 （ＩＩ） ２４ 　　 ６ ２５．０１） 　　 ８ ３３．３１） 　　 ９ ３７．５１） 　　 ９ ３７．５１）

肝硬化（ＩＩＩ） １２ 　　 ２ １６．７２） 　　 ２ １６．７２） 　　 ４ ３３．３２） 　　 ４ ３３．３２）

　　 注：１）与Ｉ组比较，Ｐ＜０．０５；２）与Ｉ组比较，Ｐ＜０．０１；

２．２　ＨＣＣ组织中 ＭＲＰ和 ＬＲＰ耐药基因的共表达

关系

５４例 ＨＣＣ组织中 ＭＲＰ和 ＬＲＰ阳性表达分别 ３１

例（５７．４％）和 ３３例 （６１．１％），共 表 达 ２３例

（４２．６％），ＭＲＰ与 ＬＲＰ表达呈正相关（ｒ＝０．３１２，

Ｐ＜０．０５）；ＭＲＰｍＲＮＡ和 ＬＲＰｍＲＮＡ阳性表达分别

７９
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３９例（７２．２％）和 ４１例（７５．９％），共表达 ３３例

（６１．１％），ＭＲＰｍＲＮＡ与 ＬＲＰｍＲＮＡ表达呈正相关

（ｒ＝０．３２８，Ｐ＜０．０５）。

２．３　ＭＲＰ和 ＬＲＰ表达与 ＨＣＣ的分化关系

Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ分级 Ｉ～ＩＩ级的 ２８例及 ＩＩＩ～ＩＶ级的

２６例中，ＭＲＰ的阳性表达分别为 １２例（４２．９％）和

１９例（７３．１％）；ＭＲＰｍＲＮＡ的阳性表达分别为 １６

例（５７．１％）和 ２３例（８８．５％）；ＭＲＰ和 ＭＲＰｍＲＮＡ

表达随肿瘤分化程度的增高而降低（均 Ｐ ＜０．０５）。

Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ分级 Ｉ～ＩＩ级及 ＩＩＩ～ＩＶ级 ＬＲＰ的阳性表

达分别为 ２１例（７５．０％）和 １２例（４６．２％）；ＬＲＰ

ｍＲＮＡ的阳性表达分别为 ２５例（８９．３％）和 １６例

（６１．５％）；ＬＲＰ和 ＬＲＰｍＲＮＡ表达随肿瘤分化程度

的增高而提高（均 Ｐ＜０．０５）（表 ２）。

表 ２　 ＭＲＰ和 ＬＲＰ基因表达与 ＨＣＣ分化程度的关系

肿瘤分化总例数

（Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ分级）

ＭＲＰ
ｎ 阳性率（％）

ＭＲＰｍＲＮＡ
ｎ 阳性率（％）

ＬＲＰ
ｎ 阳性率（％）

ＬＲＰｍＲＮＡ
ｎ 阳性率（％）

　　Ｉ～ＩＩ（ｎ＝２８） １２ ４２．９ １６ ５７．１ ２１ ７５．０ 　　２５ ８９．３
　　ＩＩＩ～ＩＶ（ｎ＝２６） １９ ７３．１ ２３ ８８．５ １２ ４６．２ 　　１６ ６１．５
　　χ２ ５．０３５ ５．１２３ ４．７２０ ４．２６０
　　Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

２．４　ＭＲＰ和 ＬＲＰ表达与肝癌 ＡＦＰ患者术后化疗

效果的关系

肝癌术后 ＡＦＰ阳性者 ２４例。术后经常规皮下

肝动脉置泵化疗，结果显示，ＭＲＰ，ＭＲＰｍＲＮＡ，ＬＲＰ，

ＬＲＰｍＲＮＡ表达阴性组的治疗有效率显著高于阳性

组（均 Ｐ＜０．０５）（表 ３）。

２．５　ＭＲＰ和 ＬＲＰ表达与 ＨＣＣ患者术后生存期关

系

ＭＲＰ表达阴性组患者术后平均生存期长于阳性

组，差异有显著性（Ｐ ＜０．０５）。ＬＲＰ表达阴性和

阳性组患者术后平均生存期差异无显著性（Ｐ ＞

０．０５）（表 ４）。

表 ３　 ＨＣＣ中 ＡＦＰ阳性 ＭＲＰ和 ＬＲＰ的表达与术后化疗

的关系

基因表达
ＡＦＰ

阳性ｎ

术后化疗效果（ｎ，％）
有效 无效

χ２ Ｐ值

ＭＲＰ
　阳性 １４ ３（２１．４） １１（７８．６）

５．８７ ０．０１５
　阴性 １０ ８（８０．０） ２（２０．０）
ＭＲＰｍＲＮＡ
　阳性 １７ ４（２３．５） １３（７６．５）

５．５４ ０．０１９
　阴性 ７ ６（８５．７） １（１４．３）
ＬＲＰ
　阳性 １５ ３（２０．０） １２（８０．０）

５．５３ ０．０１９
　阴性 ９ ７（７７．８） ２（２２．０）
ＬＲＰｍＲＮＡ
　阳性 １６ ４（２５．０） １２（７５．０）

６．０６ ０．０１４
　阴性 ８ ７（８７．５） １（１２．５）

表４　 ＭＲＰ和ＬＲＰ表达与ＨＣＣ术后平均生存期关系

基因表达 ｎ 术后平均生存期（月） Ｐ值

ＭＲＰ
　阳性 ３１ ２２．０３±９．８１

＜０．０５
　阴性 ２３ ５９．５２±１０．９３
ＭＲＰｍＲＮＡ
阳性 ３９ ２４．７９±９．２２

＜０．０５
　阴性 １５ ７２．３５±１１．７６
ＬＲＰ
　阳性 ３３ ３５．８９±１０．０５

＞０．０５
　阴性 ２１ ４４．６５±１１．０３
ＬＲＰｍＲＮＡ
　阳性 ４１ ３７．７１±１０．２０

＞０．０５
　阴性 １３ ３８．４５±１０．４２

３　讨　论

研究［１］表 明，ＭＲＰ与 ＨＣＣ的 化 疗 耐 药 有 关，

ＬＲＰ可作 为 ＨＣＣ的 化 疗 耐 药 指 标［２］。本 研 究 发

现，ＭＲＰ和 ＬＲＰ在 ＨＣＣ、癌旁和肝硬化组织中均有

不同程度的表达；在 ＨＣＣ中，ＭＲＰ和 ＬＲＰ阳性表达

率显著高于其他组织（Ｐ ＜０．０５）。另外，笔者还

发现，ＭＲＰ和 ＬＲＰ以及 ＭＲＰｍＲＮＡ和 ＬＲＰｍＲＮＡ在

ＨＣＣ中共表达阳性率分别为 ４２．６％（２３／５４）和

６１．１％（３３／５４）；ＭＲＰ表达与 ＬＲＰ表达呈正相关

（ｒ＝０．３１２，Ｐ＜０．０５；ｒ＝０．３２８，Ｐ＜０．０５）。

上述结果表明，ＨＣＣ化疗耐药与 ＭＲＰ和 ＬＲＰ表达

８９
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有关；所有 ＨＣＣ患者术前均未化疗，提示 ＨＣＣ耐

药可能起源于内源性耐药。ＭＲＰ和 ＬＲＰ在 ＨＣＣ化

疗耐药中共同起作用。此结果与国内学者研究基

本一致［３］。

研究表明 ｎｍ２３Ｈ１［４］，ｐ１６［５］，ＣｙｃｌｉｎＥ［６］基

因及黏附分子 ＣＤ５４，ＣＤ４４，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ等［７］与 ＨＣＣ

的转移、复发、疗效和预后有关。但是，对于术后

无复发的 ＨＣＣ患者，上述生物学指标还缺乏特异

性和客观性。ＡＦＰ作为 ＨＣＣ的相对特异性肿瘤标

志物，对 ＨＣＣ的转移、具有重要价值［８～１０］。本研

究发现，ＭＲＰ，ＭＲＰｍＲＮＡ，ＬＲＰ，ＬＲＰｍＲＮＡ表达阴性

组的术后化疗有效率显著高于表达阳性组（均为

Ｐ ＜０．０５）。基于以上结果，笔者认为检测 ＭＲＰ

和 ＬＲＰ有助于了解 ＨＣＣ化疗的耐药程度，预测可

能出现的化疗效果，并为 ＨＣＣ的化疗耐药逆转提

供理论依据。本研究发现，ＭＲＰ表达随着肿瘤分

化程度的增高而降低，（Ｐ ＜０．０５），但 ＬＲＰ基因

表达随着肿瘤分化程度增高而提高。表明 ＭＲＰ和

ＬＲＰ表达都与 ＨＣＣ的分化程度有关。两者存在差

异性的机制有待探讨。

Ｎｏｒｒｉｓ等［１１］通过对神经细胞瘤病例的研究，发

现 ＭＲＰ可作为神经瘤预后的有效指标。本研究发

现 ＭＲＰ表达阴性组患者术后平均生存期显著长于

阳性组（均为 Ｐ ＜０．０５）。随着 ＨＣＣ分化程度的

降低 ＭＲＰ阳性表达率增高。ＨＣＣ分化越差，恶性

程度高，预后越差。故认为 ＭＲＰ有望作为 ＨＣＣ的

预后指标。

Ａｒｔｓ等［１２］对卵巢癌研究发现 ＬＲＰ表达可能仅

与肿瘤的耐药性有关，与卵巢癌的发展、转移和复

发等预后因素无关。本研究发现 ＬＲＰ表达与术后

平均生存无关（Ｐ ＞０．０５）。提示 ＬＲＰ表达可能

仅与 ＨＣＣ耐药有关而与其预后无关，但尚需进一

步证实。

致谢：广州中医药大学流行病学教研室徐谦老

师对本文的统计学处理。
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