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胃癌细胞 <QJ#<IY 蛋白表达与化疗药物敏感性的关系

耿!明!王!琳!刘晓红!曹永成!景洪标

摘!要!目的!探讨胃癌对化疗药物的耐药性及其与 /*$ 和 /"% 蛋白表达的关系" 方法!收集 '* 例新鲜胃癌标本!制备

单细胞悬液!分别加入 D?/@(?../(F.2(* _YA和 22?培养 ()V!用 2@@比色法检测胃癌细胞对化疗药物的敏感性+免疫组化

技术检测 /*$ 和 /"% 蛋白在胃癌组织中的表达" 结果!胃癌细胞对不同化疗药物敏感性不同'* _YA#($<( J#<+$(?../#("<#

J)<'$和 D?/@#(&<% J)<$$对胃癌细胞的抑制率与 F.2#$"<% J'<)$和 22?#+)<' J'<$$比较有统计学意义#%l&<&*$" 胃

癌组织中 /*$ 和 /"% 蛋白的阳性率分别为 )"<$$,#%">'*$和 $)<%',#$+>'*$" /*$ 阳性者显示对 * _YA(F.2(D?/@有明显

的体外耐药性#%l&<&*$!/"% 在 * _YA和 ?../耐药组阳性率低于敏感组#%l&<&*$" 结论!/*$ 和 /"% 蛋白参与了胃癌对化

疗药物原发性耐药的产生" 2@@药敏检测有助于筛选有效化疗药物"

关键词!胃肿瘤!化疗药物!敏感性!2@@比色
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!!化疗在胃癌治疗中占有重要的地位" 由于多种

耐药基因的存在和表达!多数胃癌的化疗效果仍不理

想" 因此对胃癌化疗敏感性和耐药性的研究越来越

受到重视
," 0$-

" 我们取手术切除的新鲜胃癌标本!进

行体外培养!用 2@@比色法检测胃癌细胞对羟基喜

树碱#D?/@$(阿霉素#F.2$(顺铂#?../$(* _氟尿

嘧啶#* _YA$和丝裂霉素#22?$* 种化疗药物的敏

感性!并用免疫组化法检测 /*$ 和 /"% 蛋白在胃癌组

织中的表达!分析其与胃癌化疗药物敏感性的关系!

进一步阐明胃癌原发性耐药发生的相关因素"

材料与方法

"<标本收集和制备'收集济南军区总医院 +&&% 年 ( 月 0

+&&' 年 + 月手术切除的 )" 例胃癌新鲜标本" 男性 (' 例!女

性 $' 例!年龄 +# 0') 岁!中位年龄 *% 岁" 所有标本术前均

未行放(化疗" 肿瘤离体后!从无坏死部位取材!用酸性离子

水冲洗!置于 DN8\6液无菌小瓶中!/]C 冲洗 $ 次!剪成糊状!

+&& 目铜网过滤!"&&&R>KM8 离心 *KM8!移去上清!DN8\6液漂

洗 + 次!"&,胎牛血清 5/2̂ _"%(& 培养液重悬!以 &<(,台

盼蓝染液计数!调整单细胞悬液至活细胞浓度 $ n"&

*

>K;"

+<2@@药物敏感试验'本组细胞培养成功 '* 例!成功率

#$<'*, # '*>)" $" 取单细胞悬液滴入 #% 孔培养板!每孔

")&

0

;" 药敏检测方法按照参考文献报道方法
,(-

" 判断标准'

将 2@@检测结果中抑制率 l$&,者判为耐药!

#

$&,者判为

敏感!$&, 0*&,为中度敏感! k*&,为高度敏感"

$<免疫组化染色'免疫组化染色用 C/法" 一抗鼠抗人

/*$ 和 /"% 单克隆抗体均购自中杉生物公司!按试剂盒说明

书操作!用生理盐水代替一抗做阴性对照" 结果判断标准'

/*$ 和 /"% 蛋白阳性表达为在细胞核内出现棕色颗粒" 高倍

镜下取 "& 个高倍视野!每个视野计数 "&& 个细胞!阳性细胞

数
#

+*,为# d$"

(<统计学处理'用 C/CC ""<* 统计包进行处理!单因素方

差分析 #BZ\bB$ 进行多个样本均数间的显著性检验!用

6O3NRKN8 等级相关进行两变量间的相关性分析" %l&<&* 视

差异具有统计学意义"

结!!果

"<化疗药物作用后胃癌细胞形态改变和 2@@药

敏检测结果')" 例胃癌标本!培养成功 '* 例!成功率

#$<'*,#'*>)"$" 经不同化疗药物作用后!倒置显

微镜下观察见肿瘤细胞数量减少!活力下降!严重者

失去贴壁能力!胞质内空泡增加!细胞碎片形成!形态

完整性受破坏" 2@@检测显示!* 种药物的平均抑制

率依次为'* _YA#($<(, J#<+,$(?../#("<#, J

)<',$(D?/@# (&<%, J)<$,$(F.2# $"<%, J

'W),$(22?#+)<', J'<$,$" 经统计学分析!* _

YA(?../及 D?/@间的平均抑制率差异无统计学意

义#%k&<&*$!但与 F.2(22?比较差异有统计学意

义#%l&<&*!表 "$"

表 I6ZQ 例胃癌培养细胞 F55药敏检测结果

敏感性, *#,$ -

高 中 低

平均抑制率

#,! J̀/$

D?/@ '##<$$$ +*#$$<$$$ ($#*'<$$$

(&<% J)<$

%

?../ '##<$$$ +%#$(<%'$ (+#*%<&&$

("<# J)<'

%

* _YA ##"+<&&$ +##$)<%'$ $'#(#<$$$

($<( J#<+

%

F.2 (#*<$$$ +'#$%<&&$ ((#*)<%'$ $"<% J'<)

22? $#(<&&$ +*#$$<$$$ ('#%+<%'$ +)<' J'<$

!!

%与 F.2(22?比较!%l&<&*

!!+</*$ 和 /"% 蛋白在胃癌中的表达及与胃癌耐

药性的关系'在 '* 例胃癌组织中!/*$ 和 /"% 蛋白阳

性率分别为 )"<$$, #%">'* $和 $)<%', # $+>'* $"

其中在 * _YA(F2.和 D?/@耐药组中!/*$ 蛋白阳

性率分别为 #"<)#, #$(>$'$和 #&<#&, #(&>(($和

#&<'&,#$#>($$!显著高于 $ 种药物敏感组 '"<&*,

#+'>$)$!%'<'(,#+">$"$和 %)<'*,#++>$+$/*$ 蛋

白的表达!差异有统计学意义#%l&<&*$!/*$ 与 * _

YA(F.2和 D?/@的体外耐药性明显相关 #表 + $"

/"% 蛋白在 * _YA和 ?../耐药组中的阳性率为

+"<%+,#)>$'$和 +$<)&,#"&>(+$!显著低于敏感组

%$<"%,#+(>$)$(%%<%',#++>$$$!差异有统计学意

义#%l&<&*!表 $$" /"% 与 * _YA和 ?../体外耐

药性相关"

表 !6<QJ 蛋白表达与 F55检测结果的关系

药物 *

/*$ 表达

阳性# *$ 阴性# *$

!

+

%

D?/@ 耐药 ($ $# (

敏感 $+ ++ "& %<+'" &<&"$

?../ 耐药 (+ $* '

敏感 $$ +% ' &<)+' &<%(%

* _YA 耐药 $' $( $

敏感 $) +' "" '<%+# &<&+*

F.2 耐药 (( (& (

敏感 $" +" "& (<$*& &<&&#

22? 耐药 (' $# )

敏感 +) ++ % &<#)* &<)("

)&))

!!论!!著!
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表 J6<IY 蛋白表达与 F55检测结果的关系

药物 *

/"% 表达

阳性# *$ 阴性# *$

!

+

%

D?/@ 耐药 ($ "' +%

敏感 $+ "* "' &<)"( &<'$+

?../ 耐药 (+ "& $+

敏感 $$ ++ "" #<$+& &<&"%

* _YA 耐药 $' ) +#

敏感 $) +( "( )<"+) &<&+*

F.2 耐药 (( "' +'

敏感 $" "* "% &<)*& &<('#

22? 耐药 (' "# +)

敏感 +) "$ "* &<')$ &<%$%

讨!!论

用 2@@比色法!检测了 * 种化疗药物对胃癌原

代培养细胞的抑制率!结果显示!不同化疗药物对胃

癌细胞抑制率不同+胃癌对化疗药物的耐药性存在个

体差异!即使组织学类型(分化程度相同的病例!对同

一种药物的敏感性不尽相同!且 D?/@(* _YA!F.2

及 ?../对胃癌细胞的抑制与胃癌组织病理学类型

有关" 推测化疗药物主要作用处于增生期的细胞!肿

瘤分化程度越低!细胞群体中处于增生阶段# C 期 d

-

+

期$的细胞比例越多!因此低分化的胃癌细胞对化

疗药物的敏感性高于高分化的胃癌细胞"

化疗药物对肿瘤细胞的作用之一就是诱导凋亡

的发生" 但多数患者对化疗药物并不敏感!这种对多

种分子结构不同(作用机制各异的抗肿瘤药物产生的

交叉耐药性成为多药耐药性!其本质是肿瘤细胞对抗

化疗药物诱导的细胞凋亡" 许多癌基因和抑癌基因

不仅参与了恶性肿瘤形成!亦参与了肿瘤细胞的耐

药!在肿瘤的多药耐药中也起着至关重要的作用
,*-

"

O*$ 基因为肿瘤抑制基因!当该基因发生突变时!对

细胞凋亡的调控作用受阻!导致肿瘤细胞对化疗药物

产生耐受性" 用免疫组化方法检测到的 /*$ 蛋白是

突变型 O*$ 基因产生" 本研究结果显示!突变型 /*$

蛋白在胃癌对 * _YA(F2.和 D?/@耐药组中呈高

表达!提示其参与了其耐药性的发生" 有研究显示肿

瘤组织中 /*$ 和 /_PO 常同时表达
,%-

" 因此我们推

测!突变型 O*$ 可通过抑制细胞凋亡能和促进 2.5

基因的激活至少两种途径介入了胃癌耐药的发生"

O"% 基因参与细胞生长增生的负调节!O"% 基因

的失活可导致 /"% 蛋白的表达异常" O"% 还直接对

抗凋亡抑制基因 ]G;_+ 的表达!有研究表明 ]G;_+

与肿瘤的耐药性有关!可能是一种新的耐药基因
,'-

"

因此在胃癌 /"% 表达的下调降低了胃癌对化疗药物

的敏感性" 本研究结果进一步证实!/"% 蛋白与 * _

YA和 ?../的耐药性关系更密切!可能与药物作用

机制等因素有关!提示对/"% 阳性的胃癌患者应避免

使用上述两类抗癌药物"

参考文献

"!耿明!尹迎春!曹永成!等<化疗药物对原代胃癌细胞的体外杀伤效

应及其与端粒酶逆转录酶 K5=F表达的关系<中华肿瘤杂志!

+&&'!+##""$ ')$) _)("

+!eVN8P.!YN8 =<27;IM4R7PR36M6IN8G3M8 PN6IRMGGN8G3R'R33G38IR3[

63NRGV N4SN8G36N84 :8P:M8PIV3RNO37IMGGVN;;38P36<H̀O3RI53SF8IM[

GN8G3R@V3R!+&&'!'#"&$ '"$%# _"$')

$!杨皎娃!牛建花!曾季平!等<胃癌多药耐药细胞株 ]-?)+$ >* _YA

的建立及其耐药机制的研究<中国病理生理杂志! +&&)!+( #""$ '

+"%' _+"'&

(!耿明!尹迎春!曹永成!等<化疗药物对原代胃癌细胞的体外杀伤效

应及其与 ]G;_+ 表达的关系<中华胃肠外科杂志!+&&)!"" #$ $ '

+'% _+'#

*!?NR83MR:Y!U;MS3MRN?! 1̂3MI32!!"#$<2:;3G7;NRINRP3I6N84EM:;:PMGN;

K:4MTM3R6M8 PN6IRMGGN8G3R<C3KM8 .MNP8 /NIV:;!+&&)!+* #($ '+'( _

+)'

%!F8P3;:?!-M763OOM8N]!?RM6IM8NH!!"#$<@V3I7K:R67OOR366:RO*$ R3P[

7;NI36O:;NRMIQ:T63;T_R383ZM8P4MSM6M:86M8 KNKKNRQ6I3KG3;;6<?3;;!

+&&#! "$)#")$ '"&)$ _"&#*

'!cMN:f:8P;3M! 2MN:eV:8P! LN8 YN8PT38P!!"#$<]G;_cL6KN;;M8I3R[

T3RM8P5=F 38VN8G34 6386MIMSMIQ:TD3OP+ V3ONI:G3;;7;NRGNRGM8:KN

G3;;6I:* _Y;7:R:7RNGM;N84 VQ4R:̀QGNKOI:IV3GM8<FGIN]M:GVMK]M:[

OVQ6CM8! +&&%! $)' '&( _'"&

#收稿'+&"& _&" _+%$

#修回'+&"& _&( _&*

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

$

!医学研究杂志"诚聘审稿专家启事
!!0医学研究杂志1#原名0医学研究通讯1$!是由卫生部主管!中国医学科学院主办的国家级医学学术类杂志" 中国科技论文

统计源期刊!中国科技核心期刊" 为进一步提升杂志质量!充分发挥0医学研究杂志1在我国医学领域中的前沿与导向作用!经本

刊研究决定!邀请相关领域专家担任本刊审稿人" 真诚地希望各位专家在百忙之中抽出时间登陆0医学研究杂志1网站'ZZZ<

Q̀Qihh<G8 !并通过主页左侧工具栏%专家审稿&版块进行注册" 从 +&"& 年开始!本杂志将开展网上审稿" 届时!我们会将相关领

域的稿件让您审阅!并定期付给您审稿费" 审稿相关信息提示会通过您在采编系统中留下的电子信箱发送给您" 您可以按照邮

件提示!登录采编平台对稿件进行处理(审阅" 再次对您的支持表示感谢5 如有疑问!请拨打咨询电话'&"& _*+$+)%'##单政$"

)医学研究杂志*编辑部

)"))

!!医学研究杂志!+&"& 年 % 月!第 $# 卷!第 % 期 !论!!著!!


	YXYJ06 79
	YXYJ06 80
	YXYJ06 81

