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暋暋暰摘要暱暋目的暋探讨P灢糖蛋白(P灢gp)和肺耐药蛋白(LRP)在浸润性乳腺癌中的

表达情况及其临床意义。方法暋采用搓网法获取乳腺癌手术切除标本制成的完整单细

胞悬液,再用流式细胞技术对40例乳腺癌组织及相应癌旁组织中P灢gp、LRP的表达情

况进行定量分析。结果暋乳腺癌组织P灢gp、LRP表达与相应癌旁组织比较,差异均有

统计学意义(P灢gp:t=-7.777,LRP:t=-9.861,P 均<0.050)。在不同年龄、肿瘤

大小、病理类型、临床分期、分化程度和雌、孕激素受体状态的患者间,两种耐药相关蛋

白的表达差异均无统计学意义(P >0.050)。有淋巴结转移组P灢gp表达与无淋巴结

转移组比较,差异无统计学意义(t=0.102,P=0.919)。有淋巴结转移组LRP的表达

为(41.2暲18.5)%,无淋巴结转移组为(30.1暲15.4)%,有淋巴结转移组LRP表达显

著高于无淋巴结转移组(t=2.074,P=0.045)。乳腺癌组织P灢gp与 LRP的表达间存

在正相关性(r=0.698,P<0.001)。结论暋本研究结果可为寻找浸润性乳腺癌的有效

辅助化疗药物提供参考。
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ExpressionsofP灢glycoproteinandlungresistanceproteinininvasivebreastcarcinoma
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暰Abstract暱暋Objective暋ToinvestigatetheexpressionsofP灢glycoprotein(P灢gp)

andlungresistanceprotein (LRP)inbreastcarcinomatissuesandtheirclinical
significance.Methods暋Single灢cellsuspension withintactcellular membranetaken
frombreastcancerresectionspecimenswerepreparedusingrubbing灢nettechniqueand
flowcytometry (FCM)wasusedtoquantitativelyexaminetheexpressionsofP灢gp
andLRPincarcinomatissuesandcorrespondingperi灢carcinomatissuesin40breast
cancercases.Results暋TheexpressionsofP灢gpandLRPinbreastcancertissueswere
statisticallydifferentfromthoseofthecorrespondingperi灢carcertissues(P<0.050).
NostatisticallysignificantdifferenceexistedintheP灢gpandLRPexpressionsofthe
tumorcells in age,tumor size,pathologicaltypes,clinical stages and cell
differentiationdegree,andbetweennegativeandpositiveexpressionsoftheestrogen
andprogestinreceptorsofthepatients(P>0.05).Therewasnostatisticaldifference
inP灢gpexpressionbetweenthelymphnodemetastasisnegativeandpositivepatients
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(t=0.102,P=0.919).TheexpressionofLRP washigherinthelymphnode
metastasispatients(41.2暲18.5)%thanthatinthenon灢metastasispatients(30.1暲
15.4)% (t=2.074,P=0.045).Therewasapositivecorrelationbetweenthe
expressionofP灢gpandtheexpressionofLRP(r=0.698,P<0.001).Conclusions暋
Theresultsofthisstudyprovidesreferencesinlookingforeffectivechemotherapy
drugsforinvasivebreastcancer.

暰Key words暱暋 Breast neoplasms;P灢glycoprotein;Lung resistance protein;

Flowcytometry

暋暋乳腺癌中多药耐药现象很普遍。现在认为可能由多种因素引起,主要为:
(1)多药耐药相关蛋白及P灢糖蛋白(P灢gp)表达增加;(2)多药耐药相关基因及

多药耐药相关蛋白表达增加;(3)肺耐药相关基因及肺耐药相关蛋白表达增加

等[1灢2]。若能对肿瘤的耐药性进行预测,一是可避免使用多药耐药(multidrug
resistance,MDR)型药物导致的获得性多药耐药,二是可针对肿瘤的耐药特

点使用逆转剂,这样对肿瘤的化疗能够做到有的放矢,提高疗效。各项实验技

术的发展,特别是流式细胞术的应用,为定量分析肿瘤耐药蛋白表达提供了可

能。本实验试图利用流式细胞术对P灢gp、肺耐药蛋白(LRP)在浸润性乳腺癌

组织和相应癌旁组织的表达情况进行定量检测,并探讨这两种耐药相关蛋白

与乳腺癌临床病理因素的关系。

1暋资料和方法

1.1暋病例选择及分组

选取2008年7月至2009年1月山东大学附属千佛山医院普外中心手术

切除、并经病理学证实的乳腺癌患者40例,年龄32~61岁(45暲6.8岁),均
为女性,行乳腺癌改良根治术治疗,具有完整的临床病理学资料。肿瘤直径均

>1.5cm,术中在无菌条件下留取癌组织和距癌边缘1cm 以上的癌旁腺体

组织,30min内置-80曟冰箱保存。所取标本均经病理证实且患者术前未

接受任何治疗。组织学分类按照 WHO (2003年)的标准,包括浸润性导管癌

28例,其他类型12例(浸润性小叶癌6例、浸润性导管灢小叶癌3例,富于脂质癌

1例、大汗腺癌1例,鳞状细胞癌1例)。临床分期根据UICC(1997年)标准:栺、
栻期30例,栿期10例。有腋窝淋巴结转移19例,无腋窝淋巴结转移21例。
1.2暋试剂和抗体

抗体均购自 NeoMarkersForLabVisionCorporation;固定液、破膜剂购

自北京市晶美基因谷科技有限公司;FITC标记山羊抗小鼠IgG购自北京中

杉金桥生物技术有限公司;PBS溶液等均由山东大学附属千佛山医院普外中

心重点实验室提供。
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1.3暋方法及步骤

1.3.1暋搓网法实体瘤组织单细胞悬液的制备[3]:(1)取冰冻乳腺癌组织、癌旁组

织标本各0.2~1g,分别置于冰上缓慢解冻后置于重叠的100目铜网和200目
尼龙网上,以眼科剪剪成约1mm的碎块,再以眼科镊夹持组织在铜网上轻搓,
边搓边以磷酸盐缓冲液(PBS)将搓下的细胞洗入网下的平面皿内,直至组织搓
完。(2)将细胞收入10ml试管内离心(1500r/min,10min,离心机半径为16cm),
弃去上清液再以PBS2ml漂洗,同前述方法离心2次,均弃上清液,备用。

将上述单细胞悬液均调整细胞数在1暳106 ml-1左右(可用PBS作为细胞

浓度调节剂),4曟保存时间不应超过48h。
1.3.2暋P灢gp、LRP免疫标记:P灢gp免疫标记步骤暋(1)设a、b、c、d管,每管加

细胞悬液100毺l。其中a、c管分别用于为乳腺癌组织、癌旁组织与抗体的非
特异结合检测,b管为乳腺癌组织的P灢gp检测管,d管为癌旁组织的P灢gp检

测管。(2)固定液处理。4管均加入500毺l预冷(4曟)4%多聚甲醛固定液,
室温孵育15min,5ml试管内离心(1500r/min,5min),弃上清液,加入

2mlPBS漂洗,同前述方法离心,弃上清液,备用。(3)细胞染色。a、c管分别
加羊抗鼠IgG(一抗)工作液10毺l,b、d管加鼠抗人P灢gp单抗(1︰10)10毺l。
室温避光反应30min后,PBS2ml洗涤1次(1500r/min,5min)。a、b、c、d
管分别再加入FITC灢IgG1(1︰10)5毺l,室温避光反应30min后,PBS洗涤

1次(1500r/min,5min),加入500毺lPBS待检。(4)取少许细胞悬液涂片,
在荧光显微镜下可见P灢gp阳性细胞光点位于细胞膜上。LRP免疫标记步骤

P灢gp相同。
1.3.3暋流式细胞仪检测P灢gp和LRP的表达:采用B灢D公司FACSCalibur
型流式细胞仪进行检测。上机前先以标准荧光微球调整仪器,使变异系数在

2%以 内。前 向 角 散 射 光 (forwardscatter,FSC)/侧 向 角 散 射 光 (side
scatter,SSC)设门获取门内8000~10000个细胞。荧光强度以对数放大,光

散射数据存软盘,测试完后在 Macintosh650 型计算机上用 CellQuest
Plot软件(美国BD公司生产)分析数据。

P灢gp表达以阳性细胞百分率表示,计算方法[3]为:P灢gp阳性表达率(%)
=P灢gp阳性细胞数/(P灢gp阳性细胞数+P灢gp阴性细胞数)暳100%-非特异

结合细胞(%)。LRP表达的计算方法同前。
1.4暋统计学分析

应用SPSS13.0进行统计分析,数据以焻x暲s表示。耐药相关蛋白表达与临
床病理学资料的关系用两独立样本t检验及配对样本t检验。耐药相关蛋白P灢
gp、LRP的相关性采用pearson相关分析。取毩=0.05,若P<0.05,表示差异有

统计学意义。
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2暋结果

2.1暋多药耐药相关蛋白P灢gp、LRP的表达

乳腺癌组织 P灢gp表达为(23.5暲13.9)%,相应癌旁组织 P灢gp表达为
(5.1暲5.0)%,二者间差异有统计学意义(t=-7.777,P<0.050,图1~3)。乳

腺癌组织 LRP表达为(35.4暲17.8)%,相应癌旁组织 LRP表达为(6.8暲
6.5)%,二者间差异也有统计学意义(t=-9.861,P<0.050,图4~6)。

图1暋乳腺癌组织P灢糖蛋白非特异性染色细胞表达

图2暋乳腺癌组织P灢糖蛋白低度表达

图3暋乳腺癌旁组织P灢糖蛋白低度表达
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图4暋乳腺癌组织肺耐药蛋白非特异性染色细胞表达

图5暋乳腺癌组织肺耐药蛋白中度表达

图6暋乳腺癌旁组织肺耐药蛋白低度表达

2.2暋耐药相关蛋白表达与乳腺癌临床病理特征的关系

在不同年龄、肿瘤大小、病理类型、临床分期、肿瘤分化程度和不同雌、孕
激素受体状态的患者间,P灢gp与 LRP 表达的差异均无统计学意义(P>
0.050,表1)。有淋巴结转移组患者P灢gp表达与无淋巴结转移组患者比较差

异无统计学意义(P>0.05),但LRP表达在有淋巴结转移组患者显著高于无

淋巴结转移组患者(P<0.05,表1)。
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表1暋P灢糖蛋白、肺耐药蛋白的表达与临床病理资料的关系

P灢糖蛋白 肺耐药蛋白
病理因素 例数

阳性表达率 (%) t值 P 值 阳性表达率(%) t值 P 值
年龄

暋曒45岁 24 25.1暲12.9 0.915 0.366 36.2暲19.2 0.195 0.847
暋<45岁 16 21.3暲15.4 34.1暲16.7
肿瘤大小

暋曒2cm 31 24.7暲14.3 1.053 0.299 37.9暲17.3 0.430 0.669
暋<2cm 9 19.6暲12.3 36.7暲17.5
病理分型

暋浸润性导管癌 28 23.2暲13.6 -0.184 0.855 35.3暲19.0 0.099 0.922
暋其他类型 12 24.3暲15.1 35.5暲15.4
TNM 分期

暋栺+栻 30 22.0暲11.9 -1.126 0.267 32.2暲14.9 -0.942 0.352
暋栿+桇 10 27.7暲18.1 38.3暲22.3
肿瘤分化程度

暋栺+栻 35 23.4暲13.1 -1.234 0.225 36.0暲16.5 0.609 0.546
暋栿 5 30.4暲18.5 31.2暲24.4
淋巴结转移

暋是 19 23.5暲16.7 0.102 0.919 41.2暲18.5 2.074 0.045
暋否 21 23.5暲11.1 30.1暲15.4
雌激素受体

暋阳性 21 21.2暲14.8 -1.134 0.264 32.8暲18.0 0.865 0.392
暋阴性 19 26.1暲12.6 38.2暲17.4
孕激素受体

暋阳性 22 23.8暲15.1 0.144 0.886 36.1暲18.4 0.406 0.687
暋阴性 18 23.3暲12.6 34.4暲17.4

2.3暋P灢gp、LRP表达之间的关系

P灢gp与LRP表达间呈正相关性关系(r=0.698,P<0.05,图7)。

图7暋P灢糖蛋白与肺耐药蛋白表达相关性的散点图

3暋讨论

临床上耐药性是影响恶性肿瘤化疗疗效的重要原因,而多药耐药相关基
因的表达又是产生 MDR的主要因素。流式细胞术是对单细胞定量分析的一

种新技术。随着实体肿瘤单细胞悬液制备技术的不断完善,使应用流式细胞

术检测多药耐药相关基因表达产物成为可能。
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多种机制参与介导 MDR的产生,其中 MDR基因及其表达产物P灢gp介

导的耐药机制最为重要[4]。人类的 MDR1基因位于第7号染色体。P灢gp是

MDR1基因的蛋白产物,其耐药机制是通过消耗 ATP将药物从细胞内泵出
到细胞外,从而降低肿瘤细胞内药物的浓度,导致多药耐药[5]。P灢gp在正常

乳腺组织中表达极低(2.5%)[6],但在乳腺恶性肿瘤中,MDR1过度表达并非
肿瘤细胞的特性,而是在肿瘤组织和瘤周组织中均可见的普遍现象[7]。此外,
有研究表明,无论术前化疗与否,化疗耐药相关基因P灢gp的表达与局部进展
期乳腺癌患者的腋窝淋巴结浸润有关,此研究可能反映了乳腺癌原发性耐药

的存在,并有助于判断预后[8]。
本研究应用流式细胞仪检测乳腺癌及癌旁组织P灢gp表达的情况,发现两者

均有表达,但是癌旁组织中表达水平极低,二者间差异有统计学意义,提示该蛋
白表达可能与乳腺癌发生有关。本研究入组的40例患者,术前均未行新辅助化

疗,故该蛋白表达应属原发性耐药类型。本研究还发现,P灢gp的表达与乳腺癌
患者的年龄、病理分型、TNM 分期、肿瘤分级、腋窝淋巴结状态、雌激素受体
(ER)和孕激素受体(PR)状况及人表皮生长因子受体情况无明显关系,说明P灢
gp这一多药耐药表型是与乳腺癌恶性表型同时发生的一种内在本质特征,其表

达程度不受疾病发展的影响。然而,有关 MDR1/P灢gp的研究结果至今尚不完

全一致,结论与上述众多学者应用IHC法得出的结论不一致[6灢7]。因此,推断出
现结论不一致可能与试验步骤、检测方法、判断标准、统计方法等不同有关。

LRP作为一种新的肿瘤标志渐为学者们所关注。Pohl等[9]检测99例乳
腺癌冰冻切片,发现LRP阳性率为88%,因此认为在乳腺癌组织中LRP介导

的非P灢gp耐药相当普遍。Schneider等[10]分析52例进展期乳腺癌患者化疗
前、后腋窝淋巴结 LRP的表达情况后,认为 LRP 表达与腋窝淋巴结转移

有关。
本研究结果显示,LRP阳性率为(35.4暲17.8)%,与癌旁组织的表达差

异有统计学意义,但是仍为中低程度表达,比曲延刚[11]等报道的80%低,可能
与试验方法、评价标准不同相关。本组病例均为未进行新辅助化疗的患者,
表明在乳腺癌组织中由LRP介导的非P灢糖蛋白 MDR比较普遍。本研究还
发现有淋巴结转移组患者的LRP表达显著高于无淋巴结转移组,提示 LRP
高表达的乳腺癌细胞更容易发生淋巴结转移。王文静等[12]应用流式细胞仪
检测乳腺癌组织中LRP相对表达情况,发现肺耐药蛋白表达较低,与年龄、肿
瘤体积、腋窝淋巴结转移、ER、PR表达等均无关,认为LRP可能未参与乳腺
癌的 MDR机制。结果差异亦可能与试验例数较少、评价标准不一致等有关。

P灢gp与LRP共同参与 MDR已在多种恶性肿瘤中得到证实[13]。本研究

发现,乳腺癌组织P灢gp与LRP的表达具有正性相关关系。虽然本研究病例
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数较少,但也可初步提示P灢gp与LRP均与乳腺癌多药耐药的产生相关。
本研究结果还显示,P灢gp与 LRP在乳腺癌组织中一定程度共表达,且

LRP与淋巴结转移相关,乳腺癌组织P灢gp、LRP表达与相应癌旁组织差异均

有统计学意义,提示两种蛋白在癌组织中的较高表达可为寻找浸润性乳腺癌

的有效辅助化疗药物提供参考。
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