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Abstract :Objective 　To investigate the expression of apoptosis proteins survivin ,bcl22 ,bax and the mul2
tidrug resistance ( MDR) associated genes MDR1mRNA , MRPmRNA in non2small cell lung cancer

(NSCLC) ,their relationship and significance. Methods 　The expression of MDR1mRNA and MRPmRNA

in 113 NSCLC specimens were detected by in situ hybridization ,and the expression of survivin ,bcl22 and

bax in the same specimens were detected by immunohistochemist ry. Results 　The positive rates of 113

NSCLC samples for MDR1 mRNA ,MRP mRNA ,survivin ,bcl22 and bax were 51 . 3 % ,80 . 5 % ,79 . 6 % ,

59 . 3 % and 54 . 9 % ,respectively. The correlation was observed among the expression of survivin ,bax and

carcinoma cell differentiation ( P < 0 . 05) . The expression of bcl22 was associated with histological types ( P

< 0 . 05) . The expressions were significantly related between MDR1mRNA and MRPmRNA ( P < 0 . 01) ,

survivin and MDR1mRNA ( P < 0 . 01) ,bcl22 and MRPmRNA ( P < 0 . 05) . Conclusion 　The high expres2
sion of survivin and overexpression of bcl22 may be important causes of primary multidrug resistance in

NSCLC. It’s important to detect survivin and bcl22 for clinical reversing MDR of NSCLC.
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摘 　要 :目的 　检测非小细胞肺癌 ( NSCLC) 中凋亡蛋白 survivin、bcl22、bax 与多药耐药有关基因

MDR1mRNA 和 MRPmRNA 的表达 ,探讨其相互关系及意义。方法 　选取 113 例 NSCLC 病例 ,采用原

位分子杂交检测 MDR1 和 MRP 基因 mRNA 的表达 ,SP 免疫组化法检测 survivin、bcl22、bax 蛋白的表

达。结果 　113 例 NSCLC 中 ,MDR1mRNA、MRPmRNA 及 survivin、bcl22、bax 蛋白的检出率分别为

51 . 3 %、80 . 5 %、79 . 6 %、59 . 3 %、54 . 9 %。survivin 和 bax 的表达与肿瘤分化程度有关 ( P < 0 . 05) ,bcl22

的表达与肿瘤组织学类型有关 ( P < 0 . 01 ) 。MDR1mRNA 与 MRPmRNA ( P < 0 . 01 ) 、survivin 与

MDR1mRNA ( P < 0 . 05) 、bcl22 与 MRPmRNA ( P < 0 . 05) 表达之间存在明显相关性。结论 　凋亡抑制

蛋白 survivin 的高表达和 bcl22 的过表达可能是导致 NSCLC 原发耐药的重要因素 ,检测 survivin 和 bcl2
2 对临床逆转 NSCLC 多药耐药性具有指导意义。
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0 　引言

多药耐药性 ( multidrug resistance ,MDR) 是影

响非小细胞肺癌 ( non2small cell lung cancer ,

NSCL C)化疗效果的主要原因。大量研究表明 ,多

药耐药机制是多因素作用、多基因改变的复杂过程。

近年来 ,除经典的耐药途径外 ,细胞凋亡抑制与多药

耐药的关系日益受到重视。本实验选取了 113 例未

经治疗的 NSCL C 病例 ,用原位杂交法检测 MDR1

和 MRPmRNA 的表达 ,SP 免疫组化法检测 3 种凋

亡相关蛋白 ( survivin、bcl22 和 bax) 的表达 ,旨在观

察 NSCL C 中多药耐药与细胞凋亡的关系并进一步

探讨多药耐药产生的其他机制。

1 　资料与方法

1 . 1 　资料

收集武汉大学中南医院病理科 1996～2000 年

间手术切除并经病理确诊的 NSCL C 共 113 例 ,所
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有病例术前均未经放化疗。其中男性 91 例 ,女性

22 例。年龄 34～77 岁 ,均龄 56 岁。鳞癌 39 例 ,腺

癌 61 例 (含细支气管肺泡癌 16 例) ,腺鳞癌 13 例。

高分化 43 例 ,中分化 47 例 ,低分化 23 例。根据

1997 年肺癌国际分期修正系统公布的 TNM 分期

标准 , Ⅰ期 52 例 , Ⅱ期 26 例 , Ⅲ期 11 例 , Ⅳ期 1 例 ,

23 例无记录。有淋巴结转移者 37 例 ,无淋巴结转

移者 53 例 ,23 例无记录。

1 . 2 　方法

1 . 2 . 1 　H E 染色切片用于 NSCL C 组织学分类及分

化程度、转移状态的判断。

1 . 2 . 2 　原位杂交所用地高辛标记 MDR1、MRP 寡

核苷酸探针及检测试剂盒购于武汉博士德生物公

司 ,其操作按试剂盒说明书进行 ,以阳性片作阳性对

照 ,PBS 代替杂交液作阴性对照。

1 . 2 . 3 　SP 免疫组化染色按试剂盒说明操作 ,所用

兔抗人 survivin 多克隆抗体、鼠抗人 bcl22 和 bax 单

克隆抗体购于福州迈新生物公司 ,均为即用型。以

已知阳性片作阳性对照。PBS 代替一抗作阴性对

照。

1 . 3 　结果判断

原位杂交染色中 MDR1 和 MRPmRNA 以胞浆

出现棕黄色颗粒为阳性细胞。免疫组化染色中 sur2
vivin、bcl22 和 bax 以胞浆呈棕黄色为阳性细胞。每

例取 10 个高倍视野 ( ×400) ,每个视野计数 100 个

细胞 ,计算阳性细胞所占百分比。阳性细胞数 ≥5 %

为阳性表达 , < 5 %为阴性表达。

1 . 4 　统计学处理

采用 SPSS12 . 0 统计软件分析数据 ,结果采用

χ2检验。P < 0 . 05为显著性检验水准。

2 　结果

2 . 1 　NSCL C 中 MDR1mRNA 和 MRP mRNA 的

表达及相互关系

113 例 NSCL C 中 , MDR1mRNA 阳性表达率

为 51 . 3 % ( 58/ 113 ) , MRPmRNA 阳性表达率为

80 . 5 %(91/ 113) 。二者表达与肿瘤组织学类型、分

化程度、TNM 分期和有无淋巴结转移等临床病理

因素均无明显关系 ( P > 0 . 05) ,但二者表达之间具

有显著相关性 (χ2 = 13 . 72 , P < 0 . 01) ,见表 1。

2 . 2 　3 种凋亡相关蛋白的表达及相互关系

2 . 2 . 1 　113 例 NSCL C 中 survivin、bcl22 和 bax 蛋

白的阳性表达率分别为 79 . 6 % ( 90/ 113 ) 、59 . 3 %

(67/ 113)和54 . 9 %(62/ 113) 。

2 . 2 . 2 　survivin 和 bax 蛋白的表达与肿瘤细胞分

化程度明显相关 (χ2 = 6 . 74 , P < 0 . 05 ;χ2 = 16 . 39 , P

表 1 　113 例 NSCLC中 MDR1 和 MRP mRNA

表达之间的关系

MDR1 mRNA
MRP mRNA

+ -
合计

+ 55 3 58

- 36 19 55

合计 91 22 113

< 0 . 01) 。survivin 表达随着肿瘤分化程度的降低

而递增 ,bax 表达则呈相反趋势。2 种蛋白表达与肿

瘤组织学类型、TNM 分期和有无淋巴结转移之间

均无明显相关 ( P > 0 . 05) 。

2 . 2 . 3 　bcl22 蛋白在不同组织学类型肿瘤中的表达

顺序依次为鳞癌 > 腺鳞癌 > 腺癌 ,差异具有统计学

意义 (χ2 = 13 . 06 , P < 0 . 01) 。但 bcl22 与肿瘤分化

程度、TNM 分期和有无淋巴结转移之间差异均无

显著性 ( P > 0 . 05) 。

2 . 2 . 4 　survivin、bcl22 和 bax 蛋白三者表达之间未

见明显相关 ( P > 0 . 05) 。

2 . 3 　多药耐药基因与凋亡相关蛋白表达间的关系

2 . 3 . 1 　survivin 蛋白与 MDR1 mRNA 的表达之间

呈显著正相关 (χ2 = 6 . 15 , P < 0 . 05) , survivin 阳性

表达率在 MDR1 mRNA 阳性组中较高 ,见表 2 ,其

表达与 MRP mRNA 表达间无相关性 ( P > 0 . 05) 。

表 2 　113 例 NSCLC中 survivin 和 MDR1mRNA

表达之间的关系

survivin
MDR1

+ -
合计

+ 52 38 90

- 6 17 23

合计 58 55 113

2 . 3 . 2 　bcl22 与 MRP mRNA 表达之间存在明显正

向关系 (χ2 = 4 . 64 , P < 0 . 05 ) ,在 bcl22 呈阳性表达

的病例中 ,MRP mRNA 也多数呈阳性表达 , 见表

3 ,其表达与 MDR1 mRNA 表达间无相关性 ( P >

0 . 05) 。

表 3 　113 例 NSCLC中 bcl22 和 MRP mRNA

表达之间的关系

bcl22
MRP

+ -
合计

+ 49 18 67

- 42 4 46

合计 91 22 113

2 . 3 . 3 　bax 表达与多药耐药基因 MDR1mRNA、

MRPmRNA 表达之间差异无统计学意义 ( P >

0 . 05) 。
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3 　讨论

NSCL C 原发性耐药是治疗中的棘手问题 ,其产

生涉及多种复杂过程。MDR1 和 MRP 编码的膜糖

蛋白介导的药物外排泵是传统的耐药机制。细胞凋

亡抑制参与多药耐药形成是近年来研究的热点问

题。许多抗肿瘤药物是细胞凋亡的诱导剂 ,其效应

可能主要是触发了肿瘤细胞程序化死亡通路。凋亡

有可能是大多数化疗药物作用的最终共同途径 ,肿

瘤细胞的耐药可能是细胞凋亡的抑制。survivin 是

目前所知的凋亡抑制蛋白 (inhibitor of apoptosis

p rotein ,IA P)家族中最小的成员 ,也是迄今发现的

最强的凋亡抑制因子之一。研究发现 , survivin 普

遍表达于大多数肿瘤细胞 ,但在成人组织一般不表

达或低表达。在有丝分裂中 , survivin 特异地结合

caspase23 和 caspase27 ,直接抑制后两者的活性 ,阻

断细胞的凋亡过程[ 1 ] 。Olie 等[ 2 ] 用 survivin 的反义

寡核苷酸导入肺腺癌 A549 细胞中 ,封闭 survivin

基因的表达 ,发现肺癌细胞对化疗药物诱导的细胞

凋亡敏感性增加。Josep h 等[ 3 ] 报道 , survivin 能降

低肺癌细胞对化疗的敏感性。在胰腺癌[ 4 ] 、白血

病[ 5 ]和卵巢癌[ 6 ]等恶性肿瘤中也证实 survivin 的高

表达与肿瘤细胞的耐药有关。本组 NSCL C 中 sur2
vivin 的阳性率为79 . 6 % ,并与 MDR1 mRNA 的表

达之间呈显著正相关 ,提示 survivin 高表达可能是

NSCL C 患者对初次化疗不敏感的原因之一。从分

子水平分析 , survivin 基因位于染色体 17q25 ,

MDR1 基因位于染色体 7q21 ,两基因位点并不一

致 ,推测在肿瘤细胞内 ,二者之间可能存在转录活化

的协同诱导机制 ,促使这两个基因产物共同表达。

bcl22 和 bax 属于同一基因家族 ,在细胞凋亡通

路上起正负调节作用 ,二者的比率被认为是调节凋

亡易感性的重要因素。有研究发现 bcl22 蛋白过表

达参与 NSCL C 中 MDR 形成。可能由于肿瘤细胞

中 bcl22 蛋白表达量增加 ,导致凋亡阻断作用过强 ,

因此抑制了药物诱导的细胞凋亡 ,同时也降低了细

胞对化疗药物的敏感性[ 7 ] 。本组 NSCL C 中 bcl22

蛋白表达率为59 . 3 % ,且其表达与 MRP mRNA 表

达呈正向关系 ,显示 bcl22 可能是通过介导 MRP

mRNA 的高表达 ,成为参与 NSCL C 原发耐药的重

要因素之一 ,二者之间具体的调节机制仍有待于深

入研究。bax 通过抑制 bcl22 而致细胞凋亡 ,其是否

与肺癌耐药有关仍有不同看法。本研究中 bax 与

MDR1 mRNA、MRP mRNA 表达无关 ,推测 bax 可

能不是影响 NSCL C 原发耐药的因素。本文结果还

提示 ,MDR1mRNA 和 MRPmRNA 在不同组织学

类型、分化程度、TNM 分期和淋巴结转移状态的

NSCL C 中的表达差异无显著性 ,但 survivin 和 bax

的表达与肿瘤分化程度有关 ,bcl22 与组织学类型有

关 ,检测它们的表达 ,对判断肿瘤的发展及其转归有

一定的价值。

NSCL C 原发性多药耐药的形成机制是一个复

杂的体系。本研究结果显示 ,凋亡抑制蛋白 sur2
vivin 的高表达和 bcl22 的过表达可能是导致

NSCL C 原发耐药的重要因素 ,检测 survivin 和 bcl2
2 的阳性率对临床逆转 NSCL C 多药耐药性具有一

定指导意义。
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