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[摘要]暋目的:观察口腔鳞癌患者新辅助化疗疗效与5年生存率的关系,并探讨P-gp、MRP1、GST-毿与新辅助

化疗疗效的关系。方法:1)收集南昌大学第一附属医院诊治的口腔鳞癌石蜡标本77例(有效组50例,无效组27
例),随访5年生存时间,Envision法检测P-gp、MRP1、GST-毿表达水平;2)收集本单位口腔鳞癌新鲜标本33例

(有效组18例,无效组15例),qPCR、WesternBlot法检测 P-gp、MRP1、GST-毿表达水平。结果:1)Kaplan-
Meier显示:有效组5年生存率高于无效组(P<0.05)。2)Envision、qPCR 、WesternBlot显示:无效组化疗后 P -

gp、MRP1表达上升量较有效组有显著差异(P<0.05),而 GST-毿表达上升量无显著差异(P>0.05)。结论:口腔

鳞癌新辅助化疗有效组5年生存率明显高于无效组;化疗疗效与P-gp、MRP1表达相关,表达上升量越高,疗效越

差。
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[Abstract]暋Objective:Toobservetherelationshipbetweentherapeuticefficacyand5-yearsurvivalrateofOSCC

patientsafterneoadjuvantchemotherapy,andtoexploretherelationshipbetweenP-gp,MRP1,orGST-毿and
therapeuticefficacyafterneoadjuvantchemotherapy.Methods:Seventy-sevenOSCCparaffinspecimens(50valids
and27invalids)werecollectedfromtheFirstAffiliatedHospitalofNanchangUniversity.The5-yearsurvival
timewasfollowedup.EnvisionassaywasusedtodeterminetheexpressionlevelofP-gp,MRP1,andGST-毿.
Thirty-threeOSCCfreshspecimens(18validsand15invalids)werecollected.qPCRandWesternBlotassaywere
usedtodetecttheexpressionlevelofP-gp,MRP1,andGST-毿.Results:TheKaplan-Meierassayshowedthat
5-yearsurvivalrateofvalidgroupwasbetterthanthatofinvalidgroup (P<0.05).TheresultsofEnvision,

qPCR,andWesternBlotshowedthattheincreasedexpressionlevelsofP-gpandMRP1invalidgroupweresignif灢
icantlyhigherthanthoseininvalidgroup(P<0.05).Conclusion:The5-yearsurvivalrateofvalidgroupwasob灢
viouslyhigherthanthatofinvalidgroupaftertheneoadjuvantchemotherapy.TheexpressionlevelsofP-gpand
MRP1wererelatedtotherapeuticefficacy.ThehigherexpressionlevelsofP-gpandMRP1werefollowedbythe
inferiortherapeuticefficacy.
[Keywords]暋OSCC暋Neoadjuvantchemotherapy暋MultidrugResistantrelatedproteins暋5-yearsurvivalrate

暋暋口腔鳞癌(Oralsquamouscellcarcinoma,OS灢
CC)晚期病人常需辅助化疗[1],新辅助化疗(Neoad灢
juvantChemotherapy,NACT),即手术或放疗前给

予化疗,具有缩小肿瘤体积、消除亚临床病灶等优点
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用于临床,但能否提高患者远期生存率,报道不

一[1,2]。化疗易产生多药耐药(Multipledrugresist灢
ance,MDR),导致超过90%的患者死亡[3]。P-糖

蛋白(P-glcoprotein,P-gp)、多药耐药相关蛋白1
(Multipleresistanceprotein1,MRP1)、谷胱甘肽S
转移酶-毿(Glutathiones-transferases-毿,GST-
毿)在口腔鳞癌耐药组织中高表达,导致化疗抵抗[4]。
而 OSCC患者 NACT疗效与5年生存率及耐药蛋

白表达变化量的研究较少,本实验旨在探讨 OSCC
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患者 NACT疗效与5年生存率的关系,及化疗疗效

与多药耐药相关蛋白 P-gp、MRP1、GST-毿表达

变化量的关系。

1暋材料与方法

1.1暋病例来源暋按纳入标准收集本单位2000~
2011年石蜡77例及2013~2016年新鲜标本33例

(经本院伦理委员会批准、患者知情同意),见表1。

表1暋临床资料

Table1暋Thechartofrelatedclinicalfiles 例

临床特征
石蜡标本

有效组暋暋暋无效组
新鲜标本

有效组暋暋暋无效组

年龄/岁

暋暋曑50 11 6 6 3
暋暋>50 39 21 12 12
性别

暋暋女 13 11 8 6
暋暋男 37 16 10 9
部位

暋暋舌 34 16 13 9
暋暋牙龈 4 3 3 2
暋暋颊 4 - 1 1
暋暋口底 4 2 1 1
暋暋上腭 2 2 - 1
暋暋上颌窦 2 4 - 1
临床分期

暋暋III期 34 15 10 8
暋暋IV期 16 12 8 7
病理分级

暋暋高分化 18 5 6 5
暋暋中分化 26 15 8 7
暋暋低分化 6 7 4 3
淋巴结转移

暋暋无 20 8 9 7
暋暋有 30 19 9 8

1.2纳入标准暋1)未经治疗的初诊;2)顺铂+5-氟

尿嘧啶(PF)化疗1疗程,1~2周后手术(第1天顺

铂100mg/m2 加入2.5%氯化钠液500mL静脉滴

注;第1~5天,每天5-氟尿嘧啶375mg/m2 加入

5%葡萄糖液250mL静脉滴注);3)病理为口腔鳞

癌;4)资料完整。

1.3暋按 WHO通用标准行近期疗效评价[5]暋完全

缓解(肿瘤消失),部分缓解(肿瘤缩小>50%),稳定

(肿瘤缩小<50%),恶化(肿瘤增大至少25%或出

现新病变)。完全缓解和部分缓解为有效,稳定和恶

化为无效。

1.4暋 实验试剂 暋P-gp、MRP1 一抗(abcam 公

司),GST-毿一抗(Life公司),毬-actin一抗、山羊

抗兔/鼠二抗(康为世纪公司)。MaxVisionTM 试

剂(MXB公司)。DNA逆转录、扩增试剂盒(TRAN
公司)。

1.5暋检测方法

1.5.1暋Envision检测暋切片、脱蜡、抗原修复、孵一

二抗、染色、封片。计数[4],P-gp、MRP1阳性细胞

为细胞膜/质棕染,GST-毿为细胞质/核棕染,阳性

细胞<5%为(-),>5%为(+)。

1.5.2暋实时定量 PCR(qPCR)检测暋液氮运输组

织、Tirzol法提取总 RNA、1%琼脂糖凝胶电泳、反
转录、染料法PCR扩增。

1.5.3暋WesternBlot检测暋液氮运输组织、提蛋

白、电泳、湿转、封闭、孵一二抗、曝光。

1.6暋统计暋SPSS18.0分析,累计生存率用 Kaplan
-Meier;组间比较采用两独立样本t检验;P<0.05
有统计学意义。

图1暋Kaplan-Meier分析化疗有效、无效组生存时间

Fig.1暋Kaplan-Meiersurvivalcurvewasusedtoanalyzethesur灢
vivaltimeofvalidandinvalidgroup

2暋结果

2.1暋5年生存率随访暋生存时间按手术治疗至死

亡或最后随诊时间计算(随访率100%)Kaplan-
Meier生存曲线从纵轴生存率为0.5处画平行于横

轴的直线,与生存率曲线相交,自交点画垂线与横轴

相交,交点为中位生存时间。经统计,77例石蜡标

本,有效组中位生存时间为5年,无效组为2.5年

(P=0.001)。有效组5年生存率为54.0%,优于无

效组25.9%(P=0.018),见图1、表2。

表2暋新辅助化疗有效组、无效组生存情况

Table2暋Thesurvivalofvalidandinvalidgroupafterneoadjuvant

chemotherapy

分组
样本量
/例

平均生存
时间/年

中位生存
时间/年

5年生
存率/%

有效组 50 5.23 5.00 27(54.0%)
无效组 27 2.97 2.50 7(25.9%)
卡方值 10.225 5.604
P 值 0.001 0.018

2.2暋Envision检测石蜡标本(有效组50例,无效组

27例)P-gp、MRP1、GST-毿的表达暋新辅助化疗

后无效组P-gp阳性表达上升22.2%,有效组表达

上升4.0%,两组比较有统计学意义(P=0.035);无
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图2暋口腔鳞癌化疗前后P-gp、MRP1、GST-毿阳性表达(暳200倍)

Fig.2暋ThepositiveexpressionofP-gp,MRP1,andGST-毿beforeandafterchemotherapyinOSCC(暳200)

图3暋3a:有效组、无效组化疗后P-gp、MRP1、GST-毿阳性表达变

化;3b:有效组、无效组化疗后P-gp、MRP1、GST-毿mRNA
表达变化;3c:有效组、无效组化疗前后P-gp、MRP1、GST-

毿表达;3d:有效组、无效组化疗后 P-gp、MRP1、GST-毿蛋

白表达变化

Fig.3暋3a:ThepositiveexpressionvariationofP-gp,MRP1,and

GST-毿afterchemotherapyofvalidandinvalidgroup.3b:

TheexpressionvariationofP-gp,MRP1,andGST-毿

mRNAafterchemotherapyofvalidandinvalidgroup.3c:

TheexpressionofP-gp,MRP1,andGST-毿proteinbe灢
foreandafterchemotherapyofvalidandinvalidgroup.3d:

TheexpressionvariationofP-gp,MRP1,andGST-毿

proteinafterchemotherapyofvalidandinvalidgroup

效组 MRP1阳性表达上升18.5%,有效组表达上升

4.0%,两组比较有统计学意义(P=0.049)。无效

组 GST-毿阳性表达上升3.8%,有效组表达上升

4.0%,两组比较无统计学意义(P=0.931),见图2、
图3a。

2.3暋qPCR检测33例新鲜标本(有效组18例,无
效组15例)新辅助化疗后 P-gp、MRP1、GST-毿
mRNA的表达暋化疗后无效组P-gpmRNA表达

上升5.46倍,有效组表达上升0.32倍,两组比较有

统计学意义(P<0.001);无效组 MRP1mRNA 表

达上升6.12倍,有效组表达上升0.37倍,两组比较

有统计学意义(P<0.001)。无效组 GST-毿mR灢
NA表达上升0.26倍,有效组表达上升0.21倍,两
组比较无统计学意义(P=0.673),见图3b。

2.4暋WesternBlot检测33例新鲜标本(有效组18
例,无效组 15 例)新辅助化疗后 P-gp、MRP1、

GST-毿的表达暋化疗后无效组 P-gp表达上升

0.55倍,有效组表达上升0.09倍,两组比较有统计

学意义(P=0.003);无效组 MRP1表达上升0.89
倍,有效组表达上升0.04倍,两组比较有统计学意

义(P=0.001)。无效组 GST-毿表达上升0.03
倍,有效组表达上升0.03倍,两组比较无统计学意

义(P=0.731),见图3c、图3d。

3暋讨论

暋暋NACT 作用于口腔颌面部已30余年,近期疗

效得到认可。PF方案能有效抑制舌癌增殖活性,反
应 率 达 66% ~78%,为 NACT 首 选[6]。然 而,

NACT是否能提高患者远期生产率,报道不一。早
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在20世纪90年代,我国学者邱蔚六就提出 NACT
适应 T3-T4期患者,且发现有效组可提高患者远

期生存率[1];有学者提出 NACT不能提高远期生存

率,认为可能与肿瘤复发、多药耐药相关[3,7]。学者

认为,造成以上争议的原因可能与患者选择、化疗方

案、生活习惯、情绪等相关[2,8]。本实验收集77例行

PF新辅助化疗的口腔鳞癌病例(有效组50例,无效

组27例),发现有效组患者中位生存时间达5年,明
显优于无效组的2.5年;且有效组患者5年生存率

达54.0%,明显优于无效组25.9%。为进一步探讨

其可能机制,本文对该77例石蜡切片行 Envision
检测,同时收集33例新鲜口腔鳞癌标本行qPCR、

WesternBlot检 测 多 药 耐 药 相 关 蛋 白 P-gp、

MRP1、GST-毿的表达水平。

暋暋MDR是肿瘤细胞对一种抗肿瘤药物产生耐药

同时对其它化学结构、作用机制完全不同的抗肿瘤

药物也产生交叉耐药的现象,机制包括膜转运蛋白

过表达(P-gp、MRP1)、致药物解毒性增加蛋白过

表达(GST-毿)[9]、抗癌药物活性形式减少等[10]。
研究表明,P-gp、MRP1、GST-毿在 OSCC 患者

NACT耐药组织中高表达,导致 MDR[4],且超过

90%的患者死于 MDR,严重影响远期生存率[3]。同

样,MDR 已成为 OSCC 化疗疗效欠佳的主要原

因[11]。本实验用 Envision、qPCR、WesternBlot行

有效、无效组 NACT 前后 P-gp、MRP1、GST-毿
的检测,发现无效组 NACT 后 P-gp、MRP1表达

上升,且上升量明显高于有效组,即提示化疗疗效与

P-gp、MRP1表达相关,表达上升量越高,疗效越

差。本文亦发现无效组较有效组化疗后GST-毿表

达增加无显著差异,该结果与冷卫东研究较一致[4]。
该学者认为可能与样本量较少相关,本实验认为可

能为 GST-毿亚型 GST-pi-1的减少/缺失所致,
因 GST-pi-1为相关化疗药物活化酶,其表达减

少/缺失 可 使 药 物 活 性 形 式 减 少/消 失,产 生 耐

药[10],但具体机制需深入研究。

暋暋如何提高远期生存率,学者提出了行综合序列

治疗的观点[12];其次,多药耐药逆转剂如 P-gp逆

转剂 H6[13]等的研究;再次,本课题组长期研究的增

敏剂白花丹素[14]等,均已取得一定研究成果。但由

于影响 OSCC患者 NACT远期疗效的因素众多,故
需深入探讨。

暋暋综上,OSCC患者 NACT产生 MDR,化疗疗效

与P-gp、MRP1表达有关,表达上升量越高,疗效

越差;有效组患者5年生存率显著优于无效组。故

提高其敏感性,有利于进一步提高生存率;如何更好

的提高化疗敏感性,有待进一步研究。
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