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多药耐药相关蛋白在原发性肝癌患者外周血淋巴细胞及

癌组织中的表达

王　雷１，王煜霞２，薛会朝１

（１．新乡医学院第一附属医院普外科，河南　卫辉　４５３１００；２．新乡医学院基础医学院病理生理学教研室，河南　新乡
　４５３００３）

摘要：　目的　探讨多药耐药相关蛋白Ｐ糖蛋白（Ｐｇｐ）、肺耐药蛋白（ＬＲＰ）和谷胱甘肽巯基转移酶π（ＧＳＴπ）在
原发性肝癌（ＨＣＣ）患者外周血淋巴细胞及癌组织中的表达。方法　选择２０１４年１月至２０１５年１月在新乡医学院第
一附属医院经影像学检查及病理学确诊的ＨＣＣ患者６９例（ＨＣＣ组），采用免疫组织化学染色检测３种耐药相关蛋白
Ｐｇｐ、ＬＲＰ和ＧＳＴπ在ＨＣＣ患者外周血淋巴细胞及癌组织中的表达水平；另选择４０例健康人作为对照组，检测外周
血淋巴细胞中Ｐｇｐ、ＬＲＰ和ＧＳＴπ表达水平。结果　Ｐｇｐ、ＬＲＰ及ＧＳＴπ在ＨＣＣ组患者外周血淋巴细胞中的阳性表
达率均高于对照组（Ｐ＜０．０５）。Ｐｇｐ、ＬＲＰ及ＧＳＴπ在外周血淋巴细胞和癌组织中的阳性表达率比较差异均无统计
学意义（Ｐ＞０．０５）。不同ＴＮＭ分期ＨＣＣ患者外周血淋巴细胞与癌组织中 Ｐｇｐ、ＬＲＰ及 ＧＳＴπ阳性表达率比较差异
均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　多药耐药相关蛋白Ｐｇｐ、ＬＲＰ和ＧＳＴπ在ＨＣＣ患者外周血淋巴细胞及癌组织中
的表达一致，可以使用外周血淋巴细胞检测多药耐药相关蛋白。

关键词：　原发性肝癌；外周血淋巴细胞；多药耐药蛋白；Ｐ糖蛋白；肺耐药蛋白；谷胱甘肽巯基转移酶π
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　　肝癌是我国常见的消化系统恶性肿瘤，病死率

仅次于胃癌和食管癌［１］。多药耐药是肝癌化学治

疗失败、病死率居高不下的重要原因［２３］。有关肝癌

多药耐药发生机制的研究多采用病理组织标本［４］，

针对外周血淋巴细胞的多药耐药相关蛋白检测报道

较少。因此，本研究对６９例原发性肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌ

ｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）患者外周血淋巴细胞和癌组

织中多药耐药相关蛋白 Ｐ糖蛋白（Ｐｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐ

ｇｐ）、肺耐药蛋白（ｌｕｎｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＬＲＰ）和谷

胱甘肽巯基转移酶π（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅπ，

ＧＳＴπ）进行检测，探讨多药耐药蛋白 Ｐｇｐ、ＬＲＰ和

ＧＳＴπ在外周血淋巴细胞与癌组织中表达的关系，

以期为肝癌临床诊断与治疗提供依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１５年１月至２０１６年１月

在新乡医学院第一附属医院普外科住院的 ＨＣＣ患

者６９例（ＨＣＣ组），男 ３９例，女 ３０例，中位年龄

４７０岁（２２～７５岁），术后病理检查均证实为肝细胞

癌；ＴＮＭ分期：Ⅰ期１７例，Ⅱ期１８例，Ⅲ期２０例，Ⅳ期１４

例；肝肾功能及血常规均在正常范围内。随机选择

４０例体检健康者作为对照组，其中男２３例，女１７例，

中位年龄４５．５岁（３０～６０岁）。２组对象的性别、中

位年龄比较差异均无统计学意义（Ｐ＞００５）。

１．２　主要试剂及仪器　磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）购自北京金桥生物技术有限公

司，人外周血淋巴细胞分离液购自天津市灏洋生物

制品科技有限责任公司，人 Ｐｇｐ、ＬＲＰ和 ＧＳＴπ酶

联免疫吸附试验检测试剂盒购自生工生物工程上海

（股份）有限公司，鼠抗人Ｐｇｐ、ＬＲＰ和ＧＳＴπ单克

隆抗体及 ＳＰ免疫组织化学试剂盒、二氨基联苯胺

（ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显色剂试剂盒均购于北京

博奥森生物技术有限公司。高速冷冻离心机购自日

立（中国）有限公司。

１．３　方法

１．３．１　提取外周血淋巴细胞　使用一次性抗凝血

抽血管（提前加入肝素抗凝）抽取２组受试者外周

静脉血５ｍＬ，室温保存。向装有２ｍＬ血样的真空

管中加入２ｍＬＰＢＳ混匀，缓慢将混匀的血样 ＰＢＳ

混合液加入到装有２ｍＬ淋巴细胞分离液的无菌离

心管中（血样混合液尽量位于提取液上层），２０℃下

１５００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ。吸去上层血浆，收集

中上层液面处白色云雾状狭窄带即为淋巴细胞层。

用等量的ＰＢＳ稀释收集到的淋巴细胞，再次２０℃

下２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，弃上清液，用微量离

心管将底部白色沉淀涂在载玻片上。

１．３．２　免疫组织化学法检测外周血淋巴细胞中 Ｐ

ｇｐ、ＬＲＰ和ＧＳＴπ的表达　载玻片于体积分数３％

过氧化氢去离子水中避光浸泡８ｍｉｎ，０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１

ＰＢＳ（ｐＨ＝７．２）冲洗２次，每次５ｍｉｎ；载玻片放入

柠檬酸缓冲液（０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ＝６．０））的水浴

锅中修复 ２０ｍｉｎ，冷却至室温，ＰＢＳ洗 ２次，每次

５ｍｉｎ。体积分数１０％正常羊血清封闭，３７℃孵育

１５ｍｉｎ。加入一抗，４℃过夜。ＰＢＳ洗 ２次，每次

５ｍｉｎ；加入二抗，３７℃孵育１ｈ。ＰＢＳ洗２次，每次

５ｍｉｎ，滴加链霉亲和素辣根过氧化物酶复合物（１

２００），３７℃孵育 ５０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗 ２次，每次 ５ｍｉｎ。

ＤＡＢ显色，镜下观察显色强度，适当终止，流水冲

洗。苏木精复染，常规脱水，透明，干燥，封片。

１．３．３　免疫组织化学法检测 ＨＣＣ组织中 Ｐｇｐ、

ＬＲＰ和 ＧＳＴπ的表达　ＨＣＣ组织标本经甲醛固

定，常规石蜡包埋，５μｍ连续切片，梯度乙醇脱蜡水

化，其余步骤按照免疫组织化学试剂盒说明书进行，

ＤＡＢ显色，苏木精复染，中性树胶固封。使用已知

阳性片做阳性对照，用ＰＢＳ代替一抗做阴性对照。

１．４　判定标准　Ｐｇｐ主要表达于细胞膜，细胞核

也有弱表达；ＬＲＰ主要表达于细胞质，ＧＳＴπ在细胞

膜和细胞质均有表达。每张切片在高倍镜下（×

４００）随机计数１０个视野的癌细胞，根据肿瘤细胞染

色程度及阳性细胞所占百分数进行综合评分。判断

标准：阳性细胞数 ＜１０％且染色极浅为阴性（－），

阳性细胞数≥１０％且染色呈淡黄色、黄色或棕黄色

为阳性（＋）。

１．５　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１３．０软件对数据进

行统计分析，计数资料以百分率（％）表示，组间比

较采用χ２检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　２组受试者外周血淋巴细胞中 Ｐｇｐ、ＬＲＰ及

ＧＳＴπ表达比较　结果见表１。ＨＣＣ组患者外周

血淋巴细胞中Ｐｇｐ、ＬＲＰ及ＧＳＴπ的阳性表达率均

高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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表１　２组受试者外周血淋巴细胞中Ｐｇｐ、ＬＲＰ及ＧＳＴπ表达比较

Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰｇｐ，ＬＲＰａｎｄＧＳＴπｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｂｅｔｗｅｅｎＨＣＣｇｒｏｕｐａｎｄ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

组别 ｎ
Ｐｇｐ

－／例（％） ＋／例（％）
χ２ Ｐ

ＬＲＰ
－／例（％） ＋／例（％）

χ２ Ｐ
ＧＳＴπ

－／例（％） ＋／例（％）
χ２ Ｐ

对照组 ４０ ３１（７７．５０） ９（２２．５０）
１４．９３ ＜０．０５

３５（８７．５０） ５（１２．５０）
４４．１０ ＜０．０５

３１（７７．５０） ９（２２．５０）
３６．２０＜０．０５

ＨＣＣ组 ６９ ２７（３９．１３） ４２（６０．８７） １５（２１．７４） ５４（７８．２６） １３（１８．８４） ５６（８１．１６）

２．２　ＨＣＣ组患者外周血淋巴细胞与癌组织中 Ｐ

ｇｐ、ＬＲＰ及 ＧＳＴπ表达比较　结果见表 ２。ＨＣＣ

患者外周血淋巴细胞和癌组织中Ｐｇｐ、ＬＲＰ及ＧＳＴ

π的阳性表达率比较差异均无统计学意义（Ｐ＞

００５）。

表２　ＨＣＣ患者外周血淋巴细胞与癌组织中Ｐｇｐ、ＬＲＰ、ＧＳＴπ表达比较

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰｇｐ，ＬＲＰａｎｄＧＳＴπｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓａｎｄｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓｉｎＨＣＣ

ｐａｔｉｅｎｔｓ

组别 ｎ
Ｐｇｐ

－／例（％） ＋／例（％）
χ２ Ｐ

ＬＲＰ
－／例（％） ＋／例（％）

χ２ Ｐ
ＧＳＴπ

－／例（％） ＋／例（％）
χ２ Ｐ

外周血淋巴细胞６９ ２７（３９．１３） ４２（６０．８７）
１．１５ ＞０．０５

１５（２１．７４） ５４（７８．２６）
２．５６ ＞０．０５

１３（１８．８４） ５６（８１．１６）
０．４９＞０．０５

肝癌组织 ６９ ２１（３０．４３） ４８（６９．５７） ８（１１．５９） ６１（８８．４１） １２（１７．４０） ５７（８２．６０）

２．３　ＨＣＣ患者耐药蛋白表达与 ＴＮＭ分期的关系

　结果见表３。不同 ＴＮＭ分期 ＨＣＣ患者外周血淋

巴细胞与癌组织中Ｐｇｐ、ＬＲＰ及ＧＳＴπ阳性表达率

比较差异均无统计学意义（Ｐ＞００５）。
表３　ＨＣＣ患者耐药耐药蛋白表达与ＴＮＭ分期关系

Ｔａｂ．３　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｉｔｈＨＣＣｐａｔｉｅｎｔｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔＴＮＭ ｓｔａｇｅｓ

ＴＮＭ分期 ｎ
Ｐｇｐ

＋／例（％） －／例（％）
χ２ Ｐ

ＬＲＰ
＋／例（％） －／例（％）

χ２ Ｐ
ＧＳＴπ

＋／例（％） －／例（％）
χ２ Ｐ

Ⅰ期 １７
　　外周血淋巴细胞 ８（４７．０６） ９（５２．９４）

０．１１８ ＞０．０５
９（５２．９４） ８（４７．０６）

１．１２１ ＞０．０５
１０（５８．８２） ７（４１．１８）

０．１１９ ＞０．０５
　　肝癌组织 ９（５２．９４） ８（４７．０６） １２（７０．５９） ５（２９．４１） ９（５２．９４） ８（４７．０６）

Ⅱ期 １８
　　外周血淋巴细胞 １０（５５．５６） ８（４４．４４）

０．４６８ ＞０．０５
１６（８８．８９） ２（１１．１１）

０．２３２ ＞０．０５
１５（８３．３３） ３（１６．６７）

０．１７７ ＞０．０５　　肝癌组织 １２（６６．６７） ６（３３．３３） １５（８３．３３） ３（１６．６７） １４（７７．７８） ４（２２．２２）

Ⅲ期 ２０
　　外周血淋巴细胞 １４（７０．００） ６（３０．００）

０．１２５ ＞０．０５
１７（８５．００） ３（１５．００）

１．１１１ ＞０．０５
１８（９０．００） ２（１０．００）

０．２２９ ＞０．０５
　　肝癌组织 １５（７５．００） ５（２５．００） １９（９５．００） １（５．００） １７（８５．００） ３（１５．００）

Ⅳ期 １４
　　外周血淋巴细胞 １０（７１．４３） ４（２８．５７）

０．８４８ ＞０．０５
１２（８５．７１） ２（１４．２９）

２．１５４ ＞０．０５
１３（９２．８６） １（７．１４）

０．３７３ ＞０．０５
　　肝癌组织 １２（８５．７１） ２（１４．２９） １４（１００．００） ０（０．００） １２（８５．７１） ２（１４．２９）

３　讨论

肝癌是临床上常见的消化系统恶性肿瘤之一，

严重威胁人们的健康。化学治疗主要应用于术后辅

助治疗及术后复发、转移或晚期不能切除的姑息治

疗，有时化学治疗也作为术前治疗手段以提高手术

切除率［５］。肝癌细胞多药耐药性是肝癌患者化学

治疗失败率较高的重要原因［６］。因此，了解肝癌耐

药基因的表达情况，对合理选择肝癌患者的化学治

疗方案、判断预后及寻找有效逆转肝癌耐药的药物

及方法大有裨益。

Ｐｇｐ、ＬＲＰ和ＧＳＴπ是肝癌耐药机制中研究较

多的多药耐药相关蛋白［７］。Ｐｇｐ是三磷腺苷（ａｄｅｎ

ｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）结合的盒式转运蛋白超家族

成员之一，通过消耗ＡＴＰ将药物从细胞膜泵到细胞

间隙，导致细胞内化学治疗药物浓度下降，细胞毒性

作用下降或者丧失，最终导致耐药［８］。ＬＲＰ主要位

于细胞质，其作用机制类似于穹窿体主蛋白［９］，ＬＲＰ

将化学治疗药物转运至细胞质囊泡内，以胞吐方式

将抗癌药物排出细胞，导致药物有效浓度下降产生

耐药［１０］。ＬＲＰ主要介导阿霉素、铂类、柔红霉素、烷

化剂等的耐药，参与早期耐药。ＧＳＴπ在细胞膜、细
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胞质均有表达，ＧＳＴπ通过增加亲电子类药物水溶

性加速药物外排、清除药物产生的自由基、隔绝脂质

过氧化等作用产生耐药。

本研究发现，健康人外周血淋巴细胞中 Ｐｇｐ、

ＬＲＰ和ＧＳＴπ也有阳性表达，但阳性表达率低于

ＨＣＣ患者，差异有统计学意义。进一步研究发现，

Ｐｇｐ、ＬＲＰ、ＧＳＴπ在 ＨＣＣ患者外周血淋巴细胞和

肝癌组织中的阳性表达率比较差异均无统计学意

义；不同ＴＮＭ分期 ＨＣＣ患者外周血淋巴细胞与肝

癌组织中Ｐｇｐ、ＬＲＰ和ＧＳＴπ阳性表达率比较差异

均无统计学意义。以上结果提示多药耐药蛋白 Ｐ

ｇｐ、ＬＲＰ、ＧＳＴπ在 ＨＣＣ患者外周血淋巴细胞和癌

组织中的表达具有高度一致性，通过检测ＨＣＣ患者

外周血淋巴细胞多药耐药蛋白表达，可辅助医生判

断患者对化学治疗药物的敏感程度及相关预后，且

方法简便、易行、可重复性好，给患者带来的痛苦小。

但本研究样本量较小，还需要临床大样本研究进一

步证实组织学和外周血检测多药耐药蛋白的相关性

和差异性。
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