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Abstract
AIM: To detect the expression of multidrug 
resistance gene product in colorectal carcinoma 
(CRC) and analyze their significance in the 
chemotherapy for CRC.

METHODS: Fifty-six CRC patients who under-
went radical surgery from May 2007 to May 
2009 at our hospital were randomly selected. Ten 
healthy subjects who underwent colonoscopy 
and biopsy were randomly selected as controls. 
The streptavidin-peroxidase (SP) immunohis-
tochemistry was used to detect the expression 
of GST-π, P-gp, Topo-II, TS and MRP in CRC 

tissues and normal mucosal tissues. The clinico-
pathological data of the patients were analysed 
retrospectively.

RESULTS: The expression of GST-π, P-gp, 
Topo-II, TS and MRP proteins showed signifi-
cant differences between CRC patients and con-
trol patients (all P < 0.01 or 0.05). The positive 
expression rates of GST-π, P-gp, Topo-II, TS and 
MRP proteins in CRC were 73.2% (41/56), 66.1% 
(37/56), 48.2% (27/56), 41.1% (23/56) and 37.5% 
(21/56), respectively. The positive expression 
rates of these proteins were closely correlated 
with histological type and degree of differentia-
tion, but not correlated with patient sex, age, tu-
mors site, tumor size, invasive depth and lymph 
node metastasis.

CONCLUSION: The expression of GST-π, P-gp, 
Topo-II, TS and MRP proteins in CRC shows 
obvious heterogeneity. The overexpression of 
these protein underlies the multidrug resistance 
in CRC.
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摘要
目的: 探讨大肠癌组织中多药耐药基因产物
的表达特点及其对大肠癌化疗的指导意义. 

方法: 随机选取2007-05/2009-05空军总医院普
通外科行根治性手术的大肠癌患者56例组成
试验组, 选取在消化内科门诊健康体检行肠镜
活检患者10例组成对照组. 应用免疫组织化学
法检测两组标本中GST-π、P-gp、Topo-Ⅱ、

TS和MRP的表达, 并结合其临床病理资料进
行回顾性分析. 

结果: G S T- π、P - g p、T o p o - Ⅱ、T S 和
M R P 在实验组和对照组间的表达差异显
著(P <0.01或<0.05), GST-π、P-gp、Topo-
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■背景资料
大肠癌是最常见
的消化系恶性肿
瘤之一, 化疗是治
疗进展期大肠癌
的重要措施. 其成
败将直接关系着
大肠癌患者的预
后. 目前临床上虽
然对大肠癌患者
提倡进行个性化
的联合化疗方案, 
但具体疗效仍不
尽人意; 肿瘤的多
药耐药性(MDR)
是最主要的原因.
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Ⅱ、T S 和 M R P 在 大 肠 癌 中 的 阳 性 表 达
率依次为73.2%(41/56)、66.1%(37/56)、
48.2%(27/56)、41.1%(23/56)和37.5%(21/56). 
他们的表达与性别、年龄、肿瘤部位、大
小、侵袭深度和转移与否均无关, 而与肿瘤的
分化程度和组织学类型密切相关.

结论: GST-π、P-gp、Topo-Ⅱ、TS和MRP在
大肠癌表达存在明显的异质性, 其高表达是大
肠癌多药耐药产生的基础. 
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0  引言

大肠癌是我国最常见的消化系恶性肿瘤之一, 化
疗是进展期大肠癌治疗的重要临床措施[1-2]. 术
前新辅助化疗可降低大肠癌分期、改善术式选

择、提高近期疗效; 术后化疗可抑制大肠癌复

发、治疗肿瘤转移. 因此, 化疗的成败将直接关

系大肠癌患者的预后[3]. 其疗效取决于肿瘤对化

疗药物的敏感程度, 这由肿瘤自身的生物学特

性决定[4]. 虽然目前临床上对大肠癌提倡进行个

性化联合化疗方案, 但临床疗效仍不十分满意; 
肿瘤的多药耐药性(multidrug resistance, MDR)
是最主要的原因[5]. 因此, 明确相关耐药基因产

物在大肠癌肿瘤组织中的表达特点对了解大肠

癌的生物学特性、指导大肠癌患者个性化医疗

具有重要的临床意义. 研究发现[6-10]: 胎盘型谷

胱甘肽-S-转移酶-π(glutathione-s-transferase π, 
GST-π)、P-糖蛋白(P-glycoprotein, P-gp)、拓扑

异构酶Ⅱ(topoisomerase Ⅱ, Topo-Ⅱ)、胸苷酸

合成酶(thymidylate synthase, TS)和多药耐药相

关蛋白(multidrug resistance related protein, MRP)
与肿瘤化疗的多药耐药密切相关. 我们采用免

疫组织化学方法联合检测大肠癌肿瘤组织中

GST-π、P-gp、Topo-Ⅱ、TS和MRP的表达特

点, 探讨其与临床病理特征的关系, 为临床判定

大肠癌对化疗的敏感性提供客观的参考指标. 
同时, 也为大肠癌患者制定个性化化疗方案提

供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 随机选取2007-05/2009-05我院普通外
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科行根治性手术的大肠癌患者56例组成试验组; 
消化内科门诊行肠镜检查、无结直肠肿瘤病

史、组织学结果正常者10例组成对照组. 所有

病理标本均经甲醛固定、石蜡包埋, 并经HE染
色组织学确诊. 全部病例术前均未行放化疗. 即
用型GST-π鼠抗人mAb(产品编号: ZM-0110, 克
隆号: LW29)、即用型P-gp鼠抗人mAb(产品编

号: ZM-0179, 克隆号: C494)、即用型Topo-Ⅱ鼠

抗人mAb(产品编号: ZM-0245, 克隆号: 3F6)、
即用型TS鼠抗人mAb(产品编号: ZM-0259, 克
隆号: TS106)、即用型MRP鼠抗人mAb(产品编

号: ZM-0345, 克隆号: OCRL-1)、通用型SP检测

试剂盒(SP-9000)、DAB显色试剂盒均购自北京

中杉金桥生物技术有限公司. 试验由LAB Vision 
Autostainer360自动染色仪系统(福建迈新公司)
程控完成、镜下图像以Olympus Dp70图像采集

分析仪进行采集、分析.
1.2 方法 切片常规脱蜡至水, PBS浸泡5 min; 
GST-π无需抗原修复, P-gp、Topo-Ⅱ经10 mmol/L 
pH6.0的EDTA修复液高压加热抗原修复, TS、
MRP经1 mmol/L pH9.0的EDTA修复液高压加热

抗原修复. 30 mL/L H2O2孵育10 min, PBS冲洗, 
2 min×3次. 滴加正常山羊血清工作液孵育10 
min; 倾去, 勿洗. 滴加一抗37℃孵育1.5 h, PBS冲
洗2 min×3次. 滴加二抗37℃孵育20 min, PBS冲
洗2 min×3次. 滴加辣根酶标记链霉卵白素37℃
孵育30 min, PBS冲洗2 min×3次. DAB显色, 冲
洗, 复染, 脱水, 透明, 封片. PBS代替一抗作阴性

对照, 正常大肠黏膜上皮表达作阳性对照. 
GST-π、TS定位于细胞质; P-gp、MRP定

位于细胞膜和细胞质; Topo-Ⅱ定位于细胞核. 
在200倍的视野下随机选取10个视野, 记数每

个视野中肿瘤细胞的染色情况, 取平均值. 结果

判定[11]: 以定位部位中出现粗细一致的棕黄色

颗粒为阳性染色. 按切片中阳性细胞占全部细

胞数的百分数对表达强度进行分级: 阳性细胞

数<10%定为阴性, 10%-25%阳性定为阳性(+), 
25%-75%明显阳性定为中度阳性(++), >75%阳

性则为强阳性(+++). 评分过程由两名高年资病

理科医生独立完成.
统计学处理 应用SPSS15.0统计软件包进

行统计分析. 计数资料采用2个(或多个)样本率

比较的χ2检验, 正态分布的计量资料采用随机

设计的两总体均数的t 检验 ,  积分相关性采用

Spearman等级相关分析, P <0.05为差异有统计学

意义.
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■创新盘点
本研究采用免疫
组织化学SP法联
合检测GST-π、
P-gp、Topo-Ⅱ、

TS和MRP在大肠
癌肿瘤组织中的
表达, 探讨多药耐
药基因产物的表
达与大肠癌的临
床病理特征的关
系, 为临床上判定
大肠癌对化疗的
敏感性提供客观
的 参 考 指 标 .  同
时, 也为大肠癌患
者制定个性化化
疗方案提供理论
指导.
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2  结果

2.1 一般材料 试验组共有56例, 男31例, 女25例; 
年龄39-83(中位年龄61.42±13.32)岁; 肿瘤大小

2.6-11.2(平均5.81±2.16) cm; 部位: 结肠29例, 直
肠27例; 分化类型: 高分化腺癌6例、中分化腺

癌15例, 低分化腺癌21例、黏液腺癌14例. 肿瘤

组织侵及黏膜及黏膜下12例, 侵入肌层19例, 侵
入浆膜或浆膜外25例; 无淋巴结转移28例, 1-5枚
淋巴结转移19例, 5枚以上淋巴结转移9例. TNM
分期: Ⅰ期10例, Ⅱ期17例, Ⅲ期20例, Ⅳ期9例. 
对照组共10例, 男7例, 女3例; 年龄42-66(中位年

龄56.26±8.47)岁; 结肠6例, 直肠4例. 2组患者在

性别、年龄、标本部位方面无统计学差异.
2.2 GST-π、P-gp、Topo-Ⅱ、TS和MRP在大肠

癌肿瘤组织中的表达 GST-π、TS蛋白呈棕黄

色细颗粒表达于胞质(图1); 肿瘤间质不染色. 
P-gp、MRP主要表达于细胞膜和细胞质, 呈棕

褐色颗粒状; 肿瘤间质不染色(图1). Topo-Ⅱ主要

表达于细胞核, 呈棕褐色颗粒状, 肿瘤间质不染

色(图1). 大肠癌组中GST-π、P-gp、Topo-Ⅱ、

TS、MRP的阳性表达率依次为: 73.2%(41/56)、
66.1%(37/56)、48.2%(27/56)、41.1%(23/56)、
37.5%(21/56). 除GST-π有1例在正常大肠黏膜

上有弱阳性表达外, 其余在正常大肠黏膜上均

无阳性表达. 2组间差异显著(GST-π: χ2 = 12.05, 
P <0.01; P-gp: χ2 = 12.47, P <0.01; Topo-Ⅱ: χ2 = 
6.29, P <0.05; TS: χ2 = 4.62, P <0.05; MRP: χ2 = 
4.03, P <0.05).
2.3 GST-π、P-gp、Topo-Ⅱ、TS和MRP表达与

大肠癌临床病理特点之间的关系 由表1可知, 
GST-π、P-gp、Topo-Ⅱ、TS、MRP的表达与患

者性别、年龄、肿瘤部位、大小、侵袭深度及

转移与否均无关, 而与肿瘤分化类型密切相关: 
GST-π、P-gp、Topo-Ⅱ、TS、MRP随肿瘤分化

■应用要点
联 合 检 测
GST-π、P-gp、
Topo-Ⅱ、TS和
MRP在大肠癌肿
瘤组织中的表达
可作为判断大肠
癌预后和对化疗
敏感性的有效指
标. 这有助于为大
肠癌患者制定和
提供疗效更好、

敏感性更高、不
良反应更小的个
体化治疗措施.

图  1  GST-π、P-gp、Topo-Ⅱ、TS、MRP在大肠癌组织中的表达(SP×200). A: 大肠中分化腺癌; B: GST-π阳性表达; C: TS

阳性表达; D: P-gp阳性表达; E: MRP阳性表达; F: Topo-Ⅱ阳性表达.

BA

DC

FE
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程度的降低表达阳性率逐渐升高. 统计学差异

显著(高分化和中分化之间无差异, 低分化和黏

液腺癌之间无差异, 但高中分化与低分化、黏

液腺癌组间差异显著).

3  讨论

肿瘤的MDR是指肿瘤细胞被一种药物诱发耐

药后, 同时对其他多种结构和作用机制完全不

同的药物产生交叉耐药的一种现象[12-14]; 这是导

致大肠癌化疗失败的主要原因之一. MDR是一

个多基因参与、涉及多种基因产物的复杂过程. 
目前已发现耐药谱明确的耐药基因有11种[15], 分
为: 药泵蛋白、药物代谢酶类、DNA修复酶、

蛋白质合成限速酶等. 不同肿瘤所具有的耐药

表型各异, 这可能是单种耐药基因或多种耐药

基因同时表达的结果. 目前已明确的MDR机制

有以下4种[16-17]: (1)典型MDR(由MDR1及其产

物P-gp介导); (2)非典型MDR(由Topo-Ⅱ介导); 

(3)GST-π表达; (4)TS表达.
P-gp与MRP分别由MDR1和MRP基因编

码, 同属三磷酸腺苷结合盒(ATP binding cassette, 
ABC)跨膜转运蛋白超家族 [18]. 两者均通过与

细胞内化疗药物结合、借助AT P供能将药物

“泵”出细胞外, 使细胞内化疗药物浓度下降、

毒性减低或消失从而达到耐药作用. 因此, P-gp
与MRP具有相似的耐药谱, 都是对疏水性抗癌

药(如: 蒽环类、长春碱类、表鬼臼毒素类、放

线菌素D、米托蒽醌、紫杉碱等)起作用[19], 其中

MRP对紫杉碱类更敏感. 研究证实[20]: P-gp高表

达与肿瘤转移潜能、低缓解率、高复发率、化

疗疗效差、生存期短等密切相关. 本研究显示: 
P-gp在大肠癌中阳性表达率(高达66.1%)明显

高于MRP, 且与大肠癌的分化程度相关. 这说明

P-gp是大肠癌MDR的重要因素之一.
GST-π属于GST家族成员, 可与亲脂性细胞

毒药物(如顺铂、阿霉素、丝裂霉素等)结合, 促

表  1  GST-π、P-gp、Topo-Ⅱ、TS、MRP表达与大肠癌临床病理参数之间的关系

     
因素		    n

	        GST-π		     P-gp	                Topo-Ⅱ		   TS	              MRP

		                  (-)     (+)-(+++)       (-)     (+)-(+++)        (-)      (+)-(+++)       (-)      (+)-(+++)      (-)      (+)-(+++)

性别

    男		  31           7           24           11           20           16           15           19           12           20          11

    女		  25           8           17             8           17           13           12           14           11           15          10

年龄(岁)

    ≤45		  13           5             8             7             6             9             4             9             4             8            5

    46-60		  29           4           25           11           18           12           17           15           14           17          12

    >60		  14           6             8             7             7             8             6             9             5           10            4

肿瘤大小(cm)

    ≤5		  21           7           14           10           11           11           10           12             9           15            6

    >5		  35           8           27             9           26           18           17           21           14           20          15

肿瘤部位

    结肠		  29           6           23           15           14           14           15           16           13           16          13

    直肠		  27           9           18           14           13           15           12           14           10           19            8

分化

    高分化		   6           4             2             4             2             5             1             6             0             6            0

    中分化		 15           8             7           10             5           14             1           14             1           15            0

    低分化		 21           2           19a            3           18a            7           14a             3          14a           8          13a

    黏液腺癌	 14           1           13a             2           12a	            3           11a             6            8a           6            8a

侵袭深度

    浆膜内		 31           8           23           10           21           17           14           17           14           19          12

    浆膜及以外	 25           7           18             9           16           12           13           16             9           16            9

淋巴结转移

    无		  28           5           23             7           21           15           13           15           13           17          11

    1-5枚		  19           7           12             8           11             9           10           12             7           13            6

    >5枚		    9           3             6             4             5             5             4             6             3             5            4

aP<0.05 vs  高分化、中分化.

■同行评价
本研究选题较好, 
设计合理, 结果可
靠, 具有很好的临
床参考价值.
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使其代谢成无毒物质而排出体外, 从而降低药

物的细胞毒作用, 增加细胞的耐药性. 另外, 由
于MRP的“泵”作用与细胞内的谷胱甘肽浓度

有关, 而GST-π与谷胱甘肽的氧化还原状态及宿

主细胞的分化、DNA修复、转录因子激活和损

失保护密切相关[20-21]. 因此, GST-π也参与MRP
介导的耐药作用. 所以, GST-π所介导的MDR范
围更广. 本研究显示: GST-π的阳性表达率高达

73.2%, 且随肿瘤分化程度降低而明显升高. 这
说明GST-π也是大肠癌MDR的重要因素之一, 其
高表达也是大肠癌预后不佳的指标.

TS是胸苷酸合成的限速酶, 抑制该酶将阻

止大肠癌细胞DNA合成、抑制肿瘤细胞分裂、

诱导肿瘤细胞凋亡. TS是5-FU的作用靶点. 5-FU
进入人体后先转变成FdUMP, 再与TS和四氢叶

酸一起形成三元络合物, 阻止dTMP合成、干扰

肿瘤细胞DNA的合成, 从而达到杀死肿瘤细胞

的目的[22-23]. 而TS的过表达将使FdUMP不能完

全抑制TS的作用, 诱发肿瘤细胞对5-FU产生耐

药. 5-FU是目前大肠癌临床化疗的主要药物, 而
本研究显示: TS在大肠癌组织中的阳性表达率

高达41.1%, 且随肿瘤的分化程度降低而明显增

高. 因此, 有必要对大肠癌肿瘤细胞进行TS表达

的相关检测以评价肿瘤对于5-FU的敏感性. 
To p o-Ⅱ参与真核细胞D N A的转录、翻

译、复制及染色体分离等过程, 能促进肿瘤细

胞内DNA合成、提高肿瘤的增殖能力[24-25]. 因
此, Topo-Ⅱ含量的减少和(或)Topo-Ⅱ活性的降

低将导致肿瘤的多药耐药. 目前临床上用于大

肠癌化疗的Topo-Ⅱ抑制剂有阿霉素、依托泊

苷、铂类以及5-FU等. 他们的抗癌活性不仅在

于抑制酶活性本身, 而且还通过增加裂解复合

物的稳定性来影响癌细胞的增殖、诱导肿瘤细

胞凋亡. 本研究虽然发现大肠癌组织中Topo-Ⅱ
的阳性表达率较高, 但未对其进行活性的检测. 
因此, 尚不能仅由此结果就断言Topo-Ⅱ的阳性

表达者一定对化疗敏感. 
现代肿瘤学研究发现[4,14]: 恶性肿瘤在发生

时就已经决定了其生长、侵袭、转移等生物

学行为特征. 本研究显示: 多药耐药基因产物

的表达只与大肠癌的分化类型密切相关. 这说

明大肠癌的MDR也是由其本身的生物学特征

所决定, 与上述理论一致. 因此, 本研究有助于

加深对大肠癌生物学特征的了解. 文献报道的

GST-π、P-gp、Topo-Ⅱ、TS、MRP阳性率差

别较大[26-30]. 分析原因: (1)各指标的特异性较差; 

(2)抗体因素: 单克隆抗体与多克隆抗体的敏感

性不同, 克隆系和抗体滴度的不同也会影响试

验结果. (3)试验操作因素: 试验温度、反应时间

等因素干扰. 因此, 仅靠单一项目将无法承担评

判大肠癌对于化疗敏感性的指标. 只有对大肠

癌组织进行GST-π、P-gp、Topo-Ⅱ、TS、MRP
等多基因产物的联合检测, 才能更客观、全面

地筛选出针对不同耐药机制的高效低毒药物. 
这有助于为大肠癌患者制定个体化化疗方案、

前瞻性优化化疗药物、设计合理的药物逆转策

略、减少化疗盲目性、提高疗效预见性、改善

大肠癌患者的预后.
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