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MRP2 蛋白在食管鳞癌中的表达及其与化疗耐药的相关性
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摘要 目的：探讨 MRP2 蛋白在食管鳞癌组织中的表达及其与食管癌化疗耐药的关系。方法：收集原发性食管鳞癌手术标本 70
例，采用免疫组织化学 Envision 法检测食管鳞癌组织及其癌旁组织中 MRP2 蛋白的表达情况，并采用 MTT 法检测食管鳞癌组织

对临床常用化疗药物的敏感性，分析其表达与食管癌化疗耐药的关系。结果：70 例食管鳞癌组织及其癌旁正常组织中的阳性表达

率分别为 58.6 %及 5.0 %。MRP2 蛋白在食管鳞癌组织中的阳性表达率明显高于癌旁正常食管组织(P<0.01)。食管鳞癌组织对环

磷酰胺、5- 氟尿嘧啶、吉西他滨、顺铂、卡铂、阿霉素、长春瑞滨、羟喜树碱等化疗药物的敏感性与其相应癌组织中 MRP2 表达明显

相关(P<0.01)。结论：MRP2 的表达与食管鳞癌对多种化疗药物耐药有较好的相关性，推测食管鳞癌组织中 MRP2 的高表达可能对

化疗耐药性的发生发展具有促进作用。
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ABSTRACT Objective: To investigate the expression of MRP2 protein and its correlation with the chemoresistance in esophageal

squamous cell carcinoma. Methods: 70 cases with esophageal squamous cell carcinomas were chosen. The expression of MRP2 in
esophageal squamous cell carcinomas and pericarcinoma tissues was detected with immunohistochemical Elivision TM plus non-hiotin
technique. The chemoresistace was assayed by MTT method. Results: The positive expression rates of MRP2 protein in esophageal squa-
mous cell carcinomas and pericarcinoma tissues were 58.6 % and 5.0 % respectively. The positive expression rates of MRP2 protein in
esophageal squamous cell carcinomas were significantly higher than that in pericarcinoma tissues (P<0.01). The expression of MRP2 was
negatively correlated to the chemoresistance, except mitomycin and paclitaxel. Conclusion: The MRP2 protein is overexpressed and the
chemoresistance of the chemotherapeutics probably correlates with the MRP2 expression in esophageal squamous cell carcinomas.
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前言

随着近年来对恶性肿瘤的发生、发展、生物学行为及化疗

耐药分子机制的认识不断加深，已发现多种酶和蛋白表达的异

常与肿瘤细胞产生耐药性密切相关[1-3]。其中多药耐药相关蛋白

2（Multidrug resistance associated protein 2, MRP2）是近年来研

究得最多的肿瘤耐药相关蛋白之一[4,5]。目前已证实 MRP2 参与

了多种类型肿瘤细胞的多种化疗药物耐药过程，但其与食管鳞

癌耐药的关系研究少见报道。本研究采用 Envision 法检测 70
例食管鳞癌组织中 MRP2 蛋白的表达情况，并检测相应癌组织

对临床常用化疗药物的敏感性，旨在探讨食管鳞癌组织中

MRP2 蛋白表达与化疗耐药性产生的相关性，为临床制定个性

化的联合化疗方案、提高疗效提供客观的参考依据。

1 材料与方法

1.1 临床资料

收集 2008 年 1 月 -2010 年 4 月高明区中医院外科收治的

食管鳞癌患者手术切除标本 70 例，其中男性 62 例，女性 8 例；

年龄 36～70 岁，平均年龄（59.03±6.50）岁；按照 2009 年国际

抗癌联盟第 7 版食管癌国际 TNM 分期标准进行临床分期：Ⅰ

期 5 例，Ⅱ期 36 例，Ⅲ期 29 例。新鲜切除癌组织标本分成两

份，一份经 10％福尔马林固定，常规石蜡包埋；一份用于化疗

药物药敏试验。另选择上述食管鳞癌标本中癌旁组织 60 例作

为对照组。所有标本的选取均经病理专家检查是否与设计相

符。
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学检测及结果判断 EnVision 试剂盒、鼠抗

人单克隆抗体 MRP2 (即用型)、DAB 显色试剂盒均购自迈新生

物技术公司。采用免疫组化 EnVision 法,其具体操作步骤按试

剂盒说明书进行。以 PBS 代替一抗作阴性对照，以已知阳性反
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应片作阳性对照。
光镜下观察，染色结果判断：以癌细胞胞浆出现黄色或棕

黄色颗粒状为染色阳性。每张切片随机选取 5 个高倍视野，按

阳性细胞比例判断：无着色或阳性细胞比例＜10％为阴性（-），

阳性细胞在 10％～25％为弱阳性 （+），25％～75％为中度阳

性（++），＞75％为强阳性（+++）。
1.2.2 MTT 法检测食管鳞癌组织对临床常用化疗药物的敏感

性 将手术切除的新鲜癌组织制成细胞悬液，RPMI 1640 培养

液将细胞浓度调整到 5×105/mL～106/mL。设计空白对照组(只
加培养液)、肿瘤细胞对照组(不加抗癌药物)和实验组(高浓度

组，低浓度组)，每组设 4 个复孔。将调整好的细胞悬液接种于

每组各孔，置于 37℃、5％CO2 培养箱中培养 24 h。选择环磷酰

胺、5- 氟尿嘧啶、吉西他滨、顺铂、卡铂、阿霉素、丝裂霉素、长春

瑞滨、紫杉醇、羟喜树碱 10 种常用化疗药物为检测药物，按照

其临床血浆峰值浓度的 20 倍制成储存液，实验组中高浓度组

加入 10 μL 储存液，低浓度组加入稀释 1 倍后的储存液 10 μL
。培养 48 h 后每孔加入 MTT 试剂(5 mg/mL)20 μL，继续培养 4
h，弃上清液，每孔加入 DMSO 150 μL，振荡 5 min，酶标仪以波

长 570 nm 波长测定各孔吸光度值。化疗药物抑制率的计算：化

疗药物的抑制率 （IR）= (肿瘤细胞对照组 OD 值 - 实验组 OD
值)/(肿瘤细胞对照组 OD 值 - 空白对照组 OD 值)×100％，化

疗药物耐药性判断标准：化疗药物的抑制率≤30％为耐药，31
％～50％为低度敏感，51％～70％为中度敏感，≥70％为高度

敏感。
1.3 统计学方法

应用 SPSS 13.0 统计软件对实验结果进行统计学分析。计

数资料运用卡方检验法，相关性采用 Spearman 等级相关检验。
以 P＜0.05 为差别具有统计学意义。

2 结果

2.1 食管鳞癌及癌旁正常食管组织中 MRP2 的表达比较

70 例食管鳞癌组织中 MRP2 表达阳性 41 例，其中表达为

（+）者 21 例，表达为（++）者 7 例，表达为（+++）者 13 例，阳性

表达率为 58.6％,而在癌旁正常食管组织中 MRP2 表达阳性 3
例，阳性表达率为 5.0％。MRP2 蛋白在食管鳞癌组织中的阳性

表达率明显高于癌旁正常食管组织(P<0.01)。
2.2 MRP2 的表达与癌组织对常用化疗药物敏感性检测结果的

相关性

食管鳞癌组织对 10 种化疗药物敏感性试验结果与其相应

癌组织中 MRP2 的表达情况进行 Spearman 相关分析发现，

MRP2 的表达高低与相应食管鳞癌组织对环磷酰胺、5- 氟尿嘧

啶、吉西他滨、顺铂、卡铂、阿霉素、长春瑞滨、羟喜树碱的敏感

性 呈 负 相 关 ，r 值 分 别 为 0.653、0.627、0.619、0.586、0.608、
0.573、0.594 和 0.552(P<0.01)，食管鳞癌组织对紫杉醇、丝裂霉

素与其相应癌组织中 MRP2 的表达无相关性（P>0.05）（表 1 和

表 2）。

Note: R: Drug resistance; L: Low sensitivity; M: Middle sensitivity; H: High sensitivity.

表 1 MRP2 的表达与癌组织对常用化疗药物敏感性检测结果的相关性

Table 1 The relationship between the expression of MRP2 protein and the chemoresistance in esophageal squamous cell carcinoma

MRP2
Cyclophosphamide 5 - fluorouracil Gemcitabine Cisplatin Carboplatin

R L M H R L M H R L M H R L M H R L M H

- 0 5 13 11 0 6 12 11 0 6 13 10 0 4 13 12 0 5 12 12

+ 4 10 5 2 3 11 5 2 4 11 5 1 5 12 4 0 6 15 4 0

++ 4 2 1 0 2 3 2 0 5 2 1 0 6 1 0 0 5 2 0 0

+++ 11 2 0 0 11 2 0 0 12 1 0 0 13 0 0 0 13 0 0 0

Note: R: Drug resistance; L: Low sensitivity; M: Middle sensitivity; H: High sensitivity.

MRP2
Doxorubicin Mitomycin Changchun vinorelbine Paclitaxel Hydroxycamptothecin

R L M H R L M H R L M H R L M H R L M H

- 0 6 14 9 2 5 10 12 0 7 14 8 0 5 13 11 0 7 12 10

+ 3 10 4 4 6 4 7 4 4 9 3 5 5 5 6 5 4 8 5 4

++ 3 2 2 0 0 2 4 1 3 3 1 0 0 1 4 2 2 3 3 0

+++ 9 4 0 0 0 0 6 7 7 5 1 0 0 0 8 5 8 5 0 0

表 2 MRP2 的表达与癌组织对常用化疗药物敏感性检测结果的相关性

Table 2 The relationship between the expression of MRP2 protein and the chemoresistance in esophageal squamous cell carcinoma

3 讨论

近年来食管鳞癌发病率和死亡率在国内均呈增长趋势，多

数患者确诊时已属中、晚期，临床主要采用以手术切除结合术

后放化疗为主的多学科综合性治疗[6]，但患者化疗有效率和化

疗后中位生存时间仍然很低，其中化疗药物的耐药性是导致食

管鳞癌患者预后不良的重要原因之一[7-10]。耐药的产生主要是

由于多药耐药现象（multidrug resistance，MDR）[11-14]。MRP2 是与

MDR 密切相关的 ABC 转运蛋白家族（ATP binding cassette）的

重要成员之一。MRP2 定位于细胞膜，是一类能量依赖性跨膜

糖蛋白，主要转运疏水性、不带电荷分子或水溶性阴离子化合
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物[15]。研究表明 MRP2 具有的膜转运功能参与了多药耐药，它

通过减少还原型谷胱甘肽的协同转运机制，调控胞浆及细胞器

的 pH 值而降低药物到达作用部位的数量，并逆浓度梯度减少

胞内药物浓度而导致耐药的发生[16]。目前在多种组织中都进行

了由 MRP2 介导的药物耐药性研究，已证实了 MRP2 在多种恶

性肿瘤细胞对抗化疗药物从而形成耐药现象方面起着重要的

作用[17-20]。但 MRP2 在食管癌中的表达与耐药相关性尚未见研

究报道。
本研究运用免疫组化检测食管鳞癌及癌旁正常食管组织

中的 MRP2 表达情况，结果发现 70 例食管鳞癌组织中 MRP2
表达阳性有 41 例，阳性表达率为 58.6％，而在癌旁正常食管

组织中 MRP2 表达阳性 3 例，阳性表达率为 5.0％。MRP2 蛋白

在食管鳞癌组织中的阳性表达率明显高于癌旁正常食管组织。
提示在食管鳞癌组织中 MRP2 蛋白呈过表达，这种表达异常可

能在食管鳞癌的发生过程中起一定的生物学作用。
为进一步探讨 MRP2 表达与癌组织耐药性之间的关系，本

研究同时检测了相应食管鳞癌组织的药敏实验，结果食管鳞癌

组织对环磷酰胺、5- 氟尿嘧啶、吉西他滨、顺铂、卡铂、阿霉素、
长春瑞滨、羟喜树碱等化疗药物的敏感性与其相应癌组织中

MRP2 表达明显相关，食管鳞癌组织对紫杉醇、丝裂霉素与其

相应癌组织中 MRP2 的表达无相关性。说明 MRP2 表达与食管

鳞癌的多种化疗药物耐药有较好的相关性，即 MRP2 的表达高

低与环磷酰胺、5- 氟尿嘧啶、吉西他滨、顺铂、卡铂、阿霉素、长
春瑞滨、羟喜树碱药物敏感性存在负相关性，推测食管鳞癌患

者体内癌组织 MRP2 的高表达可能对肿瘤耐药性产生具有促

进作用，MRP2 的高表达者，环磷酰胺、5- 氟尿嘧啶、吉西他滨、
顺铂、卡铂、阿霉素、长春瑞滨、羟喜树碱药物敏感性降低，但其

具体作用机制仍有待进一步探讨。
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