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胃癌组织ＧＳＴπ基因表达检测及临床意义分析
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　　摘　要：目的　探讨胃癌组织中多药耐药基因谷胱甘肽Ｓ转移酶（ＧＳＴ）π的表达及临床意义。方法　采用逆转录聚合酶链

反应检测５３例胃癌组织标本和１５例正常胃黏膜组织标本ＧＳＴπ基因的表达，分析其与胃癌病理特征的关系。结果　癌组织

ＧＳＴπ基因相对表达值为０．５６±０．２７，高于正常胃黏膜组织（０．１８±０．１３）（狋＝５．３０，犘＜０．０５）；不同分化程度胃癌组织ＧＳＴπ基

因表达程度差异具有统计学意义（狋＝２．６７，犘＜０．０５）。结论　ＧＳＴπ基因高表达可能导致胃癌产生多药耐药性，ＧＳＴπ检测对

制订化疗方案有一定指导意义。
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　　胃癌是常见消化道恶性肿瘤，具有较高发病率和病死

率［１］。化疗是除手术治疗外最为重要的辅助治疗手段，但多药

耐药性（ＭＤＲ）可降低化疗效果或导致化疗失败。谷胱甘肽Ｓ

转移酶（ＧＳＴ）π在 ＭＤＲ形成中的作用逐渐受到重视。本研

究从分子水平检测胃癌组织 ＧＳＴπ基因表达水平，并分析其

与胃癌耐药的关系，为制订合适的化疗方案提供理论依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　胃癌患者５３例（胃癌组），男３０例、女２３例，

高分化腺癌１３例、中分化腺癌１５例、低分化腺癌２５例，肿瘤

直径大于５ｃｍ者１６例、小于或等于５ｃｍ者３７例，胃底部瘤９

例、胃体部瘤１１例、胃窦部瘤３３例，淋巴转移３４例、无淋巴转

移１９例，均经病理检查证实。１５例健康者纳入对照组。所有

患者于接受任何抗肿瘤治疗前采集胃癌组织标本（胃切缘组织

标本），健康者于体检时采集胃黏膜组织标本。

１．２　仪器与试剂　Ｔｒｉｚｏｌ试剂（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），聚合酶链反

应（ＰＣＲ）试剂盒（上海生工），ＰＥ７５００荧光定量ＰＣＲ扩增仪

（美国ＡＢＩ），ＧＢＯＸ紫外凝胶成像系统（美国Ｇｅｎｅ），Ａ３５００逆

转录试剂盒（美国Ｐｒｏｍｅｇａ），ＮＤ２０００微量核酸定量仪（芬兰

Ｔｈｅｒｍｏ），ＤＮＡ分子标记物（北京天根）。

１．３　方法

１．３．１　引物合成　ＧＳＴπｍＲＮＡ引物
［２］：５′ＣＣＣＡＴＣＡＴＴ

ＧＣＡＡＴＡＧＣＡＧＧ３′，５′ＴＧＴＴＣＡ ＡＡＣＴＴＣＴＧＣＴＣＣ

ＴＧＡ３′，扩增产物３２５ｂｐ；磷酸甘油醛脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）引物：

５′ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣ３′，５′ＧＡＡＧＡＴＧＧＴ

ＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ３′，扩增产物２２６ｂｐ；由北京赛百盛公司

合成。

１．３．２　总ＲＮＡ提取　按照Ｔｒｉｚｏｌ试剂说明书提取组织标本

总ＲＮＡ，经ＮＤ２０００微量核酸定量仪测定浓度和纯度后用

０．１％焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）水溶解至大致相同浓度。

１．３．３　ｃＤＮＡ合成　逆转录反应体系：总ＲＮＡ２μＬ，１０×缓

冲液２μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ混合液２μＬ，ＡＭＶ逆转录酶０．６

μＬ，核酸酶（ＲＮａｓｅ）抑制剂０．５μＬ，随机引物１μＬ，２５ｍｍｏｌ／Ｌ

ＭｇＣｌ２４μＬ，用无 ＲＮａｓｅ双蒸水补足至２０μＬ；反应条件：

４２℃１５ｍｉｎ、９５℃５ｍｉｎ。合成的ｃＤＮＡ用无ＲＮａｓｅ双蒸水

稀释至１００μＬ备用。

１．３．４　ＰＣＲ扩增　ＰＣＲ扩增反应体系：２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ１．５

μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２２．４μＬ，５Ｕ／μＬＴａｑ酶０．３μＬ，１０×缓

冲液３μＬ，上下游引物各２μＬ，ｃＤＮＡ５μＬ，用无菌水补至３０

μＬ；反应条件：９４℃５ｍｉｎ，９５℃４５ｓ、５５℃４５ｓ、７２℃１ｍｉｎ

循环３０次，７２℃５ｍｉｎ。

１．３．５　结果判断　取５μＬＰＣＲ扩增产物与溴酚蓝指示剂充

分混匀后，采用２％琼脂糖凝胶电泳，１００Ｖ电泳１ｈ后在紫外

凝胶成像系统中照相并分析结果。根据目的条带与ＧＡＰＤＨ

条带光密度比值计算目的基因相对定量值。
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１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行结果分析，

计量资料以狓±狊表示，采用两独立样本狋检验，显著性检验水

准为α＝０．０５。

２　结　　果

２．１　ＧＳＴπ基因表达检测　ＧＳＴπ癌组织和正常组织中的

表达率分别为６９．８％（３７／５３）、１３．３％（２／１５）；胃癌组织呈高

表达状态，相对定量表达值为０．５６±０．２７，正常胃黏膜组织呈

相对低表达或不表达状态，相对定量表达值为０．１８±０．１３，二

者比较差异有统计学意义（狋＝５．３０，犘＜０．０５）。琼脂糖电泳结

果见图１。

　　１：ＤＮＡ分子标记物；２：ＧＡＰＤＨ；３：无标本；４、５、７、８：阳性表达。

图１　　ＧＳＴπ基因扩增产物电泳

２．２　ＧＳＴπ基因表达与胃癌临床病理特征因素的关系　不

同性别及肿瘤部位、大小、淋巴转移等患者ＧＳＴπ基因表达差

异无统计学意义（犘＞０．０５），而不同组织分化程度患者间有统

计学差异（犘＜０．０５）。ＧＳＴπ基因表达与临床病理特征的关

系见表１。

表１　　ＧＳＴπ基因表达与临床病理特征的关系

病理特征 狀 ＧＳＴπ表达值 狋 犘

性别 男 ３０ ０．５９±０．２７ １．０８ ０．２９

女 ２３ ０．５１±０．２６

癌组织大小（ｃｍ） ＞５ １６ ０．６０±０．３０ ０．２９ ０．４８

≤５ ３７ ０．５４±０．２６

分化程度 高、中分化 ２８ ０．６４±０．２４ ２．６７ ０．０１

低分化 ２５ ０．４６±０．２７

部位 胃底＋胃体 ２０ ０．５３±０．２６ ０．６９ ０．４９

胃窦 ３３ ０．５８±０．２８

淋巴转移 有 ３４ ０．５９±０．２８ ０．６２ ０．３２

无 １９ ０．５１±０．２６

３　讨　　论

肿瘤 ＭＤＲ是指肿瘤细胞可耐受具有不同结构、功能及杀

伤机制的药物，从而对多种化疗药物产生交叉耐药，可分为原

发性 ＭＤＲ（存在于化疗前）和获得性 ＭＤＲ（在化疗过程中产

生），是导致肿瘤化疗失败的重要原因之一［３］。目前 ＭＤＲ研

究重点在于 ＭＤＲ 基因的转录表达。研究表明，耐药基因

ＧＳＴπ在卵巢癌、肝癌等的耐药过程均密切相关
［４５］。本研究

采用ＰＣＲ检测ＧＳＴπ基因在胃癌中的表达，初步探讨其在胃

癌原发性耐药中的作用。

谷胱甘肽（ＧＳＨ）系统是细胞内重要的解毒部分，肿瘤细

胞借助ＧＳＴ催化抗肿瘤药物与ＧＳＨ结合，再由ＧＸＸ转运蛋

白将其排至细胞外，从而保护细胞免受抗肿瘤药物的损伤。

ＧＳＴ包括α、μ、π、ε、θ共５种同工酶，其中ＧＳＴπ活性最高，与

肿瘤 ＭＤＲ最密切。其引起 ＭＤＲ的机制包括：（１）结合亲脂性

物质，促进其代谢，降低抗癌药物细胞毒作用；（２）催化ＧＳＨ与

亲电物质（如烷化剂）结合，增加抗肿瘤药物水溶性，使其容易

排出体外；（３）还原抗癌药物产生的过氧化物，使其转变为无抗

癌作用的物质；（４）抑制烷化剂等亲电性化疗药物，引起癌细胞

ＤＮＡ交联，降低抗肿瘤药物对细胞的杀伤作用
［６］。其表达增

加主要介导烷化剂、铂类、丝裂霉素类等药物耐药［７］。

本研究发现，ＧＳＴπ在胃癌组织中呈高表达，且所有患者

在取材前均未接受放化疗，说明ＧＳＴπ高表达可能与胃癌原

发性耐药密切相关。笔者之前的研究显示耐药基因 ＭＤＲ１在

胃癌中亦呈高表达，也说明胃癌的固有耐药机制具有复杂性、

多样性等特点，是多基因、多因素、多水平共同参与的复杂过

程［８］。高、中分化腺癌患者ＧＳＴπ表达程度高于低分化腺癌，

这与低分化腺癌的化疗疗效较好相符，也提示高、中分化腺癌

比低分化腺癌更易产生耐药性。淋巴转移与否并不导致ＧＳＴ

π表达程度的差异，不同于笔者之前研究所证实的 ＭＤＲ１基因

可用于胃癌预后判断［８］，提示ＧＳＴπ不能作为预后判断指标，

说明其表达程度不受与淋巴转移与否无关，不能反映癌细胞对

化疗药物的耐受性。

ＧＳＴπ基因在正常胃黏膜组织中呈低表达，而在癌组织

产生一定耐药性时呈高表达，说明ＧＳＴπ基因检测可了解患

者机体对化疗药物的耐受情况，有利于制定更为有效的化疗方

案，实现合理用药，进而获得满意的化疗效果。对耐药基因进

行定量分析，不仅可了解耐药原因自身的表达情况，也可指导

临床有针对性地制订有效的化疗方案，为肿瘤个体化治疗提供

了一定的理论基础。
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