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　　摘　要：目的　检测不同分化程度结肠癌组织中水通道蛋白（ＡＱＰ）５与耐药因子的表达及相互关系。方法　对４５例结肠

癌组织、３６例癌旁组织采用实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）、蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）、免疫组织化学染色检测 ＡＱＰ５及耐

药因子Ｐ糖蛋白（Ｐｇｐ）、谷胱甘肽转移酶（ＧＳＴπ）、拓扑异构酶（ＴｏｐｏⅡ）、胸苷酸的限速酶（ＴＳ）的表达情况。结果　免疫组织化

学染色结果表明，ＡＱＰ５主要分布于细胞膜和细胞质；ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，结肠癌组织中ＡＱＰ５的表达显著

高于癌旁对照组（犘＜０．０５），且表达量随分化程度降低而升高（犘＜０．０５）。免疫组织化学染色发现，Ｐｇｐ主要分布于细胞膜和细

胞质，ＧＳＴπ主要分布于细胞核和细胞质，ＴｏｐｏⅡ主要分布于细胞核，ＴＳ主要分布于细胞质。ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果

显示，结肠癌组织中耐药因子表达量显著高于癌旁组织（犘＜０．０５），其中Ｐｇｐ、ＧＳＴπ、ＴｏｐｏⅡ随着分化程度降低表达增加，ＴＳ在

不同分化程度结肠癌组织中表达变化不明显（犘＞０．０５）。ＡＱＰ５与Ｐｇｐ、ＧＳＴπ、ＴｏｐｏⅡ的表达呈正相关（犘＜０．０５），与ＴＳ表达

无相关性（犘＞０．０５）。结论　ＡＱＰ５与耐药因子Ｐｇｐ、ＧＳＴπ、ＴｏｐｏⅡ、ＴＳ蛋白在结肠癌组织中高度表达，可能促进了结肠癌的

转移和进展。
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　　水通道蛋白（ａｑｕａｐｏｒｉｎ，ＡＱＰ）是一类广泛存在于细胞膜

上的、具有高选择性的、特异转运水分子的通道［１］。迄今为止，

已经发现的ＡＱＰ有１４种，它们不仅在水分子的转运过程中至

关重要，而且在细胞的生命活动过程中同样发挥极其重要的作

用。ＡＱＰ不仅在肾脏、中枢神经系统、眼睛、脂肪组织、外分泌

腺等组织中发挥生理作用，还参与了肿瘤细胞的增殖、侵袭和

转移等病理过程［２３］。目前已发现，ＡＱＰ家族成员在许多肿瘤

中高表达，亦有研究证实ＡＱＰ５在结肠癌组织中表达上调
［４］，

但有关ＡＱＰ５表达与结肠癌组织多药耐药的形成之间的关系

未见报道。本研究通过检测ＡＱＰ５与多药耐药因子在结肠癌

组织中的表达及其关系，为阐明 ＡＱＰ５在结肠癌发病过程中

的作用机制及为临床新的肿瘤治疗靶点确定提供实验依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　在知情同意的前提下，选择本院２００９年８月

至２０１１年１２月手术切除并经病理确诊的结肠癌患者４５例，

其中男２５例，女２０例，年龄３９～７７岁，平均５８岁，所有患者

均无心脏病、糖尿病、高血压等其他基础疾病，术前均未接受过

任何放化疗或者免疫治疗。组织病理学分类均为腺癌，其中低
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表１　　ＡＱＰ５及耐药因子在不同分化程度结肠癌组织中的阳性表达［狀（％）］

组织类型 狀 ＡＱＰ５ Ｐｇｐ ＧＳＴπ ＴｏｐｏⅡ ＴＳ

低分化 １４ １１（７８．５７） １２（８５．７１） １０（７１．４３） １１（７８．５７） ５（３５．７１）

中分化 １９ １２（６３．１６） １４（７３．６８） １２（６３．１６） １３（６８．４２） ７（３６．８４）

高分化 １２ ５（４１．６７） ６（５０．００） ４（３３．３３） ７（５８．３３） ４（３３．３３）

癌旁组织 ３６ ４（１１．１１） ２（５．５６） ３（８．３３） ５（１３．８９） ４（１１．１１）

分化癌１４例，中分化癌１９例，高分化癌１２例。其中３６例标

本取距癌组织超过５ｃｍ作为癌旁组；男１９例，女１７例；入选

对象年龄４６～７７岁，平均６１岁。所有组织取出后迅速投入液

氮中速冻，然后转入－８０℃低温冰箱保存。ＲＮＡ提取试剂购

自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）试剂盒

购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；Ｐ糖蛋白（Ｐｇｐ）、谷胱甘肽转移酶

（ＧＳＴπ）、拓扑异构酶（ＴｏｐｏⅡ）、胸苷酸的限速酶（ＴＳ）及

ＧＡＰＤＨ抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；ＰＣＲ引物由上海生工

生物工程有限公司合成。

１．２　方法

１．２．１　ＲＴＰＣＲ检测　组织匀浆后，按照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司Ｔｒ

ｉｚｏｌ试剂说明书的要求，采用一步法常规方法提取组织总

ＲＮＡ。用Ｎａｎｄｒｏｐ仪器测定ＲＮＡ的纯度和浓度，并用１％琼

脂糖凝胶电泳鉴定ＲＮＡ完整性。依照ＲＴＰＣＲ试剂盒说明

书的要求，各组取 ＲＮＡ１μｇ，将其反转录为ｃＤＮＡ 并建立

ＰＣＲ反应体系。建立２０μＬＰＣＲ反应体系：１μＬ逆转录产物

作为ＲＴＰＣＲ反应的模板、１０μＬ的２×ＵｌｔｒａＳＹＢＲＭｉｘｔｕｒｅ、１

μＬ浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ的上下游引物、８μＬ无 ＤＮａｓｅＲＮａｓｅ

水。利用ＲＴＰＣＲ仪扩增，ＰＣＲ反应参数为：９５℃５ｍｉｎ预变

性后，９５℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，进行４０

个循环，于每个循环的延伸阶段采集荧光信号检测目标基因与

内参照基因的荧光强度（以ＧＡＰＤＨ为内参照基因）。扩增完

毕后，进入结果分析界面，计算目的基因表达的相对定量值

（ＲＱ值）且以此为依据进行统计学分析。实验所用引物序列

如下，ＡＱＰ５上游引物：５′ＣＧＣＣＧＣＡＡＴＣＣＴＣＴＡＴＧＧ

３′；下游引物：５′ＧＣＴＧＧＡＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴ３′。Ｐｇｐ上

游引物：５′ＧＴＧＧＧＧＣＡＡＧＴＣＡＧＴＴＣＡＴＴ３′；下游引

物：５′ＴＣＴＴＣＡＣＣＴＣＣＡＧＧＣＴＣＡＧＴ３′。ＧＳＴπ上游引

物：５′ＧＧＡＧＡＣＣＴＣＡＣＣＣＴＧＴＡＣＣＡ３′；下游引物：５′

ＧＧＣＴＡＧＧＡＣＣＴＣＡＴＧＧＡＴＣＡ３′。ＴｏｐｏⅡ上游引物：

５′ＣＡＧＧＴＧＧＴＣＧＴＡ ＡＴＧＧＴＴ ＡＴＧ３′；下游引物：５′

ＴＴＴＧＧＡＣＡＧＡＴＣＴＧＧＴＴＧＧＡ３′。ＴＳ上游引物：５′

ＡＣＣＡＡＣＣＣＴＧＡＣＧＡＣＡＧＡ ＡＧ３′；下游引物：５′ＣＡＴ

ＧＴＣＴＣＣＣＧＡ ＴＣＴＣＴＧ ＧＴ３′。ＧＡＰＤＨ 上游引物：５′

ＴＧＡ ＡＣＧ ＧＧＡ ＡＧＣＴＣＡ ＣＴＧ Ｇ３′；下游引物：５′ＧＣＴ

ＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＣＴＴＧＡＴＧＴＣ３′。

１．２．２　蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测　临床组织样本

匀浆后，加入组织裂解液，冰上裂解３０ｍｉｎ，４℃，８０００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ，将上清液（总蛋白）转移到新的ＥＰ管，用改良的

Ｌｏｗｒｙ法进行蛋白定量。各组分别取等量的蛋白样本上样，经

聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＰＡＧＥ）分离后，电转移至ＰＶＤＦ膜，５％

脱脂奶粉室温封闭２ｈ，用相应稀释后的ＡＱＰ５、Ｐｇｐ、ＧＳＴπ、

ＴｏｐｏⅡ、ＴＳ或内参照ＧＡＰＤＨ一抗４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ漂洗

３次后加入相应二抗室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ漂洗３次，ＴＢＳ漂洗

１次，化学发光法进行显色，对条带进行吸光度（犃）积分扫描。

ＧＡＰＤＨ作为内参照。用各蛋白犃 值／内参照犃 值的比值进

行比较。

１．２．３　免疫组织化学染色检测　病理切片，经４％多聚甲醛

固定２４ｈ以上，乙醇梯度脱水，石蜡垂直定向包埋，４μｍ厚度

连续切片。采用ＳＰ三步法进行免疫组织化学染色。切片于

微波炉２０ｍｉｎ进行抗原修复。冷却后于切片上滴加３％ 过氧

化氢（Ｈ２Ｏ２）室温孵育１０ｍｉｎ以消除内源性过氧化物酶的影

响，ＰＢＳ冲洗后滴加１０％山羊血清工作液，室温孵育３０ｍｉｎ，

倾去血清，加入ＡＱＰ５、Ｐｇｐ、ＧＳＴπ、ＴｏｐｏⅡ、ＴＳ一抗，４℃过

夜。ＰＢＳ室温漂洗后，滴加生物素标记的二抗，３７℃孵育３０

ｍｉｎ。ＰＢＳ室温漂洗后，滴加辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ）标记的链

霉卵白素，３７℃孵育１５ｍｉｎ，ＰＢＳ室温漂洗。３，３′二氨基联苯

胺（ＤＡＢ）显色，苏木精复染，常规脱水，透明，封片。显微镜下

观察各目标分子的表达变化。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行分析，阳性

率间比较采用χ
２ 检验，相关性分析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析，

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＡＱＰ５在不同分化程度结肠癌中的表达　ＲＴＰＣＲ检

测结果显示，癌旁对照组织中 ＡＱＰ５ｍＲＮＡ表达很少，而结

肠癌组织中ＡＱＰ５ｍＲＮＡ的表达水平明显高于癌旁组（犘＜

０．０５），且ＡＱＰ５ｍＲＮＡ的表达量随分化程度降低而升高，见

图１。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＱＰ５蛋白的表达水平，结果与 ｍＲ

ＮＡ的表达一致，即结肠癌组织中 ＡＱＰ５蛋白表达水平明显

高于癌旁组（犘＜０．０５），随分化程度降低而升高，见图２。免疫

组织化学染色也发现，ＡＱＰ５主要分布于细胞膜和细胞质，结

肠癌组织中阳性棕色颗粒较癌旁对照组织颜色深且数量多，而

在癌旁组织几乎没有表达，在癌旁对照组织中表达水平明显低

于结肠癌组织（犘＜０．０５）。

　　１：癌旁对照组；２：高分化癌组；３：中分化癌组；４：低分化癌组；：

犘＜０．０５，与癌旁对照组比较。

图１　　各组ＡＱＰ５及耐药因子ｍＲＮＡ的表达变化

２．２　耐药因子Ｐｇｐ、ＧＳＴπ、ＴｏｐｏⅡ、ＴＳ在不同分化程度结

肠癌中的表达　ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，癌旁对照

组织中耐药因子Ｐｇｐ、ＧＳＴπ、ＴｏｐｏⅡ、ＴＳ的 ｍＲＮＡ和蛋白

的表达量很低，而结肠癌组织中几种耐药因子的表达与癌旁对

照组相比显著升高（犘＜０．０５），且Ｐｇｐ、ＧＳＴπ、ＴｏｐｏⅡ的表达

量随分化程度降低而升高，ＴＳ的表达在不同分化程度结肠癌

组织中的变化不明显，见图２～３。免疫组织化学染色发现，Ｐ

ｇｐ主要分布于细胞膜和细胞质，ＧＳＴπ主要分布于细胞核和

细胞质，ＴＳ主要分布于细胞质，ＴｏｐｏⅡ主要分布于细胞核，结

肠癌组织中耐药因子阳性棕色颗粒较癌旁对照组织颜色深且

数量多。
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２．３　ＡＱＰ５与耐药因子Ｐｇｐ、ＧＳＴπ、ＴｏｐｏⅡ、ＴＳ表达的相

关性　经Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关性分析，ＡＱＰ５与Ｐｇｐ、ＧＳＴπ、

ＴｏｐｏⅡ的表达呈正相关（犘＜０．０５），与耐药因子ＴＳ表达无相

关性（犘＞０．０５），见表１。

　　１：癌旁对照组；２：高分化癌组；３：中分化癌组；４：低分化癌组；：

犘＜０．０５，与癌旁对照组比较。

图２　　各组ＡＱＰ５及耐药因子蛋白的表达变化

　　１：癌旁对照组；２：高分化癌组；３：中分化癌组；４：低分化癌组。

图３　　各组ＡＱＰ５及耐药因子蛋白的表达

３　讨　　论

结肠癌是我国常见的消化道肿瘤，且发病率呈逐年上升的

趋势。其恶性度高，严重威胁着民众的健康。化疗是目前结肠

癌主要的辅助治疗方法，尤其在出现淋巴结转移灶的早期结肠

癌和进展结肠期癌的治疗中，化疗占有极其重要的位置。然

而，化疗效果受许多因素的影响，其中肿瘤对化疗药物不敏感

可直接导致化疗失败。而肿瘤细胞对化疗药物不敏感的主要

原因是肿瘤细胞产生了耐药，耐药包括原发性耐药和获得性耐

药。原发性耐药是本身存在于肿瘤细胞内的耐药，而获得性是

化疗后产生的耐药。肿瘤细胞在由一种化疗药物诱导耐药后，

同时对其他结构和作用机制不同的药物也产生交叉耐药的现

象，称为 ＭＤＲ。

ＡＱＰ在参与体液分泌和吸收的多种细胞中广泛表达，主

要生理功能是调控细胞水的进出。此外，部分 ＡＱＰ还参与甘

油、尿素等其他小分子物质的转运［５］。近年来，随着研究的不

断深入，科研人员发现ＡＱＰ在高血压、脑水肿、肿瘤等一些疾

病病理过程中表达异常。特别是在多种肿瘤中的高表达及对

肿瘤细胞的作用及机制的研究已经成为目前的研究热点［６］。

本文研究了ＡＱＰ５和耐药因子在肿瘤中的表达及相互关系。

近年来对肿瘤 ＭＤＲ机制的研究认为，ＭＤＲ的产生机制

非常复杂［７９］，可总体分为以下几类：（１）经典的耐药机制，即由

膜糖蛋白介导的具有能量依赖性“药泵”的机制，与此途径相关

的耐药蛋白包括Ｐｇｐ、多药耐药相关蛋白、肺耐药相关蛋白

（ＬＲＰ）等；（２）由酶介导的耐药机制，与此途径相关的耐药蛋白

包括ＴｏｐｏⅡ、ＧＳＴπ、ＴＳ、蛋白激酶Ｃ（ＰＫＣ）等；（３）由凋亡基

因介导的耐药机制，与耐药相关的基因包括ｂｃｌ２家族、ｃｍｙｃ、

ｐ５３等。当前，人们对ＡＱＰ５与 ＭＤＲ基因在结肠癌组织中的

表达及其关系尚不明确。

本研究发现，癌旁对照组织中ＡＱＰ５几乎没有表达，而结

肠癌组织中ＡＱＰ５的表达显著增加，且ＡＱＰ５的表达量随结

肠癌的分化程度降低而升高，提示ＡＱＰ５在结肠癌的发生、发

展过程中发挥重要作用。癌旁对照组织中耐药因子 Ｐｇｐ、

ＧＳＴπ、ＴｏｐｏⅡ、ＴＳ的ｍＲＮＡ和蛋白的表达量都很低，而结肠

癌组织中几种耐药因子的表达与对照组相比显著升高，且Ｐ

ｇｐ、ＧＳＴπ、ＴｏｐｏⅡ的表达量随分化程度降低而升高，ＴＳ的表

达在不同分化程度结肠癌组织中的变化不明显。既然 ＡＱＰ５

和耐药因子表达Ｐｇｐ、ＧＳＴπ、ＴｏｐｏⅡ、ＴＳ在结肠癌组织中的

表达均升高，那么ＡＱＰ５和耐药因子表达之间是否具有相关

性。经分析证实，ＡＱＰ５的表达与耐药因子 ＴＳ表达无相关

性，与耐药因子Ｐｇｐ、ＧＳＴπ、ＴｏｐｏⅡ的表达相关呈正相关。

综上所述，在 Ｐｇｐ、ＧＳＴπ、ＴｏｐｏⅡ介导的耐药途径中

ＡＱＰ５可能发挥了一定作用，而 ＡＱＰ５与ＴＳ之间未发现明

显关系。但本研究尚处于初级阶段，ＡＱＰ５调控结肠癌多药

耐药的具体机制还有待进一步研究。
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６７（８）：１６０７１６１７．

［９］ ＯｌｏｕｍｉＡ，ＭａｃＰｈａｉｌＳＨ，ＪｏｈｎｓｔｏｎＰＪ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｎｇｅｓｉｎ

ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｔｏｐｏｉｓｏｍｅｒａｓｅＩＩａｌｐｈａｃｏｒｒｅｌａｔｅ

ｗｉｔｈｅｔｏｐｏｓｉｄｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｍｕｌｔｉｃｅｌｌｓｐｈｅｒｏｉｄｓａｎｄｘｅｎｏ

ｇｒａｆｔｔｕｍｏｒｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０００，６０（２０）：５７４７５７５３．

（收稿日期：２０１４０９２７　修回日期：２０１４１１１０）

６４６ 重庆医学２０１５年２月第４４卷第５期


