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[摘要] 目的 探讨孕烷X受体(PXR)、多药耐药蛋白1(MDR1)、细胞色素P4503A5(CYP3A5)和细胞色素

P4502B6(CYP2B6)在高级别浆液性卵巢癌(highgradeserousovariancancer,HGSOC)组织中的表达及其意义。

方法 选取2019年9月—2021年12月青岛市市立医院妇科收治的56例 HGSOC患者作为试验组,据其对铂类

药物的耐药情况分为耐药组(24例)和敏感组(32例),另外选取妇科同期收治的16例子宫肌瘤患者作为对照组。

采用免疫组织化学、实时定量荧光PCR及蛋白印迹法对试验组患者 HGSOC组织和对照组患者正常输卵管组织

中PXR、MDR1、CYP3A5和CYP2B6的表达情况进行检测。结果 与对照组相比较,试验组患者PXR、MDR1、

CYP3A5、CYP2B6阳性表达率显著升高(χ2=12.879~17.174,P<0.05),mRNA相对表达量显著升高(t=9.746~
17.640,P<0.05),蛋白表达量显著升高(t=13.312~60.448,P<0.05);与敏感组相比,耐药组患者PXR、MDR1、

CYP3A5、CYP2B6阳性表达率显著升高(χ2=4.371~8.549,P<0.05),mRNA相对表达量显著升高(t=6.859~
19.000,P<0.05),蛋白表达量显著升高(t=8.693~27.670,P<0.05)。HGSOC患者PXR与CYP3A5、CYP2B6的

表达呈正相关(r=0.332、0.308,P<0.05),与 MDR1的表达无明显相关性(P>0.05)。结论 PXR、MDR1、

CYP3A5、CYP2B6在 HGSOC患者的肿瘤组织中呈高表达,其可能参与 HGSOC的发生发展过程。PXR、MDR1、

CYP3A5和CYP2B6的表达检测可用于判断 HGSOC对化疗的敏感性,有助于为术后化疗提供指导意见。
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[ABSTRACT] Objective ToinvestigatetheexpressionandsignificanceofprogesteroneXreceptor(PXR),multidrugre-

sistantprotein1(MDR1),cytochromeP4503A5(CYP3A5),andcytochromeP4502B6(CYP2B6)inhigh-gradeserousovarian

cancer(HGSOC). Methods Atotalof56patientswithHGSOCadmittedtotheDepartmentofGynecology,QingdaoMunicipal

HospitalfromSeptember2019toDecember2021wereincludedintheexperimentalgroup.Thepatientswerefurtherdividedinto

drugresistantgroup(24cases)andsensitivegroup(32cases)accordingtotheirresistancetoplatinumchemotherapydrugs.The

controlgroupincluded16patientswithuterinefibroidsadmittedduringthesameperiod.TheexpressionofPXR,MDR1,

CYP3A5,andCYP2B6inHGSOCandnormalfallopiantubesweredeterminedbyimmunohistochemistry,real-timequantitative

PCR,and Westernblotting. Results Comparedwiththecontrolgroup,thepositiveexpressionratesofPXR,MDR1,

CYP3A5,andCYP2B6weresignificantlyincreasedintheexperimentalgroup(χ2=12.879-17.174,P<0.05),theirrelativeex-

pressionofmRNAwassignificantlyincreased(t=9.746-17.640,P<0.05),andtheirproteinexpressionwassignificantlyin-

creased(t=13.312-60.448,P<0.05).Comparedwiththesensitivegroup,thepositiveexpressionratesofPXR,MDR1,

CYP3A5,andCYP2B6weresignificantlyincreasedinthedrug-resistantgroup(χ2=4.371-8.549,P<0.05),theirrelativeex-

pressionofmRNAwassignificantlyincreased(t=6.859-19.000,P<0.05),andtheirproteinexpressionwassignificantlyin-

creased(t=8.693-27.670,P<0.05).InHGSOCpatients,PXRexpressionwaspositivelycorrelatedwithCYP3A5andCYP2B6
(r=0.332,0.308,P<0.05),buthadnosignificantcorrelationwithMDR1(P>0.05). Conclusion PXR,MDR1,CYP3A5,

andCYP2B6arehighlyexpressedinHGSOC,whichmaybeinvolvedinitsoccurrenceanddevelopment.ThedetectionofPXR,

MDR1,CYP3A5,andCYP2B6expressioncanbeusedtodeterminethesensitivityofHGSOCtochemotherapy,whichishelpfulto

provideguidanceforpostoperativechemotherapy.
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  卵巢癌是最常见的妇科恶性肿瘤之一,其发病

率仅次于宫颈癌和子宫内膜癌[1],患者5年生存率

低于45%。近年来,全球卵巢癌发病率呈逐年上升

趋势[2]。卵巢癌分为不同的组织学亚型,这些亚型

在细胞起源、分子模式和临床特征上有所不同。最

常见的亚型是高级别浆液性卵巢癌(highgradese-
rousovariancancer,HGSOC),其也是卵巢癌患者

死亡率较高的亚型之一[3]。随着分子病理学发展和
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靶向药物研发,HGSOC的诊疗取得了很大进步,但
复发性和多药耐药(MDR)仍旧是其治疗上的主要

障碍[4]。且孕烷 X受体(PXR)、多药耐药蛋白1
(MDR1)、细胞色素P4503A5(CYP3A5)和细胞色

素P4502B6(CYP2B6)可通过不同的方式参与药物

代谢,引起肿瘤的化疗耐药[5]。有研究显示,PXR
基因能调控CYP3A5、CYP2B6、MDRl基因的表

达[6],引起相应基因表达产物改变,从而影响相应的

药物代谢,导致 MDR的出现[7]。本研究通过免疫

组织化学、实时定量荧光PCR及蛋白印迹等方法,
对PXR、MDR1、CYP3A5和CYP2B6蛋白及基因

进行检测,比较其在 HGSOC和非 HGSOC患者及

HGSOC化疗耐药和敏感患者间的差异表达,以求

为HGSOC患者个体化治疗提供更多理论依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2019年9月—2021年12月青岛市市立

医院妇科收治的56例 HGSOC患者作为试验组。
患者纳入标准:①原发性 HGSOC者;②未合并其

他脏器恶性疾病者;③既往无卵巢手术史者;④行腹

腔镜或者开腹全子宫+双侧附件+盆腔淋巴结清扫

术,且术后行铂类药物化疗者。排除标准:①认知功

能或精神异常者;②合并有心肝肺等重要脏器疾病

者;③临床资料缺损或丢失者。根据 HGSOC患者

对铂类化疗药的耐药情况,将初次采用铂类药物作

为基础化疗药物并获得缓解,且停药超过6个月未

复发者设为敏感组;将初次采用铂类药物作为基础

化疗药物治疗有效,但完成化疗6个月内复发者设

为耐药组。另选取妇科同期收治的行子宫+双侧输

卵管切除术的16例子宫肌瘤患者作为对照组。

1.2 主要试剂和仪器

PXR鼠抗人单克隆抗体购自美国SantaCruz
公司,MDR1、CYP3A5和CYP2B6鼠抗人单克隆抗

体购自美国 Abcam 公司,免疫组化二抗PV-6000
试剂盒、DAB试剂盒和山羊血清封闭液购自北京中

杉金桥生物科技有限公司,GAPDH 抗体、兔/鼠二

抗购自上海艾比玛特医药科技有限公司,RNA提取

试剂盒购自北京天根生化科技有限公司,荧光定量

PCR试剂盒和反转录试剂盒购自赛默飞世尔科技

(中国)有限公司,PCR引物由上海生工生物工程股

份有限公司设计,蛋白印迹预制胶购自上海雅酶生

物医药科技有限公司,电泳液、转膜液及裂解液购自

上海碧云天生物科技有限公司,TBST购自北京索

莱宝生物科技有限公司。仪器包括超微量分光光度

计(上海凌光技术公司)、实时定量PCR仪CFX96
Real-TimePCRDetectionSystem(美国伯乐公司)
和电泳仪(北京君意东方电泳设备有限公司)等。

1.3 研究方法

1.3.1 免疫组织化学检测 将试验组 HGSOC患

者肿瘤组织及对照组子宫肌瘤患者的正常输卵管组

织置于40g/L的甲醛溶液中固定,后脱水、包埋、切
片、烤片、脱蜡,在柠檬酸盐缓冲液中加热进行抗原

修复,使用山羊血清封闭;分别滴加PXR、MDR1、

CYP3A5和CYP2B6一抗,37℃下孵育1h,PBS清

洗后滴加二抗,室温孵育30min;继续用PBS清洗

3次,DAB显色,苏木精复染,封片处理[8]。显微镜

下观察,每张切片随机选取10个具有代表性着色的

高倍视野作为最终结果。使用 AxioVisionRel.4.6
计算机化图像分析系统进行拍照。所有切片请病理

学专家评估组织染色的程度,染色区域评分如下:0
分(染色区域接近0)、1分(染色区域小于10%)、2
分(染色区域11%~35%)、3分(染色区域36%~
75%)、4分(染色区域76%~100%);染色强度评分

如下:0分(无染色)、1分(弱染色)、3分(中度染色)
和4分(强染色)。最终使用染色指数(SI)评分(SI
评分=染色区域评分×染色强度评分)评价蛋白表

达程度,SI评分≥4为阳性,SI评分<4为阴性[9]。
统计各组患者中 PXR、MDR1、CYP3A5、CYP2B6
的阳性例数,并计算各组上述指标的阳性表达率。

1.3.2 实时荧光定量PCR检测 将试验组 HG-
SOC肿瘤组织及对照组正常输卵管组织分别在液

氮中磨碎,按RNA提取试剂盒说明书步骤提取组

织RNA,并用分光光度计测量吸光度值计算RNA
浓度,根据各组浓度按照逆转录和扩增试剂盒说明

书分别加入试剂和引物(表1)。在实时定量PCR
仪上用两步法行PCR扩增,首先95℃预变性30s;
然后95℃变性5s,60℃ 退火30s,共进行40个循

环,从而得到各组的溶解曲线。根据PXR、MDR1、

CYP3A5和CYP2B6基因扩增的CT值,以GAP-
DH 作为内参照,使用2-△△CT 法计算出各组PXR、

MDR1、CYP3A5、CYP2B6mRNA的相对表达量。

1.3.3 蛋白质印迹分析 将试验组 HGSOC肿瘤

组织及对照组正常输卵管组织分别剪碎并充分研

磨,加入裂解液和蛋白酶抑制剂及少量液氮匀浆;放
置于预冷离心机中,在4℃下以12000r/min离心

20min;离心后EP管中吸取中间层,用BCA法检

测蛋白浓度;加入 LoadingBuffer,100 ℃下煮沸
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10min。根据测得蛋白浓度进行电泳、转膜,用含体

积分数0.05脱脂奶粉的TBST液室温封闭2h;以
后分别加入PXR(1∶1000)、MDR1(1∶2000)、

CYP3A5(1∶1000)、CYP2B6(1∶1000)和GAP-
DH(1∶8000)一抗进行孵育,4℃环境下过夜。

TBST清洗后,加入兔/鼠二抗(1∶8000)室温孵育

1h,TBST溶液清洗3次后显影。使用ImageJ软

件分析蛋白条带灰度值,以GAPDH为内参计算各

组PXR、MDR1、CYP3A5和CYP2B6相对表达量。

表1 PCR引物名称及序列

引物名称 引物序列 引物长度(bp)

PXR 5'-ACCAAGCGACCAAGGAT-3' 17
5'-GGGAAGTGGGAGACAGG-3' 17

MDR1 5'-CAGCATTAACCACCTTTGC-3' 19
5'-TCGCTTCCCTTCCCATA-3' 17

CYP3A5 5'-CCCATCATGCCCAGTAT-3' 17
5'-TTCCCGCCTCAAGTTTC-3' 17

CYP2B6 5'-CAGGGAGATTGAACAGGTG-3' 19
5'-GGGAGAAGGTCGGAAAAT-3' 18

GAPDH 5'-CCTTCCGTGTCCCCACT-3' 17
5'-GCCTGCTTCACCACCTTC-3' 18

2 结  果

2.1 试验组及对照组患者PXR、MDR1、CYP3A5
和CYP2B6表达情况比较

本研究试验组56例患者中耐药组24例,敏感

组32例;对照组患者16例。免疫组化染色结果显

示,试验组患者 HGSCO组织中PXR、CYP3A5和

CYP2B6表达呈阳性,肿瘤细胞胞质呈现棕黄色,

MDR1表达呈阳性,肿瘤细胞膜呈棕黄色;对照组

患者正常输卵管组织PXR、CYP3A5和CYP2B6表

达呈弱阳性或阴性,细胞质淡黄色或不着色,MDR1

表达呈弱阳性或阴性,肿瘤细胞膜淡黄色或不着色

(图1)。试验组患者HGSOC组织中PXR、MDR1、

CYP3A5和CYP2B6的阳性表达率分别为71.4%、

75.0%、73.2%和76.8%,对照组患者中上述指标的

阳性表达率分别为43.8%、37.5%、31.3%和43.8%,
试验组患者 HGSCO组织上述指标的的阳性率均

显著高于对照组(χ2=12.879~17.174,P<0.05)。

  实时荧光定量PCR检测结果显示,试验组患者

HGSOC组织中PXR、MDR1、CYP3A5和CYP2B6
mRNA相对表达量分别为0.79±0.18、0.93±0.06、

0.87±0.07和1.01±0.11,对照组患者正常输卵管

组织中上述指标 mRNA相对表达量分别为0.30±
0.05、0.35±0.03、0.31±0.021和0.59±0.05,两组

比较差异有显著性(t=9.746~17.640,P<0.05)。
蛋白印迹实验结果显示,试验组患者 HGSOC

组织中PXR、MDR1、CYP3A5和CYP2B6蛋白的

相对表达量分别为1.15±0.16、0.96±0.03、1.13±
0.14和1.18±0.07,对照组患者正常输卵管组织中

上述指标的相对表达量分别为0.56±0.00、0.68±
0.06、0.54±0.05和0.58±0.08,两组比较差异有显

著性(t=13.312~60.448,P<0.05)。见图2。

2.2 敏感组及耐药组患者PXR、MDR1、CYP3A5Y
和CYP2B6表达情况比较

耐药组患者的 HGSOC组织中PXR、MDR1、

CYP3A5和CYP2B6的阳性表达率分别为87.50%、

91.70%、87.50%和95.80%,敏感组患者 HGSOC
组织中上述4指标的阳性表达率则分别为59.40%、

62.50%、62.50%和62.50%,两组比较差异有显著

性(χ2=4.371~8.549,P<0.05)。
实时荧光定量PCR检测结果显示,耐药组患者

HGSOC组织中PXR、MDR1、CYP3A5和CYP2B6

图1 试验组与对照组患者相应组织PXR、MDR1、CYP3A5和CYP2B6免疫组织化学染色结果(HE染色,400倍)
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的 mRNA相对表达量分别为0.83±0.10、0.93±
0.08、0.87±0.08和1.01±0.09,敏感组患者 HG-
SOC组织中上述指标mRNA的相对表达量分别为

0.57±0.07、0.50±0.04、0.55±0.02和0.49±0.08,
两组比较差异具有显著性(t=6.859~19.000,P<
0.05)。

蛋白印迹实验结果显示,耐药组患者 HGSOC
组织中PXR、MDR1、CYP3A5和CYP2B6蛋白相

对表达量分别为1.01±0.02、1.13±0.10、0.90±
0.07和1.23±0.04,敏感组患者 HGSOC组织中上

述指标的蛋白相对表达量分别为0.73±0.04、0.47±
0.06、0.44±0.26和0.60±0.14,两组比较差异有显

著性(t=8.693~27.670,P<0.05)。见图3。

图2 试验组与对照组患者PXR、MDR1、CYP3A5和 CYP2B6
蛋白的表达量

图3 耐药组与敏感组患者PXR、MDR1、CYP3A5和 CYP2B6
蛋白的表达量

2.3 试验组患者 HGSOC组织中PXR与 MDR1、

CYP3A5、CYP2B6的相关性分析

Spearman相关性分析显示,试验组患者 HG-
SOC组织中PXR与CYP3A5、CYP2B6的表达呈

正相关(r=0.332、0.308,P<0.05),而与 MDR1无

明显相关性(P>0.05)。

3 讨  论

约80%卵巢癌患者在行全子宫+双侧附件+
盆腔淋巴结清扫术后,会接受卡铂或顺铂和紫杉醇

辅助化疗,其中70%患者会复发,进而对标准化疗

方案中的铂类药物产生耐药,尤其是HGSOC患

者,在治疗中面临着 MDR的挑战,其预后往往较

差[10-11]。有研究指出 MDR潜在的机制有:①通过

外排泵,如 ABCB1编码的 MDR1,增加药物的泵

出;②通过药物代谢转运体(如 MDR1表达的P-糖
蛋白)使药物摄取减少;③激活细胞色素P450酶系

(CYPs)和谷胱甘肽转移酶等药物代谢酶[12-13],从而

分解药物并促进其排出。本研究通过免疫组化、实
时定量荧光PCR以及蛋白印迹方法,证明了PXR、

MDR1、CYP3A5以及CYP2B6在试验组患者 HG-
SOC组织中表达升高;其中耐药组中患者 PXR、

MDR1、CYP3A5和CYP2B6的 mRNA及蛋白相

对表达量均显著高于敏感组,提示了 HGSOC患者

肿瘤组织中PXR、MDR1、CYP3A5和CYP2B6的

高表达可能与耐药相关。因此可以通过检测上述因

子,来预测 HGSOC患者对化疗的敏感性,或者通

过靶向抑制这些因子的表达来提高 HGSOC患者

对化疗药物的敏感性,以获得更有效的治疗效果。

PXR是核受体超家族的典型成员,在细胞内的

主要功能是通过配体依赖的方式与调控基因序列结

合,在细胞增殖、细胞周期等过程中发挥着重要作

用[14]。PXR与宫颈癌、结肠癌及肺癌等多种恶性

肿瘤相关[5]。PXR在解毒过程中也发挥着重要的

作用,内源性化合物及化疗药物等外源性化合物在

体内都可以通过结合配体激活PXR,上调药物代谢

酶和转运体(例如CYPs和多药耐药蛋白等)的表

达,从而加速自身在体内的代谢和清除[15],上述过

程使化疗药物的效果大打折扣。本研究中,试验组

患者中PXR阳性表达率和mRNA及蛋白相对表达

量均明显高于对照组,说明PXR可能参与 HGSOC
的发生发展过程,这与 VETTER等[16]的研究结果

一致。MDR1是一种膜结合的 ABC转运蛋白,它
编码的P-糖蛋白参与多种抗癌药物(包括阿霉素、
紫杉烷和铂类)的 MDR。人体内 MDR1可以广泛

结合多种底物化合物,并利用 ATP水解作用将化

疗药物排出癌细胞[17],降低化疗药物的疗效。因此

其存在是卵巢癌化疗失败的重要原因之一[18]。本

研究中,试验组患者 MDR1阳性表达率和 mRNA
及蛋白相对表达量均明显高于对照组。另外既往研

究显示 MDR1与卵巢癌的发生、发展及临床预后有

关[19]。喻朝霞等[20]的研究也发现,MDR1的高表

达参与了上皮性卵巢癌的发生及由良性到恶性的进

展过程。这也与本研究的结论一致,提示 MDR1可

以作为HGSOC发生发展,尤其是从正常组织或良

性病变进展为恶性病变的辅助诊断标志物之一。
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CYPs是药物代谢的主要催化剂之一,其功能

受基因多态性的影响较大,从而导致了药物疗效和

(或)个体间差异显著[21]。CYP3A5基因位点的遗

传变异影响了包括免疫抑制剂他克莫司、环孢素等

在内的多种临床药物代谢[22]。SEELIG等[18]发现

CYP3A5蛋白在多种恶性肿瘤中呈高表达,重要的

是,它在外分泌样亚型肿瘤中会降低肿瘤细胞的药

物敏感性,使其对酪氨酸激酶抑制剂和紫杉醇产生

耐药性,这使得CYP3A5可能成为检验化学药物疗

效和肿瘤早期诊断的预测因子。CYP2B6是人类唯

一属于CYP2B亚家族的酶,其主要在成人肝脏中

表达[23],可参与抗逆转录病毒、抗疟疾、抗癌以及抗

抑郁药物的代谢过程,但是受自身基因多态性的影

响[24],其催化活性和表达在个体之间差异较大。本

研究中,试验组患者CYP3A5、CYP2B6的阳性表达

率和 mRNA 及蛋白相对表达量均明显高于对照

组,提示CYP3A5、CYP2B6的高表达可能参与了

HGSOC的增殖侵袭过程。
为进一步探究HGSOC患者肿瘤组织中PXR、

MDR1、CYP3A5以及CYP2B6间关系,本研究进行

了Spearman相关分析,结果显示PXR与CYP3A5
和CYP2B6的表达正相关,也与已有报道一致[25];

CREAMER等[15]的研究表明PXR可调控 MDR1
的表达并存在协同作用,而本研究中PXR与MDR1
无相关性,故后续可通过扩大样本量、细化实验如体

外卵巢癌细胞培养、干扰PXR表达及观察 MDR1
表达有无变化等进一步研究两者间的关系。

综上所述,PXR、MDR1、CYP3A5、CYP2B6在

HGSOC患者的肿瘤组织中呈高表达,其可能参与

HGSOC的发生发展过程。PXR、MDR1、CYP3A5
和CYP2B6的表达水平可用于判断 HGSOC对化

疗药物的敏感性,有助于为术后化疗提供指导意见。
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