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#摘要$
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目的
!

通过检测
ZLW1

在卵巢癌中的表达!探讨其与卵巢癌铂类化疗耐药的相关性%方法
!

利用免疫组织化学及

蛋白质印迹法"

fJ+MJQ,WC"MM#,

R

$对该院妇产科
1%$$

年
$

月至
1%$=

年
)

月手术切除的
$%-

例患者浆液性卵巢癌组织(

$1

例膀胱

癌根治术中切除正常卵巢组织中
ZLW1

的表达进行检测!分析
ZLW1

表达与临床分期!以及与以铂类药物为基础的联合化疗疗效

的相关性%结果
!

卵巢癌组织中
ZLW1

表达水平明显高于正常卵巢组织!且与肿瘤的国际妇产科联盟"

b<Z6

$临床分期有关!分期

越晚表达越高!差异均有统计学意义"

!

$

%&%=

$)

)$

例卵巢癌患者化疗敏感!

0)

例发生耐药!化疗耐药患者
ZLW1

表达水平明显高

于化疗敏感者!差异有统计学意义"

!

$
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$%结论
!

ZLW1

可能成为预测铂类药物化疗敏感性的有效指标之一%
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卵巢癌致死率在妇科恶性肿瘤中高居首位#全球每年死于

卵巢癌的患者约
$0

万例&

$

'

*卵巢癌极高致死率的重要原因之

一是其早期诊断困难#确诊时多为晚期#难以彻底手术清除癌

灶*以铂类药物为基础的联合化疗是晚期卵巢癌的一线治疗

方式#但多数患者在化疗过程中产生耐药#肿瘤复发并出现恶

性进展#导致临床预后不良&

1

'

*因此#通过对卵巢癌耐药相关

因素的分析#探索参与肿瘤耐药发生的分子#为临床化疗药物

的选择提供参考#是当前亟待研究的重要课题*磷脂酰肌醇
'

激酶"丝氨酸苏氨酸蛋白激酶$

8<'d

"

IXM

%信号通路是体内重

要的细胞生存通路#主要发挥促进细胞增殖和抗细胞凋亡作

用*在恶性肿瘤中#

8<'d

"

IXM

信号通路活性显著增高#在肿瘤

发生)增殖)侵袭)转移及放化疗抵抗等生物学行为中发挥重要

作用&

'

'

*顺铂等化疗药物的重要作用机制之一即通过抑制

8<'d

"

IXM

活性#抑制肿瘤生长)侵袭等*对卵巢癌的大量研究

证实#

8<'d

"

IXM

信号通路异常活化与卵巢癌化疗耐药密切相

关&

0

'

*

ZQW1

相关结合蛋白
1

$

ZQW1.L++"@#LMJ!W#,!#,

RP

Q"MJ#,

1

#

ZLW1

%作为细胞信号通路中一种重要的连接蛋白#通过调节

8<'d

"

IXM

等信号通路#在肿瘤生长)分化)迁移和凋亡中发挥

重要作用&

=.)

'

*在卵巢癌中
ZLW1

表达是否与铂类药物化疗耐

药相关目前尚不清楚*本研究通过检测卵巢癌组织中
ZLW1

的表达#结合患者化疗效果#比较分析
ZLW1

蛋白与化疗耐药

的关系*

B

!

资料与方法

B&B

!

一般资料
!

标本来自本院妇产科
1%$$

年
$

月至
1%$=

年

)

月手术切除的卵巢组织*其中经术后病理证实为浆液性卵

巢癌的患者共
$%-

例#年龄
'$

#

--

岁#平均$

=$&=H$$&'

%岁(

国际妇产科联盟$

b<Z6

%临床分期!

&#)

W

期
11

例#

*

L

#*

@

期
=/

例#

+

期
1-

例*术后患者接受紫杉醇
A

顺铂$

98

%方案

化疗
)

#

/

个周期#并进行随访观察及疗效评价*铂类化疗敏

感和铂类化疗耐药分组标准参照美国妇科肿瘤学组$

Z6Z

%分

型!化疗敏感为无病间隔至少超过
)

个月者(耐药为无病间隔

小于
)

个月者&

-

'

*另取本院膀胱癌根治术中切除的
$1

例患者

卵巢组织#术后病理证实为正常标本作为对照组*临床标本获

取在患者知情同意并经院医学伦理委员会批准下进行*标本分

$'(1

重庆医学
1%$-

年
-

月第
0)

卷第
1$

期
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期卵巢癌!

7

!

+

期卵巢癌
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免疫组织化学检测
ZLW1

在正常及浆液性卵巢癌组织内的表达&

1̀%%

'

别以甲醛固定后常规石蜡包埋存档及液氮冻存*

B&C

!

主要试剂
!

一抗为兔抗人
ZLW1

多克隆抗体购自美国

G

P

#M"B#@+

公司#兔抗人
(

.L@M#,

多克隆抗体)山羊抗兔
<

R

Z.

:;8

二抗均购自美国
9NJQB"

公司*免疫组织化学试剂盒

&链霉菌抗生物素蛋白
.

过氧化物酶连接$

58

%法')二氨基联苯

胺$

7I\

%显色试剂盒)苏木精均购自北京中杉金桥生物技术

公司*

B&D

!

方法

B&D&B

!

免疫组织化学
!

检测组织内
ZLW1

表达#免疫组织化

学步骤按照试剂盒说明书操作*一抗工作浓度
$i1%%

#用磷

酸盐缓冲液$

8\5

%代替一抗作为阴性对照*二甲基联苯胺

$

7I\

%显色剂显色后#苏木精复染#中性树胶封片#显微镜下观

察结果*结果判定采用
bQ"B"V#MS

综合计分法#染色强度评

分!染色呈淡黄色颗粒#染色明显高于背景#染色呈浅棕黄色颗

粒#以及出现大量深棕黄色颗粒分别评为
%

)

$

)

1

)

'

分(阳性细

胞数评分!每片观察
$%

个高倍视野#染色阳性细胞数"
$%%

小

于
=>

)

=>

#$

1)>

)

1)>

#$

=$>

)

=$>

#

-=>

或大于
-=>

分别评为
%

)

$

)

1

)

'

)

0

分*染色强度评分与阳性细胞数评分之

和小于
1

分判为阴性$

[

%#

1

#

'

分判为弱阳性$

$A

%#

0

#

=

分

判为中度阳性$

1A

%#

)

#

-

分判为强阳性$
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蛋白质印迹法$

fJ+MJQ,WC"MM#,

R

%

!

检测组织内
ZLW1

蛋白表达#于
1%%B

R

组织标本加入
$BD

裂解液#匀浆提取总

蛋白#二喹啉甲酸$

\2I

%法测定蛋白水平后
[-%]

保存备用*

取
1%

!

R

总蛋白十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

575.

8IZG

%凝胶上样#蛋白电泳分离后转移至聚偏氟乙烯$

8g7b

%

膜*

=>

脱脂奶粉室温封闭
$N

#

$i1%%

稀释的
ZLW1

及
$i=%%

稀释的
(

.L@M#,

一抗孵育#

0 ]

过夜#

9Q#+

缓冲生理盐水吐温

$

9\59

%洗膜后置于二抗$

$i$%%%

%#室温孵育
$N

#

9\59

洗

膜后
7I\

显色成像*目的条带与相应的
(

.L@M#,

条带灰度值

比值代表
ZLW1

相对表达水平*

B&E

!

统计学处理
!

采用
5855$$&=

统计软件进行统计分析#

计量资料以
EH:

表示#比较采用单因素方差分析及独立样本
5

检验(计数资料以例数或百分率表示#比较采用
!

1 检验和

b#+NJQ

确切概率法(以
!

$

%&%=

为差异有统计学意义*

C

!

结
!!

果

C&B

!

ZLW1

表达与卵巢癌病理分期的关系
!

ZLW1

主要表达于

细胞质#在细胞核少量表达#正常卵巢组织内表达呈弱阳性或

阴性#肿瘤组织内表达明显升高#见图
$

*

ZLW1

表达水平与肿

瘤的
b<Z6

临床分期有关#分期越晚表达越高#差异均有统计

学意义$

!

$

%&%=

%#见图
1

*

C&C

!

ZLW1

表达与卵巢癌化疗疗效的关系
!

$%-

例卵巢癌患

者接受
98

方案化疗#疗效评价结果!

)$

例化疗敏感#取得临床

缓解#

0)

例发生耐药*化疗耐药患者
ZLW1

表达水平高于化疗

敏感患者#差异有统计学意义$

!

$

%&%=

%#见图
'

*

!!

"

!

!

$

%&%=

#与对照组比较(

%

!

!

$

%&%=

#与
&#)

W

期卵巢癌比

较(

#

!

!

$

%&%=

#与
*

L

#*

@

期卵巢癌比较

图
1

!!

fJ+MJQ,WC"MM#,

R

检测
ZLW1

蛋白在正常

及浆液性卵巢癌组织内的表达

!!

"

!

!

$

%&%=

#与敏感患者比较

图
'

!!

fJ+MJQ,WC"MM#,

R

检测
ZLW1

蛋白在
98

化疗敏感组与耐药组的表达情况

D

!

讨
!!

论

!!

以铂类药物为基础的联合化疗是治疗卵巢癌#尤其是晚期

卵巢癌的重要手段#而肿瘤细胞对化疗产生耐药#严重影响了

卵巢癌患者的远期疗效和总体生存率*

$=>

#

1=>

的卵巢癌

患者对以铂类为基础的联合化疗方案原发耐药#而
/%>

以上

患者发生继发性铂类耐药*化疗耐药是导致卵巢癌患者
=

年

生存率低$

1%>

#

'%>

%的主要因素&

-

'

*化疗耐药的相关机制

尚不清楚#目前认为它是多因素)多水平)多基因参与的复杂过

程#其中涉及药代动力学)药物作用靶点)

7?I

损伤修复系统)

细胞凋亡调控)肿瘤微环境)细胞外信号转导通路)微
;?I

)肿

瘤干细胞及上皮间质转化等&

/.(

'

*

ZLW1

是
ZLW+

家族蛋白中一种至关重要的信号中介分子#

该家族蛋白通过接受多种生长因子)细胞因子及抗原等细胞外

刺激#参与信号转导的放大及整合*

ZLW1

蛋白被蛋白酪氨酸

激酶磷酸化激活后#招募富含
5:1

结构域的信号效应蛋白如

5:81

)

8<'d

的
P

/=

亚基)

2QX

和
Z2.ZI8

#进而参与多种信号

转导途径#如
8<'d

"

Id9

)

5:81

"细胞外信号调节激酶$

G;d

%

1'(1

重庆医学
1%$-

年
-

月第
0)

卷第
1$

期



及
EL,3+

激酶"信号转导和转录激活子$

EId

"

59I9

%等#在肿

瘤细胞增殖)分化)凋亡及迁移等生理过程中发挥重要作

用&

=.)

'

*

fL,

R

等&

$%

'发现在卵巢癌细胞内
ZLW1

的
B;?I

及蛋

白过表达*通过激活
8<'d

"

4JW$

通路#过表达的
ZLW1

蛋白正

向调控
G.@L!NJQ#,

的表达#进而增强卵巢癌细胞的迁移和侵袭

能力*相反#沉默
ZLW1

将反向调节
G.@L!NJQ#,

的表达#从而抑

制卵巢癌细胞的迁移及侵袭能力*

73,,

等&

$$

'也认为#

ZLW1

可以作为卵巢癌的一种致癌基因活化
8<'d

信号途径#在诱导

卵巢癌细胞转变中发挥重要作用*最新研究发现#

ZLW1

可作

为结肠癌及神经胶质瘤患者独立的预后指标*在结肠癌患者

中#

ZLW1

过表达与肿瘤预后不良密切相关&

$1

'

*而在神经胶质

瘤#

ZLW1

表达水平与患者生存期呈负相关&

$'

'

*

7LK#+

等&

$0

'也

报道#在高度恶性浆液性卵巢癌患者中#肿瘤组织内
ZLW1

表

达与
8<'d

"

B96;

抑制剂
8b.%0)($=%1

靶向治疗的敏感性密

切相关*然而#目前尚不清楚
ZLW1

分子与卵巢癌患者铂类药

物化疗耐药是否相关*

本研究通过检测
ZLW1

蛋白在不同分期的卵巢癌组织中

的表达情况#并跟踪随访研究对象规范化疗后的耐药状况#探

讨
ZLW1

与化疗耐药的关系*结果显示#

ZLW1

蛋白表达与卵巢

癌化疗效果关系密切#在耐药组患者的肿瘤组织内#

ZLW1

表达

明显增强*由此认为#

ZLW1

可以作为预测卵巢癌化疗疗效的

有用指标#对卵巢癌临床化疗用药提供指导#以改善卵巢癌患

者预后*
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