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  [摘要] 目的 初步探讨重组人 p53 腺病毒 rad-p53 鼻咽部瘤内注射前后的鼻咽癌原发灶中胸苷酸
合成酶 TS  谷胱甘肽 S-转移酶l GST-l 和拓扑异构酶: Topo: 的表达变化及其临床意义 方法 采
用免疫组化法检测 80 例晚期鼻咽癌患者治疗前后肿瘤组织中TS GST-l和Topo:的表达情况 结果 常规
放化疗组在治疗后其TS GST-l和Topo:的表达明显升高 P分别为 0.01 0.01 0.00  基因治疗组和单纯放
疗组其治疗后 TS GST-l和 Topo:的表达未见明显改变 P>0.05  三组间的复发率和转移率差异无统计
学意义 PI0.95  疗前 GST-l阴性患者其复发率和转移率明显低于阳性患者 8.93% vs54.17% PI
0.00  结论 GST-l蛋白的异常表达与晚期鼻咽癌治疗后复发转移有关 基因治疗晚期鼻咽癌可能通过
抑制TS GST-l Topo:蛋白表达进而逆转鼻咽癌化疗耐药 
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TheexpressionofTS GST-! Topo" inadvancednasopharyngealcarcinoma patientstreatedwithgene
therapy anditsinfluenceonprognosis zHANGzheng WENG ing-jin WE Hai-ming etal.departmentofoto-
laryngologyHead and Nec oncology thePeople sHospitalGuangxizhuang Autonomouslegion Nanning 530021 
China
   Abstract  Objective Toinvestigatetheexpression ofthymidyiatesynthase TS  giutathioneS-transferase
enzymel GST-l and topoisomerase:  Topo: protein beforeand aftertherecombinanthuman p53 adenovirus
 rad-p53 intratumoraiinjection and itssignificance.Methods Eightypatientswith advanced nasopharyngeaicarci-
nomawererandomiydivided into3 groups thegenetherapygroup  30 cases  rad-p53 intratumoraiinjection and
concurrentchemo-radiotherapy theconventionaichemoradiotherapygroup  30 cases and theradiotherapygroup
 20 cases .Ciinicaidataand thenasopharyngeaitumortissueswhich wereintratumoraiinjection with rad-p53 were
coiiected.Thetwo-step immunohistochemicaiwasdonetodetecttheTS GST-land Topo: protein expression in
theprimarytumortissueofnasopharyngeaicarcinoma.Results Theexpression TS GST-land Topo: in conven-
tionaichemoradiotherapygroup wassignificantiyhigherthan thatbeforetreatment Pvaiueswere0.01 0.01 0.00 .
In genetreatmentgroup theexpression TS GST-land Topo:did notchangesignificantiy P>0.05 .Therewere
nosignificantdifferencein theexpression ofTS GST-land Topo:beforeand afterradiotherapyaione P>0.05 .
amongthethreegroups therecurrencerateand metastasisratewerenotsignificantiydifferent PI0.95 .There-
currenceratein GST-lnegativepatientswassignificantiyiowerthan thatin positivepatients 8.93% vs.54.17% 
PI0.00 .Conclusion GST-lprotein expression ispositiveiycorreiated with recurrenceand metastasisin pa-
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tientswith advanced nasopharyngealcarcinomaaftertreatment.Therad-p53 intratumoralinjection can reversechemo-
resistanceofnasopharyngealcarcinomabyinhibition ofGST- , Topo protein, which mightbeitsmechanismof
NPCtreatment.
   Key words] p53 genetherapy; Resistancetochemotherapy; TS; GST- ; Topo 

  鼻咽癌(NPC)是我国常见的恶性肿瘤,放射治
疗是主要治疗方法,目前对于中晚期鼻咽癌主要采
用采用同期放化疗O 肿瘤化疗失败的主要原因是多
药耐药(MDR)的产生O 随着肿瘤发病分子机制的
逐步揭示和分子生物学技术的发展,肿瘤基因及其
治疗已成为研究热点O 研究发现 p53 基因突变影响
肿瘤细胞对化疗的敏感 l,2] O 有关 p53 基因导入对
鼻咽癌化疗耐药的影响的研究不多O 本研究通过免
疫组化方法检测鼻咽癌组织中三种耐药蛋白胸苷酸

合成酶(thymidylatesynthase,TS)~谷胱甘肽 S-转移
酶 (GlutathioneS-transferase ,GST- )和拓扑异
构酶 (Topoisomerase ,Topo )的表达,以初步了

解 p53 基因治疗中晚期鼻咽癌的分子生物学机理,
现将结果报告如下O
1 资料与方法
1.1 一般资料 选取广西壮族自治区人民医院
2007-02 ~20l0-l2 收治的 80 例中~晚期鼻咽癌患
者,其中男 66 例,女 l4 例,年龄 20 ~60 岁,中位年
龄 44 岁O 采用配对随机分组方法将患者分为基因
治疗组(rad-p53 瘤内注射 +同步放化疗,Gene组
30 例);同步放化组(CCRT组 30 例);单纯放疗组
(RT组 20 例)O 三组患者的性别~年龄~T分期~N
分期~临床分期间差异均无统计学意义()>0.05),
具有可比性O 见表 lO

表 l 三组患者一般资料比较"(#

 组 别
性别 年龄(岁) T分期 N分期 临床分期

男 女 !44 >44 T2 T3 T4 N0 Nl N2 N3  期  期

基因治疗组 25 5 l6 l4 5 l3 l2 ll 9 6 4 l6 l4

同步放化组 25 5 l9 ll 5 l8 7 6 ll l0 3 20 l0

单纯放疗组 l6 4 l0 l0 8 8 4 5 2 5 8 9 ll

!2 0.ll5 0.033 7.063 l2.33l 2.455

) 0.944 0.597 0.l33 0.055 0.293

1.2 病例选择方法
l.2.l 病例纳入条件 (l)经病理诊断为鼻咽部
未分化非角化性癌,未行抗癌治疗; (2)按 UICC
(l997)鼻咽癌分期方案分期的 ~ 期鼻咽癌患
者;(3)年龄在 20 ~60 岁之间;(4)卡氏评分%70
分;(5)自愿参加并签署知情同意书O
l.2.2 病例排除条件 (l)研究期间需要增加任
何其他抗肿瘤伴随治疗;(2)有精神~神经系统严重
病变者;(3)有出血倾向性疾病者;(4)有较严重的
肝肾功能损伤者;(5)鼻咽癌复发患者O
l.2.3 病例剔除条件 (l)研究中途要求退出本
研究者;(2)在用药期间发生了严重不良事件患者;
(3)经研究者判断不适于继续参加本研究者O
1.3 治疗方法 (l)同步放化组:直线加速器常规
体外照射,联合卡铂+5-fu 化疗O (2)基因治疗组:
rad-p53 瘤内注射 +同步放化疗,重组人 p53 腺病
毒注射液(rad-p53,中国深圳赛百诺公司生产)在鼻
内镜直视下行鼻咽部原发灶瘤体内注射,l Xl0l2

VP/次,每周 l 次,共 6 次O (3)单纯放疗组:按常规
放疗方案O
1.4 试剂及检测方法
l.4.l 试剂 采用免疫组化的 ElivisionTMplus二
步法试剂盒~TS~GST- 和 Topo 蛋白均购自福州
迈新生物工程技术公司O DaB显色试剂盒购自北
京中杉公司O
l.4.2 检测方法 全部标本经 4%甲醛固定,常规
脱水,石蜡包埋,切片(4  m),HE染色,光镜检查O
采用ElivisionTM plus二步法(根据试剂说明书操
作)进行 TS~GST- 和 Topo 蛋白检测O 用己知的
TS~GST- 和 Topo 蛋白阳性切片作对照,用 PBS
缓冲液代替一抗作阴性对照O 免疫组化结果判断:
在显微镜下观察,Topo 以细胞核出现棕黄色颗粒
为阳性;TS和GST- 均以细胞质出现棕黄色颗粒为
阳性O
1.5 统计学方法 应用 SPSSl3.0 统计软件进行数
据处理,计数资料组间比较和关联性分析采用!2 检
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验,)<0.05 为差异有统计学意义O
2 结果
2.1 三组治疗前TS~GST-l和Topo1 的表达情况
治疗前基因治疗组~同步放化组和单纯放疗组 TS~
GST-l和 Topo1 的阳性表达率分别为 33.33%~
46.67%~25%;30%~36.7%~20%;30%~36.67%~
30%;三组间表达差异无统计学意义()值分别为

0.59,0.09,0.53)O
2.2 TS~GST-l和 Topo1 与鼻咽癌各临床病理指
标之间的关系 l期患者 TS 阳性表达率较l期高
(48.57% Vs26.67%,):0.04);中老年患者其 To-
po1 阳性表达明显高于中青年患者 (45.71% Vs
22.22%,):0.03);余各组间 TS~GST-l和 Topo1
表达差异无统计学意义(均)>0.05)O 见表 2O

表 2 TS~GST-l和Topo1 与鼻咽癌各临床病理指标之间的关系((>

 组 别
性别 年龄(岁) T分期 N分期 临床分期

男 女 !2 ) !44 >44 !2 ) T2 T3 T4 !2 ) N0 N1 N2 N3 !2 ) l期 l期 !2 )

TS表达
(-) 43 8

0.32 0.57
27 24

0.63 0.43
15 25 11

5.51 0.06
16 11 15 9

3.19 0.36
33 18

4.09 0.04
(+) 23 6 18 11 3 14 12 6 11 6 6 12 17

GST-l表达
(-) 47 9

0.26 0.61
31 25

0.06 0.81
12 28 16

0.16 0.92
14 16 14 12

1.33 0.72
31 25

0.06 0.81
(+) 19 5 14 10 6 11 7 8 6 7 3 14 10

Topo1表达
(-) 46 8

0.83 0.36
35 19

4.95 0.03
10 29 15

2.06 0.36
17 17 12 8

4.32 0.23
34 20

3.04 0.08
(+) 20 6 10 16 8 10 8 5 5 9 7 11 15

2.3 三组患者耐药蛋白表达治疗前后的比较 同
步放化组TS~GST-l和Topo1 的表达较治疗前明显
升高()值分别为 0.01,0.01,0.00),基因治疗组和
单纯放疗组治疗前后TS~GST-l和Topo1 的表达未
见明显改变()%0.05)O 见表 3O
表 3 三组患者耐药蛋白表达治疗前后的比较 ((%>]

组 别 耐药蛋白表达 治疗前 治疗后 !2 )

TS
( +) 20(66.67) 14(46.67)

2.44 0.12
( -) 10(33.33) 16(53.33)

基因治疗组
((:30) GST-l

( +) 21(70.00) 17(56.67)
1.15 0.28

( -) 9(30.00) 13(43.33)

Topo1
( +) 21(70.00) 20(66.67)

0.08 0.78
( -) 9(30.00) 10(33.33)

TS
( +) 16(53.33) 6(20.00)

7.18 0.01
( -) 14(46.67) 24(80.00)

同步放化组
((:30) GST-l

( +) 19(63.33) 9(30.00)
6.69 0.01

( -) 11(36.67) 21(70.00)

Topo1
( +) 19(63.33) 6(20.00)

11.27 0.00
( -) 11(36.67) 24(80.00)

TS
( +) 15(75.00) 14(70.00)

0.13 0.72
( -) 5(25.00) 6(30.00)

单纯放疗组
((:20) GST-l

( +) 16(80.00) 15(75.00)
0.14 0.71

( -) 4(20.00) 5(25.00)

TOPO1
( +) 14(70.00) 13(65.00)

0.11 0.74
( -) 6(30.00) 7(35.00)

2.4 三组治疗后复发和转移情况比较 基因治疗
组~同步放化组及单纯放疗组患者治疗后分别有 5
例~7 例~4 例出现复发和(或)转移,三组比较差异
无统计学意义():0.95)O
2.5 治疗前后耐药蛋白表达与肿瘤复发和(或)转
移的关系 治疗前及治疗后 TS 和 Topo1 蛋白表达
均与肿瘤的复发和(或)转移无关(均 )>0.05)O
治疗前和治疗后 GST-l蛋白表达均与肿瘤的复发
和(或)转移有关(均)<0.05)O 见表 4O

表 4 治疗前后耐药蛋白表达与肿瘤复发和(或>
  转移的关系 ((%>]

时 点 耐药蛋白表达 例数
肿瘤复发和转移

无 有
!2 )

治疗前
 TS( -) 51 41(80.39) 10(19.61)

0.01 0.91
 TS( +) 29 23(79.31) 6(20.69)

治疗后
 TS( -) 34 29(85.29) 5(14.71)

1.04 0.31
 TS( +) 46 35(76.08) 11(23.92)

治疗前
GST-l( -) 56 51(91.07) 5(8.93)

14.30 0.00
GST-l( +) 24 13(54.16) 11(45.84)

治疗后
GST-l( -) 41 38(92.68) 3(7.32)

8.46 0.01
GST-l( +) 39 26(66.66) 13(33.34)

治疗前
Topo1 ( -) 54 43(79.62) 11(20.38)

0.01 0.91
Topo1 ( +) 26 21(80.76) 5(19.24)

治疗后
Topo1 ( -) 39 31(79.48) 8(20.54)

0.01 0.91
Topo1 ( +) 41 33(80.48) 8(19.52)

 8211 ChineselournaIofNewCIinicaImedicine,December2012,VoIume5,Number12  

万方数据



⑤:TS在鼻咽癌细胞质的表达;⑤:GST-、在鼻咽癌细胞质的表达;①:Topo1在鼻咽癌细胞核的表达

图 1 TS&GST-、&Topo1在鼻咽癌组织中的阳性表达"ElivisioITMplus二步法X40#

3 讨论
3.1 鼻咽癌治疗后主要的死亡原因是局部复发和
远处转移[3] 0 研究发现,影响局部复发和远处转移
的因素除了分期等因素外,还与治疗方式有关0 化
疗可在一定程度上降低局部复发风险,但随着化疗
次数的增加,肿瘤细胞对化疗存在耐药0 目前众多
学者寻找其他有效治疗手段以提高肿瘤控制率0 基
因治疗在晚期肿瘤治疗方面应用越来越广泛,并已
取得了较为满意的效果0 基因治疗的原理是将人的
正常基因或有治疗作用的基因通过一定方式导入人

体靶细胞,以纠正基因缺陷或者发挥治疗作用0 至
今为止,基因治疗逆转鼻咽癌化疗耐药的确切作用
尚不十分明确0 我们利用免疫组化方法检测了 TS~
GST-、和Topo1蛋白在鼻咽癌 p53 基因治疗前后
表达的变化,初步探讨了 p53 基因治疗对化疗耐药
的影响及对鼻咽癌预后的影响0
3.2 胸苷酸合成酶为催化尿嘧啶脱氧核苷
(CUMP>~甲基化胸腺嘧啶脱氧核苷(CTMP>的反应
与DNA合成所必需的酶0 谷胱甘肽 S-转移酶是一
组与机体解毒作用有关的酶类,根据其在细胞内定
位的不同,一般可分为 a~卜~。~、~0 及 ’6 种类型;
GST-、与恶性肿瘤关系密切;GST主要通过将 GSH
藕联到化疗药物上,增加毒性药物的外流而减少细
胞毒性[4] 0 拓扑异构酶1是一种真核生物生存所
必需的泛酶,在几乎所有DNA代谢过程中发挥重要
作用0 研究表明Topo1既可作为细胞增殖的标志,
亦为许多抗癌药物的作用靶点,是一种多药耐药指
标[5] 0 在常规接受放化疗的患者,TS~GST-、和 To-
po1蛋白化疗后明显增加,提示与化疗耐药有关0
由于化疗前表达不到 50%,常规放化疗后明显增
加,这可能与TS~GST-、和 Topo1介导继发耐药有
关0 耐药是肿瘤复发转移的重要原因之一[6] 0 我

们的资料显示,GST-、增加组其复发转移率较无变
化组高,而TS~Topo1增加组复发转移率差异不显
著,这可能与 GST-、表达增加,介导较为严重的化
疗耐药有关0 Schumaker等[7]对头颈癌的研究也得

出类似结论,GST-、阳性者预后差;认为化疗前应对
头颈癌患者进行GST-、检测,从而为患者提供更个
体化的治疗0
3.3 接受基因治疗的患者在治疗后 TS~GST-、和
Topo1蛋白表达率稍高于治疗前,而同步放化组治
疗后TS~GST-、和Topo1蛋白明显增加,提示基因
治疗可逆转化疗耐药,但目前机制尚未明确0 治疗
前l期患者 TS 阳性表达率较l期高(48.57% vs
26.67%>,这提示肿瘤大小可能与化疗耐药有关,
肿瘤体积大其发生耐药的概率升高;进一步统计发
现,接受基因治疗的患者在治疗后其TS蛋白表达率
增加了 23.08%,但差异无统计学意义()>0.05>0
至于肿瘤体积大小与基因治疗敏感性的关系如何,
需进一步加以研究0
3.4 基因组卫士 p53 在DNA损伤时能够迅速诱导
细胞周期停滞和凋亡,从而防止肿瘤形成[8] 0 肿瘤
患者在DNA出现不同程度损伤时,野生型 p53 转变
成突变型 p53,细胞将失去正常静止和凋亡的能
力[9] 0 细胞不受调控的恶性增生最终导致了肿瘤
的复发0 前述GST-、阳性与肿瘤复发转移相关,本
实验发现,接受放化疗联合基因治疗的患者,其治疗
后GST-、阳性率未见明显增加,提示肿瘤复发受抑
可能与基因的治疗作用有关0 这可能与基因抑制了
野生型 p53 向突变型 p53 转变,从而抑制了细胞的
恶性增殖,减少肿瘤复发转移机会有关[10,11] 0
3.5 本研究结果表明,基因治疗晚期鼻咽癌可能通
过抑制TS~GST-、及Topo1蛋白表达进而逆转鼻咽
癌化疗耐药0 目前基因逆转化疗耐药的确切机制尚

 9211   中国临床新医学 2012 年 12 月 第 5 卷 第 12 期

万方数据



未明了 系当前基因治疗所面临的新问题 
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  [摘要] 目的 验证金纳多治疗急性期缺血性脑卒中的疗效及安全性 方法 对 50 例 男 37 例 女 13
例 急性脑梗死患者在常规治疗基础上加用为期 45 d的金纳多序贯疗法 进行自身对照观察 结果 金纳多
治疗急性缺血性脑卒中在治疗第 14 天 第 45 天后神经功能缺损程度评分 NFDS 较治疗前明显降低 P<
0.05  且治疗第 45 天的NFDS较治疗第 14 天明显降低 P<0.05  金纳多治疗急性缺血性脑卒中第 14 天
时有效率为 82% 治疗第 45 天时有效率为 96% 结论 金纳多治疗急性缺血性脑卒中疗效显著 安全性好 
已广泛用于急性期缺血性脑卒中的防治 
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