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Abstract
AIM: To investigate the expression of four Cyclins 
in gastrointestinal cancers, and to explore their 
correlations with multi-drug resistance-1 (MDR1) 
and TNM staging.

METHODS: Sixty-two fresh samples (gastric can-
cer 32, colorectal cancer 30) from patients under-
went operation were collected, and the expression 
of Cyclin (D1, E, A, B1) and MDR1 were detected 
by flow cytometry. In addition, pathological re-
ports were analyzed for TNM staging.

RESULTS: According to the expression of four 
Cyclins, four cell cycle types were divided in 

the gastrointestinal cancers. These four cell cycle 
types were in accordance with TNM staging (κ = 
0.599, P < 0.01) and marked correlation with the 
level of MDR1 expression (rs = 0.495, P < 0.01).

CONCLUSION: Cell cycle typing based on Cy-
clins expression has the same significance as 
TNM staging. MDR1 expression is correlated 
with the cell cycle typing, so it is possible to re-
verse MDR through interfering in cell cycle.

Key Words: Cyclins; Cell cycle; Multi-drug resist-
ance-1; Gastrointestinal cancer; Flow cytometry; 
TNM staging
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摘要
目的: 研究胃肠道恶性肿瘤的4种主要Cyclins 
(Cyclin D1, E, A, B1)的表达规律, 以此为依
据对恶性肿瘤进行分型, 并结合肿瘤标本中
MDR1(多药耐药基因1)的表达情况, 与肿瘤
TNM分期进行相关性分析. 

方法: 采用流式细胞术分析新鲜手术获取的
62例肿瘤标本(胃癌32例, 结直肠癌30例)的
Cyclin D1, E, A, B1及MDR1表达情况, 再记录
术后病理报告进行TNM分期. 

结果: 根据4种主要Cyclins的表达情况对恶性
消化道肿瘤分为Ⅰ-Ⅳ型Cyclin非时相性表达
类型, 此Ⅰ-Ⅳ型细胞周期类型与TNM分期具
有一致性, Kappa系数等于0.599(P <0.01). Ⅰ-
Ⅳ型细胞周期类型中MDR1的表达水平逐渐
增高, 等级相关系数r s为0.495(P <0.01).

结论: 根据Cyclins的表达情况对消化道恶性
肿瘤进行的分型具有与TNM分期相同的意义. 
在消化道肿瘤中, MDR1与肿瘤细胞周期素表
达类型有关, 对治疗具有指导意义.

®

■背景资料
Cyclins在细胞周
期运行中是一种
重要的“驱动”, 
其表达情况的异
常是导致肿瘤恶
性转变并浸润生
长转移的重要因
素 ;  而MDR1(多
药耐药基因1)编
码的糖蛋白P-gp
是导致化疗失败
的主要原因之一.
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0  引言

细胞周期素Cycl ins在细胞周期运行中是一种

重要的“驱动”, 其表达情况的异常是导致肿

瘤恶性转变并浸润生长转移的重要因素[1]; 而
MDR1(多药耐药基因1)编码的糖蛋白P-gp是导

致化疗失败的主要原因之一, 研究其表达情况

与肿瘤的某些生物学行为的关系, 用于判断恶

性程度及预后是研究热点之一[2-4]. 我们通过流

式细胞术研究胃肠道恶性肿瘤手术标本的4种
主要Cyclins及MDR1的表达情况, 根据Cyclins的
表达情况对肿瘤进行分型, 根据临床病理诊断

进行TNM分期, 研究彼此之间的相关性. 旨在尝

试用“分子指标”进行肿瘤分期, 并探讨该分

期与一些肿瘤标志物的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 在手术室获取新鲜肿瘤标本(共62例, 
其中胃癌32例, 结肠癌11例, 直肠癌19例), 每
次在不影响病检的前提下取组织2-6 g, 放入

冰PBS的小标本瓶中, 带回实验室, 所有肿瘤

患者均未行术前化疗; 2.5 g/L Tr i ton X-100
购自Sigma公司; 鼠抗人Cyclins, MDR1, 同质

特异性对照抗体鼠抗人I g G单抗均购自B D公

司; FITC标记的兔抗鼠IgG抗体购自Dako公司; 
FACSORT流式细胞仪购自BD公司.
1.2 方法 机械法制备单细胞悬液, 每个标本固定

6管, 1管用纯甲醇固定(用于Cyclin D1分析), 其
他5管用800 mL/L乙醇固定(分别用于其他3种
Cyclins, IgG, MDR1分析). -20℃保存过夜. 取固

定的细胞, PBS洗涤后加2.5 g/L Triton X-100在
冰上放置5 min. 加入PBS溶液洗涤、离心、去

上清吸干. 将含有一抗(用10 g/L BSA稀释1∶
50-1∶ 200)的BSA分别加入细胞管中, 4℃孵育

过夜. 将孵育过夜的细胞加PBS洗涤倒干残液. 
加10 g/L BSA稀释(1∶20)的FITC标记的兔抗

鼠IgG抗体. 室温避光放置30 min. PBS洗涤, 离
心弃上清. 加入含10 mg/L的PI和1 g/L RNase
的PBS液, 室温避光放置20 min, 待检测. 使用

FACSORT流式细胞仪, 经488 nm激光激发, 被

标记细胞同时发射红色(P I)和绿色(F I T C)荧
光, 经Cell Quest软件处理并对荧光强度进行分

析, 获得Cyclins/DNA双参数图像. 以同型对照

的Gate内的细胞百分比在5%以下的电压检测

同一标本4种Cyclins和MDR1的间接荧光水平. 
每一个标本共6管, 分别为IgG对照, Cyclin D1, 
E, A, B1, MDR1. 阳性标准: 10%以下为“-”, 
10%-25%为“+”, 25%-100%为“++”. 记录术

后病检报告, 进行TNM分期.
统计学处理 对Cyclins非时相性表达类型与

TNM分期做一致性检验, 计算k系数并进行假设

检验; 对MDR1的表达水平与Cyclins非时相性表

达类型做Spearman等级相关检验. P<0.05视为差

异有统计学意义.

2  结果

2.1 胃肠肿瘤Cyclins非时相性表达分型 考虑到

Cyclin D1为G0/G1期主要Cyclin, 驱动细胞通过

限制点进入细胞周期, 继而Cyclin E, A, B1顺序

驱动细胞周期运行完毕. 同时根据Cyclins的表

达情况(半定量分析结果)分为4种类型(表1). 
2.2 细胞周期类型Ⅰ-Ⅳ型与TNM分期Ⅰ-Ⅳ期

的关系 细胞周期类型Ⅰ-Ⅳ型与TNM分期Ⅰ-Ⅳ
期进行一致性检验, 计算k值并进行显著性检验. 
其中TNM分期采用国际抗癌联盟(UICC)胃癌和

结肠癌的TNM分期指标. 计算k系数等于0.599, 
对k值进行z检验, P <0.01, 认为有一致性(表2). 
2.3 细胞周期类型Ⅰ-Ⅳ型与MDR1表达水平的

关系 细胞周期类型Ⅰ-Ⅳ型与MDR1阳性细胞百

分比的分布情况(表3和图1). 可以发现MDR1的
表达水平呈现从细胞周期Ⅰ-Ⅳ型逐渐升高的趋

势, 等级相关r  = 0.495, P <0.01.

3  讨论

当生长信号传递到细胞周期调控机制时, 首先是

Cyclin D1的表达增加(Cyclin D1是G0/G1期主要

Cyclin, 起生长因子与细胞周期之间纽带的作用, 

■研发前沿
研究MDR1表达
情况与肿瘤的某
些生物学行为的
关系, 用于判断恶
性程度及预后是
研究热点之一. 如
何逆转耐药是目
前肿瘤治疗的难
点.

表  1  Cyclins非时相性表达分型

     
Cyclins非时相性                           Cyclin表达

表达类型              Cyclin D1    Cyclin E     Cyclin A     Cyclin B1

Ⅰ                          +~++     +~++      +~++        +~++

Ⅱ                          +~++     +~++/-   +~++/-    +~++/-

Ⅲ                             —        +~++/-   +~++/-    +~++/-

                                 +             —            —              —

Ⅳ                             —            —            —              —

■相关报道
胃肠肿瘤中MDR1
的高表达与肿瘤
的 进 展 有 关 .  同
时, 肿瘤是一类渐
进性细胞周期调
控机制破坏的疾
病.
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可被称为细胞周期外Cyclin), 与Cdk4/6形成复合

物, 此时在Cdk4, pRB, E2F等参与瀑布式激动下, 
使细胞通过Restriction Point(限制点)以便进入

S期[5-7]. 通过限制点后即无需生长因子刺激, 此
时进入细胞周期. CyclinE进一步升高, 形成越来

越多的CyclinE-Cdk2复合物, 启动通过G1期检测

点, 并最终进入S期, 此后CyclinA、B1水平的依

次升高和Cdk2, Cdk1的依次激活, 细胞通过G2, 
M期及其中相应的检测点完成细胞增殖[8]. 所以

CyclinE, A, B1可被称为细胞周期内Cyclin. 几乎

所有的肿瘤都有一个根本的共同特征: 细胞周

期调控机制的破坏, 导致细胞的失控性生长[9]. 
已经有研究正常肠道上皮的Cyclin表达规律[10]

的报道, 本课题中我们揭示消化道肿瘤的Cyclin
表达规律, 发现不同TNM期有不同的Cyclin表达

情况, 进而我们将Cyclins表达分为Ⅰ-Ⅳ型(表1): 
Ⅰ型细胞周期内外Cyclin均有表达, 可能“生

长信号”过强, 腺体结构增生旺盛, 符合“High 
cyclin, high speed”这一观点. Ⅱ型细胞周期外

Cyclin有表达, 细胞周期内Cyclin一种或两种表

达. Ⅲ型仅有细胞周期内Cyclin或仅有细胞周期

外Cyclin表达. Ⅳ型细胞周期内外Cyclin均无表

达, 可能拥有不依赖于Cyclin/Cdk的细胞周期机

制, 使肿瘤细胞逃避了限制点和检测点的调控. 
多种癌基因、抑癌基因改变的累积是导致不同

表型的肿瘤获得多样的生物学行为的主要原因, 
而几乎所有的癌基因、抑癌基因的功能效应, 

最终都是从不同的途径汇聚到细胞周期机制上

来或者本身直接就是细胞周期的重要调控成

分[11-12]. Ⅰ-Ⅳ型中Cyclin D1表达下降提示肿瘤

生长不再依赖外界生长刺激, Cyclin D1在肿瘤

恶性转变中具有重要意义[13-14]. 而Ⅰ-Ⅳ型中不

同的细胞周期内Cyclin的表达逐渐下降或不表

达提示不同的检测点效应的丧失. 所以, Cyclin
表达情况的分型所反映出的不同的细胞周期机

制的破坏情况可以与肿瘤的生物学行为联系起

来. 统计结果也显示Ⅰ-Ⅳ型与TNM分期有一致性. 
我们发现MDR1的表达水平呈现从细胞周

期Ⅰ-Ⅳ型逐渐升高的趋势. 诚然, 实验标本选

取的均为术前未行化疗的患者, 所以排除了获

得性耐药的可能. 而且, 先前已有的报道认为

MDR1与肿瘤的进展和预后有一定的关系. Fujii 
et al [15]通过单抗C219, 运用流式细胞仪分析24例
胃癌患者中P-gp的表达, 其中8例P-gp阳性, 阳性

发生率在进展期患者中较高. 另在89例行手术

治疗的胃癌患者中, 研究体外化学敏感性测试

(TIA)和胃癌患者的临床病理特征及生存期的关

系, 其中31例TIA测试显示MDR阳性(34.8%), 多
药耐药组的术后5 a生存率16%显著低于非多药

耐药组的38%(P <0.05). 多药耐药基因MDR1编
码的P-gp高表达是耐药的主要机制. 而在我们的

研究中将MDR1与细胞周期类型联系起来, 是对

该分型的一项评价, 同时又将肿瘤原发耐药的

生物学属性和细胞周期联系了起来. 
至于MDR1(多药耐药基因1)编码的糖蛋白

即P-gp的表达与细胞周期运行调控机制的联系

的具体分子基础还不明了. 但是已有诸多研究

发现细胞周期与多药耐药有可能的潜在联系. 
Wong et al [16]认为在结直肠癌中β-catenin(作为癌

发生的关键)与T细胞因子协同促进几种在肿瘤

■应用要点
本文揭示了决定
肿瘤原发性多药
耐药的重要分子
基础MDR1与细
胞周期调控破坏
的关键即Cyclins
表达之间的关系. 
可从细胞周期运
行的角度预测耐
药, 并能进一步研
究探索肿瘤的细
胞周期与原发耐
药之间的关系的
分子基础, 最终通
过干预肿瘤的细
胞周期逆转耐药.

表  2  细胞周期分型与TNM分期

     
Cyclins非时相性                               TNM分期

表达类型                       Ⅰ        Ⅱ         Ⅲ         Ⅳ         合计

Ⅰ                               10        2          0          0          12

Ⅱ                                 0        7          6          0          13

Ⅲ                                 0        5        16          2          23

Ⅳ                                 0        0          3        11          14

合计                            10     14        25        13           62

表  3  细胞周期类型与MDR1表达水平

     
Cyclins非时相性                        MDR1阳性表达水平

表达类型                  0%-10%   10%-25%   25%-100%   合计

Ⅰ                                9               2                1            12

Ⅱ                                2               8                3            13

Ⅲ                                4               5              14            23

Ⅳ                                2               2              10            14

合计                          17             17              28             62

图  1  MDR1的表达情况从细胞周期Ⅰ-Ⅳ型变化趋势.
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■创新盘点
本文的创新之处
在于探讨了肿瘤
耐药的重要分子
基础MDR1和细
胞周期调控破坏
的关系, 试图从细
胞周期运行的角
度来解释和预测
原发耐药.
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■同行评价
本文研究了胃肠
道肿瘤不同细胞
周期蛋白表达的
分 期 ,  并 探 讨 其
与TNM分期的相
关性, 以提出“肿
瘤分子分期”的
可行性, 有一定新
意.

进展中具有重要作用的复合物的表达: C-myc, 
Cyclin D1, Cyclooxygenase (COX)-2, MMP-7,  
CD44 proteins和P-glycoprotein, 这一观点可以

看出Cyclin D1和MDR1的表达有相同的上游驱

动. Patel et al [17]研究发现在肿瘤生长转移中起促

进作用的COX-2对MDR1的表达有上调的作用. 
Kornmann et al [18]在胰腺癌细胞系中发现通过稳

定转染Cyclin D1反义片段抑制Cyclin D1的表达

可以下调MDR1的mRNA水平. 综合这些研究成

果来看, 推动细胞周期运行的Cyclin与MDR1及
其他肿瘤相关基因组成了一个复杂的网络, 细
胞周期和多药耐药必有直接或间接的联系, 未
来在彻底研究了两者之间关系的分子基础之后, 
通过干预肿瘤的细胞周期是有可能逆转耐药的. 
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第八届中西医结合实验医学研讨会

本刊讯 第八届中西医结合实验医学研讨会将于2006-10在南京举行, 现将征文通知公布如下: 

1  截稿日期

2006-08-31截稿.

2  联系方式

南京中山东路305号南京军区总医院 齐名; 邮编: 210002; 电话: 025-52926620.


