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ATP7B 功能活性及其基因多态性与绝经后	

卵巢癌顺铂 -紫杉醇化疗耐药相关

鲁振雯1，朱红斌1，丁晓虎2，王席2

(南通大学附属东台医院 1. 内分泌科；2. 药学科，江苏 盐城 224200)

[摘　要]	 目的：探究 AT P 7 B 功能活性及其基因多态性与绝经后卵巢癌顺铂 -紫杉醇化疗耐药的相关性。 

方法：在南通大学附属东台医院妇产科和标本库分别采集100例使用顺铂-紫杉醇联合化疗的绝经

后卵巢癌患者全血样本，3例绝经后卵巢癌与3例绝经后无原发性卵巢癌患者的卵巢组织样本，按

照耐药情况分为化疗敏感组和化疗耐药组。使用RT-PCR和Western印迹技术测定卵巢癌患者和无

原发性卵巢癌患者ATP7B的mRNA和蛋白的表达水平，使用PCR-RFLP技术检测绝经后卵巢癌患者

ATP7B(rs1061472和rs1801249)位点在化疗敏感组和化疗耐药组基因型频率分布情况。两组临床

样本数据采用独立样本 t检验和卡方检验进行数据分析。结果：与化疗敏感组相比，化疗耐药组

ATP7B mRNA和蛋白表达水平显著升高(P<0.05)；两组ATP7B rs1061472和rs1801249位点各基因型

频率分布差异有统计学意义(P<0.05)。结论：化疗耐药组绝经后卵巢癌患者ATP7B mRNA的过表达

与顺铂-紫杉醇联合化疗耐药情况的发生密切相关。ATP7B rs1061472和rs1801249基因多态性与绝

经后卵巢癌患者顺铂-紫杉醇联合化疗耐药显著相关。

[关键词]	 顺铂-紫杉醇；绝经后卵巢癌；耐药；ATP7B；基因多态性

Functional activity of ATP7B and its gene polymorphisms 
associate with chemoresistance of cisplatin-paclitaxel in 

postmenopausal ovarian cancer

LU Zhenwen1, ZHU Hongbin1, DING Xiaohu2, WANG Xi2

(1. Department of Endocrinology; 2. Department of Pharmacy, Affiliated Dongtai Hospital of Nantong University, Yancheng Jiangsu 224200, China)

Abstract Objective: To investigate ATP7B functional activity and its genetic polymorphisms and postmenopausal 

ovarian cancer cisplatin-paclitaxel chemotherapy. Correlation of resistance. Methods: One hundred cases of 

postmenopausal ovarian cancer patients with cisplatin-paclitaxel combined with chemotherapy and 3 cases 

of postmenopausal ovarian cancer and 3 cases of postmenopausal patients without primary ovarian cancer 

were collected in our hospital. Ovarian tissue samples were divided into chemotherapy-sensitive group and 

chemotherapy-resistant group according to drug resistance. RT-PCR and Western Blotting were used to detect 
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卵 巢 癌 是 当 今 世 界 上 最 致 命 的 恶 性 妇 科 肿

瘤，在过去十年里卵巢癌的发病率逐年上升 [ 1 ]。

在超过70%的恶性卵巢癌患者中，有证据[2]表明在

疾病诊断时肿瘤已经在卵巢外传播和扩散。在这

种情况下，需要对患者进行化学药物联合治疗。

2 1 世 纪 前 ， 单 独 使 用 顺 铂 的 环 磷 酰 胺 化 疗 或 联

合多柔比星已成为治疗卵巢癌的标准 [ 3 ]。2 1世纪

后，紫杉醇被用于治疗晚期卵巢癌。目前，顺铂-
紫杉醇联合化疗是治疗女性卵巢癌的金标准 [ 4 ]。

大量实验 [5]证明：顺铂 -紫杉醇联合化疗优于环磷

酰胺/多柔比星治疗方案，但晚期卵巢癌患者的长

期生存率仍然偏低。化疗药物的耐药情况仍是临

床上恶性卵巢癌治疗失败的主要原因，有报道 [ 6 ] 

证实复发的卵巢癌患者和最初对化疗无反应的患

者被认为携带隐藏的化学耐药基因，这也是卵巢

恶性肿瘤复发和致死的原因。研究 [ 7 ]证实：正弦

三磷酸酶(adenosine  tr iphosphate  7B，ATP7B)，

B R C A 1，B R C A 2，PA R P 1，U I M C 1，H OX A 9，

DA X X，TX N等基因与顺铂 -紫杉醇联合化疗的耐

药情况密切相关。

ATP7B是一种P型铜蛋白转运ATP酶，可以调

节肿瘤药物的摄入和外流能力，降低药物在细胞

内的分布情况和浓度水平，进而导致肿瘤药物不

能有效抑制恶性肿瘤细胞的增殖和分化，使得恶

性肿瘤细胞发生耐药情况 [ 8 ]。体外研究 [ 9 ]表明：

AT P 7 B与许多实体肿瘤(包括卵巢肿瘤)中的铂耐

药性有关。由于绝经前卵巢癌的发生发展和雌激

素及其代谢产物的高浓度刺激密切相关 [10]，为避

免雌激素及其代谢产物在本模型中的干扰，本研

究选择绝经后的卵巢癌患者进行研究。本研究采

用RT-PCR、蛋白质印迹法和PCR-R FLP技术验证

ATP7B rs1061472和rs1801249位点突变是否导致

AT P 7 B蛋白酶功能失调进而影响绝经后卵巢癌患

者联合化疗的疗效，进而用于预测顺铂-紫杉醇联

合化疗治疗的绝经后卵巢癌患者的存活率。探讨

ATP7B rs1061472和rs1801249位点基因多态性与顺

铂-紫杉醇联合化疗耐药的关联性。

1  对象与方法

1.1  对象

选取南通大学附属东台医院妇产科100例绝经

后卵巢癌患者，按照顺铂-紫杉醇化疗方案耐药情况

分为化疗敏感组(50例)和化疗耐药组(50例)，化疗

敏感组为对顺铂-紫杉醇均敏感，化疗耐药组为对顺

铂-紫杉醇均耐药。两实验组皆收集全血样本，同时

在南通大学附属东台医院标本库中采集3例绝经后

卵巢癌和3例绝经后无原发性卵巢癌患者的卵巢组

织样本，所有受试者在入组前签署知情同意书。本

实验经过南通大学附属东台医院医学伦理委员会批

准，同时在中国临床试验中心进行注册(注册号：

ChiCTR1900021416)及数据录入。

1.2  实验材料与仪器

M i R N A 提 取 试 剂 盒 购 自 德 国 Q i a g e n 公 司 ；

miRNA反转录试剂盒购自Takara公司；Q-PCR试剂

盒、LightCycle 480PCR仪器、NanoDrop1000核酸

浓度测定仪及国产高速冷冻离心机购自瑞士Roche
公司；AT P 7 B抗体，蛋白质印迹一抗和二抗稀释

液，山羊抗小鼠近红外荧光二抗，山羊抗兔近红

外荧光二抗购自英国Abcam公司；基因多态性PCR
引物购自生工生物工程(上海)有限公司；DNTPs，

the expression of ATP7B mRNA and protein in ovarian cancer patients and patients without primary ovarian 

cancer. PCR-RFLP was used to detect ATP7B (rs1061472 and rs1801249) sites in postmenopausal ovarian 
cancer patients. The frequency distribution of genotypes in the sensitive group and the chemoresistance group. 
The clinical sample data of the two groups were analyzed by independent sample t-test and chi-square test.  
Results: Compared with the chemotherapy-sensitive group, the mRNA and protein expression levels of ATP7B 
in the chemotherapy-resistant group were significantly increased. The frequencies of ATP7B rs1061472 and 
rs1801249 were genotype frequencies in the chemotherapy-sensitive group and ovarian cancer patients in the 
chemotherapy-resistant group. There was a significant difference in the distribution (P<0.05). Conclusion: The 
overexpression of ATP7B mRNA in postmenopausal ovarian cancer patients in chemotherapy-resistant group 
is closely related to the occurrence of cisplatin-paclitaxel combined with chemotherapy. ATP7B rs1061472 and 
rs1801249 gene polymorphisms were significantly associated with cisplatin-paclitaxel combined chemotherapy 
resistance in postmenopausal ovarian cancer patients.

Keywords cisplatin-paclitaxel; postmenopausal ovarian cancer; drug resistance; ATP7B; gene polymorphism
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b u f f e r ， Ta q 酶 ， 异 丙 醇 ， 无 水 乙 醇 ， 氯 仿 ，

TRIzol，冰乙酸，5×TBE，琼脂糖购自美国NEB公

司；B GLI I内切酶，Wester n电泳-转膜电源，Bio-
Rad半干转膜系统，恒温冷冻摇床，Hoefer电泳仪，

移液枪购自全式金生物技术有限公司；2720 PCR仪

器购自美国ABI公司；−80 ℃冰箱购自美国Thermo
公司。

1.3  方法

1.3.1  RT-PCR法测定两组ATP7B mRNA表达水平

取人外周血样200 μL，TRIzol法提取巢癌患者

化疗敏感组和化疗耐药组的R NA。反转录反应所

用总RNA的量为1 μg，反应总体积为20 μL。按表1
的反应体系在9 6孔板中加入反应物，封膜，离心

(4 000 r/min，2 min)。以β-Actin的mRNA表达水平

作参比。引物序列详见表2。

P C R 仪 反 应 条 件 设 定 程 序 ： 活 化 ： 9 5  ℃ ， 
30 s；P C R ： 9 5  ℃， 5  s ； 5 8  ℃， 3 0  s ； 4 0 个循

环，定量；熔化曲线：95 ℃，5 s；58 ℃，60 s； 
95 ℃，连续；冷却：50 ℃，30 s。反应完成后，

使用Roche LightCycle 480软件计算得出样本中各

目的基因的Cp值，通过ΔΔCt法计算各目的基因的

mRNA相对表达水平。

1.3.2  蛋白质印迹法检测卵巢样本中目的蛋白的表达

称取各组50~100 mg卵巢组织，加入0.5~1 mL 
R IPA裂解液，置冰上裂解30 min，提取组织中的

总蛋白，采用B C A试剂盒对蛋白进行定量。将蛋

白质与上样缓冲液以等体积混合，置于沸水中煮

沸5 min，使蛋白变性，分别取50 μg变性蛋白加入

到每个泳道孔，以10%的聚丙烯酰胺凝胶进行电泳

分离蛋白。待染料进入到分离胶的底部时结束电

泳。将凝胶上的蛋白转移至NC膜上，转膜结束后

将膜置于以TBST稀释的牛血清白蛋白中封闭2 h。

取出NC膜，分别置于含有一抗的玻璃皿中，4 ℃
孵育过夜。将膜置于含二抗的平皿中，室温孵育  
1  h。以TBS洗涤后，将处理好的NC膜放入双色红

外激光成像系统扫描，保存所得图像，用ImageJ软

件进行灰度分析，以ATP7B与β-Actin光密度的比值

表示目的蛋白相对表达含量。

1.3.3  血液中基因组DNA的提取

采 用 树 脂 型 T M 基 因 组 D N A 提 取 试 剂 盒

提 取 。 P C R - R F L P 方 法 进 行 基 因 分 型 。 AT P 7 B 
r s 1 0 6 1 4 7 2 和 r s 1 8 0 1 2 4 9 位 点 基 因 多 态 性 检 测 。

P C R 引 物 序 列 ： A T P 7 B  r s 1 0 6 1 4 7 2 正 向 引 物

5'-TTAAAAGGATATTTTGCTGTTAA-3'，ATP7B rs1061472
反向引物5'-CTCGTG GTCTGTC ATAG CGTC -3'，
ATP7B rs1801249正向引物5'-G ACCCGGTG ACC-
G A AT G A G T- 3 ' ， AT P 7 B  r s 1 8 0 1 2 4 9 反 向 引 物

5'-CATGAAACAAGCCATCTCACCTGT-3'。
按表3顺序在0.2 mL无核酶离心管中加入反应

物，涡旋混匀，3 000 r/min离心10 s。于PCR仪中

进行扩增反应，反应条件：94 ℃，5 min；94 ℃， 
30 s；60 ℃，1 min；72 ℃，1 min；40个循环，72 ℃
最后延伸7 min。

PCR产物混匀后置37 ℃消化2 h，酶切产物用

2.0%的琼脂糖凝胶进行电泳分离。电泳条件110 V，

35 min(表4)。

表1 RT-PCR反应体系(20 μL)

Table 1 RT-PCR reaction system (20 μL)

反应成分 体积/μL

SYBR Premix Ex TaqTM II(2×) 10.0

正向引物 0.8

反向引物 0.8

cDNA模板 2.0

无核酶水 6.4

表2 RT-PCR反应引物

Table 2 RT-PCR reaction primers

基因
引物顺序(5'-3')

正向 反向

ATP7B CCCAGAACGGCGTCCTAA CGCACAGCACACCATCAA

β-Actin CTCCATCCTGGCCTCGCTGT GCTGTCACCTTCACCGTTCC
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1.4  统计学处理

采用SPSS 23.0软件进行数据分析处理。两样

本比较符合方差齐性的采用独立样本t检验。数据

不符合方差齐性的采用Satterthwaite近似t检验。假

设检验水准按α = 0 . 0 5判定。计数资料及分析基因

型的分布是否符合Hardy-Weinberg平衡用χ2检验。
P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  ATP7B在顺铂-紫杉醇联合化疗敏感组和耐药组

中的mRNA表达情况

RT-PCR实验发现：与顺铂-紫杉醇联合化疗敏

感组相比，耐药组的ATP7BmRNA表达水平显著升

高(P<0.01，图1)。

2.2   ATP7B在绝经后卵巢癌患者和绝经后无原发性

卵巢癌患者卵巢组织中的蛋白表达情况

绝 经 后 卵 巢 癌 患 者 中 AT P 7 B 蛋 白 表 达 水 平

显 著 高 于 绝 经 后 无 原 发 性 卵 巢 癌 患 者 ( P < 0 . 0 1 ， 
图2)。

2.3  ATP7B rs1061472基因分型结果

ATP7B rs1061472位点PCR扩增产物长度为280 
b p的D N A片段。野生型等位基因A的扩增片段有

BGLII限制性酶切位点，该扩增片段经BGLII消化

表3 PCR反应体系 

Table 3 PCR reaction system

反应成分 体积/μL

10×Buffer(含MgCl2) 2.00 

dNTP 1.00

正向引物 0.50

反向引物 0.50

DNA模板 2.00

Easy Taq DNA聚合酶 0.25

无核酶水 18.75

表4 PCR 扩增产物酶切体系

Table 4 PCR amplification product digestion system

反应成分 体积/μL

NEB Buffer 2.0 

PCR产物 10.0 

BGLII内切酶 0.5

灭菌双蒸水 7.5

图1 绝经后两组ATP7B mRNA的表达情况

Figure 1 ATP7B mRNA expression of the 2 groups in post-

menopausal women

Mean±SEM，n=50。与敏感组比较，**P<0.01。

Mean ± SEM, n=50. Compared to the sensitive group, **P<0.01.

图2 ATP7B在绝经后卵巢癌患者和绝经后无原发性卵巢癌

患者卵巢组织中的蛋白表达情况

Figure 2 Protein expression of ATP7B in ovarian tissue of 

postmenopausal ovarian cancer patients and postmenopausal 

patients without primary ovarian cancer; ATP7B protein 

statistical results

Mean ± SEM，n=3。N代表绝经后无原发性卵巢癌患者，

O代表绝经后卵巢癌患者，与卵巢癌组比较，**P<0.01。

Mean±SEM, n=3. N represents no primary ovarian cancer 

patients after menopause, and O represents postmenopausal 

ovarian cancer patients, compared with ovarian cancer group, 

**P<0.01.
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后，产生100 bp条带；而突变型等位基因G的扩增

片段无BGLII限制性酶切位点，其消化产物长度为

280 bp。因此GG突变纯合子显示280 bp条带；A A
野生纯合子仅一100 bp条带；GA杂合子显示280 bp
和100 bp条带(图3)。

2.4  ATP7B rs1801249基因分型结果

AT P 7 B  r s 1 8 0 1 2 4 9 位点 P C R 扩增产物长度为 
120 bp的DNA片段。野生型等位基因A的扩增片段

有BGLII限制性酶切位点，该扩增片段经BGLII消

化后，产生80 bp条带；而突变型等位基因G的扩增

片段无BGLII限制性酶切位点，其消化产物长度为

120 bp。因此GG突变纯合子显示150 bp条带；A A
野生纯合子仅一80 bp条带；GA杂合子显示120 bp

和80 bp条带(图4)。

2.5  ATP7B rs1061472各基因型和等位基因在顺铂-紫
杉醇联合化疗敏感组和耐药组中的分布

AT P 7 B  r s 1 0 6 1 4 7 2 各 基 因 型 和 等 位 基 因 分

布频率见表 5 。经 H a r d y -We i n b e r g 遗传平衡定律

检 验 ， 该 位 点 基 因 型 A A ， G A ， G G 及 等 位 基 因

A ， G 频 率 在 人 群 中 的 分 布 符 合 遗 传 平 衡 ， 样 本

具 有 群 体 代 表 性 ( P > 0 . 0 5 ) 。 AT P 7 B  r s 1 0 6 1 4 7 2
位 点 各 基 因 型 频 率 在 E C 患 者 和 健 康 女 性 志

愿 者 中 的 分 布 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P < 0 . 0 1 ) ；

AT P 7 B  r s 1 0 6 1 4 7 2 位 点 等 位 基 因 频 率 在 E C 患 者

和 健 康 女 性 志 愿 者 中 的 分 布 差 异 有 统 计 学 意 义

( P < 0 . 0 1 ) 。  

图3 ATP7B rs1061472位点PCR扩增产物经BGLII酶切后用2.0%琼脂糖凝胶电泳图

Figure 3 ATP7B rs1061472 site PCR amplification product was digested with BGLII and then electrophoresed on a 2.0% agarose gel

图4 ATP7B rs1801249位点PCR扩增产物经BGLII酶切后用2.0%琼脂糖凝胶电泳图

Figure 4 ATP7B rs1801249 PCR amplification product was digested with BGLII and electrophoresed on a 2.0% agarose gel

表5 两组ATP7B rs1061472各基因型和等位基因的分布(n=50)

Table 5 Distribution of genotypes and alleles of ATP7B rs1061472 in the 2 groups (n=50)

组别
ATP7B rs1061472分布/[例(%)] 等位基因/[例(%)]

AA野生纯合子 GA突变杂合子 GG突变纯合子 A G

敏感组 22 (44.0) 16 (32.0) 12 (24.0) 60 (60.0) 40 (40.0)

耐药组 10 (20.0) 14 (28.0) 26 (52.0) 38 (38.0) 62 (62.0)

P 0.008* 0.002*

等位基因频率以绝对值(百分比)表示。*皮尔逊卡方检验确定P值。

The allele frequency is expressed in absolute (percent). *The Pearson chi-square test determines the P value.

500 bP
400 bP
300 bp
200 bp
100 bp

Maker                 GA                GA                    GA                   GG                   GG              GG                 AA                   GA                   AA

600 bP
500 bP
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

Maker                  GG                GA                 GA                   GA                    GA                    AA                   AA                     AA                  AA
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2 .6   A T P7B  r s1801249各基因型和等位基因在 
顺铂-紫杉醇联合化疗敏感组和耐药组中的分布

AT P 7 B  r s 1 8 0 1 2 4 9 各基因型和等位基因分布

频率见表 6 。经 H a r d y -We i n b e r g 遗传平衡定律检

验，经Ha rd y-We i n b e rg遗传平衡定律检验，该位

点基因型A A，GA，GG及等位基因A，G频率在人

群中的分布符合遗传平衡，样本具有群体代表性

(P>0.05)。ATP7B rs1801249位点各基因型频率在

EC患者和健康女性志愿者中的分布差异有统计学

意义(P<0.05)，ATP7B rs1801249位点等位基因频

率在EC患者和健康女性志愿者中的分布差异有统

计学意义(P<0.05)。

表6 两组ATP7B rs1801249各基因型和等位基因的分布频率

Table 6 Distribution frequency of ATP7B rs1801249 genotypes and alleles in the 2 groups

组别
ATP7B rs1801249分布/[例(%)] 等位基因/[例(%)]

AA野生纯合子 GA突变杂合子 GG突变纯合子 A G

M组 28 (56.0) 12 (24.0) 10 (20.0) 68 (68.0) 32 (32.0)

N组 19 (38.0) 13 (26.0) 18 (36.0) 51 (51.0) 49 (49.0)

P 0.045* 0.014*

等位基因频率以绝对值(百分比)表示。*皮尔逊卡方检验确定P值。

The allele frequency is expressed in absolute (percent). *The Pearson Chi-square test determines the P value.

3  讨论

多中心大数据实验 [11]表明：卵巢癌患者在使

用 顺 铂 - 紫 杉 醇 联 合 化 疗 方 案 时 ， AT P 7 B 在 整 个

治疗方案中的作用尤为重要。当AT P 7 B在人体内

过表达后，机体会自发对肿瘤药物耐药，但目前

对AT P 7 B高表达的原因尚不明确。AT P 7 B是一种

分子量为165 kD(1 D=1 u)的膜蛋白酶，具有多个

胞质结构域 [12]。ATP7B中的N-末端铜结合结构域

含有6个金属结合结构域(metal  binding domain，

M B D ) 。铂分子与 AT P 7 B 的 C X XC 基序结合 [ 1 3 ]，

每 个 AT P 7 B 分 子 可 与 几 种 铂 分 子 结 合 [ 1 4 ]。 这 些

与铂结合的金属结合亚结构域可以影响铂的细胞

内积累。有 3 种机制可以解释由 AT P 7 B 介导的对

铂的肿瘤抗性：1 )药物主动发生外排现象；2 )药

物与蛋白质结合的药物螯合；3 )肿瘤细胞内铜浓

度的变化 [15 ]。顺铂作为ATP7 B的底物，ATP7B通

过将铂与铂结合，阻碍细胞壁囊泡表面，影响铂

的外排 [ 1 6 ]。研究 [17]发现铂可以直接与ATP7B相互

作用，引发其从反式高尔基体网络向外周定位囊

泡的重定位，将铂螯合到分泌途径的囊泡中，随

后从细胞中输出。AT P 7 B基因多态性可能通过改

变肿瘤中ATP7B mR NA的表达水平来影响铂类化

疗效果。rs1061472和rs1801249的突变可能会升高

ATP7B mRNA表达水平，从而提高铂的外排并阻碍

铂在细胞内积聚，减弱肿瘤化疗的敏感性 [18]。本

研究发现位于内含子中的ATP7B rs1061472(A>G)
和ATP7B rs1801249(A>G)与绝经后卵巢癌患者中

顺铂-紫杉醇的化疗耐药显著相关。因此，它们可

能通过调节AT P 7 B基因的剪接效率来影响AT P 7 B 
m R N A的功能。但是，这一假设需要进一步的研

究。之前的大量研究主要集中在AT P 7 B多态性与

疾 病 易 感 性 之 间 的 关 联 上 。 据 报 道 [ 1 9 ]， AT P 7 B 
r s 1 0 6 1 4 7 2，AT P 7 B  r s 7 3 2 7 7 4  与阿尔茨海默病有

关。很少有关于AT P 7 B多态性与化疗药物反应之

间关联的报道。AT P 7 B基因多态性可能有助于预

测膀胱癌患者的化疗反应 [20]。本实验首次研究了

ATP7B基因多态性与顺铂-紫杉醇联合化疗绝经后

卵巢癌耐药的关联性。本研究结果有助于临床医

生制订顺铂-紫杉醇联合化疗新方案。

本研究存在一些局限性：研究是在盐城地区

一小部分人群中进行，如结果在其他民族或更大的

人群中得到验证，将更有意义。当然，顺铂-紫杉

醇联合化疗的耐药情况的发生可能是多种遗传变化

的结果。药物的作用也可能与其他的基因多态性有

关。因此需要进一步的研究来确定这些SNP如何影

响ATP7B基因功能的细胞和分子机制。

综 上 所 述 ， A T P 7 B 基 因 多 态 性 与 顺 铂 - 紫

杉 醇 治 疗 绝 经 后 卵 巢 癌 耐 药 有 关 联 。 A T P 7 B 
rs1061472和ATP7B rs1801249可以作为临床上顺

铂 - 紫 杉 醇 联 合 化 疗 绝 经 后 卵 巢 癌 患 者 耐 药 的 基

因疾病标志物。
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