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［摘 要］ 目的：探讨滋养层细胞表面抗原 2（Trop2）对胃癌细胞化疗耐药的影响及机制。方法：应用慢病毒转染技术将

Trop2 shRNA转染至BGC823细胞株，通过嘌呤霉素筛选出稳定转染质粒的细胞株；qRT⁃PCR、Western blot和免疫荧光方法检

测质粒干扰效率；CCK⁃8细胞增殖试验和流式细胞术检测柔红霉素对BGC823细胞株增殖能力和细胞凋亡的影响；qRT⁃PCR、

Western blot检测耐药相关基因 TopoⅡα的mRNA和蛋白表达变化。结果：在稳定转染 Trop2 shRNA质粒的 shTrop2组中，

Trop2 mRNA及蛋白表达水平较对照组（未处理）和 shNC组（转染空载体质粒）明显下调；在相同药物浓度下，柔红霉素对 sh⁃
Trop2组的增殖抑制率明显高于对照组和 shNC组，shTrop2组半数抑制浓度低于对照组和 shNC组（P＜0.05），shTrop2组中柔红

霉素诱导的细胞凋亡率显著高于对照组和 shNC组（P＜0.05）；稳定干扰Trop2表达后耐药相关基因TopoⅡα的表达显著上调。

结论：Trop2通过抑制TopoⅡα的表达，可增强胃癌细胞对柔红霉素的耐药性。
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［Abstract］ Objective：To investigate the effects of trophoblast cell⁃surface antigen 2（Trop2）on drug resistance of gastric cancer and
the underlying mechanism. Methods：BGC823 cells were infected with the lentivirus encoding shRNA against Trop2 and puromycin
was used to select stable cell lines；The effects of interference were detected by qRT⁃PCR，Western blot and immunofluorescence；CCK⁃
8 proliferation test and flow cytometric detection were performed to detect the influence of daunorubicin on cell proliferation and
apoptosis. The mRNA and protein expressions of TopoⅡα were detected by qRT⁃PCR and Western blot. Results：The mRNA and
protein expressions of Trop2 in the shTrop2 group（transfected with Trop2 shRNA）were significantly lower than those in the control
group（untreated）and the shNC group（transfected with normal control shRNA）；The shTrop2 group showed higher proliferation
inhibition rates after daunorubicin treatment than these in the control group and the shNC group，and the IC50 value of the shTrop2
group was lower than that in the control group and the shNC group（P＜0.05）；The daunorubicin⁃ induced cell apoptosis rate in the
shTrop2 group was higher than that in the control group and the shNC group（P＜0.05）；The mRNA and protein expressions of drug
resistance ⁃ related gene Topo Ⅱ α decreased after interference with Trop2 expression stably. Conclusion：Trop2 can intensify
daunorubicin resistance of gastric cancer cells by inhibiting the expression of TopoⅡα.
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胃癌是消化系统常见的恶性肿瘤，化疗在胃癌

综合治疗中发挥重要作用，但是肿瘤细胞耐药现象

的发生常导致化疗效果不佳或失败，严重影响胃癌

患者的预后。滋养层细胞表面抗原2（human tropho⁃
blast cell surface antigen 2，Trop2）是一种细胞表面糖

蛋白受体和钙信号转导子，本实验室前期研究发现

Trop2在胃癌组织中高表达，Trop2 蛋白高表达与胃

癌患者较差的生存预后有关［1］。有文献报道，Trop2
与肿瘤耐药具有相关性［2］。但Trop2对胃癌细胞耐

药性的影响及分子机制尚不清楚。DNA拓扑异构

酶α（topoisomeraseⅡ，TopoⅡα）被认为是抗肿瘤药

物的分子基础，细胞内TopoⅡα蛋白的表达水平决

定蒽环类抗生素对肿瘤细胞的疗效［3］。本研究拟

采用 Trop2 短发夹干扰 RNA（shRNA），干扰 Trop2
高表达胃癌细胞株 BGC823上 Trop2的表达，观察

胃癌细胞对蒽环类药物柔红霉素敏感性的变化，

初步探讨 Trop2 与耐药相关基因 TopoⅡα的相关

性，为今后胃癌临床化疗耐药的研究提供理论基

础和实验依据。

1 材料和方法

1.1 材料

人胃癌细胞株BGC823、293T细胞由本实验室

保存，pGCsi⁃U6/Neo/DsRed/shRNA载体（广州复能

基因有限公司），RPMI 1640培养基、DMEM培养基、

100×青霉素/链霉素双抗、胎牛血清（Gibco公司，美

国），Lenti⁃Pac慢病毒包装试剂盒（GeneCopoeia公
司，美国），嘌呤霉素（Sigma公司，美国），TRIzol 试
剂、High⁃Capacity cDNA逆转录试剂盒（Invitrogen公
司，美国），SYBR荧光定量 PCR试剂盒（TaKaRa公
司，日本），RIPA裂解液、BCA蛋白定量检测试剂盒、

蛋白上样缓冲液（南京碧云天生物技术有限公司），

胰蛋白酶、预染标记蛋白标准、Alexa Fluor 488标记

的羊抗兔 IgG、ECL发光液（Thermo公司，美国），兔

抗人Trop2单克隆抗体、鼠抗人TopoⅡα单克隆抗体

（Santa Cruz公司，美国），鼠抗人GAPDH单克隆抗

体、HRP标记的羊抗兔 IgG 抗体、HRP标记的兔抗

小鼠 IgG抗体（Abcam公司，美国），注射用柔红霉素

（山东齐鲁制药有限公司），CCK⁃8试剂盒（同仁公

司，日本），AnnexinV Alexa Fluor647/PI/凋亡检测试

剂盒（南京福麦斯生物技术有限公司）。引物合成

由南京金斯瑞生物公司完成，Trop2：5′⁃ACAACGAT⁃
GGCCTCTACGAC ⁃ 3′（上游），5′ ⁃ GTCCAGGTCT⁃
GAGTGGTTGAA⁃3′（下游）；TopoⅡα：5′⁃AGCCATT⁃

GACGCAGTTCATGT ⁃ 3′（上游），5′ ⁃ GCCTGGCA⁃
CAAAGGTAACCTCC ⁃ 3′（下 游）；GAPDH：5′ ⁃
GAAGGTGAAGGTCGGAGTC⁃3′（上游），5′⁃GGCT⁃
GTTGTCATACTTCTCATGG⁃3′（下游）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

常规复苏人胃癌细胞 BGC823，培养基为含

10%胎牛血清和1%双抗的RPMI 1640培养基；常规

复苏 293T细胞，培养基为含 10%胎牛血清和 1%双

抗的DMEM培养基。细胞置于 37 ℃、5% CO2的恒

温生物培养箱，每 2~3 d换液 1次，待细胞融合度达

到90%，用0.25%胰蛋白酶进行细胞消化和传代。

1.2.2 Trop2 shRNA表达质粒的构建与鉴定

根据Trop2基因序列设计Trop2 shRNA序列，序

列为 5′⁃CCTTCAACCACTCAGACCTGG⁃3′，Blast检
测与其他基因编码序列无同源性。Trop2 shRNA序

列与 pGCsi⁃U6/Neo/DsRed载体克隆连接，阴性对照

为pGCsi⁃U6/Neo/DsRed/Non。以上质粒由广州复能

基因有限公司合成。将质粒转化至DH5α感受态细

胞，涂板于含氨苄青霉素的 LB平板，37 ℃培养过

夜。挑单克隆菌落接种于含氨苄青霉素的LB培养

基中，37 ℃、200 r/min，振荡过夜。菌液送南京金斯

瑞生物公司测序，以证实 Trop2 shRNA序列克隆入

pGCsi⁃U6/Neo/DsRed中。

1.2.3 慢病毒包装

10 cm培养皿接种1.5×106个293 T细胞，添加含

10%FBS的 10 mL DMEM培养基（胎牛血清提前进

行热灭活）。待细胞长至约80%汇合度，按Lenti⁃Pac
慢病毒包装试剂说明书将空载体质粒和 Trop2
shRNA转染至 293 T细胞。培养 48 h后，离心收集

上清并用 0.45 μm 滤器过滤。上清与浓缩试剂

（6×）按 5∶1比例混合，4 ℃孵育过夜。次日，混合液

4 ℃离心3 500 g，25 min。弃上清，收集沉淀物即为

慢病毒颗粒。取适量PBS吹打慢病毒沉淀，操作轻

柔，保存于-80 ℃冰箱。

1.2.4 病毒感染及稳定株筛选

将 BGC823 细胞以 5×104 个/孔的密度种植于

24孔板，24 h后从-80 ℃冰箱取出慢病毒颗粒，置于

冰上融化，感染目的细胞。未处理细胞标记为对照

组，转染空载体质粒的细胞标记为 shNC组，转染

Trop2 shRNA质粒的细胞标记为 shTrop2组。24 h后
更换为含 10%热灭活 FBS 的 RPMI 1640 培养基。

72 h后加入终浓度为 0.5 μg/mL的嘌呤霉素并持续

筛选1周。荧光显微镜下观察转染效率，shNC组和
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shTrop2组细胞荧光率达 100%，0.25 μg/mL嘌呤霉

素维持培养2周。

1.2.5 检测Trop2 shRNA质粒的干扰效果

1.2.5.1 实时荧光定量 PCR（qRT⁃PCR）检测 Trop2
mRNA表达

待细胞进入对数生长期，依据TRIzol试剂说明

书分别提取对照组、shNC 组和 shTrop2 组细胞总

RNA，OneDrop分光光度计测定RNA浓度和纯度，按

照High⁃Capacity cDNA逆转录试剂盒说明书逆转录

总RNA为 cDNA。根据SYBR荧光定量PCR试剂盒

说明书于StepOne Plus定量PCR仪上进行荧光定量

扩增，反应体系如下：Premix 10 μL、Trop2/GAPDH
上下游引物（10 μmol/L）各 0.4 μL、Dye 0.4 μL、
cDNA模板2 μL、去离子水6.8 μL。扩增条件：95 ℃
10 min；95 ℃ 15 s，56 ℃ 1 min，循环40次；95 ℃ 15 s，
60 ℃ 1 min，95 ℃ 15 s。每个样品设 3个复孔，实验

重复 3次。反应结束后，以GAPDH为内参照基因，

计算各个样本扩增的CT值，基因表达的相对定量值

（RQ值）以2-ΔΔCT计算。

1.2.5.2 Western blot检测Trop2蛋白表达

取对数生长期对照组、shNC组和 shTrop2组细

胞，根据RIPA裂解液说明书分别裂解细胞提取总

蛋白，BCA检测试剂盒测定总蛋白浓度，总蛋白和

上样缓冲液按比例混合，95 ℃加热 10 min，充分变

性后于-20 ℃保存。取等量蛋白质样品，10％聚丙

烯酰胺凝胶电泳后将蛋白转移至PVDF膜，5%脱脂

奶粉溶液室温封闭2 h，分别加入用抗体稀释液配制

的兔抗人 Trop2单克隆抗体（1∶1 000）、小鼠抗人

GAPDH 单克隆抗体（1∶2 000），4 ℃过夜。次日，

PVDF膜用 PBST漂洗 3次，每次 10 min，分别加入

HRP标记的羊抗兔 IgG 抗体（1∶1 000）和HRP标记

的兔抗小鼠 IgG 抗体（1∶1 000）。室温孵育 1 h，
PBST漂洗3次，每次10 min，膜表面覆盖ECL显色液，

置于ChemiDoc XRS+曝光仪曝光，拍照并采用 Image⁃
Pro Plus 6.0软件检测灰度值。该实验重复3次。

1.2.5.3 免疫荧光检测Trop2蛋白表达

以5×103个/孔的密度分别种植对照组、shNC组

和 shTrop2组细胞于 12孔板，细胞贴壁后，去培养

基，PBS轻柔漂洗 3次，加入 4%多聚甲醛溶液固定

细胞，15 min后 5%牛血清白蛋白溶液封闭，室温孵

育 1 h。去封闭液，加入 5%牛血清白蛋白溶液配制

的兔抗人Trop2单克隆抗体（1∶500），4 ℃过夜。次

日 PBST漂洗3次，每次10 min，加入5%牛血清白蛋

白溶液配制的 Alexa Fluor 488 标记的羊抗兔 IgG

（1∶500），避光置于37 ℃恒温箱，孵育1 h。PBST漂

洗3次，每次10 min，加入PBS稀释的Hoechst 33342
（1∶500），避光室温孵育 10 min。去除稀释液，PBST
漂洗5 min，荧光显微镜观察实验结果并拍照，Image⁃
Pro Plus 6.0软件检测荧光强度。该实验重复3次。

1.2.6 CCK⁃8细胞增殖试验检测细胞增殖

将对照组、shNC组和 shTrop2组细胞分别以 8×
103个/孔的密度种植于96孔板，每孔加入100 μL含

10%FBS的RPMI 1640培养基，并以无细胞培养基

作为空白组，每组设置 3个复孔。96孔板置于恒温

培养箱培养，细胞贴壁后，加入生理盐水配制的柔

红霉素（0.1 mg/mL），终浓度分别为 0、0.050、0.125、
0.250、0.500、1.000 μg/mL。48 h后去除原培养基，

每孔加入 10 μL CCK⁃8试剂和 90 μL培养基，37 ℃
置于细胞培养箱 3 h。Multiskan Spectrum酶标仪检

测各孔在450 nm波长下的吸光值，该实验重复3次。

细胞抑制率=［1-（加药组-空白组）/（未加药组-空
白组）］×100%。

1.2.7 流式细胞术检测细胞凋亡

将对照组、shNC 组和 shTrop2 组细胞以 5×
104个/孔的密度分别种植于6孔板，常温静置30 min，
37 ℃培养箱培养。细胞贴壁后，每孔加入柔红霉素

（终浓度 0.1 μg/mL）。48 h后，用不含EDTA的胰蛋

白酶消化细胞，37 ℃孵育2~3 min，显微镜下观察细

胞皱缩变圆，加入完全培养基终止消化，收集细胞

悬液离心。弃上清，PBS重悬离心细胞 3次，加入

AnnexinV Alexa Fluor647/PI/凋亡检测试剂，避光室

温孵育 15 min，BD FACS Aria ⅡSORP分选型流式

细胞仪检测。该实验重复3次。

1.2.8 检测TopoⅡα表达变化

1.2.8.1 qRT⁃PCR检测TopoⅡα mRNA表达

提取对照组、shNC组和 shTrop2组细胞总RNA，

逆转录总RNA为cDNA，进行荧光定量扩增，反应体

系如下：Premix 10 μL、TopoⅡα/GAPDH上下游引物

（10 μmol/L）各 0.4 μL、Dye 0.4 μL、cDNA模板 2 μL、
去离子水6.8 μL。扩增条件和计算方法与上文相同。

1.2.8.2 Western blot检测TopoⅡα蛋白表达

提取对照组、shNC组和 shTrop2组细胞总蛋白，

10％聚丙烯酰胺凝胶电泳后转移至 PVDF膜，室温

封闭后分别加入抗体稀释液配制的小鼠抗人 Topo
Ⅱα单克隆抗体（1∶500）和小鼠抗人GAPDH单克隆

抗体（1∶2 000），4 ℃过夜。次日加入HRP标记的兔

抗小鼠 IgG 抗体（1∶1 000），室温孵育 1 h。漂洗后

ChemiDoc XRS+曝光仪检测蛋白条带。以上实验重
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图1 Trop2 shRNA质粒的转染和干扰效率

Figure 1 Efficiencies of transfection and interference of Trop2 shRNA

复3次。

1.3 统计学方法

采用SPSS19.0软件进行统计分析，计量资料以

均值±标准差（x ± s）表示，多组间比较采用单因素方

差分析，组间两两比较采用SNK⁃q检验，P ≤ 0.05为
差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 Trop2 shRNA质粒的构建和鉴定

将针对 Trop2基因的 shRNA质粒进行 DNA测

序，测序结果通过Blast序列比对，证实Trop2 shRNA
序列已正确克隆入 pGCsi⁃U6/Neo/DsRed/shRNA载

体，表明重组Trop2 shRNA质粒构建成功。

2.2 Trop2 shRNA质粒的转染效率

慢病毒表达载体 pGCsi⁃U6/Neo/DsRed带有红

色荧光基因，可通过观测红色荧光蛋白表达来评估

转染效率。将细胞置于荧光倒置显微镜下进行观

察，未作处理的对照组细胞株无红色荧光，转染空

载体质粒的 shNC组细胞株和转染 Trop2 shRNA质

粒的 shTrop2组细胞株红色荧光率达100%（图1A）。
2.3 Trop2 shRNA质粒的干扰效果

通过qRT⁃PCR技术检测细胞中Trop2 mRNA表

达情况，结果显示，与对照组和 shNC 组相比，sh⁃
Trop2组Trop2 mRNA的抑制率达 90%，差异具有统

计学意义（P＜0.05，图 1B），对照组和 shNC组之间

无明显差异（P＞0.05）。Western blot和免疫荧光方

法检测各组细胞中 Trop2蛋白表达，结果显示，sh⁃
Trop2组中Trop2蛋白的表达水平，较对照组和 shNC
组明显降低（P＜0.05，图 1C~E）；对照组和 shNC组

相比，差异无统计学意义（P＞0.05）。
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与对照组比较，*P＜0.05；与 shNC组比较，#P＜0.05。
图3 流式细胞术检测柔红霉素诱导的细胞凋亡

Figure 3 Daunorubicin⁃induced cell apoptosis was detected by flow cytometry

*#

2.4 Trop2表达下调增强柔红霉素对胃癌细胞的增

殖抑制

通过CCK⁃8细胞增殖实验检测对照组、shNC组

和 shTrop2组细胞在柔红霉素处理下细胞增殖情况

的变化。经计算得出，柔红霉素对 shTrop2组的半

数抑制浓度（IC50）为（0.088 ± 0.009）μg/mL，低于对

照组［（0.127 ± 0.006）μg/mL］和 shNC 组［（0.134 ±
0.017）μg/mL］，差异有统计学意义（P＜0.05），对照

组和 shNC组相比无明显差异（P＞0.05）。结果表

明，在相同药物浓度条件下，柔红霉素对 shTrop2组
细胞增殖的抑制率高于对照组和 shNC组（P＜0.05，
图2）。
2.5 Trop2表达下调促进柔红霉素诱导的细胞凋亡

采用流式细胞术检测对照组、shNC 组和 sh⁃

Trop2组细胞在柔红霉素处理下的细胞凋亡率。正

常培养的对照组、shNC组、shTrop2组 3组细胞凋亡

率分别为（3.773 ± 0.411）%、（3.103 ± 1.004）%、

（6.343 ± 1.928）%；经过柔红霉素处理的对照组、

shNC 组、shTrop2 组细胞凋亡率分别为（10.660 ±
1.718）%、（10.763 ± 2.133）%、（25.167 ± 3.486）%（图

3）。正常培养时 shTrop2组细胞凋亡率略高于对照

组和 shNC组，差异有统计学意义（P＜0.05）；加药处

理后 shTrop2组柔红霉素诱导的细胞凋亡率显著高

于对照组和 shNC组（P＜0.05），对照组和 shNC组无

明显差异（P＞0.05）。结果表明，Trop2表达下调能

促进细胞凋亡，且导致柔红霉素诱导的凋亡增多。

2.6 Trop2表达下调能促进耐药相关基因TopoⅡα
的表达

通过qRT⁃PCR技术检测TopoⅡα mRNA在各组

胃癌细胞中的表达水平，结果显示，与对照组和

shNC组相比，shTrop2组中的TopoⅡα mRNA显著升

高，差异具有统计学意义（P＜0.05，图 4A），对照组

和 shNC组相比无明显差异（P＞0.05）。Western blot
检测TopoⅡα蛋白在3组胃癌细胞中的表达情况，结

果显示，shTrop2组中 TopoⅡα蛋白的表达水平，较

对照组和 shNC组明显增高（P＜0.05，图 4B）；对照

组和 shNC组相比，差异无统计学意义（P＞0.05）。
3 讨 论

化疗在临床上被广泛应用于胃癌围手术期治

疗和姑息性治疗，但胃癌原发性或获得性耐药现象

与对照组比较，*P＜0.05；与 shNC组比较，#P＜0.05。
图2 CCK⁃8试验检测柔红霉素诱导的增殖抑制

Figure 2 Daunorubicin ⁃ induced proliferation inhibitions
were detected by CCK⁃8 assay
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A：qRT⁃PCR检测TopoⅡα mRNA表达；B：Western blot检测Topo
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图4 Trop2表达下调后TopoⅡα的表达变化

Figure 4 mRNA Expressions of TopoⅡα were detected
by qRT⁃PCR

的产生仍是影响胃癌患者生存期和生存质量的主

要因素之一。胃癌耐药机制包括药物外排蛋白表

达增多、药物代谢能力增强、DNA修复能力提高、凋

亡抑制增强等［4］。胃癌耐药现象是多基因、多阶段、

多机制共同作用的结果，因而全面深入地探究胃癌

耐药的发生发展机制，有助于抗癌药物的研发和化

疗方案的优化。

Trop2最早被发现于人类胎盘滋养层组织，在

胎儿肺、肠发育以及早期发育生长中发挥重要作

用［5-6］。Trop2通过细胞周期蛋白D1和ERK/MEK途

径促进肿瘤生长［7］，还通过参与上皮间质转化调节

细胞间的黏附［8-9］。Trop2在乳腺癌［10］、胰腺癌［11］、宫

颈癌［12］等肿瘤中过表达，而在正常人体组织中低表

达或不表达。Trop2与CREB、P27等蛋白存在作用

关联，因而可能对他莫西芬、吉西他滨等药物的治

疗效果产生影响［13-14］。Trop2还能促进抗凋亡蛋白

Mcl⁃1和VEGF的表达，增强肺癌细胞对顺铂的耐

受性［15］。作为一个潜在的胃癌分子靶点，Trop2在胃

癌中高表达，并能促进胃癌细胞的迁移和侵袭［16-17］。

Trop2对胃癌耐药性的影响及分子机制尚不清楚，

仍需进一步研究。

DNA拓扑异构酶（Topo）是在DNA复制、转录和

染色体分离中起重要作用的核酶。依托泊苷、米托

蒽醌、柔红霉素等一系列化疗药物以 TopoⅡ为靶

点，干扰基因的断裂重连过程，导致DNA降解和靶

细胞凋亡［18］。TopoⅡα是TopoⅡ亚型之一，由 17号
染色体编码，大多位于增殖的细胞中，其表达具有

明显的细胞周期特异性。肿瘤细胞内TopoⅡα表达

水平下降，使肿瘤对抗肿瘤药物的敏感性下降，可

导致肿瘤细胞耐药［19］。

本文选择 Trop2 相对高表达的胃癌细胞株

BGC823，通过转染Trop2 shRNA，干扰BGC823细胞

Trop2的表达，结果显示转染 Trop2 shRNA质粒后，

细胞中 Trop2 mRNA 和蛋白表达显著降低，表明

Trop2 shRNA成功干扰BGC823细胞 Trop2的表达。

CCK⁃8增殖实验和流式细胞术结果显示，柔红霉素

处理后 shTrop2组细胞增殖抑制率高于对照组和

shNC组，柔红霉素对 shTrop2组细胞的半数抑制浓

度降低，shTrop2组细胞凋亡率显著高于对照组和

shNC组，表明Trop2表达下调后柔红霉素对胃癌细

胞增殖的抑制作用增强，柔红霉素所致胃癌细胞的

凋亡率增高。以上结果提示Trop2能增强胃癌细胞

对柔红霉素的耐受性，干扰 Trop2表达可以增强胃

癌细胞对柔红霉素的敏感性。

柔红霉素属于蒽环类抗生素，其治疗效果受

TopoⅡα蛋白水平影响。Trop2能增强胃癌细胞对

柔红霉素的耐受性，推测Trop2可能对TopoⅡα的表

达产生影响。qRT⁃PCR和Western blot检测细胞中

TopoⅡα表达，结果显示 shTrop2 组细胞 TopoⅡα
mRNA和蛋白水平均高于对照组和 shNC组，表明

Trop2表达下调能促进 TopoⅡα的表达，提示 Trop2
能通过抑制耐药相关基因TopoⅡα的表达，促进胃

癌细胞对柔红霉素的耐药。

综上所述，本研究证明 Trop2能够通过抑制耐

药相关基因TopoⅡα的表达促进胃癌对柔红霉素的

耐药性，但体内实验以及Trop2对TopoⅡα的作用机

制仍需进一步研究。本研究为探索Trop2在胃癌耐

药中的作用提供了新视角，进一步为逆转胃癌化疗

耐药提供了新的理论基础。
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