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ＥＲＫ信号通路与 ＭＭＰ９在肺腺癌表达中的相关性


黎　联
１，李　敏

２，周向东３

（１．重庆市江津区人民医院呼吸内科　４０２２６０；２．重庆市江津区人民医院病理科　４０２２６０；

３．重庆医科大学附属第二医院呼吸内科　４０００１０）

　　摘　要：目的　研究细胞外信号调节激酶（ＥＲＫ）通路与基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）在肺腺癌表达中的相关性及意义。方法

　应用免疫组织化学（ＳＰ）法检测磷酸化细胞外信号调节激酶（ｐＥＲＫ）、ＭＭＰ９在６７例肺腺癌组织中的表达。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

ＰＤ９８０５９阻断ＥＲＫ信号通路后肺癌细胞 ＭＭＰ９蛋白表达水平的变化。结果　ｐＥＲＫ蛋白在肺腺癌组织和正常组织中高表达

率分别为６５．６％、１４．３％；ＭＭＰ９蛋白在肺腺癌组织和正常组织中高表达率分别为７３．１％、２１．４％。ｐＥＲＫ与 ＭＭＰ９表达存在

正相关（狉＝０．５７，犘＜０．０５）。ｐＥＲＫ、ＭＭＰ９的表达均与肺腺癌的ＴＮＭ分期及淋巴转移状况相关（犘＜０．０５），而与患者年龄、肿

瘤大小无明显相关性（犘＞０．０５）。用ＥＲＫ阻断剂ＰＤ９８０５９阻断ＥＲＫ信号通路可降低 ＭＭＰ９蛋白表达水平，并且随ＰＤ９８０５９

浓度升高 ＭＭＰ９蛋白表达水平逐渐降低。结论　ＥＲＫ信号通路可能通过上调 ＭＭＰ９的表达促进肺腺癌的恶性进展，ＥＲＫ信

号通路可能是肺腺癌侵袭和转移的重要途径。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ＥＲＫ；ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙ；ＭＭＰ９；ｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ

　　肺癌发病率高，常发生浸润和转移，因此与肺癌侵袭、转移

相关的因子一直是研究的重点。目前研究证实基质金属蛋白

酶９（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９，ＭＭＰ９）在多种癌组织中的

表达明显高于正常组织，在癌的发生、发展中起着重要作用，然

而很少有关于 ＭＭＰ９表达与信号转导通路关系的研究。细

胞外信号调节激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）

是丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，

ＭＡＰＫ）家族的重要成员，最近，ＥＲＫ信号通路以正性调节的

方式参与肿瘤的侵袭、转移过程而倍受关注。为此，本研究检

测磷酸化细胞外信号调节激酶（ｐＥＲＫ）、ＭＭＰ９在肺腺癌组

织中的表达，并进一步在体外研究ｐＥＲＫ、ＭＭＰ９在肺腺癌细

胞中的表达，分析ＥＲＫ信号通路对肺腺癌细胞 ＭＭＰ９蛋白

表达的影响，评价其临床应用价值。

１　临床资料

１．１　一般资料　选择重庆医科大学附属第二医院和重庆市江

津区人民医院６７例肺腺癌患者手术切除的肺癌蜡块（２０００年

３月至２００４年３月），１４例癌旁正常组织标本。所有标本均经

１０％甲醛固定，石蜡包埋，５μｍ厚连续切片。男５５例，女１２

例，年龄４０～８２岁，＞６０岁的４２例，≤６０岁的２５例。病灶大

于３ｃｍ的４０例，病灶小于或等于３ｃｍ的２７例。伴淋巴结转

移２８例，不伴淋巴结转移３９例，所有病例术前未行放化疗。

据美国联合癌症分类委员会（ＡＪＣＣ）和国际抗癌联盟（ＵＩＣＣ）

６５２２ 重庆医学２０１０年９月第３９卷第１７期

 基金项目：重庆市卫生局２００９年度医学科研计划资助项目（２００９２４２９）。



２００２年制订的肺癌ＴＮＭ分期标准
［１］：Ⅰ～Ⅱ期３７例，Ⅲ～Ⅳ

期３０例。

１．２　细胞系　人肺腺癌ＳＰＣＡ１由重庆医科大学基础医学

研究所已有的细胞复苏而得，细胞在３７℃、５％ＣＯ２、含１０％

小牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液中培养，０．１％胰酶消化传代。

１．３　主要试剂　ＲＰＭＩ１６４０培养液购自 Ｇｉｂｃｏ公司，胎牛血

清购自天津ＴＢＤ公司，鼠抗人ｐＥＲＫ单克隆抗体购自Ｓａｎｔａ

Ｃｒｕｚ公司，兔抗人 ＭＭＰ９多克隆抗体购自 Ｓｉｇｍａ 公司，

ＰＤ９８０５９购自碧云天公司。辣根过氧化物酶标记的羊抗兔、羊

抗鼠二抗、兔抗人βａｃｔｉｎ多克隆抗体、ＳＰ超敏免疫组化试剂

盒、ＤＡＢ酶底物显色试剂盒均购自北京中杉金桥生物技术有

限公司。

１．４　免疫组织化学　按照免疫组化试剂盒说明书步骤进行

ｐＥＲＫ（１∶５０）、ＭＭＰ９（１∶５０）免疫组化染色，用与一抗相应

的免疫前血清ＩｇＧ代替一抗作为阴性对照，用已知阳性的切

片作阳性对照，结果判定参考文献［２］方法，０～１分为低表达

组，≥２分为高表达组。

１．５　蛋白质印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）　待培养的细胞至９０％汇合

状态时，用４℃的ＰＢＳ冲洗细胞两次，加入裂解液２００μＬ，冰

上振荡３０ｍｉｎ，用细胞刮充分刮取细胞，离心提取上清总蛋白，

按１∶４加上样缓冲液后水煮沸３～５ｍｉｎ，ＥＰ管分装冻存。不

同终浓度的ＰＤ９８０５９（０、４、８、１２μｍｏｌ／Ｌ）处理腺癌ＳＰＣＡ１

细胞２４ｈ后，按上述方法提取蛋白。用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测蛋白浓

度。以每孔４０μｇ蛋白上样，６０Ｖ恒压电泳，湿式电转移入醋

酯纤维膜（ＰＶＤＦ）。５％脱脂奶粉封闭液封闭１ｈ，一抗（抗

ＭＭＰ９、ｐＥＲＫ）用抗体稀释液（ＴＢＳＴ）按１∶５００稀释，４℃孵

育过夜，相应二抗３７℃孵育１．５ｈ，化学发光法（ＥＣＬ）检测条

带 ，试验重复３次。

１．６　统计学处理　采用ＳＡＳ８．２统计软件，行χ
２ 检验，当样

本量较小时采用Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ精确检验，Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ｐＥＲＫ、ＭＭＰ９在肺腺癌组织中的表达及相关性　免疫

组化结果显示，ｐＥＲＫ蛋白主要位于癌细胞胞浆和胞核，呈棕

黄色颗粒，高表达率为６５．６％（４４／６７），正常组织高表达率为

１４．３％（２／１４）；ＭＭＰ９蛋白主要位于癌细胞细胞质，呈棕黄色

颗粒，高表达率为７３．１％（４９／６７），正常组织高表达率为

２１．４％（３／１４）（封２图１）。在４９例 ＭＭＰ９高表达病例中

ｐＥＲＫ高表达４２例（６２．６％），而１８例 ＭＭＰ９低表达病例中

ｐＥＲＫ高表达只有２例（４．５％），因此，ｐＥＲＫ与 ＭＭＰ９表达

呈明显正相关（狉＝０．５７，犘＝０．００１）。

　　１：０μｍｏｌ／Ｌ；２：４μｍｏｌ／Ｌ；３：８μｍｏｌ／Ｌ；４：１２μｍｏｌ／Ｌ

图２　　ＰＤ９８０５９处理ＳＰＣＡ１细胞２４ｈ后

ＭＭＰ９蛋白表达变化

２．２　肺腺癌组织ｐＥＲＫ、ＭＭＰ９表达与临床病理特征的关系

　统计结果显示，ｐＥＲＫ、ＭＭＰ９高表达率在伴淋巴结转移的

高于无淋巴结转移患者（犘＜０．０５），在Ⅲ～Ⅳ期患者高于Ⅰ～

Ⅱ期患者（犘＜０．０５）；ｐＥＲＫ、ＭＭＰ９表达与患者的年龄、肿瘤

大小无明显相关性（犘＞０．０５），见表１。

２．３　ＰＤ９８０５９阻断ＥＲＫ信号通路后肺腺癌细胞 ＭＭＰ９蛋

白表达的变化　将不同终浓度的ＰＤ９８０５９（０、４、８、１２μｍｏｌ／Ｌ）

处理人肺腺癌ＳＰＣＡ１细胞２４ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，

ＳＰＣＡ１细胞 ＭＭＰ９蛋白表达水平随着ＰＤ９８０５９浓度升高

而逐渐下降，见图２。

表１　　ｐＥＲＫ、ＭＭＰ９表达与肺腺癌临床病理特征的关系

变量 狀

高表达［狀（％）］

ｐＥＲＫ ＭＭＰ９

犘

ｐＥＲＫ ＭＭＰ９

分期

　Ⅰ＋Ⅱ ３７ ２０（５４．１） ２３（６２．１） ０．０２６ ０．０２４

　Ⅲ＋Ⅳ ３０ ２４（８０．０） ２６（８６．６）

肿瘤大小（ｃｍ）

　＞３ ４０ ２７（６７．５） ２９（７２．５） ０．７０１ ０．８８６

　≤３ ２７ １７（６２．９） ２０（７４．０）

年龄（岁）

　＞６０ ４２ ２８（６６．６） ３０（７１．４） ０．８２４ ０．６８３

　≤６０ ２５ １６（６４．０） １９（７６．０）

淋巴转移

　无 ３９ ２１（５３．８） ２４（６１．５） ０．０１６ ０．０１１

　有 ２８ ２３（８２．１） ２５（８９．２）

３　讨　　论

ＭＭＰ９是 ＭＭＰｓ家族中相对分子质量最大的酶，主要功

能是降解、破坏细胞外基质中最主要的组份Ⅳ 、Ⅴ型胶原和明

胶。有研究证明 ＭＭＰ９在多种癌组织中的表达明显高于正

常组织［３５］，在肿瘤侵袭和血管发生方面有重要而独特的功能，

高表达预示侵袭、转移能力强、预后不良。但是对于其表达与

信号转导通路的关系研究很少。

ＥＲＫ为 ＭＡＰＫ家族中最重要的成员，ｐＥＲＫ是其活化形

式，可将胞外的各种刺激信号通过一系列的级联反应传至核

内，ｐＥＲＫ在核内促进多种转录因子磷酸化，增强转录活性，对

肿瘤的发生、增殖及凋亡起调节作用［６７］，在许多人类癌症（如

口腔癌、黑色素瘤、乳腺癌、肺癌等）中都可发现ＥＲＫ表达高于

正常组织，呈现过度激活。然而ＥＲＫ通路是否参与了 ＭＭＰ９

的表达调控？它们的关系如何？Ｓａｎｔｉｂｄｆｉｅｚ等
［８］研究表明，

ＥＲＫ的激活可诱导ＮＩＨ３Ｔ３细胞中尿激酶的蛋白水解活性，

增加角化上皮细胞内 ＭＭＰ９的分泌；Ｃｈｕｎｇ等
［９］研究发现乳

腺癌细胞及肝细胞肝癌的细胞中ＥＲＫ信号途径的活化能使

ＭＭＰ９基因转录；Ｂａｒｔｓｃｈ等
［１０］研究发现乳腺癌细胞中ＥＲＫ

可活化 ＭＭＰ９，ＥＲＫ抑制剂ＰＤ９８０５９剂量依赖性抑制 ＭＭＰ

９表达，表明 ＭＭＰ９可能是ＥＲＫ信号途径的下游分子。本研

究结果显示，６７例肺腺癌组织中ｐＥＲＫ和 ＭＭＰ９的高表达率

远高于正常组织，且与 ＴＮＭ 分期及淋巴结转移有关，提示

ｐＥＲＫ和ＭＭＰ９表达与肺腺癌的恶性进展、侵袭、转移及预后

有关。统计学分析显示，肺腺癌组织中ｐＥＲＫ和 ＭＭＰ９表达

存在正相关，表明 ＭＭＰ９蛋白表达可能受ＥＲＫ信号通路的

调控。为了进一步研究二者之间的相互作用（下转第２２６１页）
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的意义。
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关系，本研究在体外研究了肺腺癌细胞中 ＥＲＫ信号通路与

ＭＭＰ９蛋白表达的关系。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，ＰＤ９８０５９

以浓度依赖方式降低肺腺癌ＳＰＣＡ１细胞 ＭＭＰ９蛋白表达，

表明肺腺癌细胞 ＭＭＰ９蛋白表达可能通过ＥＲＫ信号通路来

调控。

综上所述，ＥＲＫ信号通路通过上调ＭＭＰ９的表达促进肺

腺癌的恶性进展及侵袭、转移，但其确切机制有待进一步研究。

本试验结果可为ＥＲＫ信号通路作为肺腺癌治疗的靶点提供

理论依据。
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１１（３）：４０８．

［８］ＳａｎｔｉｂｄｆｉｅｚＪＦ，ＧｕｅｒｅｒｏＪ，ＱｕｉｎｔａｎｉｌｌａＭ，ｅｔａ１．Ｔｒａｎｓｆｏｒ

ｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ１ｍｏｄｕｌａｔｅｓｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉ

ｎａｓｅ９ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ Ｒａｓ／ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｐａｔｈｗａｙｉｎｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏ

ｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２００２，２９６（２）：２６７．

［９］ＣｈｕｎｇＴＷ，ＬｅｅＹＣ，ＫｉｍＣＨ．ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒａｌＨＢｘｉｎ

ｄｕｃｅｓｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈ

ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＥＲＫｓａｎｄＰＩ３Ｋ／ＡＫＴｐａｔｈｗａｙｓ：Ｉｎｖｏｌｖｅ

ｍｅｎｔｏｆｉｎｖａｓｉｖｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ［Ｊ］．ＦＡＳＥＢＪ，２００４，１８（１０）：

１１２３．

［１０］ＢａｒｔｓｃｈＪＥ，ＳｔａｔｅｎＥＤ，ＡｐｐｅｒｔＨＥ．Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎ

ａｓｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＪＳｕｒｇＲｅｓ，２００３，１１０

（２）：３８３．

（收稿日期：２００９０９２９　修回日期：２０１００２２０）
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