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　　摘　要：目的　研究基质金属蛋白酶２（ＭＭＰ２）与组织金属蛋白酶抑制剂２（ＴＩＭＰ２）在大肠癌中的表达，探讨二者在大肠

癌发展过程中的意义。方法　应用免疫组化法检测５２例大肠癌、２０例大肠腺瘤和２０例正常大肠黏膜组织中 ＭＭＰ２与ＴＩＭＰ２

的表达，并分析二者表达与性别、年龄、肿瘤发生部位、浸润程度、组织分化程度及淋巴结转移等临床指标间的关系。结果　

ＭＭＰ２在大肠正常黏膜、大肠腺瘤和大肠癌中的表达强度依次增加，而ＴＩＭＰ２在三者中的表达强度则依次降低。ＭＭＰ２在浸

润程度深的大肠癌中的表达高于浸润程度浅的，低分化的高于中高分化的，有淋巴结转移的高于无淋巴结转移的；ＴＩＭＰ２的表

达则在浸润程度深的低于浸润程度浅的，低分化的低于中高分化的，在有淋巴结转移的低于无淋巴结转移的。ＭＭＰ２与ＴＩＭＰ

２在大肠癌组织中的表达与患者的性别、年龄及肿瘤发生部位无显著相关性，ＭＭＰ２与ＴＩＭＰ２在大肠癌中的表达呈负相关。

结论　ＭＭＰ２与ＴＩＭＰ２表达的失平衡与大肠癌的浸润和转移密切相关。
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　　目前大肠癌在西方国家恶性肿瘤的发病率居第２位
［１］，而

且近几年在我国的发病率也逐年上升，导致大肠癌患者死亡的

主要原因是肿瘤细胞的浸润和转移。而基质金属蛋白酶２

（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２，ＭＭＰ２）及其抑制剂组织金属蛋

白酶抑制剂２（ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＴＩＭＰ２）

共同维持细胞外基质和细胞迁移的动态平衡，二者的平衡失控

是导致肿瘤细胞浸润和转移的关键［２］。本文旨在通过对大肠

癌组织中 ＭＭＰ２与ＴＩＭＰ２表达的研究，从而为大肠癌的诊

断、治疗及预后提供理论依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１１年１２月至２０１２年１２月于承德医

学院附属医院外三科行手术切除的大肠癌标本５２份（大肠癌

组），并选取２０份距离大肠癌组织边缘大于５ｃｍ处的正常大

肠黏膜作为对照组，同时选取２０份大肠腺瘤标本（大肠腺瘤

组）。上述患者均排除合并其他部位恶性肿瘤者，术前行放化

疗者及系统性疾病者。大肠癌患者中男２９例，女２３例，平均

年龄（５４．２３±１１．０６）岁。原发病灶部位：结肠２０例，直肠３２

例；浸润深度：浸润未超过肌层１２例，浸润到肌层或浆膜层４０

例；分化程度：低分化１５例，中分化２７例，高分化１０例；淋巴

结及远处转移：阴性２２例，阳性３０例。

１．２　方法

１．２．１　仪器与试剂　兔抗人 ＭＭＰ２多克隆抗体购自北京中

杉金桥公司，兔抗人 ＴＩＭＰ２多克隆抗体购自武汉博士德公

司，即用型免疫组化 ＭａｘＶｉｓｉｏｎ试剂盒羊抗鼠／兔购自福州迈

新生物技术开发有限公司。

１．２．２　免疫组化检测　石蜡切片３μｍ，脱蜡至失水，３％过氧

化氢室温孵育１０ｍｉｎ，蒸馏水冲洗，ＰＢＳ浸泡５ｍｉｎ，微波炉加

热０．０１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸钠缓冲液（ｐＨ６．０）至沸腾后，将上述组

织切片放入，抗原热修复１５ｍｉｎ，室温放置４ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３

次，每次５ｍｉｎ。滴加Ⅰ抗５０μＬ （ＭＭＰ２１∶８０工作液；
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ＴＩＭＰ２１∶１００工作液），４℃冰箱过夜。ＰＢＳ冲洗３次，每次

５ｍｉｎ。滴加Ⅱ抗（快捷型酶标羊抗鼠／兔ＩｇＧ聚合物），室温孵

育１５ｍｉｎ。ＰＢＳ冲洗３次，每次５ｍｉｎ。ＤＡＢ显色５ｍｉｎ，蒸馏

水冲洗。苏木素复染，透明、封片、镜检。

１．２．３　免疫组化结果判断　ＭＭＰ２与ＴＩＭＰ２主要位于细

胞质，如果细胞质内出现棕黄色或棕褐色颗粒则定义为阳性染

色细胞，采用阳性染色强度及阳性细胞所占百分比综合进行判

断。在４００倍视野下，每张切片随机观察４个视野，将切片中

平均阳性比例及染色深浅分别计０～３分，切片中无阳性细胞

计０分，阳性细胞少于２５％计１分，２５～７５％计２分，＞７５％计

３分；染色强度以多数细胞为准，无着色计０分，淡黄色计１

分，黄色或深黄色计２分，褐色或棕褐色计３分；再按这两项指

标的积分相加将结果分为４级：０分为－，１～２分为＋，３～４

分为＋＋，５～６分为＋＋＋。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０进行统计学分析，等级资

料采用秩和检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。采用

Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析 ＭＭＰ２与ＴＩＭＰ２的相关性。

２　结　　果

２．１　ＭＭＰ２与ＴＩＭＰ２在对照组、大肠腺瘤组和大肠癌组中

的表达　ＭＭＰ２与ＴＩＭＰ２在３组中均有阳性表达，ＭＭＰ２

的表达强度依次增加，３组之间阳性表达率差异均有统计学意

义（犘＜０．０５）；而ＴＩＭＰ２的表达强度则依次减低，而且大肠癌

组中ＴＩＭＰ２的阳性表达率低于对照组及大肠腺瘤组（犘＜０．

０５），但对照组与大肠腺瘤组的ＴＩＭＰ２的阳性表达率差异无

统计学意义（犘＞０．０５），见表１、图１。

２．２　大肠癌中 ＭＭＰ２、ＴＩＭＰ２与临床病理参数的关系

２．２．１　大肠癌中 ＭＭＰ２与临床病理参数的关系　大肠癌组

织中浸润程度深的 ＭＭＰ２表达高于浸润程度浅的（犘＜

０．０１）；低分化的 ＭＭＰ２表达高于中高分化的（犘＜０．０１）；有

淋巴结转移的 ＭＭＰ２表达高于无淋巴结转移的（犘＜０．０５）。

不同性别、年龄及肿瘤发生部位 ＭＭＰ２的表达则差异无统计

学意义（犘＞０．０５），见表２。

２．２．２　大肠癌中ＴＩＭＰ２与临床病理参数的关系　大肠癌组

织中浸润程度深的 ＴＩＭＰ２表达低于浸润程度浅的（犘＜

０．０１）；低分化的ＴＩＭＰ２表达低于中高分化的（犘＜０．０１）；有

淋巴结转移的ＴＩＭＰ２表达低于无淋巴结转移的（犘＜０．０５）。

不同性别、年龄及肿瘤发生部位ＴＩＭＰ２的表达差异无统计学

意义（犘＞０．０５），见表２。

２．３　ＭＭＰ２与 ＴＩＭＰ２在大肠癌中表达的相关性　采用

Ｓｐｅａｒｍａｎ等 级 相 关 分 析，ＭＭＰ２ 与 ＴＩＭＰ２ 呈 负 相 关

（狉＝－０．５２２，犘＜０．０１），见表３。

表１　　ＭＭＰ２与ＴＩＭＰ２在对照组、大肠腺瘤组及大肠癌组中的表达（狀）

组别 狀
ＭＭＰ２

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋ 平均秩

ＴＩＭＰ２

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋ 平均秩

对照组 ２０ １７ ２ １ ０ ２０．０８ ０ １ ５ １４ ６８．０５

大肠腺瘤组 ２０ ７ ７ ５ １ ３９．９５ａ ０ ３ １０ ７ ５４．０３ａ

大肠癌组 ５２ ５ １４ １８ １５ ５９．１８ａｂ ５ ２０ ２１ ６ ３５．３２ａｂ

　　ａ：犘＜０．０１，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０１，与大肠腺瘤组比较。

表２　　ＭＭＰ２与ＴＩＭＰ２在不同临床病理参数的大肠癌中的表达（狀）

病理参数 狀
ＭＭＰ２

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋ 平均秩 犘

ＴＩＭＰ２

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋ 平均秩 犘

浸润程度

　未超过肌层 １２ ４ ４ ２ ２ １７．４２ ＜０．０１ １ ２ ４ ５ ３５．４６ ＜０．０１

　肌层或浆膜层 ４０ １ １０ １６ １３ ２９．２３ ４ １８ １７ １ ２３．８１

分化程度

　中高分化 ３７ ５ １３ １４ ５ ２１．６６ ＜０．０１ ０ １４ １９ ４ ２９．７０ ＜０．０１

　低分化 １５ ０ １ ４ １０ ２８．４３ ５ ６ ２ ２ １８．６０

淋巴结转移

　无转移 ２２ １ １０ ８ ３ ２２．３２ ＜０．０５ １ ３ １２ ６ ３５．３９ ＜０．０１

　有转移 ３０ ４ ４ １０ １２ ２９．５７ ４ １７ ９ ０ ３２．７５

年龄（岁）

　≤６０ ２２ ２ ５ ６ ９ ２９．３０ ＞０．０５ ３ ７ １０ ２ ２６．２０ ＞０．０５

　＞６０ ３０ ３ ９ １２ ６ ２４．４５ ２ １３ １１ ４ ２６．７２

性别

　男 ２９ ４ ７ １０ ８ ２５．６７ ＞０．０５ １ １１ １４ ３ ２８．４８ ＞０．０５

　女 ２３ １ ７ ８ ７ ２７．５４ ４ ９ ７ ３ ２４．００

肿瘤位置

　结肠 ２０ ３ ６ ３ ８ ２６．４８ ＞０．０５ ２ ７ ９ ２ ２６．８８ ＞０．０５

　直肠 ３２ ２ ８ １５ ７ ２６．５２ ３ １３ １２ ４ ２６．２７
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　　Ａ：ＭＭＰ２在对照组中阴性表达；Ｂ：ＭＭＰ２在大肠腺瘤组中阴性表达；Ｃ：ＭＭＰ２在大肠癌组中阳性表达；Ｄ：ＴＩＭＰ２在对照组中阳性表达；

Ｅ：ＴＩＭＰ２在大肠腺瘤组中阴性表达；Ｆ：ＴＩＭＰ２在大肠癌组中阴性表达。

图１　　ＭＭＰ２与ＴＩＭＰ２在对照组、大肠腺瘤组及大肠癌组中的表达（×２００）

表３　　ＭＭＰ２与ＴＩＭＰ２在大肠癌组表达的相关性（狀）

ＭＭＰ２
ＴＩＭＰ２

阳性 阴性
狉 犘

阳性 ４４ ３ －０．５２２ ＜０．０１

阴性 ３ ２

３　讨　　论

恶性肿瘤患者的主要死因是肿瘤细胞的浸润和转移，而基

底膜的破坏被认为是肿瘤细胞浸润和扩散的开始。基底膜的

主要成分为Ⅳ型胶原，而基质金属蛋白酶家族的重要成员之一

ＭＭＰ２，因其对Ⅳ、Ⅴ型胶原和层粘连蛋白的降解作用，又被

称为Ⅳ型胶原酶。有研究表明，ＭＭＰ２通过降解细胞外基质、

增强上皮细胞运动能力及影响肿瘤血管形成促进肿瘤的浸润

和转移［３］。

本研究表明，与大肠正常黏膜及大肠腺瘤相比，大肠癌组

织中 ＭＭＰ２的表达较高（犘＜０．０１）。而在大肠癌中 ＭＭＰ２

的表达水平，有淋巴结转移组高于无淋巴结转移组（犘＜

０．０５）；浸润到肌层或浆膜层组高于浸润未超过肌层组（犘＜

０．０１）；低分化组高于中高分化组（犘＜０．０１）。Ｇｕｏ等
［４］研究

发现，ＭＭＰ２的高表达与肺癌的组织学分型、肿瘤组织的低分

化及其远处转移有关。而Ｌｅｍｉｅｕｘ等
［５］则发现，大肠癌患者中

ＭＭＰ２呈现高表达，而且其高表达与大肠癌的浸润与转移密

切相关。上述结果与本研究结果一致，提示 ＭＭＰ２的表达与

大肠癌的发生、发展及大肠癌的浸润和转移密切相关。

但是由于肿瘤细胞可产生组织基质金属蛋白酶抑制剂抑

制基质金属蛋白酶的活性，因此二者表达的不平衡最终导致了

肿瘤细胞的浸润和转移［６］。ＭＭＰ２的特异性抑制剂ＴＩＭＰ２

能与 ＭＭＰ２形成复合物，抑制 ＭＭＰ２的胶原分解活性，从而

抑制肿瘤的浸润和转移［７］。

但是目前大肠癌中ＴＩＭＰ２的表达存在较大的争议，有些

研究表明大肠癌中ＴＩＭＰ２的表达降低，有些研究则与上述结

果相反［８９］。本研究结果表明，与大肠正常黏膜及大肠腺瘤相

比，大肠癌组织中ＴＩＭＰ２的表达较低（犘＜０．０１）。而在大肠

癌中ＴＩＭＰ２的表达水平，有淋巴结转移组低于无淋巴结转移

组（犘＜０．０１）；浸润到肌层或浆膜层组低于浸润未超过肌层组

（犘＜０．０１）；低分化组低于中高分化组（犘＜０．０１）。本研究还

发现，大肠癌组织中 ＭＭＰ２与ＴＩＭＰ２的表达呈负相关。上

述研究结果提示本组病例的ＴＩＭＰ２抑制ＭＭＰ２分泌及活性

的作用较弱，ＭＭＰ２在大肠癌中表达增高，但是组织中却没有

足够的ＴＩＭＰ２抑制 ＭＭＰ２的活性，而活化的 ＭＭＰ２降解

细胞外基质导致肿瘤细胞扩散，并通过血液及淋巴向远处转

移，提示二者表达比例的失衡与肿瘤的浸润和转移密切相

关［１０］。

综上所述，ＭＭＰ２ 在大肠癌组织中的表达增高，而

ＴＩＭＰ２则表达下降，表明二者在大肠癌的发生和发展过程起

到了重要作用，增强大肠癌中 ＴＩＭＰ２的表达可能会抑制

ＭＭＰ２的活性，从而抑制肿瘤的浸润和转移，为大肠癌的基因

治疗提供了理论依据。

参考文献：

［１］ＳｉｅｇｅｌＲ，ＮａｉｓｈａｄｈａｍＤ，ＪｅｍａｌＡ．Ｃａｎｃｅｒｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ２０１３

［Ｊ］．ＣＡＣａｎｃｅｒＪＣｌｉｎ，２０１３，６３（１）：１１３０．

［２］ ＧｉａｌｅｌｉＣ，ＴｈｅｏｃｈａｒｉｓＡＤ，ＫａｒａｍａｎｏｓＮＫ．Ｒｏｌｅｓｏｆｍａｔｒｉｘ

ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓｉｎｃａｎｃｅｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｔｈｅｉｒｐｈａｒ

ｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌｔａｒｇｅｔｉｎｇ［Ｊ］．ＦＥＢＳＪ，２０１１，２７８（１）：１６２７．

［３］ ＧｅｒｇＭ，ＫｏｐｉｔｚＣ，ＳｃｈａｔｅｎＳ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｔｉｎｃｔｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｔｙ

ｏｆｔｕｍｏｒｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄｇｅｌａｔｉｎａｓｅｓｄｕｒｉｎｇｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｌｉｖｅｒ

ｍｅｔａｓｔａｓｅｓ［Ｊ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００８，６（３）：３４１３５１．

［４］ ＧｕｏＣＢ，ＷａｎｇＳ，ＤｅｎｇＣ，ｅｔａｌ．Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｍａ

ｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２ａｎｄｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．

ＭｏｌＤｉａｇｎＴｈｅｒ，２００７，１１（３）：１８３１９２．

［５］ＬｅｍｉｅｕｘＥ，ＢｅｒｇｅｒｏｎＳ，ＤｕｒａｎｄＶ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅｌｙａｃ

ｔｉｖｅＭＥＫ１ｉｓｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔｔｏｉｎｄｕｃｅｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ（下转第２０１１页）
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分子质量较大，呈碱性，其基因被定位在染色体１２ｑ。主要的

人类ＣＫ基因在单倍体基因组中只有１个拷贝
［６］。ＣＫ１３是

ＣＫ的１种，属于Ⅰ型ＣＫ，是鳞状上皮转化和分化的标志，相

对分子质量５４×１０３，ＣＫ１３基因全长４６０１ｂｐ，有８个外显子，

定位于１７ｑ１２～１７ｑ２１．２
［７］。

林心强等［２］学者通过免疫组化染色法检测鼻息肉组（２９

例）和下鼻甲组（１１例）上皮细胞ＣＫ１４、ＣＫ１８和ＣＫ１３蛋白的

表达证明，鼻息肉上皮ＣＫ１３区域性高表达，非角化鳞状上皮

ＣＫ１３高表达，过渡性上皮ＣＫ１３弱表达，假复层纤毛柱状上皮

ＣＫ１３无表达，显示鼻息肉多种上皮成分的动态变化
［８］。另有

学者研究表明，通过对３８例鼻息肉石蜡及冰冻切片进行免疫

组化染色，观察其上皮细胞角蛋白的表达发现，ＣＫ１３特异性

表达在假复层柱状上皮基底细胞以及非角化复层鳞状上皮的

棘状细胞，在过渡性上皮ＣＫ１３的表达出现变化
［９］。

糖皮质激素是目前治疗鼻息肉较有效的药物之一。大量

研究表明，炎症反应是上皮增生的主要原因，而糖皮质激素受

体可影响鼻息肉产生的多个环节，一方面直接作用于炎性细胞

（如嗜酸性粒细胞等），抑制其产生和分化、促进其凋亡；另一方

面，通过对炎性细胞及由它们活化产生的细胞因子、黏附分子

和炎症介质的抑制，减少炎性细胞浸润、减轻细胞毒性作用，从

多个方面综合作用，最终抑制鼻息肉的产生［１，１０］。本实验选取

１０例正常中鼻甲黏膜原因在于，鼻腔的后２／３为假复层纤毛

柱状上皮，而鼻息肉大都发生于中鼻道附近、钩突或筛泡表面

及隐窝裂隙。中鼻甲正好处于此区域，并与钩突、筛泡等基本

位于同一冠状面。所以选取本身上皮为假复层纤毛柱状上皮，

且属于鼻息肉好发部位的中鼻甲作为阴性对照组。这一结果

也与研究表明的ＣＫ１３在纤毛柱状上皮上无表达相一致
［１１］。

通过免疫组化对６０例鼻息肉组织中ＣＫ１３的表达研究发

现，ＣＫ１３在鼻息肉组织中具有阳性表达，且在不同上皮的表

达程度有所差异。

ＣＫ１３与鼻息肉的发生、发展有着密切关系，ＣＫ１３将可能

成为疾病治疗的一个新靶点，ＣＫ１３的中和性抗体已在许多动

物或临床实验中取得良好的疗效。但是，尚存在许多需进一步

明确的问题：（１）进一步研究ＴＧＦ与ＣＫ１３之间的关系，是对

鼻息肉的形成过程的进一步认识；（２）通过运用ＣＫ１３中和性

抗体是否对鼻息肉手术患者术后鼻腔的功能恢复有所帮助；

（３）ＣＫ１３中和性抗体的运用是否能增加糖皮质激素在治疗鼻

息肉中的敏感性仍需进一步研究。

本实验通过免疫组织化学法，对鼻息肉组织上皮细胞中

ＣＫ１３表达的研究表明：（１）ＣＫ１３在鼻息肉组织中不同上皮表

达程度的差异，反映了鼻息肉在发生发展过程中的动态变化；

（２）使用糖皮质激素后鼻息肉组织中ＣＫ１３蛋白表达有所下

降，说明糖皮质激素对鼻息肉的增生、分化有抑制作用。
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ａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｔｈｅｇｅｎｅｅｎｃｏｄｉｎｇｈｕｍａｎｋｅｒａｔｉｎ１３［Ｊ］．

Ｇｅｎｅ，１９９８，２１５（２）：２６９２７９．

［８］ 卓明英，易自翔，王德钦，等．鼻息肉上皮的多种改变及其

诊断问题［Ｊ］．临床耳鼻咽喉科杂志，１９９５，９（２）：７９８２．

［９］ 卓明英，杨军．鼻息肉上皮细胞角蛋白的表达及意义［Ｊ］．

临床与实验病理学杂志，１９９５，１１（３）：２１３２１４．

［１０］左成昌，张志钢．上皮细胞增殖在鼻息肉发病机理中的意

义［Ｊ］．中国中西医结合耳鼻咽喉科杂志，２００１，９（３）：１１６

１１８．

［１１］郑世信，姚利．糖皮质激素对鼻息肉组织中嗜酸粒细胞的

调控作用［Ｊ］．中国基层医药，２００６，１３（２）：１９５１９６．
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［７］ ＫｉｍＭＨ，ＢｏｄｅｎｓｔｉｎｅＴＭ，ＳｕｍｅｒｅｌＬＡ，ｅｔａｌ．Ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉ

ｂｉｔｉｏｎｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ２ｉｍｐｒｏｖｅｓａｎｔｉｔｕｍｏｒｅｆｆｉｃａｃｙ

ｏｆａｒｅｐｌｉｃａｔｉｎｇａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｉｎｖｉｖｏ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＢｉｏｌＴｈｅｒ，
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ｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＲｅｐ，２００５，１３（１）：１１５１２０．
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