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　　摘　要：目的　研究肿瘤转移相关基因１（ＭＴＡ１）蛋白在喉癌组织中的表达特点，并分析其与基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）、血

管内皮生长因子Ｃ（ＶＥＧＦＣ）蛋白的相关性。方法　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测４０例喉癌患者的正常喉黏膜组织、癌周围组织及

肿瘤组织样本中 ＭＴＡ１、ＭＭＰ９、ＶＥＧＦＣ蛋白表达，并统计分析其临床病理特性。结果　与喉癌无颈淋巴结转移组、癌周围及

正常组织相比，喉癌颈淋巴结转移组中 ＭＴＡ１蛋白的表达水平明显升高（犘＜０．０５）。ＭＴＡ１蛋白在喉癌组织中的表达与淋巴结

转移、肿瘤分期及肿瘤分化程度呈正相关（犘＜０．０５），并与ＶＥＧＦＣ、ＭＭＰ９表达正相关（犘＜０．０５）。结论　ＭＴＡ１可能参与喉

癌的发生、发展和转移，且可能与 ＭＭＰ９、ＶＥＧＦＣ蛋白之间存在调控作用。
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　　肿瘤转移相关基因１（ｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄ１，ＭＴＡ１）是

近年新发现的基因，其蛋白在多种肿瘤组织中均存在高表达，

并且其表达与肿瘤淋巴管转移呈正相关，被认为与许多恶性肿

瘤的发生、浸润转移关系密切。已有学者通过免疫组化染色指

出喉癌组织中 ＭＴＡ１蛋白表达上调，但喉癌中 ＭＴＡ１与肿瘤

分化、生成癌内及癌周围淋巴管、肿瘤侵袭性的关系，以及它的

具体作用机制目前尚无系统报道。本实验运用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

法，检测人喉癌组织中的 ＭＴＡ１蛋白表达水平，并分析其与淋

巴管转移相关因子基质金属蛋白酶９（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎ

ａｓｅ９，ＭＭＰ９）、人血管内皮细胞生长因子Ｃ（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅ

ｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＣ，ＶＥＧＦＣ）表达的相关性，为探讨 ＭＴＡ１

蛋白在喉癌生成及淋巴管生成、转移过程中的作用及为喉癌治

疗提供理论基础资料。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本研究所用标本来源于重庆医科大学附属第

一医院耳鼻喉科２００９年１月至２０１１年６月手术切除并经病

理证实的喉鳞癌患者４０例，包括该患者喉癌组织、癌周围组织

及喉部正常黏膜组织。４０例患者中声门型、声门下型、声门上

型分别为２０、４、１６例。临床分期：Ｔ１／２期（早期）、Ｔ３／４期（中

晚期）分别为１８、２２例。病理分级：低分化、中分化、高分化分

别为２、９、２９例。伴有颈淋巴结转移２１例。

１．２　方法

１．２．１　采集方法　喉癌组织于肿瘤切除后１０ｍｉｎ内进行收

集，同时切取距肿瘤边缘０．５ｃｍ的癌周围组织及正常的喉部

黏膜组织。采集患者标本后，随即将其置于液氮中进行快速冷

冻，且时间在１ｈ以上，之后留存于－８０℃冰箱中。

１．２．２　主要试剂　由ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司购入βＡｃｔｉｎ多克隆抗

体（兔抗人）、ＭＴＡ１多克隆抗体（羊抗人）、ＭＭＰ９多克隆抗

体（羊抗人）。由北京博奥森生物有限公司购入 ＶＥＧＦＣ多克

隆抗体（羊抗人）。

１．２．３　实验步骤　将剪碎的无菌样本加入蛋白提取液１ｍＬ，

４℃下于匀浆器中进行匀浆，观察组织完全裂解时将裂解液用

移液器置入１．５ｍＬ离心管中１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取其

中上清液部分实验。取每份标本的蛋白质２０μＬ，添加６．５μＬ
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的缓冲液后，放入Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管内混合，于１００℃加热５ｍｉｎ。

取其上清液２０μＬ加于制备好的凝胶电泳的加样孔中。在室

温下，用８０Ｖ电压电泳浓缩胶约１ｈ。室温下，用１００Ｖ电压

进行电泳分离胶，时间约３ｈ，直到溴酚蓝抵达胶的底端附近，

然后终止电泳。终止电泳后将胶板剥离并置于转移缓冲液内，

时间为３０ｍｉｎ。转膜时，转移电泳槽内转膜电流调整为３００～

４００ｍＡ，控制温度为４℃，持续６０ｍｉｎ。取出聚偏二氟乙烯

（ＰＶＤＦ）膜，分别与目标一抗、二抗进行杂交，之后用化学发光

试剂进行孵育。最后使用美国伯乐 ＱＵＡＮＴＩＴＹＯＮＥ软件进

行处理，检测βＡｃｔｉｎ样本条带（参照）及目的蛋白电泳带的积

分光密度值。

１．２．４　计算结果　计算目的蛋白的积分光密度比值。目的蛋

白的积分光密度比值：目的带积分光密度值／βＡｃｔｉｎ蛋白带积

分光密度值。对目的蛋白进行相对定量。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行统计学分

析，计量资料用狓±狊表示，采用狋检验、完全随机设计方差分

析和Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析进行统计学分析，检验水准α＝０．０５，

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＭＴＡ１蛋白在喉癌组织中的表达及其与临床各参数之

间的关系　４０例喉癌患者 ＭＴＡ１蛋白相对表达量如下，伴淋

巴结转移组：１．２５±０．２１；无淋巴结转移组：０．３８±０．２６；癌周

围组织：０．４９±０．１１；正常组织：０．１０±０．０３。比较无淋巴结转

移组／癌周围组织、无淋巴结转移组／正常组织、癌周围组织／正

常组织、伴淋巴结转移组／正常组织、伴淋巴结转移组／无淋巴

结转移组、伴淋巴结转移组／癌周围组织，结果 ＭＴＡ１蛋白表

达均差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＭＴＡ１蛋白与喉癌患者

临床各参数之间的关系见表１。

表１　　ＭＴＡ１与喉癌临床各参数之间的关系

项目 狀 ＭＴＡ１表达量（狓±狊） 狋／犉 犘

年龄（岁）

　≤５０ １４ ０．６９±０．３１ ０．１８６ ＞０．０５

　＞５０ ２６ ０．７５±０．４２

分化程度

　高分化 ２９ ０．６２±０．２８ １２．４１０ ＜０．０５

　中分化 ９ １．１３±０．０７

　低分化 ２ １．５１±０．０９

肿瘤Ｔ分期

　Ｔ１／２ １８ ０．６３±０．２３ ４．５８０ ＜０．０５

　Ｔ３／４ ２２ １．７６±０．３４

图１　　ＭＴＡ１蛋白与 ＭＭＰ９蛋白表达的散点图

２．２　喉癌中 ＭＴＡ１蛋白与 ＭＭＰ９蛋白表达的相关性分析　

ＭＴＡ１蛋白在喉癌组织中的表达与 ＭＭＰ９蛋白呈正相关

（狉＝０．７３１，犘＜０．０５），见图１。

２．３　喉癌中 ＭＴＡ１蛋白与 ＶＥＧＦＣ蛋白表达的相关分析　

在喉癌组织中，ＭＴＡ１蛋白与 ＶＥＧＦＣ蛋白表达呈正相关

（狉＝０．４３５，犘＜０．０５），见图２。

图２　　ＭＴＡ１蛋白与ＶＥＧＦＣ蛋白表达的散点图

３　讨　　论

近年来喉癌发病率持续升高，为耳鼻咽喉科最为常见的肿

瘤之一。因喉癌细胞侵袭力强，加之喉及周围组织淋巴管丰

富，喉癌中的声门上、下型易经原有和肿瘤催生的新毛细淋巴

管转移。此事件通常发生较早。

Ｔｏｈ在研究乳癌转移的时候首先发现并报道了 ＭＴＡ１基

因存在。在多种组织器官当中均有 ＭＴＡ１蛋白分布，包括肺、

心脏、肝、肾和睾丸等，在正常组织中，ＭＴＡ１蛋白主要分布在

细胞核中，表明 ＭＴＡ１在正常细胞中起到某种作用。目前被

证实了的 ＭＴＡ 成员如下：ＭＴＡ１、ＭＴＡ１ｓ、ＭＴＡ１ＺＧ２９ｐ、

ＭＴＡ２、ＭＴＡ３、ＭＴＡ３Ｌ，均是组蛋白脱乙酰基酶复合物及核

小体重塑的重要组成成分。

多项实验研究证实 ＭＴＡ１蛋白在多种肿瘤如鼻咽癌、食

管癌、肺癌、乳腺癌、胃癌、肝癌、胰腺癌、结肠癌、卵巢癌中均高

表达。结肠癌中 ＭＴＡ１的表达水平明显升高，远远大于正常

的结肠黏膜。结肠腺瘤型息肉这种可癌变的良性肿瘤中

ＭＴＡ１基因表达亦明显高于正常结肠黏膜细胞，暗示 ＭＴＡ１

基因表达水平在结肠黏膜癌变前或结肠癌早期就有变化，与结

肠癌发生明显相关，检测 ＭＴＡ１基因表达水平有助于评估肿

瘤发生概率及预后［１］。邓蕾等［２］实验证实：肝癌组织及向正常

肝组织过渡过程中，ＭＴＡ１转录及合成蛋白水平逐渐降低至

正常，他们证明 ＭＴＡ１蛋白表达水平与患者的生存期长短、肝

癌复发概率有密切关系。王会河等［３］运用逆转录聚合酶链反

应检测发现：原发灶内伴淋巴结转移的喉癌，测得的 ＭＴＡ１信

使ＲＮＡ较没有转移的明显增多。同时，在喉癌淋巴结转移灶

中，ＭＴＡ１信使ＲＮＡ表达比尚未发生转移的淋巴结中的表达

显著增强。所以喉癌淋巴结转移与否与 ＭＴＡ１信使ＲＮＡ的

表达强弱关系密切，支持 ＭＴＡ１可能参与喉癌细胞通过淋巴

管途径转移相关理论。

多项研究证实在很多肿瘤中，瘤体越大，侵袭性越强，

ＭＴＡ１表达越高。但 ＭＴＡ１是否与恶性肿瘤分化相关，不同

专家说法迥异：有部分学者认为 ＭＴＡ１和肿瘤恶性程度并无

明显关联：杨建伟［４］以埃德蒙森斯坦纳分级评估，肝癌组织细

胞中 ＭＴＡ１蛋白与癌细胞分化程度无明显关联。韩肖燕等
［５］

使ＣａＳｋｉ细胞 ＭＴＡ１表达沉默。随后体外细胞实验发现ＣａＳ

ｋｉ细胞生长速度下降，克隆能力减弱，划痕愈合时间延长，但细
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胞生长周期没有显著改变。但也有其他肿瘤实验表明 ＭＴＡ１

与部分恶性肿瘤分化程度有一定关系：有研究证实低分化胃腺

癌组织中的 ＭＴＡ１ｍＲＮＡ的表达显著高于中高分化胃腺癌组

织［６］；在食管癌中，ＭＴＡ１蛋白在肿瘤、癌前病变及正常食管

黏膜中的表达依次递减［７］。本实验从蛋白水平检测发现与正

常喉组织相比，ＭＴＡ１蛋白在喉癌组织中的表达明显增加，且

在喉癌瘤体内 ＭＴＡ１蛋白的表达水平较瘤体周边 ＭＴＡ１蛋

白表达明显升高，本研究发现喉癌 ＭＴＡ１蛋白表达水平与喉

癌Ｔ分期、喉癌的分化程度密切相关，提示 ＭＴＡ１可能参与喉

癌细胞恶变过程，增强其侵袭性。

ＭＴＡ１的各种调控机制目前尚无系统研究总结，仅有部

分探索性实验报道：Ｒａｏ等
［８］指出，ＭＴＡ１ｓｉＲＮＡ转染的宫颈

癌肿瘤细胞株中变异型Ｐ５３蛋白水平明显升高；Ｌｅｅ等
［９］在此

基础上进一步实验证实：野生型Ｐ５３蛋白可对 ＭＴＡ１转录进

行反馈抑制。他们通过５氟尿嘧啶干预细胞，促使细胞内野生

型Ｐ５３蛋白水平增多。增多的野生型Ｐ５３蛋白激活组蛋白去

乙酰化酶，致使去乙酰化的 Ｈ３Ｋ９增多，细胞生理功能发生变

化。当 ＭＴＡ１激活并抑制Ｐ５３反式调节复合物表达，经蛋白

质组学分析，多聚ＡＤＰ核糖聚合酶１是此反式调节复合物的

重要组成部分，在Ｐ５３基因突变后，前述反应不会发生。所以

ＭＴＡ１也受到Ｐ５３等细胞因子调控，当这些细胞因子发生突

变，对 ＭＴＡ１转录抑制减弱，细胞内 ＭＴＡ１基因表达水平上

升，细胞更易癌变、转移。

ＢａｇｈｅｒｉＹａｒｍａｎｄ等
［１０］成功培育了 ＭＴＡ１转基因大鼠模

型。当 ＭＴＡ１过表达后，转基因鼠乳腺上皮细胞较正常大鼠

增殖更快、分化更早、而衰老延迟。细胞中ｃｙｃｌｉｎＤ１和ｂｃｌｘｌ

这两种ＰＲＡ的靶基因的表达增高也较正常乳腺上皮细胞显

著，所以抑制细胞凋亡，促进其大量增殖。Ｔａｌｕｋｄｅｒ等
［１１］发现

体外实验中，ＭＴＡ１基因过表达后，ＣＤＫ介导的ＥＲ转活受到

阻遏，抑制了ＥＲ介导的细胞内转录活动，从而促进乳腺癌肿

瘤细胞的异常增殖，并使其分化程度降低。

Ｒａｏ等
［８］通过干预实验发现宫颈癌细胞中βｃａｔｅｎｉｎ水平

随 ＭＴＡ１合成减少而下降。当肿瘤中 ＭＴＡ１水平增加，β

ｃａｔｅｎｉｎ表达随之升高，通过一系列细胞因子调控和细胞生物

性能改变，导致肿瘤细胞异质黏附功能增强，肿瘤容易从原发

灶脱落转移。Ｓａｎｋａｒａｎ等
［１２］认为在乳癌中，ＭＴＡ１可经由

ＲＮＡ聚合酶Ⅱ及ｃＪｕｎ复合物调控透明质酸介导的细胞运动

受体表达，并以此提高乳癌细胞的侵袭力，使癌细胞能够穿透

生物基底膜进行转移。还有实验表明 ＭＴＡ１能使增强子连接

蛋白α去乙酰基酶复合物水平升高，继而减少乳癌细胞中

ＲＮＦ１４４Ａ表达，致使乳癌细胞侵袭性增加，促进其远处

转移［１３］。

本研究认为，当喉癌患者有淋巴结转移后，其癌组织中

ＭＴＡ１蛋白水平比没有淋巴结转移的患者高，且其差异具有

统计学意义，表明 ＭＴＡ１蛋白水平与喉癌转移关系密切。以

上文献报道均和本实验结果一致。

ＶＥＧＦＣ已被证明具有促进淋巴管生成功能。Ｌｅｅ等
［１４］

研究发现：在肝细胞癌标本中，ＶＥＧＦ＋１２９１６Ｃ位点的基因表

达与 ＭＴＡ１蛋白表达增多相关。有学者研究指出，在结肠癌，

伴淋巴结转移的原发灶中，ＶＥＧＦＣ、ＭＴＡ１水平大于没有淋

巴结转移组，提示ＶＥＧＦＣ、ＭＴＡ１蛋白过表达与结肠癌细胞

的淋巴结转移有一定关联。而在结肠癌组织中，ＶＥＧＦＣ蛋白

表达与 ＭＴＡ１关系密切，说明ＶＥＧＦＣ、ＭＴＡ１在促使结肠癌

淋巴结转移上具有关联性。本实验发现，喉癌中 ＭＴＡ１蛋白

与ＶＥＧＦＣ蛋白表达呈正相关，提示在喉癌组织中 ＭＴＡ１或

者经由调控ＶＥＧＦＣ促使肿瘤及癌周组织中淋巴管生成，并

推动癌细胞通过淋巴管进行转移。国外另有学者在研究直肠

癌后也得到过同样的结论。另外，他们还发现肿瘤瘤体大小和

ＭＴＡ１的表达成正比，且都与肿瘤淋巴管密度成正比。在结

肠癌 ＨＣＴ１１６、ＬｏＶｏ细胞株中高表达的 ＭＴＡ１蛋白增加了

ＶＥＧＦＣ信使ＲＮＡ的表达。用 ＭＴＡ１ｓｉＲＮＡ使 ＭＴＡ１蛋白

表达沉默后，ＨＣＴ１１６、ＬｏＶｏ细胞株中ＶＥＧＦＣ蛋白水平显著

减少，他们据此得出结论，ＭＴＡ１蛋白可通过调节 ＶＥＧＦＣ蛋

白表达水平促进直结肠癌淋巴管生成［１５］，但这还需要进一步

的体内体外实验证实。

ＭＭＰ９是基质金属蛋白酶家族成员，近年来其已被证实

在肿瘤淋巴管生成及淋巴转移中发挥重要作用。ＭＭＰ９还可

提高癌细胞对基质蛋白的分解能力，利于其突破基底层进行

转移。

乳癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞株本没有雌激素受体表达。Ｊｉａｎｇ

等［１６］用ｓｈＲＮＡ使此细胞株的 ＭＴＡ１基因沉默，此后，雌激素

受体浓度恢复。此时细胞株对雌激素拮抗剂的敏感性增加，其

内 ＭＭＰ９蛋白水平减少，抑制了细胞株侵袭力。运用 ＭＴＡ１

质粒转染宫颈癌 ＨｅＬａ细胞株，与转染空载体、未转染对照组

相比，细胞株 Ｍａｔｒｉｇｅｌ黏附、侵袭能力及细胞运动能力都显著

增强，ＨｅＬａ细胞株中 ＭＭＰ９蛋白的表达水平在转染后上调，

由此学者推断 ＭＴＡ１很有可能增强宫颈癌细胞中 ＭＭＰ９的

表达，并在肿瘤细胞转移过程中起到重要作用［８］。

但另有学者指出 ＭＴＡ１对癌细胞本身 ＭＭＰ９蛋白调控

作用不大，而是通过刺激肿瘤周边正常间质细胞分泌 ＭＭＰ９

蛋白。应用免疫组织化学法检测发现人乳腺癌组织中 ＭＴＡ１

蛋白与肿瘤细胞 ＭＭＰ９蛋白表达无相关性，而与间质细胞的

ＭＭＰ９蛋白表达有关系。除肿瘤细胞可合成并分泌 ＭＭＰ９

之外，癌内及癌周围间质细胞如血管内皮细胞可能是 ＭＭＰ９

的主要来源。ＭＴＡ１可能参与间质细胞对 ＭＭＰ９分泌调控。

本研究表明：ＭＴＡ１与 ＭＭＰ９表达在喉癌组织中呈正相

关，提示 ＭＴＡ１蛋白与 ＭＭＰ９蛋白在喉癌组织中关系密切，

ＭＴＡ１有可能参与调控 ＭＭＰ９在喉癌组织内的表达。但具

体机制仍需深入进行体内体外干预实验探索。

作者认为研究 ＭＴＡ１作用机制可为以后喉癌的治疗提供

线索，其调控机制可能是一个多通路途径相互作用体系、有多

种生物因子参与，各因子、各通路之间的关系纷繁复杂，需要更

系统的研究及以后更深入的探讨。
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坏死，组织结构不清。电凝边上，输卵管黏膜上皮低中度部分

变性，周围的平滑肌充血水肿。说明为可修复损伤。输卵管上

皮细胞属不稳定细胞，有很强的再生能力［１１］。故无论双极电

凝或单极电切对输卵管组织损伤范围是局限性的，其手术周围

正常的输卵管上皮或残存的输卵管碎片可对损伤部位进行修

复作用。大量的腹腔镜术中再次检查证明，输卵管有很强的再

生能力，甚至留在原位的“输卵管碎片”也可能再生，变成有功

能的输卵管［１２］。早期的异位妊娠检出率的提高，使输卵管在

早期病变较轻时就接受了治疗，降低了手术的难度，也使输卵

管线性切开术的可行性更高，输卵管的损伤更小［１３］，能有效预

防持续性异位妊娠的发生［１４］。同时对有生育要求的患者进行

输卵管通畅性检查和粘连分离的治疗，对粘连及伞端封闭者行

分粘手术和造口术，同时解决了问题，减少患者再次手术的痛

苦。本研究表明：无论是单极电凝还是双极电凝，对输卵管的

损伤都是局限的，可修复的；无论有无腹腔镜的基层医院，均可

开展输卵管保守性手术，其治疗效果是显著的。
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