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  [摘要] 目的 探讨基质金属蛋白酶3(MMP3)在非小细胞肺癌(NSCLC)中的表达及对患者预后的影

响。方法 采用免疫组织化学(IHC)染色法检测 MMP3在76份 NSCLC组织及癌旁组织中的表达,并分析

MMP3表达与组织病理分级、淋巴结转移、TNM分期、年龄及患者预后的关联性;利用基因表达综合(GEO)数

据库分析 MMP3
 

mRNA在NSCLC组织中的表达情况;利用基因表达谱表达分析(GEPIA)数据库分析MMP3
 

mRNA表达与患者预后的关系。结果 与癌旁组织比较,MMP3
 

mRNA和蛋白在NSCLC组织中的表达均明

显升高(P<0.05),且其表达水平与患者肿瘤直径、淋巴结转移和TNM 分期呈明显正相关(P<0.05)。生存

分析显示,MMP3阳性表达、MMP3
 

mRNA高表达与NSCLC患者的不良预后相关(P<0.05)。结论 MMP3
在NSCLC组织中高表达,可作为NSCLC治疗的潜在靶点和预后标志物。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

expression
 

of
 

matrix
 

metalloproteinase
 

3
 

(MMP3)
 

in
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer
 

(NSCLC)
 

and
 

its
 

effect
 

on
 

the
 

prognosis
 

of
 

the
 

patients.Methods The
 

MMP3
 

protein
 

expres-
sion

 

in
 

76
 

samples
 

of
 

NSCLC
 

tissue
 

and
 

paracancerous
 

tissue
 

was
 

detected
 

by
 

immunohistochemistry
 

(IHC),
and

 

the
 

relationships
 

between
 

MMP3
 

expression
 

with
 

the
 

histopathological
 

grading,lymph
 

node
 

metastasis,
TNM

 

stage,age
 

and
 

the
 

prognosis
 

of
 

the
 

patients
 

were
 

analyzed.The
 

expression
 

of
 

MMP3
 

mRNA
 

in
 

NSCLC
 

tissues
 

was
 

analyzed
 

by
 

using
 

the
 

GEO
 

database.The
 

relationship
 

between
 

the
 

MMP3
 

mRNA
 

expression
 

and
 

the
 

prognosis
 

of
 

NSCLC
 

patients
 

was
 

analyzed
 

by
 

using
 

the
 

GEPIA
 

database.Results Compared
 

with
 

para-
cancerous

 

tissues,the
 

expression
 

of
 

MMP3
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
 

NSCLC
 

tissues
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05),moreover
 

its
 

expression
 

level
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

tumor
 

diameter,lymph
 

node
 

me-
tastasis

 

and
 

TNM
 

stage
 

(P<0.05).The
 

survival
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

positive
 

expression
 

of
 

MMP3
 

pro-
tein

 

and
 

high
 

expression
 

of
 

MMP3
 

mRNA
 

were
 

related
 

to
 

the
 

poor
 

prognosis
 

of
 

NSCLC
 

patients
 

(P<0.05).
Conclusion MMP3

 

is
 

highly
 

expressed
 

in
 

NSCLC
 

tissue,which
 

can
 

serve
 

as
 

a
 

potential
 

target
 

and
 

prognostic
 

biomarker
 

for
 

NSCLC
 

therapy.
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metalloproteinase
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  肺癌是呼吸系统常见的恶性肿瘤,发病率和病死

率均位居世界前列,其中约85%为非小细胞肺癌

(NSCLC)。大多数肺癌患者确诊时已是中晚期,其5
年生存率不到20%,即使经过手术治疗仍容易转移和

复发[1-3]。肿瘤转移是一个复杂的多步骤、多环节的

级联反应过程,包括局部侵袭、肿瘤细胞渗入血管和

肿瘤细胞黏附等[4]。肿瘤细胞在此过程中破坏基底

膜并降解细胞外基质(ECM),从而实现肿瘤的侵袭和

转移[5-6]。基质金属蛋白酶3(MMP3)是ECM合成和

调节降解代谢平衡过程中存在的关键性酶之一,与肿

瘤细胞的侵袭和转移密切相关[7-8]。目前关于 MMP3
在NSCLC中作用的研究甚少,其在 NSCLC中的功
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能尚未阐明。本研究旨在探讨 MMP3在 NSCLC的

表达及其可能的临床意义。
1 资料与方法

1.1 一般资料

收集2011年1月至2016年12月中国人民解放

军联勤保障部队第904医院NSCLC患者手术切除的

肿瘤标本76份(NSCLC组)及癌旁正常组织76份

(癌旁对照组)。经两位有经验的病理医师确诊为

NSCLC,其中男47例,女29例;年龄25~76岁,平均

(60.00±12.70)岁;肿瘤直径小于或等于3
 

cm者27
例,>3

 

cm者49例;低分化者25例,中分化者49例;
高分化者2例;按AJCC第七版临床分期分为Ⅰ~Ⅱ
期41例,Ⅲ~Ⅳ期35例;伴有淋巴结转移者42例,
无淋巴结转移者34例。随访主要采用门诊复查及电

话回访等形式,随访时间1~91个月,失访者随访时

间按照截尾数据处理。患者术前均未接受任何辅助

治疗。
1.2 方法

1.2.1 主要试剂

sc-21732
 

MMP3抗体购自美国Santa
 

Cruz生物

科技公司。
1.2.2 IHC检测和结果判读

IHC采用Envision两步法,MMP3鼠抗人单克

隆抗体工作浓度为1∶100。由两位病理医师对切片

进行盲式阅片,从染色细胞的比例(<5%为0分,
5%~25%为1分,>25%~50%为2分,>50%~
75%为3分,>75%为4分)及染色的深度(无染色为

0分,弱染色为1分,中度染色为2分,强染色为3分)
来评定每一个肿瘤组织切片 MMP3表达水平。两项

评分相乘得到综合评分,并分为4个等级:阴性(-,
0~1分),弱阳性(+,>1~4分),中度阳性(++,
>4~8分),强阳性(+++,>8分)。
1.2.3 基因表达综合(GEO)数据库分析

从开 放 的 GEO(http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/geo/)下载NSCLC患者mRNA表达谱的数据集

GSE18842、GSE19804和 GSE31552,分别包括45例

肿瘤样本和46例癌旁样本、60例肿瘤样本和60例癌

旁样 本、62例 肿 瘤 样 本 和63例 癌 旁 样 本。分 析

MMP3
 

mRNA在NSCLC和癌旁组织中的表达变化。
1.2.4 基因表达谱动态分析(GEPIA)数据库分析

GEPIA(http://gepia.cancer-pku.cn/)是一个用

于分析癌症基因组图谱(TCGA)数据库(https://
portal.gdc.cancer.gov/)中肿瘤和正常样本RNA表

达数 据 的 网 站。GEPIA 被 用 来 对 NSCLC 中 的

MMP3进行生存分析。根据中值将基因表达分层为

高表达和低表达,用对数秩检验确定 MMP3表达对

NSCLC生存的意义。
1.3 统计学处理

数据使用SPSS22.0软件进行统计学分析。计数

资料以率表示,组间比较采用χ2 检验或Fisher概率

法。以Kaplan-Meier法建立生存分析模型,组间比较

采用Log-rank检验,以 P<0.05为差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 两组标本组织中 MMP3表达水平比较
 

MMP3 表 达 主 要 定 位 于 细 胞 质 或 细 胞 膜。
NSCLC组中 MMP3的阳性表达率为80.26%,其中

弱阳性10份(13.16%),中度阳性32份(42.11%),
强阳性19份(25.00%)。癌旁对照组中 MMP3的阳

性表 达 率 为59.21%,明 显 低 于 NSCLC 组(χ2=
7.980,P=0.008),见图1、表1。

  A:NSCLC组织;B:癌旁组织。

图1  MMP3在两组标本组织中的表达(IHC,×200)

表1  两组标本组织中 MMP3表达水平比较

   [n(%),n=76]

MMP3表达 NSCLC组 癌旁对照组

- 15(19.74) 31(40.79)

+ 10(13.16) 9(11.84)

++ 32(42.11) 24(31.58)

+++ 19(25.00) 12(15.79)
总阳性 61(80.26) 45(59.21)a

  a:P<0.01,与NSCLC组比较。

2.2 两组标本组织中 MMP3
 

mRNA表达水平比较

利用 GEO 数 据 库 分 析 了 3 组 不 同 数 据 集

(GSE18842、GSE19804和GSE31552)NSCLC组织和

癌旁组织中 MMP3
 

mRNA的表达情况,结果显示,
MMP3

 

mRNA在NSCLC组织中的表达水平均明显

高于癌旁组织(P<0.05),见图2。
2.3 MMP3表达与NSCLC临床病理的相关性分析

 

MMP3在NSCLC中的表达与肿瘤直径、淋巴结

转移和临床分期明显相关(χ2=4.887、6.182、5.106,
P<0.05),而与患者的性别、年龄及肿瘤的病理分级
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无关(χ2=0.573、0.267、1.408,P>0.05),见表2。

图2  MMP3
 

mRNA在两组标本组织中的表达

表2  MMP3表达与NSCLC患者临床病理特征的

   相关性分析[n(%)]

临床特征 n MMP3阴性 MMP3阳性 χ2 P

性别

 男 47 8(17.02) 39(82.98) 0.573 0.556
 女 29 7(24.14) 22(75.86)

年龄

 <60岁 36 8(22.22) 28(77.78) 0.267 0.774
 ≥60岁 40 7(17.50) 33(82.50)

病理分级

 低分化 25 3(12.00) 22(88.00) 1.408 0.359
 高/中分化 51 12(23.53) 39(76.47)

肿瘤直径

 ≤3
 

cm 27 9(33.33) 18(66.67) 4.887 0.037
 >3

 

cm 49 6(12.24) 43(87.76)

淋巴结转移

 无 34 11(32.35) 23(67.65) 6.182 0.019

 有 42 4(9.52) 38(90.48)

临床分期

 Ⅰ~Ⅱ期 41 12(29.27) 29(70.73) 5.106 0.041
 Ⅲ~Ⅳ期 35 3(8.57) 32(91.43)

2.4 MMP3
 

表达与NSCLC患者预后的相关性分析

利 用 Kaplan-Meier生 存 分 析 MMP3 表 达 与

NSCLC患者预后的关系,结果显示,与 MMP3阴性

组相比,MMP3阳性组患者的 总 生 存 率 明 显 降 低

(P<0.05),见 图3。利 用 GEPIA 数 据 对 MMP3
 

mRNA表达与 NSCLC患者预后的分析结果显示,

MMP3
 

mRNA 高表达的患者总生存时间明显低于

MMP3
 

mRNA低表达的患者(P<0.05),见图4。

图3  MMP3表达水平与NSCLC患者预后的关系

图4  MMP3
 

mRNA表达与NSCLC患者预后的关系

3 讨  论

  肺癌是最常见的恶性肿瘤之一,分别占全球男性

和女性新发恶性肿瘤的第一位和第二位,其发病率和

病死率一直居高不下。据统计,全球每年约有160万

新发肺癌患者[9-11]。因此,肺癌严重威胁着人类的健

康。近年来,虽然对肺癌的诊断和治疗都取得了一定

的进展,但是,由于肺癌的发生、发展和转移的过程非

常复杂,有诸多基因和蛋白参与调控,因此,肺癌恶性

进展和转移的具体机制尚未阐明。
组织的ECM和基底膜是阻止肿瘤入侵和转移的

天然屏障。ECM的退化和基底膜完整性的丧失会导

致肿瘤的侵袭和转移。MMPs是关键的蛋白分解酶,
能够通过降解ECM和基底膜促进癌细胞侵入周围组

织,与恶性肿瘤的浸润和转移密切相关[12]。MMP3
是MMPs超家族的主要成员之一,主要由结缔间质细

胞、成纤维细胞、毛细血管内皮细胞、巨噬细胞和肿瘤

细胞产生,能降解基底膜、蛋白多糖、层黏连蛋白、纤
维蛋白和Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ型胶原蛋白等多种蛋白多

糖或糖蛋白[13-14]。MMP3能通过剪切基质分子核心

蛋白聚糖来释放转化生长因子β1(TGF-β1),释放的

TGF-β1对肿瘤细胞的增殖、侵袭转移、分化及免疫功

能都具有重要的调控作用,从而产生广泛的生物学效

应。与其他 MMPs不同,MMP3主要的功能是激活

其他类型的 MMPs,如 MMP2和 MMP9[15-16]。
对胃癌、乳腺癌、胰腺癌等肿瘤的研究结果表明,

MMP3在乳腺癌、胰腺癌和胃癌中高表达,且其表达

可以作为预测肿瘤患者生存时间的生物标志物[8,17]。
既往研究发现,肿瘤中的 MMP3水平与 MMP9活性

密切相关,脂肪细胞外泌体上的 MMP3能够激活

MMP9的活性,并促进恶性肿瘤的侵袭和转移[18]。
本研究结果表明,与癌旁组织相比,MMP3

 

mRNA和

蛋白在 NSCLC 中的表达明显升高,且 NSCLC 中

MMP3表达与肿瘤直径、淋巴结转移和临床分期呈明

显的正相关性。此外,IHC检测结果显示,MMP3阳

性的NSCLC患者总生存率明显低于 MMP3阴性的

患者。来源于TCGA的数据也表明,MMP3
 

mRNA
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高表达的患者总生存时间明显低于 MMP3
 

mRNA低

表达的患者。以上的结果表明,MMP3与NSCLC的

发生、发展、分化程度、转移及预后密切相关。检测

NSCLC组织中 MMP3的表达,在预测 NSCLC的发

展、转移和复发风险等具有重要的临床意义。因此,
MMP3有望成为NSCLC治疗的潜在靶标。

综上所述,NSCLC组织中 MMP3表达上调与

NSCLC患者的预后以及多个临床特征如肿瘤直径、
淋巴结转移和临床分期密切相关,可能促进 NSCLC
的恶性进展和转移,其表达水平可能作为 NSCLC预

后预测的重要指标。然而,关于 MMP3在NSCLC中

具体的生物学机制尚不清楚,有待于进一步研究。
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