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摘 要:目的 探讨食管癌组织中基质金属蛋白酶-9(matrixmetalloproteinase,MMP-9)水平的表达及临床意义。方法

 采用免疫组化法检测 MMP-9在食管癌及癌旁正常食管组织中的表达。Image-proplus图像分析软件对其表达强度

进行定量分析,并用表达的阳性单位(positiveunit,PU)反映其表达强度。结果 研究组食管癌组织 MMP-9水平高于

正常食管组织对照组(P<0.001);不同性别、年龄、病理类型、病变位置食管癌患者 MMP-9水平间差异无统计学意义

(P>0.05),区域淋巴结转移及Ⅲ、Ⅳ期食管癌患者 MMP-9水平分别高于无淋巴结转移及Ⅰ、Ⅱ期食管癌患者(P<
0.05)。结论 食管癌组织中 MMP-9水平较正常组织异常增高,且随淋巴结转移及临床分期增加,其增高幅度更显著,
但与患者年龄、性别及病理类型无关,临床可通过检测食管癌患者组织中 MMP-9水平判断其病情进展状况。
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  Abstract: Objective Toexploretheexpressionsandclinicalsignificanceofmatrixmetalloproteinase-9
(MMP-9)inesophagealcarcinomatissues. Methods Immunohistochemistrywasusedtodetecttheexpres-
sionofMMP-9inesophagealcarcinomatissuesandadjacentnormalesophagealtissues.Image-proplusimage
analysissoftwarewasusedtogivenquantitativeanalysisonitsexpressionintensity,andpositiveunit(PU)of
expressionwasusedtoreflectitsexpressionintensity. Results TheexpressionofMMP-9inesophagealcar-
cinomatissues(researchgroup)washigherthanthatinnormalesophagealtissues(controlgroup)(P <
0.001).TherewasnosignificantdifferenceintheMMP-9expressioninpatientswithesophagealcarcinomaof
differentgenders,ages,pathologicaltypesandlesionssites(P>0.05),andtheMMP-9expressioninpatients
withregionallymphnodemetastasisandstageⅢ、Ⅳesophagealcarcinomawashigherthanthatinpatients
withnolymphnodemetastasisandwithstageⅠ、Ⅱesophagealcarcinoma(P <0.05). Conclusion The
MMP-9expressioninesophagealcarcinomatissuesisabnormallyincreasedcomparedwiththatinnormaltis-
sues,anditsincreaseismoresignificantwiththeincreaseoflymphnodemetastasisandclinicalstages,butit
hasnosignificantcorrelationwiththeage,genderandpathologicaltypesofpatients.ThedetectionofMMP-9
expressioninesophagealcarcinomatissuescanjudgethediseaseprogressioninclinicalpractice.
  Keywords: esophagealcarcinoma;matrixmetalloproteinase-9;immunohistochemistry;quantitativea-

nalysis

  食管癌为消化道多发恶性肿瘤疾病,随疾病诊疗

技术提高,食管癌综合治疗效果得到显著提升,但术后

5年生存率仍仅约25%~40%,研究发现,食管癌患者

就诊时多已进展至中晚期,病灶已发生转移及浸润等,
故单纯通过手术较难取得满意效果[1-2]。食管癌浸润

及转移为多步骤复杂过程,诸多原癌基因激活和抑癌

基因失活后,可致使食管上皮细胞增殖及生长、细胞周

期、凋亡及分化等调控紊乱,并引起癌变。研究表

明[3],肿瘤转移时,首先为癌细胞从原发灶脱落,进入

淋巴道或血道,以此形成远处转移,但细胞外基质与基
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底膜降解为其重要前提。肿瘤细胞需具备突破细胞屏

障、降解细胞外基质能力,此过程需依靠蛋白水解酶,
而 基 质 金 属 蛋 白 酶 (matrix metalloproteinase,

MMPs)为锌离子依赖性内肽酶,可降解细胞外基质多

数成分,并能于组织塑形及胚胎发育中发挥重要作用。
病理状态下,MMPs可降解基质膜及包绕肿瘤的基

质,并突破基质屏障,促使肿瘤侵袭与转移,且能通过

血管新生及内皮细胞迁移等加速肿瘤生长与扩散[4-5]。
基质金属蛋白酶-9(MMP-9)为 MMPs家族的重要成

员,可降解细胞外基质内明胶及弹性纤维,于肿瘤浸润

及转移中产生重要作用。基于此,本研究选取65例食

管癌患者,探讨其 MMP-9水平的表达及临床意义,现
将研究结果报告如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取65例食管癌组织为研究组,同
时取癌旁正常食管组织20例为对照组。研究组男44
例,女21例;年龄43~80岁,平均(66.98±8.18)岁;
病变位置:下段15例,中段38例,上段12例;病理类

型:腺鳞癌8例,鳞癌57例;无淋巴结转移34例,区域

淋巴结转移31例;临床分期:Ⅰ期12例,Ⅱ期24例,

Ⅲ期20例,Ⅳ期9例。

1.2 选取标准 纳入标准:①研究组经组织病理学确

诊为食管癌;②术前未经治疗。排除标准:①合并肾肝

功能重度障碍者;②合并血液系统、内分泌系统、自身

免疫系统重度病变者;③合并全身性重度感染性疾病

者;④发生脑转移者;⑤合并其他恶性肿瘤者。

1.3 方法

1.3.1 免疫组织化学染色 所有标本以10%中性甲

醛予以固定,脱水、石蜡包埋处理,制为4um厚切片。
石蜡切片脱蜡至水,蒸馏水冲洗,PBS浸泡5min。抗

原修复采用热修复法:锅中加入适量pH9.0的ED-
TA修复液,加热至沸腾,放入切片水煮20min。采取

3% H2O2 封闭内源性过氧化物酶30min,滴加正常

山羊血清封闭20min,组织切片加1∶500抗 MMP-9
特异性抗体(武汉博士德生物工程有限公司),于4℃
环境中孵育过夜,第2d,经PBS漂洗3次,滴加经生

物素所标记的二抗,于37℃环境中孵育30min,以

PBS洗3次,5分/次,滴加试剂复合物(辣根酶标记生

物素+链霉卵白素),于37℃环境中孵育30min,以

PBS洗3次,5分/次,滴加DAB显色剂,于室温条件

下显色处理,不复染(用于图像定量分析),脱水、透明、
封固。每批免疫组化染色均设立阳性和阴性对照,用
已知阳性切片作为阳性对照,用PBS缓冲液替代一抗

作为阴性对照。

1.3.2 显微图像定量分析 根据阴性和阳性对照的

显色情况,在确定无假阳性和假阴性的前提下,以细胞

质染成浅黄色、棕黄色或棕褐色为阳性。用Image-
proplus图像分析系统,在40倍物镜下,每个样本随

机选取10个视野。每例样本共测试200个阳性细胞,
用交互式测试方法测试每个阳性细胞的灰度值为Gβ,
同时在相应的切片中测试背景灰度值Gα,按下式计算

每个阳性细胞的阳性单位值,本图像分析系统中的

Gmax为256。取每个样本中200个阳性细胞值的均

值作为此样本表达的阳性单位值(PositiveUnit,

PU)。PU值越大,表达强度越高;反之,表达强度越

低。

PU=|Gα-Gβ|Gmax ×100

1.4 观察指标 ①统计两组 MMP-9水平。②统计

研究组不同情况(性别、年龄、病理类型、淋巴结转移情

况、临床分期、病变位置)者 MMP-9水平。

1.5 统计学方法 通过SPSS18.0对数据进行分析,
计量资料用(췍x±s)表示,两组间比较采用独立样本t
检验,多组间比较采用单因素方差分析,P <0.05表

示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 MMP-9在食管癌中的阳性表达 MMP-9染色

主要在细胞质,染色呈浅黄色、棕黄色、棕褐色为阳性

细胞(见图1)。

图1 MMP-9在食管癌中的阳性表达

2.2 两组MMP-9水平比较 研究组MMP-9水平高

于对照组(P<0.001),见表1。

表1 两组 MMP-9水平比较 (췍x±s,ng/ml)

组别 n MMP-9(PU值)

研究组 65 13.88±6.69
对照组 20 6.01±3.73

 注:t=6.691,P<0.001

2.3 研究组不同情况者 MMP-9水平 不同性别、年
龄、病理类型、病变位置食管癌患者 MMP-9水平间差

异无统计学意义(P >0.05),区域淋巴结转移患者
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MMP-9水平高于无淋巴结转移患者(P <0.001)。

Ⅲ、Ⅳ期食管癌患者 MMP-9水平高于Ⅰ、Ⅱ期食管癌

患者(P<0.05),见表2。

表2 研究组不同情况患者 MMP-9
水平比较 (췍x±s,ng/ml)

组别 n MMP-9 t/F P
性别 0.462 0.646
 男 44 13.62±6.35
 女 21 14.44±7.48
年龄(岁) 1.155 0.253
 ≥60 38 14.69±6.57
 <60 27 12.75±6.80
病理类型 0.158 0.875
 腺鳞癌 8 13.84±6.73
 鳞癌 57 14.24±6.82
淋巴结转移情况 3.624 0.001
 无淋巴结转移 34 11.28±6.98
 区域淋巴结转移 31 16.74±5.08
临床分期 2.355 0.022
 Ⅰ、Ⅱ期 36 12.19±6.84
 Ⅲ、Ⅳ期 29 15.98±5.94
病变位置 0.114 0.892
 上段 12 13.95±9.61
 中段 38 13.59±5.78
 下段 15 14.57±6.52

3 讨论

食管癌具有较高发病率,且在不同民族、地区及国

家间其发病情况存在明显差异性,相关统计资料表明,
食管癌发病率在恶性肿瘤中高居第5位,世界范围内

每年新增病例多达46万左右[6]。我国为食管癌多发

地区,对患者身心健康及生活质量均造成了巨大威胁,
及早确诊并采取有效治疗方案对患者实施干预,对保

证治疗效果、改善预后具有重要意义,为此,本研究尝

试探讨 MMP-9水平和食管癌及其转移、临床分期等

生物学相关性,以期寻找一种和食管癌病情具有相关

性的指标,从而为疾病诊断、疗效及预后评估等提供一

定依据。以往对食管癌中 MMP-9表达的研究多为半

定量或定性观察,带有一定主观性,本研究采用图像分

析方法对食管癌 MMP-9表达进行原位定量研究可以

更客观准确反映其表达水平,从量化角度揭示其与食

管癌临床病理特征的关系。
多数食管癌确诊时疾病已进展至中晚期,生存期

限较短,且预后较差,主要原因在于病灶多已发生浸润

转移。食管癌病灶转移首先是癌细胞自原发病灶脱

离,经浸润到达周边间质内生长,并和局部毛细血管及

淋巴管内皮细胞接触、穿透管壁,或进入管腔并转运至

靶组织,穿透淋巴管或毛细血管,于基质中增殖,产生

新继发肿瘤。研究发现[7-8],食管癌浸润转移涉及肿瘤

细胞和正常组织基质细胞间相互作用、肿瘤细胞和细

胞外基质成分间细胞与基质互相作用,此作用可激活

及释放多种生长因子及细胞因子,此类因子能间接或

直接刺激肿瘤生长,也可直接促使肿瘤细胞持续增殖。
此外,蛋白质水解酶在食管癌侵袭转移调控中具有重

要作用,特别是细胞外蛋白质水解酶,其直接参与肿瘤

细胞和周边基质细胞、基质成分间酶解作用,协助肿瘤

细胞透过基底膜,损坏其固有平衡,以此造成肿瘤细胞

恶化,且OhashiK等[9]研究已证实 MMPs在食管癌

上述病理过程中具有重要作用,并与肿瘤转移、生长等

具有正相关关系。
MMP-9为临床发现的可降解Ⅳ型胶原的重要机

制蛋白水解酶,可损坏基质降解平衡,促使癌细胞透过

基底膜和细胞外基质所形成的屏障,以此对周边组织

产生侵袭作用,并转移至远处组织,于食管癌侵袭及转

移中 具 有 重 要 作 用[10]。本 研 究 结 果 表 明,研 究 组

MMP-9水平高于对照组,且区域淋巴结转移及Ⅲ、Ⅳ
期食管癌患者 MMP-9水平分别高于无淋巴结转移及

Ⅰ、Ⅱ期食管癌患者(P <0.05),表明食管癌患者

MMP-9水平异常增高,且可能于疾病进展及病灶转移

等过程中发挥了重要作用。正常生理状态下,机体组

织中 MMP-9含量较低,若机体需要,其相关信息可转

导至细胞,经细胞内转录调控,合成、分泌 MMP-9,其
于机体中调控包括基因水平调节、基质金属蛋白酶组

织抑制剂调节、酶原活化调节等,但若此类调节失控,
则会造成肿瘤细胞浸润与转移[11]。此外,Klimczak-
bitnerAA等[12]研究表明,细胞外基质中,MMP-9活

性 可 经 内 源 性 抑 制 剂-金 属 蛋 白 酶 组 织 抑 制 因 子

(TIMPs)家 族 调 控,金 属 蛋 白 酶 组 织 抑 制 因 子 对

MMP-9抑制作用表现为2个方面,分别为:①抑制已

活化基质金属蛋白酶活性;②阻止基质金属蛋白酶原

活化。正常机体中,MMPs和 TIMP协同生成,可维

持动态平衡状态,但若该平衡被打破,则细胞外基质代

谢可出现明显异常,进而可造成食管癌发病,并促使疾

病进展。另有研究指出[13],肿瘤形成为肿瘤血管形成

等因素共同作用过程,疾病进展与新生血管生长密切

相关,血管生成过程中,内皮细胞需穿过细胞外基质及

基质外细胞架,但内皮细胞仅可穿透已发生降解的细

胞外基质及基质外纤维支架,细胞外基质降解依赖组

织蛋白酶与 MMPs、纤溶酶原/纤溶酶系统作用,主要

为 MMPs作用,而 MMP-9可降解细胞外基质成分及

纤维支架,致使疾病进展。
综上所述,食管癌组织中 MMP-9水平较正常水

准异常增高,且随淋巴结转移及临床分期增加,其增高

幅度更显著,但与患者年龄、性别及疾病病理类型无

关,临床可通过检测食管癌患者组织中 MMP-9水平

判断其病情进展状况。
(下转第558页)
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