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　　【摘要】　目的　研究基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）与血管内皮细胞生长因子（ＶＥＧＦ）在肺腺癌表达的相关性及

意义。方法　应用免疫组织化学（ＳＰ）法检测 ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ在３０例肺腺癌组织和１２例癌旁正常组织中的表达。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＭＭＰ９单克隆抗体阻断 ＭＭＰ９后肺腺癌Ａ５４９细胞ＶＥＧＦ蛋白表达水平的变化，以及 ＶＥＧＦ

克隆抗体阻断ＶＥＧＦ后肺腺癌 Ａ５４９细胞 ＭＭＰ９蛋白表达水平的变化。结果　ＭＭＰ９在腺癌组织表达率为

６３．３％，正常组织表达率为１６．７％，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＶＥＧＦ在腺癌组织表达率为７０％，正常组织表达

率为２５％，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；肺腺癌组织 ＭＭＰ９水平与ＶＥＧＦ表达率存在正相关关系（狉＝０．７０９４，

犘＜０．０１），并与肺腺癌的临床分期及淋巴转移状况相关（犘＜０．０５）。ＶＥＧＦ高表达率与肺腺癌的临床分期及淋巴

转移状况相关（犘＜０．０５）。用 ＭＭＰ９单克隆抗体阻断 ＭＭＰ９可降低ＶＥＧＦ蛋白表达水平，用ＶＥＧＦ单克隆抗体

阻断ＶＥＧＦ可降低ＭＭＰ９蛋白表达水平。结论　ＶＥＧＦ、ＭＭＰ９在肺腺癌高表达，在促进腺癌侵袭转移中具有协

同作用。
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【犓犲狔狑狅狉犱狊】　ｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ；　ＭＭＰ９；　ＶＥＧＦ

　　血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）是目前已知最重要的促血管

生成因子之一，与肿瘤的生长和转移密切相关。基质金属蛋白

酶９（ＭＭＰ９）是一种与肿瘤侵袭和转移密切相关的蛋白酶，与

血管形成过程中基底膜的降解关系密切。许多实验发现恶性

肿瘤组织 ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ高表达，与淋巴转移及分期等密切相

关，但二者在肺癌的报道较少，两者在促进肿瘤侵袭、转移中的

相互关系亦不清楚。本试验选取３０例肺腺癌及１２例癌旁正

常组织标本，应用免疫组化方法检测ＶＥＧＦ、ＭＭＰ９表达。体

外培养腺癌Ａ５４９，分别加 ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ单克隆抗体后检测

ＶＥＧＦ、ＭＭＰ９的蛋白表达变化，以探讨二者在促进肺腺癌侵
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袭转移的机制。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择重庆市江津区中心医院３０例肺腺癌患

者手术切除的肺癌标本（２００９年３月至２０１２年３月），１２例癌

旁正常组织。所有标本均经１０％甲醛固定，石蜡包埋，５μｍ

厚连续切片。３０例肺腺癌患者中，男∶女为２０∶１０，年龄范围

４０～８２岁，＞６０岁１４例，≤６０岁的１６例；病灶超过３ｃｍ的

１８例，病灶小于或等于３ｃｍ的１２例；伴淋巴结转移１６例，不

伴淋巴结转移１４例；所有病例术前未行放化疗，均有完整的病

历资料；据美国联合癌症分类委员会（ＡＪＣＣ）和国际抗癌联盟

（ＵＩＣＣ）２００２年制定的肺癌临床分期标准
［１］：Ⅰ～Ⅱ期１３例，

Ⅲ～Ⅳ期１７例。

１．２　细胞系　人肺腺癌Ａ５４９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 ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ单克隆抗体

（ｍＡｂ）购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。辣根过氧化物酶标记的兔抗鼠、

鼠抗人βａｃｔｉｎ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

ＭＭＰ９（１∶５０）、ＶＥＧＦ（１∶５０）免疫组化染色，设正常肺组织

对照组，同时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，结果判定参考黎联

等［２］的方法。０～１分为低表达组，≥２分为高表达组。

１．５　蛋白质印迹 　细胞传代稳定后分为３个组：Ａ５４９，

Ａ５４９＋ＭＭＰ９ｍＡｂ（５μｇ／ｍＬ），Ａ５４９＋ＶＥＧＦｍＡｂ（５μｇ／

ｍＬ）。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。用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测蛋白浓度。

以每孔４０μｇ蛋白上样，８％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离，湿式电转移

至ＰＶＤＦ膜。５％脱脂奶粉封闭液封闭１ｈ，一抗（抗 ＶＥＧＦ、

ＭＭＰ９）用 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，βａｃｔｉｎ作内参

照，试验重复３次。

１．６　统计学处理　ＳＡＳ８．２统计软件，行Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法，

Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ在腺癌组织中的表达及相关性　免疫组

化结果显示，ＭＭＰ９蛋白主要位于癌细胞胞质，呈棕黄色颗

粒，高表达组占６３．３％（１９／３０），正常组织表达率１６．７％（２／

１２）；ＶＥＧＦ蛋白主要位于癌细胞胞质，呈棕黄色颗粒，高表达

组占７０％（２１／３０），正常组织表达率２５％（３／１２）（图１）。在２１

例ＶＥＧＦ高表达病例中 ＭＭＰ９高表达１８例，而９例 ＶＥＧＦ

低表达病例中 ＭＭＰ９高表达只有１例，ＭＭＰ９与 ＶＥＧＦ表

达呈明显正相关（狉＝０．７０９４，犘＜０．０１）。

２．２　肺腺癌组织 ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ表达与临床病理特征的关系

　统计结果显示，ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ表达水平在伴淋巴结转移的

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）；ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ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　ＭＭＰ９单克隆抗体阻断 ＭＭＰ９后肺腺癌细胞 ＶＥＧＦ

蛋白表达的变化　终浓度５μｇ／ｍＬ的 ＭＭＰ９ｍＡｂ处理

Ａ５４９细胞２４ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，ＶＥＧＦ蛋白表达水

平明显下降（犘＜０．０５）（图２）。

　　注：Ａ为 ＭＭＰ９的表达，Ｂ为ＶＥＧＦ的表达。

图１　ＭＭＰ９和ＶＥＧＦ在肺腺癌组织的表达（ＳＰ，×２００）

表１　ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ表达与肺腺癌临床病理特征的关系（狀）

项目
ＭＭＰ９

低表达 高表达 犘

ＶＥＧＦ

低表达 高表达 犘

临床分期

　Ⅰ＋Ⅱ １０ ３ ＜０．０１ ９ ４ ＜０．０１

　Ⅲ＋Ⅳ １ １６ ０ １７

肿瘤大小（ｃｍ）

　≤３ ６ ６ ０．２６６３ ５ ７ ０．４１８１

　＞３ ５ １３ ４ １４

年龄（岁）

　≤６０ ６ １０ ０．９１９３ ６ １０ ０．４３９７

　＞６０ ５ ９ ３ １１

淋巴转移

　无 ９ ５ ９ ５ ＜０．０１

　有 ２ １４ ０．００６８ ０ １６

　　注：１指ＭＭＰ９ｍＡｂ浓度是０μｇ／ｍＬ；２指ＭＭＰ９ｍＡｂ浓度是５

μｇ／ｍＬ。

图２　ＭＭＰ９ｍＡｂ处理Ａ５４９细胞２４ｈ后ＶＥＧＦ蛋白表达

２．４　ＶＥＧＦ单克隆抗体阻断ＶＥＧＦ后肺腺癌细胞 ＭＭＰ９蛋

白表达的变化　终浓度５μｇ／ｍＬ的ＶＥＧＦｍＡｂ处理Ａ５４９细

胞２４ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，ＭＭＰ９蛋白表达水平明显

下降（犘＜０．０５）（图３）。

　　注：１指ＶＥＧＦｍＡｂ浓度是０μｇ／ｍＬ；２指 ＶＥＧＦｍＡｂ浓度是５

μｇ／ｍＬ。

图３　ＶＥＧＦｍＡｂ处理Ａ５４９细胞２４ｈ后 ＭＭＰ９蛋白表达

３　讨　　论

　　现已知 ＶＥＧＦ作用于血管内皮细胞促进毛细血管的形

成，并对新生血管的内皮细胞具有强烈的抗凋亡作用，在肿瘤

的血管形成中具有核心作用。对胰腺癌的研究发现 ＶＥＧＦ在
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癌组织的表达明显升高，与淋巴转移、预后相关［３４］。研究还发

现肺癌组织中的 ＶＥＧＦ表达显著高于良性及正常组织，癌组

织中ＶＥＧＦ表达阳性者的微血管密度显著高于阴性者，腺癌

组织中ＶＥＧＦ表达程度比鳞癌组织显著增高，这也许就是腺

癌更易早期转移、进展迅速的原因之一［５６］。

ＭＭＰ９通过降解和破坏细胞基质中最重要的Ⅳ、Ⅴ型胶

原和明胶，以利于肿瘤血管向间质生长，肿瘤血管的微血管密

度不断增加，肿瘤不断增长并向远处转移，在多种癌的侵袭转

移中起着重要作用。对胰腺癌的研究表明 ＶＥＧＦ、ＭＭＰ９在

癌组织中的平均表达水平高于正常组织中的表达，提示

ＶＥＧＦ、ＭＭＰ９与胰腺癌的发生相关，ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ的表达

与胰腺癌有无淋巴结转移有相关性，表明 ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ在胰

腺癌转移过程中起重要作用，二者大体保持同步的变化［７８］。

本研究也发现 ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ在肺腺癌高表达，与淋巴转移及

临床分期呈正相关，二者表达呈正相关。

ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ在癌症发展中同步增高，二者之间的关系

如何？Ｍｅａｄｏｗｓ等
［９］研究发现 ＶＥＧＦ可以激活通过 ＲＡＳ活

化ＥＲＫ通路，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 ＭＭＰ９基因转录，乳腺癌细胞中ＥＲＫ可活

化 ＭＭＰ９，ＥＲＫ抑制剂ＰＤ９８０５９剂量依赖性抑制 ＭＭＰ９表

达，表明 ＭＭＰ９可能是ＥＲＫ 信号途径的下游分子。本研究

发现阻断ＶＥＧＦ后 ＭＭＰ９明显下降，表明肺腺癌中ＥＲＫ信

号通路调控 ＭＭＰ９的表达。李贞等
［１０］研究发现，基质金属蛋

白酶抑制剂 ＧＭ６００１可以明显抑制鼠视网膜新生血管，明显

下调 ＶＥＧＦ 的表达，猜测可能是抑制了 ＭＭＰ９，减弱了

ＭＭＰ９分解细胞外基质，从而减少了 ＶＥＧＦ释放。为了研究

二者之间的相互作用关系，本研究体外培养肺癌细胞进行

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示 Ａ５４９细胞有 ＶＥＧＦ和 ＭＭＰ９表达，

单克隆抗体阻断 ＭＭＰ９后，ＶＥＧＦ的表达明显下降；单克隆

抗体阻断ＶＥＧＦ后 ＭＭＰ９也明显下降，表明ＶＥＧＦ和 ＭＭＰ

９存在相互促进表达的作用。

由此可见，ＶＥＧＦ和 ＭＭＰ９除了可以促进癌细胞侵袭转

移外，二者之间存在相互刺激促进的信号途径，这样就构成了

一个正反馈调节环路，促进肺癌血管增生、细胞的侵袭转移，但

其中确切机制仍不清楚，而深入研究二者之间的调控机制，有

助于对肺腺癌生长、浸润和转移机制的进一步认识，最终为肺

腺癌的诊断、治疗和预后评价提供重要帮助。
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