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摘 要
: 【目的】探讨基质金属蛋白酶

.

2
,

9( M M-P 2
,

9) 及其特异性抑制剂 IT M-P 2
,
l 在骨肉瘤中的表达情况及

其与骨肉瘤侵袭
、

转移
、

复发的关系
。

【方法】采用免疫组织化学链酶菌抗生物素一过氧化酶 ( sP )法检测了 62 例骨

肉瘤 (初发性骨肉瘤 51 例
、

复发性骨肉瘤 11 例
,

确诊时即伴有肺转移者 9 例
、

不伴有肺转移者 53 例 )和正常对照组

织中 MM -P 9
、

M M P
一

2
、

双 MP
一

1
、

T IM-P 2 的表达
,

并根据阳性瘤细胞占肿瘤细胞总数的比率进行半定量量化分析和非

参数检验
。

【结果】M M P
一

9
、

n M P
一

1在骨肉瘤中的阳性表达率分别为 76 %
、

18 %
,

与二者在正常对照组织中的阳性

率相比
,

M M-P 9 表达明显升高
,

IT M-P 1表达明显降低 (尸均 < 0
.

01 )
。
MM -P 2

、

IT M-P 2 在骨肉瘤中的阳性表达率分别

为 69 %
、

52 %
,

与二者在正常对照组织中的阳性率相比差异无显著性 (尸均 > 0
.

0 5 )
。

M MP
一

9 在肿瘤细胞的胞浆及

胞膜中均有表达
,

且在肿瘤的侵袭边缘阳性细胞数目较多
,

染色强度较高
。

MM -P 2
,

9 及 n M R I
,

2 在初发性和复发

性骨肉瘤之间以及在伴有肺转移和不伴有肺转移的骨肉瘤之间的表达差异无显著性
。

s p ea mr 皿 相关分析表明骨肉

瘤中 M M -P 9 与 M MP
一

2
、

M M -P 2 与 IT M -P 2 以及 T IM -P l 与 n M -P 2 之间的表达均显著性相关
。

【结论】骨肉瘤组织中
M M P

一

9 表达升高
、

IT M R I 表达降低
,

二者协同促进肿瘤细胞的生长和局部的侵袭破坏
。

骨肉瘤术后是否复发与是否

出现早期转移与 M M P
一

2
,

9 和 n M P
一
l

,

2 无关
。
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恶性肿瘤细胞的重要生物学特性是其对周围

组织的侵袭和破坏
,

并在远隔器官形成转移灶
,

这

是一个多环节
、

多步骤的复杂过程
,

其中细胞外基

质中的蛋白水解酶类产生重要的促进侵袭转移的

作用 ; 基质金属蛋白酶类 (m
a t ir x m e t a ll o p or t e i n a s e ,

M M P s
)是细胞外蛋白水解酶类中的一种

,

在多种恶

性肿瘤的发生发展中起重要的作用
。

我们应用免疫

组化方法
,

检测 了 62 例骨肉瘤组织 中 M M P
一

2
、

M M F g
、

T rM P
一

l
、

竹M P
一

2 的表达
,

探讨它们与骨肉

瘤的侵袭性
、

复发性及肺转移能力之间的关系
。

1 材料与方 法

1
.

1 临床资料

材料选自本教研室 19 95 年 7 月至 2 0 01 年 10

月骨肉瘤手术切 除标本
,

病例的发病年龄 9 一
49

岁
,

中位年龄 17 岁 ; 术后复发时间最长 3 年
,

最短

者仅为 5 个月
,

且伴有肺转移灶的形成 ; 标本经常

规中性福尔马林固定
,

石蜡包埋
,

重染 H E 复查
。

共

收集初发性骨肉瘤 51 例 (其中骨母细胞为主型 35

例
,

纤维母细胞为主型 or 例
,

软骨母细胞为主型 6

例 )
,

复发性骨肉瘤 n 例 ; 确诊时即伴有肺转移的

骨肉瘤 9 例
,

不伴有肺转移者 53 例
。

采用肿瘤旁正

常纤维结缔组织作为对照
。

免疫组织化学 M M P
一

2
、

M M P
一

9
、

IT M P
一

1
、

IT M P
一

2 单克隆抗体和链霉菌抗生

物素
一

过氧化酶 ( S )P 试剂盒购自福州迈新公司 (试

剂编号分别为
: M A B 一 0 2 4 4

, 一 0 2 4 5
, 一 0 2 5 2

, -

0 2 8 3 )
。

1
.

2 方 法

用链霉菌抗生物素
一

过氧化酶 ( s P ) 法检测
,

M M P
一

9 抗 原修 复 采 用构 椽 酸 盐 高压 加 热 法

( p H 6
.

0)
,

IT M P
一

1抗原修复采用拘椽酸盐微波加热

法 ( p H 6
.

o )
,

一抗工作浓度均为 l : 5 0 ; M M P
一

2
、

IT M P
一

2 抗原修复采用 E D TA 高压加热法 ( P H S
.

O )
,

一抗工作浓度均为 1 : 200 ; 每次均设阳性
、

阴性对

照
。

染色结果判断标准
: M M P

一

9
、

M M P
一

2
、

T I M P
一

z 染

色阳性信号主要位于肿瘤细胞的胞浆内
,

呈棕褐色

颗粒
,

根据阳性细胞所占比例不同分为以下几个级

别
:

(
一

)瘤细胞染色阴性或 < 5% 的瘤细胞有少量

着色 ; (
+

) 5%
一 2 0% 的瘤细胞呈弱阳性 ;( + +

)

21 % 一 5 0% 的瘤细胞阳性 ; ( + + + )>5 O% 的瘤细胞

阳性且着色程度较强
。

IT M P
一

1 在骨肉瘤组织中的

阳性率很低
,

与正常组织交界处的肿瘤细胞的胞浆

内有棕黄色颗粒出现
,

肿瘤细胞染色阴性或5< % 的

瘤细胞有少量着色定为 (
一
)

,

>5 % 的瘤细胞阳性定

为 (
+
)
。

周围正常组织中的部分单核细胞
,

纤维母

细胞及血管壁平滑肌细胞的胞浆也有一定程度的

表达
,

根据阳性细胞 的比例分为 以下几个级别
:

(
一
)细胞染色阴性或 < 5% 的细胞有少量着色 ;

(
+
) 5%

一 2 0% 的细胞呈 阳性 ; (
+ + ) 2 1% 一 5 0%

的细胞呈阳性 ; (
+ + +) >5 O% 的细胞呈阳性

。

1
.

3 统计学分析

应用 SSP S 统计软件包
,

方法采用 M an n 一Whit en y

检验与 S p ea mr an 等级相关分析
。

2 结 果

2
.

1 M M P
一

9 和 IT M P
一

1 的免疫组化结果

M M P
一

9 蛋白在骨肉瘤组织中位于肿瘤细胞的

胞浆 (图 1 )
,

在肿瘤组织与正常组织交界处 阳性细

胞密度较高
,

且染色程度较强 ; IT M P
一

1 在骨肉瘤

组织中的表达水平很低
,

仅在肿瘤组织与正常组

织交界处有少数肿瘤细胞的胞浆 内有棕黄色颗粒

出现
,

且染色程度较弱 (图 2 )
。

M M p
一

9 和 T IM p
一

l

在肿瘤周围正常的单核细胞
、

纤维母细胞及血管

壁平滑肌细胞中均有一定程度的表达 (表 1 )
。

2
.

2 M M P
一

2 和 IT M P
一

2 的免疫组化结果

M M P
一

2 和 IT M P
一

2 蛋白在骨肉瘤组织中位于肿

瘤细胞的胞浆 (图 3
,

4 )
,

二者在肿瘤周围正常的单

核细胞
、

纤维母细胞及血管壁平滑肌细胞中均有一

定程度的表达
,

见表 2
。
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Spe a

mr an 等级相关分析表明在骨肉瘤组织中

M M P
一

2

MM P
一

2

T IM p
一

2 之 间 (
r 二 0

.

6 9 5
,

MM P
一

9 之 间 (
r 二 0

.

4 2 5
,

P < 0
.

0 1 )
、

P < 0
.

0 1 )
、

< 0
.

0 1 )均有

和和

T IM P
一

l 和 n M P
一

2 之间 (
; = 0

.

3 9 9
,

尸

显著性相关关系
。

3 讨 论

以往大量的研究表明
,

MM P
一

2 和 MM P
一

9 可在

多种上皮性肿瘤中表达
,

肿瘤细胞与间质细胞均可

表达
,

以肿瘤组织相对较高 ’ `卜但是
,

对骨肉瘤中

M M sP 表达情况的研究尚不多见
。

本研究发现骨肉

瘤组织中 M M P
一

9 的表达显著高于周围正常组织
,

提示骨肉瘤组织中 M M P
一

9 主要来源于肿瘤细胞
,

并且可能参与促进骨肉瘤的局部侵袭
。

H o

ffm an
n

等
` , ’
发现 MM P

一

2 在黑色素瘤的侵袭和转移中具有

重要的作用 ; oB d ey 等
`, ’
也认为 M M P

一

2通过参与肿

瘤内新生血管的形成而促进前列腺癌的生长和转

移 ;但是本组研究却未发现 M M P
一

2 在骨肉瘤组织

的生长和局部侵袭中起主要作用
。

在结肠癌中活性

M M P
一

2 作用于 M M P
一

9
,

后者在结肠癌中的表达减

少
,

却在转移性结肠癌细胞株中有表达
略̀ , ;另外在

鼻咽癌中
,

由膜潜伏蛋 白 ( L MP
一

l) 促进合成 的

M M P
一

9 则有促进癌细胞转移的潜能 `, ’ ;但在本研究

中
,

M M P
一

2
,

M MP
一

9 在术后复发和初发性骨肉瘤组

织之间
,

以及在伴有和不伴有肺转移的骨肉瘤之间

的表达均无显著性差异
,

表明 M M P
一

2
,

M MP
一

9 并非

骨肉瘤复发和出现早期转移的影响因素
。
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IT M P 同样在肿瘤组 织与间质细胞中均可表

达
。

IT M P
一

1 以肿瘤细胞表达为主
,

IT M P
一

2 以间质细

胞表达为主
`6 ’ 。 IT M P 作为 M M P 的天然抑制物可下

调 MM P 的活性
,

对维持细胞外基质的稳态具有重

要 的作用 ; 以 IT M P
一

1或 IT M P
一

2 基因转染 B1 6
一

IF O

黑色素瘤细胞株
、

人胃癌细胞株
、

人星形细胞瘤细

胞株以及 C
一

H a 一

ar s
转化的鼠胚细胞都可致侵袭和

转移潜能下 降 ;而反义 IT M P
一

1 m R N A 转染 鼠 3 T 3

细胞株
,

可使侵袭人羊膜的能力和在裸鼠体内形成

转移瘤的能力均有所增强
。

在本研究中
,

IT M P
一

1 在

骨肉瘤中的表达显著低于在间质中的表达
,

提示

IT M P
一

1对骨肉瘤的生长和侵袭有抑制作用
,

同时

M M P
一

9 在肿瘤组织中的水平显著升高
,

M M P
一

9 与

IT M P
一

1 比值的升高可能是影响骨肉瘤生长和局部

侵袭的重要因素
。

IT M P
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2 在骨肉瘤与间质中的表

达没有显著性差异
,

表明 IT M P
一

2 对骨肉瘤的生长

和侵袭并无直接的抑制作用
,

但相关性分析表明

M M P
一

9 与 M M P
一

2
、

M M P
一

2 与 T IM P
一

2
、

T I M P
一

1 与

IT M P
一

2 之间均存在显著性相关
,

提示在骨肉瘤中

存在 M M P 与 IT M P 之间的调控 网络
,

M M P
一

2 和

IT M P
一

2 虽然没有直接影响骨肉瘤的生长
,

但或许

M M P
一

9 是 M M P
一

2 的作用靶点
,

与在结肠癌中的作

用相似「4 ’
。

本研究提示 IT M P
一

1 和 IT M P
一

2 与骨肉瘤

的复发和是否转移均无关
。

iK do ls] 证明 M MP
一

9 m R
-

N A 的过表达是鼠移植性骨肉瘤获得转移特性的必

要条件
,

MM P
一

2 和 IT M P
一

1在有无转移潜能的移植

性骨肉瘤中都无过表达
,

与本研究结果基本一致
。
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O C 和 IG F
一

I的含量亦高于对照血清组
,

提示茂归

合剂可直接促进成骨细胞的增殖
、

分化和矿化
,

提

高了成骨细胞形成新生骨质的能力
。

因此
,

直接促

进成骨细胞骨形成功能是蔑归合剂能促进生长的

另一作用机制
,

这为进一步实验和临床治疗肾病综

合征的生长障碍提供了依据
。

这两味药来源丰富
、

价格便宜
、

无毒副作用
,

在临床上应有较广阔的应

用前景
。
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IT M P 同样在肿瘤组 织与间质细胞中均可表

达
。

IT M P
一

1 以肿瘤细胞表达为主
,

IT M P
一

2 以间质细

胞表达为主
`6 ’ 。 IT M P 作为 M M P 的天然抑制物可下

调 MM P 的活性
,

对维持细胞外基质的稳态具有重

要 的作用 ; 以 IT M P
一

1或 IT M P
一

2 基因转染 B1 6
一

IF O

黑色素瘤细胞株
、

人胃癌细胞株
、

人星形细胞瘤细

胞株以及 C
一

H a 一

ar s
转化的鼠胚细胞都可致侵袭和

转移潜能下 降 ;而反义 IT M P
一

1 m R N A 转染 鼠 3 T 3

细胞株
,

可使侵袭人羊膜的能力和在裸鼠体内形成

转移瘤的能力均有所增强
。

在本研究中
,

IT M P
一

1 在

骨肉瘤中的表达显著低于在间质中的表达
,

提示

IT M P
一

1对骨肉瘤的生长和侵袭有抑制作用
,

同时

M M P
一

9 在肿瘤组织中的水平显著升高
,

M M P
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9 与

IT M P
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1 比值的升高可能是影响骨肉瘤生长和局部

侵袭的重要因素
。
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2 在骨肉瘤与间质中的表

达没有显著性差异
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表明 IT M P
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2 对骨肉瘤的生长

和侵袭并无直接的抑制作用
,

但相关性分析表明

M M P
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9 与 M M P
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、

M M P
一

2 与 T IM P
一
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、
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1 与
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一

2 之间均存在显著性相关
,

提示在骨肉瘤中

存在 M M P 与 IT M P 之间的调控 网络
,

M M P
一

2 和

IT M P
一

2 虽然没有直接影响骨肉瘤的生长
,

但或许

M M P
一

9 是 M M P
一

2 的作用靶点
,

与在结肠癌中的作

用相似「4 ’
。

本研究提示 IT M P
一

1 和 IT M P
一

2 与骨肉瘤

的复发和是否转移均无关
。

iK do ls] 证明 M MP
一
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N A 的过表达是鼠移植性骨肉瘤获得转移特性的必

要条件
,

MM P
一

2 和 IT M P
一

1在有无转移潜能的移植

性骨肉瘤中都无过表达
,

与本研究结果基本一致
。
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合剂可直接促进成骨细胞的增殖
、
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,
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。

因此
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直接促

进成骨细胞骨形成功能是蔑归合剂能促进生长的

另一作用机制
,

这为进一步实验和临床治疗肾病综

合征的生长障碍提供了依据
。
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、
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