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　　【摘要】　目的　研究雌二醇（Ｅ２）对结肠癌肝转移肿瘤细胞增殖与凋亡及 ＭＭＰ唱９ 表达的影响。
方法　实验动物选用裸鼠，随机分为四组（n ＝６）：雄性组、雌性组、卵巢切除组、卵巢切除并雌激素注射组。
培养 ＭＣＡ唱３８细胞至对数生长期，制成单细胞悬液，采用门静脉注射法构建裸鼠结肠癌肝转移模型。 应用免
疫组化 ＳＰ法检测转移灶中 ＰＣＮＡ和 Ｃａｓｐａｓｅ唱３表达，计算肿瘤细胞增殖率（ＣＰＩ）和凋亡率（ＣＡＩ），Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
法检测转移灶中 ＭＭＰ唱９ 表达量。 结果　（１）雄性组细胞的 ＣＰＩ 最高（０畅９１２ ±０畅０２３ ），其次为卵巢切除组
（０畅８７６ ±０畅０３１）。 雄性组与雌性组之间的 ＣＰＩ差异（ t ＝７畅３０，P ＜０畅０５）以及卵巢切除组与卵巢切除注射雌
激素组之间的 ＣＰＩ 差异（ t ＝２畅７４，P ＜０畅０５）有统计学意义。 （２）雌性组肿瘤细胞的 ＣＡＩ 最高（０畅０６４ ±
０畅０１０），其他各组依次为卵巢切除注射雌激素组（０畅０４９ ±０畅００７ ）、雄性组（０畅０３８ ±０畅００３ ）和卵巢切除组
（０畅０２３ ±０畅０１１）。 雄性组与雌性组之间的 ＣＡＩ差异（ t ＝４畅７２，P ＜０畅０５）以及卵巢切除组与卵巢切除注射雌
激素组之间的 ＣＡＩ差异（ t ＝５畅８７２，P＜０畅０５）有统计学意义。 （３）雄性组肝转移灶 ＭＭＰ唱９ 表达量最高（０畅６２
±０畅０５），其他各组依次为卵巢切除组（０畅４９ ±０畅０３）、雌性组（０畅３６ ±０畅０３）和卵巢切除注射雌激素组（０畅２８ ±
０畅０４）。 雄性组与雌性组之间的 ＭＭＰ唱９表达量差异（ t ＝８畅４６２，P ＜０畅０５）、卵巢切除组与卵巢切除注射 Ｅ２ 组
之间的 ＭＭＰ唱９表达量差异（ t ＝７畅６２０，P ＜０畅０５）以及雌性组与卵巢切除组之间的 ＭＭＰ唱９ 表达量差异（ t ＝
５畅３２４，P ＜０畅０５）有统计学意义。 结论　结直肠癌肝转移灶细胞凋亡与体内雌激素水平增加有关，转移灶细
胞增殖与体内雌激素水平减低有关，ＭＭＰ唱９可能参与其调控机制。
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【Abstract】　Objective　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ １７β唱ｅｓｔｒａｄｉｏｌ （ Ｅ２） ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ唱９ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｌｉｖｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ．Methods　ＭＣＡ唱３８ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｉｎｅｄ ｔｏ ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃ ｇｒｏｗｔｈ
ｐｅｒｉｏｄ，ａｎｄ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｔｏ ｍａｋｅ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ．Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｌｉｖｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｐｏｒｔａｌ
ｖｅｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＭＣＡ唱３８ ｃｅｌｌｓ．Ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｅｔｕｐ （ n ＝６）， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｍａｌｅ ｇｒｏｕｐ， ｆｅｍａｌｅ
ｇｒｏｕｐ， ｏｖａｒｉｏｔｏｍｙ ｇｒｏｕｐ， ｏｖａｒｉｏｔｏｍｙ ｐｌｕｓ Ｅ２ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ．ＰＣＮＡ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ唱３ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ａｎｄ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ （ＣＰＩ） ａｎｄ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｅｘ （ＣＡＩ）ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ．
Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ唱９ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｓｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ．Results　Ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｈｉｇｈｅｓｔ ｏｆ ＣＰＩ ｗａｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｌｅ ｇｒｏｕｐ （０畅９１２ ±０畅０２３），ａｎｄ ｎｅｘｔ ｂｙ ｔｈａｔ ｏｆ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖａｒｉｏｔｏｍｙ ｇｒｏｕｐ （０畅８７６ ±０畅０３１）．
Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ＣＰＩ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍａｌｅ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ ｇｒｏｕｐ ，ｏｖａｒｉｏｔｏｍｙ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｏｖａｒｉｏｔｏｍｙ ｐｌｕｓ Ｅ２ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（P＜０畅０５）．Ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｏｆ ＣＡＩ ｗａｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｅｍａｌｅ ｇｒｏｕｐ （０畅０６４ ±０畅０１０），ｆｏｌｌｏｗｅｄ
ｂｙ ｔｈａｔ ｏｆ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖａｒｉｏｔｏｍｙ ｐｌｕｓ Ｅ２ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （０畅０４９ ±０畅００７ ）， ｔｈｅ ｍａｌｅ ｇｒｏｕｐ （０畅０３８ ±０畅００３ ） ａｎｄ ｔｈｅ
ｏｖａｒｉｏｔｏｍｙ ｇｒｏｕｐ（０畅０２３ ±０畅０１１）．Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ＣＡＩ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍａｌｅ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ ｇｒｏｕｐ ，ｏｖａｒｉｏｔｏｍｙ ｇｒｏｕｐ
ａｎｄ ｏｖａｒｉｏｔｏｍｙ ｐｌｕｓ Ｅ２ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （P ＜０畅０５）．Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ＭＭＰ唱９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｅｈａｖｅｄ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｆｅａｔｕｒｅｓ ａｓ ｔｈａｔ ｏｆ ＣＰＩ ｉｎ ｅａｃｈ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ．Conclusions　Ｅ２
ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ＣＰＩ ａｎｄ ＣＡＩ ｏｆ ＭＣＡ唱３８ ｌｉｖｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ唱９ ｉｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｅ２
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍａｙ ｐｌａｙ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｃ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ．
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【Key words】 　 Ｅｓｔｒｏｇｅｎｓ；　 Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；　 Ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；　Ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ９；　 Ｌｉｖｅｒ
ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｍｏｄｅｌ；　ＭＣＡ唱３８ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ

　　结直肠癌的发病率呈持续上升趋势，肝脏是其最
常见的转移器官，约 ２５％的结直肠癌患者确诊时即伴
有肝转移，另有 ２５％患者在根治术后出现肝转移。 肝
转移已成为影响结直肠癌患者预后的最大问题［１唱２］ 。
研究发现，雌激素有助于维护正常结直肠黏膜形态，在
结直肠癌发生发展过程中可能发挥一定保护作用，而
雌激素对结直肠癌肝转移灶的影响作用尚不明确

［３唱５］ 。
基质金属蛋白酶唱９（ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ唱９）作
为一种降解细胞外基质的蛋白裂解酶，在肿瘤侵袭转
移中亦起关键性作用［６唱７］ 。 本研究使用小鼠结肠腺癌
细胞 ＭＣＡ唱３８ 构建肝转移模型，研究雌激素（雌二醇，
Ｅ２）对转移灶肿瘤细胞增殖、凋亡及 ＭＭＰ唱９ 表达的影
响并探讨其机制。

材料与方法

１．材料：ＭＣＡ唱３８细胞为 １９７５ 年由 Ｃｏｒｂｅｔｔ 等使用
化学诱导法构建的 Ｃ５７ＢＬ／６ 品系小鼠结肠腺癌细胞，
购自山东省肿瘤医学科学研究院。 构建结肠癌肝转移
肿瘤模型使用 ＢＡＬＢ／Ｃ唱ｎｕ品系 ８ 周龄裸鼠，体重 ２５ ～
３０ ｇ，购自军事医学科学院（动物合格证号：ＳＣＸＫ 京
２００９唱０００４），饲养条件为无菌层流，人工控温 ２２ ～
２６ ℃，１４Ｌ∶１０Ｄ 光照，自由饮水采食。 ＰＣＮＡ、Ｃａｓｐａｓｅ唱
３、ＭＭＰ唱９ 抗体购自 Ｓｉｇｍａ 公司。 ＳＰ 染色试剂盒和
ＤＡＢ显色试剂盒购自北京中衫金桥生物技术有限公
司。 凝胶成像系统为 ＡｌｐｈａＩｍａｇｅｒＴＭ ２２００ （ＡｌｐｈａＥａｓｅ
ＦＣＴＭ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｐａｃｋａｇｅ， ｖｅｒｓｉｏｎ ３畅２．１，Ａｌｐｈａ Ｉｎｎｏｔｅｃｈ
Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，ＵＳＡ）。

２．ＭＣＡ唱３８细胞培养：从液氮中取出冻存细胞，立
即放入 ３７ ℃水浴中快速解冻。 将 １ ｍｌ 细胞冻存液加
入到４ ｍｌ含 １０％胎牛血清的１６４０ 培养液中混匀，离心
１０００ ｒ／ｍｉｎ×５ ｍｉｎ，弃上清液。 用完全培养液悬浮细胞
并计数，接种到 ６０ ｍｍ 培养皿中，浓度为 １ ×１０５ ／ｍｌ。
置于 ３７ ℃、５％二氧化碳条件中培养。 待细胞悬浮生
长至 ８０％融合（悬浮生长的细胞抱团融合、融合的百分
比通过视野面积判断）时，吸出细胞悬液，离心 １０００ ｒ／
ｍｉｎ×５ ｍｉｎ，弃上清液。 用完全培养液悬浮细胞并计
数，继续以浓度 １ ×１０５ ／ｍｌ接种至新培养皿中。 构建肿
瘤模型时收集细胞离心，使用无菌生理盐水悬浮细胞
制成单细胞悬液，细胞浓度为 １ ×１０７ ／ｍｌ。

３．结肠癌肝转移动物模型的建立：门静脉注射法
建立

［８］ＭＣＡ唱３８肝转移动物模型。 实验动物选用裸鼠，
随机分为四组（n ＝６）：雄性组、雌性组、卵巢切除组（卵

巢切除术 ２ 周后）、卵巢切除并 Ｅ２注射组（卵巢切除术
后 ２周给予裸鼠 Ｅ２皮下注射 １００ ｎｇ／１００ μｌ）。 经腹腔
注射 １％戊巴比妥钠 ０畅１５ ～０畅２０ ｍｌ（４０ ｍｇ／ｋｇ），麻醉
后固定小鼠呈仰卧位，上腹右侧旁正中线取 １畅０ ｃｍ切
口进腹，显露门静脉，用 ５ 号针头将浓度为 １ ×１０７ ／ｍｌ
的 ＭＣＡ唱３８细胞悬液 ２００ μｌ 注入门静脉，注射毕轻按
压注射部位数分钟以防止出血及肿瘤细胞外溢，关腹。
接种后的小鼠自由进食、饮水，每日观察变化，术后动
物全部存活至实验取材时间，４ 周后处死动物，剖腹观
察肝脏转移情况，肿瘤转移灶取材。

４．免疫组化检测肝转移灶中 ＰＣＮＡ 和 Ｃａｓｐａｓｅ唱３
表达：将石蜡包埋组织 ４ μｍ 厚切片，二甲苯脱蜡
１０ ｍｉｎ×２次，梯度酒精水化（１００％酒精、９５％、７０％、
５０％），每级 ５ ｍｉｎ，抗原修复时将切片置于 ０畅０１ ｍｏｌ／Ｌ
枸橼酸钠缓冲液（ｐＨ ６畅０）中，微波炉处理 ４ ｍｉｎ ×４
次，静置至室温，ＰＢＳ 清洗，以含 １０％正常羊血清的封
闭液室温下封闭 １ ｈ，将鼠源 ＰＣＮＡ 抗体和兔源
Ｃａｓｐａｓｅ唱３ 抗体分别按 １∶１００ 稀释，滴加在切片上，４ ℃
过夜，ＰＢＳ洗 ５ ｍｉｎ×３ 次，将 ＧＡＭ唱Ｂ 和 ＧＡＲ唱Ｂ分别用
ＰＢＳ作 １∶２００ 倍稀释，滴加在切片上，常温孵育 ２ ｈ，再
次 ＰＢＳ洗涤 ５ ｍｉｎ ×３ 次，加辣根过氧化物酶标记的链
霉亲和素（ＳＰ唱ＨＲＰ，１∶２００），湿盒内室温孵育 ２ ｈ，ＰＢＳ
洗涤 ５ ｍｉｎ ×３ 次，ＤＡＢ 显色，苏木素复染，脱水透明，
中性树脂封片。 用已知的 ＰＣＮＡ、Ｃａｓｐａｓｅ唱３ 阳性组织
作为阳性对照，阴性对照使用 ＰＢＳ 缓冲液代替一抗进
行实验。 显微镜观察，随机选取 ５０ 个 ２００ 倍视野观察
计数，计算肿瘤细胞 ＣＰＩ （阳性细胞数／总细胞数 ×
１００％）和 ＣＡＩ（阳性细胞数／总细胞数×１００％）。

５．Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测转移灶 ＭＭＰ唱９表达：（１）蛋
白质提取：取肿瘤转移灶组织 ３ ｍｍ ×３ ｍｍ ×３ ｍｍ 剪
碎，加入 ２００ μｌ ＴＥＤＧＭ 细胞裂解液 （含 １ ｍｍｏｌ／Ｌ
ＰＭＳＦ和 ＤＴＴ）置于冰上混匀。 裂解 ３０ ｍｉｎ后，在液氮
中反复冻融 ３ ～５ 次，然后在 ４ ℃下离心 １２ ０００ ｒ／ｍｉｎ
×３０ ｍｉｎ，取上清分装于 ０畅５ ｍｌ 离心管中并置于
－２０ ℃保存。 （２）电泳：按 １００ μｇ 总蛋白／泳道上样，
使用 １２％聚丙烯酰胺 （ ＰＡＧＥ）凝胶电泳 １６０ Ｖ ×
５０ ｍｉｎ，至溴酚蓝跑出即终止电泳。 （３）转膜：按预染
蛋白 Ｍａｒｋｅｒ 所示范围切取凝胶，将胶上已分离开的蛋
白按电转印的标准方法转移到 ＰＶＤＦ 膜上，１００ Ｖ ×
１００ ｍｉｎ，用 １ ×丽春红染液染色，按预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ所
示范围裁剪 ＰＶＤＦ膜，用 ＴＢＳＴ 配制的 ５％脱脂奶封闭
液室温孵育 ３ ～４ ｈ。 （４）免疫反应：将兔源 β唱ａｃｔｉｎ 一
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抗和鼠源 ＭＭＰ唱９ 一抗分别用 ＴＢＳ 作 １∶１０ ０００ 和 １∶
２０００ 稀释后与膜在 ４ ℃条件下孵育２４ ｈ，用 ＴＢＳＴ洗膜
３０ ｍｉｎ×３次，然后进行二抗孵育（ＧＡＲ唱ＡＰ／ＧＡＭ唱ＡＰ），
用 ＴＢＳ作 １∶５０００ 稀释碱性磷酸酶标记的羊抗兔 ＩｇＧ
和羊抗鼠 ＩｇＧ 分别在常温下孵育 ２ ｈ 后用 ＴＢＳＴ 洗膜
３０ ｍｉｎ ×３ 次。 （５）显色：用 ５ ｍｌ 碱性磷酸酶的底物
ＮＢＴ／ＢＣＩＰ进行显色约 １０ ｍｉｎ，用自来水冲洗终止反
应。 （６）分析 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 免疫标记条带的光密度值。
ＭＭＰ唱９ 表达的相对灰度值用其与内参β唱ａｃｔｉｎ 的比值
来表示。

６．统计学分析：使用 ＣＨＩＳＳ 软件进行统计学分
析，所有数据采用均数±标准差（珋x ±s）表示，多个样本
的比较采用单因素方差分析，两样本均数比较采用 t检
验，多个均数之间两两比较采用 q 检验，P ＜０畅０５ 为差
异有统计学意义。

结　　果

１．结肠癌肝转移动物模型：小鼠接种初期活跃如
常，体型无改变，２ ～３周后小鼠明显消瘦，腹部渐膨隆，
行动渐迟缓，精神差，摄食量减少。 ４ 周时可见实验各
组裸鼠右上腹部肝脏部位均形成局部隆起。 取材解剖
时发现各实验组裸鼠肝脏均可见转移灶，呈弥漫性分
布，部分转移结节融合成块，难以计数，肝组织遭严重
破坏，多数小鼠腹腔内有血性腹水，量不等。 部分小鼠
肝脏转移灶呈外生性生长，侵及腹膜，与周围形成广泛
黏连。

２．肿瘤转移灶中 ＰＣＮＡ 表达：免疫组化检测结果
显示，ＰＣＮＡ阳性细胞的细胞核呈棕黄色（图 １）。 雄性
组细胞的 ＣＰＩ 最高（０畅９１２ ±０畅０２３ ），其次为卵巢切除
组（０畅８７６ ±０畅０３１ ），而雌性组和卵巢切除注射雌激素
组细胞的 ＣＰＩ 维持在较低水平，分别为 ０畅７７６ ±０畅０２９
和 ０畅８３７ ±０畅０２７。 雄性组与雌性组之间的 ＣＰＩ 差异（ t
＝７畅３０，P ＜０畅０５）、卵巢切除组与卵巢切除注射雌激素
组之间的 ＣＰＩ差异（ t ＝２畅７４，P ＜０畅０５）以及雌性组与
卵巢切除组之间的 ＣＰＩ 差异（ t ＝４畅８５，P ＜０畅０５）有统
计学意义，而雄性组与卵巢切除组、雌性组与卵巢切除
注射雌激素组之间的 ＣＰＩ无明显差异（图 ２）。

３．肿瘤转移灶中 Ｃａｓｐａｓｅ唱３表达：免疫组化检测结
果显示，Ｃａｓｐａｓｅ唱３ 阳性细胞的细胞核呈棕黄色（图 ３）。
雌性组肿瘤细胞的 ＣＡＩ 最高（０畅０６４ ±０畅０１０ ），其他各
组依次为卵巢切除注射 Ｅ２组（０畅０４９ ±０畅００７ ）、雄性组
（０畅０３８ ±０畅００３）和卵巢切除组（０畅０２３ ±０畅０１１）。 雄性
组与雌性组之间的 ＣＡＩ差异（ t ＝５畅９５，P ＜０畅０５）、卵巢
切除组与卵巢切除注射 Ｅ２ 组之间的 ＣＡＩ 差异（ t ＝
４畅７２，P ＜０畅０５）以及雌性组与卵巢切除组之间的 ＣＡＩ

差异（ t ＝５畅８７２，P ＜０畅０５）有统计学意义（图 ４）。
４．肿瘤转移灶组织中 ＭＭＰ唱９ 表达：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

检测结果显示，雄性组肝转移灶 ＭＭＰ唱９ 表达量最高
（０畅６２ ±０畅０５），其他各组依次为卵巢切除组（０畅４９ ±
０畅０３）、雌性组（０畅３６ ±０畅０３）和卵巢切除注射 Ｅ２ 组
（０畅２８ ±０畅０４）。 雄性组与雌性组之间的 ＭＭＰ唱９ 表达
量差异（ t ＝８畅４６２，P ＜０畅０５）、卵巢切除组与卵巢切除
注射 Ｅ２ 组之间的 ＭＭＰ唱９ 表达量差异（ t ＝７畅６２０，P ＜
０畅０５）以及雌性组与卵巢切除组之间的 ＭＭＰ唱９ 表达量
差异（ t ＝５畅３２４，P ＜０畅０５）有统计学意义，而雄性组与
卵巢切除组、雌性组与卵巢切除注射 Ｅ２ 组之间的
ＭＭＰ唱９表达量无明显差异（图 ５，６）。

讨　　论

在肿瘤转移过程中，肿瘤细胞需要完成诸多连续
受限的步骤，包括脱离原发部位、侵入基质、进入淋巴
管或血管、播散并滞留于靶器官的毛细血管床、适应新
微环境进而恣意生长。 肿瘤转移是一个多步骤、多阶
段并由多种细胞及多种分子参与的复杂过程［９］ 。 研究
发现，ＭＭＰｓ在细胞外基质有效成分降解过程中起关键
作用［６唱７］ 。 ＭＭＰｓ是一个大家族，一般由 ５ 个功能不同
的结构域组成：（１）疏水信号肽序列。 （２）前肽区，主
要作用是保持酶原的稳定。 当该区域被外源性酶切断
后，ＭＭＰｓ酶原被激活。 （３）催化活性区，有锌离子结
合位点，对酶催化作用的发挥至关重要。 （４）富含脯氨
酸的铰链区。 （５）羧基末端区，与酶的底物特异性有
关。 其中酶催化活性区和前肽区具有高度保守性。 研
究证实，在结直肠癌肝转移起始阶段，ＭＭＰ唱９ 是最重要
的蛋白水解酶。 恶性表型和侵袭转移表型的细胞均高
表达 ＭＭＰ唱９，结直肠癌细胞 ＭＭＰ唱９ 表达的水平可以反
映其侵袭转移能力

［６唱７，１０］ 。
我们在前期研究中发现，Ｅ２ 对 ＭＣＡ唱３８ 细胞的雌

激素受体（ＥＲα、ＥＲβ）表达、细胞增殖及凋亡均产生影
响，ＭＣＡ唱３８ 细胞增殖和凋亡分别与 ＥＲα和 ＥＲβ表达
变化密切相关

［１１］ 。 本实验研究发现，高 Ｅ２ 水平能在
基因转录翻译水平下调 ＭＭＰ唱９ 表达，阻碍游离肿瘤细
胞在宿主器官的定居，并诱导转移灶肿瘤细胞凋亡，低
Ｅ２水平有利于肿瘤细胞的增殖，而雄激素水平对以上
实验结果影响不大。 结合文献［１２唱１４］

分析认为，Ｅ２ 所起
的作用主要为促发细胞凋亡，抑制异型增生，维护细胞
正常的形态、结构和功能，从而起保护作用；在结直肠
癌肝转移过程中，Ｅ２ 可能通过影响 ＭＭＰ唱９ 表达量，对
肿瘤转移事件产生重要影响；同时，体内较高水平的 Ｅ２
具有抑制结直肠癌肝转移的作用，可能亦与 Ｅ２ 影响转
移癌细胞的增殖和凋亡有一定关系。 尽管如此，Ｅ２ 发
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挥上述功能的具体机制和信号通路以及对ＭＭＰ唱９酶活
性的调节位点仍不明确，均有待进一步研究，基于本研
究可望为探索结直肠癌肝转移发生发展的阻断靶点提

供线索。
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