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Abstract:Objective　Toinvesti gatetheex pressionofVEGF,MMP 22andTIMP 22andtherelationshi pbe 2
tweenthesethree proteins,aswellastherelationshi pbetweentheex pressionsofthese proteinsandthebiolo g2
icalbehaviorofcarcinoma. Methods　Immunohistochemicalmethodwasusedtodetecttheex pressionof

VEGF,MMP 22andTIMP 22inthecarcinomatissuesandnormaltissuesaroundthefoci.Therelationshi pbe 2
tweenthesethree proteins,to getherwiththerelationshi pbetweenthese proteinsandthebiolo gicalactivit yof

carcinomawasfurtherinvesti gated. Results　Theex pressionsofVEGFandMMP 22werehi ghincarcinoma

tissueswhilelowinnormaltissues.AsforP33 ING1 ,thecaseistothecontrar y.Thereiscorrelationbetween

theex pressionsofthese proteins.Andthereisalsostatisticalcorrelationbetweentheex pressionsofthese pro2
teinandthetissuet ype,tumordifferentiation,metastasisofl ymphnode,Dukessta ge,andfive 2yearsurvival.

Conclusion Thehi ghex pressionsofVEGF,MMP 22andTIMP 22incarcinomaincreasema ybeim portantfac 2
torsinvolvedincarcino genesis,develo pment,invasionandmetastasis,whichcanbeusedas predictorsofma 2
lignantbehaviorofcolorectalcarcinoma.
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摘　要 :目的　研究 VEGF、MMP22与 TIMP22在大肠癌组织中的表达、相互关系及与肿瘤生物学行为

的相关性。方法　对 54例大肠癌患者的手术切除之癌组织和癌周正常组织 ,应用免疫组织化学方法检

测其 VEGF、基质金属蛋白酶 MMP22和组织金属蛋白酶抑制剂 TIMP22的表达情况 ,探讨两者之间的

相互关系及其与肿瘤生物学行为的相关性。结果　VEGF、MMP22与 TIMP22这三种蛋白在肿瘤组织

中表达水平明显高于在正常组织中的表达。这三种蛋白的表达呈正相关 ,且表达水平与组织类型、组织

分化程度、淋巴结转移、临床分期和五年生存率有统计学相关性 ( P < 0.05 )。结论 　大肠癌中 VEGF、

MMP22与 TIMP22的表达 ,可能是癌肿发生、生长和浸润转移的重要因素 ,可作为判断肿瘤恶性程度的

重要指标。
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0　引言

本实验采用免疫组织化学方法研究基质金属蛋

白酶 MMP22及其抑制物 TIMP22和 VEGF 的表达

及其与大肠癌生物学行为的相互关系。

1　材料和方法

1.1 　材料　收集武汉大学中南医院 1997 年 1月～

1998年 6月手术切除的大肠癌石蜡包埋组织标本

54例 ,男 32 例 ,女 22 例 :年龄 42 岁至 76 岁 ,平均

年龄为 57 岁。所有病人术前均未接受放化疗。其

中高、中分化大肠癌 17 例 ,低分化 37 例 ,术前

Duke’s分期 A期 15例 ,B期 12例 ,C期 16例 ,D期

11例。同时取距上述癌组织边缘 10cm 处的正常组

织石蜡标本。以上所有标本均经过临床和病理诊断

证实。

1.2 　主要试剂 　抗 MMP22 和抗 TIMP22 鼠源单

克隆一抗 ,购于福州迈新试剂公司 ;抗 VEGF 鼠源

单克隆一抗 ,购于武汉博士德试剂公司 ;S2P试剂盒

和 3,3 2二氨基联苯胺 (DAB) ,购于北京中山试剂公

司。

1.3 　组织标本的制备　将组织标本 (大肠癌和正常

组织)经福尔马林固定后 ,脱水、透明、浸蜡包埋 ,4℃

保存 ,收齐后制备成 4μm厚连续切片。

1.4 　H2E染色　切片脱蜡入水后水洗 ,苏木精室温
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下染色 1min,1% 盐酸酒精分色 3 秒 ,1% 氨水返蓝

5min, 伊红室温下复染 5min, 再递度脱水透明 ,中性

树胶封片。镜下观察组织形态学变化。

1.5 　组织标本免疫组织化学染色 　用免疫组织化

学 (S2P法)检测 VEGF 、MMP22 和 TIMP22 蛋白三

种标志物的表达变化 ,按试剂说明书进行操作。切

片脱蜡入水后 ,3%H 2O2室温孵育 15min,PBS 水洗

5min ×3次 ,柠檬酸盐缓冲液微波修复 95℃～98℃

15min, 自然冷却至室温 (约 25℃) 。擦干切片周围

水份 ,正常封闭血清室温下孵育 15min, 甩干 ,加入

一抗工作液 37℃下孵育 2h (空白对照片不加一抗 ,

用 PBS替代 ,其余步骤不变) ,PBS 漂洗 3 次 ,加入

生物素标记的二抗 ,37 ℃下孵育 15～20min,PBS 漂

洗 3次 ,SP 复合物 37℃下孵育 15～20min, 使其充

分反应 ,PBS漂洗 5min ×3次 ,DAB室温下显色 ,镜

控反应时间 ,充分冲洗中止反应。苏木精复染胞核 ,

染色 1min,1% 盐酸酒精分色 3 秒 ,1% 氨水返蓝 5

min,脱水透明、封片。

1.6 　阳性结果的判定和图像分析　VEGF,MMP 22

和 TIMP22在光镜下有棕黄色颗粒反应出现在细胞

膜、细胞浆中均为阳性反应细胞。根据阳性肿瘤细

胞数的百分比判断结果。其中 VEGF 高倍镜下阳

性细胞数占视野 10%以下为阴性 ( - ) ;大于 10%以

上计为阳性。10%～30%为 ( + ) ,30%～50%为 ( +

+ ) ,>50% 为 ( +++ ) 。MMP22 和 TIMP22 高倍

镜下未见阳性细胞者为阴性 ( - ) ;阳性细胞数占视

野 25%以下为弱阳性 ( + ) ;25% ～75% 者为阳性

( ++ ) ;>75% 为强阳性 ( +++ ) 。

1.7 　统计学分析 　用统计分析软件 SPSS11.0 对

各指标表达结果进行统计学处理 , 取α= 0.05 水

准。

2　结果

2.1 　H2E染色结果

肿瘤组织中癌细胞体积大 , 核大而圆 , 病理分

裂相多见 , 肿瘤呈浸润性生长 , 其中新生血管分布

呈明显的异质性、新生血管面积小 , 畸形扭曲或扩

张 , 有的缺乏完整的基膜结构 , 新生血管多位于肿

瘤组织的边缘部分 , 在浸润灶旁可见明显的新生血

管增生。

2.2 　VEGF 、MMP22 和 TIMP22 在大肠组织中的

表达

三者均在正常大肠组织免疫反应呈弱阳性信

号 ,在癌组织中呈强阳性信号 ,阳性物质呈棕黄色 ,

且主要位于胞膜和胞浆 ,其中强阳性染色的肿瘤细

胞多位于肿瘤浸润前缘 ,结果如表 1所示。

　　表 1 VEGF、MMP22和 TIMP22在大肠癌组织中的表达

项目 例数 阴性 ( - )
阳　　性

+ ++ +++
阳性率 ( % ) P值

组织类型

　大肠癌组织
　正常组织

54

54

11/13/7

43/35/31

11/16/15

9/11/14

13/18/26

2/8/7

19/7/6

0/0/2

79.6/75.9/87.0

20.4/35.2/42.6
0.000/0.000/0.000

组织分化程度

　高、中分化
　低分化

17

37

7/9/5

4/4/2

3/5/11

8/11/4

5/2/1

8/16/25

2/1/0

17/6/6

58.8/47.1/70.6

82.9/89.2/94.6
0.007/0.001/0.000

淋巴结转移

　无
　有

19

35

7/11/6

4/2/1

5/5/9

6/11/6

5/3/3

8/15/23

2/0/1

17/7/5

63.2/42.1/64.8

88.6/94.3/97.1
0.003/0.000/0.000

Duke’s分期

　A+B

　C+D

27

27

8/8/5

3/5/2

9/11/13

2/5/2

6/6/6

7/12/20

4/2/3

15/5/3

70.4/70.4/81.5

88.9/81.5/92.6
0.001/0.035/0.003

5年存活率

　>5 年
　≤5年

36

18

10/12/6

1/1/1

9/15/13

2/1/2

12/6/16

1/12/10

5/3/1

14/4/5

72.2/66.7/83.3

94.4/94.4/94.4
0.000/0.000/0.003

　　注 : 表中数据依次代表 VEGF/MMP 22/TIMP 22的例数及结果

2.3 　VEGF 、MMP22 和 TIMP22 在大肠组织中的

表达的相关性分析

对 VEGF 、MMP22和 TIMP22 在大肠癌组织中

表达情况 ,俩俩均采用 spearman 等级相关分析 ,

VEGF 和 MMP22 相关系数 rs = 0.762 , P = 0.000 ,

VEGF 和 TIMP22相关系数 rs =0.698, P = 0.000 ,

MMP22 和 TIMP22 相关系数 rs = 0.671 , P =

0.000 ,表明他们之间有明显相关性。
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3　讨论

近年来 ,人们对肿瘤浸润与转移机制进行了广

泛的研究 ,发现血管内皮生长因子 VEGF 和基质金

属蛋白酶 MMP 在肿瘤的浸润与转移中起重要作

用。

VEGF 又称血管通透因子 ,是目前已知的作用

最强的促血管形成因子之一 ,也是肿瘤细胞分泌的

血管形成因子中最重要的一种。VEGF 在肿瘤组织

中高表达 ,不但促进肿瘤的血管生成 ,也促进了肿瘤

的侵袭和转移 ,与多种肿瘤的发生、转移和预后密切

相关[1,2] 。

基质金属蛋白酶 ( MMP )是近年来在研究细胞

外基质合成与降解平衡中引起关注的一组酶 ,几乎

能降解细胞外所有成分 ,MMP 在转移癌中明显高

表达 ,与转移密切相关[3] 。其中基质金属蛋白酶22

(matrixmetallo proteinase22,MMP 22)能够特异的降

解细胞外基质和基底膜的主要成分 IV 型胶原 ,被

认为是在肿瘤侵袭转移过程中最直接和最重要的基

质金属蛋白酶[4] 。

组织金属蛋白酶抑制剂 TIMP22 是 MMP22 的

特异抑制因子[5] 。正常情况下 ,在机体内活化的

MMPs 和 TIMPs 之间存在一种平衡关系 ,正是这种

平衡关系 ,决定 MMPs 的活性。如果这一平衡关系

改变 ,将影响细胞间的浸润。

本研究发现 ,在大肠癌中 VEGF 、MMP22 与

TIMP22蛋白免疫染色阳性率较之正常组织明显增

加 ,并均与肿瘤恶性程度、转移、Duke’s分期和五年

存活率密切相关。进一步分析三者之间的相关性 ,

发现在大肠癌组织中 ,VEGF 、MMP22 与 TIMP22

三者之间的表达呈高度正相关。这表明 ,在大肠癌

的发生发展和浸润转移过程中 ,VEGF 和 MMP22

起着重要的作用 ,而且 VEGF 和 MMP22 之间存在

某种内在联系 ,两者相互协同 ,相互促进 ,在共同的

机制作用下 ,导致肿瘤的发展、浸润和转移。Zucker

等发现 ,肿瘤血管形成早期 VEGF 可诱导内皮细胞

产生组织因子和基质金属蛋白酶 ,使凝血酶原转化

成凝血酶 ,从而激活明胶酶原 A 降解原来的基膜 ,

使细胞增殖[6] 。这与本文的观点是一致的。另外 ,

TIMP22也与 VEGF 和MMP22的表达呈正相关性 ,

这可能是由于随着 MMP22 在大肠癌的高表达 ,

TIMP22也反馈性高表达 ,但却无法抑制 MMP22的

作用。这一结果暗示 TIMP22 对 MMP22 的抑制作

用有随大肠癌的恶化而减弱趋势。

由此可见 ,VEGF 、MMP22、TIMP22 在肿瘤的

恶性生物学行为中起重要作用 ,其高表达者肿瘤恶

性程度高、易于转移 ,临床预后差 ;可作为判断肿瘤

恶性程度和转移的一种生物学指标。
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