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基质金属蛋白酶及其组织抑制剂表达失衡
与涎腺恶性肿瘤浸润生长的关系
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[摘要 ]　目的　探讨基质金属蛋白酶 2、9 (MMP-2、9) ,膜型基质金属蛋白酶 1 (MT1-MMP)及基质金属蛋白酶组织抑

制剂 1、2 (TIMP-1、2)与涎腺恶性肿瘤浸润生长的关系。方法　应用免疫组化 SP法和明胶酶谱法检测 28例涎腺良

性肿瘤、26例涎腺恶性肿瘤中MMP-2、9 ,MT1-MMP及 TIMP-1、2的表达及细胞定位 ,分析其中酶原与活性酶的含量

比例。结果 　涎腺恶性肿瘤中 MMP-2、9 的表达强于良性肿瘤 ( P < 0105) , TIMP-1、2 的表达低于良性肿瘤

( P < 0105)。MMP-2、MT1-MMP、TIMP-2的表达有相关性。MMP-9酶原及活性MMP-9在恶性肿瘤中的表达均高于良

性肿瘤 ( P < 0105)。结论　MMP-2、9在涎腺恶性肿瘤浸润性生长中扮演了重要角色。涎腺恶性肿瘤中 ,TIMP-1、2

抑制作用的降低导致了MMP-2、9合成、激活的增多 ,令 MMP-2、9与其天然组织抑制剂 TIMP-1、2之间的平衡失调 ,

从而基底膜加速降解。
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Relationship of the Disturbed Balance between Matrix Metalloproteinases and their Tissue Inhibitors and the Invasion of
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Abstract 　Objective　To detect protein expression of MMPs and TIMPs in various salivary gland neoplasms and to investigate

their roles in invasion and metastasis of the malignant salivary gland tumors.Methods　 Immunohistochemistry and Gelatin zymog2
raphy analyses for MMP-2 , MMP-9 , MT1-MMP , TIMP-1 and TIMP-2 were performed in 26 malignant and 28 benign salivary

gland tumors. Results　 The expression of MMP-2 and MMP-9 was significantly higher in carcinomas than in adenomas( P <

0105) . The MMP-2/ TIMP-1 and MMP-2/ TIMP-2 was also significantly higher in carcinomas than in adenomas( P < 0105) . There

was a cooperated effect among MMP-2 , MT1-MMP and TIMP-2. The expression of active MMP-2 , proMMP-9 and active MMP-9

was significantly higher in malignant tumors than in benign tumors ( P < 0105) . Conclusion　MMP-2 and MMP-9 may play im2
portant roles in invasion of malignant salivary gland tumors. A disturbed balance between MMP-2 , MMP-9 , TIMP-1 and TIMP-2 in

malignant salivary gland tumors was detected. It was the absolute increase of MMP-2 and MMP-9 to induce the unbalance.
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　　研究表明 ,基质金属蛋白酶 ( matrix metallopro2
teinases , MMPs )能降解几乎所有细胞外基质 ,在体内

参与结缔组织的降解、重建、炎症反应等生理、病理过

程 ,在人类多种恶性肿瘤的浸润、转移过程中扮演重

要角色 1 ,2 。肿瘤细胞直接分泌或诱导宿主细胞分

泌酶类降解基底膜和细胞外基质 ,为肿瘤细胞浸润开

辟通道。然而 MMPs的活性受到基质金属蛋白酶天

然组织抑制剂 ( tissue inhibitors of metalloproteinase ,

TIMPs)的抑制 3 。MMPs与 TIMPs在体内维持着细胞

外基质降解和合成的平衡。当恶性肿瘤中某种因素

使MMPs过度表达时 ,该平衡被打破 ,基底膜及细胞

外基质降解。MMPs与 TIMPs在恶性肿瘤发生发展中

的作用日益受到关注 ,但有关MMPs与 TIMPs在涎腺

肿瘤中的表达报道较少。本文通过免疫组化 SP法和

明胶酶谱法检测涎腺良、恶性肿瘤中MMP-2、9 ,膜型

MMP-1 ( membrane-type 1 matrix metalloproteinase ,

MT1-MMP)及 TIMP-1、2的表达及细胞定位 ,分析其中

酶原与活性酶的含量比例 ,探讨它们与涎腺恶性肿瘤

浸润生长的关系。

1　材料和方法

1. 1　材料

单克隆抗体 (1∶100) MMP-2、9 及 SP试剂盒购自

ZYMED公司 ; TIMP-1 购自 Ameresco 公司 (1∶100) ;
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TIMP-2购自 Santa Cruz公司 (1∶100) ;MT1-MMP购自

R&D公司。聚丙烯酰胺、十二烷基硫酸钠 (Sodium do2
decylsulfate , SDS)均购自 Fulka公司 ;甲叉双丙烯酰胺

(bis-acrylamide) 、四甲基乙二胺 (N , N , N , N ,-tetram2
ethylehylenediamine , TEMED) 、过硫酸铵 ( ammounium

persulfate , APS) 、明胶蛋白 ( Gelatin)均购自 Sigma 公

司 ;低分子量蛋白标准 ( Pharmacia 公司) ;考马斯亮

蓝、溴酚蓝、甲醇、冰乙酸、甲酸、丙三醇、异丁醇、甘氨

酸、三羟甲基氨基甲烷 ( Tromethamine-Aminomethane ,

Tris碱) 、氯化钙、氯化锌 (成都化学试剂厂分析纯) 。

1. 2　标本来源

所有标本均来自四川大学华西口腔医院颌面外

科 2003年 6月～2003年 10月涎腺肿瘤患者手术切

除的新鲜组织。经 2位副教授以上的病理专家确诊 ,

所选标本中良性肿瘤 28例 (基底细胞腺瘤 16例、肌

上皮瘤 12例) ,其中男性 14例 ,平均年龄 4816岁 ,女

性 14例 ,平均年龄 4112岁。恶性 26例 (粘液表皮样

癌 4例 ,腺样囊性癌 6例 ,腺泡细胞癌 9例 ,恶性肌上

皮瘤 1例 ,低分化腺癌 6例) ,其中男性 16例 ,平均年

龄 4017岁 ,女性 10例 ,平均年龄 3815岁。所选标本

排除复发涎腺肿瘤和术前曾接受抗肿瘤治疗的患者。

1. 3　免疫组化 SP法检测

标本常规石蜡包埋 ,制成 4μm厚切片 ,脱蜡后

3 %过氧化氢水溶液封闭 ,微波抗原修复 10 min ,正常

山羊血清封闭液 ,37 ℃20 min。分别滴加各因子的抗

体 ,采用 SP法检测各因子细胞内的表达。滴加一抗

体于组织切片上 , 37 ℃孵育 2 h ,磷酸缓冲液 (PBS)清

洗 2次 ,每次 5 min。滴加生物素标记的二抗 ,37 ℃孵

育 30 min。PBS清洗 2 次 ,每次 5 min。滴加三抗 ,

37 ℃孵育 30 min。滴加新鲜配制的二氨基联苯胺

(diaminobezidin ,DAB) ,显微镜下观察显色 ,苏木素复

染 ,常规透明封片。

将胞浆出现棕黄色颗粒的细胞视为阳性细胞。

参考 Nagel等 4 方法 ,每个标本在高倍镜下随机选取

5个视野 ,每个视野至少记数 1 000个细胞 ,计阳性细

胞数。阳性细胞率 = (阳性细胞数/记数细胞总数) ×

100 % ,将无阳性细胞出现者记为 0分 ,阳性细胞率小

于 10 %记为 1分 ,10 %～50 %者记为 2分 ,大于 50 %

者记为 3分。用阳性细胞平均计分代表各因子细胞

内表达的强弱 ,阳性细胞平均计分 = 5个视野下阳性

细胞计分之和/ 5。

1. 4　明胶酶谱法检测

新鲜标本离体后-70 ℃冷冻冰箱内保存。常规

匀浆 ,离心制备组织蛋白抽提液。取上清液 ,用含

011 %明胶的 715 %聚丙烯酰胺凝胶进行十二烷基硫

酸钠凝胶电泳 ,采用低分子量蛋白标准品作对照。电

泳结束后将胶体置于洗脱液 (215 %Triton X-100 )中

震荡洗涤。明胶缓冲液 37 ℃孵育 18 h ,考马斯亮蓝

溶液染色 1 h ,脱色 30～40 min ,得透亮带 4 。

用 4 500 000 像素数码照相机拍照透亮带 , IM2
AGE PRO PLUS 4110 版专业图像分析软件进行图像

分析 ,记录积分光密度 ( intergrated optical density ,

IOD) ,此值可反映各因子的表达情况。

1. 5　统计学处理

利用 SPSS 10. 0统计软件对所得数据进行Mann-

Whitney检验及 Logistic回归分析。

2　结果

2. 1　免疫组化检测结果

各肿瘤染色后各因子阳性细胞平均计分见表 1。

从表 1可见MMP-2、MMP-9、MT1-MMP、TIMP-1、TIMP-2

在涎腺良、恶性肿瘤中有不同程度的表达。同种涎腺

肿瘤中 MMP-2的表达强于 MMP-9 , TIMP-2的表达强

于 TIMP-1 ,MT1-MMP的表达最强。恶性肿瘤中MMP-

2、MMP-9、TIMP-1 的表达强于良性肿瘤 ( P < 0105) ,

MT1-MMP、TIMP-2 在涎腺良、恶性肿瘤均有表达 ,差

异无统计学意义。MMP-2/ TIMP-1 及 MMP-2/ TIMP-2

的值在涎腺恶性肿瘤中大于良性肿瘤 ( P < 0105) ,提

示良性肿瘤中 TIMP-1、TIMP-2 的相对分泌量高于恶

性肿瘤。MMP-9/ TIMP-1及MMP-9/ TIMP-2的值在良、

恶性肿瘤中的差异无统计学意义 ( P > 0105) 。把恶

性肿瘤中MMP-2、MT1-MMP、TIMP-2阳性细胞积分作

Logistic回归 ,证实它们之间有协同关系 ( P < 0105) ,

提示MMP-2、MT1-MMP、TIMP-2具有协同作用。
表 1　各型肿瘤免疫组化染色后各因子的阳性细胞平均计分

Tab 1　The average score of immunohistochemistry in salivary gland tumors

因子
良性肿瘤阳性细胞平均计分

肌上皮瘤　　
基底细
胞腺瘤
　　　　�x 　

恶性肿瘤阳性细胞平均计分

粘液表
皮样癌
　腺样囊性癌　腺泡细胞癌　　

恶性肌
上皮瘤
　　低分化腺癌　　　�x 　

MMP-2 1. 33 0. 66 0. 833 2. 00 3. 00 3. 00 1. 00 2. 66 2. 333

MMP-9 0. 66 0. 66 0. 667 1. 50 2. 00 2. 00 1. 00 1. 33 1. 556

MT1-MMP 3. 00 3. 00 3. 000 3. 00 3. 00 3. 00 2. 00 3. 00 2. 889

TIMP-1 1. 66 0. 66 1. 167 2. 50 2. 50 2. 00 1. 00 2. 00 2. 111

TIMP-2 3. 00 2. 33 2. 667 3. 00 3. 00 3. 00 2. 00 2. 66 2. 778
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　　基底细胞腺瘤中MMP-2的表达见图 1。腺样囊

性癌中肿瘤细胞MMP-2的表达见图 2。基底细胞腺

瘤中 TIMP-1 的表达见图 3。腺样囊性癌肿瘤中

TIMP-1的表达见图 4。MMPs因肿瘤细胞种类不同而

表达不同 ,在表皮样细胞和中间细胞表达较高 ,粘液

细胞表达很少。腺样囊性癌中 MMPs在不同的组织

结构区域其表达也不相同 ,条索实性区域上皮细胞表

达强于腺管-筛孔样区域。

图 1　基底细胞腺瘤中少许肿瘤细胞胞浆着色　SP　×40

Fig 1　A few of cells show the positive expression (arrow) in basal cell

adenoma　SP　×40

图 2　腺样囊性癌中肿瘤细胞呈筛孔样结构 ,胞浆着色明显

SP　×40

Fig 2　A strong positive reaction (arrow) was observed in adenoid cystic

carcinoma　SP　×40

2. 2　明胶酶谱法检测结果

涎腺肿瘤的明胶酶谱结果见图 5。在图 5 蓝色

背景凝胶块中可以看到 5条带 ,分别为分子量 92 kD

的MMP-9酶原 ;分子量 83 kD的活性MMP-9 ;72 kD的

MMP-2酶原 ;64 kD的中间型 MMP-2 ;62 kD的活性

MMP-2条带。其中中间型 MMP-2 是去除了 8 kD 的

酶原肽段 ,只有少数恶性肿瘤病例中能观测到。

各型肿瘤中MMP酶原与活性 MMP的 IOD平均

计分见表 2。从表 2可见 MMP-2酶原在全部样本中

都有较强表达 ,但良性、恶性肿瘤间的差异无统计学

意义 ( P > 0105) 。活性 MMP-2在所有样本中都有表

达 ,恶性肿瘤的表达水平高于良性肿瘤 ( P < 0105) 。

MMP-9酶原、活性 MMP-9 在部分良性肿瘤中表达很

低或不表达 ,恶性肿瘤中均有明显表达 ( P < 0105) 。

图 3　基底细胞腺瘤中部分肿瘤细胞着色　SP　×40

Fig 3　Some tumor cell show positive expression(arrow) in basal cell ade2

noma　SP　×40

图 4　腺样囊性癌肿瘤细胞呈筛孔样结构 ,胞浆着色较深

SP　×40

Fig 4　A diffuse positive reaction (arrow) was observed in adenoid cystic

carcinoma　SP　×40

1 :基底细胞腺瘤 ;　2 :腺泡细胞癌 ; 　3 :粘液表皮样癌 ; 　4 :恶性

肌上皮瘤 ;　5 :腺样囊性癌 ; 　6 :肌上皮瘤 ; 　7 :腺样囊性癌 ; 　8 :粘

液表皮样癌 ;　9 :Marker

图 5　涎腺肿瘤的明胶酶谱

Fig 5　The result of gelatin zymography of various salivary gland tumors

表 2　各型肿瘤中 MMP酶原与活性 MMP的 IOD值
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Tab 2　The IOD score of pro- MMP and active MMP in salivary gland tumors

活性酶类型
良性肿瘤 IOD值

肌上皮瘤　　
基底细
胞腺瘤
　　　　�x 　

恶性肿瘤 IOD值

粘液表
皮样癌
　腺样囊性癌　腺泡细胞癌　

恶性肌
上皮瘤
　低分化腺癌　　　�x 　

MMP-2酶原 105 973. 14 54 896. 54 80 434. 84 53 422. 34 113 782. 43 90 973. 05 101 817. 99 92 570. 60 90 764. 09

活性MMP-2 46 055. 78 16 073. 31 31 064. 55 57 831. 99 86 362. 27 65 133. 72 52 658. 19 60 981. 72 66 261. 57

MMP-9酶原 9 719. 48 10 323. 13 10 021. 30 41 304. 13 75 005. 08 45 761. 14 41 919. 85 32 599. 51 47 482. 43

活性MMP-9 8 261. 10 7 441. 51 7 851. 30 32 127. 23 41 998. 50 23 402. 82 26 076. 15 42 570. 91 38 226. 54

3　讨论

3. 1　MMP-2、MMP-9 的过表达与涎腺恶性肿瘤的浸

润

作为降解包括基底膜在内的细胞外间质的重要

因子 ,MMP-2、MMP-9在身体各系统肿瘤的浸润转移

中都起到了至关重要的作用。本研究发现MMP-2总

量 ,特别是其活性酶含量在涎腺恶性肿瘤中远大于良

性肿瘤 ,而 MMP-9无论是酶原还是活性酶在恶性肿

瘤中的表达都明显高于涎腺良性肿瘤 ,提示涎腺恶性

肿瘤组织中的基底膜及细胞外基质降解明显高于良

性肿瘤 ,促进了肿瘤细胞的浸润和转移 3 。

一些研究者进行明胶酶谱试验时观测到一条微

弱表达的透明带即 64 kD 带 , 命名为中间型

MMP-2 6 。它是MMP-2 酶原 (72 kD)脱掉 8 kD肽段

初步激活后形成的过渡性产物 ,继续反应脱掉一个 2

kD肽段后即成为活性型 MMP-2 (62 kD) 。在 MMP-2

酶原的激活过程中 ,中间型 MMP-2相当于一个储备

库 ,维持活性型MMP-2的高浓度 ,不因MMP-2酶原的

量暂时变化而影响最终活性酶的浓度 ,维持了细胞外

基质的降解速率。本实验在低分化腺癌和腺样囊性

癌中观察到微弱的中间型 MMP-2 (64 kD)蛋白带表

达 ,而在涎腺良性肿瘤中未发现中间型MMP-2表达 ,

说明随着涎腺恶性肿瘤持续生长 ,作为活性酶的储备

库中间型 MMP-2将不断转化为活性 MMP-2 ,使活性

酶持续增高或维持在一个相对较高的水平 ,令细胞外

基质持续降解。

3. 2　TIMP-1、TIMP-2的表达及 MMP/ TIMP的比值意

义

TIMP-1、TIMP-2是 MMP-2、9 在体内的天然组织

抑制剂 ,通过与MMP-2、9上 Zn结合位点结合而阻止

MMP-2、9的活化 ,抑制其降解胶原的功能 ,减慢细胞

外基质的降解速度 3 。许多文献报道在良性肿瘤中

TIMP1、2的表达高于恶性肿瘤 ,提示 TIMP1、2含量高

而抑制了MMP-2、9 的表达 ,从而抑制了肿瘤细胞的

生长 6 ,7 。本实验中免疫组化结果显示 ,恶性肿瘤中

的 TIMP-1表达高于良性肿瘤 ,TIMP-2在良、恶性肿瘤

中表达无统计学差异。分析本实验数据发现 ,虽然恶

性肿瘤中 TIMP-1的绝对值高于良性肿瘤 ,但其MMP-

2、MMP-9表达的绝对值也高于良性肿瘤 ,因此单纯比

较良、恶性肿瘤中MMPs和 TIMPs的表达并不能真实

反映肿瘤组织中 MMP-2 与 TIMP-1 的实际关系 ,而

MMP/ TIMP的值则较能客观的反映肿瘤中细胞外基

质生成与降解间的平衡。本实验结果发现 ,良性肿瘤

中MMP-2/ TIMP-1及MMP-2/ TIMP-2明显小于恶性肿

瘤 ,说明良性肿瘤细胞 TIMP-1的相对分泌量大于恶

性肿瘤细胞。TIMP-1、2 对 MMP-2 有一定的抑制作

用。这与 Nagel 等 4 的结果相似。但 MMP-9/ TIMP1

及MMP-9/ TIMP-2在良、恶性肿瘤间却无统计学意义

差异 ,原因是本实验的样本含量较小还是 TIMP-1、2

对MMP-9的抑制作用不显著 ,或是还受其他相关因

子调控 ,有待进一步研究。

3. 3 　MT1-MMP 的表达及 MMP-2 酶原- TIMP-2-MT1-

MMP复合物的作用

MT1-MMP是一种跨膜蛋白 ,大部分由肿瘤基质

细胞产生 ,分泌后吸附到肿瘤细胞表面和细胞内 8 ,

少量MT1-MMP位于基质成纤维细胞和肿瘤血管的内

皮细胞。因此 ,本实验发现 ,在涎腺肿瘤中MT1-MMP

在肿瘤细胞胞浆、胞膜和一些间质细胞有极强的表

达。MMP-2酶原活化的过程中 ,MT1-MMP扮演了载

体和控制阀门的角色 ,它水解 MMP-2 酶原 ,通过

TIMP-2的 N末端与MMP-2酶原- TIMP-2复合物结合

完成 MMP-2 激活过程 8 。统计分析发现 MMP-2、

TIMP-2、MT1-MMP之间有协同作用 ,提示在涎腺肿瘤

中当 MMP-2、TIMP-2、MT1-MMP三者同时存在时 ,作

用效能提高 ,作用明显强于三者的单独作用。

3. 4　MMPs及 TIMPs在一些涎腺肿瘤中的定位特征

本实验还观察到 ,粘液表皮样癌中MMPs主要表

达在表皮样细胞和中间细胞 ,粘液细胞着色少。根据

组织学分级 ,粘液细胞分化相对成熟 ,表皮样细胞、中

间细胞分化较低 ,显示了较强的生长活性。该结果与

Ross等 9 的相关结论吻合 ,即中间细胞是粘液表皮样

癌中最具侵袭性的细胞 ,腺样囊性癌中实性条索样区
(下转第 279页)
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域较腺管和筛孔样区域浸润性更强 10 ,11 。本实验还

发现肿瘤条索状实性区域MMPs的表达强于腺管-筛

孔样区域 ,这提示MMPs在涎腺恶性肿瘤浸润、侵袭

过程中的重要作用。本实验中腺泡细胞癌高度表达

MMPs和 TIMPs , 而 Nagel 等 4 的实验显示 ,正常涎腺

组织中只有导管细胞表达 MMP-2、9 , TIMP-1、2 在腺

泡细胞并不表达。两者矛盾的可能解释为 :①肿瘤性

腺泡细胞在生物特性或某些抗原特征上完全不同于

正常腺泡上皮 ;②支持腺泡细胞癌来源于闰管或闰管

储备细胞的理论。这些观点有待进一步证实。
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