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摘   要 目的：探讨基质金属蛋白酶 2（MMP-2）与基质金属蛋白酶 9（MMP-9）在肝内胆管细胞癌（ICC）组

织中的表达及其与 ICC 患者临床病理特征及预后的关系。

方法：收集 2011 年 1 月—2014 年 12 月收治的 50 例 ICC 患者的癌组织与癌旁组织手术标本，采用免

疫组织化学方法及 RT-PCR 方法检测 MMP-2 和 MMP-9 在以上组织中的表达，分析 MMP-2 和 MMP-9

表达与 ICC 患者临床病理参数以及术后生存率的关系。

结 果： 免 疫 组 织 化 学 结 果 显 示，ICC 组 织 中 MMP-2 和 MMP-9 蛋 白 阳 性 表 达 率 分 别 为 34.0% 和

32.0%，而两者在癌旁组织中无阳性表达；RT-PCR 结果显示，ICC 组织中 MMP-2 和 MMP-9 的相对表

达均明显高于癌旁组织（均 P<0.05）。MMP-2 和 MMP-9 表达与 ICC 患者是否存在淋巴结转移和肿瘤

分化程度有关（均 P<0.05），而与患者性别、年龄和肿瘤分期无关（均 P>0.05）；MMP-2 和 MMP-9

阳性患者生存率明显低于各自阴性者，而两者均阳性患者的生存率最低（均 P<0.05）。

结论：ICC 组织中 MMP-2 和 MMP-9 表达明显上调，且两者的表达与 ICC 患者恶性临床病理特征及不

良预后密切相关。
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Abstract Objective: To investigate the expression of matrix metalloproteinase 2 (MMP-2) and 9 (MMP-9) in intrahepatic 

cholangiocarcinoma (ICC) and their relations with the clinicopathologic features and prognosis of ICC patients. 

Methods: The surgical specimens including tumor and tumor-adjacent tissue from 50 ICC patients treated 

between January 2011 and December 2014 were collected. The MMP-2 and MMP-9 expressions in these tissues 

were detected by immunohistochemical staining and RT-PCR method, and the relations of MMP-2 and MMP-9 

expressions with clinicopathologic variables and postoperative survival of ICC patients were analyzed.

Results: Results of immunohistochemical staining showed that the positive expression rate of MMP-2 and MMP-
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胆 管 癌 （ c h o l a n g i o c a r c i n o m a ， C C A ） 是 常

见 的 恶 性肿瘤之一，主要起源于肝内胆管上皮和

肝外胆管上皮，CCA常见于中老年人，且男性比女

性更易发病[1-2]。CCA中有20%~25%为肝内胆管细

胞癌（intrahepatic cholangiocarcinoma，ICC）[3-4]，

I C C 是 第 二 常 见 的 原 发 性 肝 癌 ， 占 肝 恶 性 肿 瘤 的

5 % ~ 1 5 % 。 尽 管 临 床 诊 断 水 平 在 不 断 的 进 步 ， 然

而ICC患者的生存率并未得到明显的改善 [5-6]。据

此 ， 研 究 者 迫 切 希 望 寻 找 到 一 种 新 的 有 效 治 疗

方法以改善ICC患者的生存期和预后。文献 [7-9]报

道，在ICC潜在的治疗靶向分子中，基质金属蛋白

酶2（matrix metalloproteinases 2，MMP-2）和基

质金属蛋白酶9（MMP-9）存在明显的表达异常。

然 而 ， 目 前 关 于 M M P - 2 和 M M P - 9 在 I C C 患 者 中 的

表达与ICC患者临床病理特征的关系，以及MMP-2

和MMP-9的表达对ICC患者生存期的影响目前还很

少 有 文 献 报 道 。 为 阐 明 这 些 分 子 的 生 物 学 意 义 和

这些分子作为治疗靶标的可能性，笔者观察50例

ICC患者癌症组织中MMP-2和MMP-9的表达情况，

分析其与ICC患者临床病理特征的关系及MMP-2和

MMP-9的表达对ICC患者生存期的影响。

1　材料与方法

1.1  临床资料

收集2011年1月—2014年12月于我院手术的

I C C 患 者 5 0 例 ， 并 同 时 收 取 癌 旁 组 织 作 为 对 照 。

所 有 患 者 术 后 组 织 标 本 均 经 H E 染 色 后 由 病 理 科

至少2名经验丰富的病理医师诊断确诊为ICC。所

有 患 者 术 前 均 未 行 放 射 治 疗 、 化 学 治 疗 。 其 中 男 

3 4 例 ， 女 1 6 例 ； 年 龄 4 4 ~ 7 1 岁 ； 病 理 分 级 ： 高 分

化8例，中分化13例，低分化29例；伴有淋巴结转

移20例。所有患者均进行定期随访，随访期限为 

150个月

1.2  免疫组化实验

鼠 抗 人 M M P - 2 和 M M P - 9 单 克 隆 抗 体 及

Ultrasenstit ive SP试剂盒购自美国Maxim公司。上

述标本经HE染色和MMP-2、MMP-9染色。抗原修

复 采 用 微 波 修 复 法 ， 参 照 试 剂 说 明 书 进 行 免 疫 组

化SP法检测。

1.3  RT-PCR 实验 

1.3.1  引 物　MMP-2 上 游：5'-TCC GCT CGA 

GAT GGA GGC ACG ATT GGT CTG-3'， 下 游：

5'-ATG GGG TAC CTC AGC AGC CCA GCC AGT 

CC-3'；MMP-9 上游：5'-CTT GCA TAA GGA CGA 

CGT GA-3'， 下 游 5'-CAG AGA ATC GCC AGT 

ACT TC-3'。

1.3.2  反应条件　94 ℃预变性 5 min，进入下列循

环：94 ℃ 30 s，60 ℃ 40 s，72 ℃ 40 s，共 40 个循环，

最后 72 ℃延伸 10 min。在 DNA 扩增仪上扩增相

应的靶基因片段，并以扩增 GAPDH 片段为内参照。

1.4  统计学处理 

采 用 S P S S  1 6 . 0 统 计 学 软 件 进 行 数 据 分 析 。

M M P - 2 和 M M P - 9 阳 性 率 比 较 采 用 χ 2 检 验 ， 生

存 分 析 采 用 K a p l a n - M e i e r 检 验 方 法 ， 检 验 水 准

α=0.05。

9 in ICC tissue was 34.0% and 32.0% respectively, but neither was positive in tumor-adjacent tissue; results of RT-

PCR showed that both relative expression levels of MMP-2 and MMP-9 in ICC tissue were significantly higher 

than those in tumor-adjacent tissue (both P<0.05). Both MMP-2 and MMP-9 expressions were significantly 

associated with the presence or absence of lymph node metastasis and degree of tumor differentiation of ICC 

patients (all P<0.05), but were irrelevant to the gender, age and tumor stage of ICC patients (all P>0.05); the 

survival rate in patients with positive MMP-2 or MMP-9 expression was significantly lower than that in patients 

with negative MMP-2 or MMP-9 expression, and those with both MMP-2 and MMP-9  positive expressions had 

lowest survival rate (all P<0.05).

Conclusion: MMP-2 and MMP-9 expressions are increased in ICC tissue, and both expressions are closely 

related to the malignant clinicopathologic profiles and poor prognosis of ICC patients.

Key words Bile Duct Neoplasms; Bile Ducts, Intrahepatic; Matrix Metalloproteinase 2; Matrix Metalloproteinase 9; 

Prognosis

CLC number: R735.8
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2　结　果

2.1  MMP-2 和 MMP-9 蛋白在 ICC 组织中的表达 

在 I C C 组 织 中 可 检 测 M M P -2 和 M M P -9 蛋 白 的

表达，而在癌旁组织中未检测到MMP -2和MMP -9

蛋 白 的 表 达 （ 图 1 ） ；  5 0 例 I C C 组 织 中 M M P - 2 和

MMP -9蛋白表达阳性的分别为17例（34.0%）和 

16例（32.0%）。

2.2  MMP-2 和 MMP-9 mRNA 在 ICC 组 织 中 的

表达 

RT -PCR结果显示，ICC组织有明显的MMP -2

和 M M P - 9  m R N A 表 达 ， 而 两 者 癌 旁 组 织 中 仅 有

微 弱 表 达 ； 半 定 量 分 析 结 果 显 示 。 在 I C C 组 织 中

M M P - 2 和 M M P - 9  m R N A 的 相 对 表 达 量 明 显 高 于

癌 旁 组 织 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 均 P < 0 . 0 1 ） 

（图2）。

2.3  MMP-2 和 MMP-9 表达与 ICC 临床病理参数

之间的关系 

相关临床参数的统计分析结果显示，MMP -2

和MMP -9表达在淋巴结转移组的阳性表达率明显

高 于 非 转 移 组 （P< 0 . 0 5 ） ， 在 高 / 中 分 化 型 胆 管

癌组织的表达明显低于低分化组（P<0 .05）；而

两 者 均 与 患 者 性 别 、 年 龄 和 肿 瘤 分 期 无 明 显 关 系

（均P>0.05）（表1）。

2.4  MMP-2 和 MMP-9 与 ICC 术后生存期之间的

关系 

绘制Kaplan-Meier生存曲线，采用Log-rank单

因素检验分析MMP-2和MMP-9表达情况与50例ICC

患者术后生存期之间的关系，结果显示：MMP -2

和MMP -9阳性者术后生存时间明显低于MMP -2和

MMP -9阴性者，且MMP -2和MMP -9双阳性者术后

生 存 时 间 进 一 步 降 低 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 均

P<0.05）（图3）。

图 1　免疫组化检测 MMP-2 和 MMP-9 的表达（×400）　　A：癌旁组织；B：ICC 组织
Figure 1　Immunohistochemical staining for MMP-2 and MMP-9 expressions (×400)　　A: Tumor-adjacent tissue; B: ICC tissue

MMP-2 MMP-9 MMP-2 MMP-9

A B

图 2　MMP-2 和 MMP-9 mRNA 的表达检测 　　A：RT-PCR 结果；B：MMP-2 和 MMP-9 mRNA 在 ICC 组织与癌旁组织中的
相对表达量

Figure 2　Determination of the MMP-2 and MMP-9 mRNA expressions　　A: Results of RT-PCR; B: Relative expression levels of MMP-2 
and MMP-9 mRNA in ICC and tumor-adjacent tissue
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图 3　不同 MMP-2 和 MMP-9 表达 ICC 患生存曲线
Figure 3　Survival curves of ICC patients with diff erent MMP-2 

and MMP-9 expression statuses
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3　讨　论

基 质 金 属 蛋 白 酶 （ M M P s ） 介 导 的 蛋 白 酶

降 解 在 细 胞 体 内 平 衡 的 调 节 中 发 挥 关 键 作 用 。

M c D o n n e 等 [ 1 0 ]通 过 研 究 发 现 ， M M P s 基 因 表 达 与

肿 瘤 的 转 移 性 能 成 正 比 。 M M P s 介 导 的 细 胞 外 基

质降解可导致肿瘤细胞的侵袭和转移 [11]。MMP -2

和 M M P - 9 是 M M P s 家 族 中 的 重 要 的 成 员 ， 属 于 明

胶 酶 。 文 献 [ 1 2 ]报 道 ， 敲 低 肿 瘤 抑 制 基 因 W N K 2 可

通过上调MMP -2表达促进胶质瘤进展。在结肠腺

癌组织中，MMP -2的表达存在明显的异常，且异

常表达的MMP -2与结肠腺癌的预后密切相关 [13]。

同 时 ， 国 内 外 的 许 多 研 究 [ 1 4 ]表 明 ， M M P - 9 与 肿

瘤 的 浸 润 、 转 移 关 系 密 切 ， 并 且 研 究 [ 1 5 - 1 6 ]发 现 ：

MMP -9在消化道等多种肿瘤组织中表达均显著升

高，参与了多种肿瘤的发生及浸润。

文 献 [ 1 7 - 1 9 ] 报 道 ， 在 I C C 组 织 中 ， M M P - 2 和

M M P - 9 存 在 明 显 的 表 达 异 常 。 然 而 ， 目 前 关 于

MMP-2和MMP-9表达情况与ICC患者临床病理特征

的关系，以及MMP -2和MMP -9的表达对CCA患者

生 存 期 的 影 响 目 前 还 很 少 有 文 献 报 道 。 本 研 究 观

察了50例ICC患者癌症组织中MMP -2和MMP -9的

表达情况，分析这些分子与ICC患者临床病理特征

的关系及MMP -2和MMP -9的表达对CCA患者生存

期的影响。结果发现，ICC组织中MMP-2和MMP-9

的蛋白和mRNA表达水平与癌旁组织相比均显著升

高（P<0 .01）。MMP -2和MMP -9表达情况与ICC

患者临床病理特征关系分析结果显示，MMP -2和

MMP-9表达与ICC是否存在淋巴结转移相关，还与

肿瘤分化程度相关（P<0 .01）。生存分析结果显

示，MMP -2和MMP -9阳性患者生存率明显低于阴

性者（P<0.05）。

综上所述，本研究结果提示ICC组织中上调表

达的MMP-2和MMP-9与ICC的发生发展密切相关，

然而，关于MMP-2和MMP-9是否通过调解ICC细胞

增、凋亡、侵袭参与ICC发生和发展，以及相关机

制还需进一步的深入研究。

表 1　MMP-2 和 MMP-9 表达与 ICC 临床病理参数之间的关系 [n（%）]
Table 1　Relations of MMP-2 and MMP-9 expressions with the clinicopathologic variables in ICC patients [n (%)]

特征 n MMP-2
χ2 P 

MMP-9
χ2 P 

（-） （+） （-） （+）
性别
　男 34 24（70.59） 10（29.41） 0.997 0.318 23（67.65） 11（32.35） 0.006 0.938
　女 16 9（56.25） 7（43.75） 11（68.75） 5（31.25）
年龄（岁）
　＜ 60 28 17（60.71） 11（39.29） 0.792 0.373 20（71.43） 8（28.57） 0.344 0.558
　≥ 60 22 16（72.72） 6（27.27） 14（63.64） 8（36.36）
分化程度
　高 / 中 21 18（85.71） 3（14.29） 6.271 0.012 18（85.71） 3（14.29） 5.221 0.022
　低 29 15（51.72） 14（48.28） 16（55.17） 13（44.83）
分期
　T1/T2 24 17（70.83） 7（29.17） 0.480 0.488 14（58.33） 7（29.17） 0.009 0.927
　T3 26 16（61.53） 10（38.46） 17（65.38） 9（34.62）
淋巴结转移
　无 30 25（83.33） 5（16.67） 10.042 0.002 26（86.67） 4（13.33） 12.010 0.001
　有 20 8（40.00） 12（60.00） 8（40.00） 12（60.00）
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