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摘要 目的：研究基质金属蛋白酶 2 (Matrix Metalloproteinase-2, MMP-2), 基质金属蛋白酶 7（MMP-7），基质金属蛋白酶 9

（MMP-9），膜型基质金属蛋白酶 (Membrane Type-1 Matrix Metalloproteinase, MT1-MMP)，金属蛋白酶组织抑制剂 1(Tissue

Inhibitor of Metalloproteinase, TIMP-1)，金属蛋白酶组织抑制剂 2（TIMP-2）在乳腺癌组织中 mRNA的表达，及与临床病理变量之

间的关联。方法：采用 150例乳腺癌患者的组织样本。使用半定量逆转录 -聚合酶链反应（RT-PCR）法来测定肿瘤组织和正常乳腺

组织中 MMP-2，MMP-7，MMP-9，MT1-MMP，TIMP-1 和 TIMP-2 的 mRNA 表达。结果：MMP-2，MMP-7，MMP-9，MT1-MMP，
TIMP-1和 TIMP-2在乳腺癌中的 mRNA表达显著高于正常组织。结论：MMP-2，MMP-7，MMP-9，和 MTI-MMP的表达增加和临

床病理参数之间的关联，可以用来预测乳腺癌的侵害行为。
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Expression of Tissue Levels of Matrix Metalloproteinases and Their
Inhibitors in Breast Cancer*

To investigate mRNA expression of MMP-2, MMP-7, MMP-9, MT1-MMP, TIMP-1, and TIMP-2 in

human breast cancer tissues, and the relationship between their expression and clinicopathological variability. Breast tissue

samples from 150 patients with breast cancer were available in this study. Semiquantitative reverse transcriptase-polymerase chain

reaction (RT-PCR) was carried out on tumor and normal tissues to determine mRNA expression for MMP-2, MMP-7, MMP-9,
MT1-MMP, TIMP-1, and TIMP-2. The expression of MMP-2, MMP-7, MMP-9, MT1-MMP, TIMP-1, and TIMP-2 mRNA in

the breast cancer was significantly higher than that in the normal tissue. In terms of tumor size and lymph node metastasis of breast

cancer, the differences in MMP-2, MMP-7, MMP-9, and MT1-MMP mRNA expression levels were significant. The

relationship between the increased expression of MMP-2, MMP-7, MMP-9, and MTI-MMP and clinicopathological parameters reflects a

role in predicting the aggressive behavior of breast cancer.
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前言

乳腺癌都是女性人口中最常见的肿瘤之一。乳腺癌的生物

标志物之一是基质金属蛋白酶（MMPs）。基底膜蛋白降解是癌

症发展的一个基本方面，也是控制肿瘤扩散和转移的关键[1]。对

于基底膜的侵害是通过一系列离散步骤进行的[2]。基底膜基质

降解与各种亚型 MMPs的活动以及相应的基质金属蛋白酶抑

制剂（TIMPs）组织有着紧密联系 [3]。研究机构围绕 MMPs和
TIMPs在人类乳腺癌中的表达做了一些研究。但是，他们之间

却有相对矛盾的结果。本研究主要研究 MMP-2，MMP-7，

MMP-9，MT1-MMP，TIMP-1，TIMP-2 在乳腺癌组织中的 mR-

NA表达，及其表达与临床病理变量之间的关联。

1 材料与方法

1.1 材料
收集哈尔滨医科大学附属肿瘤医院 2011-2012 年间连续

150例乳腺癌患者的乳腺组织样本，以及患者和肿瘤的临床和

组织病理学数据，并对此加以分析。我们使用美国癌症协会的

肿瘤 -淋巴结转移分期系统来进行病理分析[T1:≤ 2 cm，T2:>2

cm且≤ 5 cm，T3:> 5 cm，T4：任何尺寸的肿瘤直接侵犯到胸壁
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或皮肤；PN0:0, PN1: 1-3，PN2:4-9，PN3:≥ 10][17]。组织学评估遵循

AJCC分类[6]。乳腺组织样本分别取自乳腺的癌变部分和非癌

变部分，肿瘤组织和正常组织之间的最小距离为 5厘米。每个

组织在提取 RNA前均由病理学家确认过。肿瘤组织和正常组

织样本在手术移除后放到液氮中快速冷冻并保存在 -80℃用于

提取 RNA。此研究已取得患者知情同意，并得到了哈尔滨医科

大学伦理委员会的批准。

1.2 RNA的提取及反转录聚合酶链反应（RT-PCR）

本研究使用 ISOGEN (Nippon Gene, Toyama, Japan)从乳腺
组织样本中提取 RNA并使用分光光度法测定提取的 RNA的

数量和纯度。用 5微克 RNA和 T重复寡核苷酸合成 cDNA。使

用特异性引物将 cDNA 扩增为 MMP-2，MMP-7，MMP-9，
MT1-MMP，TIMP-1和 TIMP-2基因，或为 茁-肌动蛋白基因，它

被用作对照组。扩增产物可通过使用含溴化乙锭的 1.5-2%琼脂
糖凝胶和紫外线照射对 PCR产物进行电泳检测来测定。管家

基因 茁- 肌动蛋白用可用作对照和半定量分析 MMP-2，
MMP-7，MMP-9，MT1-MMP，TIMP-1和 TIMP-2。我们使用 H2O

来进行阴性对照，而不使用 cDNA。基因转录层次被转录为靶

基因强度与 茁-肌动蛋白强度的比率。
1.3 统计分析

该结果用均值± 标准差来表示。在我们的研究中，所有的
基质金属蛋白酶及其抑制剂的表达呈正态分布。我们使用配对

T 检 验 对 MMP-2，MMP-7，MMP-9，MT1-MMP，TIMP-1，
TIMP-2在正常组织和肿瘤组织的表达进行了比较。采用方差

分析（ANOVA）对临床病理因素和 MMP-2，MMP-7，MMP-9，
MT1-MMP，TIMP-1，TIMP-2 的表达之间的关联进行了分析。

所接受的显著性水平为 P<0.05。所有数据分析均使用Windows

版 SPSS13.0软件。

2 结果

2.1 临床病理资料
150例患者年龄从 23岁到 75岁，平均 52.3± 11.5岁。在

150 例乳腺癌中，T1 为 62 人（占 41.3%），T2 为 69 人（占
46.0%），T3为 14人（占 9.3%），T4为 5人（占 3.3%）；N0为 57

例（占 38.0%），N1 为 61 例（占 40.7%），N2 为 21 例（占
14.0%），N3为 11例（占 7.3%）；组织学方面，导管类为 128 例
（占 85.3%），小叶类为 8例（占 5.3%），其他为 14例（占 9.3%）。
2.2 MMP-2，MMP-7，MMP-9，MT1-MMP，TIMP-1，TIMP-2m R

NA的表达

MMP-2，MMP-7，MMP-9，MT1-MMP，TIMP-1，TIMP-2 mR-

NA的 表 达 见 图 1。 MMP-2，MMP-7，MMP-9，MT1-MMP，
TIMP-1，TIMP-2的 mRNA在乳腺癌和正常乳腺组织的比较见

表 1。 MMP-2，MMP-7，MMP-9，MT1-MMP，TIMP-1 和TIMP-2

的表达与 茁-actin 基因在乳腺癌中表达的平均值分别为
0.432± 0.049，0.475± 0.070，0.582± 0.042，0.291± 0.051，0.161±
0.065 和 0.165± 0.058，在正常乳腺组织中平均值分别为
0.140± 0.053，0.181± 0.049，0.261± 0.060，0.088± 0.035，0.062±
0.042 和 0.067 ± 0.045 （平均值 ± SE）。MMP-2，MMP-7，
MMP-9，MT1-MMP，TIMP-1，TIMP-2 在乳腺癌组织中的 mR-

NA表达平均值明显高于正常乳腺组织（P <0.05）。
2.3 MMP-2，MMP-7，MMP-9，MT1-MMP，TIMP-1 和 TIMP-2

的mRNA的表达与乳腺癌肿瘤的大小关系
MMP-2，MMP-7，MMP-9，MT1-MMP，TIMP-1，TIMP-2 的

mRNA的表达与乳腺癌肿瘤大小关系的比较见表 2。MMP-2，

图 1 在正常组织和乳腺癌组织中的蛋白水解酶的 mRNA表达：N，正

常组织；T，肿瘤组织；MMP，基质金属蛋白酶; MT1-MMP，膜型基质金

属蛋白酶 1; TIMP，组织基质金属蛋白酶抑制剂

Fig. 1 Reverse transcriptase-polymerase chain reaction analysis of mRNA

expression for proteolytic enzymes in normal and tumor tissues：N, normal

tissue; T, tumor tissue; MMP, matrix metalloproteinase; MT1-MMP,

membrane-type 1 matrix metalloproteinase; TIMP, tissue inhibitor of

matrix metalloproteinase

表 1 配对组织样本MMPs和 TIMPs mRNA的表达

Table 1 Expression of MMPs and TIMPs mRNA in paired tissue samples

肿瘤组织(Tumor tissue) 正常组织(Normal tissue) P值(P value)

MMP-2

MMP-7

MMP-9

MT1-MMP

TIMP-1

TIMP-2

0.432± 0.049

0.475± 0.070

0.582± 0.042

0.291± 0.051

0.161± 0.065

0.165± 0.058

0.140± 0.053

0.181± 0.049

0.261± 0.060

0.088± 0.035

0.062± 0.042

0.067± 0.045

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05
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MMP-7，MMP-9，和 MT1-MMP的 mRNA表达随着肿瘤变大

而显著增加。（P <0.05）乳腺癌肿瘤大小不同时，TIMP-1 和

TIMP-2 mRNA表达无显著差异。

表 2 肿瘤的大小和MMPs和 TIMPs mRNA的表达之间的关系

Table 2 Relationship between tumor size and the expression of MMPs and TIMPs mRNA

肿瘤大小(Tumor size)
P值(P value)

T1 (n=62) T2 (n=69) T3 (n=14) T4 (n=5)

MMP-2
MMP-7
MMP-9

MT1-MMP
TIMP-1
TIMP-2

0.253± 0.040
0.237± 0.042
0.384± 0.033
0.132± 0.051
0.158± 0.047
0.162± 0.051

0.495± 0.033
0.569± 0.028
0.662± 0.034
0.363± 0.035
0.161± 0.032
0.165± 0.034

0.612± 0.065
0.628± 0.058
0.756± 0.072
0.415± 0.063
0.163± 0.078
0.166± 0.068

0.652± 0.079
0.719± 0.086
0.908± 0.087
0.607± 0.081
0.164± 0.081
0.168± 0.092

<0.05
<0.05
<0.05
<0.05

NS
NS

NS：不显著 NS: non-significant.

2.4 MMP-2，MMP-7，MMP-9，MT1-MMP，TIMP-1 和 TIMP-2

的 mRNA的表达与乳腺癌的淋巴结转移之间的关系

无淋巴结转移[N0 (n=57)]时，MMP-2，MMP-7，MMP-9，和
MT1-MMP 的 mRNA 的表达分别为 0.243 ± 0.035，0.293 ±

0.031，0.351± 0.032，0.141± 0.035。MMP-2，MMP-7，MMP-9，和
MT1-MMP的 mRNA的表达伴随淋巴结转移的进展而显著增

加。（P <0.05）对于乳腺癌不同的淋巴结转移来说，TIMP-1和
TIMP-2 mRNA表达无显著差异。

表 3 淋巴结转移和MMPs和 TIMPs mRNA的表达之间的关系

Table 3 Relationship between lymph node metastasis and the expression of MMPs and TIMPs mRNA

淋巴结转移 Lymph node metastasis
P值(P value)

N0 (n=57) N1 (n=61) N2 (n=21) N3 (n=11)

MMP-2
MMP-7
MMP-9

MT1-MMP
TIMP-1
TIMP-2

0.243± 0.035
0.293± 0.031
0.351± 0.032
0.141± 0.035
0.159± 0.028
0.163± 0.032

0.504± 0.028
0.554± 0.025
0.693± 0.030
0.352± 0.029
0.161± 0.021
0.165± 0.027

0.581± 0.046
0.636± 0.055
0.800± 0.048
0.431± 0.052
0.162± 0.056
0.166± 0.066

0.650± 0.070
0.723± 0.066
0.878± 0.072
0.502± 0.086
0.163± 0.068
0.167± 0.077

<0.05
<0.05
<0.05
<0.05

NS
NS

NS：不显著 NS: non-significant.

表 4 组织学类型和MMPs和 TIMPs mRNA的表达之间的关系

Table 4 Relationship between histological type and the expression of MMPs and TIMPs mRNA

组织学类型 Histological type
P值(P value)

Ductal (n=128) Lobular (n=8) Other (n=14)

MMP-2
MMP-7
MMP-9

MT1-MMP
TIMP-1
TIMP-2

0.431± 0.019
0.422± 0.022
0.580± 0.021
0.251± 0.025
0.160± 0.043
0.164± 0.057

0.435± 0.069
0.695± 0.077
0.587± 0.063
0.598± 0.065
0.165± 0.089
0.169± 0.105

0.435± 0.046
0.813± 0.056
0.591± 0.057
0.519± 0.049
0.167± 0.063
0.168± 0.056

NS
<0.05

NS
<0.05

NS
NS

NS：不显著 NS: non-significant.

2.5 MMP-2，MMP-7，MMP-9，MT1-MMP，TIMP-1 和 TIMP-2

的 mRNA的表达与乳腺癌组织学类型之间的关系
MMP-7和 MT1-MMP的 mRNA的表达水平，在各型乳腺

癌中存在显著差异。（P <0.05）对于不同的乳腺癌组织学类型来

说，MMP-2，MMP-9，TIMP-1 和 TIMP-2 mRNA 表达无显著差
异。

3 讨论

乳腺癌是一个具有高侵袭和转移潜能的上皮性肿瘤。肿瘤

的生长，侵袭和转移是一个多步骤的过程，ECM和基底膜成分

的蛋白降解会加速该过程。许多已公布的实验和临床研究已证

明了基质金属蛋白酶在此过程中的作用。在人类肿瘤中，基质

金属蛋白酶的表达在绝大部分良性组织中是比较低的，但是在

大多数恶性肿瘤中显著增加，如胰腺癌和前列腺癌。

在本研究聚焦于乳腺癌标本中人类 MMPs和 TIMPs的表
达 分 析 。 根 据 我 们 的 研 究 ，MMP-2，MMP-7，MMP-9，
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MT1-MMP，TIMP-1，TIMP-2在乳腺癌组织中的 mRNA表达平

均值明显高于正常乳腺组织（P <0.05）。就乳腺癌肿瘤大小和淋
巴结转移而言，MMP-2，MMP-7，MMP-9，MT1-MMP mRNA 的

表达水平存在显著差异。就乳腺癌组织学类型而言，MMP-7和
MT1-MMP mRNA的表达水平存在显著差异。

已有研究表明，对于脉管侵袭和癌症转移来说，MMP-2，
MMP-2和 MMP-9在消化基底膜Ⅳ型胶原方面所起到的作用

是一个重要的机制[5,7]。因为其具有降解基底膜的能力，MMP-2

被假定为肿瘤进展和预后的潜在标志物。免疫组化的 MMP-2

染色与淋巴结转移，浸润深度和远距转移显著相关[4]。癌细胞中

高的MMP-2表达与少数逆预后因素有关[8,9]或被证明与乳腺癌

患者临床病理参数无关联（患者年龄，肿瘤分级，肿瘤的受体状

况，病期）[10-12]。MMP-9不仅能降解Ⅳ型胶原及纤维粘连蛋白等

基底膜和细胞外基质成分，而且还对肿瘤细胞的黏附能力有影

响，在肿瘤的生长、浸润、转移过程中发挥重要作用[13,14]。高的

MMP-9表达与不良预后和肿瘤侵袭性显著相关[15-18]。国内进行

乳腺癌组织中基质金属蛋白酶活性测定的研究显示，乳腺癌组

织中 MMP-2、MMP-9的活性显著高于纤维腺瘤；乳腺癌患者

中，浸润性癌及淋巴结转移组的 MMP-2、MMP-9的活性显著
高于非浸润性癌及无淋巴结转移组，从而证实 MMP-2、MMP-9

的活性部分与乳腺癌的浸润转移有关[19]。本研究显示乳腺癌中

位MMP-2和 MMP-9的 mRNA表达明显高于在正常乳房组织

（P<0.05），伴随肿瘤扩大和淋巴结转移，MMP-2和 MMP-9的
mRNA表达显着增加。

MMP家族的成员，包括 MMP-7，在几种类型的癌症中过
度表达，并被证明与肿瘤侵袭和转移有关[20]。Jian等人发现在

人类乳腺癌中 MMP-7的表达异常并且 MMP-7的消除与肿瘤

生长缓慢和低侵袭性相关[21]。Wang等人发现 MMP-7在乳腺癌

细胞（MCF-7）的过度表达可增强细胞的浸润和前 MMP-2和
MMP-9的活化[22]。本研究表明 MMP-7的表达与肿瘤大小，淋

巴结转移，乳腺癌的组织学类型密切相关。

在一个最近建立的含有跨膜序列的基质金属蛋白酶家族

中，作为第一个成员的 MT1-MMP被证明在细胞膜的 MMP-2

活化过程中起到重要作用，而且它的过度表达对于肿瘤的增长

也起到了明显功效[3]。Tetu等人发现 MT1-MMP的 mRNA增加
是乳腺癌患者不良预后的独立预测因素[23]。本研究发现乳腺癌

的MT1-MMP的mRNA表达明显高于正常乳腺组织（P <0.05）。
MT1-MMP的 mRNA的表达水平会随着肿瘤大小，淋巴结转

移，和乳腺癌病理类型等因素的增加而增加。

在肿瘤浸润的背景下，蛋白酶抑制剂（TIMPs）的原始概念
是抑制基质金属蛋白酶，从而作为抗浸润剂或抗转移剂使用

的。据报道，TIMPs曾在小鼠肿瘤模型和人类肿瘤(体内和体外)

中作为 MMPs的负调节剂使用[24]。然而，在另外一个使用临床

组织样本的研究中，Shim等人发现肿瘤组织中 TIMP的 mR-
NA表达较高[3]。在对各种癌症的研究中，包括头部和颈部，大

肠癌，胃癌和胰腺癌，MMPs和 TIMPs与肿瘤转移和侵袭潜在
性增长相关。一些专家发现 TIMP-1，TIMP-2和其他几个肿瘤
侵袭指示参数与肿瘤远距转移高发性显著相关[25-28]。本研究显

示乳腺癌中的 TIMP-1 和 TIMP-2 的 mRNA 表达明显高于正
常乳腺组织（P <0.05），就乳腺癌临床病理参数而言 TIMP-1和

TIMP-2的 mRNA表达没有显著差异。

综上所述，在乳腺癌中 MMP-2，MMP-7，MMP-9，MT1-

MMP，TIMP-1，TIMP-2 的 mRNA 表达明显高于正常乳腺组

织。在预测乳腺癌侵袭行为方面，MMP-2，MMP-7，MMP-9 和
MTI-MMP 表达增加与临床病理参数之间的关联将起到一

定作用。
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