
现代生物医学进展 biomed. cnjournals .com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.17 SEP.2018

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2018.17.022
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摘要 目的：探讨基质金属蛋白酶 -2（MMP-2）、脆性组氨酸三联体基因（Fhit）、逆转录诱导蛋白基因（RECK）、血管内皮细胞生长因

子（VEGF）在喉癌组织中的表达及其相关性。方法：选取 2011年 1月到 2016年 12月在陕西省人民医院接受治疗的喉癌患者 80

例，收集其手术中切除的喉癌组织和癌旁组织，另收集 40例喉癌组织切除外缘的正常喉粘膜组织。比较喉癌组织、癌旁组织、正

常喉粘膜组织中MMP-2、Fhit、RECK、VEGF的表达，分析喉癌组织中MMP-2、Fhit、RECK、VEGF的表达与临床病理特征的关系，

并分析四个指标的相关性。结果：喉癌组织中MMP-2、VEGF表达明显高于癌旁组织和正常喉粘膜组织，Fhit、RECK表达明显低

于癌旁组织和正常喉粘膜组织（P<0.05）。喉癌组织中MMP-2的表达与淋巴结转移、临床分期、分化程度有关（P<0.05）；Fhit、

RECK的表达与淋巴结转移、临床分期有关（P<0.05）；VEGF的表达与淋巴结转移有关（P<0.05）。喉癌组织中MMP-2的表达水平

与 Fhit、RECK呈负相关（P<0.05），与 VEGF呈正相关（P<0.05）；Fhit与 RECK呈正相关（P<0.05），与 VEGF呈负相关（P<0.05）；

RECK与 VEGF呈负相关（P<0.05）。结论：在喉癌组织中MMP-2、Fhit、RECK、VEGF均存在异常表达；其相互影响，可能共同参与

了喉癌的发生、发展。
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Expression and Correlation Analysis of MMP-2, Fhit, RECK and VEGF in
Laryngeal Cancer Tissues

To explore the expression and correlation of MMP-2, Fhit, RECK and VEGF in laryngeal cancer tissues.

80 cases of laryngeal cancer who were treated in Shaanxi People's Hospital from January 2011 to December 2016 were

selected, the laryngeal cancer tissues and the paracancerous tissues were collected, and 40 cases of normal laryngeal mucosa tissues in

excision margin of laryngeal carcinoma were collected. The expression of MMP-2, Fhit, RECK and VEGF in laryngeal cancer tissues,

paracancerous tissues and normal laryngeal mucosa tissues were compared, the expression of MMP-2, Fhit, RECK and VEGF in

laryngeal cancer tissues and its relationship with clinicopathological features were analysised, and the correlation of four indexes were

analyzed. The expression of MMP-2 and VEGF in laryngeal cancer tissues were significantly higher than those in paracancerous

tissues and normal laryngeal mucosa tissues, the expression of Fhit and RECK were significantly lower than those in paracancerous

tissues and normal laryngeal mucosa tissues (P<0.05). The expression of MMP-2 in laryngeal cancer tissues was related to lymph node

metastasis, clinical stage and degree of differentiation (P<0.05); The expression of Fhit and RECK were related to lymph node metastasis

and clinical stage (P<0.05); The expression of VEGF was related to lymph node metastasis (P<0.05). The expression of MMP-2 was

negatively correlated with Fhit and RECK in laryngeal cancer tissues (P<0.05), and positively correlated with VEGF (P<0.05); Fhit was

positively correlated with RECK (P<0.05), and negatively correlated with VEGF (P<0.05); RECK was negatively correlated with VEGF

(P<0.05). The expression of MMP-2, Fhit, RECK and VEGF in laryngeal carcinoma are abnormal, they interact with each

other, may be involve in the occurrence and development of laryngeal cancer.
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前言

喉癌是来源于喉粘膜上皮组织的恶性肿瘤，其发病率在头

颈部恶性肿瘤中排第三位，仅次于鼻咽癌和鼻窦癌[1,2]。喉癌患

者临床表现主要为声音嘶哑、呼吸困难、咳嗽、吞咽困难等，发

病对象主要集中在 40-60岁的人群，且男性多于女性[3,4]。喉癌

的主要危险因素有吸烟、大量饮酒、环境污染、工作环境、遗传

因素等[5]。近年来，喉癌患者的 5年生存率已明显上升，但仍然

不够理想，术后肿瘤细胞发生侵袭和转移是患者死亡的重要因
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素，同时多种基因也对肿瘤的发展起到重要的作用[6,7]。基质金

属蛋白酶 -2（Matrix metalloproteinase 2, MMP-2）是具有分解细

胞外基质能力的非糖化的明胶酶，与肺癌、胃癌等多种恶性肿

瘤的侵袭和转移有关[8]。脆性组氨酸三联体基因（Fragile histi-

dine traid, Fhit）是一种抑癌基因，相关研究显示 [9]，Fhit参与了

细胞周期调控和凋亡。逆转录诱导蛋白基因（Reversion-induc-

ing cysteine-rich protein with Kazal motif, RECK）又被称为金属

蛋白酶抑制基因，可对多种金属蛋白酶的表达起到抑制作用，

同时具有维护细胞外基质稳定的作用[10]。血管内皮细胞生长因

子（Vascular endothelial growth factor, VEGF）是一种特异性肿

瘤血管形成因子，其能促进血管内皮细胞增殖，与多种肿瘤的

发生、发展密切相关[11]。本研究旨在探讨 MMP-2、Fhit、RECK、

VEGF在喉癌组织中的表达及相关性，现做如下报道。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2011年 1月到 2016年 12月在陕西省人民医院接受

治疗的喉癌患者 80例，纳入标准：① 所有患者均符合喉癌的典

型临床症状，且经过病理检验确诊；② 均为鳞状细胞癌；③ 经评

估患者生存期大于 3个月；④ 未接受过放化疗治疗；⑤ 患者及

其家属对本次研究知情同意。排除标准：① 喉癌复发者；② 患有

其他恶性肿瘤者；③ 存在严重器质性疾病者；④ 临床资料不全

者。收集 80例喉癌患者手术中切除的喉癌组织和癌旁组织，男

52例，女性 28例，年龄 42-73岁，平均年龄（58.26± 4.36）岁，有

淋巴结转移 43例，无淋巴结转移 37例，临床分期：I-II期 46

例，III-IV期 34例，分化程度：高分化 32例，中分化 26例，低分

化 22例。另收集 40例正常喉粘膜组织，均来自喉癌组织切除

外缘，且经病理检验无癌浸润，男 26例，女 14例，年龄 40-75

岁，平均年龄（56.22± 4.51）岁。提供喉癌组织和正常喉粘膜组

织的患者的一般资料比较差异无统计学意义（P>0.05），具有可

比性。

1.2 方法

1.2.1 免疫组化法检测 MMP-2、Fhit、RECK、VEGF 的表达

所有组织在离体后立即进行处理，进行常规固定、包埋，制成切

片。取适量切片，二甲苯 I、II脱蜡处理，梯度酒精水化，滴加 3%

H2O2，反应 10 min，PBS工作液冲洗 3次，每次 2 min。进行抗原

热修复，滴加稀释好的一抗（兔抗人多克隆抗体 MMP-2、Fhit、

RECK、VEGF 多克隆抗体购于武汉博士德生物技术开发公

司），在 37℃的环境下反应 120 min，PBS缓冲液冲洗 2次，每

次 3 min，SABC和 DAB处理，进行显色，苏木素溶液复染，常

规分化、脱水、透明处理，中性树胶封片。

1.2.2 MMP-2、Fhit、RECK、VEGF 表达的判定方法 MMP-2

蛋白染色阳性细胞以胞质呈黄色至棕黄色为主，Fhit蛋白染色

阳性细胞以胞浆呈黄色至棕黄色为主，RECK、VEGF阳性表达

染色为细胞膜和细胞质、胞浆呈黄色至棕黄色为主。共随机选

取 5个视野，统计每个视野下 MMP-2、Fhit、RECK、VEGF阳性

细胞数量，并计算其占比，计算平均值。阳性细胞率评分标准如

下：若无阳性细胞则为 0分，若阳性细胞率≤ 10%则为 1分，若

阳性细胞率在 11%-50%则为 2分，若阳性细胞率在 51%-75%

则为 3分，若阳性细胞率＞75%则为 4分。染色强度评分：无色

则为 0 分，淡黄色则为 1分，棕黄色则为 2 分，棕褐色则为 3

分。染色强度得分与阳性细胞率的乘积＞3分为阳性。

1.3 观察指标

比较喉癌组织、癌旁组织、正常喉粘膜组织中MMP-2、Fhit、

RECK、VEGF的表达，分析喉癌组织中 MMP-2、Fhit、RECK、

VEGF表达与临床病理特征的关系，并采用 Spearman相关系

数分析喉癌组织中MMP-2、Fhit、RECK、VEGF的相关性。

1.4 统计学方法

采用 SPSS22.0进行统计分析，MMP-2、Fhit阳性率等计数

资料以率（%）表示，进行 x2检验，平均年龄等计量资料以均

值± 标准差（x± s）表示，进行 t检验，采用 Spearman进行相关

分析，将琢=0.05作为检验标准。

2 结果

2.1 喉癌组织、癌旁组织、正常喉粘膜组织中 MMP-2、Fhit、

RECK、VEGF表达的比较

喉癌组织、癌旁组织、正常喉粘膜组织中 MMP-2、Fhit、

RECK、VEGF表达整体比较均有统计学差异（P<0.05），喉癌组

织中的 MMP-2、VEGF表达明显高于癌旁组织和正常喉粘膜

组织，Fhit、RECK表达明显低于癌旁组织和正常喉粘膜组织

（P<0.05），癌旁组织中的MMP-2、VEGF表达明显高于正常喉

粘膜组织，Fhit、RECK 表达明显低于正常喉粘膜组织（P<0.

05），具体见表 1。

Tissues
MMP-2 Fhit RECK VEGF

Positive Negative Positive Negative Positive Negative Positive Negative

Laryngeal cancer tissues

（n=80）
63（78.75）*# 17（21.25） 30（37.50）*# 50（62.50） 42（52.50）*# 38（47.50） 72（90.00）*# 8（10.00）

Paracancerous tissues

（n=80）
15（18.75）* 65（81.25） 66（82.50）* 14（17.50） 73（91.25）* 7（8.75） 55（68.75）* 25（31.25）

Normal laryngeal mucosa

tissues（n=40）
4（10.00） 36（90.00） 37（92.50） 3（7.50） 40（100.00） 0（0.00） 18（45.00） 22（55.00）

x2 79.392 51.532 48.961 28.025

P 0.000 0.000 0.000 0.000

Note: Compared with normal laryngeal mucosa, *P<0.05; compared with paracancerous tissues, #P<0.05.

表 1 喉癌组织、癌旁组织、正常喉粘膜组织中MMP-2、Fhit、RECK、VEGF表达

Table 1 The expression of MMP-2, Fhit, RECK and VEGF in laryngeal cancer tissues, paracancerous tissues and normal laryngeal mucosa tissues
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2.2 喉癌组织中MMP-2、Fhit、RECK、VEGF表达与临床病理特

征的关系

喉癌组织中MMP-2的表达与年龄、性别无关（P>0.05），与

淋巴结转移、临床分期、分化程度有关（P<0.05）；Fhit、RECK的

表达与年龄、性别、分化程度无关（P>0.05），与淋巴结转移、临

床分期有关（P<0.05）；VEGF的表达与年龄、性别、临床分期、分

化程度无关（P>0.05），与淋巴结转移有关（P<0.05）。具体见表2。

表 2 喉癌组织中MMP-2、Fhit、RECK、VEGF表达与临床病理特征的关系

Table 2 The expression of MMP-2, Fhit, RECK and VEGF in laryngeal cancer tissues and its relationship with clinicopathological features

Clinicopathological

features
n

MMP-2 Fhit RECK VEGF

Positive Negative Positive Negative Positive Negative Positive Negative

Ages
<60 36 30（83.33） 6（16.67） 12（33.33） 24（66.67） 22（61.11） 14（38.39） 32（88.89） 4（11.11）

60 44 33（75.00） 11（25.00） 18（40.91） 26（59.09） 20（45.45） 24（54.55） 40（90.91） 4（9.09）

x2 0.822 0.485 1.946 0.006

P 0.365 0.486 0.163 0.940

Gender
Male 52 43（82.69） 9（17.31） 17（32.69） 35（67.31） 24（46.15） 28（53.85） 49（94.23） 3（5.77）

Female 28 20（71.43） 8（28.57） 13（46.43） 15（53.57） 18（64.29） 10（35.71） 23（82.14） 5（17.86）

x2 1.380 1.465 2.399 1.764

P 0.240 0.226 0.121 0.086

Lymph node

metastasis

Yes 43 38（88.37） 5（11.63） 6（13.95） 37（86.05） 17（39.53） 26（60.47） 42（97.67） 1（2.33）

No 37 25（67.57） 12（32.43） 24（64.86） 13（35.14） 25（67.57） 12（32.43） 30（81.08） 7（18.92）

x2 5.144 21.994 6.267 4.380

P 0.023 0.000 0.012 0.036

Clinical

stages

I-II 46 32（69.57） 14（30.43） 22（47.83） 24（52.17） 32（69.57） 14（30.43） 40（86.96） 6（13.04）

III-IV 34 31（91.18） 3（8.82） 8（23.53） 26（76.47） 10（29.41） 24（70.59） 32（94.12） 2（5.88）

x2 5.456 4.924 12.640 0.460

P 0.019 0.026 0.000 0.497

Differentia-

tion degree

High 32 20（62.50） 12（37.50） 16（50.00） 16（50.00） 18（56.25） 14（43.75） 28（87.50） 4（12.50）

Medium 26 22（84.62） 4（15.38） 10（38.46） 16（61.54） 16（61.54） 10（38.46） 23（88.46） 3（11.54）

Low 22 21（95.45） 1（4.55） 4（18.18） 18（81.82） 8（36.36） 14（63.64） 21（95.45） 1（4.55）

x2 9.252 5.647 3.329 1.018

P 0.010 0.059 0.189 0.601

2.3 喉癌组织中MMP-2、Fhit、RECK、VEGF的相关性分析

经 Spearman 分析，喉癌组织中 MMP-2 的表达水平与

Fhit、RECK 呈负相关 （r=-0.589、-0.503，P=0.026、0.031），与

VEGF呈正相关（r=0.674，P=0.012）；Fhit 与 RECK 呈正相关

（r=0.511，P=0.028），与 VEGF 呈负相关（r=-0.704，P=0.007）；

RECK与 VEGF呈负相关（r=-0.686，P=0.009）。

3 讨论

喉癌是头颈部肿瘤中最常见的恶性肿瘤之一，主要为麟状

细胞癌，约占整体的 95%[12]。虽然近年来治疗喉癌的方法取得

较大的进展，除传统的放化疗和手术治疗外，更加先进的靶向

治疗手段也得到了一定的应用[13]，但喉癌患者的整体生存率仍

然不容乐观，尤其是晚期喉癌患者的生存率仅在 30%-40%[14,15]。

近年来，由于人们生活坏境的污染和抽烟人数的增多，喉癌的

发病率呈逐年递增的趋势[16,17]，严重威胁了人们的生命健康，因

此探究与喉癌发生、发展相关的指标，以更好的预防和治疗喉

癌具有重要的临床价值。随着遗传学、分子生物学等相关学科

的不断发展，已证实喉癌的发展是一个多步骤、多基因渐进发展

的过程，而这个过程中与多种相关基因和肿瘤标志物有关[18-20]。

在本研究中，喉癌组织中的 MMP-2、VEGF表达明显高于

癌旁组织和正常喉粘膜组织，Fhit、RECK表达明显低于癌旁组

织和正常喉粘膜组织（P<0.05），癌旁组织中的 MMP-2、VEGF

表达明显高于正常喉粘膜组织，Fhit、RECK表达明显低于正常

喉粘膜组织（P<0.05），这说明了 MMP-2、VEGF在喉癌组织中

呈高表达，Fhit、RECK在喉癌组织中呈低表达，喉癌的发生、发

展可能与MMP-2、Fhit、RECK、VEGF的表达水平有关。进一步

研究发现，喉癌组织中MMP-2的表达与淋巴结转移、临床分

期、分化程度有关（P<0.05）；Fhit、RECK的表达与淋巴结转移、

临床分期有关（P<0.05）；VEGF的表达与淋巴结转移有关（P<0.

05）。这说明了 MMP-2、Fhit、RECK、VEGF均与喉癌存在一定

的联系，其表达水平的高低与喉癌患者的部分临床病理特征有

关。肿瘤细胞发生侵袭和转移至少要有以下三个步骤，即粘附、

降解、移动，三者缺一不可，因此降解和破坏细胞外基质和血管

基底膜是肿瘤细胞发生侵袭和转移的基础条件[21,22]。MMP-2由
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12个内含子以及 13个外显子组成，基因长度为 27kb，多项研

究显示[23,24]，MMP-2能降解细胞外基质的主要成分，细胞外基

质能起到稳定细胞的作用，是肿瘤细胞侵袭和转移过程中的一

道屏障，当细胞外基质受到降解和破坏时，肿瘤细胞更容易穿

透组织细胞的基底膜和血管，转移到其他的组织部位，因此

MMP-2表达能力越强，肿瘤细胞越不稳定，发生侵袭、转移的

概率越大。VEGF是一种超强的血管生成因子，通过与其特异

性受体（VEGFR）结合来发挥生物效能，VEGF可促进血管内皮

细胞增殖，并诱导肿瘤内的血管形成，为肿瘤的生长发育提供

氧气和营养，进而促进肿瘤的发展[25,26]。另外，VEGF也能促进

肿瘤细胞增殖，可通过激活肿瘤细胞表面的神经菌毛蛋白来活

化磷酸肌醇 -3激酶和蛋白激酶 B通路，进而促进肿瘤细胞的

生长[27]。Fhit基因为抑癌基因，具有调控细胞周期、诱导细胞凋

亡的作用。Fhit可对细胞生长造成阻碍，使其停滞于 S期，并能

激活 Caspase-8、Caspase-9 引起 Caspase 酶介导的凋亡级联反

应，现有研究表明[28]，Fhit在肺癌、肝癌、胃癌中均呈低表达，后

续可进一步探究 Fhit抑制肿瘤的具体作用机制，或可发现治疗

喉癌的新方向。RECK基因是一种金属蛋白酶抑制基因，可降

低 MMP-2、MMP-9等多种金属蛋白酶的活性，避免了细胞外

基质受到过度的破坏，进而降低了肿瘤细胞发生侵袭和转移的

几率 [29,30]。本研究还发现，喉癌组织中 MMP-2的表达水平与

Fhit、RECK 呈负相关（P<0.05），与 VEGF 呈正相关（P<0.05）；

Fhit 与 RECK呈正相关（P<0.05），与 VEGF呈负相关（P<0.

05）；RECK与 VEGF呈负相关（P<0.05），这说明这几个指标之

间均具有一定的内在联系，其中 RECK可直接抑制 MMP-2的

表达，因此二者呈负相关，而其他因子的具体联系还有待进一

步的研究。

综上所述，喉癌组织中 MMP-2、VEGF 呈高表达，Fhit、

RECK呈现低表达，四个指标均与喉癌的发生、发展存在一定

的联系，临床上可通过检测四个指标的表达情况来对患者的病

情程度进行评估，进而可以辅助患者的治疗和预后，后续可以

进行更深入的研究，或能发现治疗喉癌的新方向。
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