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Abstract
誗 AIM: To investigate expressions of matrix
metalloproteinase- 2 (MMP- 2) and extracellular matrix
metalloproteinase inducer (EMMPRIN) in retinoblastoma
(Rb) and the relationships between MMP-2, EMMPRIN
and tumor development.
誗METHODS: Immunohistochemical technique was used
to detect expressions of MMP - 2 and EMMPRIN in 39
cases of paraffin embedded Rb samples. Quantitative
analysis of expressions of MMP - 2 and EMMPRIN were
assessed by measuring the mean gray scale of Rb tissue
with LEICA IM50 Color Pathologic Analysis System. The
differences of expressions of MMP - 2 and EMMPRIN in
each clinical and pathological stage were statistically
analyzed, and the same step was also undertaken to
study the relationship between Rb with MMP-2 positive
expression and that with EMMPRIN positive expression.

誗RESULTS: The positive expression rate of MMP-2 was
90% (Gray value: 109. 64 依 14. 52; 35 / 39), and that of
EMMPRIN was 85% (Gray value: 108. 01依13. 60; 33 / 39) .
The expressions of MMP - 2 and EMMPRIN were
significantly higher in tumors of glaucomatous stage
(Gray value: 108. 21依11. 47 and 107. 56依14. 32) than those
in intraocular stage ( Gray value: 121. 13 依 11. 32 and
119郾 34 依 12. 66; P < 0. 01 and P < 0. 05) . And the same
conclusion can be concluded between those in
extraocular stage (Gray value: 91. 03 依 11. 71 and 92. 26 依
12. 93) with those in glaucomatous stage (P<0. 01 and P<
0. 05) . The expressions of MMP- 2 and EMMPRIN were
significantly higher in tumors with optic nerve invasion
(Gray value: 103. 89依13. 39 and 105. 23依14. 00) than those
without optic nerve invasion (Gray value: 118. 39依 15. 11
and 117. 53依16. 13) (P<0. 01 and P<0. 05) .
誗CONCLUSION: The positive expression levels of MMP-
2 and EMMPRIN may correlate with tumor infiltration and
metastasis.
誗KEYWORDS:retinoblastoma; matrix metalloproteinase-2;
extracellular matrix metalloproteinase inducer;
immunohistochemistry; pathologic
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摘要
目的:探讨基质金属蛋白酶-2(matrix metalloproteinase-2,
MMP - 2 ) 和 细 胞 外 基 质 金 属 蛋 白 酶 诱 导 因 子
(extracellular matrix metalloproteinase inducer,EMMPRIN)
在视网膜母细胞瘤( retinoblastoma,Rb)中的表达及其与
临床病程的关系。
方法:用免疫组织化学 SABC 法分别检测 39 例 Rb 中
MMP-2 及 EMMPRIN 的表达;用 LEICA IM 50 型全自动
医学图像分析系统测量其平均灰度值,比较不同临床和
病理阶段 Rb 中表达 MMP-2 和 EMMPRIN 的差异及二者
阳性表达之间的关系。
结果:Rb 患者 39 例中 MMP-2 阳性表达 35 例(灰度值为
109郾 64依14. 52),占 90% ;EMMPRIN 阳性表达 33 例(灰
度值为 108. 01依13. 60),占 85% ;青光眼期 Rb 中 MMP-2
和 EMMPRIN 的表达 (灰度值分别为 108. 21 依 11. 47,
107郾 56依14. 32)明显高于眼内期(灰度值分别为 121. 13依
11. 32,119. 34依12. 66;P<0. 01,P<0. 05),眼外期二者表
达(灰度值分别为 91. 03依11. 71,92. 26依12. 93)明显高于
青光眼期(P<0. 01,P<0. 05);视神经浸润组 Rb 中MMP-2 和
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EMMPRIN 的表达(灰度值分别为 103. 89依13. 39,105. 23依
14郾 00)明显高于无视神经浸润组(灰度值分别为 118郾 39依
15郾 11,117. 53依16. 13;P<0. 01,P<0. 05)。
结论:MMP-2 及 EMMPRIN 的表达水平可能与 Rb 的浸
润转移有关。
关键词:视网膜母细胞瘤;基质金属蛋白酶-2;细胞外基
质金属蛋白酶诱导因子;免疫组织化学;病理性
DOI:10. 3980 / j. issn. 1672-5123. 2015. 7. 09
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基质金属蛋白酶诱导因子在视网膜母细胞瘤中的表达. 国际眼
科杂志 2015;15(7):1154-1157

0 引言
摇 摇 视网膜母细胞瘤( retinoblastoma,Rb)起源于视网膜
胚胎性核层细胞,是一种婴幼儿最常见的、危害性最大的
眼内恶性肿瘤,可危及患儿的视力甚至生命。 通常认为
Rb 患儿的预后与视神经浸润与否、有无眶内及远处转移
有密切关系。 近年来的研究发现基质金属蛋白酶 - 2
(matrix metalloproteinase-2,MMP-2),以及细胞外基质金
属蛋白酶诱导因子( extracellular matrix metalloproteinase
inducer,EMMPRIN)在促进肿瘤的侵袭转移中发挥着重
要作用[1]。 本次研究运用免疫组织化学法检测了 MMP-2
和 EMMPRIN 在视网膜母细胞瘤中的表达,分析其与临
床病程的关系,探讨其在肿瘤浸润转移中的意义。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 本实验所有石蜡包埋标本均来自山东省立医
院眼科病理室自 1988-03 / 2005-12 间接受眼球摘除术的
Rb 患者 39 例,其中男 16 例,女 23 例。 年龄 3 月龄 ~ 8
岁,平均 2. 88依5. 32 岁。 通过调阅病历及病理诊断书确
定临床分期:眼内期 22 例,青光眼期 11 例,眼外扩展期 6
例,全身转移期 0 例;有视神经浸润 18 例,无视神经浸润
21 例;双眼发病 1 例。 所有病例均经病理确诊。 主要试
剂:兔抗人 MMP-2 单克隆抗体,工作浓度为 1颐100;兔抗
人 EMMPRIN 单克隆抗体,工作浓度为 1 颐 100,即用型
SABC 免疫组化染色试剂盒(包括羊抗小鼠 IgG 二抗、
DAB 显色剂、SABC),中性树胶均购自武汉博士德公司。
1. 2 方法
1. 2. 1 实验方法 摇 免疫组织化学法。 以 MMP - 2 和
EMMPRIN 均为阳性的乳腺癌组织为阳性对照。 具体步
骤:石蜡标本行 4滋m 厚连续切片,脱蜡,梯度乙醇脱水,
3%过氧化氢乙醇溶液孵育 10min ,以灭活内源性过氧化
氢酶,蒸馏水洗涤 10min;枸橼酸盐缓冲液内微波修复抗
原,92益 ~ 98益,10min,室温冷却,PBS 洗涤 3 次;滴加
5% BSA 封闭液,室温 20min,不洗;滴加一抗(用 PBS 代
替一抗为阴性对照),4益湿盒过夜,PBS 洗涤 3 次;滴加
二抗工作液,37益湿盒内孵育 20min,PBS 洗涤 3 次;滴加
试剂 SABC,37益 10min,PBS 洗涤 4 次;DAB 显色,光镜
下控制,观察染色结果满意后水洗终止,苏木素复染细胞
核,二甲苯透明,梯度乙醇脱水。 自然晾干后中性树胶
封片。
1. 2. 2 观察方法摇 光学显微镜下观察,Rb 切片组织中胞
浆和 / 或胞膜上出现较多棕黄色颗粒为阳性表达,无棕黄
色颗粒出现为阴性表达。 并在 LEICA IM50 型全自动医
学图像分析系统的 10伊40 倍光镜下测量 Rb 切片组织中

图 1摇 MMP-2 在 Rb组织中的阳性表达(SABC伊400)。

图 2摇 EMMPRIN在 Rb组织中的阳性表达(SABC伊400)。

图3摇 阴性对照在 Rb组织中无棕黄色染色出现(SABC伊400)。

MMP-2 和 EMMPRIN 表达的灰度值,每张切片随机选取

5 个视野,算出其平均值为每张切片的灰度值。 灰度值

愈小其阳性表达水平愈高,反之则表达水平愈低。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 13. 0 统计软件。 进行独立

样本 t 检验以及单因素方差分析和 LSD-t 检验。 P<0. 05
为差异有统计学意义。
2 结果

2. 1 MMP-2 和 EMMPRIN 在 Rb 中的阳性和阴性表达

摇 Rb 标本 39 例中,检测到 MMP-2 阳性表达 35 例,表达

率为 90% (35 / 39);EMMPRIN 阳性表达 33 例,表达率为

85% (33 / 39),二者皆表现为胞浆和 / 或胞膜呈现出棕黄

色着色(图 1,2)。 MMP-2 阴性表达 4 例,占 10% (4 / 39);
EMMPRIN 阴性表达 6 例,占 15% (6 / 39,图 3)。 经独立

样本 t 检验,MMP-2 和 EMMPRIN 在阳性和阴性组中的

灰度值表达差异具有统计学意义(P<0. 01),见表 1。
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表 1摇 视网膜母细胞瘤中MMP-2 及 EMMPRIN阳性组与阴性

组表达水平比较

名称 例数 灰度值 t P
MMP-2
摇 摇 阳性 35 109. 64依14. 52

3. 068 0. 002
摇 摇 阴性 4 132. 37依6. 33
EMMPRIN
摇 摇 阳性 33 108. 01依13. 60

4. 310 0. 000
摇 摇 阴性 6 133. 63依11. 98

表 2摇 视网膜母细胞瘤中有视神经浸润组与无视神经浸润组

MMP-2 及 EMMPRIN表达水平比较

名称 例数 灰度值 t P
MMP-2
摇 摇 有视神经浸润 18 103. 89依13. 39

3. 147 0. 002
摇 摇 无视神经浸润 21 118. 39依15. 11
EMMPRIN
摇 摇 有视神经浸润 18 105. 23依14. 00

2. 521 0. 016
摇 摇 无视神经浸润 21 117. 53依16. 13

表 3摇 视网膜母细胞瘤中MMP-2 及 EMMPRIN在临床各期表

达水平比较

名称 例数 灰度值

MMP-2
摇 摇 眼内期 22 121. 13依11. 32
摇 摇 青光眼期 11 108. 21依11. 47b,d

摇 摇 眼外期 6 91. 03依11. 71b

EMMPRIN
摇 摇 眼内期 22 119. 34依12. 66
摇 摇 青光眼期 11 107. 56依14. 32a,c

摇 摇 眼外期 6 92. 26依12. 93b

aP<0. 05,bP<0. 01 vs 眼内期;cP<0. 05,dP<0. 01 vs 眼外期。

2. 2 MMP-2 和 EMMPRIN 在 Rb 有视神经浸润和无视
神经浸润组中的表达 摇 Rb 标本 39 例中,有视神经浸润
者 18 例(46% ),无视神经浸润者 21 例(54% )。 经独立
样本 t 检验,MMP-2 和 EMMPRIN 在有视神经浸润和无
视神经浸润组中灰度值的表达差异具有统计学意义
(P<0郾 01,P<0. 05),见表 2。
2. 3 MMP-2 和 EMMPRIN 在 Rb 临床各期中的表达 摇
Rb 患者 39 例中,眼内期 22 例,青光眼期 11 例,眼外扩展
期 6 例, 经 单 因 素 方 差 分 析, 总 体 比 较 MMP - 2 和
EMMPRIN 在 Rb 临床各期中的表达有统计学意义(F =
17. 65,10. 77;P<0郾 05),LSD-t 检验进行两两比较,眼内
期与青光眼期及眼外扩展期、青光眼期与眼外扩展期
MMP-2 及 EMMPRIN 表达差异均具有统计学意义(P<
0郾 05),见表 3。
3 讨论
摇 摇 恶性肿瘤的局部侵袭和转移要经过以下几个过程:
(1)肿瘤细胞脱离癌巢;(2)诱导、产生蛋白酶等降解细
胞外基质;(3)侵入血管及淋巴管;(4)到达远处,穿出血
管及淋巴管;(5)黏附于局部,诱导产生新生血管,局部
生长[2]。 ECM 是肿瘤侵袭和转移的重要组织屏障,其中
降解细胞外基质的蛋白酶主要是 MMP。 MMP-2 属于其

家族中的明胶酶类, 可控制肿瘤新生血管生成、影响细
胞黏附分子的功能以及调控肿瘤细胞的生长等,其高表
达可导致细胞外基质和血管基底膜的降解加速,使肿瘤
细胞易于移出癌巢和进出血管从而促进其侵袭、转
移[3,4]。 EMMPRIN 是由肿瘤细胞产生的一种跨膜糖蛋
白,属于免疫球蛋白超家族中的一员,可通过肿瘤细胞与
肿瘤间质中成纤维细胞间的相互作用促进成纤维细胞分
泌 MMP-1,MMP-2,MT1-MMP,也可通过肿瘤细胞与肿
瘤细胞间的相互作用促进肿瘤细胞分泌 MMP-2,对 ECM
进行降解[5];同时它也可以通过一种旁分泌的方式作用
于血管内皮细胞,通过调节内皮细胞 MMPs 的产生,上调
肿瘤中血 管 内 皮 细 胞 生 长 因 子 ( vascular endothelial
growth factor,VEGF)的表达水平,参与生成肿瘤新生血
管,共同促进肿瘤细胞的浸润转移[6-8]。
摇 摇 本 实 验 通 过 免 疫 组 化 研 究 发 现, MMP - 2 和
EMMPRIN 在 Rb 组织中的阳性表达率分别为 90% 和
85% ),阳性组 MMP-2 和 EMMPRIN 表达的灰度值明显
低于阴性组 ( P < 0. 01 ),青光眼期 Rb 中 MMP - 2 和
EMMPRIN 表达的灰度值低于眼内期(P<0. 01,P<0郾 05),
眼外期低于青光眼期(P<0. 01,P<0. 05),视神经浸润组
中二者表达的灰度值明显低于无视神经浸润组 ( P <
0郾 01,P<0. 05),提示了 MMP-2 和 EMMPRIN 的高表达
可能与 Rb 的侵袭转移能力增强及肿瘤的预后不良有关。
Zhou 等[9]应用免疫组织化学 SP 法检测 40 例 Rb 组织中

MMP-2 和 MMP-9 的表达,发现 MMP-2 和 MMP-9 的阳

性表达率分别为 52. 5% , 57. 5% ,而且有视神经浸润的

肿瘤 MMP-2 和 MMP-9 表达水平明显高于无视神经浸

润的肿瘤(P<0. 05),处于眼外期的肿瘤 MMP-2 和 MMP-9
的表达水平明显高于眼内期和青光眼期的肿瘤 ( P <
0郾 05),认为 MMP-2 和 MMP-9 的表达水平与视神经浸

润和临床分期存在密切的关系,其表达水平与该肿瘤的

浸润与发展有关。 Adithi 等[10]运用免疫组化和免疫印记

法对 60 例 Rb 进行检测,发现 EMMPRIN 的阳性表达率

为 64% ,同时伴有 MMP-2 和 MMP-9 的高表达(66% ,
61% ) 以 及 TIMPs 的 低 表 达; 在 发 生 转 移 的 Rb 中

EMMPRIN 强阳性表达(3+)率为 39% ,而在未发生转移

的病例中仅为 3% ,认为在 Rb 中 EMMPRIN 对 MMP-2 的

表达具有上调作用,且二者在肿瘤的浸润转移中起着重

要作用。 其结果与本实验结果一致都发现了 Rb 中

EMMPRIN 和 MMP-2 的高表达。
摇 摇 本实验通过对 MMP-2 和 EMMPRIN 在 Rb 中的表达

水平进行比较发现,提示二者在 Rb 中可能具有共同表达

作用,促进 Rb 的浸润转移。 在其他肿瘤中也发现了类似

的现象。 如 Nabeshima 等[11]通过对周围神经鞘瘤的研究

发现,EMMPRIN 在恶性神经鞘瘤中的阳性表达率明显高

于良性神经鞘瘤。 EMMPRIN 分泌和激活 MMP-2,使其

具备了降解 ECM 的能力,对 ECM 进行降解,以及二者可

上调肿瘤中 VEGF 的表达水平以利于肿瘤的血管新

生[5,8],这些都可能是 MMP-2 和 EMMPRIN 共同促进 Rb
浸润转移的机制。 若能在分子及转录水平阐明 MMP-2
和 EMMPRIN 与 Rb 肿瘤间的作用机制,对其信号传导途

径进行干扰,将有助于为 Rb 的临床治疗寻找新的途径,
改善患者的预后。
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