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　　摘　要：目的　探讨转录因子叉头框蛋白Ｏ３ａ（ＦＯＸＯ３ａ）与基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）在结直肠癌组织中的表达以及二者的

关系。方法　应用组织芯片和免疫组织化学ＳＰ法检测ＦＯＸＯ３ａ与 ＭＭＰ９在７８例结直肠癌组织和６９例相应正常肠黏膜组织

中的表达，分析ＦＯＸＯ３ａ和 ＭＭＰ９蛋白表达与结直肠癌患者临床病理特征的关系及ＦＯＸＯ３ａ和 ＭＭＰ９的关系。结果　（１）７８

例结直肠癌组织与６９例正常肠黏膜组织中，ＦＯＸＯ３ａ的阳性表达率分别为５７．６９％（４５／７８）和９５．６５％（６６／６９），ＭＭＰ９的阳性

表达率分别为８５．９０％（６７／７８）和１５．９４％（１１／６９），ＦＯＸＯ３ａ与 ＭＭＰ９在结直肠癌组织和正常肠黏膜组织中表达的差异均具有

统计学意义（犘＝０．０００）。（２）结直肠癌组织中ＦＯＸＯ３ａ低表达、ＭＭＰ９过表达与肿瘤浸润深度、分化程度、淋巴结转移和ＴＮＭ

分期密切相关（犘＜０．０５），与患者年龄、性别、肿瘤大小均无关（犘＞０．０５）。（３）ＦＯＸＯ３ａ的表达与 ＭＭＰ９的表达呈负相关

（狉＝－０．２７２，犘＜０．０５）。结论　ＦＯＸＯ３ａ表达降低及 ＭＭＰ９表达增高可能与结直肠癌的进展有密切关系，联合检测ＦＯＸＯ３ａ

与 ＭＭＰ９的表达水平可能对预测结直肠癌的恶性程度和预后有重要意义。
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　　结直肠癌是消化道的一种常见恶性肿瘤，肿瘤的侵袭和转

移仍然是结直肠癌患者死亡的主要原因。结直肠癌的发生、发

展是一个长期多因素、多阶段参与的复杂过程，其病因及发病

机制的研究尚 未 完 全 明 了。转 录 因 子 叉 头 框 蛋 白 Ｏ３ａ

（ＦＯＸＯ３ａ）是叉头框转录因子家族的重要成员，研究发现

ＦＯＸＯ３ａ在肝癌、肺癌、胃癌、原发性乳腺癌等
［１］多种恶性肿瘤

中表达降低，与肿瘤的发生、侵袭和转移密切相关，成为近年来

研究的热点。肿瘤的侵袭与转移受多种基因／蛋白质、细胞因

子的调控［２］，涉及肿瘤细胞增殖、黏附、基膜和细胞外基质的降

解等。基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）是基质金属蛋白酶家族

（ＭＭＰｓ）中的重要蛋白水解酶，是ＦＯＸＯ３ａ众多下游调控蛋白

之一，具有破坏和裂解细胞外基质的作用，与肿瘤的侵袭和转

移密切相关［３４］。

本研究应用组织芯片技术结合免疫 组 化 方 法 检 测

ＦＯＸＯ３ａ与 ＭＭＰ９蛋白在结直肠癌组织和相应正常肠黏膜

组织中的表达，分析ＦＯＸＯ３ａ和 ＭＭＰ９蛋白与各临床病理特

征之间的关系及ＦＯＸＯ３ａ和 ＭＭＰ９的关系，以探讨ＦＯＸＯ３ａ

与 ＭＭＰ９蛋白在结直肠癌侵袭和转移过程中的意义。

１　材料与方法

１．１　材料 　收集徐州医学院附属医院２００８～２０１１年经手术

切除的结直肠癌组织存档蜡块７８例和相应正常肠黏膜组织

（距肿瘤组织５ｃｍ以上）存档蜡块６９例，所有病例的临床和病

理资料完整。其中男４０例，女３８例。年龄２２～８９岁，中位年

龄５０岁。根据ＡＪＣＣ临床分期：Ⅰ～Ⅱ期３７例，Ⅲ～Ⅳ期４１

５３重庆医学２０１４年１月第４３卷第１期
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例。所有患者术前均未行放疗、化疗以及其他针对肿瘤的特殊

治疗，术后病理检查均经两位病理医师诊断。

１．２　方法

１．２．１　组织芯片的制备　复查 ＨＥ染色切片，对代表性组织

位点进行标记，每个病例的癌组织和相应正常组织各选３个位

点，所使用组织芯片制备仪为Ａｌｐｈｅｌｙｓ公司产品 ＭＩＮＩＣＯＲＥ，

取样针直径１．０ｍｍ，组织芯间距２．０ｍｍ，设计１０×７点组织

列阵，含７０个位点，共制备组织芯片蜡块７个。组织阵列块在

５２℃恒温烤箱中加热融合，４℃冰箱存放备用。

１．２．２　免疫组化检测　兔抗人ＦＯＸＯ３ａ多克隆抗体、兔抗人

ＭＭＰ９多克隆抗体均购自美国ＣＳＴ（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏ

ｇｙ）公司，ＳＰ９０００检测试剂盒、ＤＡＢ显色试剂盒以及其他试

剂均购于北京中杉金桥公司。采用免疫组化ＳＰ法，按试剂盒

说明书进行，每批均设已知阳性切片做阳性对照，ＰＢＳ代替一

抗做阴性对照。

１．２．３　结果判定 　本实验中所有免疫组织化学染色结果均

用双盲法阅片，由两位有经验的病理医师分别作出判断。

ＦＯＸＯ３ａ蛋白免疫组化以细胞核呈现棕黄色颗粒为阳性，

ＭＭＰ９蛋白免疫组化以细胞质呈现棕黄色颗粒为阳性。每张

切片于４００倍光镜下随机取５个视野，每个视野计数１００个细

胞，（１）阳性细胞百分比计分：无为０分；１％～２５％为１分；

２６％～５０％为２分；５１％～７５％计为３分；７６％～１００％计为４

分；（２）着色强弱：无为０分；弱（淡黄色）为１分；中（棕黄色）为

２分；强（棕褐色）为３分。以（１）和（２）的乘积评分，≤３分者为

阴性，＞３分者为阳性。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行数据分析，

组间比较采用χ
２ 检验，相关性分析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关性

检验。以α＝０．０５作为检验水准，犘＜０．０５为差异具有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　ＦＯＸＯ３ａ和 ＭＭＰ９蛋白在正常肠黏膜组织和结直肠癌

组织中表达　ＦＯＸＯ３ａ蛋白阳性产物为棕黄色颗粒，定位于细

胞核。ＭＭＰ９蛋白阳性产物为棕黄色颗粒，定位于细胞质（图

１）。ＦＯＸＯ３ａ在结直肠癌组和正常肠黏膜组中的阳性表达率

分别为５７．６９％和９５．６９％，结直肠癌组ＦＯＸＯ３ａ的阳性表达

率明显低于正常肠黏膜组（犘＝０．０００）；ＭＭＰ９在结直肠癌组

和正常肠黏膜组中的阳性表达率分别为８５．９０％和１５．９４％，

结直肠癌组 ＭＭＰ９的阳性表达率明显高于正常肠黏膜组

（犘＝０．０００），见表１。

　　Ａ：ＦＯＸＯ３ａ蛋白在结直肠癌组织中的表达；Ｂ：ＦＯＸＯ３ａ蛋白在正常肠黏膜组织中的表达；Ｃ：ＭＭＰ９蛋白在结直肠癌组织中的表达；

Ｄ：ＭＭＰ９蛋白在正常肠黏膜组织中的表达。

图１　　ＦＯＸＯ３ａ和 ＭＭＰ９蛋白在结直肠癌组织和正常肠黏膜组织中的表达（ＳＰ法，×４００）

表１　　ＦＯＸＯ３ａ和 ＭＭＰ９蛋白在结直肠癌组织及

　　　正常肠黏膜组织中的表达

组别 狀
ＦＯＸＯ３ａ

＋（％） χ
２ 犘

ＭＭＰ９

＋（％） χ
２ 犘

正常组织

癌组织　

６９

７８

６６（９５．６５）

４５（５７．６９）
２８．５２９０．０００

１１（１５．９４）

６７（８５．９０）
７１．９３８０．０００

２．２　ＦＯＸＯ３ａ和 ＭＭＰ９蛋白在结直肠癌组织中的表达与患

者临床病理特征的关系　结直肠癌组织中，ＦＯＸＯ３ａ低表达和

ＭＭＰ９过表达与肿瘤浸润深度、分化程度、淋巴结转移以及临

床分期密切相关（犘＜０．０５），与患者的性别、年龄、肿瘤大小无

相关性（犘＞０．０５），见表２。

２．３　结直肠癌组织中ＦＯＸＯ３ａ与 ＭＭＰ９蛋白表达之间的

相关性　结直肠癌组织中ＦＯＸＯ３ａ与 ＭＭＰ９蛋白表达均为

阳性的有１９例，均为阴性的１０例。Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关性检

验显示结直肠癌组织中ＦＯＸＯ３ａ的表达与 ＭＭＰ９的表达呈

负相关（狉＝－０．２７２，犘＜０．０５），见表３。

表２　　ＦＯＸＯ３ａ和 ＭＭＰ９蛋白在结直肠癌组织中的表达与患者临床病理特征的关系

临床病理特征 狀
ＦＯＸＯ３ａ

＋（％） χ
２ 犘

ＭＭＰ９

＋（％） χ
２ 犘

性别

　男 ４０ ２０（５０．００） ０．４８９ ０．４８４ ２３（５７．５０） ０．００１ ０．９７２

　女 ３８ ２２（５７．８９） ２２（５７．８９）

年龄（岁）

　＜５６ ２４ １２（５０．００） ０．２０６ ０．６５０ １４（５８．３３） ０．００６ ０．９３９

　≥５６ ５４ ３０（５５．５６） ３１（５７．４１）

肿瘤直径（ｃｍ）

　＜５ ３７ ２０（５４．０５） ０．００１ ０．９７２ ２２（５９．４６） ０．０９０ ０．７６４

　≥５ ４１ ２２（５３．６６） ２３（５６．１０）
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续表２　　ＦＯＸＯ３ａ和 ＭＭＰ９蛋白在结直肠癌组织中的表达与患者临床病理特征的关系

临床病理特征 狀
ＦＯＸＯ３ａ

＋（％） χ
２ 犘

ＭＭＰ９

＋（％） χ
２ 犘

浸润深度

　 未达浆膜层 １９ １８（９４．７４） １６．９０ ０．０００ ５（２６．３２） １０．１３１ ０．００１

　 已达浆膜层 ５９ ２４（４０．６８） ４０（６７．８０）

分化程度

　高、中分化 ６８ ４０（５８．８２） ５．２８７ ０．０２１ ３６（５２．９４） ４．９０５ ０．０２７

　低分化 １０ ２（２０．００） ９（９０．００）

淋巴结转移

　无转移 ４０ ２８（７０．００） ８．６２１ ０．００３ １４（３５．００） １７．３２２ ０．０００

　有转移 ３８ １４（３６．８４） ３１（８１．５８）

临床分期

　Ⅰ期＋Ⅱ期 ３７ ２７（７２．９７） １０．３６２ ０．００１ １２（３２．４３） １８．４０１ ０．０００

　Ⅲ期＋Ⅳ期 ４１ １５（３６．５９） ３３（８０．４９）

表３　　结直肠癌组织中ＦＯＸＯ３ａ与 ＭＭＰ９蛋白

　　　表达之间的相关性

ＦＯＸＯ３ａ
ＭＭＰ９

－ ＋
狉 犘

－ １０ ２６

＋ ２３ １９ －０．２７２ ０．０１７

合计 ３３ ４５

３　讨　　论

叉头框蛋白（Ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘ，ＦＯＸ）转录因子家族是２０００

年被统一命名的蛋白家族。ＦＯＸＯ（ＦｏｒｋｈｅａｄｂｏｘＯ 亚家族）

蛋白作为其中研究最深入的亚家族，在调控机体生长发育、细

胞分化、代谢凋亡、信号转导、转录和免疫等方面发挥重要的生

物学功能［５］。近年来研究发现，ＦＯＸＯ转录因子还能通过调控

与细胞凋亡和细胞周期相关的众多下游效应分子（如ＴＲＡＩＬ、

Ｂｃｌ２等）来诱导细胞凋亡、抑制细胞周期、修复损伤的ＤＮＡ，

成为公认的肿瘤抑制物。ＦＯＸＯ３ａ是ＦＯＸＯ亚家族中的重要

成员，其磷酸化失活及亚细胞定位与肿瘤的发生密切相关。研

究证实，ＦＯＸＯ３ａ表达缺失在甲状腺癌
［６］、卵巢癌［７］、乳腺

癌［８］、尿路上皮癌［９］等多种肿瘤发生、发展过程中起到重要作

用，且与患者预后密切相关。Ｚｈａｎｇ等
［６］应用免疫荧光方法检

测到滤泡性甲状腺癌组织中ＦＯＸＯ３ａ表达失活，通过基因转

染使甲状腺癌细胞（ＦＴＣ１３３）中ＦＯＸＯ３ａ过表达后，能够显著

抑制肿瘤细胞的生长。早在２００４年，Ｈｕ等
［１］发现ＦＯＸＯ３ａ

功能失活的乳腺癌患者预后较差，更容易因发生肿瘤转移而死

亡，并因此推测ＦＯＸＯ３ａ可以抑制乳腺癌发展。本实验结果

显示ＦＯＸＯ３ａ在正常肠黏膜组织中的阳性表达率为９５．６９％，

明显高于癌组织中５７．６９％的阳性表达率，差异具有统计学意

义（犘＜０．０５），提示ＦＯＸＯ３ａ表达下调可能与结直肠癌的发生

密切相关。同时，ＦＯＸＯ３ａ表达下调与结直肠癌的浸润深度、

分化程度、淋巴结转移和临床分期有关，ＦＯＸＯ３ａ表达下降，结

直肠癌浸润深度增加，分化程度降低，出现淋巴结转移，临床分

期增高，提示ＦＯＸＯ３ａ具有抑制结直肠癌侵袭和转移的作用，

与上述文献报道均一致。

ＭＭＰ９是基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）家族中相对分子质量

最大的基质金属蛋白酶，是Ｒｅｐｏｎｅｎ和Ｓａｈｌｂｅｒｇ于１９９４年从

小鼠胚胎中的破骨细胞内发现的，其基本结构包括 Ｎ末端肽

区、信号肽区、ｃ末端血红素缩合蛋白样区、催化团区和锁链

区，基因定位于人１６号染色体。依据发现的先后顺序将

ＭＭＰ９命名为基质金属蛋白酶９。Ｃｈｉａｎｇ等
［１３］研究表明，肿

瘤侵袭转移的能力与其产生或诱导产生 ＭＭＰ的能力呈正相

关，因此 ＭＭＰ在肿瘤浸润转移中的作用日益受到重视，

ＭＭＰ９为其中重要的一类。它是一类Ｚｎ２＋依赖的细胞外蛋

白水解酶，可降解细胞外基质，促进肿瘤细胞的侵袭和转

移［１０１２］。本研究显示，ＭＭＰ９在结直肠癌中的表达明显高于

正常肠黏膜组织，分析癌组织中 ＭＭＰ９表达与结直肠癌各临

床病理特征的关系发现，ＭＭＰ９阳性表达与结直肠癌的浸润

深度、分化程度、淋巴结转移和临床分期密切相关（犘＜０．０５），

ＭＭＰ９在有淋巴结转移组的表达明显高于无淋巴结转移组，

ＭＭＰ９表达越高，肿瘤浸润越深、分化越低、分期越高。

ＦＯＸＯ３ａ与 ＭＭＰ９在肿瘤的侵袭与转移过程中有较多

联系。ＦＯＸＯ３ａ在 乳 腺 癌 细 胞 （ＭＤＡＭＢ２３１）中 有 激 活

ＭＭＰ９的作用，Ｓｔｏｒｚ等
［１４］证实，ＦＯＸＯ３ａ能够通过调节转录

因子ＳＭＡＤ３／４或者肿瘤坏死因子κＢ（ＮＦκＢ），间接激活

ＭＭＰ９进而促进乳腺癌的转移。而Ｓｕｔｈａｋａｒ等
［１５］发现，在前

列腺癌中ＦＯＸＯ３ａ可以通过促进肿瘤坏死因子相关凋亡诱导

配体（ＴＲＡＩＬ）的表达来抑制 ＭＭＰ９的激活进而发挥抑癌作

用。作者对结直肠癌临床病理组织学标本进行了初步研究，发

现结直肠癌组织中ＦＯＸＯ３ａ的表达与 ＭＭＰ９的表达呈负相

关（狉＝－０．２７２，犘＜０．０５），说明二者在肿瘤的发生、发展，浸

润转移中可能存在一定的内在联系性，或者相互拮抗的作用。

ＦＯＸＯ３ａ表达越低、ＭＭＰ９表达越高，结直肠癌的分化程度越

低，越容易发生淋巴结转移。ＦＯＸＯ３ａ与 ＭＭＰ９在不同肿瘤

组织中表现出不同的作用机制和关系，可能在不同肿瘤发生、

发展过程中，涉及不同癌基因的突变或激活、抑癌基因的丢失

或失活及凋亡调节机制的紊乱等，在此过程中 ＦＯＸＯ３ａ与

ＭＭＰ９的相互作用机制较为复杂
［１６］。

综上所述，ＦＯＸＯ３ａ表达下调和 ＭＭＰ９表达增高在结直

肠癌发生、侵袭和转移过程中起到重要作用，联合检测

ＦＯＸＯ３ａ和 ＭＭＰ９的表达可能为结直肠癌分化程度、转移潜

能、临床分期提供重要依据，初步探讨ＦＯＸＯ３ａ与 ＭＭＰ９的

相关性将为进一步了解ＦＯＸＯ３ａ抑制结直肠癌发生、发展的

作用机制打下基础。
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一步进展，从而尽早、有效的预防中青年缺血性脑卒中的发生，

降低其发病率，促进中医“治未病”理论的进一步发展，对脑卒

中日益年轻化的我国社会具有重要的社会经济意义。
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