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ESM鄄1 和 MMP鄄3 表达与肝癌侵袭转移的关系

贺摇 军,丁成明,贺更生,黄秋林

(南华大学附属第一医院普外科, 湖南 衡阳 421001)

摘摇 要:摇 目的摇 探讨内皮细胞特异性分子鄄1(ESM鄄1)和基质金属蛋白酶鄄3(MMP鄄3)表达与肝细胞癌(HCC)
侵袭转移的关系。 摇 方法摇 应用免疫组织化学方法与图像分析系统检测 ESM鄄1 和 MMP鄄3 在 40 例 HCC 组织(实

验组)及 15 例肝内胆管结石患者肝组织(对照组)的表达水平;分析 HCC 组织中 ESM鄄1、MMP鄄3 的表达与临床病理

特征的关系及两者之间表达水平的相关性。 摇 结果摇 ESM鄄1、MMP鄄3 在 HCC 组织中均高水平表达,对照组未见阳

性表达,实验组与对照组间表达差异均有显著性(P < 0. 05);ESM鄄1 在 HCC 组织中的表达与甲胎蛋白含量、肝硬

化、肿瘤大小、分化程度、门静脉侵犯及 TNM 分期有关(P < 0. 05);MMP鄄3 在 HCC 组织中的表达与门静脉侵犯、
HBV 感染、肿瘤大小、分化程度及 TNM 分期有关(P < 0. 05);ESM鄄1 与 MMP鄄3 在 HCC 组织中的表达呈正相关( r =
0. 641,P < 0. 05)。 摇 结论摇 检测 ESM鄄1、MMP鄄3 在 HCC 中的表达可能有助于对 HCC 侵袭和转移的评估。
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Relationship Between Expression of ESM鄄1 and MMP鄄3 and Invasion
and Metastasis of Human Hepatocellular Carcinoma
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Abstract:摇 Objective摇 To explore the relationship between expression of ESM鄄1 and MMP鄄3 and invasion and me鄄
tastasis of human hepatocellular carcinoma (HCC). 摇 Methods摇 The expression levels of ESM鄄1 and MMP鄄3 in 40 speci鄄
mens with HCC (test group) and 15 specimens of liver tissue of intrahepatic bile duct stone (control group) were detected
by immunohistochemistry and an image鄄analysis system. The relativity between the expression of ESM鄄1 and MMP鄄3 and
clinicopathologic features and the correlation between the expression of ESM鄄1 and MMP鄄3 were analysed. 摇 Results 摇
ESM鄄1,MMP鄄3were expressed at high level in all 40 specimens, but not expressed in liver tissues of 15 specimens with in鄄
trahepatic bile duct stone. There was significant difference of expression of ESM鄄1and MMP鄄3 between test group and con鄄
trol group (P < 0. 05). The expression of ESM鄄1 in HCC tissues was positively correlated with the level of preoperative ser鄄
um alpha鄄fetoprotein (AFP), cirrhosis, tumor size, the histological differentiation, venous invasion and TNM stage (P <
0. 05). The expression of MMP鄄3 was positively correlated with the HBV infection, tumor size, venous invasion, histologi鄄
cal differentiation and TNM stage (P < 0. 05). The mean gray scale of ESM鄄1 was positively correlated with that of MMP鄄
3 ( r = 0. 641,P < 0. 05). 摇 Conclusions摇 ESM鄄1 and MMP鄄3 may be used as the new useful predictors of invasion and
metastasis in patients with HCC.

Key words: 摇 hepatocellular carcinoma; 摇 endothelial cell specific molecule鄄1; 摇 matrix metalloproteinase 鄄3; 摇
tumour invasion and metastasis

摇 摇 研究表明,新生血管在肝细胞癌(hepatocellular
carcinoma, HCC)的发生、侵袭和转移中起关键的作

用,新生血管不仅提供肿瘤生长所需营养, 排除代

谢产物, 而且也是癌细胞播散的途径[1]。 内皮细胞
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特异性分子鄄1 ( endothelial cell specific molecule鄄1,
ESM鄄1)是一种可溶性糖蛋白,大量研究显示其具有

非常广泛的生物学活性,可能通过多种信号传导途

径参与肿瘤细胞免疫和肿瘤血管生成,与肿瘤发生

及侵袭转移密切相关[2]。 基质金属蛋白酶鄄3(matrix
metalloproteinase 鄄3, MMP鄄3)又称为基质分解素鄄1,
为 MMPs 中最重要的一种,MMP鄄3 不仅与肿瘤的生

长有关,而且可以破坏基底膜,促使肿瘤的侵袭转移

和血管生成[3]。 既然 ESM鄄1、MMP鄄3 均有促进肿瘤

血管生成、参与肿瘤侵袭转移作用,那么其在 HCC
中表达情况如何呢? 目前国内外对此研究甚少。 本

实验将应用免疫组织化学法分析 HCC 组织中 ESM鄄
1、MMP鄄3 的表达与临床病理特征的关系及两者之

间表达水平的相关性,探讨 ESM鄄1、MMP鄄3 在 HCC
侵袭转移中的作用。

1摇 资料与方法

1. 1摇 一般资料

实验组:收集南华大学第一附属医院肝胆胰外

科和湖南省人民医院肝胆外科 2010 年 2 月 ~ 10 月

40 例 HCC 初治患者,均行手术治疗,术前均未行栓

塞化疗、放疗、射频消融、无水酒精注射等治疗,取其

癌灶组织为实验组标本,并收集其完整的临床、病理

资料:平均年龄 51. 0 岁(20 ~ 84 岁);男性 36 例,女
性 4 例;HBV 阳性者 26 例,HBV 阴性者 14 例;甲胎

蛋白(AFP)逸400 ng / mL 者 27 例,AFP < 400 ng / mL
者 13 例;合并肝硬化 21 例,未合并肝硬化者 19 例;
肿瘤直径逸5 cm 者 24 例,肿瘤直径 < 5 cm 者 16
例;高分化腺癌 12 例,中分化腺癌 17 例,低分化腺

癌 11 例;TNM 分期中玉 ~ 域期 18 例,芋 ~ 郁期 22
例;合并门静脉侵犯者 7 例,无门静脉侵犯 33 例。

对照组:收集上述医院同期 15 例肝内胆管结石

患者手术切除肝组织标本为对照组。
1. 2摇 主要试剂

鼠抗人 ESM鄄1 单克隆抗体购自英国 Abcam 公

司;兔抗人 MMP鄄3 单克隆抗体、第二代即用型免疫

组织化学 ElivisionTM Plus 广谱试剂盒与 DAB 染色试

剂盒均购自武汉博士德生物技术有限公司。
1. 3摇 免疫组织化学检测

标本石蜡切片进行脱蜡和水化处理;3%过氧化

氢溶液浸泡 15 min;蒸馏水冲洗,PBS 浸泡 5 min;抗
原修复加 50 滋L 的第一抗体(ESM鄄1摇 1 颐 300,MMP鄄

3摇 1 颐 00),4 益过夜;复温 30 min,PBS 冲洗。 加 50
滋L 第二代即用型免疫组化 ElivisionTMPlus 广谱试剂

盒试剂 A(聚合物增强剂),37 益孵育 20 min,PBS
冲洗;滴加第二代即用型免疫组化 ElivisionTMPlus 广

谱试剂盒试剂 B(辣根酶标记羊抗兔 /鼠 IgG 多聚

物),室温下孵育 30 min,PBS 冲洗;DAB 显色、苏木

精复染、脱水、透明、中性树胶封片。 结果判定:以细

胞质、血管内皮细胞出现黄色或棕黄色颗粒为阳性。
由图像处理软件进行分析计算平均灰度值。
1. 4摇 统计方法

用 SPSS 13. 0 软件,所有数据以 x 依 s 表示。 两

组间比较采用单因素方差分析;双变量计量资料的

相关性分析用 Pearson 相关检验。 以 P < 0. 05 表示

差异有统计学意义。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 ESM鄄1、MMP鄄3 在不同肝组织中的表达水平

从图 1 可见,ESM鄄1、MMP鄄3 在 HCC 癌细胞中

均呈阳性表达,阳性信号主要定位于胞质,部分定位

于血管内皮细胞。 对照组肝细胞均未见阳性表达。
从表 1 可见,ESM鄄1、MMP鄄3 在 HCC 组织中表达平

均灰度值明显低于对照组肝组织,差异有统计学意

义(P < 0. 05)。

表 1摇 ESM鄄1、MMP鄄3 在 HCC 与对照组肝组织表达水平的

比较

Table 1摇 Expression levels of ESM鄄1 and MMP鄄3 in HCC
tissue and control liver tissue

组别 n ESM鄄1 灰度值 MMP鄄3 灰度值

HCC 组 40 105. 03 依 2. 58a 103. 00 依 2. 02a

对照组 15 184. 27 依 3. 13 164. 90 依 3. 88

摇 摇 a:与对照组比较,P < 0郾 05

2. 2 摇 HCC 组织中 ESM鄄1、MMP鄄3 的表达水平与临

床病理特征的关系

ESM鄄1 在 HCC 组织中的表达与年龄、性别、
HBV 感染无关(P > 0. 05),与 AFP 含量、肝硬化、分
化程度、门静脉侵犯、肿瘤大小、TNM 分期有关(P <
0. 05);MMP鄄3 在 HCC 组织中的表达与年龄、性别、
AFP 含量、肝硬化无关(P > 0. 05),与 HBV 感染、门
静脉的侵犯、肿瘤大小、分化程度、TNM 分期有关(P
< 0. 05)(表 2)。
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图 1摇 ESM鄄1、MMP鄄3 在不同肝组织中的表达水平( 伊400) 摇 A: ESM鄄1 在 HCC 组织中阳性表达;B:ESM鄄1 在 HCC 血管内皮细胞中阳

性表达;C:ESM鄄1 在对照组肝组织中阴性表达;D:MMP鄄3 在 HCC 组织中阳性表达;E:MMP鄄3 在 HCC 血管内皮细胞中阳性表达;F:MMP鄄3 在对

照组肝组织中阴性表达

Fig. 1摇 Theexpression level of ESM鄄1, MMP鄄3 in different liver tissue ( 伊400)

表 2摇 HCC 组织中 ESM鄄1、MMP鄄3 表达水平及其与临床病理特征的关系

Table 2摇 Relationship between expression levels of ESM鄄1 and MMP鄄3 in HCC tissue and clinical pathological features

临床病理特征 n ESM鄄1 灰度值 P MMP鄄3 灰度值 P

年龄(岁) 逸60 10 104. 70 依 2. 67

< 60 30 105. 13 依 2. 58
0. 651

102. 60 依 2. 01

103. 30 依 2. 02
0. 348

性别 男 36 105. 00 依 2. 68

女 4 105. 25 依 1. 50
0. 857

03. 11 依 2. 11

103. 25 依 0. 96
0. 898

HBV 阳性 26 104. 54 依 2. 58

阴性 14 105. 93 依 2. 40
0. 104

102. 65 依 1. 74

104. 00 依 2. 25
0. 042

AFP(ng / mL) 逸400 27 104. 44 依 2. 34

< 400 13 106. 23 依 2. 71
0. 038

102. 74 依 1. 87

103. 92 依 2. 14
0. 082

肝硬化 有 21 104. 05 依 2. 69

无 19 106. 11 依 2. 00
0. 01

102. 57 依 2. 11

103. 74 依 1. 76
0. 067

肿瘤大小 逸5 cm 24 105. 20 依 2. 96

< 5 cm 16 102. 75 依 1. 91
0. 000

103. 96 依 2. 10

101. 88 依 1. 02
0. 001

分化程度 高分化 12 107. 92 依 1. 44 0. 000a 104. 58 依 1. 62 0. 039a

中分化 17 104. 71 依 1. 65 103. 29 依 1. 86

低分化 11 102. 36 依 1. 12 0. 000b 101. 27 依 1. 01 0. 002b

门静脉侵犯 有 7 103. 28 依 2. 06

无 33 105. 39 依 2. 55
0. 048

102. 57 依 1. 62

105. 24 依 2. 09
0. 022

TNM 分期 玉、域 25 106. 28 依 2. 26

芋、郁 15 102. 93 依 1. 49
0. 000

103. 96 依 1. 97

101. 73 依 1. 16
0. 000

摇 摇 a:高分化与中分化比较;b:中分化与低分化比较
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2. 3摇 HCC 组织中 MMP鄄3、ESM鄄1 表达的相互关系

ESM鄄1、MMP鄄3 在 HCC 癌细胞中表达的相关系

数 r = 0. 641,P < 0. 05,即两者呈正相关,且具有统

计学意义(见图 2)。

图 2 摇 HCC 组织中 ESM鄄1 与 MMP鄄3 拟合曲线图 摇 r =
0郾 641, P < 0. 05

Fig. 2摇 Fitting curve of ESM鄄1and MMP鄄3 in HCC tissue

3摇 讨摇 摇 论

绝大多数肿瘤的恶性程度都是与肿瘤组织血管

的丰富程度呈正相关,高侵袭性肿瘤是以丰富的血

管形成为标志[4]。 文献[5]资料显示,ESM鄄1 可作

为血管内皮细胞新生的标记物,与血管生成标志物

血管内皮生成因子(VEGF)关系密切,后者通过 3鄄
磷酸肌醇激酶(PI3K)鄄Akt 信号通路调节 ESM鄄1 的

表达,ESM鄄1 通过旁分泌的方式作用于肿瘤细胞。
本实验通过免疫组织化学法显示 ESM鄄l 阳性表达部

分定位于微血管内皮细胞中,提示 ESM鄄1 与肿瘤血

管密切相关。 本实验还发现,ESM鄄1 在 HCC 中的表

达:AFP逸400 ng / mL 组表达强度明显大于 AFP <
400 ng / mL 组,有肝硬化组表达强度明显大于无肝

硬化组,肿瘤大小逸5. 0 cm 组表达强度明显大于肿

瘤大小 < 5. 0 cm 组,低分化腺癌组表达强度明显大

于高分化腺癌组、中分化腺癌组,有门静脉侵犯组表

达强度明显大于无门静脉侵犯组,TNM 芋、郁组表

达强度明显大于 TNM 玉、域组。 由此推测:HCC 组

织中 ESM鄄1 表达与 AFP 阳性强度、肝硬化、门静脉

侵犯、分化程度、TNM 分期有关(P 均 < 0. 05),这与

L鄄Y Chen 等[6]的研究基本一致,提示 ESM鄄1 表达与

HCC 侵袭转移密切相关。
许多研究已经表明 MMPs 可以促进肿瘤的侵袭

转移及血管生成[3]。 MMP鄄3 又称为基质分解素鄄1,
是 MMPs 中最为重要的一种。 本实验得出,MMP鄄3
在 HCC 组织中呈阳性表达,在对照组中呈阴性表

达,主要分布在 HCC 细胞的细胞质中和细胞膜上,
血管内皮细胞中也有表达,提示 MMP鄄3 可能与 HCC
的发生、血管生成密切相关。 本实验还得出,MMP鄄3
在 HCC 中的表达 HBV 阳性组表达强度明显大于

HBV 阴性组,肿瘤大小逸5. 0 cm 组表达强度明显大

于肿瘤大小 < 5. 0 cm 组,低分化腺癌组表达强度明

显大于高分化腺癌组、中分化腺癌组,有门静脉侵犯

组表达强度明显大于无门静脉侵犯组,TNM 芋、郁
组表达强度明显大于 TNM 玉、域组。 由此推测:
HCC 中 MMP鄄3 的表达与 HCC 的 TNM 分期、肿瘤大

小、HBV 感染有关,此结果与 Okamoto 等[7] 研究结

果相近。
本实验分析 HCC 组织中 ESM 鄄1 与 MMP鄄3 表

达水平之间的相互关系,表明 HCC 组织中 ESM鄄1
与 MMP 鄄3 表达呈正相关( r = 0. 641,P < 0. 05),提
示 ESM鄄1、MMP鄄3 在 HCC 的侵袭、转移中密切相关

甚至两者在 HCC 中表达强度可能具有协同作用。
本实验显示 ESM鄄1、MMP鄄3 在 HCC 组织中表达均与

年龄、性别无关,均与分化程度、TNM 分期有关等一

致性现象,亦提示 HCC 组织中 ESM鄄1、MMP鄄3 两者

之间具有密切的关系,提示在 HCC 的侵袭和转移

中,ESM鄄1、MMP鄄3 之间具有密切的内在联系,甚至

两者在 HCC 的侵袭转移过程中可能起着协同作用。
在 HCC 的发生及侵袭转移过程中,是否由于

ESM鄄1 蛋白大量生成,从而促进 MMP鄄3 转录活性升

高,进而两者协同作用刺激肿瘤新生血管的形成及

促进 HCC 的侵袭与转移,亦或由于 MMP鄄3 转录活

性升高,引起 ESM鄄1 蛋白分泌增加,进而两者协同

作用刺激肿瘤血管形成及促进 HCC 的侵袭与转移,
目前尚不明确,但由本实验可推断出在,HCC 的侵

袭和转移中 ESM鄄1、MMP鄄3 之间具有密切的内在联

系。 其相关性的确切机制目前尚不清楚,相关机制

可能为:金属基质蛋白酶的启动子中有与转录因子

Ets 基序(EMS鄄1 基因启动子中的一段基序)相结合

的部位[8],MMP鄄3 可能通过其启动子与 Ets 结合,促
进 ESM鄄1 的分泌,共同参与 HCC 血管生成、侵袭和

转移;另外有学者认为 MMP鄄3 可能通过其自身的反

式作 用 因 子 AMF / PGI 激 活 3鄄磷 酸 肌 醇 激 酶

(PI3K)鄄Akt 信号转导途径来诱导肝癌细胞的侵袭

转移[9],ESM鄄1 的表达同样与 PI3K鄄Akt 信号转导途
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径密切相关。 因此推测 ESM鄄1、MMP鄄3 在 HCC 中表

达水平的协同作用还可能与 PI3K鄄Akt 信号通路

有关。
总之,联合检测 ESM 鄄1 和 MMP鄄3 的表达水平

可能有助于对 HCC 的侵袭转移危险程度的正确评

估,进而可能有助于对 HCC 患者术后预后情况如术

后 5 年生存率、术后转移危险程度等进行预测和评

估。 下一步将通过扩大 HCC 样本数量、RT鄄PCR 技

术定量分析 HCC 组织中 ESM鄄1 及 MMP鄄3 的表达水

平、对 HCC 患者行术后随访等方法行进一步研究,
以期得出更为精确的结论。
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