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Abstract
AIM
To analyze the value of matrix metalloproteinase-9 
(MMP9) and secreted protein acidic and rich in 

cysteine (SPARC) in evaluating disease condition and 
prognosis of primary liver cancer. 

METHODS
Fifty-four patients with primary liver cancer who 
underwent surgery at Ninghai Traditional Chinese 
Medicine Hospital from April 2012 to April 2014 were 
selected as a study group, and 25 tumor adjacent liver 
tissues were selected as a control group. The expression 
of MMP9 and SPARC in liver cancer and tumor adjacent 
liver tissues was detected by immunohistochemical 
staining. The difference in MMP9 and SPARC expression 
between primary liver cancer tissues and tumor adjacent 
liver tissues was analyzed, and the relationship between 
MMP9 and SPARC expression and clinicopathologic 
features and prognosis was also explored. 

RESULTS
The strong positive rates and scores of MMP9 and 
SPARC expression in liver cancer tissues were 
significantly higher than those in tumor adjacent liver 
tissues (P < 0.05). MMP9 and SPARC expression was 
significantly correlated with T stage, N stage, AJCC 
stage, and tumor differentiation in liver cancer tissues 
(P < 0.05). Univariate analysis showed that strong 
MMP9 and SPARC expression, T stage, N stage, 
and AJCC stage were independent risk factors for 
overall survival (OS) and disease-free survival (DFS) 
in patients with liver cancer (P < 0.05). Multifactor 
analysis showed that strong MMP9 and SPARC 
expression were risk factors for OS and DFS in patients 
with liver cancer (P < 0.05). 

CONCLUSION
The expression of MMP9 and SPARC in primary liver 
cancer tissues is significantly high, and is significantly 
correlated with T stage, N stage, AJCC stage, and tumor 
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differentiation. Strong MMP9 and SPARC expression 
are risk factors for OS and DFS in liver cancer, which 
may provide help for the evaluation of disease condition 
and prognosis of primary liver cancer. 

© The Author(s) 2018. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

Key Words: Matrix metalloproteinase-9; Secreted protein 
acidic and rich in cysteine; Primary liver cancer; Prognosis

Yang JC. Value of matrix metalloproteinase-9 and secreted 
protein acidic and rich in cysteine in evaluation of severity 
and prognosis of primary liver cancer. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi 2018; 26(17): 1036-1043  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/full/v26/i17/1036.htm  DOI: http://dx.doi.
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摘要
目的
探讨基质金属蛋白酶-9(matrix metalloproteinases-9, 
MMP9)、富含半胱氨酸的酸性分泌蛋白(secreted 
protein acidic and rich in cysteine, SPARC)在原发性
肝癌病情和预后评估中的价值. 

方法
选取2012-04/2014-04在宁海县中医医院进行手术的
54例原发性肝癌患者作为研究组, 其中25例癌旁肝
组织作为对照组, 利用免疫组织化学染色法检测两
组研究对象中MMP9、SPARC的表达, 分析原发性
肝癌组织和癌旁肝组织中MMP9、SPARC表达的差
异, 并分析其表达与临床病理特征和预后的关系. 

结果
MMP9、SPARC在肝癌组织中表达的强阳性率和
评分均显著高于癌旁肝组织(P <0.05). MMP9的表
达在原发性肝癌组织不同T分期、N分期、AJCC
分期和分化程度的表达中具有统计学差异(P <0.05). 
SPARC的表达在原发性肝癌组织不同T分期、N分
期、A J C C分期和肿瘤分化程度的表达中具有统
计学差异(P <0.05). 单因素分析结果显示, MMP9、
SPARC强阳性表达及T分期、N分期、AJCC分期均
是影响肝癌患者总生存期(overall survival, OS)和无
病生存期(disease-free survival, DFS)的独立预后因素
(P <0.05). 多因素分析结果显示, MMP9、SPARC强
阳性表达是肝癌患者OS和DFS的预后因素(P<0.05). 

结论
MMP9、SPARC在肝癌组织中表达明显较高, 且在
不同T分期、N分期、AJCC分期和肿瘤分化程度的
肝癌组织中具有差异. MMP9、SPARC强阳性表达
是影响肝癌患者OS和DFS的预后因素, 可能为肝癌
严重程度和预后评估提供帮助. 

© The Author(s) 2018. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

关键词: 基质金属蛋白酶-9; 富含半胱氨酸的酸性分泌蛋

白; 原发性肝癌; 预后

核心提要: 原发性肝癌是全球高发的恶性肿瘤, 然而, 目
前缺乏敏感的病情严重程度和预后判断指标. 本研究旨

在探索基质金属蛋白酶-9、富含半胱氨酸的酸性分泌

蛋白在原发性肝癌病情严重程度和预后判断中的作用, 
为肝癌患者病情和预后评估提供帮助. 

杨建村. 基质金属蛋白酶-9、富含半胱氨酸的酸性分泌蛋白检测在原

发性肝癌严重程度和预后评估中的价值分析. 世界华人消化杂志 2018; 

26(17): 1036-1043  URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/full/v26/
i17/1036.htm  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v26.i17.1036

0  引言

原发性肝癌是全球范围内消化系统高发的恶性肿瘤, 
是男性第五常见的恶性肿瘤、女性第九常见的恶性

肿瘤, 全球每年约有50万-100万例新发肝癌[1]. 在我

国, 肝癌发病率位居第四位, 死亡率位居第三位[2], 严
重威胁着人们的健康. 肝癌患者首选肝切除或肝移

植治疗, 然而, 大部分肝癌患者就诊时已属晚期, 仅有

9%-27%的患者可进行手术治疗, 肝源的缺乏也极大的

限制了肝移植的可行性[3,4]. 肿瘤的生长、浸润、转移

是患者死亡的重要原因[5-7]. 基质金属蛋白酶-9(matrix 
metalloproteinases-9, MMP9)是一种重要的基质金属蛋

白酶, 可以降解细胞外基质和基质膜成分[8,9]. 富含半胱

氨酸的酸性分泌蛋白(secreted protein acidic and rich in 
cysteine, SPARC)是一种钙结合糖蛋白, 属于基质细胞

蛋白家族, 在肿瘤细胞中能够抑制细胞粘附、促进肿

瘤细胞增殖、侵袭和转移等[10-12]. 建立肝癌复发预测模

型, 有利于为肝癌患者病情和预后评估提供帮助, 并为

术后辅助治疗提供决策基础. 本研究将探索MMP9和
SPARC在原发性肝癌病情和预后评估中的价值, 并为

术后辅助治疗提供理论帮助. 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 在2012-04/2014-04, 收集于宁海县中医医院普

外科进行肝癌切除术的54例原发性肝癌患者术后组织

标本作为研究组, 其中25例癌旁肝组织(均距离肿瘤边

缘大于2 cm的组织)标本作为对照组. 所有组织病理类

型均经两位具有10年以上工作经历的病理科专家确诊. 
原发性肝癌患者中肝细胞癌24例, 胆管细胞癌24例, 混
合型肝细胞-胆管细胞癌6例. 其中研究组男36例, 女18
例, 年龄42-74岁, 平均年龄61.54岁±10.69岁. 对照组男
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17例, 女8例, 年龄40-72岁, 平均年龄60.83岁±10.21岁. 
两组一般资料匹配良好(P＞0.05), 具有可比性. 

纳入和排除标准. 纳入标准: (1)肿瘤的原发部位

为肝脏且均为R0切除; (2)正常肝组织经病理切片证

实; (3)临床病理信息和随访信息完整; (4)术前未接受

过放疗、化疗、射频消融治疗等其他治疗方式. 排除

标准: (1)非原发性肝癌; (2)失访者. 
1.2 方法 利用免疫组织化学染色(immohistochemistry, 
IHC)检测MMP9和SPARC在原发性肝癌组织中的表

达: (1)切片首先置于60 ℃烘箱2 h脱蜡; (2)脱蜡和水

化: 将组织芯片依次经二甲苯、二甲苯、100%乙醇、

100%乙醇、95%乙醇、85%乙醇、75%乙醇分别15 
min、15 min、7 min、7 min、5 min、5 min、5 min 
进行脱蜡和水化, 然后置于蒸馏水中浸泡5 min; (3)抗
原修复: 将1L柠檬酸钠缓冲液(pH6.0)置于不锈钢高压

锅中加热煮沸; 将切片转移到切片架上, 浸泡于煮沸的

柠檬酸钠缓冲液中4 min; 随后打开高压锅锅盖, 冷却

至室温. (4)使用PBS 在摇床上洗涤3次, 每次5 min; (5)
封闭: 采用3%过氧化氢溶液在室温、避光的条件下封

闭组织芯片10 min; 然后用PBS在摇床上洗涤3次, 每
次5 min; (6)一抗孵育: 按一定比例稀释抗体, 滴加足量

的抗MMP9(1:1000, Abcam, 美国)、抗SPARC(1:1000, 

表  1  MMP9、SPARC在肝癌组织和癌旁肝组织中的表达 n (%)

     
组织 n

MMP9 SPARC

强阳性 评分 (mean±SD) 强阳性 评分 (mean±SD)

肝癌 54 30 (55.56) 7.74 ± 3.79 31 (57.41) 7.35 ± 3.37

癌旁 25   5 (20.00) 3.02 ± 2.54  4 (16.00) 2.92 ± 2.24

t /χ2 8.76 6.52 11.87 6.91

P   0.003 <0.001       0.0006 <0.001

MMP9: 基质金属蛋白酶-9; SPARC: 富含半胱氨酸的酸性分泌蛋白.

表  2  MMP9表达与肝癌患者临床病理特征之间的关系(n  = 54)

     
参数 n

MMP9表达
χ2 P

阴性 弱阳性 强阳性

年龄

   <65 24 3   7 14
0.73 0.63

  ≥65 30 6   7 17

性别

   男 38 5   7 26
  2.859   0.239

   女 16 4   5   7

T分期

   T2+T3 26 5 10 11
  9.597   0.008

   T4 28 4   2 22

N分期

   N0 23 1 12 10
12.460   0.002

   N1 31 4   3 24

AJCC分期

  Ⅰ+Ⅱ 17 4   6   7
6.61   0.037

  Ⅲ+Ⅳ 37 5   4 28

分化

   高分化   3 3   0   0
  9.356   0.003

   中低分化 51 6 13 32

肿瘤大小

  ≤3 cm 23 4   2 17
  4.774   0.092

   >3 cm 31 5 10 16

MMP9: 基质金属蛋白酶-9; AJCC: 美国癌症联合会.
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Abcam, 美国)抗体于切片上, 置于湿盒中4 ℃孵育过

夜; (7)取出湿盒, 复温30 min, 然后用PBS 在摇床上洗

涤3 次, 每次5 min; (8)二抗孵育: 配制抗兔的二抗, 滴
加足量的于切片上, 室温下孵育1 h. 然后用PBS 在摇

床上洗涤3 次, 每次5 min; (9)DAB显色: 滴加DAB溶液

于组织芯片上, 镜下观察染色程度, 采用蒸馏水终止

染色; (10)苏木素复染5 min, 蒸馏水冲洗5 min; (11)盐
酸乙醇分化3 s, 流水返蓝20 min; (12)脱水、封片: 将
组织芯片依次经75%乙醇、95%乙醇、100%乙醇、二

甲苯、二甲苯分别5 min、5 min、5 min、15 min、15 
min 进行脱水; 风干后用中性树胶封片, 然后置于显微

镜下观察. 
1.3 IHC染色评分标准 IHC染色结果由两位具有10 年
以上工作经历的病理科专家进行判定, 依据染色强度

以及染色范围进行评分. 染色强度评分标准: 无染色为

0分, 淡黄色为1分, 棕黄色为2分, 棕褐色为3分. 染色范

围评分标准: 0%-10%, 0分; 10%-25%, 1分; 26%-50%, 2
分; 51%-75%, 3分; 76%-100%, 4分. 最终得分为染色强

度和染色范围得分的乘积, 0-3分为阴性, 4-6分为弱阳

性, 8-12分为强阳性. 
1.4 分析指标 比较MMP9、SPARC在肝癌组织和癌旁

肝组织中的表达, 分析MMP9、SPARC的表达与肝癌

患者临床病理特征的关系, 分析MMP9、SPARC的表

达对肝癌患者总生存期(overall survival, OS)和无病生

存期(disease-free survival, DFS)的影响. 
统计学处理 使用SPSS20.0统计软件对本研究数

据进行分析, 计量资料表示方法为mean±SD, 采用t检
验; 计数资料以百分率表示, 采用χ2检验. 采用Kaplan-
Meier法和COX回归分析进行生存分析, Log-rank检验

两者差异性. 当P <0.05时差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 MMP9、SPARC在肝癌组织和癌旁肝组织中的

表达 MMP9、SPARC在肝癌组织中强阳性表达率为

55.56%、57.41%, 均显著高于癌旁肝组织中强阳性表达

率, 差异有统计学意义, P<0.05. MMP9、SPARC在肝癌

组织中表达的评分均显著高于癌旁肝组织中表达的评

分, 差异有统计学意义, P<0.05(表1). 
2.2 MMP9、SPARC的表达与肝癌患者临床病理特征

的关系 MMP9的表达在不同T分期、N分期、AJCC分
期和分化程度的肝癌组织中具有统计学差异, P <0.05. 
SPARC的表达在不同T分期、N分期、AJCC分期和肿

表  3  SPARC表达与肝癌患者临床病理特征之间的关系 (n  = 54)

     
参数 n

SPARC表达
χ2 P

阴性 弱阳性 强阳性

年龄 5.78 0.055

   <65 24 3   3 18

  ≥65 30 6 11 13

性别   0.071 0.965

   男 38 6 10 22

   女 16 3   4   9

T分期 10.400 0.006

   T2+T3 26 8   8 10

   T4 28 1   6 21

N分期 10.157 0.006

   N0 23 8   5 10

   N1 31 1   9 21

AJCC分期 10.015 0.004

  Ⅰ+Ⅱ 17 8   3   6

  Ⅲ+Ⅳ 37 3   9 25

分化 13.248 0.001

   高分化 22 7   9   6

   中低分化 32 2   6 24

肿瘤大小   0.279 0.870

  ≤3 cm 23 5   5 13

   >3 cm 31 5   7 19

SPARC: 富含半胱氨酸的酸性分泌蛋白; AJCC: 美国癌症联合会.
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瘤分化程度的肝癌组织中具有统计学差异, P <0.05(表
2和3). 
2.3 MMP9、SPARC的表达对肝癌患者OS和DFS的影

响 单因素分析结果显示, MMP9、SPARC表达强阳性

及高T分期、N分期、AJCC分期均是影响肝癌患者OS
和DFS的独立预后因素, P <0.05. 多因素分析结果显示, 
MMP9、SPARC表达强阳性是影响肝癌患者OS和DFS
的预后因素, P <0.05. 如图1、表4所示. 

3  讨论

原发性肝癌是常见的消化系统恶性肿瘤之一, 发病率

高, 预后差, 5年生存率仅5%左右[13,14]. 肝癌的侵袭和转

移是预后差及患者死亡的主要原因. 在肿瘤的侵袭和

转移过程中, 细胞外基质和基质膜的降解是关键的一

步, 癌细胞突破细胞基质和基质膜, 浸润周围组织、转

移入血管, 从而实现肿瘤的转移[15-18]. 目前, 有大量研

究表明MMP9、SPARC与细胞外基质和基质膜的降解

有关. 本研究将以MMP9、SPARC建立肝癌复发预测

模型, 为肝癌患者病情和预后评估提供帮助, 并为术后

辅助治疗提供决策基础. 
本研究发现, MMP9在肝癌组织中表达明显较高, 

强阳性率显著高于癌旁肝组织, 且MMP9表达在不同

T分期、N分期、AJCC分期和肿瘤分化程度的肝癌组

织中具有差异. 以上结果提示MMP9在肝癌中发挥促

癌作用, 肝癌组织中表达明显较高可为肝癌的诊断提

供帮助; MMP9表达在不同T分期、N分期、AJCC分期

和肿瘤分化程度的肝癌组织中具有差异, 提示MMP9
可能促进肿瘤侵袭、转移, 有助于病情的判断. 进一步

的单因素和多因素生存分析发现, MMP9表达强阳性

是影响肝癌患者OS和DFS的预后因素, 为肝癌预后的

     

表  4  MMP9、SPARC的表达对肝癌患者总生存期和无病生存期的影响

参数 n

OS DFS

单因素分析 多因素分析 单因素分析 多因素分析

χ2 P HR (95%CI) P χ2 P HR (95%CI) P

年龄

1.899 0.168    1.130 0.288   <65 24

  ≥65 30

性别

0.039 0.844   0.000 0.984   男 38

   女 16

T分期

10.011 0.002 1.943 (0.709-5.327) 0.197   9.298 0.002 1.609 (0.633-4.089) 0.318T2+T3 26

T4 28

N分期

7.655 0.006 1.176 (0.462-2.998) 0.734   8.500 0.004 1.088 (0.434-2.727) 0.857   N0 23

   N1 31

AJCC分期

9.714 0.002 1.658 (0.382-7.196) 0.500  11.367 0.001 1.976 (0.491-7.945) 0.338   Ⅰ+Ⅱ 17

   Ⅲ+Ⅳ 37

分化

0.360 0.548   0.409 0.522   高分化 3

   中低分化 51

肿瘤大小

3.337 0.068   1.032 0.310  ≤3 cm 23

   >3 cm 31

MMP9表达

7.720 0.005 3.826 (0.893-4.594) 0.041   8.073 0.003 4.120 (0.855-3.876) 0.038   阴性或弱阳性 21

   强阳性 33

SPARC表达

8.90 0.003 4.026 (0.893-4.594) 0.039 9.70 0.001 4.820 (0.855-3.876) 0.030   阴性或弱阳性 21

   强阳性 33

MMP9: 基质金属蛋白酶-9; SPARC: 富含半胱氨酸的酸性分泌蛋白; AJCC: 美国癌症联合会; OS: 总生存期; DFS: 无病生存期.
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判断提供参考. 基质金属蛋白酶是一类钙离子依赖的

蛋白水解酶, 能够降解细胞外基质, MMP9是其重要的

组分, 能够通过多种作用在肿瘤的侵袭和转移中发挥

作用, 如破坏肿瘤细胞侵袭的组织学屏障, 调节肿瘤

细胞和基质的黏附, 激活血浆纤维蛋白原和层粘连蛋

白-5的活性, 促进生长因子分泌等, 从而降解细胞外基

质和基质膜成分, 促进肿瘤血管生成, 加速肿瘤血管

生长、侵袭和转移[19-22]. 仵志远等[23]研究发现, MMP9
在肝癌组织中表达明显较高, 且与肿瘤微血管形成有

关, 促进肝癌侵袭和转移. 此外, 黄东等[24]研究表明, 
MMP9在肝癌组织中表达明显较高, 可以作为肝癌, 尤
其是早期肝癌的诊断指标. 上述研究结果与本实验结

果相似, 进一步证实了MMP9在肝癌进展中的作用. 
本研究还发现, SPARC在肝癌组织中表达强阳性

率和评分均显著高于正常肝组织, 且SPARC表达在不

同T分期、N分期、AJCC分期和肿瘤分化程度的肝癌

组织中具有差异. 上述结果表明SPARC在肝癌组织中

表达明显较高, 可能促进肿瘤侵袭、转移, 从而为肝癌

的诊断和病情判断提供帮助. 进一步的单因素和多因

素生存分析发现, SPARC表达强阳性是影响肝癌患者

OS和DFS的预后因素, 可能为肝癌预后的判断提供参

考. SPARC是一种具有多种功能的钙结合糖蛋白, 具有

以下作用: 抗粘附, 促进肿瘤细胞和瘤体分离; 改变基

质成分, 促进基底膜溶解和内皮细胞移动; 刺激血管生

成和细胞生长; 从而促进肿瘤细胞侵袭和转移[25-28]. 江
冬莲等[29]研究发现, SPARC在结直肠癌组织中表达明

显较高, 且与肿瘤分化、转移呈正相关, 提示SPARC在
肿瘤的侵袭转移中发挥作用. Le等[30]研究表达, SPARC
在肝癌组织中显著高表达, 与肿瘤T分期、N分期和

TNM分期呈正相关, 能够促进肿瘤细胞侵袭和转移. 
总之, MMP9和SPARC在肝癌组织中表达均明显

较高, 且在不同T分期、N分期、AJCC分期和肿瘤分
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图  1  基质金属蛋白酶-9、富含半胱氨酸的酸性分泌蛋白的表达对肝癌患者总生存期和无病生存期的影响. A: 基质金属蛋白酶-9(matrix 

metalloproteinases-9, MMP9)表达对肝癌患者总生存期(overall survival, OS)的影响, MMP表达量越高, OS越低; B: MMP表达对肝癌患者无病生

存期(disease-free survival, DFS)的影响, MMP表达量越高, DFS越低; C: 富含半胱氨酸的酸性分泌蛋白(secreted protein acidic and rich in cysteine, 

SPARC)表达对肝癌患者OS的影响, SPARC表达量越高, OS越低; D: SPARC表达对肝癌患者DFS的影响, SPARC表达量越高, DFS越低.
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化程度的肝癌组织中具有差异, 是影响肝癌患者OS和
DFS的预后因素, 可辅助建立肝癌复发预测模型, 为肝

癌患者病情和预后评估提供帮助, 并为术后辅助治疗

提供决策基础. 

文章亮点

实验背景

原发性肝癌在我国发病率高, 大部分患者就诊时已属

于晚期, 患者预后差, 寻找原发性肝癌早期诊断、病情

严重程度、预后评估的分子标志具有重大意义. 已有

学者发现基质金属蛋白酶-9(matrix metalloproteinases-9, 
M M P9)、富含半胱氨酸的酸性分泌蛋白(s e c r e t e d 
protein acidic and rich in cysteine, SPARC)在原发性肝癌

患者中表达明显升高, 但MMP9、SPARC在原发性肝

癌早期诊断、病情严重程度、预后评估中的作用尚不

清楚. 

实验动机

本研究采用原发性肝癌和癌旁正常肝组织进行免疫组

化检测MMP9、SPARC的表达, 并分析其表达与患者

病情严重程度和预后的关系, 旨在为临床判断提供客

观参考. 

实验目标

本研究通过检测发性肝癌和癌旁正常肝组织中

MMP9、SPARC的表达, 并分析其表达与患者病情严

重程度和预后的关系, 为临床判断提供客观参考. 

实验方法

本研究选取于我院进行肝癌切除术的54例原发性肝

癌患者术后组织标本作为研究组, 其中25例癌旁肝组

织(均距离肿瘤边缘大于2 cm的组织)标本作为对照

组. 经两位具有10年以上工作经历的病理科专家确诊

病理分级, 并采用免疫组化方法检测MM9、SPARC的
表达, 分析其表达与患者病情严重程度和预后的关系. 
本研究的独特之处在于从临床标本着手研究MM9、
SPARC的表达与患者病情严重程度和预后的关系. 

实验结果

M M P9、S PA R C强阳性表达是肝癌患者总生存期

(overall survival, OS)和无病生存期(disease-free survival, 
DFS)的预后因素(P<0.05). 

实验结论

本研究检测了原发性肝癌和癌旁组织中M M P9、
SPARC的表达并分析其表达与患者病情严重程度和预

后的关系, 这是此前业内学者所未曾涉及到的; 通过本

研究结论, 证实了MMP9、SPARC在肝癌组织中表达

明显较高, 且在不同T分期、N分期、AJCC分期和肿瘤

分化程度的肝癌组织中具有差异. MMP9、SPARC强阳

性表达是影响肝癌患者OS和DFS的预后因素, 可能为

肝癌严重程度和预后评估提供帮助. 

展望前景

本研究得出了MMP9、SPARC在不同T分期、N分期、

AJCC分期和肿瘤分化程度的肝癌组织中具有差异, 且
其强阳性表达是影响肝癌患者OS和DFS的预后因素, 
可能为肝癌严重程度和预后评估提供帮助的结果, 但
是该研究结果应用于临床还有一段不短的路要走, 还
需要更多的临床实验进一步完善此结果. 
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