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Abstract
AIM: To study the expression of gelatinase 
(matrix metalloproteinase, MMP) and its effect 
on the biological behaviors of human gastric 
carcinoma xenografts in different organic micro-
environment.

METHODS: In situ hybridization was used to 
detect the mRNA expression of MMP-2 and 
MMP-9 in tumors transplanted subcutaneously 
and intraperitoneally.  HE staining was conduct-
ed to investigate the biological behaviors of the 
transplanted tumors�.

RESULTS: The subcutaneous xenografts of hu-
man gastric carcinoma in nude mice presented 
an expanding growth style with limited inva-
sion. In contrast, the intraperitoneal xenografts 
displayed an invasive growth pattern accompa-
nied by more fibrous stroma. The mRNA expres-
sion of MMP-2 and MMP-9 were negative in the 

cells and intercellular substance of subcutaneous 
xenografts, but positive in the cytoplasm from 
the verge and envelope of intraperitoneal xeno-
grafts�.

CONCLUSION: The tissue environment has de-
finitive effects on the tumor phenotypes, and the 
expression of gelatinase is closely related to the 
growth pattern and invasion of tumor cells�.
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摘要
目的: 探讨不同组织微环境中明胶酶在异种

移植瘤中的表达差异及其对移植瘤生物学行

为的影响.

方法: 应用原位杂交方法分别检测皮下移植

瘤及腹腔移植瘤中MMP-2 mRNA, MMP-9 
mRNA的表达情况, 并应用常规HE染色观察

不同移植瘤的生物学行为表现.

结果: 人胃癌裸小鼠皮下异种移植瘤呈膨胀

性生长, 侵袭性不明显; 腹腔内移植瘤呈侵袭

性生长; MMP-2及MMP-9 mRNA在皮下移植

瘤细胞及间质表达阴性, 在腹腔移植瘤为阳

性表达, 且表达呈部位特异性, 即癌巢边缘部

位的癌细胞胞质和/或包膜阳性表达.

结论: 相同来源的瘤组织在不同的微环境中, 
生长方式明显不同, 组织环境对肿瘤侵袭表

型有很大影响; 明胶酶的表达与肿瘤生长方

式及侵袭性有密切联系.
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■背景资料
胃癌是我国发病

率和死亡率最高

的恶性肿瘤，癌

细胞向局部淋巴

结、腹腔和远处

转移是导致死亡

的主要原因.胃癌

侵袭转移的机制

非常复杂，近年

来研究人员通过

大量工作认识到

MMP-2、MMP-9
在胃癌的侵袭和

转移中有着不可

忽略的作用.

■研发前沿
近年来人们开始

重视间质在肿瘤

的形成、分化、

侵袭及转移中的

调节作用 .  然而 , 
间质-肿瘤细胞是

一个复杂的生物

系统, 两者之间有

着密切的信号传

递和相互诱导, 其
生物学机制远未

明了.
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■应用要点
侵袭是肿瘤的恶

性行为主要特征

之一, 表现为肿瘤

细胞侵袭性破坏

宿主组织和向远

处转移. 肿瘤细胞

侵袭性实验研究

方法分体内和体

外二大类. 体内实

验的特点是能显

示癌细胞侵袭过

程与宿主之间的

关系. 本研究建立

人胃癌裸鼠异种

移植瘤模型, 旨在

对肿瘤的发展、

增殖、侵袭及转

移等方面的研究

提供途径.
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0  引言

胃癌是危害人类健康的主要恶性肿瘤之一, 其
中肿瘤转移是导致肿瘤治疗失败, 患者死亡的

主要原因 .  肿瘤转移必须破坏由细胞外基质

(ECM)构成的组织屏障. 肿瘤细胞与ECM的相

互作用在肿瘤的侵袭与转移中起关键作用, 多
种蛋白水解酶参与降解E C M, 其中的基质金

属蛋白酶(MMPs)包含20多个家族成员, 都能

降解ECM[1-4]. MMP-2, MMP-9是一种明胶酶

(gelatinase), 主要水解底物是变性胶原及细胞外

基质BM的主要成分Ⅳ型胶原和Ⅴ型胶原等, 而
Ⅳ型胶原和Ⅴ型胶原是ECM及基膜的主要成

分. 近年来日本及国内的学者在MMPs与胃癌

侵袭转移的关系研究方面做了大量的工作, 认
识到MMP-2, MMP-9在胃癌的侵袭和转移中起

着十分重要的作用[5-9]. 我们将人胃癌组织进行

裸鼠皮下及腹腔种植, 观察在不同微环境下同

一来源的癌组织其生物学行为的差别, 并用原

位杂交方法分别检测皮下及腹腔移植瘤组织中

MMP-2 mRNA, MMP-9 mRNA的表达情况. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂BALB/c裸小鼠由中国科学院实验动

物研究所提供, 鼠龄5-12 wk, 体质量15-25 g. 于
无菌室内恒温、恒湿层流架中饲养, 一切笼具及

饲料均经灭菌处理. 人胃癌瘤株取材于哈尔滨医

科大学肿瘤医院一手术切除的低分化胃腺癌原

发灶. 于裸小鼠皮下接种成瘤, 当瘤组织传代稳

定后, 将剪碎的瘤组织进行皮下传代的同时进行

腹腔内接种和传代, 分别称为“皮下移植瘤”和

“腹腔移植瘤”. 
1.2 方法 处死的裸鼠均进行全身解剖检查, 取材, 
经40 g/L甲醛固定, 常规石蜡包埋切片, 光镜观

察. 然后进行MMP-2 mRNA及MMP-9 mRNA的

检测, 本实验所用的皮下和腹腔移植瘤各10例取

自第20-44代之间. 采用多相寡核苷酸探针和高敏

感性标记技术, 经地高辛标记, AEC显色. MMP-2
寡核苷酸探针序列为: (1)5'TTCTATGGCTGCC
CCAAGGAGAGCTGCAAC3'; (2)5'GACAGCC
CTGCAAGTTTCCATTCCGCTTCC3'; (3)5'GA
ACCAAAGTCTGAAGTGCGTGAAGTTTGG3'; 
MMP-9寡核苷酸探针序列为: (1)TCCCTGCCCG
AGACCGGTGAGCTGGATAGC3'; (2)5'CAACTC

GGCGGGAGAGCTGTGCGTCTTCCC3'; (3)5'CC
AGGTGGACCAAGTGGGCTAGGTGACCTA3'. 
以杂交缓冲液代替探针做阴性对照. 阳性标记为

着红色. 
统计学处理 采用成组设计等级资料两标本

比较(Mann-Whitney Test)秩和检验.
 
2  结果

2.1 肿瘤生长方式 裸小鼠皮下移植瘤呈膨胀性

生长, 有包膜, 与周围分界清楚, 易剥离, 为有限

侵袭性的肿瘤; 光镜下瘤细胞虽保持原人癌细

胞的形态特征, 但瘤细胞呈团巢状生长, 细胞多

边形, 排列紧密, 瘤组织中间质结缔组织少, 边
缘可见疏松的纤维结缔组织包膜; 膜腔移植瘤

光镜下呈典型的低分化腺癌特点, 瘤细胞稍大

为类圆形, 胞质染色淡, 核染色质增粗, 瘤细胞

表现为明显的“条索状”浸润性生长, 癌周无

明显包膜, 癌巢及癌细胞索间见有粗大的硬纤

维分隔. 
2.2 M M P-2 及M M P-9 m R N A表达 M M P-2 
mRNA及MMP-9 mRNA在皮下移植瘤细胞及间

质表达阴性, 在腹腔移植瘤为阳性表达, 且表达

呈部位特异性, 即癌巢边缘部位的癌细胞胞质

和/或包膜阳性表达(图1A-B); MMP-2 mRNA及

MMP-9 mRNA在皮下移植瘤与腹腔移植瘤表达

差异具有显著性(P <0.05).

图  1  MMP-2 mRNA, MMP-9 mRNA在腹腔移植瘤中的阳
性表达. 

■创新盘点
裸小鼠体内人癌

的异位和正位异

种移植瘤可作为

研究组织微环境

中调节肿瘤细胞

表型的非遗传因

素的活体模型; 在
不同组织微环境

中生长的同一来

源的肿瘤细胞, 其
表型的差异也可

表现在对间质细

胞的诱导方面.

A

B
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■同行��评价
本研究为该课题

组系列性研究内

容之一．文章不

同于以往报道之

处是应用分子病

理手段检测了不

同微环境下胃癌

异种移植瘤中明

胶酶的表达差异, 
从而进一步验证

了组织微环境对

肿瘤侵袭表型有

很大影响, 明胶酶

在肿瘤转移中起

一定作用．课题

实验设计合理, 研
究结果可信 ,  为
阐明胃癌转移机

制提供了又一佐

证。

3  讨论

肿瘤细胞侵袭性实验研究方法分为体内和体外

两大类, 体内实验能显示癌细胞侵袭过程与宿

主之间的关系. 因为肿瘤的侵袭、转移是一个

多步骤的自然选择过程, 探讨间质在肿瘤的形

成、分化、演进、侵袭与转移中的调节作用不

可忽视[10-13]. 故我们采用体内实验方法, 所用的

人胃癌移植瘤具有稳定的细胞生长周期及DNA
含量, 且传代成瘤率几近100%, 为胃癌的侵袭性

研究提供了一个新的与人体环境更为接近的实

验模型. 在肿瘤的侵袭转移研究中, MMPs受到

了高度重视, 人们对MMP及其抑制剂进行了大

量的研究, 了解其生理及病理学方面的重要意

义. 明胶酶作为MMP的一个亚型, 他的表达激活

以及其功能的有效发挥, 受内外环境多种因素

的影响, 尽管众多的研究表明其与消化系统肿

瘤的侵袭和转移有密切的联系, 但这一领域尚

有许多未知的东西有待探讨. 在明胶酶与胃癌

相关研究方面, Monig et al [14]对114例胃癌患者

行根治性手术标本采用免疫组织化学半定量方

法对MMP-2进行研究, 结果显示, MMP-2的表

达与肿瘤进展及胃癌淋巴结转移密切相关. 张
成武 et al [15]采用S-P免疫组织化学方法检测20
例正常黏膜上皮、20例异型增生、108例胃癌

组及47例相应癌淋巴结MMP-9的表达情况, 发
现胃癌组织MMP-9阳性率为88.9%(96/108)明显

高于正常胃黏膜和异型增生MMP-9阳性表达率

20.2%和70%, 差异具有显著性; 癌转移淋巴结

MMP-9表达阳性率为100%, 明显高于胃癌原发

灶; MMP-9表达强度与胃癌的生长方式、浸润

程度、淋巴结转移、远处转移、脉管侵犯及病

期密切相关, 从而认为MMP-9的表达与胃癌侵

袭转移及预后密切相关. 本实验将相同来源的

瘤组织(裸小鼠腹腔种植结节)分别在免疫缺陷

的裸小鼠皮下及腹腔种植, 前者出现明显的膨

胀性生长, 而后者表现为浸润性生长, 不同的移

植部位出现了显著的生物学行为差异. 皮下转

移瘤在皮下的微环境中丧失了人胃癌组织明显

浸润性生长的特性, 而腹腔移植瘤在腹腔的微

环境中保持人胃低分化腺癌浸润性生长的生物

学特性, 并伴有活跃的纤维结缔组织增生. 但是

裸小鼠皮下与腹腔不同组织微环境究竟对肿瘤

细胞侵袭性的调节机制是什么？检索国内外文

献未见有深入的研究. 我们观察到人胃癌腹腔

移植瘤中癌巢边缘及临近的间质细胞MMP-2, 
MMP-9 mRNA阳性表达, 且主要表达在间质; 皮
下移植瘤以膨胀性生长为主, MMP-2, MMP-9 
mRNA表达均为阴性. 同一来源的肿瘤细胞在

不同组织微环境中所呈现的侵袭性及MMP-2, 
MMP-9 mRNA表达均有显著性差异, 提示了肿

瘤细胞与相邻的间质细胞之间具有相互诱导作

用, 组织微环境对肿瘤表型可有决定性的影响, 
并且MMP-2, MMP-9 mRNA的表达与胃癌细胞

的生长方式及侵袭性有密切联系, 为我们研究

胃癌的侵袭、转移提供了一个新思路. 
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