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Abstract
AIM: To investigate the expression of P15/P16 
and matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) as well 
as their relationships with the clinicopathological 
characteristics in colorectal cancer.

METHODS: Immunohistochemistry was used to 
detect the expression of P15, P16 and MMP-9 in 
50 specimens of colorectal cancer tissues, tissues 
3 cm away from cancer, and normal tissues from 
resection margin..

RESULTS: The positive rates of P15 (84% vs 
100%, P < 0.05), P16 (76% vs 100%, P < 0.05) 
and MMP-9 expression (82% vs 0, P < 0.05) 
were 84%, 76% and 82.00% in colorectal can-
cer tissues, 94%, 90% and 44% in the tissues 3 
cm away from cancer, and 100%, 100% and 0, 
respectively, and there were significant differ-
ences among the three kinds of tissues (P < 0.05). 
The expression of P15/P16 and MMP-9 were 
markedly associated with the histological types, 
clinical stages and lymphatic metastases. More-
over, MMP-9 expression was negatively corre-
lated with P15 and P16 expression (r = -0.834, P 

< 0.05; r = -0.752, P < 0.05)..

CONCLUSION: Down-regulation of P15/P16 
expression and up-regulation of MMP-9 play 
important roles in the invasion and metastasis of 
colorectal cancer, which can help to make judge-
ment for metastasis and prognosis..
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摘要
目的: 研究P15, P16和MMP-9在结肠癌及正常
组织中的表达, 并探讨其与临床病理学特征的
关系.

方法:  采用免疫组化法检测50例结肠癌组
织、癌旁3cm 组织及切缘正常组织中P15、
P16和MMP-9表达的差异.

结 果 :  肿 瘤、癌 旁 3  c m 与 切 缘 正 常 组 织
中 ,  P15的阳性表达率分别为84%, 94%和
100%，P16的阳性表达率分别为76%、90%
和100%，MMP-9的阳性表达率分别为82%、

44%和0, 均有显著性差异(P <0.05). P15, P16
和M M P-9的表达与结肠癌的分化程度、

Dukes分期和淋巴结转移均有显著相关. 结肠
癌组织中MMP-9与P15、P16呈负相关性(r  = 
-0.834, P <0.05; r  = -0.752, P <0.05).

结论: P15, P16表达的下调和MMP-9表达上
调将促进结肠癌浸润和转移, 二者在癌组织
中表达的高低是结肠癌细胞重要的恶性生物
学特征, 有助于对结肠癌转移及患者预后的
判断.
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■背景资料
细胞增殖周期受
细胞周期素依赖
激 酶 ( C D K S ) 调
节, 受其抑制因子
(CDKIS)的作用
而失活, P16, P15
蛋 白 是 C D K I S
中的两种 ,  P 1 6 , 
P 1 5 蛋 白 可 特 异
地 与 C D K 4 / 6 或
cyclinD1 CDk4/6
复 合 物 结 合 ,  抑
制CDk4/6的活性, 
抑制细胞由G1期
进入S期. 研究表
明P16, P15高表达
可能抑制肿瘤淋
巴结转移, 提示检
测P16, P15对于肿
瘤转移预测及预
后评估具有一定
帮助作用. 基质金
属蛋白酶MMP-9
能降解基底膜和
细胞外基质成分, 
可促进癌细胞对
周围组织的浸润
和转移.
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0  引言

P15和P16为抑癌基因 ,  同属于周期依赖性激

酶抑制因子(CDKI)基因家族, 定位于人染色体

9p21, 编码的蛋白质能以相似的方式抑制cyclin-
Cdk4/6复合物对PRb蛋白的磷酸化作用, 进而阻

止细胞周期通过G1/S检验点, 在调节细胞增殖

与凋亡、阻止有DNA损伤的细胞进行分裂增殖

中具有关键的作用. MMP-9为基质金属蛋白酶

家族(matrix metalloproteinases, MMPs)成员之一, 
能有效分解基底膜的主要成分Ⅳ型胶原蛋白, 
其过度表达与人类多种恶性肿瘤侵袭转移潜能

及预后密切相关. 在结肠癌中同时进行P15, P16
和MMP-9与肿瘤侵袭、转移的研究报道少见, 
本研究目的就在于通过免疫组织化学方法, 对
P15, P16和MMP-9在结肠癌中表达进行研究, 探
讨其与结肠癌浸润转移的关系, 为结肠癌的诊

断和治疗及判断预后提供有参考价值的分子生

物学指标. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集我院结肠癌标本50例, 其中男28例, 
女22例. 年龄36-87(平均59.29)岁. 术前未接受任

何抗肿瘤治疗. 术后病理为: 腺癌28例, 黏液腺癌

11例, 低分化癌和未分化癌11例. Dukes分期: A-B
期27例、C-D期23例. 取材部位为肿瘤、癌旁

3 cm、标本切缘. 所有标本均为手术切除新鲜标

本, 取材后中性甲醛固定, 石蜡包埋, 厚4 μm连续

切片, 行HE及免疫组织化学染色. 
1.2 方法 采用SP法, P15, P16和MMP-9试剂均购

自Stanta Cruz公司. 结果判定: 胞核或胞质出现棕

黄色颗粒者为阳性细胞. 每张切片选择5个高倍

视野, 计数不少于500个细胞, 取均数并评分: 不
着色为0分, 着色淡为1分, 着色深为2分; 着色细

胞占计数细胞百分率: ≤5%为0分, 6%-25%为1
分, 26%-50%为2分, ≥51%为3分, 染色程度与染

色细胞百分率得分乘积为最后得分. 0-1分为阴

性病例, 2分以上为阳性病例. 
统计学处理 用SAS8.0软件进行χ2检验, 以

P<0.05水平为差异有显著性意义.
 
2  结果

2.1 P15, P16和MMP-9在结肠癌不同部位表达情

况 在肿瘤组织、癌旁3 cm组织与切缘正常组

织中, P15的阳性表达率分别为84.00%, 94.00%
和100.00%; P16的阳性表达率分别为76.00%, 
90.00%和100.00%, MMP-9的阳性表达率分别为

82.00%, 44.00%和0%, 均有显著性差异(P <0.05) 

(表1). 
2.2 P15, P16和MMP-9与结肠癌临床病理特征的

关系 P15, P16和MMP-9的表达与结肠癌的分化

程度、Dukes分期和淋巴结转移均有显著相关

(表2). 
2.3 P15, P16与MMP-9表达的相关性 结肠癌组

织中P15阳性42例, 其中MMP-9阳性34例, 8例
P15阴性的病例中7例MMP-9阳性, 呈负相关(r  = 
-0.834, P<0.05); 结肠癌组织中P16阳性38例, 其
中MMP-9阳性31例, 12例P16阴性的病例中10例
MMP-9阳性, 呈负相关(r  = -0.752, P<0.05).

3  讨论

细胞增殖周期受细胞周期素依赖激酶(CKDS)
调节. CKDS与细胞周期素结合被活化, 促进细

胞增殖. 受到其抑制因子(CDKIS)的作用而失活

P16, P15蛋白则是CDKIS中的两种. 在正常细胞

中, 细胞周期素D1与CDK4或CDK6结合成复合

物, 使CDK4/6活化, 从而可使细胞内的另一种

调节蛋白-视网膜母细胞瘤(RB)蛋白磷酸化, 继
而释放结合的转录因子(E2F), 使细胞由G1期
进入S期如果CDKS得不到抑制, 则导致细胞不

断增殖P16, P15蛋白则可特异的与CDK4/6或
cyclinD1 CDk4/6复合物结合, 抑制CDk4/6的活

性, 使RB蛋白不能磷酸化, 无法与E2F解离, 基因

转录受到抑制, 从而抑制细胞由G1期进入S期[1]. 
肿瘤发生、发展是多阶段、多基因的综合

过程, 涉及多种癌基因激活和抑癌基因的失活, 
估计需有4-5个基因的异常变化, 而且癌变与突

变次序有关, 并需要一定次数的积累. P16是公

认的多种肿瘤抑制基因蛋白, 在许多肿瘤与细

胞株中高频率纯合子缺失, 这种缺失消除了附

近的第二个基因, 可能就是P15. 研究发现, P15
与P16基因及其产物在许多人类原发肿瘤和细

胞株发生缺失, 并导致肿瘤细胞无限制生长[2-6]; 
李庚 et al [7]研究表明P16基因甲基化后失活在大

肠癌的发生发展中起重要作用. P15和P16基因

在抑癌基因家族中的重要地位几乎得到了一致

的肯定. 
国内外学者对不同肿瘤中P15, P16蛋白的

表达进行检测 ,  结果发现 ,不同的肿瘤组织中

P15, P16基因的缺失率不尽相同, 有关结肠癌的

报道较少, 国内张远 et al [8]报道结肠癌P16蛋白

的表达率为78.9%. 略低于我们的研究结果, 但
都能说明结肠癌中也存在P15, P16基因的缺失, 
这可能是部分结肠癌发生的原因. 肖鹏 et al [9]发
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■创新盘点
国 内 外 对 P 1 5、
P16和MMP-9在
结肠癌中的研究
尚处于起步阶段, 
且缺乏判断结肠
癌预后的简单有
效的方法. 本课题
以结肠癌为研究
对象, 首次将两类
与肿瘤转移密切
相关的指标进行
联合检测, 进一步
证实P15, P16和
MMP-9与肿瘤临
床病理及预后的
关系以及两者之
间的关系, 为结肠
癌的临床治疗及
判断预后开辟了
一条崭新的道路.



现伴淋巴结转移的胃癌P15阳性率为13.8%, 无
淋巴结转移的胃癌阳性率为52.9%, 无转移组原

发癌中P15表达水平显著高于有转移组. 我们在

结肠癌及其转移淋巴结的研究中, 也发现恶性

程度高、Dukes分期晚、伴淋巴结转移组P15,  
P16表达明显减低, 提示P15, P16基因的失活, 促
进了肿瘤的转移. 

P15与P16基因位置相邻, 均位于9p21, 二者

基因编码核苷酸序列有93%相同, 其相应产物

90%有同源性, 但二者生物学行为并不完全相

同. P15可受生长转化因子β(TGF-β)诱导使表达

增多30倍, 而P16则不受TGF-β所诱导, P16表达

水平受Rb转录因子反馈调节, 而P15表达则不为

Rb转录因子所调控. 有研究认为, 两者表达无明

显相关性, 二者失活存在不同机制, 在肿瘤发生

中作用不完全相同[10], 另有学者认为两者具有

协同性[11]. 本研究结果显示, P15和P16在结肠癌

中有相关性, 证明二者协同缺失更易导致细胞

周期调控失调, 二者功能可能有互补作用. P15
和P16低表达与结肠癌密切相关, 通过基因治疗

方法增加P15和P16蛋白表达, 有助于缓解结肠

癌的发展进程. 
MMP-9是MMPs家族的重要成员, 由SoPata 

和Dancewicz于1974年从中性粒细胞提纯获得的

一种蛋白酶, 于1989年正式命名[12], 其分子质量

最大, 能够降解、破坏细胞外基质中最主要的

组成成分Ⅳ、Ⅴ型胶原和明胶[13]. David et al [14]

采用免疫组化法研究发现, 与正常胃黏膜相比, 
胃癌组织MMPs表达明显升高, MMPs与胃癌病

期显著相关. Sier et al [15]研究结果显示, 胃癌组

织MMP-9表达显著高于邻近的正常胃黏膜, 其
高表达胃癌患者生存期明显缩短. 近年来, 国内

许多学者对MMP-9也有较深入的研究, 如彭利 
et al [16]认为, MMP-9与原发性肝癌侵袭转移相关. 
钱颉 et al [17]认为MMP-9在胃癌的侵袭与转移中

起重要作用.
本结果表明 ,  结肠癌标本切缘组织中 

MMP-9无表达, 而癌旁3 cm组织和癌组织的阳

性表达率分别为44.00%和82.00%, 有显著性差

异(P <0.05). 张明林 e t a l [18]的研究中有类似发

现. 这说明肿瘤细胞获得恶性表型的同时具备

了降解基底膜和向周围组织浸润转移的能力, 
MMP-9可能参与了结肠癌的发生、发展过程. 
观察切片发现MMP-9阳性的癌细胞呈灶状或片

状分布, 且多位于癌边缘或管腔近旁, 提示, 具
有转移潜能的癌细胞多位于肿瘤结节的表面或

周边, 因而也符合肿瘤细胞向周边侵袭、脱落

并向远处转移的假说. Dukes A-B期有淋巴结转
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■名词解释
基质金属蛋白酶
(MMPs): 是一组
锌离子依赖的内
分泌蛋白酶家族, 
已经发现M M P s
家族成员达20多
种, 参与了许多生
理及病理过程, 如
炎症、组织纤维
化和新生血管形
成, 尤其是肿瘤的
发生及转移均与
M M P s的表达和
活化有关.

          

表 1 P15, P16和MMP-9在结肠癌不同部位表达情况 (n  = 50)

结肠癌组织
癌旁3 cm
切缘组织 

P15                                    P16                                MMP-9

阳性 % P             阳性 % P  阳性 % P
分组                 

  42 84.00
  47 94.00
100         100.00

<0.05   38   76.00
  45   90.00
100 100.00

<0.05   41 82.00
  22 44.00
   0   0.00

<0.05

           

表 2 P15, P16和MMP-9与结肠癌临床病理特征的关系

分化程度
   高分化
   中低分化
肿瘤大小
   <5cm
    >5cm
浸润深度
   未浸透浆膜
   浸透浆膜
Dukes分期
   A-B
   C-D
淋巴结转移
   无
   有 

P15                                     P16                                MMP-9

阳性 % P             阳性  %  P           阳性 % P
病理参数           n

28
22

21
29

24
26

27
23

27
23

  26         92.86
  16         72.73

  19         90.48
  23         79.31

  21         87.50
  21         80.77

  26         96.30
  16         69.57

  26         96.30
  16         69.57

<0.05

>0.05

>0.05

<0.05

<0.05

24 85.71
14 63.64

17 80.95
21 72.41

22 91.67
16 61.54

24 88.89
14 60.87

24 88.89
14 60.87

20 71.43
21 95.45

18 85.71
23 79.31

18 75.00
23 88.46

21 91.30
20 74.07

21 91.30
20 74.07

<0.05

>0.05

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

>0.05

>0.05

<0.05

<0.05
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移组阳性率51.85%, C-D期无淋巴结转移组阳性

率86.96%, 具有显著性差异(P <0.05); 由于Dukes
分期可以反映肿瘤浸润和转移的程度 ,  因此 , 
MMP-9的表达与肿瘤组织的侵袭性呈正相关, 
这也说明MMP-9在结肠癌的发展、浸润和转移

过程中发挥了重要作用. 国外学者在胃癌中有

类似发现, 与国内张明林 et al [18]的研究结果一

致[19-26]. 
本研究还发现, P15, P16与MMP-9在结肠

癌细胞的表达呈负相关, 即MMP-9阳性率越高, 
P15、P16阳性率越低, P15、P16阳性/MMP-9阴
性组发生淋巴结转移和浆膜浸润的机会显著低

于其他任何组, 从而可以推测P15, P16与MMP-9
在结肠癌的发生、发展过程中存在相互关联、

共同作用. 所以联合检测P15, P16与MMP-9在判

断肿瘤生物学行为及预后方面有更大意义. 
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