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Abstract
AIM: To study the expression of RECK (reversion-
inducing-cysteine-rich protein with Kazal 
motifs), MMP-9 (matrix metalloproteinase-9), 
and TGF-β1 (transforming growth factor-β1) as 
well as their correlations in gastric cancer, and to 
investigate their roles in the carcinogenesis and 
and development.

METHODS: PV-9000 immunohistochemistry 
was used to measure the expression of RECK, 
MMP-9, and TGF-β1 in 54 samples of gastric 
carcinoma selected from paraffin wax-embodied 
specimens with complete clinicopathological 
data, and another 15 cases of normal gastric mu-
cosa.

RESULTS: The expression rate of RECK in gas-
tric cancer was low (51.9%), and reduced with 

the increased invasive depth and clinical stages, 
decreased histological differentiation and occur-
rence of lymphatic and long-distance metasta-
sis (P < 0.05). The expression rate of MMP-9 in 
gastric cancer was high (75.9%), and elevated 
with the increased invasive depth and clinical 
stages, decreased histological differentiation, 
and occurrence of lymphatic metastasis (P < 
0.05). The expression rate of TGF-β1 in gastric 
cancer was also high (77.8%), and enhanced with 
the increased clinical stages, reduced histologi-
cal differentiation and occurrence of lymphatic 
metastasis (P < 0.05). The expression of RECK 
was negatively correlated with the expression 
of MMP-9 and TGF-β1 (r = -0.618, P < 0.001; r = 
-0.620, P < 0.001), while the expression of MMP-9 
was positively correlated with that of TGF-β1 (r 
= 0.716, P < 0.001).

CONCLUSION: RECK is lowly expressed in gas-
tric caner, but MMP-9 and TGF-β1 are highly ex-
pressed. RECK, MMP-9 and TGF-β1 may serve 
as the markers in the estimation of metastasis 
and dissemination of gatric cnacer.
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摘要
目的: 研究RECK, MMP-9和TGF-β1在胃癌及
正常胃组织中的表达, 探讨其在胃癌的发生、

发展、浸润和转移中的作用. 

方法: 选择临床及病理资料齐全的存档胃腺
癌蜡块标本54例, 另取正常胃黏膜标本15例
作对照. 采用第二代通用型二步法监测系统
(PV-9000)免疫组化方法检测RECK, MMP-9及
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■背景资料
R E C K 基 因 是
1998年新发现的
抑 癌 基 因 ,  通 过
抑制MMP活性与
肿瘤血管生成从
而阻断肿瘤侵袭
和 转 移 .  其 抑 癌
机制还不很清楚. 
MMP-9可降解细
胞外基质和基底
膜而促进恶性肿
瘤 浸 润 和 转 移 .  
TGF-β1对细胞的
生长、分化具有
调控作用, 在多种
恶性肿瘤组织中,  
TGF-β1高表达与
恶性肿瘤转移播
散相关. 



TGF-β1在胃癌及正常胃组织中的表达. 

结果: RECK在胃癌组织中低表达(51.9%), 
并随肿瘤浸润深度的加深、淋巴转移的产
生、远隔转移的发生、临床分期的提高、

肿瘤病理分化程度的降低而降低(P <0.05). 
MMP-9在胃癌组织中高表达(75.9%), 并随
肿瘤浸润深度的加深、淋巴转移的产生、

临床分期的提高、肿瘤病理分化程度的降
低而增高(P <0.05). TGF-β1在胃癌组织中高
表达(77.8%), 并随淋巴转移的产生、临床分
期的提高、肿瘤病理分化程度的降低而增
高(P <0.05). 胃癌组织中RECK与MMP-9、
TGF-β1的表达呈负相关(r  = -0.618, P <0.001; 
r  = -0.620, P <0.001), MMP-9与TGF-β1的表达
呈正相关(r  = 0.716, P <0.001).

结论:  胃癌组织中R E C K低表达 ,  M M P-9, 
TGF-β1高表达. RECK, MMP-9及TGF-β1可以
作为评估胃癌发生浸润转移的重要指标.

关键词: 胃癌; RECK蛋白; 基质金属蛋白酶-9; 转

化生长因子-β1; 免疫组织化学

宋国庆, 王强. RECK, MMP-9及TGF-β1在胃癌组织中的表达

及其相互关系.  世界华人消化杂志  2007;15(15):1731-1737

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/1731.asp

0  引言

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一, 死亡率占恶性

肿瘤的首位, 为了寻找早期诊断及判断预后的

方法, 目前针对胃癌侵袭及转移的机制探讨已

进入分子生物学的水平. 细胞外基质和基底膜

的降解是恶性肿瘤浸润和转移的关键环节. 基
质金属蛋白酶及其抑制剂在肿瘤的生长过程

中发挥了重要的调节作用, 因此也成为目前肿

瘤侵袭转移研究领域的热点. 其中MMP-9可特

异性降解Ⅳ型胶原. RECK(reversion-inducing-
cysteine-rich protein with kazal motifs)基因是

1998年新发现的抑癌基因, 研究表明其通过抑

制MMP活性与肿瘤血管生成从而阻断肿瘤侵袭

和转移. 已有研究显示在人类多种恶性肿瘤中

均可以检测到MMP-9的过表达, RECK的突变与

缺失. TGF-β1是一种多功能的蛋白质, 他对多种

细胞的生长、分化具有调控作用. 人体许多正

常和肿瘤细胞可分泌TGF-β1. 在多种恶性肿瘤

组织中, TGF-β1的表达发生变化, 通过多种途径

促进恶性肿瘤转移播散. 我们对胃癌组织中的

RECK, MMP-9及TGF-β1的表达与临床病理特
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征的相关性研究如下.

1  材料和方法

1.1 材料 选择临床及病理资料完整的中国医科

大学附属盛京医院普外科2001-2003手术切除并

经病理证实为胃癌的蜡块标本54例, 全部病例

术前均未行放化疗, 病理观察证实均为腺癌. 其
中男性37例, 女性17例; 年龄38-78(平均60.4)岁; 
肿瘤的原发灶大小(D)、浸润深度(T)、淋巴结

转移(N)均由病理观察确定, 远处转移(M)由病

理学和临床联合确定. 组织学分化: 高分化19例, 
中分化17例, 低分化18例; 局部淋巴结转移25例, 
无转移29例; 根据1997年国际抗癌联盟(UICC)
制定的TNM分期标准进行临床分期:Ⅰ期12例, 
Ⅱ期14例, Ⅲ期16例, Ⅳ期12例. 另取良性病变

胃黏膜组织15例, 标本取自胃溃疡或十二指肠

溃疡手术切除组织块, 经病理观察证实且排除

重度不典型增生. 其中男性10例, 女性5例, 年
龄44-77(平均58.2)岁. 浓缩型RECK兔抗人mAb
购于美国Santa Cruz公司产品, MMP-9兔抗人

mAb购于北京中山生物制品有限公司, TGF-β1
鼠抗人mAb购于武汉博士德生物工程有限公司, 
PV-9000试剂盒及DAB显色试剂盒购于北京中

杉金桥生物技术有限公司. 免疫组织化学染色

所需的常规试剂: 枸橼酸盐缓冲液(0.01 mmol/L 
pH6.0)、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、氯化钠、

二甲苯、酒精、过氧化氢、苏木素等均为化

学分析纯试剂. 低温冰箱、冰冻切片机、烤片

机、高压消毒锅、温育箱、OlympusBX41显微

镜、显微照相装置OlympusBX40F4、湿盒等, 均
由中国医科大学附属盛京医院病理科提供.
1.2 方法 将蜡块切片HE染色, 确定标本的组织

分化程度. 采用第二代通用型二步法监测系统

(PV-9000)免疫组化方法检测RECK, MMP-9及
T G F-β1在胃癌及正常胃组织中的表达. 一抗

工作浓度: RECK为1∶75, MMP-9为1∶100, 
TGF-β1为1∶160. 用已知阳性的乳腺癌切片作

为阳性对照, PBS缓冲液代替一抗作阴性对照. 
以细胞内出现明显棕黄色颗粒为阳性细胞, 按
其占同类记数细胞的百分比计数3种蛋白染色

结果. RECK: 阴性(-): 阳性细胞率<5%; 弱阳性

(+): 阳性细胞率为5%-25%; 阳性(++): 阳性细胞

率为25%-50%; 强阳性(+++): 阳性细胞率>50%. 
MMP-9: 于肿瘤侵袭边缘及肿瘤内染色相对密

集区选取5个视野, 阴性(-): 无明显的阳性细胞; 
弱阳性(+): 阳性细胞率<25%; 阳性(++): 阳性

www.wjgnet.com

■研发前沿
RECK、MMP-9
及TGF-β1的表达
在胃癌的发生、

发展和浸润转移
过程中起重要作
用, 近来成为研究
的热点, 有可能成
为判断胃癌生物
学行为的重要指
标. 但其具体机制
和途径目前尚不
清楚, 需要更深入
的研究来明确他
们之间的关系. 
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细胞率为25%-75%; 强阳性(+++): 阳性细胞率

>75%. TGF-β1: 阴性(-): 阳性细胞率<5%; 阳性

(+): 阳性细胞率≥5%.
统计学处理 采用SPSS13.0软件进行统计学

处理, 各项指标间差别检验均应用χ2检验, 组间

相关性采用Spearman相关分析. 以P <0.05为差异

显著标准.

2  结果

2.1 RECK表达的检测结果 RECK在非肿瘤胃黏

膜组织中的阳性表达率(+～+++)为100%(15/15), 
位于胞质(图1A). RECK在胃癌组织中的阳性表

达率为51.9%(28/54)(图1B), 明显低于在非肿瘤

胃黏膜组织中的表达(P <0.01), 且与胃癌的肿瘤

浸润深度、淋巴转移、远隔转移、临床分期呈

负相关(P <0.05), 随肿瘤浸润深度的加深、淋巴

转移的产生、远隔转移的发生、临床分期的提

高、肿瘤病理分化程度的降低而降低(P <0.05). 
胃癌组织中RECK的表达与患者的性别、年龄

及肿瘤大小无相关性(P >0.05)(表1-2).
2.2 MMP-9表达的检测结果 MMP-9在非肿瘤

胃黏膜组织中的阳性表达率(+～+++)为26.7% 
(4/15)(图2A). MMP-9在胃癌组织中的阳性表达

率为75.9%(41/54), 主要表达于癌巢和正常组

织交接部位, 癌细胞及间质细胞都有表达, 多定

位于胞质(图2B). MMP-9在胃癌组织中的阳性

表达率明显高于在非肿瘤胃黏膜组织中的表达

(P <0.05), 并随肿瘤浸润深度的加深、淋巴转移

的产生、临床分期的提高、肿瘤病理分化程度

的降低而增高(P <0.05). 胃癌组织中MMP-9的
表达与患者的性别、年龄及肿瘤大小无相关性

(P >0.05, 表1-2).
2.3 TGF-β1表达的检测结果 TGF-β1在非肿瘤胃

黏膜组织中的阳性表达率为46.7%(7/15)(图3A).
T G F-β1在胃癌组织中的阳性表达率为77.8% 

A

B

图  1  RECK在正常胃组织及胃癌中的表达(×400). A: 正常

胃组织中RECK呈阳性表达; B: 胃癌组织中RECK呈阴性表

达.

■相关报道
研究发现 R E C K
能抑制3个MMP
的成员MMP-2、
MMP-9及MT1-
MMP的分泌与活
性. RECK对MMP
的抑制作用属于
转录后水平的调
节 机 制 .  此 外 基
因敲除研究发现, 
R E C K 基因还与
血管生成密切相
关, 其适量表达能
抑制血管的生成.

表  1  RECK, MMP-9及TGF-β1在胃癌及非肿瘤胃黏膜组
织中的表达

                            n             RECK              MMP-9            TGF-β1

实验组	   54	    28b	          41a	                42a

对照组	   15	    15	            4	                  7

aP<0.05, bP<0.01 vs 对照组.

表  2  RECK, MMP-9及TGF-β1的表达与胃癌的临床病理
特征的关系

      
病理因素                      n            RECK      MMP-9      TGF-β1

浸润深度	

    未达肌层	 15	 13a	   8a	 33

    侵及肌层浆膜	 39	 15	 33	   9

分化程度

    高	                 19	 14a	 10a	 11a

    中	                 17	 11	 14	 15

    低	                 18	   3	 17	 16

淋巴转移	

    无	                 29	 21a	 18a	 19a

    有	                 25	   7	 23	 23

远隔转移	

    无	                 42	 25a	 31	 32

    有	                 12	   3	 10	 10

TNM分期	

    Ⅰ+Ⅱ	                 26	 21a	 16a	 16a

    Ⅲ+Ⅳ	                 28	   7	 25	 26

性别	

    男	                 37	 18	 29	 30

    女	                 17	 10	 12	 12

年龄	

    <60岁	                 24	 14	 21	 16

    ≥60岁	                30	 14	 20	 26

肿瘤大小	

    <5 cm	                 37	 23	 26	 28

    ≥5 cm	                17	   5	 15	 14

aP<0.05.
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(42/54), 癌细胞及间质细胞都有表达, 多定位于

胞质(图3B), 明显高于在非肿瘤胃黏膜组织中

的表达(P <0.05), 并随淋巴转移的产生、临床

分期的提高、肿瘤病理分化程度的降低而增高

(P <0.05). TGF-β1在胃癌组织中的阳性表达率与

患者的性别、年龄、肿瘤大小、浸润深度、远

隔转移无相关性(P >0.05)(表1-2).
2.4 RECK, MMP-9和TGF-β1的相关性 胃癌组

织中RECK与MMP-9的表达呈负相关(P <0.001, 
r s = -0.618), RECK与TGF-β1的表达呈负相关

(P <0.001, r s = -0.620), MMP-9与TGF-β1的表达

呈正相关(P <0.001, r s = 0.716).

3  讨论

RECK基因是1998年Takahashi et al [1]在v-Ki-ras
转染的NIH3T3细胞中发现的一种新基因, 定位

于9p12-p13, 长度约87 kb, 包含21个外显子, 20
个内含子, 共有13个已发现的单核苷酸多态性

(single nucleotide polymorphism, SNP), 其中4个
位于编码区域(外显子1, 9, 13, 15), 而另外9个
位于内含子区域(内含子5, 8, 10, 12, 15, 17), 其
转录产物为4.6 kb. RECK基因编码一个相对分

子量为110×103的膜锚合葡萄糖蛋白, 其中半

胱氨酸含量高达9%[2]. Southern blot分析显示, 
RECK序列在人, 鼠, 果蝇中呈高度保守. 在16种
人体组织中均发现了4.6 kb的RECK转录产物. 
RECK基因在进化上的高度保守和组织上的广

泛分布说明其有着重要的生物学功能. RECK
基因在正常组织中高表达, 而在各种肿瘤来源

的细胞系及转染了r a s 等癌基因的细胞中低表 
达[3-5]. 许多癌基因如ras , fos , myc等均可下调

RECK基因的表达, 这说明RECK基因可能是

癌基因共同作用的一个负调节靶位点. 此外基

因敲除研究发现, RECK基因还与血管生成密

切相关, 其适量表达能抑制血管的生成[6-8]. 最
初认为R E C K是一个新的转化抑制基因 ,  后
来发现他能抑制3个基质金属蛋白酶(m e t r i x 
meta l lopro te inase, MMP)的成员MMP-2、
MMP-9及MT1-MMP的分泌与活性, 其抑制作

用属于转录后水平的调节机制[9-10]. 本实验发现, 
RECK在胃癌组织中的表达率(51.9%)明显低于

在非肿瘤胃黏膜组织中的表达(100%), 并随肿

瘤病理分化程度的降低、浸润深度的加深、淋

巴转移的发生、远隔转移的产生及临床分期的

增高而降低(P <0.05), 与文献报道相符[11-13], 提示

RECK基因表达的缺失与胃癌的发生、发展、

 

A B■创新盘点
关 于 R E C K , 
MMP-9, TGF-β1
的表达与临床病
理特征的相关性, 
及他们间的相互
关系的研究, 在胃
癌组织方面目前
较为少见. 研究他
们之间的关系对
认识 R E C K 的抑
癌机制有提示作
用.

图  2  MMP-9在正常胃组织及胃癌中的表达(×400). A: 正常胃组织中MMP-9呈阴性表达; B: 胃癌组织中MMP-9呈阳性表达.

图  3  TGF-β1在正常胃组织及胃癌中的表达(×400). A: 正常胃组织中TGF-β1呈阴性表达; B: 胃癌组织中TGF-β1呈阳性表达.

A B
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浸润和转移密切相关, 而且可能为判断胃癌的

恶性程度提供依据.
基底膜和细胞外基质(extracellulla matrix, 

ECM)是阻止肿瘤侵袭和转移的主要屏障, 肿瘤

的侵袭和转移首要条件就是应具备降解细胞外

基质和基底膜的能力[14-15], 这一过程涉及大量的

蛋白酶及其抑制剂, 其中MMP几乎能降解ECM
中所有的成分和基底膜的胶原, 促使细胞侵袭

周边结缔组织进入脉管系统, 最后到达继发组

织器官扩展性生长[16-17]. 研究表明, MMP过度

表达与肿瘤的恶性程度密切相关, MMP对原发

肿瘤和继发肿瘤的生长有促进作用[18-20]. 抑制

MMP对抑制肿瘤的侵袭、生长、转移和血管生

成有重要的意义[21-23]. 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, 于1989年正式命名[21], 该基

因位于染色体20q12-q13, 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, 从而破坏基底膜的完整性[24-27]. David et al [27]

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

显著相关. Sier et al [30]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. 研究发现, 在恶

性细胞株中恢复RECK的表达, 除了能抑制浸润

行为以外还总是伴有MMP-9的分泌减少, 这提

示在正常细胞中RECK可能是MMP-9的负调节

因子, RECK基因被致癌信号下调将导致MMP-9
分泌增加, 促进细胞外基质的降解, 有利于肿瘤

的浸润和转移[28-30]. 本实验结果显示, RECK和

MMP-9在胃癌组织中的表达呈负相关(P <0.001, 
r s = -0.618), MMP-9的表达随RECK的降低而升

高, 提示胃癌组织中RECK表达的缺失, 导致了

对MMP-9的抑制作用降低, 而使MMP-9高表达, 
促进了肿瘤细胞的侵袭和转移.

转化生长因子 ( t r a n s f o r m i n g  g r o w t h 
f a c t o r, T G F)是指具有刺激细胞从贴壁依赖

性生长转变为贴壁非依赖性生长的一类具

有转化作用的生长因子 .  T G F-β1是T G F-β
家族的主要成员 ,  是调节正常细胞生长和

各种功能的主要因子 [31-33].  近年来研究表明

T G F-β1与多种肿瘤的发生、发展有关, 乳腺 
癌[34-35]、肝癌[36]等癌细胞均可自分泌TGF-β1, 
并受其影响, 在前列腺癌、胃癌[37]乳腺癌、结直

肠癌[38]等恶性肿瘤中呈过度表达, 其过度表达

在肿瘤转化、进展中起重要作用并与预后相关. 

对正常细胞, TGF-β1通过其信号通路使细胞停

止在G1期抑制细胞增殖, 可看作一种抑癌因子.  
但当细胞恶变时, TGF-β1信号通路的组成成分

发生改变, 表现为TGF-β1受体改变、下游信号

Smads突变及癌基因突变等, 导致细胞对TGF-β1
耐受. 在肿瘤的早期阶段, TGF-β1可看作肿瘤

的抑制物; 在肿瘤的进展阶段, 细胞因TGF-β1
的抑制增殖作用消失而出现优势生长; 在肿瘤

的晚期阶段, TGF-β1作为肿瘤的促进因子, 通
过刺激血管生成、细胞播散、免疫抑制及合成

细胞外基质而提供适宜于肿瘤生长、浸润及转

移的微环境[39]. 本实验发现, 胃癌组织中RECK
与TGF-β1的表达呈负相关(P <0.001, r s = -0.620), 
且TGF-β1的表达随RECK的降低而升高, 提示

RECK基因表达的缺失, 丧失了对TGF-β1活性的

促进作用, 而降低了其促进肿瘤细胞凋亡的作

用, 导致癌细胞的无限制生长. TGF-β1表达与胃

癌组织学类型和分化程度无关, 而与淋巴结转

移、临床病理分期(TNM分期)相关, TGF-β1促
进了胃癌细胞浸润和转移并影响预后. 可以推

测, RECK也可能调节其他细胞外信号分子(如
TGF-β)的数量及功能或调节血管生成的其他方

面, 其具体机制有待于进一步的研究.
M M P通过降解血管周围细胞外基质 ,  调

节和释放血管活性因子, 可促进肿瘤新生血管

形成[40-42]. 本实验亦发现胃癌组织中TGF-β1与
MMP-9的表达呈正相关(P <0.001, r s = 0.716), 
MMP-9的阳性表达率随TGF-β1的升高而升高, 
提示TGF-β1通过刺激血管生成、细胞播散、免

疫抑制及合成细胞外基质而提供适宜于肿瘤生

长、浸润及转移的微环境和MMP-9降解细胞外

基质和基底膜而促进的细胞迁移和侵袭在胃癌

的发生、发展中互相制约而共同起作用. 但目

前国内外对他们之间关系的研究很少, 很可能

二者之间不存在直接的相互制约作用, 而是分

别受RECK等其他因素调控而同时影响恶性肿

瘤的发生、发展.
总之, RECK、MMP-9及TGF-β1的表达在

胃癌的发生、发展和浸润转移过程中起重要作

用, 近来成为研究的热点, 有可能成为判断胃癌

生物学行为的重要指标. 但其具体机制和途径

目前尚不清楚, 需要更深入的研究来明确他们

之间的关系. 
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