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Abstract
AIM: To detect cyclooxgenase-2 (COX-2), 
β-catenin (β-cat) and matrix metalloproteinase-7 

(MMP-7) expression in hereditary nonpolyposis 
colorectal cancer (HNPCC) and sporadic 
colorectal carcinoma (CRC), and to analyze their 
relationship with the biological behaviour of 
HNPCC.

METHODS: The SP Immunohistochemical 
staining was used to detect COX-2, β-cat and 
MMP-7 protein expression in sample tissues 
of 28 HNPCC, 30 sporadic CRC and 10 normal 
colorectal cancer. All of the specimens were 
selected beforehand by hMSH2 and hMLH1 
Immunohistochemical staining. And their corre-
sponding clinical data were analyzed retrospec-
tively. 

RESULTS: The positive expression rates of 
COX-2, β-cat in cytoplasm and MMP-7 expres-
sion differed significantly between HNPCC 
and sporadic CRC (χ2 = 14.8352, P = 0.0001; χ2 
= 5.6425, P = 0.0175; χ2 = 10.6454, P = 0.0011). 
Positive rates of malposed β-cat and MMP-7 
were closely correlated with the neoplastic inva-
sive depth in HNPCC group and sporadic CRC 
group (P = 0.0127, P = 0.0001; P = 0.0227, P = 
0.0261) and lymph node metastasis (P = 0.0000, P 
= 0.0001; P = 0.0227, P = 0.0261), but not with the 
sex, the size or position of the tumour. COX-2 
expression was bound up with the neoplastic in-
vasive depth (P = 0.0166) in HNPCC group, but 
not with the lymph node metastasis. However, 
in sporadic CRC group, COX-2 expression was 
related with neither neoplastic invasive depth 
nor lymph node metastasis. There was a stable 
positive relationship among COX-2, malposed 
β-cat and MMP-7 expression both in HNPCC 
and sporadic CRC (COX-2 and malposed β-cat: r 
= 0.417, P = 0.011, r = 0.504, P = 0.006; malposed 
β-cat and MMP-7: r = 0.396, P = 0.027, r = 0.429, 
P = 0.021; COX-2 and MMP-7: r = 0.315, P = 0.028, 
r = 0.429, P = 0.021). 

CONCLUSION: The present study demonstrates 
that the COX-2, β-cat in cytoplasm and MMP-7 
expression has marked difference among 
HNPCC, sporadic CRC and normal colorectal 
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■背景资料
遗 传 性 非 息 肉
病 性 大 肠 癌
( H N P C C ) 又 称
Lynch综合征, 是
由人类错配修复
基因(MMR)种系
突变和微卫星不
稳定而引起的常
染色体显性遗传
病 ,  约 占 全 部 大
肠癌的5%-15%. 
HNPCC的遗传病
因特殊、临床病
理特点突出, 是遗
传性结直肠肿瘤
的代表.
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tissues. This may be an important reason why 
HNPCC tumors have a less invasive and meta-
static potential compared with sporadic variants. 
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摘要
目的:  本研究旨在探讨C O X-2、β - c a t和
MMP-7表达与HNPCC特殊侵袭转移生物学
行为间的关系.

方法: 应用免疫组化SP法检测HNPCC(n  = 
28)、散发性大肠癌(n  = 30)和正常大肠黏膜
(n  = 10)中COX-2, β-cat和MMP-7的表达情况. 
所有标本预先经过hMSH2和hMLH1免疫组
化染色筛查, 并结合其临床病理特点进行回
顾性分析. 

结果:  在H N P C C组和散发性大肠癌组中
COX-2、异位β-cat和MMP-7的表达差异显
著(χ2 = 14.8352, P  = 0.0001; χ2 = 5.6425, P  = 
0.0175; χ2 = 10.6454, P  = 0.0011). 两组异位
β-cat和MMP-7的阳性率与大肠癌的侵袭深度
和淋巴结转移密切相关(P  = 0.0127, 0.0001; 
P  = 0.0227, 0.0261), 而与性别、肿瘤的大小
和部位无关. COX-2在HNPCC组中与肿瘤侵
袭深度相关(P  = 0.0166), 与淋巴结转移无关; 
散发性大肠癌组中与肿瘤侵袭深度和淋巴
结转移均无关. 两组中COX-2、异位β-cat和
MMP-7三者阳性表达呈正相关(COX-2与异位
β-cat: r  = 0.417, P  = 0.011, r  = 0.504, P  = 0.006; 
异位β-cat与MMP-7: r  = 0.396, P  = 0.027, r  = 
0.429, P  = 0.021; COX-2与MMP-7: r  = 0.315, P  
= 0.028, r  = 0.429, P  = 0.021).

结论:  C O X - 2、异 位 β - c a t 和 M M P - 7 在
HNPCC、散发性大肠癌和正常黏膜中的阳性
表达率差异显著, 这可能是HNPCC相对于散
发性大肠癌侵袭弱、转移少的原因之一.

关键词: 遗传性非息肉病性大肠病; 人类错配修复

基因; 环氧合酶-2; β-链接素; 基质金属蛋白酶-7; 

病理; 免疫组化; 转移; 治疗
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0  引言

遗传性非息肉病性大肠癌(h e r e d i t a r y n o n-
polyposis colorectal cancer, HNPCC)又称Lynch
综合征, 是由人类错配修复基因(MMR)种系突

变和微卫星不稳定而引起的常染色体显性遗

传病[1], 约占全部大肠癌的5%-15%. HNPCC的
遗传病因特殊、临床病理特点突出[1-3], 是遗传

性结直肠肿瘤的代表. 其生物学行为与散发性

大肠癌不同. 研究发现: 在获得诊断时, HNPCC
比散发性大肠癌的侵袭更弱、转移更少、预后

更好[4]. 诸多因素参与大肠癌的发生发展和侵

袭转移行为, 其中环氧合酶-2(cyclooxgenase-2, 
COX-2)、Wnt/APC/TCF信息通路及其下游基

因产物是已知的重要环节 [5-9]. C O X-2又称前

列腺素合酶 ,  是花生四烯酸代谢的关键限速

酶; 同时具有抑制肿瘤细胞凋亡、调控肿瘤细

胞周期、促进肿瘤血管形成和增加肿瘤细胞

侵袭、转移的潜能[10-11]. β-链接素(β-ca ten in, 
β-c a t)不但参与细胞间黏附 ,  而且也是W n t/
APC/TCF通路中将信息由胞膜传递至细胞核

的关键因子 [12]. 而基质金属蛋白酶-7(m a t r i x 
metalloproteinase-7, MMP-7)则是Wnt/APC/
TCF通路的靶基因产物, 可直接分解基底膜和

细胞外基质造成肿瘤侵袭和转移 [13-14]. 因此, 
COX-2, β-cat和MMP-7的表达情况直接影响肿

瘤的侵袭和转移, 并与预后密切相关. 我们采

用免疫组化方法检测COX-2, β-cat和MMP-7在
HNPCC、散发性大肠癌和正常大肠黏膜组织中

的表达, 探讨其与HNPCC特殊侵袭转移生物学

行为之间的关系, 并为COX-2抑制剂药物用于大

肠癌的临床防治提供参考.

1  材料和方法

1.1 材料 收集我院1980-05/2007-12间收治的大

肠癌病例, 按以下入选条件分别组成试验组(n = 
28)、阳性对照组(n = 30)和阴性对照组(n = 10). 
试验组(HNPCC组)入选条件: 符合Amsterdam
Ⅱ标准[15], hMSH2和hMLH1染色至少一个结果

为阴性. 阳性对照组(散发性大肠癌组)入选条

件: 年龄≥60岁, 没有家族遗传倾向和多原发癌, 
hMSH2和hMLH1染色均为阳性表达. 阴性对照

www.wjgnet.com

■研发前沿
Wnt/APC/TCF信
息通路及其下游
产物、COX-2和
H N P C C 均 是 目
前肿瘤学的研究
热点 .  Wnt/APC/
TCF信息通路和
COX-2在大肠癌
的发生、发展、

侵袭、转移中起
着非常重要的作
用. 研究发现异位
的β-cat、MMP-7
和COX-2的表达
与大肠癌的侵袭
转移密切相关. 但
研究其在HNPCC
中的作用的文章
却鲜有报道. 
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组(正常黏膜组)入选条件: 因其他疾病而切除的

大肠黏膜组织, hMSH2和hMLH1染色结果均为

阳性. 
上述标本均经甲醛固定、石蜡包埋, 并经

HE染色病理确诊. 全部肿瘤病例术前均未行放

化疗. 即用型hMLH1鼠抗人mAb(ZM-0154)、
即用型hMSH2鼠抗人mAb(ZM-0156)、即用型

β-cat鼠抗人mAb(ZM-0442)、即用型MMP-7鼠
抗人mAb(ZM-0334)均购自北京中杉金桥生物

公司. 即用型COX-2兔抗人mAb(RMA-0549)、
即用型SP试剂盒、DAB显色试剂盒均购自福

州迈新生物技术开发公司. 试验由LAB vision 
Autostainer360自动染色仪系统(福建迈新公司)
程控完成、镜下图像以Olympus Dp70图像采集

分析仪进行采集、分析.
1.2 方法 实验按产品说明书操作. 切片常规脱

蜡至水, hMSH2、hMLH1、COX-2和β-cat均经

抗原热修复, MMP-7组不需抗原修复. 30 mL/L 
H2O2孵育10 min, 蒸馏水冲洗, PBS浸泡5 min, 
滴加正常兔血清工作液, 孵育10 min后倾去, 不
洗; 滴加一抗37℃孵育2 h, PBS冲洗3 min×3次. 
滴加二抗, 孵育15 min, PBS冲洗3 min×3次. 滴
加三抗, 孵育15 min, PBS冲洗3 min×3次, DAB
显色, 苏木素复染, 脱水, 透明, 封片. PBS代替

一抗作阴性对照, 正常大肠黏膜上皮表达情况

作阳性对照. 在200倍的视野下随机选取10个视

野, 记数每个视野中正常黏膜或肿瘤细胞的染

色情况, 取平均值. hMLH1、COX-2、MMP-7均
定位于细胞质, hMSH2定位于细胞核. 依据染色

强度和阳性细胞率来计算评分. 染色强度: 0为
无染色; 1为染色弱; 2为中等染色强度; 3为染色

强. 阳性细胞率: 0为<1%, 1为<10%, 2为<50%, 3
为<80%, 4为≥80%. 以染色强度与阳性细胞率

之和计算评分, 0-2分为阴性(-), 3-5分为阳性(+), 
6-7分为强阳性(++). 从胞膜和胞质胞核两方面

观察β-cat的表达[16]. β-cat在胞膜阳性细胞数≥

70%记为β-cat正常表达, β-cat在胞质阳性细胞数

≥30%或在胞核表达≥10%记为β-cat异位表达. 

评分过程由两名高年资病理科医生双盲法独立

完成.
统计学处理 应用SPSS15.0统计软件包进行

统计分析. 计数资料采用两个(或多个)样本率比

较的χ2检验, 正态分布的计量资料采用随机设计

的两总体均数的t检验, 年龄资料采用单因素多

个样本均数比较的q检验(Newman-Keuls法). 积
分相关性采用Spearman等级相关分析, P <0.05为
差异有统计学意义.

2  结果

2.1 一般材料 三组病例具体的临床资料见表1. 
三组病例的年龄统计学差异显著(HNPCC组和

散发大肠癌组的Q = 14.0060, P <0.01; HNPCC组
和正常黏膜组的Q = 4.0805, P <0.01; 散发大肠癌

和正常黏膜组的Q = 5.9623, P <0.01). 而性别、

标本部位和肿瘤的D u k e s分期无统计学差异. 
hMSH2和hMLH1染色结果因入选条件的原因造

成统计学差异(图1).
2.2 三组中COX-2, β-cat, MMP-7的表达 β-cat呈
棕黄色细颗粒表达于上皮细胞-细胞接触侧的

胞膜上(图2A), 也可在胞质和胞核中异位表达

(图2B); 肿瘤间质不染色. COX-2主要表达于黏

膜细胞的胞质中, 呈棕褐色颗粒状; 部分胞膜着

色, 肿瘤间质不染色(图3A). MMP-7主要表达在

胞质, 呈棕黄色颗粒状, 部分胞膜染色, 肿瘤间

质不染色(图3B). 三组中COX-2, β-cat, MMP-7
的表达情况见表2, 其中HNPCC和散发大肠癌

两组间统计学差异显著(COX-2: χ2 = 14.8352, 
P  = 0.0001; 异位β-cat: χ2 = 5.6425, P  = 0.0175; 
MMP-7: χ2 = 10.6454, P = 0.0011). HNPCC和正

常黏膜组之间差异不显著.
2.3 COX-2, β-cat, MMP-7表达与大肠癌临床

病理特点之间的关系 COX-2, β-cat, MMP-7在
HNPCC和散发性大肠癌两组中表达的情况见

表3. 异位β-cat和MMP-7的阳性率与大肠癌的

侵袭深度(HNPCC组中异位β-cat: P  = 0.0127; 
MMP-7: P  = 0.0001. 散发性大肠癌组中异位

表  1  三组病例的临床资料 (n )

     
分组	        n        男     女

	            年龄                    部位                    Dukes分期                  hMSH2               hMLH1

 	                                     (mean±SD, 岁)      结肠      直肠       A       B       C       D       +～++      -       +～++      -

HNPCC组      28    22      6    18-58(45.0±8.6)     18          10        3     16      8       1        11       17        17        11

散发大肠癌    30    20    10    60-84(66.3±7.9)     17          13        1     12    15       2        30         0         30          0

正常黏膜组    10      7      3    35-67(53.7±7.8)       7            3                                            10         0         10          0

■应用要点
目 前 化 学 合 成
的 、 选 择 性 的
COX-2、MMP和
β-cat的抑制剂已
开始用于肿瘤的
临床治疗, 本研究
为新药物的临床
应用提供了一些
有益的参考.
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β-cat: P  = 0.0227; MMP-7: P = 0.0261)和淋巴结

转移(HNPCC组中异位β-cat: P = 0.0000; MMP-7: 
P = 0.0001. 散发性大肠癌组中异位β-cat: P = 
0.0227; MMP-7: P  = 0.0261)密切相关, 而与性

别、肿瘤的大小和部位无关; COX-2在HNPCC
组中与肿瘤侵袭深度相关(P = 0.0166), 与淋巴

结转移无关; 而在散发性大肠癌组中COX-2与
肿瘤侵袭深度和淋巴结转移均无关. 因此, 异位

β-cat和MMP-7的表达与大肠癌的Dukes分期密

切相关.

2.4 COX-2、异位β-ca t, MMP-7表达的相关

性 HNPCC和散发性大肠癌两组中COX-2, 异
位β-cat, MMP-7的表达均呈正相关(表4). 其中

HNPCC组中COX-2与异位β-cat的r  = 0.417, P  = 
0.011; 异位β-cat与MMP-7的r  = 0.396, P  = 0.027; 
COX-2与MMP-7的r  = 0.315, P  = 0.028. 而散发

大肠癌中散发性大肠癌中COX-2与异位β-ca t
的r  = 0.504, P  = 0.006; 异位β-cat与MMP-7的r  = 
0.429, P  = 0.021; COX-2与MMP-7的r  = 0.429, P  
= 0.021.
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图  2  大肠癌组织β-cat表达情况(SP×200). A: 正常表达, 细胞-细胞连接处的细胞膜出现棕黄色颗粒, 细胞质很少部分染

色, 细胞核和间质不染色; B: 异位表达, 细胞质中出现棕黄色颗粒, 细胞膜染色明显减少, 部分细胞核染色, 肿瘤间质不染色.

A B

图  3  大肠癌组织COX-2和MMP-7表达情况(SP×200). A: COX-2, 细胞质中出现散在的棕黄色颗粒, 可汇合连接成片. 细

胞-细胞连接处的细胞膜很少部分染色, 细胞核和间质不染色; B: MMP-7, 细胞质中出现棕黄色颗粒, 部分细胞膜染色, 细

胞核和间质不染色.

A B

图  1  大肠癌组织hMSH2和hMLH1表达情况(SP×200). A: hMSH2, 细胞核中出现棕黄色颗粒, 细胞质和细胞膜不染色, 间质

不染色; B: hMLH1, 细胞质中出现棕黄色颗粒, 部分细胞膜染色, 间质不染色或浅染.

A B
■同行评价
本文内容新颖, 紧
密配合近代流行
的肿瘤生物靶向
治疗, 值得临床及
基础学者阅读.
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3  讨论

Wnt/APC/TCF信息通路在肿瘤的发生、发展、

侵袭、转移过程中起着非常重要的作用 [17-18]. 
β-cat是该信息通路的关键因子, 其既可与细胞

膜上的钙黏附蛋白结合, 参与介导上皮细胞黏

附、保持肿瘤组织的完整性、阻止肿瘤细胞脱

离原发灶, 从而抑制肿瘤转移[19]. 如不能被APC
分解, β-cat也可在胞质和胞核中的积累和异常

表达, 并启动Wnt/APC/TCF信息通路的下游靶

基因[20]. 而MMP-7就是一个靶基因产物. 因其

分子结构中缺乏与组织抑制因子(TIMP)相互作

用的C末端区域, 使MMP-7具有强大的基质降

解功能和广泛的底物特异性, 同时受TIMP的负

调节作用较小. 因此, 在大肠癌的侵袭转移过程

中MMP-7的作用比其他MMP成员更重要[21]. 在
分解基底膜和细胞外基质造成肿瘤侵袭、转移

的同时, MMP-7还参与胞膜中的钙黏附蛋白与

β-cat连接的分解, 加速β-cat在胞质中的积累表

达. 因此, β-cat和MMP-7与大肠癌的侵袭、转

移密切相关. 本研究显示: 大肠癌中β-ca t在胞

膜正常表达明显少于正常组织; 而异位β-cat和
MMP-7的表达则相反. 且随肿瘤侵袭深度和淋

巴结转移而表达明显增加, 统计学差异显著. 这
显示β-cat蛋白表达异常贯穿了大肠癌从早期发

生直至晚期转移的全过程. 分析散发性大肠癌

组织中异位β-cat和MMP-7表达明显增多的原因: 
HNPCC多由MMR突变引起, 而散发性大肠癌则

多由APC基因突变引起[22]. APC基因突变将导致

APC蛋白失活, 从而无法分解进入胞质的β-cat
复合物, 造成β-cat在胞质堆积并进入细胞核, 启
动Wnt/APC/TCF信息通路下游靶基因的转录; 
促进MMP-7的产生. 这可能是造成HNPCC侵袭

弱、转移少、预后较好的原因之一.
COX是前列腺素合成过程中的一个重要限

速酶, 催化花生四烯酸最终生成一系列内源性

前列腺素从而参与大肠癌的发生发展[23]. 本研

究显示: 在HNPCC和散发性大肠癌中COX-2, 异

位β-cat, MMP-7的表达均呈正相关. 这说明三者

在大肠癌中的作用是一致的. 研究已证实[23-26]: 
COX-2具有增加肿瘤转移和侵袭潜能、提高细

胞的生存能力及抑制凋亡、与新生血管的生

成及预后、导致大肠癌组织的局部免疫抑制的

作用. 因此, COX-2的高表达将造成肿瘤细胞凋

亡减少、生长加速、侵袭和转移增加、预后

差. 本研究显示: COX-2在HNPCC中的表达较

散发性大肠癌明显减少. 此结果与其他学者报

道一致[27-29]. 因此, 这可能也是造成HNPCC侵袭

弱、转移少、预后好的特殊生物学行为的原因

之一. 分析产生此结果的原因: (1)散发性大肠癌

APC突变造成β-cat在胞质堆积, 而胞质中的β-cat
可以诱导COX-2的mRNA转录并增加mRNA的稳

定性, 从而调节COX-2的表达[6,30-31], 导致COX-2
的表达增加、细胞凋亡减少、诱导肿瘤的生

长. (2)COX-2的高表达可以引起转化生长因子

β的Ⅱ型受体(TβRⅡ)的表达减少[22], 而TβRⅡ

则是TGFβ/Smad信息通路传导的关键环节, 其

a, cP<0.05, a为组内相关项比较; c为两组间相同项比较.

表  3  两组COX-2, β-cat, MMP-7表达与临床病理的关系 (n)

     
分组                                         n    COX-2

     β-cat表达   
MMP-7

                                                                     正常   异位

HNPCC组	

    性别              男	         22        9       15        6          9

	         女	           6        3         4        3	  4

    肿瘤大小       <4 cm       16        7       10        5	  7

	         ≥4 cm      12	    5         9        4	  6

    部位              右半结肠   14	    6       10        4	  6

	         左半结肠     4        2         3         2	  3

	         直肠	         10        4         6         3	  4

    侵袭深度       浆膜内       19        5       16a        3	  4

	         浆膜外        9        7a         3        6a         9a

    淋巴结转移   无	         19        7       13         1b	  4b

	         有	           9        5b        6b       8a	  9a

散发大肠癌组

    性别              男	         20      17         7       11	 18

	         女	         10        7         4        8	   8

    肿瘤大小       <4 cm       14	  11         5        8	 11

	         ≥4 cm      16	  13         6       11	 15

    部位               右半结肠  10	    8         3         6	   9

	          左半结肠    7	    5         2         5	   6

	          直肠	        13	  11         6         8	 11

    侵袭深度        浆膜内      13	    8b        8a        5	   9b

	          浆膜外      17	  16a        3       14a	 17a

    淋巴结转移    无	         13	    8         9a        5	   9

	          有	         17	  16a        2       14a	 17a

表  2  三组COX-2, β-cat, MMP-7的阳性表达情况 (n )

     
分组                       n      COX-2

         β-cat表达       
MMP-7

                                                         正常      异位

HNPCC组	           28       12b         19           9a          13b

散发大肠癌组      30       24	     11	 19           26

正常黏膜组         10	         1b	      9a	   1	  0b

aP<0.05, bP<0.01 vs  散发大肠癌组.
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表达减少将使肿瘤逃逸TGFβ的抑制作用, 从
而促进肿瘤的发生发展. 同时, TGFβ/Smad和
Wnt/APC/TCF这两个信息通路也是相互联系

的. COX-2高表达可通过TGFβ/Smad信息通路

中的Smad4影响Wnt/APC/TCF信息通路中β-cat
在胞质中的堆积.

流行病学调查研究发现长期服用阿司匹林

药物的人群大肠腺癌、大肠腺瘤性息肉的发生

率明显下降[32-34]. 有规律的服用阿司匹林可以降

低结直肠癌致死的危险性, 而舒林酸可以减少

腺瘤性结肠息肉病息肉的数量. 因此, COX-2抑
制剂具有抑制和治疗大肠肿瘤的作用. 非选择性

抑制剂因其副作用较大而在临床应用受限; 而
选择性抑制剂具有药物作用特异性强、副作用

小的特点, 临床应用前景广. 塞来昔布等选择性

COX-2抑制剂已成为目前结肠息肉病和大肠癌

的药物干预性治疗的热点. 目前化学合成的β-cat
抑制剂药物也已开始进入临床并成为肿瘤治疗

领域的热点. 他们的应用开辟了大肠癌靶向治

疗阶段. 研究显示[35]: 部分COX-2抑制剂也是通

过调节胞质中的β-cat水平从而达到抑制COX-2
的作用. 因此, COX-2抑制剂和β-cat抑制剂药物

在作用机理方面有共通之处. 本研究显示: 虽然

HNPCC中COX-2和异位β-cat较散发性大肠癌明

显减少, 但仍明显高于正常大肠组织, 我们认为: 
临床上应用COX-2抑制剂和β-cat抑制剂药物治

疗HNPCC也是适合的. 因此, 本研究结果为临床

应用COX-2抑制剂和β-cat抑制剂药物治疗大肠

癌和HNPCC的治疗提供了一个有益的参考.
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