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Abstract
AIM: To investigate the clinical significance of 
the expression of Twist1, MMP-2 and MMP-9 
proteins in colorectal cancer.

METHODS: The expression of Twist1, MMP-2 
and MMP-9 proteins was examined on tissue 
chips containing 92 colorectal cancer samples by 
immunohistochemistry.

RESULTS: The positive rates of Twist1, MMP-2 
and MMP-9 protein expression in  colorectal 
cancer were 64.1%, 66.3% and 67.4%, respective-
ly. High expression of Twist1 was positively cor-
related with lymph node metastasis and TNM 
stage (both P < 0.05) but inversely with patient’
s overall survival and relapse-free survival (P < 
0.05 and 0.01, respectively). The expression of 
MMP-2 and MMP-9 was significantly correlated 
with lymph node metastasis (both P < 0.01). A 

positive correlation was also found between 
MMP-9 expression and tumor size (P < 0.01). 
The expression of Twist1 was positively corre-
lated with that of MMP-9 (P < 0.05), but not with 
that of MMP-2 (P > 0.05).

CONCLUSION: The expression of Twist1, MMP-2 
and MMP-9 plays an important role in tumor 
invasion and metastasis in colorectal cancer. The 
expression of MMP-9 might be partly regulated by 
Twist1.
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摘要
目的: 研究Twist1、MMP-2和MMP-9蛋白在
结直肠癌组织中的表达及其相互关系.

方法: 建立组织微阵列平台, 应用免疫组织
化学方法检测92例结直肠癌组织Tw i s t1、
MMP-2和MMP-9蛋白的表达情况.

结果: 结直肠癌中Twist1的表达率为64.1%, 
MMP-2和MMP-9阳性率分别为66.3%和67.4%; 
Twist1的表达与肿瘤淋巴结受累和TNM分期
均呈正相关(均P <0.05), 并且与患者总生存率
和无复发生存率呈负相关(P <0.01, P <0.05); 
MMP-2、MMP-9蛋白表达与肿瘤淋巴结受
累均呈显著正相关(均P <0.01), 并且MMP-9蛋
白表达与肿瘤大小也呈显著正相关(P <0.01); 
Twist1表达状况与MMP-9的表达呈显著正相
关(r  = 0.205, P<0.05), 而与MMP-2表达无显著
相关性.

结论: 结直肠癌Twist1、MMP-2和MMP-9表
达状况与肿瘤侵袭转移有密切关系; MMP-9
表达可能在一定水平上受到Twist1调控.

关键词: 结直肠癌; Twist1; MMP-2; MMP-9; 免疫
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■背景资料
目前研究显示, 明
胶 酶 ( M M P - 2 和
MMP-9)及其抑制
因子 (TIMP-1和
TIMP-2)在结直肠
癌侵袭转移过程
中发挥了重要作
用. 探讨结直肠癌
明胶酶上游调控
因子对认识肿瘤
侵袭转移过程有
着重要意义. 

■同行评议者
纪小龙, 教授, 武
警总医院纳米医
学研究所 
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0  引言

结直肠癌是临床最常见的恶性肿瘤之一, 癌细

胞的侵袭转移是其难以根治和导致患者死亡

的主要原因. 目前研究显示: 明胶酶(MMP-2和
MMP-9)及其抑制因子(TIMP-1和TIMP-2)在结

直肠癌侵袭转移过程中发挥了重要作用[1-4]. 探
索结直肠癌明胶酶上游调控因子对认识肿瘤侵

袭转移过程有着重要意义. 近期研究显示, Twist1
基因具有癌基因的特性, 能够通过多种途径控制

肿瘤细胞凋亡, 血管生成和侵袭转移, 在恶性肿

瘤发生和发展过程中发挥了重要作用[5,6]. 本研究

在结直肠癌组织微阵列平台上, 通过免疫组织

化学技术检测Twist1基因表达, 分析Twist1表达

强度与肿瘤临床病理特征和患者预后的相关性, 
并进一步探讨其与明胶酶表达的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集淮南市新华医疗集团新华医院病

理科结直肠癌患者92例, 年龄27-78(中位年龄

50.0)岁, 术前均未接受过化疗、免疫或放射等

抗肿瘤治疗. 按WHO最新标准对各病例进行病

理学分级和分型, 其中高分化腺癌8例, 中分化

腺癌44例, 低分化腺癌40例. Duke's分期: A和B
期37例、C和D期55例. 所有组织均以40 g/L甲
醛液固定, 石蜡包埋. 兔抗人Twist1多克隆抗体

购自Santa Cruz公司, 鼠抗人MMP-2和MMP-9单
克隆抗体、通用型SP法免疫组织化学试剂盒及

DAB显色剂均购自福州迈新公司.
1.2 方法 
1.2.1 组织芯片制备: 复查每例HE染色切片, 选
取代表性组织位点, 使用定位器在切片上进行

标记, 每例样本选3个位点; 使用组织芯片制备

仪(HT-1, 辽宁恒泰公司), 采用取样针内径为1 
mm, 通过打孔、定位、取样、点样和二次包埋

制成直径1 mm, 间距1 mm的组织芯片蜡块; 以
3 μm厚度连续切片, 敷贴于10%多聚赖氨酸预先

处理的载玻片上, 待用. 
1.2.2 免疫组织化学法检测Twist1、MMP-2和

MMP-9蛋白在结直肠癌组织中的表达: 具体操

作按试剂盒说明书染色步骤进行. 以PBS缓冲液

代替一抗作阴性对照, 用已知阳性标本作为阳

性对照. 
1.2.3 结果判定: Twist1染色以细胞质出现明显的

黄色或棕黄色颗粒视为阳性着色, 参照Kyo等[7]

提出的染色标准综合阳性细胞率及染色强度进

行评估, 判断表达强度: 两者积分之和<6为弱表

达, ≥6为高表达. MMP-2和MMP-9以细胞膜或

胞质出现明显的黄色或棕黄色颗粒视为阳性着

色, 按Shimizu等[8]评分标准进行半定量分析, 根
据镜下观察阳性细胞比例及阳性着色强度. 阳
性细胞数按无着色、阳性细胞数<1/3、1/3-2/3
和>2/3分别判为0、1、2、3分, 每张切片阳性细

胞的着色强度按无着色、黄色、棕黄色和棕褐

色分别判为0、1、2、3分, 根据两项积分之和

判断其结果, ≥3分为阳性.
统计学处理 采用SPSS10.0 for Window软件

进行统计学处理. 采用χ2检验, 非参数Spearman
等级相关检验, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 Twist1、MMP-2和MMP-9蛋白在结直肠癌

中表达和分布 Twist1、MMP-2和MMP-9蛋白阳

性信号呈黄色或棕黄色颗粒状, 主要定位于细

胞胞质(图1). 92例结直肠癌组织中, Twist1高表

达率为64.1%, MMP-2和MMP-9阳性率分别为

66.3%和67.4%. 阳性肿瘤细胞分布呈异质性, 表
现为片状、灶状或散在分布. 
2.2 Twist1蛋白表达与结直肠癌临床病理特征以

及患者预后的关系 结直肠癌Twist1的表达与肿

A

B

图  1  Twist1在结直肠癌组织中的表达(免疫组织化学染色). 
A: 结直肠癌细胞高表达Twist1(×100); B: 结直肠癌Twist1阳

性表达主要定位于细胞质(图1A方框, ×200).

■相关报道
L e e 等 研 究 发 现
MMP-2和MMP-9
直 接 参 与 了
TGFβ1和Twist1
介导的乳腺细胞
EMT过程 ;  Oka-
mura等将Twist1
基因稳定转染到
恶性骨肉瘤细胞
中, 发现肿瘤细胞
TIMP-1基因表达
显著下调; 因而可
以推测Twist1基
因可能间接促进
MMP-9表达. 

■创新盘点
本研究在结直肠
癌组织微阵列平
台上, 通过免疫组
织化学技术检测
Twist1、MMP-2
和MMP-9蛋白的
表 达 ,  结 果 表 明
Twist1、MMP-2
和MMP-9表达状
况与结直肠癌侵
袭转移有密切关
系 ;  MMP-9表达
可能在一定水平
上受到Twist1调
控. Twist1基因在
结直肠癌侵袭转
移过程中可能发
挥了重要作用.
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瘤淋巴结转移和Duke's分期均呈正相关(P <0.01, 
P <0.05), 而与患者年龄、肿块大小、组织学分

级均无统计学意义(均P >0.05); Twist1的表达与

结直肠癌患者总生存率和无复发生存率均呈负

相关(P <0.01, P <0.05, 表1, 图2). 
2.3 MMP-2和MMP-9蛋白表达与结直肠癌临床

病理特征的关系 结直肠癌MMP-2和MMP-9的
表达与肿瘤淋巴结转移和TNM分期均呈正相关

(均P <0.01), 且MMP-9的表达与肿瘤大小呈正相

关(P <0.01), 而与患者年龄和组织学分级均无统

计学意义(均P >0.05). 
2.4 结直肠癌组织中Tw i s t1表达与M M P-2、
MMP-9表达的相关性 Spearman相关性分析显

示: Twist1和MMP-9的表达均呈显著正相关(r  = 
0.205, P <0.05), 而与MMP-2表达无显著相关性

(P >0.05).

3  讨论

Twist1基因属于碱性螺旋-环-螺旋蛋白家族中

高度保守的转录因子, 在胚胎生长发育阶段诱

导细胞迁移的调控过程中发挥重要作用, 最早

在果蝇中被发现, 广泛表达于中胚层起源的组

织和细胞, 在出生后降至低水平. 最近研究发现, 
Twist1具有癌基因的特征, 能够抑制肿瘤细胞凋

亡, 参与肿瘤细胞周期的调控, 并通过调解肿瘤

细胞上皮-间质转化(epithelial-mesenchymal tran-
sition, EMT)等参与了恶性肿瘤的发生, 并且促

进肿瘤侵袭转移. Yang等[9]研究发现Twist1高表

达的乳腺癌细胞易发生转移, 而Twist1低表达的

乳腺癌细胞没有或极少发生转移. Kyo等[7]检测

了70例人子宫内膜癌的Twist1表达, 发现51%病

例呈Twist1高表达, 并且Twist1表达状况与肿瘤

局部侵袭和患者生存期呈显著正相关, 是一个

独立的预后因子. Valdés-Mora等[10]使用实时定

量PCR技术检测了54例结直肠癌及其癌旁正常

黏膜Twist1的mRNA表达, 发现结直肠癌Twist1 
mRNA表达显著高于正常黏膜组织表达, 并且其

表达还与肿瘤淋巴结转移呈显著正相关. 本研

究在92例结直肠癌中检测了Twist1蛋白的表达, 
发现64.1%的结直肠癌为高表达, 且Twist1的表

达与肿瘤淋巴结受累和TNM分期均呈正相关, 
并且与患者总生存率和无复发生存率均呈负相

关, 结果与文献报道相似, 提示Twist1是结直肠

癌演进过程中一个重要因子, 对肿瘤侵袭转移

有着重要促进作用, 是一个辅助判断结直肠癌

进展和患者预后的标志物. 鉴于Twist1在肿瘤发

生发展中的重要角色, 我们进一步探讨了Twist1
发挥作用可能的下游靶基因. 

明胶酶(MMP-2和MMP-9), 是基质金属蛋

白酶家族重要成员, 能够特异性降解基底膜和

细胞外基质的大多数蛋白质, 在肿瘤侵袭、转

移中起着极为重要的作用, 这一点已在对多种

表  1  结直肠癌组织Twist1蛋白表达与患者临床病理特征的关系

     
临床病理特征   n Twist1高表达n (%)   P 值

年龄(岁)

    ≤55 38     25(65.8) 0.781

    >55 54     34(63.0)

肿瘤大小(cm)

    ≤5 54     34(63.0) 0.781

    >5 38     25(65.8)

淋巴结转移

    无 35     12(34.3) 0.001

    有 57     47(82.5)

组织学分级

    Ⅰ   8       4(50.0) 0.301

    Ⅱ 44     26(59.1)

    Ⅲ 40     29(72.5)

Duke's分期

    A+B 37     15(40.5) 0.001

    C+D 55     44(80.0)
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图  2  结直肠癌Twist1表达与患者预后的相关性分析.

■应用要点
Twist1基因在结
直肠癌侵袭转移
过程中可能发挥
了 重 要 作 用 ,  是
一个辅助判断结
直肠癌患者预后
的有效生物标志
物, 并且Twist1和
MMP-9在结直肠
癌演进过程中关
系密切; 两者之间
具体调控机制有
待进一步研究. 
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肿瘤组织的侵袭行为、转移潜能与明胶酶表达

水平的相关分析的研究中得到证实[11]. 在本课题

组既往研究中, 我们也发现肿瘤组织MMP-2和
MMP-9的表达与肿瘤淋巴结转移、临床分期以

及患者预后均有密切关系[12,13]. 本研究同时检测

了MMP-2和MMP-9在结直肠癌组织中表达, 结
果显示MMP-2、MMP-9与结直肠癌的肿块大小

和转移有显著相关性. 
进一步, 我们将结直肠癌Twist1表达分别

与MMP-2和MMP-9进行相关性分析, 结果显示

Twist1表达状况与MMP-9的表达呈显著正相关, 
而与MMP-2表达无显著相关性. Lee等研究发

现MMP-2和MMP-9直接参与了TGFβ1和Twist1
介导的乳腺细胞EMT过程[14]; Okamura等[15]将

Twist1基因稳定转染到恶性骨肉瘤细胞中, 发现

肿瘤细胞TIMP-1基因表达显著下调, 而TIMP-1
是MMP-9的天然抑制物, 因而可以推测Twist1基
因可能间接促进MMP-9表达. 本研究结果结合

文献报道表明, Twist1基因和明胶酶中MMP-9在
结直肠癌中关系密切, Twist1可能在一定水平上

调控MMP-9的表达. 
总之, Twist1基因在结直肠癌侵袭转移过程

中可能发挥了重要作用, 是一个辅助判断结直

肠癌患者预后的有效生物标志物, 并且Twist1和
MMP-9在结直肠癌演进过程中关系密切; 两者

之间具体调控机制有待进一步研究. 
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