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膀胱癌组织中 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ和ＲＥＣＫ基因的表达及临床意义

鄢　阳，郑军华，许云飞，张海民，黄建华，彭　波，高其若，黄国华，巢月根，孔宪国
（同济大学附属第十人民医院泌尿外科，上海２０００７２）

［摘要］　目的：观察 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ和ＲＥＣＫ基因在膀胱癌组织中的表达，探讨膀胱癌转移可能的基因机制。方

法：采用ＲＴＰＣＲ法检测５０例膀胱癌手术切除标本中 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ和 ＲＥＣＫ基因的表达，并分析其临床意义。

结果：ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ和ＲＥＣＫ在膀胱癌组织中的阳性表达率分别为８０％、５６％、７８％和６４％。膀胱癌组织 ＭＭＰ

２、ＭＭＰ９和ＶＥＧＦ三种基因的表达水平高于癌周组织（Ｐ＜０．０５），而ＲＥＣＫ基因的表达水平低于癌周组织（Ｐ＜０．０５）。膀胱

癌组织中 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９和ＶＥＧＦ基因的表达水平与膀胱癌组织的病理分级分期密切相关，而ＲＥＣＫ基因的表达水平与膀

胱癌的分级分期无明显相关。结论：膀胱癌组织存在多基因的表达异常，其发生、发展及转移与多基因联合作用有关。

［关键词］　膀胱肿瘤；多基因表达；肿瘤转移
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　　肿瘤转移是制约临床治疗效果的常见因素，也
是导致患者死亡的主要原因之一。肿瘤的发生、发
展及转移是多基因综合作用的结果，但具体作用机
制及方式尚不清楚。ＲＥＣＫ基因是新发现的基质金
属蛋白酶（ＭＭＰｓ）抑制基因，广泛表达于多种正常
组织，可抑制 ＭＭＰ２／９和 ＭＴ１ＭＭＰ的活性。研

究［１］表明，肿瘤组织中 ＲＥＣＫ基因呈低表达，其表

达水平与肿瘤的侵袭力成负相关，肿瘤组织中

ＲＥＣＫ基因表达水平高，患者预后往往较好，但其具
体抑癌机制尚未明确。本研究采用 ＲＴＰＣＲ方法
同时检测ＲＥＣＫ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９和血管内皮生成
因子（ＶＥＧＦ）基因在膀胱癌及配对的癌旁组织（距
肿瘤切缘２ｃｍ）中的表达，以探讨这些基因与膀胱

癌侵袭、转移等生物学行为的关系，为进一步研究肿
瘤转移的基因机制奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料　标本取自我科２００２年７月至２００４年４
月期间住院手术治疗的５０例膀胱癌患者，其中男性

３３例，女性１７例，年龄４６～７２岁，平均（６１±６）岁。
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每例取癌及癌旁组织（距肿瘤切缘２ｃｍ）标本各１
份，离体１０ｍｉｎ内投入液氮速冻３０ｍｉｎ后，转入

－８０℃冻存。术后均经病理检查证实为膀胱移行细
胞癌，其中浅表性膀胱癌（Ｔｉｓ～Ｔ１）３０例，浸润性癌
（Ｔ２～Ｔ３）２０例。膀胱癌细胞分级为Ｇ１期２２例，Ｇ２
期１９例，Ｇ３期９例。在前列腺增生症患者行开放性
手术时取得５例正常膀胱组织作为正常对照。所有
患者均知情同意并签署知情同意书。

１．２　ＲＴＰＣＲ 测定 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ 和

ＲＥＣＫ基因的表达

１．２．１　ＲＮＡ 抽提　采用 ＴＲＩｚｏｌ（ＧｉｂｃｏＢＲＬ公
司）试剂抽提组织总ＲＮＡ。采用分光光度法测定提
取的ＲＮＡ含量及纯度，Ｄ２６０／Ｄ２８０约为１．８～２．０。

１．２．２　ＲＴＰＣＲ　应用 ＴａＫａＲａ公司的 ＲＴＰＣＲ
试剂盒扩增 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ、ＲＥＣＫ 和β
ａｃｔｉｎ。各基因引物序列见表１，引物由上海生工生
物工程服务有限公司合成。ＭＭＰ２反应条件为：

９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５７℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，
扩增３５个循环后于７２℃延伸３ｍｉｎ；ＭＭＰ９反应
条件为：９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，

７２℃３０ｓ，扩增３５个循环后于７２℃延伸３ｍｉｎ；

ＶＥＧＦ反应条件为：９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，

５５℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，扩增３５个循环后于７２℃延伸

３ｍｉｎ；ＲＥＣＫ反应条件为：９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃
３０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，扩增３５个循环后于７２℃
延伸３ｍｉｎ；βａｃｔｉｎ反应条件为：９４℃预变性２ｍｉｎ；

９４℃３０ｓ，５９℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，扩增３５个循环后于

７２℃延伸３ｍｉｎ。

表１　ＰＣＲ引物序列

Ｔａｂ１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓ

Ｇｅｎｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｌｅｎｇｔｈ
（ｂｐ）

ＲＥＣＫ Ｆ５′ＡＴＧＴＧＣＣＧＴＧＡＴＧＴＡＴＧＴＧＡＡＣ３′ １８０
Ｒ５′ＡＣＡＧＣＡＧＣＣＴＡＡＧＣＣＡＡＣＣ３′

ＭＭＰ２Ｆ５′ＣＣＡＡＣＴＡＣＡＡＣＴＴＣＴＴＣＣＣＴＣ３′ ２４５
Ｒ５′ＴＣＣＧＴＣＣＴＴＡＣＣＧＴＣＡＡＡ３′

ＶＥＧＦ Ｆ５′ＴＴＧＣＴＧＣＴＣＴＡＣＣＴＣＣＡＣ３′ ４１８，４９０
Ｒ５′ＡＡＴＧＣＴＴＴＣＴＣＣＧＣＴＣＴＧ３′

ＭＭＰ９Ｆ５′ＧＧＧＡＣＧＧＣＡＡＴＧＣＴＧＡＴＧ３′ ５０６
Ｒ５′ＡＧＧＧＣＧＡＧＧＡＣＣＡＴＡＧＡＣＧ３′

βａｃｔｉｎＦ５′ＡＧＣＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧ３′ ３０９
Ｒ５′ＣＡＧＧＧＴＡＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＣＣ３′

１．２．３　ＰＣＲ产物相对定量分析　１０μｌＰＣＲ产物
经２％的普通琼脂糖凝胶电泳，然后行光密度扫描，
以 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ和ＲＥＣＫ的光密度值与
内参照βａｃｔｉｎ的光密度值之比值ＩＡ作为表达水平

的参数，对 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ和 ＲＥＣＫ基因
的扩增产物进行相对定量。

１．３　统计学处理　对于计数资料采用四格表确切
概率法和χ

２检验分析。计量资料以珚ｘ±ｓ表示，采用

ｔ检验分析比较不同组均值。Ｐ＜０．０５为结果有统
计学意义，所有数据均用ＳＰＳＳ１２．０统计软件进行
处理。

２　结　果

２．１　 膀 胱 癌 组 织 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ 和

ＲＥＣＫ的 ＲＴＰＣＲ表达　ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ
和ＲＥＣＫ基因在膀胱癌及癌旁组织中的表达见图

１。ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ基因在膀胱癌组织中的
阳性表达率分别为８０％（４０／５０）、５６％（２８／５０）和

７８％（３９／５０），均显著高于癌周组织的１８％（９／５０）、

２６％（１３／５０）和１８％（９／５０），具有显著差异（Ｐ＜
０．０５）。ＲＥＣＫ基因在癌周组织中的阳性表达率为

９６％（４８／５０），高于癌组织的６４％（３２／５０），具有显
著差异（Ｐ＜０．０５）。５例正常膀胱组织中，ＲＥＣＫ表
达阳性率１００％（５／５），ＭＭＰ９表达阳性率２０％（１／

５），ＭＭＰ２和ＶＥＧＦ未见表达。

图１　膀胱癌组织和癌周组织中 ＭＭＰ２、

ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ和ＲＥＣＫ基因的ＲＴＰＣＲ结果

Ｆｉｇ１　ＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆＭＭＰ２，ＭＭＰ９，ＶＥＧＦａｎｄ

ＲＥＣＫｇｅｎｅｓｉｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒａｎｄｎｏｒｍａｌｂｌａｄｄｅｒｔｉｓｓｕｅｓ
Ａ：ＭＭＰ２；Ｂ：ＭＭＰ９；Ｃ：ＲＥＣＫ；Ｄ：ＶＥＧＦ．Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ｔ：Ｔｕｍｏｒ；

Ｎ：Ｎｏｒｍａｌｂｌａｄｄｅｒ；ＮＣ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
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２．２　ＲＴＰＣＲ表达结果的定量分析　４种基因在
癌组织及癌周组织中的表达水平见表２。ＭＭＰ２、

ＭＭＰ９和ＶＥＧＦ基因在癌组织中的表达水平显著
高于癌周组织（Ｐ＜０．０５），而ＲＥＣＫ基因在癌组织
中的表达水平显著低于癌周组织（Ｐ＜０．０５）。

２．３　ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ和 ＲＥＣＫ表达水平
与膀胱癌病理特征的关系　结果见表３。随着膀胱
癌浸润能力提高，ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ基因的
表达水平也相应升高，在浸润癌组织中表达水平高
于表浅癌组织，差异具有显著性（Ｐ＜０．０５）。肿瘤
细胞分级方面，ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ基因随着
肿瘤细胞分化程度降低，表达水平升高，差异具有显
著性（Ｐ＜０．０５）。ＲＥＣＫ基因表达水平在肿瘤不同

分期及肿瘤细胞不同分级间无显著差异。

表２　５０例膀胱癌组织及配对的

癌周组织中４种基因的相对表达水平

Ｔａｂ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭＭＰ２，ＭＭＰ９，ＶＥＧＦａｎｄ

ＲＥＣＫｇｅｎｅｉｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒａｎｄｎｏｒｍａｌｂｌａｄｄｅｒｔｉｓｓｕｅｓ
（ｎ＝５０，珚ｘ±ｓ）

Ｇｅｎｅ Ｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ
ｔｉｓｓｕｅ

Ｎｏｒｍａｌｂｌａｄｄｅｒ
ｔｉｓｓｕｅ２ｃｍｎｅａｒ
ｔｈｅｒｅｓｅｃｔｅｄｅｄｇｅ

ＭＭＰ２ ０．９２９１±０．２９４５ ０．５６７８±０．１２０３

ＭＭＰ９ ０．７６０２±０．２２３０ ０．５０７５±０．１１３８

ＶＥＧＦ ０．８１３６±０．１３５９ ０．５３６７±０．１４８７

ＲＥＣＫ ０．１６９９±０．０４１９ ０．２８１６±０．０５８８

　Ｐ＜０．０５ｖｓｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅ

表３　膀胱癌组织不同分期和分级间４种基因的相对表达水平

Ｔａｂ３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｆｏｕｒｇｅｎｅｓｉｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒａｄｅｓａｎｄｐｈａｓｅｓ

Ｇｅｎｅ ＴｉｓＴ１（ｎ＝３０） Ｔ２Ｔ３（ｎ＝２０） Ｇ１（ｎ＝２２） Ｇ２（ｎ＝１９） Ｇ３（ｎ＝９）

ＭＭＰ２ ０．５５７８±０．１１０３ ０．９４２１±０．２７４５ ０．５９２６±０．２５５３ ０．８３６８±０．１２４３ １．３０５９±０．１２３８△

ＭＭＰ９ ０．５２７５±０．１１３８ ０．７６０２±０．３２３０ ０．４３６５±０．０４２５ ０．６９５７±０．０９０３ １．１７１８±０．１０９２△

ＶＥＧＦ ０．６１５７±０．１３５８ １．１７５９±０．１９７２ ０．８６９２±０．１５４９ １．１９４７±０．１７９０ ０．９０１７±０．１４６１△

ＲＥＣＫ ０．１７９９±０．０４１９ ０．２８１６±０．０５８８ ０．３０９９±０．０４５８ ０．２８５８±０．０６３７ ０．２４５１±０．０４３７

Ｐ＜０．０５ｖｓＴｉｓＴ１；△Ｐ＜０．０５ｖｓＧ１ｏｒＧ２

３　讨　论

　　肿瘤转移的机制非常复杂，涉及多种黏附分子、

基质蛋白酶、细胞因子以及相应的信号转导机制和

相关的基因改变。细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｍａｔｒｉｘ，

ＥＣＭ）是阻碍肿瘤侵袭、转移的天然屏障。癌细胞

必须穿透ＥＣＭ，才能向外侵袭转移。ＥＣＭ 主要由

Ⅳ型胶原组成，基质金属蛋白酶２、９（ＭＭＰ２、９）是

降解Ⅳ型胶原最主要的蛋白水解酶。肿瘤细胞成功

转移的另一重要条件便是转移后的肿瘤细胞局部必

须有新生血管的形成。ＶＥＧＦ是目前已知最强的血

管生长调控基因。因此本研究应用 ＲＴＰＣＲ技术

同步检测了基质金属蛋白酶基因以及血管内皮生长

因子基因在膀胱癌中的表达及其临床意义。

３．１　ＭＭＰ２、ＭＭＰ９与ＲＥＣＫ表达相关性　ＲＥＣＫ
基因是最近发现的金属蛋白酶抑制基因，位于

９ｐ１３→ｐ１２染色体，全长约８７ｋｂ。在正常人体组织

中正常表达，而在肿瘤组织中低表达［１］。目前认为

ＲＥＣＫ可能通过抑制 ＭＭＰ酶活性和肿瘤血管新生

两方面影响肿瘤的侵袭转移。ＲＥＣＫ基因可抑制

ＭＭＰ２、９和 ＭＴ１ＭＭＰ三种基质金属蛋白酶的活
性，抑制血管新生，诱导肿瘤细胞凋亡［２］。Ｗｕ等［３］

对肿瘤模型的研究认为肿瘤细胞转移过程中，ＭＴ１

ＭＭＰ在癌细胞表面积聚后激活 ＭＭＰ２，两种蛋白

水解酶协同降解癌细胞连接基质，使得癌细胞脱离

原病灶进而发生转移。因此，对于ＲＥＣＫ基因在肿

瘤中的表达以及与肿瘤转移的关系是目前的研究热

点之一。Ｍａｓｕｉ等［４］发现胰腺癌中ＲＥＣＫ低表达，

其表达水平与 ＭＭＰ２的激活程度成反比，低表达

患者术后预后差。Ｃｈｏ等［５］研究发现直肠癌ＲＥＣＫ
基因下调和基因启动子甲基化有关，在细胞株中去

甲基化可恢复ＲＥＣＫ基因表达，发生转移的直肠癌

其转移病灶和转移淋巴结中，ＭＭＰｓ和ＲＥＣＫ表达

水平与无转移的直肠肿瘤差异显著，说明其能抑制

肿瘤转移。Ｃｈａｎｇ等［６］研究发现肺癌 ＲＥＣＫ基因

下调与基因启动子甲基化有关，更重要的是ＲＥＣＫ
的下调水平和肺癌淋巴结转移密切相关。Ｔａｋｅｎａｋａ
等［７］研究发现，ＲＥＣＫ基因的表达水平与肺癌肿瘤

血管生成密切相关，高表达患者肿瘤组织中微毛细

血管计数水平明显低于低表达患者，且这种负相关

仅见于 ＶＥＧＦ 高表达时，提示 ＲＥＣＫ 可能通过

ＶＥＧＦ途径抑制血管新生。

　　本研究发现，膀胱癌旁组织中有４８例 ＲＥＣＫ
（９６％）表达阳性，癌组织中仅有３２例表达阳性，癌
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旁组织表达水平高于癌组织，差异具有统计学意义。

其表达水平和患者肿瘤分级分期无关。随着膀胱癌

分级分期提高，ＭＭＰ２、ＭＭＰ９基因在浸润癌组织

中表达水平高于表浅癌组织，差异具有显著性。肿

瘤细胞分级方面，ＭＭＰ２、ＭＭＰ９基因随着肿瘤细

胞分化程度降低，表达水平升高。

３．２　ＭＭＰ２、ＭＭＰ９和ＶＥＧＦ表达相关性　新生

血管形成是癌生长的基础，同时又是恶性肿瘤转移

的重要途径。血管形成是多种因子相互作用，多步

骤协调发展的结果，其中最重要的步骤是内皮细胞

的增殖、浸润及基底膜的降解。ＶＥＧＦ和 ＭＭＰｓ是

参与此过程的重要因子。ＶＥＧＦ是已知的作用最强

的促血管生成因子。上皮性癌侵袭周围组织的第一

障碍是基底膜，其主要成分由Ⅳ型胶原组成。Ⅳ型

胶原酶包括 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９，主要降解Ⅳ型胶

原、明胶和纤维粘连蛋白，两种酶在癌浸润转移方面

有重要作用。Ｋａｎａｙａｍａ等［８］研究发现肌肉侵袭性

的Ｔ２ 以上分期的的膀胱癌组织中，ＭＭＰ２的基因

表达程度显著高于ＴｉｓＴ１期癌，且随着表达程度的

升高，患者的无瘤生存率下降。在＞Ｔ２ 期的患者

中，ＭＭＰ２的表达水平越高则预后越差。Ｏｚｄｅｍｉｒ
等［９］研究 ＭＭＰ１、ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９表达与基底

膜的关系，发现 ＭＭＰ９在浅表膀胱癌浸润过程中

对基底膜的破坏起重要作用。ＭＭＰｓ可通过降解基

质和调节血管活性因子的释放影响癌的血管形成。

同时，ＶＥＧＦ还可以刺激癌间质产生和释放 ＭＭＰｓ，

促进ＥＣＭ的降解。故癌组织中ＶＥＧＦ和 ＭＭＰ２、

９的表达水平增高，对于血管生成具有协同作用。

本研究结果发现 ＭＭＰ２、９ｍＲＮＡ在膀胱癌中表达

水平高于癌周组织，差异具有显著性，特别是浸润组

ＭＭＰ２、９基因表达水平明显高于表浅组，差别有显

著性意义。本研究结果表明，３０例表浅癌 ＶＥＧＦ

ｍＲＮＡ阳性表达１９例，２０例浸润癌中ＶＥＧＦｍＲ

ＮＡ阳性表达２０例，浸润性膀胱癌 ＶＥＧＦｍＲＮＡ
表达率明显高于表浅癌 （Ｐ＜０．０５）。这提示ＶＥＧＦ

与膀胱癌的浸润转移有关。

　　本研究结果表明，癌组织中 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、

ＶＥＧＦ基因表达升高，在浸润性癌组织中的表达高

于表浅癌组织，与癌的转移能力相关。ＲＥＣＫ基因

在癌组织中表达多有缺失，表达水平低于癌周正常

组织，可能参与抑制癌的侵袭转移。
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６９．　　　　　　　
［６］　ＣｈａｎｇＨＣ，ＣｈｏＣＹ，ＨｕｎｇＷＣ．ＤｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＲＥＣＫ

ｂｙｐｒｏｍｏｔｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｃｏｒｒｅｌａｔｅｓｗｉｔｈｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

ｉｎｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＳｃｉ，２００７，９８：１６９１７３．
［７］　ＴａｋｅｎａｋａＫ，ＩｓｈｉｋａｗａＳ，ＫａｗａｎｏＹ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａ

ｎｏｖｅｌｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｒｅｇｕｌａｔｏｒ，ＲＥＣＫ，ａｎｄｉｔｓｃｌｉｎｉ

ｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｉｎｒｅｓｅｃｔｅｄｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＥｕｒＪ

Ｃａｎｃｅｒ，２００４，４０：１６１７１６２３．
［８］　ＫａｎａｙａｍａＨ，ＹｏｋｏｔａＫ，ＫｕｒｏｋａｗａＹ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｖａｌ

ｕｅｓｏｆｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２ａｎｄｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｍｅｔａｌ

ｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ，１９９８，

８２：１３５９１３６６．
［９］　ＯｚｄｅｍｉｒＥ，ＫａｋｅｈｉＹ，ＯｋｕｎｏＨ，ｅｔａｌ．Ｒｏｌｅｏｆｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌ

ｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９ｉｎｔｈｅｂａｓｅｍｅｎｔｍｅｍｂｒａｎｅｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｓｕｐｅｒ

ｆｉｃｉａｌｕｒｏｔｈｅｌｉａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｓ［Ｊ］．ＪＵｒｏｌ，１９９９，１６１：１３５９１３６３．
［收稿日期］　２００７０６１２　　 ［修回日期］　２００７０９３０
［本文编辑］　贾泽军，邓晓群


