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摘要 目的 分析金属蛋白酶组织抑制因子-4 ( TIMP-4 ) 及

基质金属蛋白酶-2( MMP-2) 在胃癌( GC) 及癌旁非肿瘤组织

中的表达，并探讨其在胃癌中的临床意义。方法 采用免疫

组织化学法分析 75 例胃腺癌组织及 42 例癌旁非肿瘤组织

中 TIMP-4 蛋白和 MMP-2 蛋白表达水平，同时采用 Pearson
相关分析法分析 TIMP-4 蛋白和 MMP-2 蛋白之间的相关性。
TCGA 数 据 库 中 Kaplan-Meier 生 存 分 析 胃 癌 中 TIMP-4 和

MMP-2 的高表达与患者总生存期的相关性。结果 75 例

GC 组织中，TIMP-4 蛋白阳性 65 例 ( 86. 67% ) ，MMP-2 蛋白

阳性 68 例( 90. 67% ) ，癌旁非肿瘤组织 TIMP-4 阳性 22 例

( 52. 38% ) ，癌旁非肿瘤组织 MMP-2 阳性 23 例( 54. 76% ) ，

癌组织与癌旁非肿瘤组织相比差异均有统计学意义 ( P ＜
0. 01) ; MMP-2 蛋白的表达与肿瘤与淋巴结转移及胃癌分期

相关且差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 001 ) ; 但与性别、年龄、肿

瘤大小以及分化程度无统计学相关。TIMP-4 蛋白表达与性

别、年龄、肿瘤大小、肿瘤淋巴结转移、肿瘤分化程度及分期

均无关联( P ＞ 0. 05) 。Pearson 相关分析表明 TIMP-4 蛋白和

MMP-2 蛋白表达呈正相关 ( r = 0. 351，P ＜ 0. 001 ) 。Kaplan-
Meier 生存分析显示 TIMP-4、MMP-2 高表达的胃癌患者预后

较差。结论 TIMP-4 和 MMP-2 蛋白均在胃癌组织中高表

达，其高表达均提示胃癌患者预后较差，可能共同参与胃癌

的发生发展，有望成为预测胃癌转移的潜在生物学标志物。
关键词 金属蛋白酶组织抑制因子-4; 基质金属蛋白酶-2;

胃癌; 免疫组化

中图分类号 Ｒ 735． 2
文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492( 2020) 06 － 0965 － 05
doi: 10． 19405 / j． cnki． issn1000 － 1492． 2020． 06． 028

胃癌( gastric cancer，GC) 是世界第五大常见的

癌症，近年来发病率在不断上升［1］。胃癌预后较

差，5 年生存率低于 30%，部分原因是肿瘤细胞的快

速侵袭和转移［2］。侵袭与转移是恶性肿瘤的重要

生物学行为之一，其过程包括细胞转移相关基因基

质金属蛋白酶家族 ( matrix metalloproteinase family，

MMPs) 、金属蛋白酶组织抑制因子( tissue inhibitor of
metalloproteinase，TIMP ) 等 的 失 调。细 胞 外 基 质

( extracellular matrix，ECM) 蓄积是肿瘤侵袭和转移

的重 要 因 素。ECM 受 MMPs 及 其 内 源 性 抑 制 剂

TIMPs 的 调 节。MMPs 组 织 TIMP-4 是 一 种 抑 制

MMPs 活性的蛋白质。研究［3］表明 TIMP-4 表达与

神经胶质瘤的预后、分期及疾病进展相关。TIMP-4
在胃癌中的表达情况及其与患者预后关系的研究较

少。TIMP-4 通过抑制 MMPs 介导的活化来调节明

胶酶 A 的活性。MMP-2 是恶性肿瘤侵袭和转移的

标志，参与 ECM 和基底膜Ⅳ型胶原的降解，在细胞

迁移过程中起重要作用［4］。因此该研究从蛋白水

平探讨胃癌中 TIMP-4 和 MMP-2 表达情况，并分析

两者之间关联性，为研究 GC 的发生、发展机制提供

理论依据。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 收集安徽医科大学第一附属医院

2013 年 10 月 ～ 11 月通过手术切除经病理证实的、
临床病理资料完整的 GC 组织存档蜡块 75 例。所

有患者术前均未接受过放疗、化疗或生物治疗等干

预措施。其中男 55 例，女 20 例，年龄 35 ～ 81( 62 ±
10. 22) 岁; 肿瘤直径≤5 cm 44 例，＞ 5 cm 31 例; 淋

巴结转移 54 例，无淋巴结转移 21 例; 按胃癌分化程

度: 中高分化腺癌 30 例，低分化腺癌 45 例; 按第 8
版国际抗癌联盟和美国癌症联合委员会胃癌 TNM
分期标准［5］:Ⅰ期 +Ⅱ期 36 例，Ⅲ期 +Ⅳ期 39 例。
收集相应癌旁组织( 距癌组织边缘 2 cm 以上) 存档

蜡块 42 例。参与本次研究的所有患者均同意并签

署知情同意书。相关样品的收集和处理都是在遵守

《赫尔辛基宣言》［6］的情况下进行并经安徽医科大

学第一附属医院伦理委员会批准。
1． 2 主要试剂与仪器 兔抗人 TIMP-4 ( 12326-1-
AP，工作浓度 1 ∶ 100 ) 多克隆抗体及鼠抗人 MMP2
( 66366-1-1g，工作浓度 1 ∶ 75) 单克隆抗体均由美国

Proteintech Group 公司生产; 即用型快速免疫组化

MaxVisionTM 检测试剂盒 ( KIT5020 ) 购自福州迈新

公司; DAB 显色剂 ( ZLI9018 ) 购自北京中杉金桥生
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物技术有限公司; OlympusCX22 生物显微镜购自日

本 Olympus 公司。
1． 3 实验方法 所有收集的组织存档蜡块经 4 μm
厚连续切片，行免疫组织化学染色。染色结果经 2
名经验丰富的病理科医师采用双盲原则评定。免疫

组化染色采用 EnVision 法。主要步骤如下: 4 μm 厚

的石蜡切片 65 ℃烤片，脱蜡水化，经柠檬酸钠缓冲

液高压加热抗原修复，3% H2O2 作用 10 min 阻断内

源性过氧化物酶的活性。一抗 ( MMP-2、TIMP-4 ) 4
℃过夜孵育，PBS 清洗后每张切片滴加生物素标记

的二抗工作液，37 ℃ 干燥箱孵育 30 min，DAB 显色

剂显色，苏木精复染，常规脱水，透明，封片。显微镜

下观察染色情况，阳性对照使用 MMP-2、TIMP-4 表

达良好的胃组织，PBS 代替一抗作阴性对照。
1． 4 结果判断 对 TIMP-4 和 MMP-2 的表达水平

进行半定量的评估。显微镜下观察切片，以细胞质

内出现明显的棕黄色颗粒为阳性。对阳性细胞进行

染色程度的得分评判，同时对阳性细胞进行计数。
将染色强度和阳性细胞百分比结合判断 TIMP-4 和

MMP-2 蛋白免疫组化结果。结果判断采用半定量

积分法: ① 着色强度打分: 0 分，细胞无着色; 1 分，

细胞着色为浅黄色; 2 分，细胞着色为棕黄色; 3 分，

细胞着色为棕褐色; 染色强度需与背景着色相对比。
② 根据阳性细胞所占百分比打分: 0 分，阴性; 1 分，

阳性细胞≤10% ; 2 分，阳性细胞 ＞ 10% ～ 50% ; 3
分，阳性细胞 ＞ 50% ～ 75% ; 4 分，阳性细胞 ＞ 75%。
按着色强度分值与阳性细胞百分比分值乘积结果将

切片分为 4 个等级: “－”: 0 ～ 2 分; “+”: 3 ～ 5 分;

“”: 6 ～ 8 分; “”: 9 ～ 12 分; 以≥3 分判定为免

疫反应阳性［7］。
1． 5 Kaplan-Meier 生存分析和临床表达分析

Kaplan-Meier plotter ( http: / /kmplot． com /analysis / )
是一个综合的在线平台，可基于10 293例癌症样品

评估54 675个基因对生存的影响。本研究使用 Kap-
lan-Meier 绘图仪评估 TIMP-4 和 MMP-2 的预后价值

及其在胃癌患者中的表达。从 TCGA 数据库获得

527 例胃癌组织和 349 例癌旁组织中 TIMP-4 mＲNA
表达数据; 以及 570 例胃癌组织和 306 例匹配的癌

旁正常组织中 MMP-2 mＲNA 表达数据。
1． 6 统计学处理 采用 SPSS 23. 0 软件进行分析，

各组间比较采用 χ2 检验，指标间的相关性分析采用

Pearson 相关分析。构建 Kaplan-Meier 曲线以确定

患者总生存率( overall survival，OS) 。P ＜ 0. 05 为差

异有统计学意义。

2 结果

2． 1 TIMP-4 和 MMP-2 蛋白在 GC 组织以及癌旁

组织中的表达 TIMP-4 和 MMP-2 和蛋白均定位于

细胞质，蛋白阳性表达时染色呈棕黄色颗粒( 图 1) 。
75 例 GC 组织中，65 例( 86． 67% ) TIMP-4 蛋白阳性

表达，有 68 例 ( 90. 67% ) MMP-2 蛋白表达为阳性;

而在 42 例癌旁组织中，仅 22 例 ( 52. 38% ) TIMP-4
阳性表达，23 例( 54. 76% ) MMP-2 蛋白表达为阳性。
TIMP-4 蛋白与 MMP-2 蛋白在胃癌组织表达均较癌

旁组织中高且差异均有统计学意义( P ＜ 0. 001) ( 表

1) 。

图 1 胃癌组织与癌旁组织中 TIMP-4

和 MMP-2 免疫组化结果 En Vision 法 × 200

A: TIMP-4; B: MMP-2; 1: 胃癌组织; 2: 癌旁组织

2． 2 TIMP-4 和 MMP-2 蛋白在 GC 患者中的表达

与相关临床病理参数的关系 在胃癌患者中，TIMP-
4 蛋白表达与性别、年龄、肿瘤大小、淋巴结转移、肿
瘤分化程度及分期均无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) 。
MMP-2 蛋白的高表达与淋巴结转移及胃癌分期相

关且差异有统计学意义( P ＜ 0. 001 ) ; 但与性别、年

表 1 TIMP-4 蛋白和 MMP-2 蛋白在胃癌组织和癌旁组织中的表达( n)

组别
TIMP-4 蛋白表达

阳性 阴性 χ2 值 P 值

MMP-2 蛋白表达

阳性 阴性 χ2 值 P 值

胃癌组织( n = 75) 65 10 16． 599 ＜ 0． 001 68 7 20． 081 ＜ 0． 001
癌旁组织( n = 42) 22 20 23 19
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表 2 TIMP-4 和 MMP-2 蛋白表达和临床病理特征的关系［n( %) ］

临床特征 n TIMP-4 阳性 χ2 值 P 值 MMP-2 阳性 χ2 值 P 值

性别

男 55 47( 85． 5) 0． 262 0． 609 51( 92． 7) 1． 035 0． 309
女 20 18( 90． 0) 17( 85． 0)

年龄( 岁)

≤64 40 36( 90． 0) 0． 824 0． 364 37( 92． 5) 0． 340 0． 560
＞ 64 35 29( 82． 9) 31( 88． 6)

肿瘤大小( cm)

≤5 44 37( 84． 1) 0． 611 0． 434 38( 86． 4) 2． 329 0． 127
＞ 5 31 28( 90． 3) 30( 96． 8)

淋巴结转移

无 21 19( 90． 5) 0． 366 0． 545 15( 71． 4) 12． 756 ＜ 0． 001
有 54 46( 85． 2) 53( 98． 1)

分化程度

中高度 30 25( 83． 3) 0． 481 0． 488 25( 83． 3) 3． 178 0． 075
低 45 40( 88． 9) 43( 95． 6)

分期

Ⅰ期 +Ⅱ期 36 33( 91． 7) 1． 498 0． 221 30( 83． 3) 4． 400 0． 036
Ⅲ期 +Ⅳ期 39 32( 82． 1) 38( 97． 4)

龄、肿瘤大小以及分化程度无相关性，见表 2。
2． 3 GC 组织中 TIMP-4 和 MMP-2 表达的相关性

分析 Pearson 相关分析表明，在 75 例 GC 组织中

TIMP-4 和 MMP-2 表达水平呈正相关且有统计学意

义( r = 0. 351，P ＜ 0. 001) 。
2． 4 TIMP-4 和 MMP-2 Kaplan-Meier 生存分析

和临床表达分析 使用在线生物信息学工具 Kap-
lan-Meier 绘图仪检索，结果显示 TIMP-4、MMP-2 高

表达的胃癌患者 OS 降低( 图 2) 。

3 讨论

根据世界卫生组织的数据，胃癌是全球最常见

的第五种癌症和第三大癌症死亡原因［1 － 2］。在我国

胃癌死亡率居全国第二，由于缺乏特异性的早期筛

查和诊断方法，大量胃癌患者在初诊时已进展到晚

期，预后较差，5 年生存率不超过 25%［8］。胃癌作为

最常见的恶性肿瘤之一，早期诊断和治疗已成为一

个亟待解决的问题。研究［9］表明幽门螺杆菌感染、
细胞增殖与细胞周期功能障碍、血管生成细胞浸润

和转移等一系列复杂的分子生物学过程参与了胃癌

的发生发展。肿瘤侵袭和转移是胃癌患者死亡的主

要原因［10］。然而，胃癌转移的机制尚不完全清楚。
因此，有必要对胃癌转移等生物学行为进行研究，为

制定最有效的个体化治疗方案，提高临床疗效提供

理论依据。
TIMP-4 是一种抑制金属蛋白酶活性的蛋白质，

通过有效抑制 MT1MMP 介导的活化来调节明胶酶

图 2 基于 TIMP-4、MMP-2 的总生存期 Kaplan-Meier 生存曲线

A: TIMP-4; B: MMP-2

A 的活性。有研究［11］表明 TIMP-4 在乳腺癌中高表

达能够抑制肿瘤生长、在子宫内膜癌中 TIMP-4 过表
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达与侵袭有关、而在宫颈癌中 TIMP-4 高表达与疾病

晚期相关。然而 TIMP-4 在胃癌中的作用仍未见报

道。蛋白水解酶在细胞外基质的降解过程中起着关

键的作用，MMPs 是一种重要的蛋白水解酶［12 － 13］。
MMP-2 作为 MMPs 家族的重要成员，在胃癌、膀胱

癌、乳腺癌、宫颈癌等多种肿瘤中高表达，其表达与

肿瘤 分 期、淋 巴 浸 润、淋 巴 结 转 移 及 复 发 密 切 相

关［14 － 15］。
本研究分析了 75 例胃癌组织及 42 例癌旁组织

中 MMP-2 蛋白和 TIMP-4 蛋白表达水平。结果显示

90. 67%的胃癌组织中 MMP-2 蛋白阳性表达，并且

MMP-2 蛋白高表达与肿瘤淋巴结转移显著相关( P
＜ 0. 001) ，同时与胃癌分期存在一定统计学关联，

这与前人的研究［9］是一致的，说明 MMP-2 可以作为

预测胃 癌 预 后 的 潜 在 标 志 物; 75 例 胃 癌 组 织 中

TIMP-4 蛋白的阳性表达率为 86. 67%，高于癌旁组

织，但与胃癌转移、分期和分化程度等无明显统计学

关联。说明 TIMP-4 可能作为胃癌早期诊断的标志

物。Spearman 相关性分析显示，胃癌组织中 MMP-2
蛋白表达水平与 TIMP-4 蛋白表达水平有统计学相

关性且呈正相关关系 ( r = 0. 351，P ＜ 0. 001 ) ，说明

联合检测 MMP-2 与 TIMP-4 这两项指标更有助于胃

癌患者的诊断及预后评估。同时 Kaplan-Meier 生存

分析验证了肿瘤患者中 MMP-2、TIMP-4 高表达，并

预示着更短的总生存期( P ＜ 0. 05) 。
综上，MMP-2 与 TIMP-4 在胃癌组织中高表达，

且其高表达均提示胃癌患者预后较差，可作为胃癌

诊断和预后的潜在标志物。
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Expression of TIMP-4，MMP-2 in gastric cancer
Kong Jin1，Wu Wenyong1，Wu Zhengsheng2

( 1Dept of General Surgery，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022;
2Dept of Pathology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To analyze the expression of tissue inhibitor of metalloproteinase-4 ( TIMP-4 ) and matrix
metalloproteinase-2( MMP-2) in gastric cancer( GC) and adjacent tissues，and to explore their clinical significance
in GC． Methods The expression levels of TIMP-4 protein and MMP-2 protein in 75 cases of gastric adenocarcino-
ma tissues and 42 adjacent tissues were analyzed by immunohistochemical method，and the correlation between
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TIMP-4 protein and MMP-2 protein was analyzed by Pearson correlation analysis． Kaplan-meier survival analysis of
GC in TCGA was performed to analyze the correlation between high TIMP-4 and MMP-2 expression in GC and over-
all survival． Ｒesults Among 75 GC tissues，65 cases were positive for TIMP-4 protein ( 86. 67% ) ，68 cases were
positive for MMP-2 protein ( 90. 67% ) ，and 22 cases were positive for TIMP-4 in non-tumor tissues adjacent to
cancer ( 52. 38% ) ，23 cases of MMP-2 positive in non-tumor tissues adjacent to cancer ( 54. 76% ) ． The differ-
ences were statistically significant compared with adjacent tissues ( P ＜ 0. 01 ) ． The expression of MMP-2 protein
was statistically related to lymph node metastasis( P ＜ 0. 001) and cancer stage( P ＜ 0. 05) ，but it was not statisti-
cally related to gender，age，tumor size or degree of differentiation． There was no statistical correlation between
TIMP-4 protein expression，gender，age，tumor size，lymph node metastasis，tumor differentiation or cancer stage
( P ＞ 0. 05) ． Pearson correlation analysis found a positive correlation between MMP-2 protein and TIMP-4 protein
expression( r = 0. 351，P ＜ 0. 001) ． Kaplan-meier survival analysis showed that GC patients with high expression of
TIMP-4 and MMP-2 had a poor prognosis． Conclusion MMP-2 protein and TIMP-4 protein are highly expressed in
GC tissues，and the high expression suggest poor prognosis of GC patients，thus which may jointly participate in the
occurrence and development of GC andwere expected to become a potential biological marker for predicting metasta-
sis of GC．
Key words tissue inhibitor of metalloproteinase-4; matrix metalloproteinase-2; gastric cancer; immunohistochem-
istry
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胎儿子宫前后径、左右径及内膜与孕周的相关性研究
王澳琦1，邱文倩1，张超学1，周 怡1，张 英2，袁 静2，姜书情1

摘要 目的 建立胎儿子宫前后径、左右径及内膜的正常值

范围，为发现子宫发育异常及诊断两性畸形奠定基础。方法

研究对象是 213 例孕周在 21 ～ 41 周之间的孕妇，进行超

声测量胎儿子宫前后径、左右径及内膜厚度，分析子宫发育

与孕周之间的相关性。结果 在 213 例胎儿子宫检查中获

得了充分的测量值，在 21 ～ 34 孕周范围内，用回归方程表示

子宫前后径、左右径及内膜与孕周的关系: 前后径 ( mm) =
1. 240 × 孕周( r = 0. 887，P ＜ 0. 001) － 23. 969，左右径( mm)

= 1. 579 × 孕 周 ( r = 0. 915，P ＜ 0. 001 ) － 30. 968，内 膜 厚

( mm) = 0. 802 × 孕周( r = 0. 892，P ＜ 0. 001) － 16. 585; 在区

间 35 ～ 41 周，采用 t 分布法求其总体均数的 95% 置信区间

为: 前后径 ( 15. 992，17. 092 ) mm、左右径 ( 20. 478，21. 627 )

mm、内膜( 8. 805，9. 910) mm。子宫前后径、左右径、内膜厚

度三者两两之间均呈线性关系。结论 子宫前后径、左右径

及内膜厚度在 34 周前随着孕周的增加而增加，34 周后达到
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基因遗传及母体环境均有可能导致子宫的发育

异常。随着超声成像技术的进展和完善，其对胎儿

子宫的诊断价值已获肯定，可以早期发现胎儿子宫

发育异常及其他相关疾病，做到尽早干预。胎儿生

殖系统各个器官随孕周增加都会发生变化，产前超

声筛查胎儿生殖系统异常可行，但并不能发现所有

异常［1］。目前尚缺乏较为统一的胎儿子宫发育正

常值，该研究通过分析胎儿子宫大小与孕周关系，为

胎儿子宫发育提供参考。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 随机选取 2018 年 8 月 ～ 2019 年

10 月在我院规律产检并在我院分娩的孕妇，经腹超

声筛选孕周 ＞ 21 周的单胎孕妇共 213 例。入选标
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