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摘要 目的 探讨基质金属蛋白酶-14( MMP-14) 和 CD31 标

记的微血管密度( CD31-MVD) 在结肠癌组织中的表达及其

与肿瘤的临床意义。方法 采用免疫组织化学方法检测 60

例结直肠癌患者的癌组织及 20 例正常切缘组织中 MMP-14

和 CD31-MVD 的表达。采用 qＲT-PCＲ 的方法检测 20 例新

鲜结直肠癌组织及正常切缘组织中 MMP-14 mＲNA 的相对

表达量。结果 ① 结直肠癌组织中的 MMP-14 阳性表达率

以及 CD31-MVD 值明显高于正常切缘组织( P ＜ 0. 05 ) ; ②
MMP-14 的 表 达 及 CD31-MVD 值 与 肿 瘤 大 小、浸 润 深 度、
TNM 分期和淋巴结转移有相关性( P ＜ 0. 05 ) ，而与患者性

别、年龄无明显相关; ③ MMP-14 的表达与 CD31-MVD 呈正

相关性( P ＜ 0. 05) ;④ 结直肠癌组织中 MMP-14 mＲNA 的相

对表达量显著高于正常切缘组织( P ＜ 0. 01 ) 。结论 结直

肠癌组织中 MMP-14 的高表达和 CD31 标记的肿瘤组织微血

管密度与结直肠癌的发生、浸润、转移有密切关系。
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结直肠癌在国内外都是发病率较高的恶性肿瘤

之一，最新的数据表明，2015 年中国新发癌症患者

429． 1 万，死亡 281． 4 万，其中结直肠癌新发 37． 6
万，死亡 19． 1 万［1］。但是大多恶性肿瘤患者并不是

死于原发灶，而是肿瘤的侵袭和转移。当癌细胞通

过降解周围基底膜迁移侵入邻近血管时，极易发生

侵袭和转移。基质金属蛋白酶( matrix metalloprotei-
nase，MMPs) 是一种蛋白溶解酶家族，其主要功能

是降解细胞基底膜和细胞外基质( extracellular ma-
trix，ECM) ，在肿瘤的侵袭和转移过程中有着重要

的促进作用［2］。血小板内皮细胞黏附分子( platelet

endothelialcelladhe sionmolecule 1，PECAM-1，又 称

CD31) 属于免疫球蛋白超家族，有研究［3］证实 CD31
参与了肿瘤细胞黏附于内皮细胞并促进肿瘤血管形

成的过程。该研究应用免疫组织化学和 qＲT-PCＲ
技术对结直肠癌组织和正常切缘组织中 MMP-14 和

CD31 标记的微血管密度( CD31-MVD) 的表达进行

检测，并检测了癌组织中 MMP-14 mＲNA 的相对表

达量。从蛋白质表达和基因转录两个方面简要分析

了两者与结直肠癌临床病理的相关性，探讨其与结

直肠癌疾病发生发展中的关系及临床意义。

1 材料与方法

1． 1 一般材料 选取 2015 年 1 月 ～ 2016 年 5 月石

河子大学医学院第一附属医院病理科经 10% 甲醛

固定和石蜡包埋的结直肠癌癌组织切片 60 例( 实

验组) 和距离肿瘤边缘 5 cm 以上的正常切缘组织

20 例( 对照组) 用于免疫组化实验。具体临床病理

资料如表 1。另选取同时期在本院普外二科住院手

术治疗的结直肠癌患者新鲜结直肠癌及正常切缘组

表 1 临床病理资料

项目 患者数［n( %) ］

年龄( 岁)

≤55 18( 30． 00)

＞ 55 42( 70． 00)

性别

男 35( 51． 67)

女 25( 48． 33)

浸润深度

肌层以内 16( 26． 67)

肌层以外 44( 73． 33)

瘤体大小( cm)

≤3 11( 18． 33)

＞ 3 49( 81． 67)

淋巴结有无转移

无 33( 55． 00)

有 27( 45． 00)

脉管内有无瘤栓

无 50( 83． 33)

有 10( 16． 67)

TNM 分期

Ⅰ +Ⅱ 30( 50． 00)

Ⅲ +Ⅳ 30( 50． 00)
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织 20 例用于 qＲT-PCＲ 实验。所有病例符合 WHO
结直肠癌诊断标准; 由病理科确诊; 术前未行放化疗

及相关生物靶向治疗; 相关临床资料完整。
1． 2 材料和方法

1． 2． 1 抗体和试剂 MMP-14 兔抗人单克隆抗体

( 英国 Abcam 公司，货号: ab51074) ; CD31 兔抗人多

克隆 抗 体 ( 苏 州 睿 瀛 生 物 有 限 公 司，货 号:

ＲLT0571) ; 免疫组化两步法试剂盒( 武汉博士德公

司，货号: SV0001、SV0002 ) ; DAB 显色试剂盒( 北京

中杉金桥生物有限公司，货号: ZLI-9018) ; TＲIzol( 美

国 Invitrogen 公司) ; 逆转录试剂盒、实时荧光定量

PCＲ 仪( 美国 Thermo 公司) ; Ｒeal-time PCＲ 的试剂

盒( 上海罗氏公司) 。
1． 2． 2 免疫组化染色 标本 4 μm 连续切片，经脱

蜡水化后，加 H2O2 室 温 孵 育 20 min，PBS 浸 泡 3
min，滴加血清封闭 1 h。加一抗，4 ℃ 孵育过夜，用

PBS 洗去一抗，甩干滴加二抗，室温孵育 30 min。洗

去二抗，滴加 DAB 显色，水冲，苏木精染核 5 min，流

水冲洗多余的苏木精，分化液中分化 1 s，流水冲洗

5 min，梯度酒精复水，用中性树胶封片。
MMP-14 结果判定: MMP-14 蛋白多表达于肿瘤

细胞的细胞质，呈棕黄色或棕褐色。根据样本阳性

细胞百分比和染色强度的乘积综合评分，见表 2。

表 2 免疫组化实验结果判定标准

阳性细胞

百分比

着色强度

计分( 分) 强度

评定结果

计分( 分) 结果 积分( 分)

＜ 5% 0 无着色 0 阴性 0 ～ 1
6% ～25% 1 浅黄色 1 阳性 ＞ 1
26% ～50% 2 棕黄色 2 － －
51% ～75% 3 棕褐色 3 － －
76% ～100% 4 － － － －

CD31-MVD 的结果判定: CD31 阳性染色呈棕黄

色，主要定位在癌及癌旁组织的血管内皮细胞，部分

表达于癌细胞。CD31-MVD 的判定标准: 参照 Wei-
dner 校正方法［4］，取 5 个视 野 的 平 均 值 为 CD31-
MVD 值。
1． 2． 3 实时荧光定量 PCＲ 检测 MMP-14 mＲNA
将组织在 EP 管中剪成 5 mm3 的小块，将 750 μl 的

TＲIzol 加入 EP 管中，用 TＲIzol 法提取结肠癌组织

及正常切缘组织的总 ＲNA。使用 NANO DＲOP2000
检测总 ＲNA 的浓度及光密度值。用反转录试剂盒

反转录为 cDNA，引物由上海生工设计合成( 表 3 ) ，

用 qＲT-PCＲ 法检测 MMP-14 mＲNA 的相对表达量。
为消除样品量的差异，引入内参基因 β-actin 进行校

正。记录 Ct 值( 基本循环数) ，计算出 ΔCT 值，用

2 － ΔΔCT计算 MMP-14 的相对表达量。

表 3 引物设计

基因 引物序列

β-actin F: 5'-GGACTTCGAGCAAGAGATGG-3'
Ｒ: 5'-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3'

MMP-14 F: 5'-ATCTGCCTCTGCCTCACCTA-3'
Ｒ: 5'-AAGCCCCATCCAAGGCTAAC-3'

1． 3 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行分析，

采用 χ2 检验分析 MMP-14 与各个临床病理特征的

关系，用 t 检验比较各组间的关系，CD31-MVD 值以
珋x ± s 表示。MMP-14 和 CD31-MVD 值的相关性采用

列联相关系数。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 MMP-14 蛋白在结直肠癌中的表达 MMP-14
在结直肠癌组织中主要在细胞质表达，呈散在或团

状分布。在少部分间质细胞中也有表达，但表达强度

弱于癌细胞( 图 1A) 。MMP-14 在正常切缘组织中不

表达或微弱表达( 图 1B) 。实验组中 MMP-14 阳性表

达率为 71. 66% ( 43 /60 ) ，显著高于对照组 16. 00%
( 4 /20) ，两组比较差异有统计学意义( χ2 = 16. 533，P
＜0. 01) 。
2． 2 MMP-14 蛋白表达与结直肠癌临床病理特征

的关系 免疫组化实验结果显示，结直肠癌组织中

MMP-14 的表达与肿瘤浸润深度、肿瘤大小、淋巴结

有无转移以及 TNM 分期相关( P ＜ 0. 05) ，而与患者

的年龄和性别无关。见表 4。
2． 3 CD31 在结直肠癌中的表达 CD31 阳性细胞

着色部位主要是血管内皮细胞的细胞膜和细胞质，并

且细胞膜着色比胞质重。CD31 染色的血管呈条索状

或者具有明显的管腔，在结肠癌组织中的微血管形态

不规则，分布不均，在癌组织周围微血管密度较高，呈

簇状分布( 图 1C) ，MVD 值为( 32． 56 ± 7． 09) ，而在正

常切缘组织中 CD31 染色的微血管的形态比较规则，

分布也比较均匀( 图 1D) ，MVD 值为( 22． 25 ± 5． 41) ;

结直肠癌组织的 MVD 值明显高于正常切缘组织，两

组比较差异有统计学意义( P ＜0. 01) 。
2． 4 CD31-MVD 与结直肠癌临床病理特征的关系

免疫组化实验结果显示，结直肠癌组织中 CD31-
MVD 值与肿瘤的瘤体大小、浸润深度、淋巴结有无

转移、脉管内有无瘤栓、TNM 分期相关( P ＜ 0. 05) ，

与患者的年龄和性别无关。见表 4。
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表 4 MMP-14、CD31 与肿瘤临床病理特征的关系

临床病理特征 n
MMP-14 表达( n)

+ － χ2 值 P 值
CD31 标记的 MVD

( 珋x ± s)
t 值 P 值

年龄( 岁)

≤55 18 14 4 0． 47 0． 492 32． 27 ± 8． 07 0． 34 0． 731
＞ 55 42 29 13 32． 59 ± 6． 50

性别

男 35 26 9 0． 28 0． 594 31． 62 ± 7． 02 － 1． 53 0． 123
女 25 17 8 34． 44 ± 6． 63

瘤体大小( cm)

≤3 11 4 7 8． 26 0． 004 27． 81 ± 6． 16 － 2． 57 0． 013
＞ 3 49 39 10 33． 63 ± 6． 90

浸润深度

肌层以内 16 9 7 6． 26 0． 012 28． 93 ± 8． 40 － 2． 49 0． 016
肌层以外 44 38 6 33． 88 ± 6． 14

淋巴结转移

无 33 18 15 10． 50 0． 001 29． 96 ± 6． 28 － 6． 09 0． 001
有 27 25 2 35． 74 ± 6． 20

脉管内瘤栓

无 50 34 16 1． 98 0． 159 31． 40 ± 5． 41 － 5． 06 0． 000
有 10 9 1 40． 40 ± 3． 20

TNM 分期

Ⅰ +Ⅱ 30 16 14 9． 93 0． 002 28． 70 ± 3． 64 － 7． 32 0． 000
Ⅲ +Ⅳ 30 27 3 37． 10 ± 5． 11

图 1 MMP-14 和 CD31 在结直肠癌组织中表达上调 SP 染色 × 100

A: MMP-14 在结直肠癌组织表达; B: MMP-14 在正常切缘组织

表达; C: CD31 在结直肠癌组织表达; D: CD31 在正常切缘组织表达

2． 5 MMP-14 与 CD31 的相关性 在结直肠癌组

织 中，MMP-14 阳 性 表 达 组 中 CD31-MVD 值 为

( 34. 41 ± 5. 82) ，MMP-14 阴性表达组中 CD31-MVD
值为 ( 27. 88 ± 7. 91 ) ，MMP-14 阳 性 表 达 组 中 的

CD31-MVD 值明显高于阴性组，差异有统计学意义

( P ＜ 0. 05) 。
按照实验组 CD31-MVD 的均值 32． 5 为分界，

将结直肠癌组分为 LCD31( MVD ＜32. 5) 30 例，以及

HCD31( MVD ＞ 32. 5 ) 30 例。用列联相关系数分析

MMP-14 与 CD31-MVD 的相关性，结果显示呈正相

关性( r = 0. 665，P ＜ 0. 01) 。
2． 6 MMP-14 mＲNA 的相对表达量 qＲT-PCＲ 实

验显示，MMP-14 mＲNA 的相对表达量在结直肠癌

组织中高于正常切缘组织，两者差异有统计学意义

( P ＜ 0. 001) 。见表 5。

表 5 MMP-14 mＲNA 的相对表达量( n = 20)

项目 MMP-14 mＲNA( ΔCT) 2 － ΔΔCT t 值 P 值

癌组织 15． 33 ± 0． 51 5． 07 14． 02 0． 000
癌旁正常组织 17． 74 ± 0． 66 1． 00

3 讨论

肿瘤细胞的侵袭和转移与细胞基底膜和细胞外

基质有着密不可分的关系。基底膜所形成屏障是肿

瘤细胞发生侵袭所跨越的重要屏障之一。而 MMPs
可以降解 ECM，从而提高了肿瘤细胞侵袭和转移的

可能性。MMP-14 是一种膜型 MMPs，其能够提高

ECM 结构蛋白的活性，也可以激活其他的 MMPs。
既可以降解 EMC 和基底膜，也可以诱导肿瘤组织的

血管生成，为肿瘤细胞生长提供营养支持，进而为肿

瘤细胞进入循环系统转移提供了条件［5］。很多实
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验［6-8］结果都证明，MMP-14 在肿瘤组织中的高表达

与肿瘤 的 发 生、发 展 关 系 十 分 紧 密。研 究 报 道，

MMP-14 在结肠癌组织中高表达，并且其表达水平

与肿瘤大小、Dukes 分期及有无淋巴结转移有显著

相关性。这与本次实验的结果是相一致的。此外本

实验用 qＲT-PCＲ 的方法检测了结直肠癌及正常切

缘组织中 MMP-14 mＲNA 相对表达量，结果也同样

显示在结直肠癌组织中 MMP-14 mＲNA 的相对表达

量较正常切缘组织高，这与免疫组化的结果相一致，

也进一步说明 MMP-14 在结直肠癌的发生和发展中

起着某些促进作用。
新生的血管可以为肿瘤组织提供其生长所需的

营养和氧，还可以提供大量的生长因子，瘤体就会不

断生长，并很快发生远处转移。大量研究［9 － 11］结果

表明，恶性肿瘤内微血管的数量和密度与其侵袭和

转移能力直接相关。CD31 经过与血小板的结合，介

导了肿瘤细胞与内皮细胞的黏附过程，使得两者黏

附的更加牢固，促进了肿瘤组织内的血管生成，进而

促进了肿瘤细胞的生长和侵袭［12］。研究［13］ 表明

CD31 在成熟和非成熟的肿瘤血管中均有表达，可以

比其他内皮细胞标记因子更加准确地标记出肿瘤组

织内微血管的数目和密度。本研究结果显示，结直

肠癌组中 CD31-MVD 值明显高于正常切缘组织，且

与结直肠癌组织的病理特征密切相关。肿瘤浸润深

度深、有淋巴结转移以及 TNM 分期高的组中 CD13-
MVD 值相对也较大，这也反映了肿瘤组织中血管的

生成有助于肿瘤的生长、侵袭和转移。
肿瘤血管的形成过程中有大量的生物活性分子

参与其中，MMPs 就是其中一个重要的因子。新生

血管在 芽 生 过 程 中 必 须 降 解 局 部 ECM 成 分，而

MMPs 在此过程中起到非常重要的作用［14］。MMP-
14 不仅可以降解 ECM，还可以通过调节 VEGF 的高

表达来促进血管生成［15］。本次实验中 MMP-14 阳

性的结直肠癌组织中 CD31-MVD 值明显高于阴性

组，也侧面反映出 MMP-14 有促进肿瘤组织血管成

长的作用。同时也提示 MMP-14 和 CD31-MVD 两者

在结 直 肠 癌 发 生 发 展 中 有 一 定 的 相 互 关 系。对

MMP-14 和 CD31-MVD 的深入研究有助于进一步揭

示结直肠癌的发病机制，并为结直肠癌的诊治提供

依据。此外，抑制肿瘤血管的生成已经成为一个新

的抗肿瘤方法，目前也有一些合成的 MMP 抑制剂

应用于临床试验，随着研究的不断深入将会有更加

成熟的 MMP 抑制剂应用于临床，为肿瘤患者提供

更好的治疗方法。
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Expression of MMP-14 and CD31-MVD in colorectal
carcinoma and its clinical significance

Ma Jinjiang1，Li Zhigang2，Hou Jixue2，et al
( 1School of Medicine，Shihezi University，Shihezi 832002; 2Dept of Gastrointestinal and

Breast Surgery，The First Affiliated Hospital of School of Medicine of Shihezi University，Shihezi 832002)

Abstract Objective To investigate the expression of matrix metalloproteinase-14 ( MMP-14 ) and CD31-MVD in
colorectal carcinoma and their clinical significance． Methods The expression of MMP-14 and CD31-MVD were
detected by immunohistochemistry in 60 cases of colorectal carcinoma and 20 cases of normal tissues from resection
margin． The expression of MMP-14 mＲNA were detected by qＲT-PCＲ in 20 cases of fresh colorectal carcinoma tis-
sues and normal tissues from resection margin． Ｒesults ① The expression of MMP-14 and CD31-MVD in colorec-
tal carcinoma tissues were significantly higher than those in the normal tissues from resection margin( P ＜ 0. 05 ) ．
② The expression of MMP-14 and CD31-MVD were correlated with tumor size，depth of invasion，TNM stage and
lymph node metastasis ( P ＜ 0. 05) ，but there was no significant correlation with gender and age of patients． ③ The
expression of MMP-14 was positively correlated with CD31-MVD． ④ The expression of MMP-14 mＲNA in colorec-
tal carcinoma were significantly higher than that in the normal tissues from resection margin( P ＜ 0. 01) ． Conclu-
sion The high expression of MMP-14 and CD31-MVD in colorectal carcinoma were closely related to the occur-
rence，invasion and metastasis of colorectal cancer．
Key words colorectal cancer; MMP-14; CD31-MVD; immunohistochemistry; qＲT-PCＲ
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活体供肾移植后外周血 Treg、
Th17 及 Th17 /Treg 比值的变化研究
欧 欣1，张 茜1，刘洪涛2，徐 飞1，程 民3，陈 军1，徐晓玲1

摘要 目的 检测活体肾移植受者外周血调节性 T 细胞

( Treg) 和辅助性 T 淋巴细胞 17 ( Th17 ) 的比例，探寻肾移植

术后外周血 Treg 细胞、Th17 细胞及 Th17 /Treg 比值的动态

变化规律。方法 采用前瞻性研究方法，用流式细胞术分别

检测活体肾移植受者术前和术后 1、2、3 周及术后 1、2、3、4、
5、6 个月的外周血 Treg 细胞、Th17 细胞比例。结果 Treg
细胞比例在术后第 2 周明显下降( P ＜ 0. 05) ，术后 2 个月降

至最低，较术前相比下降 68. 6% ( P ＜ 0. 05 ) ，术后 6 个月恢

复至术前水平。Th17 细胞比例在术后 1 周至 3 周明显升高

( P ＜ 0. 05) ，术后 1 个月恢复至术前水平。移植后第 1 周
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Th17 /Treg 细胞比值明显升高( P ＜ 0. 05 ) ，持续至术后 3 个

月，术后 6 个月恢复至术前水平。术后使用环孢素的受者

Treg 细胞比例在术后 2 个月最低，下降 67. 1% ( P ＜ 0. 05 ) ;

术后使用他克莫司的受者 Treg 细胞比例在术后 3 周最低，

下降 80. 8% ( P ＜ 0. 05 ) ，均在术后 3 个月开始缓慢上升。
CD3 + T 细胞比例在术后 1 周降低( P ＜ 0. 05) ，术后 3 周恢复

至术前水平。结论 活体肾移植术后免疫细胞处于动态变

化。术后 2 周到 5 个月 Treg 细胞比例均明显降低，其中以术

后 2 个月最低。Th17 /Treg 细胞比值在术后 1 周到 3 个月均

明显升高。他克莫司和环孢素对肾移植术后 Treg 细胞都有

抑制作用。
关键词 肾移植; 调节性 T 细胞; Th17 细胞
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活体肾移植术无疑已经成为终末期肾脏疾病的

最有效治疗策略，免疫抑制剂的使用进一步提高了
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