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Abstract
誗 AIM: To investigate the expression of matrix
metalloproteinase- 9 (MMP - 9) and nuclear factor of 资B
(NF-资B) in retinoblastoma (RB) and their relationships
with differentiation and optic never infiltration for
discussion their effect in invasion and metastasis of RB.
誗METHODS: Immunohistochemical technique was adopted
to examine the protein expression of MMP-9 and NF-资B
in 47 cases. All the data were analyzed by statistics.
誗RESULTS:The expression ratio of MMP- 9 was 46. 8%,
and the expression was also significantly related to the
differentiation degree(P< 0. 05) and never infiltration(P<
0郾 05) . The positive rate of NF-资B expression was 63. 8%.
The expression had notable relationship with the
differentiation degree (P< 0. 05), but not correlated with
the never infiltration (P>0. 05) . The expression of NF-资B
had an obvious relationship with the expression of MMP-9
(P<0. 05) .
誗CONCLUSION: In RB, MMP - 9 expressed in higher
level. NF-资B was activated and had higher expression in
RB. The expression of NF-资B was related to the expression
of MMP-9. The activation of NF-资B can possibly promote
invasion and metastasis of RB by up - regulating the
expression of MMP-9. Detecting the expression of MMP-9
and NF - 资B may be biological indicator of invasion and
metastasis of RB and can help to filter cases with high risk
of metastasis.
誗KEYWORDS:retinoblastoma; matrix metalloproteinase-9;
nuclear factor-资B
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摘要
目的:研究基质金属蛋白酶-9 (matrix metalloproteinase-9,
MMP-9 )和核转录因子-资B(nuclear factor of 资B, NF-资B)
在视网膜母细胞瘤(Retinoblastoma, RB)中的表达及与
RB 分化程度和视神经浸润的关系,探讨它们在 RB 浸润、
转移过程中的作用。
方法:应用 MMP-9 和 NF-资B 单克隆抗体,采用免疫组织
化学方法,对 47 例 RB 患者石蜡包埋标本进行 MMP-9 和
NF-资B 表达的测定,数据进行统计学分析。
结果: (1)47 例 RB 中 MMP-9 阳性表达率为 46. 8% , 与
RB 的分化程度(P<0. 05)及有无视神经浸润(P<0. 05)相
关。 (2)NF-资B 在 RB 组织中阳性表达率为 63. 8% ,与
RB 的分化程度相关(P<0. 05),与有无视神经浸润无相关
性(P>0. 05)。 (3)RB 中 NF-资B 的表达与 MMP-9 的表
达有相关性(P<0. 05)。
结论:RB 组织中 MMP-9 高表达。 NF-资B 在 RB 中被激
活。 RB 中 NF-资B 表达与 MMP-9 表达相关,NF-资B 激活
后可能通过上调 MMP-9 的表达促进 RB 的浸润、转移。
二者表达的检测可以作为反映 RB 浸润、转移潜能的生物
学指标,有助于筛选转移高危病例。
关键词:视网膜母细胞瘤;基质金属蛋白酶-9;核转录因
子-资B
DOI:10. 3969 / j. issn. 1672-5123. 2012. 08. 12

引用:郁佳,王剑锋,秦梅,等. MMP-9 和 NF-资B 在视网膜母细
胞瘤中的表达. 国际眼科杂志 2012;12(8):1470-1473

0 引言
摇 摇 肿瘤的浸润转移是多分子、多基因参与的极其复杂的
过程。 首先肿瘤细胞要破坏由细胞间基质和基底膜
(basement membrane,BM)组成的细胞外基质(extracellular
matrix, ECM)。 在参与破坏 ECM 的酶中, 基质金属蛋白
酶-9 (matrix metalloproteinase-9, MMP-9)能够降解 ECM
的大多数蛋白质,在肿瘤细胞浸润、转移过程中发挥着重
要作用[1]。 细胞核转录因子 资B(nuclear factor of kappaB,
NF-资B)是一种具有多向调节功能的转录因子,可以上调
MMP-9 和 VEGF 等多种基因的表达,与肿瘤的发生、转移
关系密切[2,3],有关 MMP-9 和 NF-资B 与恶性肿瘤浸润转
移关 系 的 研 究 已 有 报 道, 但 其 在 视 网 膜 母 细 胞 瘤
(retinoblastoma, RB)中表达的相关研究报道较少。 本研
究应用免疫组织化学的方法检测 MMP-9 和 NF-资B 蛋
白在 47 例 RB 中的表达, 分析其表达与 RB 分化程度及
视神经浸润关系,探讨它们在 RB 浸润、转移过程中的作
用,以期为判断预后、指导临床治疗提供理论依据。
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1 材料和方法
1. 1 材料 摇 收集蚌埠医学院第一附属医院病理科 1990 /
2006 年手术切除的 RB 眼球蜡块标本 47 例,蜡块重新切
片复查,每例连续切片数张,4滋m 厚,全部诊断证实为 RB。
47 例术前均未进行化疗或放疗。 其中男 25 例,女 22 例;
左眼 27 例,右眼 20 例。 年龄 6 月龄 ~ 9 岁,平均 3. 74 依
1郾 62 岁。 按照 RB 中有无菊形团排列分为分化型和未分
化型,其中分化型 17 例,未分化型 30 例。 肿瘤细胞浸润
视神经者 15 例,无浸润者 32 例。 瘤旁正常视网膜组织作
为对照。 鼠抗人 MMP-9 单克隆抗体、免疫组织化学检测
试剂盒及浓缩型 DAB 试剂盒购自福州迈新公司。 鼠
抗人 NF-资B 单克隆抗体,购自 Santa Cruz 公司。
1. 2 方法
1. 2. 1免疫组织化学方法检测MMP-9和 NF-资B蛋白摇 石
蜡切片经二甲苯脱蜡,梯度乙醇水化, 染色方法按试剂盒
说明进行。 PBS 漂洗 3伊5min,滴加 30mL / L 过氧化氢室温
封闭 10min 以阻断内源性过氧化物酶活性,加入修复液后
微波热修复 10min,PBS 漂洗 3伊5min;滴加 MMP-9 和 NF-资B
第一抗体,抗体浓度为 1 颐100,37益孵育 30min,4益过夜。
滴加生物素标记抗第二抗体,37益孵育 20min,PBS 冲洗
后,滴加 SABC 工作液,37益孵育 30min,PBS 冲洗,DAB 显
色,自来水冲洗,苏木素复染,乙醇脱水,二甲苯透明,中性
树胶封片。 实验中用 PBS 代替一抗作阴性对照, 用已知
MMP-9 和 NF-资B 阳性表达的乳腺癌组织作阳性对照。
1. 2. 2 染色判断标准 摇 MMP-9 和 NF-资B 免疫组织化学
阳性表达呈棕黄色颗粒。 参考有关文献[4],根据染色程度
及染色细胞百分率进行评定。 染色程度: 无显色、浅黄
色、棕黄色和棕褐色分别为 0,1,2,3 分;染色细胞占计数
细胞的百分率:每张切片随机选取 5 个高倍视野,按阳性
细胞数占同类细胞数的百分比,臆5% 为 0 分,6% ~ 25%
为 1 分,26% ~ 50%为 2 分,>51%为 3 分。 将每张切片染
色程度与染色细胞百分率得分相乘的积为其最后得分。
0 ~ 1 分为阴性(-),2 ~ 3 分为弱阳性(依),4 ~ 6 分为中等
阳性(+),>6 分为强阳性(++)。 为简化数据处理,将-,依
合并为“阴性冶;+,++合并为“阳性冶。
摇 摇 统计学分析:利用 SPSS 13. 0 软件包对实验结果进行
分析。 MMP-9 和 NF-资B 表达与肿瘤临床病理关系采用
四格表 字2检验。 MMP-9 与 NF-资B 表达的一致性检验采
用配对四格表 字2检验,二因子在肿瘤组织中表达的相关性
用 Spearman 法行秩相关分析。 P<0. 05 为差异有统计学
意义。
2 结果
2. 1 MMP-9 和 NF-资B 在 RB 和正常视网膜组织中的表
达摇 MMP-9 蛋白阳性表达位于肿瘤细胞的细胞浆内,47
例 RB 中有 22 例阳性表达,阳性率为 46. 8% (图 1)。 以
PBS 代替一抗阴性对照组中未见表达,瘤旁正常视网膜组
织中 MMP-9 蛋白呈阴性表达。 NF-资B 蛋白阳性表达位
于肿瘤细胞细胞核和细胞浆内,以细胞核着色为阳性统
计,47 例 RB 中 NF-资B 蛋白的阳性表达率为63. 8%(图2)。
以 PBS 代替一抗,阴性对照组中未见表达,瘤旁正常视网
膜组织细胞核 NF-资B 蛋白呈阴性表达。
2. 2 MMP-9 和 NF-资B 表达与 RB 分化程度的关系 摇
MMP-9,NF-资B 与 RB 分化类型的关系见表 1。 由表 1 可
以看出,两指标在未分化组阳性表达均高于分化组,差异
有统计学意义( P < 0. 05,表 1)。

图 1摇 MMP-9 蛋白在 RB中的表达(SP伊400)。

图 2摇 NF-资B蛋白在 RB中的表达(SP伊400)。

表 1摇 MMP-9 和 NF-资B表达与 RB分化程度的关系 例

分型 n
MMP-9

+ -
NF-资B

+ -
未分化型 30 18 12 23 7
分化型 17 4 13 7 10
字2 5. 80 5. 92
P <0. 05 <0. 05

表 2摇 MMP-9 和 NF-资B表达与 RB视神经浸润的关系 例

分型 n
MMP-9
+ -

NF-资B
+ -

视神经浸润组 15 12 3 12 3
无视神经浸润组 32 10 22 18 14
字2 9. 75 2. 50
P <0. 05 >0. 05

表 3摇 RB中 NF-资B蛋白表达与 MMP-9 表达的关系 例

NF-kB n
MMP-9

+ -
+ 30 20 10
- 17 2 15

合计 47 22 25

2. 3 MMP-9 和 NF-资B 表达与 RB 视神经浸润的关系摇
MMP-9,NF-资B 与 RB 视神经侵犯的关系见表 2。 由表 2
可以看出, MMP-9 在视神经浸润组的阳性表达高于未浸
润组,差异有统计学意义( P < 0. 05) 。 NF-资B 在视神经
浸润组的阳性表达高于未浸润组,但二者差异无统计学意
义( P>0. 05)。
2. 4 RB中 NF-资B 表达与 MMP-9 表达的关系摇 NF-资B
表达与 MMP-9 表达的关系见表 3。 47 例 RB 中,NF-资B
阳性患者中MMP-9 阳性表达率 66. 7% (20 / 30)高于 NF-资B
阴性患者中 MMP-9 阳性表达率 11. 8% (2 / 17)。 两因子
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在 RB 组织中表达的一致性,经统计学处理差异有统计学
意义(字2 = 5. 33,P<0. 05)。 二因子表达存在正相关关系
( rs =0. 887,P <0. 05)。
3 讨论
摇 摇 RB 是最常见的婴幼儿原发性眼内恶性肿瘤,RB 患者
死亡的主要原因是肿瘤发生全身浸润、转移。 研究表明,
恶性肿瘤细胞发生转移时首先要分泌或诱导酶类破坏
ECM 和血管 BM 构成的生理屏障,这是肿瘤细胞发生浸
润、转移的先决条件。 MMP-9 属于 MMP 家族中的明胶酶
类,主要降解明胶和郁,吁,喻,愈型基底膜胶原,其高表达
可导致 ECM 和血管 BM 的降解加速,使肿瘤细胞能够沿
着受损的 BM 移出癌巢向周围组织浸润,而且 MMP-9 可
以调节血管内皮细胞黏着,诱导肿瘤新生血管形成,有利
于肿瘤细胞进出血管,从而促进远处转移[5,6]。 它的高表
达与恶性肿瘤不良预后有关。 本文研究发现,MMP-9 蛋
白在 RB 组织中表达增高,而且其阳性表达率随着 RB 病
理分级增高显著增加(P<0. 05),提示 MMP-9 高表达可能
增加 RB 肿瘤细胞的侵袭性。 有视神经浸润组中 MMP-9 的
表达高于无视神经浸润组(P<0. 05),这与龙华等[7] 的实
验结果一致,进一步证实了 MMP-9 可能参与 RB 浸润转
移,MMP-9 可以作为反映 RB 恶性程度和转移的一个生
物学指标。
摇 摇 NF - 资B 是由 50ku 蛋白 ( P50) 和 65ku 蛋白 ( P65 /
RelA)组成的异源二聚体,是一种具有多向调节功能的转
录因子[8]。 它广泛存在于多种细胞中,可以与相关基因启
动子或增强子特殊 DNA 序列结合,调控凋亡相关基因、原
癌基因以及与肿瘤转移相关黏附分子、MMP[9]、血管内皮
生长因子等基因的表达,发挥中心调控作用。 正常情况下
NF-资B 与其抑制因子 IkBs 形成复合物位于细胞质中处于
静止状态。 在肿瘤组织中,NF-资B 被不恰当地激活异位
进入细胞核,其转录功能也异常增高,可以诱导下游基因
过度表达,促进肿瘤的发生发展[10]。 本文实验结果显示,
47 例 RB 中 NF-资B 蛋白的阳性表达率为 63. 8% ,阳性表
达主要位于细胞核,说明 NF-资B 已通过核转位的机制被
激活。
摇 摇 NF-资B 活化后通过调控多种基因表达在恶性肿瘤浸
润、转移的过程中发挥重要作用。 Sasaki 等[11]发现胃癌组
织中 NF-资B 持续性活化,且 NF-资B 高表达与淋巴转移、
肿瘤大小、病理分期、肿瘤浸润深度等临床病理特征有关。
姜孝新等[12]研究发现,肿瘤体积较大、分化程度低、伴有
血管癌栓和淋巴结转移的肝细胞癌组织中 NF-资B p65 蛋
白表达要高于肿瘤体积小、分化好、无血管癌栓和淋巴结
转移的肝细胞癌组织。 本文研究发现,NF-资B 的阳性表
达与 RB 组织学分型相关,未分化型中 NF-资B 的阳性表
达率明显高于分化型,这为 NF-资B 表达水平反映 RB 侵
袭能力提供了理论依据。 实验中还发现,视神经浸润组
NF- 资B 的阳性表达率 (80. 0% ) 虽然高于未浸润组
(56郾 3% ),但二者无统计学差异(P>0. 05),这与王良君
等[13]的报导结果相同。 但本实验与王良君等[13] 的实验
中病例数目均有限,NF-资B 与 RB 视神经浸润的关系需要
增加样本数量进一步研究。
摇 摇 研究已经证实[14,15],NF-资B 是与多种肿瘤转移密切
相关的 MMPs 的上游调控因子。 Sato 等[16] 认为 MMP-9
基因的启动子上含有 NF-资B,AP-1,Sp1 等多个结合位
点,通过这些结合位点,生长因子、细胞因子及原癌基因均

可诱导 MMP-9 的表达,促进肿瘤的侵袭和转移。 Thant
等[17]实验发现,NF-资B 在被 ras 基因激活后,可与 MMP-2
和 MMP-9 启动子上的 资B 序列结合,使其表达上调。 在
本实验中,NF-资B(+)组 MMP-9 的表达阳性率与 NF-资B
(-)组 MMP-9 的表达阳性率比较有统计学差异(P <
0郾 05),NF-资B 表达与 MMP-9 表达呈正相关性。 提示在
RB 中 MMP-9 的高表达可能与 NF-资B 有关, NF-资B 活化
后可以在转录水平调控 MMP-9 的表达,增强了 MMP-9
基因的转录活性使 MMP-9 表达上调,进而促进 RB 的浸
润和转移。
摇 摇 综上所述,MMP-9 在 RB 中高表达,NF-资B 在 RB 中
持续激活。 NF-资B 被激活后可以上调 MMP-9 的表达。
检测 RB 中 MMP-9 和 NF-资B 的表达可以作为反映 RB 浸
润、转移潜能的生物学指标,有助于筛选转移高危病例。
本研究所选择的病例数有限,尚需增加病例数并对 RB 不
同临床分期的标本进行检测以进一步确定MMP-9 和 NF-资B
的表达与临床分期的关系。 今后基因治疗将成为恶性肿
瘤的一种重要治疗模式。 通过抑制 MMP-9 和 NF-资B 的
表达,阻断其活性,可以有效抑制 RB 的浸润和转移,降低
肿瘤恶性程度。 张克君等[18]发现通过转染 I资B-琢 基因抑
制肝癌细胞系 HCC9204 细胞 NF-资B 的活性可以下调肿
瘤中 MMP-9 mRNA 表达,为基因治疗抑制肿瘤浸润、转
移寻找理想靶基因提供了理论依据。 相信随着对 RB 浸
润、转移过程的深入研究,MMP-9 和 NF-资B 有希望成为
RB 基因治疗新的靶抗原。
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好消息—《国际眼科杂志》英文版被
PubMed 和 PubMed Central 收录

本刊讯摇 《国际眼科杂志》英文版 International Journal of Ophthalmology 于 2011鄄01 申请 PMC,经过极为严格的

科学评审和技术评审,于 2011鄄12鄄02 通过评审并于 2012鄄05鄄03 被 PubMed 和 PMC 正式收录。 这是《国际眼科

杂志》英文版继 2010鄄09 被 SCI Expanded 收录后又被另一国际权威数据库收录,这对本刊英文版的发展具有

重大意义。
摇 PubMed 和 PubMed Central(PMC)是美国国立医学图书馆(NLM)国家生物技术信息中心(NCBI)开发和维

护的生物医学与生命科学期刊文献免费数据库。 PubMed 是一种免费的搜寻引擎,提供生物医学方面的论文

搜寻及摘要,但不包括期刊论文的全文,其数据库来源为 Medline。 PMC 是由 NLM 下属的 NCBI 创立的开放

存取(OA)的生物医学和生命科学全文数据库,并在全球范围内免费提供使用。 PubMed 和 PMC 的关系:两者

都是 NLM 建立的数据库,其中 PubMed 是一个基于互联网的文献检索系统,它收录了几千种生物医学和生命

科学期刊的目次和文摘,该数据库提供与 PMC 全文的链接以及与数千种期刊网站的链接。 而 PMC 是免费生

物医学和生命科学电子期刊全文数据库,目前收录 400 余种期刊,数量还在不断增加。 PMC 所有论文在

PubMed 中都有相应的记录。
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