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摘要 目的：探讨结直肠癌患者血清基质金属蛋白酶水平及其临床意义。方法：采用 Bio-plex200悬浮芯片系统检测 33例结直肠

癌患者(其中 13例为结直肠癌转移患者，20例为结直肠癌非转移组)和 30例正常对照组血清中基质金属蛋白酶(MMP)-1、2、3、7、

8、9、10、12、13的浓度。结果：与正常对照组相比，结直肠癌患者血清MMP-2、MMP-7、MMP-8、MMP-9、MMP-10、MMP-13的浓度

显著上调(P<0.05)，而MMP-1、MMP-3、MMP-12的浓度并无显著性差异(P>0.05)；与结直肠癌非转移组患者相比，结直肠癌转移组

患者血清MMP-2和MMP-7的浓度显著升高(MMP-2：P=0.029；MMP-7：P=0.002)。结论：基质金属蛋白酶可能在结直肠癌的发生、

发展过程中起重要作用；MMP-2和MMP-7可能成为结直肠癌发生和转移的预测和评估指标。
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The Serum Levels of Matrix Metalloproteinases in Patients with Colorectal
Cancer and Their Significances*

To explore the serum levels of matrix metalloproteinases in patients with colorectal cancer and their signifi-

cances. 33 colorectal cancer (CRC) patients and 30 healthy subjects were enrolled in this study. The serum levels of

MMPs ((MMP)-1, 2, 3, 7, 8, 9, 10, 12, 13) were measured using Bio-plex Multiplex System. Compared with the serum of cases

with normal controls, the concentrations of MMP-2, MMP-7, MMP-8, MMP-9, MMP-10 and MMP-13 in serum of cases with colorectal

cancer were significantly up-regulated(P<0.05), while the concentrations of MMP-1, MMP-3, MMP-12 showed no significance(P>0.05).

Compared with the serum of colorectal cancer patients without metastasis, the concentrations of MMP-2 and MMP-7 in serum of colorec-

tal cancer with metastasis were significantly up-regulated (MMP-2: P=0.029; MMP-7: P=0.002). MMPs might play an im-

portant role in the development and occurrence of colorectal cancer, MMP-2 and MMP-7 might be used as indicators of predicting and

evaluating the occurrence and metastasis of colorectal cancer.

Colorectal cancer; Matrix metalloproteinases; Bio-Plex Multiplex System

*基金项目：北京脑重大疾病研究院科研促进项目(PXM2014_014226_000016)；神经损伤与康复北京市重点实验室 2015年度科技创新基地

培育与发展专项项目(Z151100001615055)；中央级公益性科研院所基本科研业务费专项资金项目(2015CZ-12)

作者简介：刘小野(1982-)，博士研究生，医师，主要研究方向：疾病诊断和预后分析；

董浩(1963-)，副研究员，主要研究方向：中西医结合康复医学

#为并列第一作者

△ 通讯作者：张忠涛，主任医师、教授、博士生导师，主要研究方向：肝胆胰及胃肠外科的基础与临床研究，E-mail: Jing1234552@163.com

（收稿日期：2016-04-23 接受日期：2016-05-18）

前言

结直肠癌(colorectal cancer，CRC)的发病率在全球各种肿

瘤中居第 3位，在我国也是最为常见的恶性肿瘤之一，其发病

率和病死率在消化系统恶性肿瘤中仅次于胃癌、食管癌和原发

性肝癌，目前呈现年轻化、增长趋势，是严重威胁人们健康的顽

疾之一[1,2]。目前，我国临床上多根据肿瘤大小、有无淋巴结转移

等情况来判断结直肠癌患者的病情及预后[3]。然而，结直肠癌发

病的具体机制还不明确，是环境、饮食、生活习惯及遗传等多因

素协同作用的结果，肿瘤的侵袭和转移影响结直肠癌患者生存
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和预后的重要因素[4-7]。

大量的研究表明[8-11]结直肠癌侵蚀转移能力与诱导产生基

质金属蛋白酶(matrix metaloproteinases，MMPs)降解主要成分

为Ⅳ型胶原、明胶细胞外基质和基底膜有关。MMPs是一组由

结缔组织分泌，参与细胞外基质降解的 Zn2+依赖性蛋白酶家族，

在促进肿瘤细胞的侵蚀转移及血管形成中起重要的作用[12,13]。

本研究应用 BIO-PLEX 200悬浮芯片系统检测结直肠癌患者

外 周 血 清 中 MMP-1、MMP-2、MMP-3、MMP-7、MMP-8、

MMP-9、MMP-10、MMP-12、MMP-13的水平，以期对结直肠癌

的治疗靶点和诊断提供新的思路。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2013年 10月～2014年 6月在首都医科大学附属北

京友谊医院结直肠癌住院患者 33例作为结直肠癌患者组，均

经常规病理细胞学确诊。其中，男性 15例，女性 18例；年龄

34～86岁，平均(65.8± 16.5)岁；术前未接受放化疗，未行其他

肿瘤干预治疗。围手术期无营养不良，无明显肝肾功能异常。排

除标准：① 参与试验前已经进行放化疗；② 急性感染、慢性炎症

性疾病患者；③ 有重度循环系统疾病、中枢系统疾病患者；④ 临

床病理资料记录严重不详者。

另同期选取健康志愿者 30例作为健康人组，其中男性 13

例，女性 17例；年龄 48～81岁，平均(64.6± 10.4)岁。

1.2 分析方法

所有受试对象于清晨抽取空腹外周血，血液样本以

1000× g，4℃离心 10 min，收集上清 -20℃保存。本研究采用

Bio-plex200悬浮芯片系统(美国 Bio-Rad公司)进行分析：① 制

备标曲：配制标准储存液，将每管冻干标准品加入 500 滋L稀释
液，漩涡混合 1-3 s，冰浴 30 min后制成标准储存液。上机制作

标准曲线；② 上机前准备：根据检测所用的孔数计算所需微珠

体积和加入的样本稀释液体积，每孔最终体积为 50 滋L。离心
收集到的样本与按照上述方法准备好的 beads涡旋混匀 10 s

后孵育 30 min，后加入捕捉检测抗体再孵育 30 min，最后加入

Streptavidin-PE染色后上机检测，染色后样本尽快检测，使用时

每孔加 50 滋L混合液；③ 注意事项：每次实验的检测严格执行
Start UpShut Down 和板间清洗 Wash Between Plates 操作,以

避免鞘流系统的管路堵塞。按照 Start UpShut Down的操作模

式在仪器上面进行操作，直到检测系统自动生成检测结果的报

告。根据所选择的抗体不同，上述方法可以检测 MMP-1、

MMP-2、MMP-3、MMP-7、MMP-8、MMP-9、MMP-10、MMP-12、

MMP-13九种基质金属蛋白酶的表达。根据仪器测得结果，记

录各组中各样本上述 9种基质金属蛋白酶的表达情况。

1.3 统计学分析

所有资料均以(x± SD)表示，采用 SPSS17.0统计软件进行

统计分析，组间均数比较采用 t检验，以 P<0.05为差异具有统

计学意义。

2 结果

2.1 结直肠癌患者组与正常对照组外周血中基质金属蛋白酶

浓度的比较

如表 1 所示：结直肠癌患者组血清 MMP-2、MMP-7、

MMP-8、MMP-9、MMP-10、MMP-13的浓度显均著高于正常对

照组(P<0.05)；而 MMP-1、MMP-3和 MMP-12的浓度与正常对

照组比较不具有统计学差异。

Note: Data were expressed as x± SD, compared with control group, the concentrations of MMP-2, MMP-7, MMP-8, MMP-9, MMP-10, MMP-13 show

significant difference (P<0.05).

表 l 结直肠癌患者组与对照组外周血清MMPs浓度的比较

Table 1 Comparison of the serum MMPs levels between colorectal cancer group and control group

2.2 血清基质金属蛋白酶浓度与结直肠癌转移的关系

如表 2所示：结直肠癌转移组血清 MMP-2和 MMP-7浓

度显著高于非转移组(P<0.05)，而直肠癌转移组血清 MMP-1、

MMP-3、MMP-8、MMP-9、MMP-10、MMP-12、MMP-13 的浓度

与非转移组比较不具有统计学差异。

3 讨论

MMPs是一组由结缔组织分泌的 Zn2+依赖性蛋白酶家族，

具有降解细胞外基质功能，能够降解除多糖外的几乎所有基

质[14,15]，其结构基础由信号肽区、前肽区、催化区、铰链区、血红

素结合蛋白样区组成。至今为止，已经有 20种以上的MMPs家

族成员被发现并不断研究其在肿瘤发展中的作用。按照其降解

胶原、明胶、基质蛋白、膜等底物的功能进行分类分析。MMPs

家族部分成员较高表达可能引起结直肠癌细胞降解基质屏障，

入侵淋巴管，进而造成淋巴转移及肿瘤的恶性进展，MMPs表

达的高低对结直肠癌的诊断、预后及靶向治疗有重要意义[16,17]。

本研究结果显示结直肠癌患者组与健康人组 MMP-2、

MMP-7、MMP-8、MMP-9、MMP-10、MMP-13 的表达具有统计

学差异；这表明 MMP-2、MMP-7、MMP-8、MMP-9、MMP-10、

MMP-13的高表达可能会引起细胞外基质的降解，进一步造成

Groups
Amount

(n)

MMPs concentration(ng/mL)

MMP1 MMP2 MMP3 MMP7 MMP8 MMP9 MMP10 MMP12 MMP13

Control group 30 31.8± 24.7
306.9 ±

98.2
60.3± 24.5 11.3± 6.4 21.2± 143

262.2±

45.7
8.3± 2.9 1.1± 1.3 0.5± 0.3

Colorectal

cancer group
33 38.0± 33.6

419.6±

191.1
43.9± 27.1 25.1± 15.9 65.5± 59.5

428.2±

116.1
13.7± 5.9 1.2± 0.7 1.0± 0.4

T 0.626 1.726 1.802 1.861 2.562 1.363 1.611 0.744 2.281

P value 0.646 0.008 0.835 0.048 0.019 0.018 0.012 0.466 0.036
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Groups
Amount

(n)

MMPs concentration (ng/mL)

MMP1 MMP2 MMP3 MMP7 MMP8 MMP9 MMP10 MMP12 MMP13

Metastasis

group
13 17.5± 11.8

458.3±

133.5a
47.4± 14.1 34.9± 8.4b 29.7± 17.7

344.8±

104.3
37.6± 46.2 1.1± 1.0 0.8± 0.2

Non-metasta-

sis group
20 36.9± 31.6

336.9±

123.2
42.1± 23.7 17.4± 13.4 90.8± 54.6

444.3±

102.8
11.9± 6.4 1.2± 0.8 0.8± 0.5

T 1.831 1.31 1.601 0.797 2.122 1.641 2.853 1.442 3.781

P value 0.556 0.029 0.412 0.002 0.732 0.830 0.873 0.329 0.894

表 2 结直肠癌患者转移组与非转移组外周血清MMPs浓度的比较

Table 2 Comparison of the serumMMPs levels between colorectal cancer metastasis group and colorectal cancer non-metastasis group

肿瘤细胞的浸润，这是结直肠癌为恶性肿瘤的基础。另有研究

表明，MMPs参与血管生成的调控，参与肿瘤细胞生长的调节

等功能。许多研究表明结直肠癌细胞的侵袭和转移与 MMPs

过度表达有关[18,19]，这与我们的研究结果是一致的。Levy等研

究结果表明：与癌组织周围正常粘膜组织相比，人结直肠癌组

织中MMP-2的表达显著增高[20]，Maurel等研究结果表明：结直

肠癌患者血清MMP-7含量越高，其转移的可能性越大，且患者

预后越差 [21]；而我们的研究结果显示结直肠癌转移组血清中

MMP-2和MMP-7浓度显著高于非转移组。MMP-2和MMP-7

是MMPs家族的重要成员，可能在结直肠癌发生发展及恶性进

程中起重要作用，两者协同升高加重对细胞外基质的侵袭和转

移，提示 MMP-2和 MMP-7可能是结直肠癌有效的预测标志

物，临床上可通过检测血中MMP-2和 MMP-7的含量变化对

结直肠癌发生和转移进行预测和评估。因本研究的结直肠癌转

移组患者仅 13例，而结直肠癌非转移组患者仅 20例，因此血

清中MMP-2与 MMP-7水平与结直肠癌转移的相关性分析需

要加大样本量进一步进行分析。

检测MMPs多采用 Elisa试剂盒，而传统的 Elisa方法具有

通量低、速度慢等特点，数据重复性与实验者操作等有直接关

系，因而寻找更简单、快速、通用性好的方法已经成为了迫切需

求。悬液芯片系统基本上具备了上述要求，其采用 100种不同

颜色微球标记生物分子配体，每种颜色的微球经共价结合携带

一种不同靶分子的特异反应物(如酶底物、受体、配体、抗原、抗

体、核酸等)、将先进的软件包、系统检验工具、微球耦联试剂和

检测试剂整合在一起，形成一个功能强大的芯片技术平台，不

仅使用方面更加简便高效，而且结果的精确性和可重复性得到

大大的提高。利用该系统可在一个样品中同时检测多种生物探

针，最多可达 100种，这种灵活的复合测试方案为蛋白与核酸

研究人员提供了极大的方便。该系统具有下述优势：① 高通量：

微量(10 滋L)标本，1次检测 100 个指标；② 高速度：最快可达

10000测试 /小时；③ 灵敏度高：检测低限可达 1 pg/mL；④ 重复

性好：每个指标有 1000～5000个反应单元，分析 100次取平均

值，CV值 <5%；⑤ 通用型生物芯片平台：唯一既能检测蛋白，

又能检测核酸的多指标并行检测平台；平台全开放、配套试剂

多。Bio-plex200悬浮芯片系统作为一种快速的分析方法，可以

为结直肠癌患者血清中MMPs家族的检测研究中提供更快、更

灵敏、更精确的检测手段。
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