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ＭＭＰ２／９和Ⅳ型胶原蛋白与胃癌患者
胃液芳香族氨基酸浓度变化的关系
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　　【摘要】　目的　探讨基质金属蛋白酶 ２／９（ＭＭＰ２／９）和Ⅳ型胶原（ＣｏｌⅣ）蛋白在胃癌组织中的表达及其与胃癌患者胃
液芳香族氨基酸（ａｒｏｍａｔｉｃａｍｉｎｏａｃｉｄｓ，ＡＡＡｓ）浓度异常升高之间的关系。　方法　收集 ２０１５年 １２月 ～２０１６年 ８月胃镜检查
１２０例符合入排标准患者的胃黏膜组织和胃液标本。根据病理诊断结果分为胃癌组（ＧＣ，ｎ＝２９）和胃良性病变组（ＮＧＤ，ｎ＝
９１）。应用免疫组织化学法和液相色谱串联质谱法对胃黏膜组织中 ＭＭＰ２／９和 ＣｏｌⅣ蛋白的表达情况及胃液中 ３种 ＡＡＡｓ
（酪氨酸、苯丙氨酸、色氨酸）进行检测。比较 ＭＭＰ２／９和 ＣｏｌⅣ蛋白在 ＧＣ和 ＮＧＤ组间表达的差异，并与胃液中 ３种 ＡＡＡｓ
的浓度进行相关性分析。　结果　①ＧＣ组 ＭＭＰ２／９蛋白的表达水平均显著高于 ＮＧＤ组，ＣｏｌⅣ蛋白的表达水平显著低于
ＮＧＤ组（Ｐ均 ＝０．０００）；ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９蛋白的表达水平呈正相关关系（ρ＝０．４１８，Ｐ＝０．０００），二者均与 ＣｏｌⅣ蛋白的表达
水平呈负相关关系（ＭＭＰ２：ρ＝－０．４５４，Ｐ＝０．０００；ＭＭＰ９：ρ＝－０．３８３，Ｐ＝０．０００）。②ＧＣ组胃液 ３种 ＡＡＡｓ浓度均显著高
于 ＮＧＤ组（Ｐ均 ＝００００）。③胃黏膜组织中 ＭＭＰ２／９蛋白的表达水平与胃液中３种 ＡＡＡｓ浓度均呈正相关关系（ＭＭＰ２：ρ＝
０．２６２、０２９５、０．２９３，Ｐ＝０．００４、０．００１、０．００１；ＭＭＰ９：ρ＝０．４４２、０．４３７、０．４００，Ｐ均 ＝０．０００），ＣｏｌⅣ蛋白的表达水平与胃液中
３种 ＡＡＡｓ浓度呈负相关关系（ρ＝－０．２８３、－０．２８０、－０．２７３，Ｐ＝０．００２、０．００２、０．００３）。　结论　胃癌组织通过上调 ＭＭＰ２／９
蛋白的表达，降解基底膜和细胞外基质中 ＣｏｌⅣ蛋白，可能是引起胃癌患者胃液 ＡＡＡｓ浓度异常升高的原因之一。

【关键词】　胃癌；　基质金属蛋白酶 ２／９；　Ⅳ型胶原；　芳香族氨基酸；　相关性分析
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　　针对胃癌（ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ，ＧＣ）诊断的新方法，我
课题组历经数十年的探索和研究，建立了基于胃液

荧光光谱诊断和筛查胃癌的方法
［１］
，分离 ３种芳香

族氨基酸（ａｒｏｍａｔｉｃａｍｉｎｏａｃｉｄｓ，ＡＡＡｓ）荧光标志物，
即酪氨酸（ｔｙｒｏｓｉｎｅ，Ｔｙｒ）、苯丙氨酸（ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ，
Ｐｈｅ）、色氨酸（ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ，Ｔｒｐ），并分别应用液相色
谱 串 联 质 谱 （ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＬＣＭＳ／ＭＳ）和核磁共振波谱（ｎｕｃｌｅａｒ
ｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＮＭＲ）的方法进行鉴定［２］

。应用

高效液相（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，
ＨＰＬＣ）进行定量研究的结果表明，３种胃液游离
ＡＡＡｓ可以用于鉴别早期和进展期胃癌与胃良性病
变

［３］
。上述研究成果得到国内外学者的认可

［４，５］
，

并得到蛋白质组学研究领域国际权威期刊 Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆＰｒｏｔｅｏｍｉｃｓ［６］和肿瘤学研究领域国际权威期刊
ＣａｎｃｅｒＥｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙＢｉｏｍａｒｋｅｒｓ＆Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ［７］的大
幅引用。

但胃癌患者胃液 ＡＡＡｓ浓度异常升高的机制尚
不明确。既往我课题组对这一现象的发生机制进行

一系列探索，如参与细胞间 Ｌ型氨基酸转运的 Ｌ型
氨基酸转运蛋白１（ＬＡＴ１），参与细胞内氨基酸代谢
的酶如吲哚胺２，３－双加氧酶（ＩＤＯ）和单胺氧化酶
（ＭＡＯ），以及参与细胞内蛋白质降解／自噬相关的
蛋白 ＳＱＳＴＭ１／ｐ６２，但都因为上述蛋白在不同病理
类型胃癌组织中的表达差异较大而无法解释各型胃

癌患者胃液 ＡＡＡｓ浓度均异常升高这一现象［８］
。本

研究旨在探索参与细胞外代谢的酶及其相关的蛋

白，即基质金属蛋白酶 ２／９（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ
２／９，ＭＭＰ２／９）和Ⅳ型胶原（ｔｙｐｅⅣ ｃｏｌｌａｇｅｎ，Ｃｏｌ
Ⅳ）蛋白，在胃癌组织中的表达情况及其与胃癌患
者胃液 ＡＡＡｓ浓度异常升高之间的关系。

１　材料与方法

１．１　材料
本研究经北京大学第三医院伦理委员会批准

（ＩＲＢ００００６７６１－２０１６０５８）。
纳入标准：①因上腹不适等消化道症状就诊，行

胃镜及胃黏膜活检；②年龄≥１８岁；③胃液中无食
团、出血及胆汁反流。

排除标准：①经历过胃、食管或十二指肠手术或
放化疗；②合并其他部位或血液系统恶性肿瘤；③合
并外伤及严重基础性疾病；④孕妇或哺乳妇女。

在患者知情同意下，２０１５年 １２月 ～２０１６年 ８
月共收集１２０例患者的胃黏膜组织（胃窦和胃体至
少各１块）和胃液标本。肿瘤分级依据国际抗癌联
盟（ＵＩＣＣ）第７版胃癌 ＴＮＭ分期，组织学形态分型
依据世界卫生组织（ＷＨＯ）第４版胃癌分型，异型增

生（ａｔｙｐｉｃａｌｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ，ＡＴＰ）的诊断依据帕多瓦国
际分类标准，慢性胃炎（ｃｈｒｏｎｉｃｇａｓｔｒｉｔｉｓ，ＣＧ）的诊断
依据新悉尼系统标准。根据病理诊断结果分为胃癌

（ＧＣ）组 和 胃 良 性 病 变 （ｎｏｎｎｅｏｐｌａｓｔｉｃｇａｓｔｒｉｃ
ｄｉｓｅａｓｅｓ，ＮＧＤ）组。ＧＣ组 ２９例，年龄 ３１～８４岁，
（６０．２±１３．６）岁；男 １９例，女 １０例；病理为管状腺
癌１７例，低分化腺癌６例，印戒细胞癌４例，黏液腺
癌２例；早期 １１例（ⅠＡ期 １０例，ⅠＢ期 １例），进
展期１８例（Ⅱ期４例，Ⅲ期１０例，Ⅳ期４例）。ＮＧＤ
组９１例；年龄 ２９～８８岁，（６２．４±１３．４）岁；男 ３５
例，女５６例；病理为胃黏膜异型增生 ４６例，胃黏膜
萎缩／肠化２８例，慢性浅表性胃炎１７例。
１．２　方法
１．２．１　主要试剂和仪器　兔抗人 ＭＭＰ２多克隆抗
体（ＺＡ０３３１）、兔抗人 ＭＭＰ９单克隆抗体 （ＺＡ
０５６２）、小鼠抗人 ＣｏｌⅣ单克隆抗体（ＺＭ００８１）、山
羊抗兔 ＩｇＧ／ＨＲＰ聚合物（ＰＶ６００１）、山羊抗小鼠
ＩｇＧ／ＨＲＰ聚合物（ＰＶ６００２）、胃蛋白酶消化液（ＺＬＩ
９０１３）、柠檬酸组织抗原修复液（ｐＨ６０）（ＺＬＩ
９０６５）、磷酸盐（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）缓冲
液（ＺＬＩ９０６５）、二氨基联苯胺（ｄｉａｍｉｎｏｂｅｚｉｄｉｎ，ＤＡＢ）
显色试剂盒（ＺＬＩ９０１８）均购自北京中杉金桥生物技
术有限公司。甲醇（色谱纯）（美国 ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司），甲酸（色谱纯）（美国 Ｄｉｋｍａ公司），３种
ＡＡＡｓ标准品（美国 Ｓｉｇｍａ公司），３种 ＡＡＡｓ氘标记
（英国 ＣＩＬ公司）。组织自动脱水机、包埋机、石蜡
切片机、烘片机均产自德国 Ｌｅｉｃａ公司；生物显微镜
产自日本 Ｎｉｋｏｎ公司；数字病理切片扫描仪产自日
本 Ｈａｒｍａｔａｍｏ公司。液相色谱仪（ＬＣ２０Ａ）产自日
本岛津公司；液相色谱串联质谱仪（ＱＴＲＡＰ５５００）产
自美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ公司；一次性使用吸痰包
产自中国苏州可邦高分子医疗器械有限公司。

１．２．２　组织标本处理及免疫组织化学法检测ＭＭＰ
２、ＭＭＰ９和 ＣｏｌⅣ蛋白的表达　组织标本经 ４％多
聚甲醛固定，石蜡包埋，４μｍ连续切片。一张常规
ＨＥ染色，余做免疫组化染色。免疫组化染色采用
ＥｎＶｉｓｉｏｎ二步法，ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９蛋白采用高温高
压组织抗原修复法，ＣｏｌⅣ蛋白采用胃酶消化法修
复组织抗原，染色步骤按试剂盒说明进行，ＤＡＢ显
色，以 ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照。

由２位消化病理医师应用双盲法独立观察，每
张切片随机选取至少 ５个高倍视野，对阳性染色细
胞进行计数并评分，取平均值。若 ２位病理医师评
分结果差异较大，则经讨论达成共识，或请第３位年
资更高的病理医师协助完成。

ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９蛋白阳性着色显示为细胞胞
质呈淡黄色至棕褐色着色；ＣｏｌⅣ蛋白阳性着色显
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示为胃腺体和脉管周围基底膜有连续、环形淡黄色

至棕褐色颗粒沉着。ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９蛋白阳性染
色评分标准

［９］
：阳性细胞比例：无为 ０分，＜１０％为

１分，１１％ ～５０％为 ２分，５１％ ～７５％为 ３分，＞
７５％为４分；染色强度：无为 ０分，弱或淡黄色为 １
分，强或棕黄色为２分，极强或棕褐色为３分。阳性
细胞比例 ×染色强度：０～３分为（－），４～５分为
（＋），６～８分为（＋＋），＞８分为（＋＋＋），（－）
和（＋）为阴性，（＋＋）和（＋＋＋）为阳性。

ＣｏｌⅣ蛋白阳性染色评分标准［１０］
：根据腺体周

围基底膜线性染色的完整性分为：（－）基底膜基本
缺如：线状结构 ＜１０％，或呈碎片状表达，记 ０分；
（＋）基底膜大部缺损：线状结构介于 １０％ ～２５％，
呈细小的条索状表达，记 １分；（＋＋）基底膜基本
存在：线状结构介于２５％ ～５０％，呈条索状表达，记
２分；（＋＋＋）基底膜大部保留：线状结构介于
５０％ ～７５％，呈断线状表达，记 ３分；（＋＋＋＋）基
底膜基本完整：线状结构 ＞７５％，呈连续、环形表达，
记４分。（－）和（＋）为阴性；（＋＋）、（＋＋＋）和
（＋＋＋＋）为阳性。
１．２．３　胃液标本处理及 ＡＡＡｓ浓度检测　禁食一
夜，于胃镜下通过一次性吸痰管收集 ５～１０ｍｌ胃
液。将收集到的胃液置于干冰上短期保存，３０００
ｒ／ｍｉｎ４℃离心 １０ｍｉｎ，取上清，分装入 ２ｍｌ冻存
管，置于 －８０℃长期保存。检测前将胃液从超低温
冰箱（－８０℃）中取出，冰浴解冻；加入 １００％甲醇

（１∶１０）漩涡振荡（２ｍｉｎ）离心（１５０００ｒ／ｍｉｎ，４℃，５
ｍｉｎ），沉淀蛋白；取上清，加入纯化水（１∶１～１∶５）稀
释。待高效液相色谱串联质谱分析。

应用梯度洗脱反相液相色谱分离 ＡＡＡｓ（流动
相的选取，水相为 １／１０００甲酸，有机相为纯甲醇），
使用电喷雾离子源（ＥＳＩ＋），多重离子反应监测
（ｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＭＲＭ）模式检测 ＡＡＡｓ
质谱信号。使用 ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘｓｙｎｅｒｇｉＰｏｌａｒＲＰ８０Ａ
色谱柱（长度 ５０ｍｍ，内径 ２．０ｍｍ，填料粒径 ４
μｍ），流动相 Ａ为甲醇，流动相 Ｂ为０．１％甲酸水溶
液，２．０μｌ进样。梯度洗脱，液相色谱反应条件设
置：在０～２ｍｉｎ期间，流动相Ａ所占的比例从３％逐
渐升高到５０％；在２～３ｍｉｎ期间，流动相 Ａ所占的
比例维持在 ５０％；在 ３．０～３．１ｍｉｎ期间，流动相 Ａ
所占的比例从 ５０％迅速下降到 ３％；在 ３．１～６．５
ｍｉｎ期间，流动相 Ａ所占的比例维持在 ３％。流速
０．２５ｍｌ／ｍｉｎ，进样量２μｌ，柱温３０℃，分析时长６．５
ｍｉｎ。质谱条件：电喷雾离子源，正离子模式检测
（ＥＳＩ＋）；离子喷射电压 ３５００Ｖ；温度 ５５０℃；源内
气体１（ＧＳ１，Ｎ２）压力 ５０ｕｎｉｔｓ；气体 ２（ＧＳ２，Ｎ２）压
力４０ｕｎｉｔｓ；气帘气压力 ４０ｕｎｉｔｓ；扫描方式为 ＭＲＭ
模式；碰撞气（Ｎ２）压力 Ｍｅｄｉａ；每个氨基酸化合物的
ＭＲＭ条件见表１。酪氨酸、苯丙氨酸和色氨酸的色
谱峰对应的保留时间分别为１．０、１．４和２．９ｍｉｎ，质
谱信号无干扰。

表 １　ＬＣＭＳ／ＭＳ检测芳香族化合物的 ＭＲＭ 条件 　
成分 母离子（ｍ／ｚ） 子离子（ｍ／ｚ） 去簇电压（Ｖ） 入口电压（Ｖ） 碰撞能（Ｖ） 出口电压（Ｖ）
酪氨酸 １８２．０ １６５．０ ７０ １０ １３ １３

酪氨酸 －ｄ２ １８４．２ １３８．１ ７０ １０ １３ １３
苯丙氨酸 １６６．０ １２０．１ ７０ １０ １５ １３

苯丙氨酸 －ｄ５ １７１．１ １２５．１ ７０ １０ １５ １３
色氨酸 ２０５．０ １８８．１ ７０ １０ １２ １６

色氨酸 －ｄ８ ２１３．２ １９５．０ ７０ １０ １２ １６

　　ＬＣＭＳ／ＭＳ：高效液相色谱串联质谱；ＭＲＭ：多重离子反应监测；酪氨酸 －ｄ２：酪氨酸氘标记；苯丙氨酸 －ｄ５：苯丙氨酸氘标记；色氨酸 －ｄ８：
色氨酸氘标记

１．２．４　ＬＣＭＳ／ＭＳ定量检测胃液中 ＡＡＡｓ的标准
曲线、回收率和准确度　使用双蒸水分别配制 ８个
浓度（０．１、０．２、０．５、１．０、２．０、５．０、１０．０和 ２０．０
μｇ／ｍｌ）的标准液，每个浓度标准液内所含 Ｌ－酪氨
酸、Ｌ－苯丙氨酸和 Ｌ－色氨酸的量均相等，－２０℃
保存，检测胃液 ＡＡＡｓ浓度时取出用于标定建立
ＡＡＡｓ定量的标准曲线。以待测化合物信号峰面
积／内标峰面积的比值和化合物浓度作图，得到其标
准曲线的线性关系。

标准曲线、线性回归系数以及线性区间分别为：

酪氨酸，ｙ（浓度）＝１．７９ｘ（化合物峰与内标峰面积
比值）＋０．０２３６，ｒ＝０．９９９４，０．１～２０．０μｇ／ｍｌ；苯丙
氨酸，ｙ＝１．１４ｘ＋０．０１７１，ｒ＝０．９９８５，０．１～２０．０

μｇ／ｍｌ；色氨酸，ｙ＝１．０９ｘ＋０．０４９３，ｒ＝０．９９８８，
０．１～２０．０μｇ／ｍｌ。加样回收率分别为：酪氨酸
１０１．６％ ～１０１．８％，苯丙氨酸 ９８．５％ ～１０７．３％，色
氨酸 ９８２％ ～１１１．７％。精密度分别为：酪氨酸
２．６３％ ～７．０４％，苯丙氨酸 １．３２％ ～８．９３％，色氨
酸，１９０％ ～１１．０２％。以上结果均支持本定量胃液
中 ＡＡＡｓ的实验体系可靠稳定。若检测到的游离
ＡＡＡｓ浓度超出标准曲线的浓度范围，则需要将原
样本重新稀释后再进行检测。如果样本中游离

ＡＡＡｓ浓度过低，超出检测下限，则将其视为零。
１．２．５　统计学分析　采用 ＳＰＳＳ２０．０进行统计学分
析，正态分布的计量资料用 ｘ±ｓ表示，不符合正态
分布的计量资料用中位数（最小值 ～最大值）表示。

·７３５·中国微创外科杂志２０１８年６月第１８卷第６期　ＣｈｉｎＪＭｉｎＩｎｖＳｕｒｇ，Ｊｕｎｅ２０１８，Ｖｏｌ．１８．Ｎｏ．６



计数资料比较采用卡方检验，正态分布的计量资料

比较采用独立样本 ｔ检验，不符合正态分布的计量
资料和等级资料采用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验，相关性
分析采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析，Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　免疫组化染色结果
见图１。ＧＣ组中，ＭＭＰ９在肿瘤组织中的表达

以间质炎细胞表达为主，在肿瘤上皮细胞中仅有 ３

例呈局灶的弱阳性表达，且这 ３例间质炎细胞中
ＭＭＰ９均呈强阳性表达。ＭＭＰ９蛋白的阳性表达
与炎症活动关系密切，２４例 ＭＭＰ９蛋白阳性表达
的肿瘤组织均伴有炎症活动，其余 ５例 ＭＭＰ９蛋白
阴性表达的肿瘤组织均不伴有炎症活动。ＮＧＤ组
中，ＭＭＰ９蛋白在伴有炎症活动的 ２８例胃良性病
变组织中，１１例（３９．３％）呈阳性表达，而在不伴有
炎症活动的 ６３例胃良性病变组织中，仅 １２例
（１９０％）呈阳性表达。

图１　不同病理类型胃黏膜组织中 ＭＭＰ２／９和 ＣｏｌⅣ蛋白免疫组织化学染色
（×２０），ＧＣ为胃癌，ＡＴＰ为异型增生，ＣＧ为慢性胃炎

　　ＧＣ组中 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９蛋白在肿瘤上皮细
胞和间质炎细胞中的阳性表达率［８９．７％（２６／２９）
和 ８２．８％ （２４／２９）］显著高于 ＮＧＤ组 ［４１．１％
（３７／９０）和 ２５．６％ （２３／９０）］（χ２ ＝２０．７４６，Ｐ＝
００００；χ２＝３００３３，Ｐ＝００００），ＣｏｌⅣ蛋白的阳性
表达率［１０３％（３／２９）］显著低于 ＮＧＤ组［７１４％
（６５／９１）］（χ２＝３３４１６，Ｐ＝００００）（１例慢性胃炎
患者行 ＭＭＰ２蛋白检测及 １例异型增生患者行
ＭＭＰ９蛋白检测时，胃窦胃体 ２个部位均脱片严
重，未进行评分和统计）。应用免疫组织化学染色

评分表示蛋白的表达水平，ＧＣ组 ＭＭＰ２和ＭＭＰ９
蛋白的表达水平［中位数 ８（３～１２），９（４～１２）］显
著高于 ＮＧＤ组［４（０～８），４（０～９）］（Ｚ＝－６３２４、
－６５８８，Ｐ均 ＝００００），ＣｏｌⅣ蛋白的表达水平
［０（０～３）］显著低于 ＮＧＤ组 ［２（０～４）］（Ｚ＝
－６３００，Ｐ＝００００），见图２Ａ。
２２　胃液游离 ＡＡＡｓ浓度检测结果

ＧＣ组胃液中酪氨酸、苯丙氨酸和色氨酸的浓度
分别为 ２８３（１０８～３２３），３７９（２３３～３６２）和
１０１（０４２４～１２４）μｇ／ｍｌ，均显著高于 ＮＧＤ组的
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３９１（０１５５～５４５），５３０（０１１８～９３０）和 １０５
（００４４～７５５）μｇ／ｍｌ（Ｚ＝ －５２０５、－５７１０、
－５６３１，Ｐ＝００００），见图２Ｂ。
２．３　胃黏膜组织中 ＭＭＰ２／９和 ＣｏｌⅣ蛋白表达水
平的关系

应用免疫组化评分表示上述３种蛋白在胃黏膜
组织中的表达水平，Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析结果表
明，ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９蛋白的表达水平呈正相关关
系（ρ＝０．４１８，Ｐ＝０．０００），二者均与 ＣｏｌⅣ蛋白表
达水平呈负相关关系（ρ＝－０．４５４，Ｐ＝０．０００；ρ＝
－０．３８３，Ｐ＝０．０００），见图３。
２．４　胃黏膜组织中 ＭＭＰ２／９和 ＣｏｌⅣ蛋白表达水
平与胃液 ＡＡＡｓ浓度间的关系

胃黏膜组织中 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９蛋白的表达水
平均与胃液中酪氨酸、苯丙氨酸和色氨酸浓度呈正

相关关系（ＭＭＰ２与酪氨酸、苯丙氨酸和色氨酸的
相关系数分别为 ρ＝０．２６２、０．２９５和 ０２９３，Ｐ＝
０００４、０．００１和 ０．００１，ＭＭＰ９分别为ρ＝０．４４２、
０４３７和０．４００，Ｐ均 ＝０．０００），而 ＣｏｌⅣ蛋白的表
达水平与胃液中酪氨酸、苯丙氨酸和色氨酸浓度之

间呈负相关关系（ρ＝－０．２８３、－０．２８０和 －０．２７３，
Ｐ＝０．００２、０．００２和０．００３），见图４。

３　讨论

基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）是在 １９６２年发现的
一组锌离子依赖性内肽酶，是由 ２８种 ＭＭＰ构成的
超家族，各型 ＭＭＰ之间具有一定的特性。许多研
究报道 ＭＭＰ２／９通过降解基底膜和细胞外基质中
的 ＣｏｌⅣ蛋白，在胃癌发生和发展的过程中发挥重
要作用

［１１，１２］
。因此，本研究从细胞外代谢入手，以

ＣｏｌⅣ蛋白为靶点，ＭＭＰ２／９为切入点，游离 ＡＡＡｓ
为代谢产物，以期解释胃癌患者胃液 ＡＡＡｓ浓度异
常升高的原因。

本研究结果表明，胃癌组织中 ＭＭＰ２蛋白在肿
瘤细胞胞浆和间质炎细胞中的表达均明显增强，尤

其是在肿瘤组织的浸 润前缘，阳性 表 达 率 为

８９７％，这与既往研究报道相同［１３，１４］
。但ＭＭＰ９蛋

白在肿瘤细胞胞浆中几乎无表达或局灶呈弱阳性表

达，却在肿瘤间质的炎细胞中大量表达，且表达水平

与肿瘤组织中炎症的活动程度关系密切，表达部位

与肿瘤组织中的微血管分布相一致。偶见浸润到腺

上皮细胞中的炎细胞表现为 ＭＭＰ９蛋白阳性表达。
本研究观察到的 ＭＭＰ９蛋白表达模式与 Ｂｅｒｇｉｎ
等

［１５］
的报道一致，即 ＭＭＰ９蛋白在幽门螺杆菌

（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）阳性的上皮固有层间
质细胞中呈阳性表达，而在幽门螺杆菌阴性的组织

细胞中无表达；幽门螺杆菌阳性的胃黏膜组织中

ＭＭＰ９的活性是幽门螺杆菌阴性胃黏膜组织的 １９
倍。此外，本研究观察到绝大部分 ＭＭＰ９蛋白于肿
瘤间质的炎细胞中和癌巢周围的坏死渗出灶中大量

表达。这可能与胃癌组织常伴较严重的炎性反应，

或胃癌组织坏死后渗出的过程中会引起较严重的炎

症反应有关。大量炎症细胞富集在肿瘤组织周围，

合成并分泌大量的 ＭＭＰ９蛋白，然后释放到细胞外
基质中。也有可能是肿瘤细胞合成 ＭＭＰ９蛋白后
将其分泌到细胞外基质中，被单核巨噬细胞或中性

粒细胞吞噬，进而表现为肿瘤细胞不表达或低表达，

而间质细胞表达或高表达 ＭＭＰ９蛋白。总之，炎症
和肿瘤相互促进，形成恶性循环。肿瘤细胞和间质

细胞通过 ＭＭＰ９等蛋白进行对话，维持或打破原有
的分子之间的平衡，形成具有一定特征的肿瘤微环

境。

本研究应用 ＬＣＭＳ／ＭＳ法检测，观察到 ＧＣ患
者胃液中３种游离 ＡＡＡｓ的浓度均显著高于 ＮＧＤ，
与我课题组既往应用 ＨＰＬＣ法检测的结果一致［２，３］

。

但是 ＨＰＬＣ法检测一例至少需要 ３０ｍｉｎ，检测效率
较低，且样本的前处理方法也比较复杂，大大限制了

其临床应用的可行性。本研究应用ＬＣＭＳ／ＭＳ法的
优势在于：①前处理的方法相对简单，不需要衍生，
直接沉淀蛋白稀释后即可进样，显著缩短分离和分

析的时间，可以达到高通量检测的标准；②同位素内
标法灵敏度高，因为与非同位素内标法相比，该方法

更能有效改善基质效应。因此，ＬＣＭＳ／ＭＳ法可以
简便、快速、准确、高通量地检测胃液游离 ＡＡＡｓ浓
度。

ＭＭＰ２／９以无活性的酶原形式分泌，活化后能
够降解细胞外基质中的胶原蛋白，参与许多病理过

程，如在多种恶性肿瘤发生发展的过程中发挥重要

作用
［１６］
。既往几项临床研究表明，ＭＭＰ２和 ＭＭＰ

９可以促进恶性细胞的进展，可能会促进肿瘤的生
长、侵袭和转移，因为其有降解细胞外基质和基底膜

中 ＣｏｌⅣ蛋白的能力［１７］
。本研究结果表明，ＭＭＰ２

和 ＭＭＰ９蛋白表达水平呈正相关关系，二者均与
ＣｏｌⅣ蛋白表达水平呈负相关关系，这与既往国内
外研究报道的结果一致。类似的是，Ｒｕａｎ等［１０］

报

道胃癌组组织蛋白酶 Ｄ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎＤ，ＣａｔｈＤ）的阳
性表达率与基底膜中 ＣｏｌⅣ的连续性表达率呈负相
关关系（ｒ＝－０．３３，Ｐ＝００１５）。总之，肿瘤组织发
生浸润转移一定伴有基底膜的破坏，这一过程可以

通过 ＭＭＰ２／９、ＣａｔｈＤ和其他蛋白酶来实现。
本研究结果表明，胃黏膜组织中 ＭＭＰ２／９和

ＣｏｌⅣ蛋白的表达水平与胃液 ３种 ＡＡＡｓ浓度之间
均存在一定的相关性（Ｐ＜０．０１）。具体来说，ＭＭＰ
２和 ＭＭＰ９蛋白的表达水平与胃液３种 ＡＡＡｓ浓度
呈正相关关系，而 ＣｏｌⅣ蛋白的表达水平与胃液 ３
种 ＡＡＡｓ浓度呈负相关关系。上述每一种蛋白与胃
液３种 ＡＡＡｓ间的相关系数都基本一致，而 ３种蛋
白中以 ＭＭＰ９蛋白与胃液 ＡＡＡｓ浓度之间的相关
性最高。考虑与 ＭＭＰ２蛋白相比，除分解 ＣｏｌⅣ
外，ＭＭＰ９蛋白还可能通过促进新生血管生成，以
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图２　ＭＭＰ２／９和 ＣｏｌⅣ蛋白在胃黏膜组织中表达水平的散点图（Ａ）；胃液 ３种 ＡＡＡｓ浓度的散点图（Ｂ）（Ｔｙｒ为酪氨
酸，Ｐｈｅ为苯丙氨酸，Ｔｒｐ为色氨酸，表示２组间 Ｐ＝０．０００）　图 ３　ＭＭＰ２／９和 ＣｏｌⅣ蛋白在胃黏膜组织中表达水
平的相关性（ρ为 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关系数）　图４　胃黏膜组织中 ＭＭＰ２／９和 ＣｏｌⅣ蛋白表达水平与胃液 ＡＡＡｓ浓度的相关
性（ρ为 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关系数，Ｔｙｒ为酪氨酸，Ｐｈｅ为苯丙氨酸，Ｔｒｐ为色氨酸）
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）

（上接第５４０页）
及增加胃黏膜和毛细血管的通透性，增加胃液

ＡＡＡｓ浓度。也有可能 ＭＭＰ９蛋白通过促进其他蛋
白如 ＣＯＸ２等表达增强，从而发挥类似作用［１８］

。

总体来说，胃癌组织通过上调 ＭＭＰ２和ＭＭＰ９
蛋白的表达，降解基底膜和细胞外基质中 ＣｏｌⅣ蛋
白，可能是胃癌患者胃液游离 ＡＡＡｓ浓度异常升高
的原因之一。
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