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　　摘要：目的　探讨 ＲＥＣＫｍＲＮＡ和 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ在乳腺良、恶性肿瘤中的表达和意义。方法　抽
取乳腺肿瘤组织总 ＲＮＡ，采用半定量逆转录 －聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测 ３９例乳腺癌和 １４例乳腺
纤维腺瘤组织中 ＲＥＣＫｍＲＮＡ和 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达，分析其关系。结果　乳腺癌组织 ＲＥＣＫｍＲＮＡ
（与内参比值）为 ０．６２５±０．１９９，较纤维瘤组织的 ０．７７８±０．２７８明显降低（Ｐ＜０．０５），ＭＭＰ９
ｍＲＮＡ在癌中为 １．３４２±０．１６８，比纤维瘤的 ０．７９０±０．１５７明显升高（Ｐ＜０．０１）。结论　ＲＥＣＫ作为
一种抑癌基因，在乳腺良恶性肿瘤中表达呈负相关，可抑制 ＭＭＰ９的表达，从而抑制乳腺癌的发生和
转移。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（１）：６９－７２］
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　　ＲＥＣＫ基因是 １９９８年发现的肿瘤抑制基因，

系由 ｖＫｉｒａｓ基 因 转 染 到 小 鼠 的 纤 维 原 细 胞

（ＮＩＨ３Ｔ３）而克隆到的 ｃＤＮＡ表达中分离所得

到，其定位于染色体 ９ｐ１２１３。ＲＥＣＫ的 ｃＤＮＡ编

码 ＧＰＩ（糖基磷脂酰肌醇）锚定的糖蛋白，相对分

　　收稿日期：２００６－０９－０５；　修订日期：２００６－１２－１５。

　　作者简介：霍志军，男，山东夏津人，中南大学湘雅三医院住院

医师，主要从事乳腺癌转移机制及治疗方面的研究。

　　通讯作者：霍志军　Ｅｍａｉｌ：ｈｚｊ１９７６１０＠１６３．ｃｏｍ。

子质量为 １１０ｋＤ。研究［１］表明 ＲＥＣＫ蛋白可以抑
制 ＭＭＰ９分泌及其酶解活性而发挥作用。ＲＥＣＫ
抑制 ＭＭＰｓ的分子机制尚未明了。本文在 ｍＲＮＡ
水平研究 ＲＥＣＫ基因和 ＭＭＰ９在乳腺癌中的表达
及与乳腺癌其他病理因素的关系和意义。

１　材料和方法

１．１　病例分组及一般资料
１．１．１　乳腺癌组　３９例，为湘雅三医院 ２００５年
９月—２００６年 ５月间手术治疗的原发性乳腺癌女
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性患者，年龄 ２６～７５岁，中位年龄 ４８．４岁。术

前均未化疗。已绝经者 １７例，未绝经者 ２２例。

按乳腺癌国际 ＴＮＭ临床分期：Ｉ期 ３例，ＩＩ期 ２７

例，ＩＩＩ期 ９例。腋窝淋巴结转移阴性 １５例，腋窝

淋巴结转移阳性 ２４例。

１．１．２　乳腺纤维瘤组　１４例，为同期手术治疗

的乳腺纤维瘤女性患者。年龄 １９～４１岁，中位年

龄为 ３０．５岁。

所有病例术后均经病理检查证实诊断。每例

标本 取 材 后 迅 速 投 入 液 氮 中 速 冻，然 后 置 于

－７０℃的冰箱保存备用。

１．２　检测项目及方法

１．２．１　ＲＥＣＫｍＲＮＡ与 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的检测　

（１）组织总 ＲＮＡ提取 Ｔｒｉｚｏｌ为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产

品，按操作说明书步骤提取每例标本的总 ＲＮＡ

后，在 ＧｅｎｅＡｍｐ扩增仪上进行 ＲＴＰＣＲ。根据紫

外可见分光光度计测得各管总 ＲＮＡ浓度，ＯＤ值

大于等于 １．８者为理想，浓度在８００～１４００μｇ／ｍＬ，

各取 ４μＬ总体积的 ＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ。逆转录

条件：加无核酸酶水至反应体系２０μＬ，４２℃１ｈ，

７０℃变 性 １０ｍｉｎ，反 应 完 毕 后 取 出，冰 上 放 置

５ｍｉｎ，将生成的 ｃＤＮＡ置于２０℃保存。分别取一

定量的 ｃＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增。（扩增目的基因和

内参照基因时候所加引物，ｃＤＮＡ模板量均一致。

在两个 ＥＰ管内进行，但为同一温度和 １０μＬ反应

体系），加引物（上下游混合后）１μＬ，模板１．２μＬ，

余按说明操作。（２）引物设计及合成 Ｐｒｉｍｅｒ５设

计引物 ＲＥＣＫ以及内参照 βａｃｔｉｎ基因的引物序

列，ＭＭＰ９的引物序列查文献获得。引物由上海

生工生物有限公司合成。ＲＥＣＫ基因引物（产物

３３７ｂｐ）：５′ＴＧＣＴＣＴＡＣＣＣＧＣＣＴＴＴＧＣＣ３′（上游），

５′ＧＡＴＣＴＴＧＧＡＣＣＴＧＧＴＣＡＣＡＣＧＣ３′ （下 游 ）。

ＭＭＰ９基 因 引 物 （产 物 ３５０ｂｐ）：５′ＧＡＣＴＣＧ

ＧＴＣＴＴＴＧＡＧＧＡＧＣＣ３′ （上 游 ）， ５′ＧＡＡＣＴ

ＣＡＣＧＣＧＣＣＡＧＴＡＧＡＡ３′（下游）。

βａｃｔｉｎ基因引物（产物 ５４０ｂｐ）５′ＧＧＡＣＣＴ

ＧＡＣＴＧＡＣＴＡＣＣＴＣ３′（上 游），５′ＴＣＡＴＡＣＴＣＣＴ

ＧＣＴＴＧＣＴＧ３′（下游）（３）ＰＣＲ条件：ＲＥＣＫ基因

的 ＰＣＲ 条 件 为 ９５℃，３ｍｉｎ，９４℃，４５ｓ，退 火

６１℃，４０ｓ；延伸：７２℃，１ｍｉｎ，然后 ４℃保存反应

产物。ＭＭＰ９基因的 ＰＣＲ反应条件：为 ９５℃，

３ｍｉｎ，９４℃，４５ｓ，退 火 ５６℃，４０ｓ；延 伸 ７２℃，

１ｍｉｎ．。内参照 βａｃｔｉｎ的 ＰＣＲ反应条件随目的基

因同时进行，扩增循环均为 ３５个循环。扩增结束

后，用微量移液器取目的基因 ＰＣＲ产物和内参照

基因的 ＰＣＲ产物 各 ４μＬ与载 样液 混匀后 （按

４∶１），分别加入各孔。２％琼脂糖凝胶电泳检测

并照像保存。各目的基因扩增重复 ３次，取均值。

经凝胶影像分析仪处理，用平均吸光度乘以条带

面积的值表示总的吸光度值代表各基因 ｍＲＮＡ

量。将目的基因与 βａｃｔｉｎ基因的电泳条带的平

均光 密 度 和 面 积 乘 积 的 相 对 比 值 （目 的 基

因／βａｃｔｉｎ）作为目的基因的相对表达量。

１．２．２　组织雌激素、孕激素受体及 Ｃｅｒｂｂ２受体

检测　所取组织在我院病理科作 ＨＥ染色后，继

采用免疫组化 ＳＰ三步法测 ＥＲ，ＰＲ，Ｃｅｒｂｂ２状

况。一抗 ＥＲ，ＰＲ，Ｃｅｒｂｂ２，免疫组化 ＳＰ试剂盒、

浓缩型 ＤＡＢ试剂盒均购自北京中山生物技术有

限公 司。ＥＲ，ＰＲ一 抗 工 作 浓 度 均 为 １∶ ５０，

Ｃｅｒｂｂ２工作浓度 １∶１００。ＥＲ，ＰＲ结果判断：以

胞核着色判断为阳性，随机选择 ５个高倍视野，计

数 ５００个以上细胞。根据阳性细胞数及细胞染色

强度进行半定量。无阳性细胞，计 ０分；阳性细胞

数 １％ ～３０％ ，计 １分；３１％ ～７０％计 ２分；７１％

－１００％计 ３分。再根据阳性着色强度依次计 １，

２，３分（浅棕色为１分，棕黄色为２分，深棕色为３

分），每张切片进行两项分数累计，０分为阴性，

１～２分为（＋），３～４分为（＋＋），５～６分为

（＋＋＋）。

Ｃｅｒｂｂ２染色结果判断标准：以细胞膜呈棕色

为染色阳性；视野内 ＞１０％癌细胞者为（＋）～

（＋＋），染色连续，环绕整个胞膜，为（＋＋＋），

无棕色为阴性。

１．３　统计学处理

数据均以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，统计处

理用 ＳＰＳＳ１２．０．１软件分析，两组样本间均数比较

采用独立样本 Ｔ检验，三组样本间均数比较时，采

用方差分析（ＡＮＯＶＡ）的 Ｆ检验．以 Ｐ＜０．０５为差

异有显著性。

２　结　果

２．１　ＲＥＣＫｍＲＮＡ的表达

ＲＥＣＫｍＲＮＡ在乳腺癌中表 达率 为 ８２．０％

（３２／３９）；３２例中平均表达水平为０．６２５±０．１９９。

０７



第１期 霍志军，等：乳腺癌和纤维瘤中ＲＥＣＫｍＲＮＡ和ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达差异及意义

纤维瘤中，ＲＥＣＫｍＲＮＡ表达率为 １００％（１４／１４），

平均表达水平为 ０．７７８±０．２７８。（不表达标准

是：模板连续 ３次 ＰＣＲ，内参基因扩增出条带，而

ＲＥＣＫ基因无目的条带。）ＲＥＣＫ基因在乳腺癌中

表达明显下调（Ｐ＝０．０３７）（图 １）（表 １）。

２．２　ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达

纤维瘤中 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ均有表达，平均水平

０．７９０±０．１５７。在乳腺癌中亦都有表达，平均表

达水 平 升 高，为 １．３４２±０．１６８（Ｐ＜０．０１）

（表１）（图２）。

表１　乳腺良恶性组织中ＲＥＣＫ，ＭＭＰ９表达

组织 ｎ（例数） ＲＥＣＫ／βａｃｔｉｎ ＭＭＰ９／βａｃｔｉｎ

乳腺癌 ３９
０．６２５±０．１９９

（３２／３９）

１．３４２±０．１６８

（３９／３９）

纤维瘤 １４ ０．７７８±０．２７８ ０．７９０±０．１５７

Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０１
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　　图１　癌组织和乳腺纤维瘤中ＲＥＣＫｍＲＮＡ及βａｃｔｉｎｍＲＮＡ
表达　Ｆ：纤维瘤；Ｃａ：乳腺癌
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　　图２　乳腺癌和纤维瘤中 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ及 βａｃｔｉｎｍＲＮＡ的
ＰＣＲ图像　Ｆ：纤维瘤；Ｃａ：乳腺癌

２．３　ＲＥＣＫｍＲＮＡ在乳腺癌中与各病理参数的关系
ＲＥＣＫｍＲＮＡ的表达与乳腺癌的临床分期、患

者年龄淋巴结转移、雌激素和孕激素受体、Ｃｅｒｂｂ２
受体均无相关性（均 Ｐ＞０．０５）（表 ２）。

２．４　ＭＭＰ９ｍＲＮＡ在乳腺癌中与各病理参数的
关系

ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达水平与乳腺癌的淋巴结
转移、临床分期存在显著的相关性（Ｐ＜０．０５）。
但与年龄、雌激素、孕激素受体状况以及 ｃｅｒｂＢ２
受体状况无明显相关（Ｐ＞０．０５）（表 ２）。

表２　乳腺癌中ＲＥＣＫ，ＭＭＰ９ｍＲＮＡ与临床病理因子的关系

乳腺癌 ＲＥＣＫ／βａｃｔｉｎ Ｐ值 ＭＭＰ９／βａｃｔｉｎ Ｐ值
３９ ｎ＝３２ ＲＥＣＫ３２例阳性 ３９例

临床分期

　Ｉ ３ ３ ０．４８６±０．１０９ ０．９３６±０．１３６
　ＩＩ ２７ ２２ ０．６０６±０．１９６ Ｆ＝０．７８ １．１７２±０．４２０ Ｆ＝１２．０９２
　ＩＩＩ ９ ７ ０．６４８±０．１７９ Ｐ＝０．４６８ １．７４６±０．５６３ Ｐ＝０．０００
淋巴结转移

　（－）

　（＋）

１５

２４

１２

２０

０．５８３±０．１２８

０．６１６±０．２１６
０．６３

１．０８８±０．４５６

１．４７２±０．５７９
０．０３６

年龄级

　≤５０岁

　
#

５０岁

２３

１６

１９

１３

０．６０３±０．２０２

０．６１６±０．１４４
０．８４１

１．２７０±０．４６８

１．４３１±０．６３１
０．３５０

雌激素受体

　（－）

　（＋～＋＋＋）

１６

２３

１４

１８

０．６１５±０．２３０

０．５９５±０．１５１
０．７７６

１．２８３±０．４７６

１．３５４±０．６２３
０．７０１

孕激素受体

　（－）

　（＋）～（＋＋＋）

２１

１８

１７

１５

０．６２４±０．２２８

０．５８０±０．１２８
０．５１５

１．２５９±０．４３３

１．４０２±０．６８８
０．４３６

Ｃｅｒｂｂ２
　（－）

　（＋）～（＋＋＋）

２２

１７

１８

１４

０．６３４±０．２０６

０．５５３±０．１５８
０．２３４

１．２３５±０．５１１

１．４４２±０．６１７
０．２６０

１７
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３　讨　论

ＭＭＰｓ是一族锌离子依赖性蛋白水解酶，目前

发现有 ２３种，它们是参与细胞外基质代谢的主

要酶类，在肿瘤侵袭转移的过程中，此类蛋白酶

（尤其以 ＭＭＰ２，ＭＭＰ９）起了非常重要的作用。

ＭＭＰｓ可降解细胞外基质（ＥＣＭ）而形成肿瘤细胞

转移的通道［２］。ＲＥＣＫ基因是一 ＭＭＰ抑制剂，与

较早研究的 ＭＭＰ抑制剂 ＴＩＭＰ有所不同［３］，它在

转录后水平至少能抑制 ＭＭＰ２，ＭＭＰ９和 ＭＴ１

ＭＭＰ等 ３种 ＭＭＰ［４］。ＲＥＣＫ基因在多种正常人体

组织及细胞株中多有表达，但在肿瘤组织中均低

表达或不表达［５］。本实验表明：ＲＥＣＫ基因在乳

腺癌中表达明显下调，但与分期，淋巴结状况，年

龄，雌，孕激素受体状况以及 Ｃｅｒｂｂ２受体状况无

明显关系。

ＲＥＣＫ基因抑制 ＭＭＰ的具体作用机制尚不明

了。其在癌转移中扮演的角色，是可抑制肿瘤新

生血管的形成和癌转移［６］。在 ＲＥＣＫ表达缺乏的

情况下，过度的 ＭＭＰ活性使 ＥＣＭ过多的降解，引

起血管结构完整性减弱；这样反过来又延缓早期

脉管网络的成熟。在有较高 ＲＥＣＫ表达时，ＭＭＰ

的活性减弱到一定程度，ＥＣＭ重塑减弱，先期发

生的血管形成毛细血管萌芽和产生新血管的能

力被抑制。因此，ＲＥＣＫ和 ＭＭＰ活性的大小和空

间模式对于新生血管成熟是至关重要的［６］。

乳腺癌的主要威胁在于侵袭和转移，ＲＥＣＫ

作为抑癌基因对肿瘤侵袭及转移具有负向调控

作用。有些原癌基因可通过抑制 ＲＥＣＫ表达而促

进肿瘤细胞侵袭转移，例如在 ＨＥＲ２／ｎｅｕ过表达

的 Ｂ１０４１１细胞，ＲＥＣＫ的表达受到抑制，侵袭

能力增加［７］。因此可以推测能够上调癌细胞中

的 ＲＥＣＫ表达的药物或非人工化合物可能成为阻

止肿瘤转移的潜在物质。或者通过基因治疗，使

ＲＥＣＫ低表达或者不表达的癌细胞中的 ＲＥＣＫ正

常表达，亦可抑制肿瘤的侵袭转移，从而为乳腺

癌的治疗开辟一个新的重要途径。

参考文献：

［１］　ＴａｋａｈａｓｈｉＣ，ＳｈｅｎｇＺ，ＨｏｒａｎＴＰ，ｅｔａｌ．Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍａ

ｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｕｍｏｒｉｎｖａｓｉｏｎｂｙ

ｔｈｅｍｅｍｂｒａｎｅａｎｃｈｏｒｅｄｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎＲＥＣＫ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌ

ＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，１９９８，９５（２２）：１３２２１－１３２２６．

［２］　ＢｉｓｓｏｎＣ，ＢｌａｃｈｅｒＳ，ＰｏｌｅｔｔｅＭ，ｅｔａｌＲｅｓｔｒｉｃｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆｍｅｍｂｒａｎｅｔｙｐｅ１ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｂｙｍｙｏｇｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

ａｄｊａｃｅｎｔｔｏｈｕｍａｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｉｎｔｊｃａｎｃｅｒ，

２００３，１０５（１）７－１３．

［３］　申培红，张云汉，李惠翔．ＭＭＰ２和 ＴＩＭＰ２蛋白在乳

腺癌组织中的表达及其与肿瘤转移的关系［Ｊ］．中

国普通外科杂志，２００４，１３（５）：３７５－３７７．

［４］　ＲｈｅｅＪＳ，ＣｏｕｓｓｅｎｓＬＭ．ＲＥＣＫｉｎｇＭＭＰｆｕｎｃｔｉｏｎ：ｉｍｐｌｉｃａ

ｔｉｏｎｓｆｏｒｃａｎｃｅｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．Ｔｒｅｎｄｓｃｅｌｌｂｏｉｌ，２００２，

１２（５）：２０９－２１１．

［５］　ＴａｋａｈａｓｈｉＣ，ＳｈｅｎｇＺ，ＨｏｒａｎＴＰ，ｅｔａｌＲｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍａｔｒｉｘ

ｍｅｔａｌｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－９ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｕｍｏｒｉｎｖａｓｉｏｎｂｙｔｈｅ

ｍｅｍｂｒａｎｅａｎｃｈｏｒｅｄｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎＲＥＣＫ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄ

ＳｃｉＵＳＡ，１９９８，９５（２２）：１３２２１－１３２２６．

［６］　 ＯｈＪ，ＴａｋａｈａｓｈｉＲ，ＫｏｎｄｏＳ，ｅｔａｌＴｈｅｍｅｍｂｒａｎｅａｎ

ｃｈｏｒｅｄＭＭＰｉｎｈｉｂｉｔｏｒＲＥＣＫｉｓａｋｅｙｒｅｇｕｌａｔｏｒｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

ｍａｔｒｉｘｉｎｔｅｇｒｉｔｙａｎｄ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ２００１，１０７

（６）：７８９－８００．

［７］　ＨｓｕＭＣ，ＣｈａｎｇＨＣ，ＨｕｎｇＷＣ，ｅｔａｌＨＥＲ２／ｎｅｕｒｅｐｒｅｓ

ｓｅｓｔｈｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒＲＥＣＫ ｖｉａＥＲＫ ａｎｄＳｐｔｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｔｏｐｒｏｍｏｔｅｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，

２００６，２８１（８）：４７１８－４７２５．

２７




