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基质金属蛋白酶９、基质金属蛋白酶组织抑制剂１和血管内皮生长
因子在视网膜母细胞瘤组织中的表达

刘月君

（湖北医药学院附属襄阳医院眼科，湖北　襄阳　４４１０００）

摘要：　目的　探讨视网膜母细胞瘤（ＲＢ）组织中基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）、基质金属蛋白酶组织抑制剂１
（ＴＩＭＰ１）和血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）的表达及其与新生血管形成、视神经浸润和 ＲＢ分化程度的关系。方法　收
集２０１０年１月至２０１４年３月在湖北医药学院附属襄阳医院接受治疗的ＲＢ患者的 ＲＢ组织标本和癌旁正常组织标
本各３０例，采用免疫组织化学法测定ＶＥＧＦ、ＴＩＭＰ１和ＭＭＰ９的表达。结果　ＲＢ组织中ＭＭＰ９和ＶＥＧＦ的阳性表
达率显著高于癌旁正常组织（Ｐ＜０．０１）；但ＲＢ组织与癌旁正常组织中 ＴＩＭＰ１的阳性表达率比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。未分化型ＲＢ组织中ＭＭＰ９和ＶＥＧＦ的阳性表达率显著高于分化型ＲＢ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；未分化型
ＲＢ组织与分化型ＲＢ组织中ＴＩＭＰ１的阳性表达率比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。有视神经浸润的 ＲＢ组织中
ＭＭＰ９和ＶＥＧＦ的阳性表达率显著高于无视神经浸润的ＲＢ（Ｐ＜０．０１）；有视神经浸润与无视神经浸润的ＲＢ组织中
ＴＩＭＰ１的阳性表达率比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ＶＥＧＦ和 ＭＭＰ９可能与 ＲＢ的发生发展、新生血管
形成、视神经浸润及ＲＢ分化程度有关。
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　　婴幼儿时期视网膜母细胞瘤（ｒｅｔｉｎａｌｇｌｉｏｂｌａｓｔｏ
ｍａ，ＲＢ）是眼科常见的恶性肿瘤之一［１２］。目前，ＲＢ
的病因仍不完全明确，可能与遗传、病毒感染等因素
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有关［３］。本研究旨在通过观察 ＲＢ组织中血管内皮
生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、
基质金属蛋白酶组织抑制剂１（ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１，ＴＩＭＰ１）和基质金属蛋白酶９
（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９，ＭＭＰ９）的表达，探讨其
与新生血管形成、视神经浸润及 ＲＢ分化程度的关
系，为ＲＢ的治疗提供理论依据。

１　资料与方法

１．１　一般对象　选择２０１０年１月至２０１４年３月
在湖北医药学院附属襄阳医院眼科接受手术治疗的

ＲＢ患者的 ＲＢ组织和癌旁正常组织标本各３０例，
男１８例，女１２例，平均年龄（５．２±２．６）岁，平均体
质量指数（２０．２±３．２）ｋｇ·ｍ－２，发现肿瘤时间
（２．２±０．８）个月，手术时间（１２０．１±４２．５）ｍｉｎ；未
分化型１８例，分化型１２例；有视神经浸润１３例，无
视神经浸润１７例。所有患儿均接受眼球摘除术，术
前均未接受放射和化学治疗。

１．２　主要试剂和仪器　鼠抗人 ＴＩＭＰ１和 ＭＭＰ９
抗体工作液（美国 ＳｔａｎｔａＣｒｕｚ公司），兔抗人 ＶＥＧＦ
抗体工作液、二氨基联苯胺显色试剂盒（北京中山

生物技术有限公司），ＰＶ６０００通用型试剂盒（美国
Ｚｙｍｅｄ公司）；德国 Ｌ２４０１２Ｉ型石蜡切片机，日本
ＯｌｙｍｐｕｓＢＨ２显微摄影器材。
１．３　ＶＥＧＦ、ＴＩＭＰ１和 ＭＭＰ９表达检测　采用
免疫组织化学法测定ＶＥＧＦ、ＴＩＭＰ１和 ＭＭＰ９的表
达。将石蜡块切成４μｍ厚的切片，放入二甲苯中
脱蜡，梯度乙醇水化；孵育后将内源性的过氧化物酶

阻断；洗涤后使用微波进行抗原修复处理；分别注入

ＶＥＧＦ、ＴＩＭＰ１和 ＭＭＰ９抗体，孵育；洗涤后加入通
用型ＰＶ６０００多聚体，孵育；洗涤后用新配置的３，３′
二氨基联苯胺显色剂进行显色反应；用蒸馏水冲洗

后进行苏木精复染处理；脱水、透明，最后用中性树

胶封片。阴性对照为用磷酸盐缓冲溶液分别替代３
种一抗，阳性对照为已知表达为阳性的组织切片。

１．４　结果判定标准　（１）ＶＥＧＦ阳性染色的标准：
以细胞质出现棕黄色颗粒为阳性表达，每张切片评

分依据为阳性细胞的比例以及染色强度进行评分：

阳性细胞＞５０％为３分，２６％～５０％为２分；１０％～
２５％为１分；＜１０％为０分；染色强度呈强阳性为３
分；中等阳性为２分；弱阳性为１分；阴性为０分；２
项分数之和即为ＶＥＧＦ最终阳性程度评分：５～６分
为强阳性（＋＋），３～４分为弱阳性（＋），０～２分为
阴性（－）。（２）ＴＩＭＰ１和ＭＭＰ９：均以细胞质内或
细胞膜呈现为棕黄色或黄色的颗粒为阳性表达，依

据Ｓｈｉｍｉｚｕ评分标准［４］对结果实施半定量积分法判

定，阳性细胞数＞５０％为３分，３０％ ～５０％为２分，
１０％～２９％为１分，＜１０％为０分；每张切片的阳性
细胞着色程度按照棕褐色、棕黄色、黄色和无色分别

计３、２、１、０分，结果判断依据２项的积分和：４～５
分为强阳性（＋＋），３分为弱阳性（＋），０～２分为
阴性（－）。
１．５　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计
分析，率的比较采用 χ２检验，Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　ＲＢ组织与癌旁正常组织中 ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ
和ＴＩＭＰ１的表达　结果见表１。ＲＢ组织中 ＭＭＰ
９和ＶＥＧＦ的阳性表达率显著高于癌旁正常组织，
差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；但 ＲＢ组织与癌
旁正常组织中 ＴＩＭＰ１的阳性表达率比较差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）。
表１　ＲＢ组织和癌旁正常组织中 ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ、ＴＩＭＰ１
的表达

Ｔａｂ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ９，ＶＥＧＦａｎｄＴＩＭＰ１ｉｎＲＢ
ｔｉｓｓｕｅｓａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ

组织类型 ｎ
ＭＭＰ９

阴性／例 阳性／例

ＶＥＧＦ

阴性／例 阳性／例

ＴＩＭＰ１

阴性／例 阳性／例

癌旁正常组织 ３０ ２２ ８ ２４ ６ ２７ ３

ＲＢ组织 ３０ １２ １８ ９ ２１ ２５ ５

χ２ ６．７８７ １５．１５１ ０．５７７

Ｐ ＜０．０１ ＜０．０１ ＞０．０５

２．２　ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ、ＴＩＭＰ１的表达与ＲＢ分化程
度的关系　结果见表 ２。未分化型 ＲＢ组织中
ＭＭＰ９和 ＶＥＧＦ的阳性表达率显著高于分化型
ＲＢ，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；未
分化型ＲＢ组织与分化型ＲＢ组织中ＴＩＭＰ１的阳性
表达率比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
表２　ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ、ＴＩＭＰ１的表达与 ＲＢ分化程度的
关系

Ｔａｂ．２　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ９，
ＶＥＧＦ，ＴＩＭＰ１ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＲＢ

ＲＢ分化程度 ｎ
ＭＭＰ９

阴性／例 阳性／例

ＶＥＧＦ

阴性／例 阳性／例

ＴＩＭＰ１

阴性／例 阳性／例

未分化型 １８ ４ １４ ２ １６ １５ ３

分化型 １２ ８ ４ ７ ５ １０ ２

χ２ ５．９２６ ７．６４６ ０．４７６

Ｐ ＜０．０５ ＜０．０１ ＞０．０５

２．３　ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ、ＴＩＭＰ１的表达与ＲＢ视神经
浸润的关系　结果见表３。有视神经浸润的 ＲＢ组
织中ＭＭＰ９和 ＶＥＧＦ的阳性表达率显著高于无视
神经浸润的ＲＢ，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；
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有视神经浸润与无视神经浸润的ＲＢ组织中ＴＩＭＰ１
的阳性表达率比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
表３　ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ、ＴＩＭＰ１的表达与 ＲＢ视神经浸润的
关系

Ｔａｂ．３　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ９，
ＶＥＧＦ，ＴＩＭＰ１ａｎｄｏｐｔｉｃｎｅｒｖｅｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＲＢ

视神经浸润 ｎ
ＭＭＰ９

阴性／例 阳性／例

ＶＥＧＦ

阴性／例 阳性／例

ＴＩＭＰ１

阴性／例 阳性／例

无视神经浸润 １７ １１ ６ ９ ８ １４ ３

有视神经浸润 １３ １ １２ ０ １３ １１ ２

χ２ ９．９７７ １１．４９１ ０．７１９

Ｐ ＜０．０１ ＜０．０１ ＞０．０５

３　讨论

ＲＢ目前发病机制尚未完全明了，普遍认为其与
遗传、病毒感染等因素相关［５］。ＭＭＰ是有着 Ｚｎ２＋

依赖性的一种内源性蛋白酶，与肿瘤细胞的浸润和

转移有密切联系。ＴＩＭＰ是ＭＭＰ的一种特异性抑制
物，能有效阻止ＭＭＰ降解细胞外基质，对肿瘤细胞
的侵袭转移有抑制作用［６］。在细胞外基质代谢中，

ＭＭＰ和 ＴＩＭＰ的相互作用是肿瘤转移和侵袭的关
键。ＶＥＧＦ是血管生成极为关键的促成因子，有助
于提高血管的渗透性以及促进内皮细胞的生长，在

许多肿瘤的浸润、转移、生长和发生过程中有着非常

重要的作用［７］。

在ＲＢ的发生、发展过程中，有关 ＴＩＭＰ和 ＭＭＰ
的研究尚少。有研究采用免疫组织化学法对接种

ＨＸＯＲＢ４４ＧＦＰ细胞至裸鼠的肿瘤组织内ＴＩＭＰ２、
ＴＩＭＰ１、ＭＭＰ９、ＭＭＰ７和ＭＭＰ２的水平进行检测，
发现ＲＢ肿瘤内ＴＩＭＰ表达下降，而ＭＭＰ表达上升，
大部分的ＭＭＰ９、ＭＭＰ７和 ＭＭＰ２为阳性染色；而
细胞ＴＩＭＰ２、ＴＩＭＰ１染色几乎全部呈阴性［８］。本

研究结果显示，视神经浸润及ＲＢ分化程度与ＭＭＰ
９表达相关，但是与 ＴＩＭＰ１无关。说明在 ＲＢ中
ＴＩＭＰ１和ＭＭＰ９存在着表达的失衡，在浸润与 ＲＢ
分化中ＭＭＰ９高表达起着重要的作用［９］。关于动

物实验的研究结果显示，无论是内源性的还是人工

合成的ＭＭＰ抑制剂均可以对肿瘤形成新生血管进
行一定的抑制，发现 ＭＭＰ是血管生成一种重要的
正性调节剂［１０］。在ＲＢ组织中检测ＶＥＧＦ能够为治

疗肿瘤提供新思路。本研究结果显示，在 ＲＢ中
ＶＥＧＦ和ＭＭＰ９的表达呈一致性。提示在ＲＢ组织
中，ＶＥＧＦ的激活可以使得 ＭＭＰ９表达升高，而升
高的ＭＭＰ９有助于肿瘤新生血管的生成［１１］。本研

究的结果还发现 ＶＥＧＦ、ＭＭＰ９的表达与 ＲＢ的分
化程度、视神经浸润状况均有着明显的联系。

综上所述，ＲＢ中 ＶＥＧＦ和 ＭＭＰ９的高表达在
血管生成、视神经浸润和ＲＢ分化中有重要意义。
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