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荧光定量RT-PCR检测
宫颈癌患者外周血MMP-9 mRNA表达的临床意义

董小跃，张盛燕

（瑞安市妇幼保健院妇产科，浙江 瑞安 325200）

【摘要】 目的 研究宫颈癌患者外周血中MMP-9 mRNA的表达，探讨其临床意义。方法 应用实时荧光

定量PCR技术，检测98例经病理证实的宫颈癌及25例妇科良性肿瘤对照组外周血液中MMP-9mRNA的表达，

并分析其与临床病理因素的关系。结果 98 例宫颈癌组外周血 MMP-9mRNA 阳性率为 76.5%，而对照组为

48.0% (P<0.01) 。在宫颈癌组内，早期宫颈癌（Ⅰ~ⅡA期）外周血MMP-9mRNA阳性率为63.5%，而中晚期宫颈

癌（Ⅱb-Ⅳ期）为88.6% (P<0.05)。早期宫颈癌患者MMP-9mRNA的表达与肿瘤分期(ⅠA、ⅠB、ⅡA )、病理类型

(鳞癌、非鳞癌)、淋巴转移(+/-) 、肿瘤大小(＜4 cm、≥4 cm)等均无显著性相关(P>0.05)。仅与年龄(＜40 岁、≥40

岁)、组织分化( G1-2、G3)、脉管瘤栓(+/-))显著相关(P<0.05)。结论 荧光定量PCR技术可检测出各期宫颈癌患者

外周血中MMP-9的表达，有较高的敏感性和特异性，在判断宫颈癌预后、监控复发中的应用具有一定的可行性。
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Clinical significance of MMP-9 mRNA detection in the peripheral blood of patients with cervical cancer by
fluorescent quantitative RT-PCR. DONG Xiao-yue, ZHANG Sheng-yan. Department of Gynecology and Obstetrics,
Ruian Maternal and Child Health Care Hospital, Ruian 325200, Zhejiang, CHINA

【Abstract】 Objective To detect the expression of matrix metallopeptidase 9 (MMP-9) mRNA in the periph-

eral blood of patients with cervical cancer, and to evaluate its clinical significance. Methods The expression of

MMP-9 mRNA was evaluated by fluorescent quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)

in the peripheral blood of 98 patients with cervical cancer (the study group) and 25 patients with benign gynecological

tumors (the control group). Possible correlations between clinical pathological factors were analyzed. Results The

positive rate of MMP-9 mRNA was 76.5% in the study group and 48% in the control group, with statistically signifi-

cant difference (P<0.01). In the study group, the positive rate of MMP-9 mRNA was 63.5% in patients with FIGO

StageⅠA toⅡA cervical cancer and 88.6% in patients with FIGO Stage Ⅱb to Ⅳ cervical cancer. The expression of

MMP-9 mRNA in patients with FIGO StageⅠA to ⅡA cervical caner was significantly correlated with age, differenti-

ation and lymph vascular space involvement, but showed no correlation with tumor staging (ⅠA, ⅠB, ⅡA), patho-

logical types (squamous Cell Carcinoma or non-squamous-cell carcinomas), lymph node metastasis (+/-) and tumor

size (<4 cm、≥4 cm). Conclusion Fluorescent quantitative RT-PCR can detect the expression of MMP-9 in the pe-

ripheral blood of patients with cervical cancer, with high sensitivity and specificity, which could be a potential bio-

marker for detecting micrometastasis in cervical carcinoma.
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宫颈癌是常见的妇科恶性肿瘤之一。虽宫颈癌

的诊断及治疗方面取得一定的进展，但仍有 20%～

34%的早期宫颈癌患者最终死于肿瘤的复发和转

移。血循环中微转移的存在，提示肿瘤已不再局限于

原发灶，有发展为远处转移的可能。早期诊断外周血

中的微转移，有助于我们更有针对性地进行个体化的

术后辅助治疗，减少复发和转移，提高患者的生存率

和生活质量。本研究利用 RT-PCR 技术检测早期宫

颈癌外周血中上皮源性特异性标志基因 MMP-9

mRNA的表达，探讨它们在宫颈癌外周血中的表达及

临床意义。

1 资料与方法

1.1 研究对象 选择2005年1月至2010年6月

间我院首诊的 98 例宫颈癌患者为研究对象。年龄

22~78岁，平均 48岁。临床分期[按照 2000年国际妇

产科联盟(FIGO)的标准]：ⅠA 期 8例，ⅠB 期 48例，

ⅡA 期7例，ⅡB 22例，Ⅲ期10例，Ⅳ期3例。按病理

类型：鳞癌85例，非鳞癌13例；所有早期宫颈癌患者

均予子宫次广切或子宫广切及盆清术，术后标本均行

病理检查。对照组为同期手术的妇科良性肿瘤 25

例，其中子宫肌瘤18例，卵巢囊肿3例，子宫肌腺症1

例，子宫内膜异位症3例。

1.2 主要试剂和仪器 Trial试剂(GIBLO公司)；

逆转录酶M2MLV (Promega公司)；Taq酶( Sangon公

司)；Light Cycler荧光PCR仪(德国Roche公司)。

1.3 方法 患者初诊治疗前抽取静脉血 5 ml

(弃去开始的 1 ml，以防上皮细胞污染)，于 20 min 内

用淋巴细胞分离液分离单个核细胞。用Trizol试剂

(上海复星公司)进行总 RNA 的提取。测 A260~280 处

的吸光值，并计算 RNA 含量。然而进行逆转录反

应合成 cDNA 后再行 PCR 扩增。PCR 反应条件：

93℃ 2 min，93℃ 45 s，55℃ 60 s，共做 40 个循环。

结果分析参考试剂盒。

1.4 统计学方法 计量资料以均数±标准差(x-±s)
表示，采用SPSS12.0软件包进行统计学分析，对计数

资料单因数分析采取χ2检验，以P<0.05为差异有统计

学意义，P<0.01为差异有显著统计学意义。

2 结 果

2. 1 宫颈癌及妇科良性肿瘤的MMP-9 mRNA

转录 宫颈癌组外周血MMP-9 mRNA有75例阳性，

表达率为76.5% (75/98)，而对照组有12例阳性，表达

率为48.0%(12/25)，两组比较差异均有显著统计学意

义(P<0.01)。在宫颈癌组内，早期（ⅠA +ⅠB+ⅡA）

宫颈癌外周血MMP-9 mRNA有40例阳性，表达率为

63.5% (40/63)，而中晚期（ⅡB+Ⅲ+Ⅳ）宫颈癌有31例

阳性，表达率为 88.6% (31/35)，两组比较差异存在统

计学意义(P<0.05)。

2.2 MMP-9 mRNA 的表达与早期宫颈癌的单

因素分析 ①年龄：年龄 <40 岁的早期宫颈癌

MMP-9 mRNA 表达阳性与阴性比例分别为 16 例

(40.0%)vs 4例(17.4%)，差异有统计学意义(P<0.05)。

②肿瘤分期：早期宫颈癌ⅠA、ⅠB、ⅡA MMP-9

mRNA 表达阳性与阴性比例分别为 6 例(15.0%) vs2

例(8.7%)，30 例(75%)vs 18 例(78.3%)，4 例(10.0%)vs

3例(13.0%)，差异无统计学意义(P>0.05)。③病理类

型：早期宫颈癌病理类型中非鳞癌 MMP-9 mRNA

表达阳性与阴性比例分别为 10 例 (25% )vs 2 例

(8.7%)，差异有统计学意义(P<0.05)。④病理分化：

表 达 MMP-9 mRNA 的 早 期 宫 颈 癌 与 未 表 达

MMP-9 mRNA 的早期宫颈癌低分化分别有 14 例

(35%)和 4 例(17.4%)，差异有统计学意义(P<0.05)。

⑤淋巴结转移：早期宫颈癌淋巴结转移者 MMP-9

mRNA 表达阳性与阴性比例分别为 6 例(15%) vs 2

例(8.7%)，差异无统计学意义(P>0.05)，见表 1。

3 讨 论

宫颈癌的复发转移是导致治疗失败及造成患者

死亡的主要原因[1]，因此，如何更早发现亚临床期病

变、评估治疗效果、监控复发是当前需要解决的关键

问题。而肿瘤的微转移[2]是肿瘤复发转移的基础和

注：Δ表示P＜0.05，差异有统计学意义。

表1 MMP-9 mRNA的表达与早期宫颈癌临床病理因素分析

因素

年龄

＜40

≥40

肿瘤分期

ⅠA

ⅠB

ⅡA

病理类型

鳞癌

非鳞癌

病理分化

低分化

中-高分化

淋巴结转移

阴性

阳性

MMP-9mRNA（+）

（n=40）

16

24

6

30

4

30

10

14

26

34

6

MMP-9mRNA（-）

（n=23例）

4

19

2

18

3

21

2

4

19

21

2

χ2值

3.912

0..351

3.001

9.588

4.542

P1值

0.024△

3.342

0.371△

0.002△

0.053
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前提. 因此早期诊断肿瘤的微转移对指导个体化治疗

和判断预后具有重要临床价值。RT-PCR技术的灵敏

性较高，可检出1×107个正常细胞中的1个肿瘤细胞，

使外周血微转移检测成为可能。实时荧光定量聚合

酶链式扩增反应（PCR）作为一项新技术，可检测出

106～108个单个核细胞中的一个肿瘤细胞，其巧妙地

把核酸扩增、杂交、光谱分析和实时检测技术结合在

一起，借助荧光信号检测PCR 产物。与普通PCR或

巢式PCR相比，实时荧光定量PCR具有更可靠的灵

敏度和特异性，其自动化的检测能最大限度减少污

染，显著减少假阳性的发生率[3]。

基质金属蛋白酶是一个大家族，因其需要

Ca2+、Zn2+等金属离子作为辅助因子而得名。基质

金 属 蛋 白 酶（MMPs）几 乎 能 降 解 细 胞 外 基 质

（ECM）中的各种蛋白成分，破坏肿瘤细胞侵袭的

组织学屏障，在肿瘤侵袭转移中起关键性作用，从

而在肿瘤浸润转移中的作用日益受到重视，被认

为是该过程中主要的蛋白水解酶。MMP-9 是基质

金属蛋白酶(MMPs)家族中的一员，为Ⅳ型胶原酶，

可有效降解基底膜的主要成分Ⅳ型胶原及明胶，

它的异常表达与人类许多恶性肿瘤的转移密切相

关。在肿瘤组织中发现细胞角蛋白的存在，则意

味着微转移的发生 [4]。

本研究采用 RT-PCR 技术检测宫颈癌外周血中

MMP-9 mRNA 的转录。结果发现，MMP-9 mRNA

在宫颈癌和对照组中的阳性率分别为 76.5%和

48.0% ，两者差异有显著统计学意义(P<0.01)。在宫

颈癌中，中晚期宫颈癌外周血MMP-9 mRNA阳性率

明显高于早期宫颈癌(88.6% vs 63.5%)，两组比较差

异有统计学意义(P<0.05)。以上资料表明在宫颈癌

外周血中存在表达MMP-9 mRNA 的肿瘤细胞；同时

MMP-9 mRNA 的转录均显示了很高的特异性，通过

RT-PCR技术检测宫颈癌外周血中肿瘤细胞具有较好

的敏感性和特异性。

目前，尽管早期宫颈癌的 5 年生存率达 85%~

90%，但临床医师发现一部分无高危因素的，术后很

快发生盆腔复发和转移的患者，预后较差。有关预后

因素的探讨被引为宫颈癌临床处理依据或参考的有：

肿瘤体积大小、宫颈间质浸润深度、宫颈癌生长形态

及癌细胞类型、淋巴血管受侵、淋巴结转移、肿瘤组织

非鳞癌成分；以及手术标本切缘与年龄、贫血[5]。文

献报道，MMP-9 mRNA的转录与胃肠道、肺、乳腺等

恶性肿瘤的预后因素如分期、浸润深度、淋巴结转移有

关[6]。在本研究中，表达 MMP-9 mRNA 的早期宫颈

癌与未表达 MMP-9 mRNA 的早期宫颈癌相比，年

轻、低分化及鳞癌更多见，差异有统计学意义。上述

资料提示微转移可能与上述因素有关，而其作用机制

有待进一步探索和证实。对于 MMP-9 mRNA 患者

给予加强预后监测或预防性治疗，可减少远处转移，

改善预后，提高生存率。
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