
收稿日期 :2004210209 ;修回日期 :2004211226
作者单位 :1 . 418000 湖南省怀化医学高等专科学校基
础医学部 ;2 .大连医科大学中日临床病理中心 ( 3通讯作者)

应用组织微阵列技术研究 MM P29与 TIM P21
在卵巢上皮性肿瘤中的表达及临床意义
王喜梅1 ,孙　雷2 3 ,郑仁恕2 ,张　众2

Expression and Clinical Signif icance of MMP29 and TIMP21 in Epithel ial Ovarian Tumor

Using Tissue Microarray Technique
WAN G Xi2mei1 ,SUN Lei2 3 ,ZH EN Ren2su2 , ZHAN G Zong2

1 . Department of B asical Medicine , H uai hua Medical Col lege , H uai hua 418000 , China;2 . China2J a2
pan Clinical Patholog y Center , Medical Col lege of Dalian ( 3 Corres ponding A uther)

Abstract :Objective　 To study the expression of Matrix Metalloproteinase29 (MMP29) and Tissue inhibi2
tor of metalloproternase21 ( TIMP21) in epithelial ovarian tumor and their clinical significance. Methods　

The expressions of MMP29 and TIMP21 in 94 cases of epithelial ovarian tumor were determined by tissue

microarray combined with immunohistochemist ry. Results　 The positive rates of MMP29 in borderline

and ovarian adenocarcinoma tissue were significantly higher than that in benign tumor tissue ( P < 0 . 01) .

The positive rate of TIMP21 in ovarian adenocarcinoma tissue was also significantly higher than that in

benign tumor tissue ( P < 0 . 01) . The expressions of MMP29 and TIMP21 weren’t related to patient s’

age , tumors’ size and histologic types ,but with histologic grade ,the proportionality of MMP29/ TIMP21

increased obviously with growing malignant potential of ovarian adenocarcinoma. Conclusion 　The ex2
pression of MMP29 and TIMP21 may play an important role in the development of malignant epithelial o2
varian tumor , which may serves as a marker for diagnosis in borderline and ovarian adenocarcinoma. Tis2
sue microarray is an efficient ,low consume and st rong comparability technique in study of human pathol2
ogy.
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摘　要 :目的　研究基质金属蛋白酶29 (MMP29)及其组织基质金属蛋白抑制剂21 ( TIMP21)在卵巢上皮

性肿瘤中的表达及其临床意义。方法　应用组织微阵列技术结合免疫组化 (S2P法)检测 94例卵巢上皮

性肿瘤组织中 MMP29和 TIMP21的表达。结果　卵巢癌组织和卵巢交界性肿瘤组织中 MMP29 阳性

表达率明显高于卵巢良性肿瘤 ( P < 0 . 01) ;卵巢癌组织中 TIMP21 阳性表达率明显高于卵巢良性肿瘤

( P < 0 . 01) ;MMP29和 TIMP21表达与患者年龄、肿瘤大小和卵巢组织学类型均无明显相关性 ;在卵巢

癌的病理分级中 ,MMP29/ TIMP21 比值随卵巢上皮性肿瘤恶性程度的增加明显增大。结论　MMP29

和 TIMP21在卵巢上皮性肿瘤的演进发展中起重要作用 ,二者可作为卵巢上皮性肿瘤恶性化的分子指

标之一。组织微阵列是检测多样本组织的一种高效、低耗、可比性强的分子病理学研究工具。
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0　引言

组织微阵列 ( tissue microarray , TMA)又称组

织微点阵 ,是 1998年 Kononen等[ 1 ]在基因芯片、蛋

白质芯片的启发下提出的又一种重要生物芯片技

术。它可将数十、数百甚至上千个微小的不同临床

组织集成到一张载玻片上制成有序的微缩组织切

片 ,从而在一次实验中即可获得大量结果。我们采

用组织微阵列技术制作卵巢上皮性肿瘤的组织微阵

列 ,并用免疫组织化学技术进行基质金属蛋白酶29

(mat rix matallop roteinase 9 , MMP29 )和组织金属

蛋白酶抑制剂21 (tissue inhibitor of metallop rotein2
ases 1 , TIMP21)的检测 ,探讨卵巢上皮性肿瘤组织

中 MMP29和 TIMP21的表达意义。

1　资料与方法

1 . 1　临床资料

收集大连市妇产医院和大连市中心医院 1999

年 1月～2002年 12月间手术切除的卵巢上皮性肿

瘤组织标本 ,共 94例。患者年龄 22～71岁 ,中位年
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龄 46岁。94例中 ,上皮性卵巢癌 60 例 ,卵巢交界

性肿瘤 18 例 ,卵巢良性肿瘤 16 例。全部病例均经

病理专家复诊并按《阿克曼外科病理学》第八版分类

标准进行病理组织学分类和病理分级[ 2 ]。组织学类

型 :浆液性囊腺癌 16 例 ,黏液性囊腺癌 20 例 ,子宫

内膜样癌 12例 ,透明细胞癌 12 例。病理分级 :1 级

20例 ,2 级 31 例 ,3 级 9 例。所有标本经 10 %甲醛

固定 ,石蜡包埋 ,4μm切片。

1 . 2　组织微阵列制作

①自制打孔针和取材针 :选取临床穿刺针进行

打磨 ,制成直径为1 . 0mm的薄壁平口打孔针和取材

针。②制备受体蜡模 :先制作空白受体蜡块 ,再用自

制打孔针进行手工单孔制胚 ,根据实验标本量排成

8×6孔数的长方形阵列。③定位供体组织标本 :由

两位病理专家进行 H E病理切片观察确定取材区

域 ,在相应供体石蜡标本上准确标出取材部位。④

制备组织微阵列 :用自制取材针在已标记的供体蜡

块上钻取深约 2～3mm的组织条 ,将组织条植入已

打孔的受体蜡模并进行编号记录后 ,置 52℃±1 ℃

的烤箱内连续烘烤 2～3h ,使供体组织条与受体蜡

模完全融为一体 (植入时注意在阵列起始第一孔不

放入组织以便定位) 。⑤切片与铺片 :将已制备好的

组织微阵列连续 4μm厚切片 ,裱贴于经多聚赖氨酸

处理过的载玻片上 ,37 ℃恒温箱中放置 12h ,常温保

存备用。

1 . 3　组织微阵列免疫组化标记

免疫组化染色采用链酶素2卵白素2生物素2辣根
过氧化物酶复合物 (SP)法。鼠抗人 MMP29 单克隆

抗体、鼠抗人 TIMP21多克隆抗体及 SP免疫组化试

剂盒购自福州迈新生物技术有限公司。主要染色步

骤参照试剂盒说明书进行 , TIMP21 抗原修复采用

煮沸法。以已知阳性片作阳性对照 ,以 PBS代替一

抗作阴性对照。

1 . 4　结果判定

以肿瘤细胞胞质出现棕黄色或棕红色颗粒判定

为阳性 (见图 1、2) ,按照 Shimizu等[ 3 ]的方法 ,综合

染色强度和着色面积进行半定量结果判定。所有免

疫染色结果均用双盲法测定。

1 . 5　统计学处理

所有数据均用 SPSS 10 . 0统计软件进行统计学

分析。

2　结果

2 . 1 　卵巢上皮性肿瘤组织中 MMP29 和 TIMP21

的表达 (见表 1)

MMP29在卵巢癌和卵巢交界性肿瘤组织中阳

性表达率分别为73 . 3 %和55 . 6 % ,均显著高于卵巢

良性肿瘤中 MMP29的表达 ,差异有极显著性 ( P <

表 1　MMP29和 TIMP21在卵巢上皮性肿瘤中的表达

组织来源 n
MMP29阳性 TIMP21阳性

n % n %

良性肿瘤 16 2 12 . 5 2 12 . 5

交界性肿瘤 18 10 55 . 6b 6 33 . 3

卵巢癌 60 44 73 . 3b 40 66 . 7b

　　注 :与良性肿瘤比较 ,b P < 0 . 01

0 . 01) 。MMP29阳性颗粒呈棕黄色 ,主要位于肿瘤

细胞的胞质内 ,阳性表达呈弥漫性或灶性分布 ,在细

胞间质有时出现弱阳性反应。卵巢癌中 TIMP21 的

阳性表达率为66 . 7 % ,明显高于卵巢良性肿瘤 ,差异

有极显著性 ( P < 0 . 01) 。TIMP21 阳性颗粒呈棕红

色或棕褐色 ,主要位于肿瘤细胞的胞质内 ,阳性表达

呈弥漫型分布 ,在细胞间质多出现阳性反应。

2 . 2 　卵巢癌中 MMP29、TIMP21 蛋白表达及其比

值变化 (见表 2)

表 2　MMP29和 TIMP21在卵巢癌不同

病理分级和组织学类型中的表达

临床病理因素 n
MMP29阳性 TIMP21阳性

n % n %

病理学分级

　G 1 20 13 65 . 0 14 70 . 0

　G 2 31 23 74 . 2 20 64 . 5

　G 3 9 8 88 . 9 5 55 . 6

组织学类型

　浆液性囊腺癌 16 10 62 . 5 9 56 . 3

　黏液性囊腺癌 20 17 85 . 0 16 80 . 0

　子宫内膜样癌 12 8 66 . 7 8 66 . 7

　透明细胞癌 12 9 75 . 0 7 58 . 3

　　卵巢癌组织中 MMP29 和 TIMP21 蛋白表达在

不同年龄、肿瘤大小、病理分级和组织学类型之间比

较 ,差异无显著性 ( P > 0 . 05) 。MMP29/ TIMP21在

不同年龄、肿瘤大小、和组织学类型之间比较 ,差异

无显著性 ( P > 0 . 05) ,但在卵巢癌的不同病理分级

中 MMP29/ TIMP21之比分别为 G 10 . 93、G 21 . 15

和 G 31 . 60 , MMP29/ TIMP21 之比在 G 1最低 ,随

着卵巢上皮性肿瘤恶性程度的增加比值明显增大

( P < 0 . 05) 。

3　讨论

自从 1998年 Kononen等提出组织微阵列的概

念后 ,它就作为生命科学中进行原位组织学研究的

重要技术引起广泛重视 ,并逐渐成为分子病理学家

看好的重要研究工具。Bubendorf 等[ 4 ]制作了包含

371个不同前列腺癌标本的组织直径为0 . 6mm的组
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织微阵列研究前列腺癌的发展及演进。Rao 等[ 5 ]利

用包含 1208个不同膀胱癌标本的组织微阵列研究

E2Cadherin和 Gelsolin等骨架蛋白表达的改变与膀

胱癌复发之间的关系。Wang等[ 6 ]利用组织微阵列

技术 ,研究了乙肝表面抗原在 194 例肝癌组织及其

癌旁组织中的表达。应用组织微阵列既可做 H E染

色、特殊染色和免疫组织化学染色 ,也可做 DNA 和

RNA分子原位杂交、荧光原位杂交。它通过一次实

验即可获得大量结果 ,具有高效、快速、低消耗的特

点 ,而且对一次实验所获结果进行平行分析 ,可比性

强 ,结果更具标准化。

我们通过自制简易组织微阵列对 94 例卵巢上

皮性肿瘤组织进行 MMP29 和 TIMP21 的免疫组化

检测 ,结果仅用几张切片即完成了全部实验 ,且染色

背景清晰 ,很少出现边缘现象。极大节约了研究经

费和降低了制作成本及劳动量 ,而且在最短的时间

内获得了 MMP29 和 TIMP21 在卵巢上皮性肿瘤组

织中表达的全部数据。

通过对自制组织微阵列的免疫组化染色 ,显示

MMP29在卵巢癌和卵巢交界性肿瘤中的阳性表达

率均显著高于卵巢良性肿瘤 ( P < 0 . 01) ,且随卵巢

上皮性肿瘤恶性程度的增加 MMP29 阳性表达不断

增强 ,提示 MMP29 在卵巢肿瘤的恶性演进发展过

程中可能发挥重要作用。这与 Schmalfeldt 等[ 7 ]报

道 MMP29的表达增强与卵巢癌的恶性发展有关相

一致。MMP29 作为明胶酶的一种 ,能降解明胶蛋

白、Ⅳ和Ⅴ型胶原、蛋白聚糖等构成 ECM 的重要成

分 ,破坏 ECM 屏障 ,促使肿瘤细胞发生侵袭和转

移。同时 MMP29通过参与肿瘤血管的生成进一步

促进原发性肿瘤生长。TIMP21 作为 MMP29 特异

性抑制物 ,在调控 MMP29 活性中起着非常重要的

作用。许多研究提示[ 8 ,9 ] ,MMP29 和 TIMP21 之间

的相对平衡状态是决定 ECM 是否被降解的关键 ,

这种平衡状态的破坏往往促进肿瘤发生发展。本研

究结果发现 , TIMP21 在卵巢癌中的阳性表达率明

显高于卵巢良性肿瘤 ( P < 0 . 01) ,即与 MMP29变化

同步 ,显示 TIMP21 是 MMP29 的天然抑制剂 ,但随

着卵巢上皮性肿瘤恶性程度的加深 TIMP21 阳性表

达呈下降趋势 ,从 G1期到 G3期 , MMP29/ TIMP21

的比值明显上升 ,提示在卵巢癌的演进发展过程中 ,

TIMP21呈相对低水平表达 ,对 MMP29的抑制作用

可能减弱 ,不能有效限制 MMP29 酶活性的增强 ,

ECM被进一步降解 ,最终导致基底膜破损 ,瘤细胞

移出。

本研究未发现 MMP29 和 TIMP21 表达与患者

年龄、肿瘤大小和卵巢组织学类型分类有明显相关

性。MMP29 和 TIMP21 是否可以作为估计预后的

指标 ,我们将作进一步的追踪报导。

(本文图见封 3)
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