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　　摘　要：　目的　探讨基质金属蛋白酶２（ＭＭＰ２）、基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）及胃蛋白酶（Ｐｅｐｓｉｎ）对喉鳞状
细胞癌局部侵袭的作用。方法　收集２０２０年１０月—２０２２年３月柳州市人民医院耳鼻咽喉科住院手术并经病理
确诊的３２例喉鳞状细胞癌患者的癌组织及其癌旁组织新鲜标本，通过实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）分别检测
ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及ＰｅｐｓｉｎｍＲＮＡ在上述组织标本中的表达情况，结合临床资料分析。结果　喉癌组织中 ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９及ＰｅｐｓｉｎｍＲＮＡ表达高于癌旁组织，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；Ⅲ、Ⅳ期组表达水平高于Ⅰ、Ⅱ期组
（Ｐ＜０．０５），淋巴结转移组高于无转移组（Ｐ＜０．０５）；ＭＭＰ２、ＭＭＰ９ｍＲＮＡ在中低分化鳞状细胞癌组的表达高于
高分化组（Ｐ＜０．０５）；ＰｅｐｓｉｎｍＲＮＡ在６０岁及以上喉癌组中表达高于６０岁以下组（Ｐ＜０．０５）。结论　ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９和Ｐｅｐｓｉｎ在喉鳞状细胞癌的局部侵袭过程中发挥协同促进作用，预防和治疗咽喉反流是防止喉癌局部侵袭
的重要环节。
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　　喉癌是头颈肿瘤的高发病，我国部分省市的恶
性肿瘤就诊患者中，喉癌仅次于鼻咽癌和鼻腔癌，而

居于第 ３位［１］，大多数喉癌为鳞状细胞癌。

《２０２０年全球癌症统计》报告显示，２０２０年有
１８４６１５例新的喉癌病例和９９８４０例死于喉癌［２］。

不同部位的喉癌有局部侵袭扩散和淋巴结转移的趋

势，细胞外基质的降解和破坏是肿瘤细胞侵袭转移

的重要机制，基质金属蛋白酶（ｍｅｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｅａｓ，ＭＭＰ）能降解细胞外基质成分，其中 ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９在多种肿瘤增殖、侵袭、转移中起关键性作
用。在临床实践及前期对头颈肿瘤的研究［３４］过程

中，我们发现许多喉癌病人同时伴有咽喉反流（Ｌａ
ｒｙｎｇｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｒｅｆｌｕｘ，ＬＰＲ），胃蛋白酶（Ｐｅｐｓｉｎ）是
反流物的主要成分，我们猜想 Ｐｅｐｓｉｎ可能对喉癌的
发生和局部侵袭也有重要的促进作用。本研究采用

ｑＲＴＰＣＲ检测喉鳞状喉细胞癌肿瘤组织和肿瘤旁
组织中 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及 ＰｅｐｓｉｎｍＲＮＡ表达情况，
同时结合临床资料进行分析，探讨 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９
及Ｐｅｐｓｉｎ对喉鳞状细胞癌局部侵袭的作用。

１　材料与方法

１．１　组织样本与临床资料
本研究项目经柳州市人民医院伦理委员会批

准，患者或授权人知情同意并自愿参与相关研究。

收集柳州市人民医院耳鼻咽喉科手术治疗的喉鳞状

细胞癌３２例。纳入标准：①经我院电子喉镜、颈部
ＣＴ或ＭＲＩ等影像学检查及病理检查确诊的患者；
②有手术指征，无手术禁忌。排除标准：①术前放化
疗史、甲状腺功能减退、严重心理、精神等疾病；②合
并其他恶性肿瘤。分别收集患者癌组织及配对的邻

近癌旁组织：癌旁组织为术中快速冰冻确诊为无癌

的邻近组织，同时收集喉癌患者分型、分期、年龄等

临床资料。

根据国际抗癌联盟（ＵＩＣＣ）２０１７年第８版 ＴＮＭ
分期方案［５］，将所纳入喉癌患者分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、
Ⅳ期，其中Ⅰ、Ⅱ期共１８例，Ⅲ、Ⅳ期共１４例；纳入
喉癌患者均为鳞状细胞癌：其中高分化２２例、中 －
低分化１０例；淋巴结转移情况：淋巴结转移８例，未
转移２４例；声门型２１例，声门上型４例，声门下型
１例，声门旁型 ６例；年龄分组情况：年龄 ５２～
７８岁，中位数为６６岁，其中≥６０岁２７例，＜６０岁
５例；不同性别分组中，由于女性喉癌患者仅２例，
故未探讨不同性别之间的差异。

１．２　主要试剂及仪器
Ｔｒｉｚｏｌ提取法提取组织细胞 ＲＮＡ，提取试剂盒

购自北京宝如亿生物公司；荧光定量ＰＣＲ试剂盒购
自广西卓一生物公司；荧光定量 ＰＣＲ仪为 ＬｉｇｈｔＣｙ
ｃｌｅｒ４８０Ⅱ（美国罗氏）。
１．３　实验方法

分别从所收集的新鲜喉癌组织、癌旁组织样本

中提取组织ＲＮＡ，根据逆转录试剂盒说明书制备所
需ｃＤＮＡ，以ＨＳＡＣＴＢ为内参，ｍＲＮＡ的相对表达量
采用２－ΔΔＣＴ方法计算；ｑＲＴＰＣＲ引物序列如下，所有
引物均有桂林卓一生物公司合成（表１）。

表１　基因及对应引物序列

基因 引物序列（５’３’）

ＭＭＰ２
上游５’ＣＡＣＣＴＡＣＡＣＣＡＡＧＡＡＣＴＴＣＣＧＴＣＴＧ３’
下游５’ＧＴＧＣＣＡＡＧＧＴＣＡＡＴＧＴＣＡＧＧＡＧＡＧ３’

ＭＭＰ９
上游５’ＡＧＴＣＣＡＣＣＣＴＴＧＴＧＣＴＣＴＴＣＣＣ３’
下游５’ＴＣＴＣＴＧＣＣＡＣＣＣＧＡＧＴＧＴＡＡＣＣ３’

Ｐｅｐｓｉｎ
上游５’ＣＡＴＣＡＣＣＡＴＧＡＡＣＧＧＡＧＡＧＡＣ３’
下游５’ＣＡＴＴＧＡＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＡＴＧＴＣ３’

　　注：ＭＭＰ２（基质金属蛋白酶２）；ＭＭＰ９（基质金属蛋白酶９）；

Ｐｅｐｓｉｎ（胃蛋白酶）。下同。

１．４　统计学分析
应用ＳＰＳＳ２２．０统计学软件。正态分布计量资

料以 珋ｘ±ｓ表示，配对资料统计采用配对 ｔ检验，多
组间均数比较采用方差分析；结合临床资料，两组样

本均数比较，方差齐采用两独立样ｔ检验，方差不齐
采用非参数秩和检验。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学
意义。

２　结果

２．１　ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及 ＰｅｐｓｉｎｍＲＮＡ在喉癌及癌
旁组织中的表达情况

ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及 ＰｅｐｓｉｎｍＲＮＡ在喉癌组织中
的表达量均高于癌旁组织，表达均存在差异，且差异

具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），详见表２、图１。

表２　ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及ＰｅｐｓｉｎｍＲＮＡ在喉癌及
癌旁组织中的表达　（珋ｘ±ｓ）

ｍＲＮＡ
分组

喉癌组 癌旁组
ｔ Ｐ

ＭＭＰ２ ３．０８±１．３３ １．３４±０．５３ ８．８５ ０．００１
ＭＭＰ９ ８．１０±１．８１ １．４８±０．５４ １９．９２ ０．００１
Ｐｅｐｓｉｎ ２．８１±１．２２ １．２９±０．３５ ７．４１ ０．００９
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２．２　ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及 ＰｅｐｓｉｎｍＲＮＡ在喉癌的表
达水平与临床特征间的关系

ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及 ＰｅｐｓｉｎｍＲＮＡ表达水平均与
喉癌患者是否淋巴结转移及临床分期相关，伴淋巴

结转移的喉癌患者组 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及 ＰｅｐｓｉｎｍＲ
ＮＡ表达高于无淋巴结转移组（Ｐ＜０．０５）；Ⅲ、Ⅳ期
患者喉癌组织中ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及ＰｅｐｓｉｎｍＲＮＡ表
达高于Ⅰ、Ⅱ期患者（Ｐ＜０．０５）。在不同病理分化
程度分组中，中 －低分化患者组中 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９
ｍＲＮＡ表达高于高分化患者组（Ｐ＜０．０５），而 Ｐｅｐ
ｓｉｎｍＲＮＡ表达同样高于高分化患者组，但差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）；在不同年龄分组中，６０岁及以
上患者组中ＰｅｐｓｉｎｍＲＮＡ表达高于６０岁以下患者
组（Ｐ＜０．０５），而 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达同样
高于６０岁以下患者组，但差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）；在不同肿瘤部位分组中，声门型喉癌患者
ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及ＰｅｐｓｉｎｍＲＮＡ表达较非声门型患

者偏低，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。具体数
据见表３。

３　讨论

１９９０—２０１９年我国喉癌的标化发病率呈上升
趋势，特别是在中老年人群的疾病负担仍较为沉

重［６］，早期喉癌可以采用激光手术、开放手术和放

疗等方法，临床效果大多良好，但多数患者确诊时已

发展至中晚期，出现失声、呼吸困难、淋巴结远处转

移等，临床分期Ⅰ、Ⅱ期的患者 ５年生存率为
８０．１７％，而Ⅲ、Ⅳ期仅为２９．３１％［７］。本项目中Ⅲ、
Ⅳ期喉癌患者１４例，约占４４％（１４／３２），早期病例
偏高，虽说病例数不多，但这可能与电子喉镜，特别

是窄带成像、高分辨率 ＣＴ等检查的联合使用，以及
由三甲医院牵头的医疗联合体措施的落实，基层的

肿瘤筛查和防癌意识得到加强，使许多早期患者，甚
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图１　ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及ＰｅｐｓｉｎｍＲＮＡ在喉癌及癌旁组织中的表达　注：Ｐ（癌旁组织）；Ｔ（喉癌组织）。

表３　ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及ＰｅｐｓｉｎｍＲＮＡ在喉癌的表达与临床特征间的关系　（珋ｘ±ｓ）

分组
ｍＲＮＡ

ＭＭＰ２ Ｐ ＭＭＰ９ Ｐ Ｐｅｐｓｉｎ Ｐ
年龄（岁） ０．１１８ ０．３８１ ０．００１
　≥６０ ３．３０±１．３６ ８．３９±１．５８ ３．９２±２．４１
　＜６０ ２．７２±１．３２ ７．９３±２．０１ １．５１±１．７２
淋巴转移 ０．００１ ０．００１ ０．０２４
　是 ３．５９±０．９６ ８．４１±２．５３ ３．０７±２．９４
　否 ２．７１±１．４７ ７．５２±２．０３ １．７３±０．８１
病理分化 ０．００７ ０．０１０ ０．４８２
　高分化 ２．０４±１．９７ ７．４１±１．０３ ２．５３±１．８９
　中低分化 ３．８４±１．３１ ９．２７±２．５６ ２．９４±３．４１
临床分期 ０．０２１ ０．００１ ０．００１
　Ⅰ、Ⅱ期 ２．３１±１．８２ ６．９３±１．８２ １．９８±２．７２
　Ⅲ、Ⅳ期 ５．９６±２．０５ ９．５７±２．２１ ３．５１±４．２８
肿瘤部位 ０．１５３ ０．４１３ ０．８０３
　声门型 ２．９９±１．３８ ７．８３±１．３７ ２．６３±１．９６
　非声门型 ３．１６±１．７９ ８．３４±２．９４ ２．９０±２．０８
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至癌前期病人能及早诊断和处理。

３．１　ＭＭＰ２、ＭＭＰ９在喉癌发生发展中的作用
喉癌的病因及发病机制尚不明确，其侵袭转移

机制仍为研究热点。ＭＭＰ在结直肠癌、口腔鳞状细
胞癌、肺癌、乳腺癌、骨恶性肿瘤、血液肿瘤等多种肿

瘤发生发展过程中表达上调，越来越多的研究证实

ＭＭＰ的升高与肿瘤进展和侵袭性有关［８１１］。胶原

酶（ＭＭＰ２、ＭＭＰ９）是 ＭＭＰ中重要类型之一，通过
降解细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）及基底
膜的主要结构蛋白Ⅳ型胶原蛋白，使细胞基底膜破
坏甚至缺失、ＥＣＭ瓦解而疏松，同时在基质重建过
程中，Ⅳ型胶原蛋白水解使内皮下基底膜中隐藏的
蛋白质序列暴露，促进血管生成，新血管网络的形成

支持营养物质扩散和氧气的输送，促进组织新陈代

谢和肿瘤细胞生长，并为癌细胞的增殖和扩散维持

良好的微环境［１２］。

在正常生理条件下，健康组织中 ＭＭＰ２、ＭＭＰ
９表达量非常少，但在肿瘤组织中，肿瘤的侵袭力越
强，ＭＭＰ２、ＭＭＰ９表达量越多［１３］。Ｇｒｚｅｌｃｚｙｋ等［１４］

研究发现，ＭＭＰ２、ＭＭＰ９ｍＲＮＡ在癌组织和非肿
瘤组织中的表达水平以及术前血清中的蛋白水平均

显著高于健康对照组；沉默 ＭＭＰ９使喉癌细胞增
殖、侵袭能力明显下降［１５］；基质金属蛋白酶抑制因

子２（ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２，ＴＩＭＰ２）
的ｍＲＮＡ在癌组织受到明显抑制［１６］，引起 ＭＭＰ２
高表达，进而促进癌组织生长、侵袭及迁移。在下咽

癌患者中，临床分期越晚期的患者肿瘤组织中

ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达量越高，在息肉样患者组织
ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达量几乎为０［１７］。

本研究中，ＭＭＰ２、ＭＭＰ９在喉鳞状细胞癌组
织中表达高于配对癌旁组织中的表达，此外，ＭＭＰ
２、ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达水平在Ⅲ、Ⅳ期喉癌患者组高
于Ⅰ、Ⅱ期患者组；伴淋巴结转移组高于无淋巴结转
移组；中－低分化组高于高分化组，相对恶性程度越
高的患者中，其表达水平相对偏高，且差异具有统计

学意义，说明在喉鳞状细胞癌向邻近部位侵袭和淋

巴结转移等发展过程中，ＭＭＰ２、ＭＭＰ９可能参与
基质屏障的破坏，从而导致肿瘤的局部侵袭等恶性

行为的发生。

３．２　Ｐｅｐｓｉｎ在喉癌发生发展中的作用
３．２．１　Ｐｅｐｓｉｎ增加喉癌发病风险　许多研究证实
ＬＰＲ增加喉癌发病的风险［１８］，存在反流的情况下，

肿瘤抑制因子钙黏蛋白 Ｅ（ｅｃａｄｈｅｒｉｎ，ＥＣａｄ）的表
达会降低［１９］。在声门型喉癌患者中，反流阳性声门

癌环氧化酶２（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２，ＣＯＸ２）的表达明
显高于反流阴性声门癌，咽喉反流因子可能通过增

加ＣＯＸ２的表达引起组织损伤、炎症以及肿瘤细胞
的进展［２０］。Ｐｅｐｓｉｎ作为咽喉反流物中主要成分之
一，多组实验发现 Ｐｅｐｓｉｎ暴露有利于细胞增殖、集
落形成以及迁移［２１２２］。有学者研究发现：在喉恶性

肿瘤、良性肿瘤及无咽喉反流症状或体征的对照者

唾液中，Ｐｅｐｓｉｎ浓度依次降低，且恶性病变组中高阳
性样本数量最多，故 Ｐｅｐｓｉｎ在喉良恶性肿瘤的发生
发展中均起重要作用［２３］。将下咽癌细胞暴露于不

同浓度梯度（０．０１、０．１ｍｇ／ｍＬ或１ｍｇ／ｍＬ）Ｐｅｐｓｉｎ
中，随着Ｐｅｐｓｉｎ浓度的增加，细胞转移和集落形成
能力明显提高［２４］。另有学者分别用 ０．１ｍｇ／ｍＬ
Ｐｅｐｓｉｎ以及正常生长培养基（对照）体外处理正常
喉上皮细胞１ｈ，并通过ＲＮＡ测序发现单次、短暂地
暴露于Ｐｅｐｓｉｎ的喉上皮细胞中，３９７个基因在 Ｐｅｐ
ｓｉｎ处理后表现出不同的表达情况，包括癌症相关分
子和ＫＲＴ８２以及长链非编码ＲＮＡ、脂蛋白受体相关
蛋白的失调，揭示了 Ｐｅｐｓｉｎ可能导致癌变的另一
机制［２５］。

３．２．２　Ｐｅｐｓｉｎ在喉癌发病过程中的激活机制　
Ｐｅｐｓｉｎ作为咽喉反流物的关键成分，胃质子泵 Ｈ＋／
Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ产生的胃酸使其保持活性，胃 Ｈ＋／Ｋ＋

ＡＴＰａｓｅ由胃壁细胞表达，是位于不同染色体上由
ＡＴＰ４Ａ和ＡＴＰ４Ｂ基因编码的 α和 β亚单位组成的
异二聚体复合物。Ａｌｔｍａｎ等［２６］认为Ｈ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ
在ＬＰＲ患者的喉黏液腺及导管中有不同程度表达，
在不可逆的反流病变或癌组织，反流导致的化生、癌

性食管和颌下腺及喉组织，也有其表达，喉质子泵的

局部酸分泌可能激活反流过程中沉积的 Ｐｅｐｓｉｎ，从
而引起进一步的损害。另外，Ｊｏｈｎｓｔｏｎ等［２７］研究证

实，下咽上皮细胞通过受体介导的内吞作用摄取

Ｐｅｐｓｉｎ，运往细胞内某些低ｐＨ的细胞器如高尔基体
囊泡中，合适的 ｐＨ环境使 Ｐｅｐｓｉｎ活化而引起细胞
损伤。ＭｃＣｏｒｍｉｃｋ等［２８］在表达全质子泵的喉癌和

反流的细胞中观察到线粒体损伤和基因表达的变

化，而表达单个亚单位的没有此变化，进一步说明上

气道黏膜功能性Ｈ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ表达的胃酸可能导
致炎症和肿瘤局部细胞的分子变化。

本研究中，ＰｅｐｓｉｎｍＲＮＡ在喉鳞状细胞癌组织
中表达高于癌旁组织，且在伴淋巴结转移、临床分期

Ⅲ、Ⅳ期患者及 ６０岁及以上患者喉癌组织中高表
达，如同反流性食管炎引起细胞 ＤＮＡ损伤、增殖过
度等细胞变性而致Ｂａｒｒｅｔｔ食管，增加患食管癌的风
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险，喉癌患者中可能存在咽喉反流中的 Ｐｅｐｓｉｎ或潜
伏于咽喉组织中的惰性 Ｐｅｐｓｉｎ被反流的胃酸激活，
促使喉癌肿瘤生长转移。

３．３　ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及 Ｐｅｐｓｉｎ在喉鳞状细胞癌侵
袭过程中的协同促进作用

上述结果均提示在喉鳞状细胞癌病变过程中

ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及 Ｐｅｐｓｉｎ可能破坏黏膜屏障，在肿
瘤发生、进展、局部侵袭过程中，与肿瘤侵袭基因发

挥协调促进作用，喉鳞状细胞癌病理分化恶性程度

越高、临床分期越晚者，ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及 Ｐｅｐｓｉｎ表
达水平越高，在临床中，或许可以对手术患者检测

ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及 Ｐｅｐｓｉｎ的表达水平，有助于高危
患者亚群的判断，表达水平较高者考虑加强随访，或

结合患者身体情况术后考虑辅助放化疗，以使患者

获得最大受益，减缓肿瘤进展；对于不能手术或者放

化疗不敏感的喉鳞状细胞癌患者，或许可以考虑使

用抑制ＭＭＰ２、ＭＭＰ９表达的生物抑制剂，可能降
低肿瘤浸润转移风险。同时，在喉鳞状细胞癌预防

过程中，特别对于老年人的咽喉反流进行干预，有助

于延缓肿瘤的局部侵袭和扩散。

本次研究样本例数偏少，深入研究挖掘 ＭＭＰ
２、ＭＭＰ９及Ｐｅｐｓｉｎ在喉鳞状细胞癌组织中的表达
情况及临床意义，更进一步在分子层面挖掘其通过

哪种信号通路或途径发挥调控作用，可能是未来研

究的方向之一，由于有限的时间，关于入组患者５年
生存率、病死率的相关研究尚未完成，有待以后继续

研究，随着越来越深入的研究，期待 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９
及Ｐｅｐｓｉｎ能够在喉鳞状细胞癌预防、诊断、治疗等
方面得到更广阔的前景。
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