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Abstract
AIM: To investigate the expression of reversion 
inducing cysteine rich protein with Kazal 
motifs (RECK) and matrix metalloproteinase-9 
(MMP-9) protein and their correlations with the 
occurrence, development, invasion and metasta-
sis of esophageal squamous cell carcinoma.

METHODS: SP immunohistochemical method 
was used to detect the expression of RECK 

and MMP-9 protein in 62 cases of esophageal 
squamous cell carcinoma (EC), 31 cases of adja-
cent atypical hyperplasia (AH) and 62 cases of 
normal esophageal epithelium (NE). Statistical 
analysis was performed using chi-square test�.

RESULTS: The protein expression of RECK and 
MMP-9 were closely correlated with the tumor 
grade, infiltration and lymph node metastasis in 
esophageal squamous cell carcinoma (RECK: χ2 
= 10.422, 8.550, 4.751; MMP-9: χ2 = 8.447, 14.333, 
5.373; all P < 0.05). The expression rate of RECK 
protein was increased ordinally in EC, AH and 
NE which was 59.7%, 71.0%, and 85.5%, re-
spectively, and there was significant difference 
between every two groups (P < 0.01). However, 
the expression rate of MMP-9 protein was de-
creased ordinally in EC, AH and NE, which was 
80.6%, 80.6%, 27.4%, respectively, and there was 
significant difference between every two groups 
(P < 0.01).

CONCLUSION: RECK and MMP-9 may play 
important roles in the infiltration, metastasis and 
carcinomatous changes of mucosal epithelium 
in esophageal carcinoma. United detection of 
RECK and MMP-9 can be used in the early diag-
nosis and prognosis judgement of EC.

Key Words: Matrix metalloproteinase-9; Reversion 
inducing cysteine rich protein with Kazal motifs; 
Esophageal squamous cell carcinoma; Immunohis-
tochemistry; Invasion; Metastasis

Li SL, Zhao QM, Liu ZW, Zhao ZH, Gao DL, Zheng XY, 
Chen KS, Zhang YH. Correlation between the protein 
expression of reversion inducing cysteine rich protein 
with Kazal motifs and matrix matalloproteinase-9 in 
esophageal squamous cell carcinoma and its clinical 
pathological significance. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(10):1082-1086

摘要
目 的 :  探 讨 R E C K 及 基 质 金 属 蛋 白 酶 - 9 
(MMP-9)表达与食管癌发生、发展及浸润、

转移的关系. 

®

■背景资料
R E C K 基因是在
NIH3T3细胞中发
现的一种新的突
变抑制基因, 他在
调节M M P s和肿
瘤浸润、转移和
血管生成等方面
起着重要的作用. 

■研发前沿
有关M M P s与食
管癌浸润、转移
的 关 系 虽 有 部
分 文 献 报 道 ,  但
R E C K 基因与食
管癌浸润、转移
的关系及 R E C K
和MMP-9表达相
关性的研究, 迄今
国内外均未见报
道. 关于RECK和
肿瘤细胞浸润、

转移机制的研究
已成为热点. 
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方法: 应用免疫组化SP法检测62例食管鳞癌
组织、31例癌旁不典型增生组织及62例正常
食管黏膜组织中RECK及MMP-9蛋白表达. 采
用χ2检验进行统计学分析. 

结果: 食管鳞癌组织中RECK和MMP-9蛋白
表达与癌的组织学分级、浸润深度及淋巴结
转移密切相关(χ2 = 10.422, 8.550, 4.751; χ2 = 
8.447, 14.333, 5.373; 均P <0.05). 在食管鳞癌
癌变过程中RECK蛋白表达在癌组织、癌旁
不典型增生组织及正常黏膜组织中的表达率
依次增高, 分别为59.7%, 71.0%, 85.5%, 组间
比较有明显差异(P <0.01); 而MMP-9蛋白在癌
组织、癌旁不典型增生组织及正常黏膜组织
中的表达率依次降低, 分别为80.6%, 80.6%, 
27.4%, 组间比较有明显差异(P <0.01).

结论: RECK和MMP-9在食管癌的浸润、转
移及黏膜上皮癌变过程中起重要作用, RECK
及MMP-9的联合检测可望成为食管鳞癌早期
诊断和判断预后的分子指标之一.

关键词: 基质金属蛋白酶-9; RECK蛋白; 食管鳞癌; 

免疫组化; 浸润; 转移
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0  引言

RECK(reversion inducing cysteine rich protein 
with Kazal motifs, RECK)为一种新近发现的肿

瘤抑制基因, 他具有独特的抑制基质金属蛋白

酶(matrix matalloproteinases, MMPs)表达与活

性的功能, 是一种基质金属蛋白酶抑制剂[1]. 并
且RECK基因的表达与肿瘤的浸润转移及血管

生成密切相关, 研究表明, 肝癌、胰腺癌、乳腺

癌、肺癌中RECK基因表达量与肿瘤的侵袭力

呈负相关, 且RECK基因表达较高的患者预后往

往也明显好于表达量低的患者[2-5]. 而细胞外基

质(extra cellular matrix, ECM)在肿瘤的浸润和

转移中同样也起着非常关键的作用[6], 肿瘤细胞

在浸润和转移过程中必须破坏ECM, MMPs在
参与破坏细胞外基质的酶类中起着非常重要的

作用, 其家族中的MMP-2及MMP-9与肿瘤的浸

润转移的关系又最为密切, 他能分解正常组织

的基质, 促使肿瘤增生和癌细胞的转移[7-8]. 有关

MMPs与食管癌浸润、转移的关系虽有部分文

献报道, 但RECK基因与食管癌浸润、转移的关

系及RECK和MMP-9表达相关性的研究, 迄今国

内外均未见报道. 本文采用免疫组化SP法检测

MMP-9及其抑制剂RECK基因在62例食管鳞癌

组织、31例癌旁不典型增生组织及62例正常食

管黏膜组织的表达情况, 探讨RECK和MMP-9在
食管癌发生、发展中的作用, 以期寻找食管癌

早期诊断和判断预后的分子指标.

1  材料和方法

1 . 1  材 料  6 2 例食管癌手术切除标本于

2006-02-26/03-16取自食管癌高发区河南省安阳

市肿瘤医院, 所有病例术前均无化疗、放疗及

免疫治疗史. 其中男36例, 女26例, 年龄38-75(平
均60.6±9.5)岁. 全部病理组织学证实均为鳞状

细胞癌. 其中组织学分级Ⅰ级15例, Ⅱ级25例, 
Ⅲ级22例; 伴淋巴结转移者20例, 无淋巴结转移

者42例. 浸润深度分三组, 浸达浅肌层者7例, 浸
达深肌层者14例, 浸达纤维膜者41例. 全部样本

分别在癌灶、癌旁3 cm以内及远端正常黏膜组

织3处取材, 经40 g/L多聚甲醛液固定, 常规脱水, 
石蜡包埋, 连续切片, 切片厚度4-6 μm, 分别用于

HE和免疫组化染色. 鼠抗人RECK mAb购自美

国Santa Cruz公司, 羊抗人MMP-9 mAb购自福州

迈新生物技术开发公司, SP免疫组化试剂盒购

自北京中杉金桥生物技术开发公司.
1.2 方法 采用SP法, RECK, MMP-9 mAb稀释, 稀
释倍数分别为1∶100和1∶30, DAB显色, 苏木

素复染. 染色步骤严格按说明书进行, 以PBS液
代替Ⅰ抗体作为阴性对照, 阳性对照为已知的

RECK, MMP-9阳性的乳腺癌组织切片. RECK
及MMP-9蛋白阳性信号均呈棕黄色颗粒样物

质, 位于细胞质内. 高倍镜下随机选取5个视野

(每个视野观察细胞数不少于200个), 按阳性细

胞所占百分比及着色深浅进行结果判定[9-10]. (1)
按切片中细胞着色深浅评分: 0分, 细胞无显色; 
1分, 浅黄色; 2分, 棕黄色; 3分, 棕褐色. (2)按阳

性细胞数占同类细胞数的百分比, <30%为1分, 
30%-70%为2分, >70%为3分. 取(1), (2)两项评分

的乘积作为总积分, 0-1分为阴性(-), 2-3分为弱

阳性(+), ≥4分为阳性(++).
统计学处理 应用SPSS11.0统计学软件, 采

用χ2检验. 检验水准a = 0.05.

2  结果

2.1 RECK蛋白在食管鳞癌组织中的表达及其与

■相关报道
国内外研究表明, 
肝癌、胰腺癌、

乳腺癌、肺癌中
R E C K 基 因 表 达
量与肿瘤的侵袭
力 呈 负 相 关 ,  且
R E C K 基 因 表 达
较高的患者预后
往往也明显好于
表达量低的患者. 
MMP-9与肿瘤的
浸润转移的关系
非常为密切, 他能
分解正常组织的
基质, 促使肿瘤增
生和癌细胞的转
移.
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临床生物学行为的关系 RECK蛋白阳性表达主

要位于肿瘤细胞的胞质中, 呈浅黄色至深黄色

(图1). 在食管鳞癌癌变过程中RECK蛋白表达

在癌组织、癌旁不典型增生组织及正常黏膜组

织中的表达率依次增高, 分别为59.7%(37/62), 
71.0%(22/31), 85.5%(53/62), 组间比较有明显差

异(χ2 = 10.331, P <0.01)(表1). RECK蛋白表达与

食管鳞癌患者的性别、年龄无关(P >0.05), 与组

织学分级、浸润深度、淋巴结转移有关(χ2分别

为10.422, 8.550, 4.751, P均<0.05)(表2).
2.2 MMP-9蛋白在食管鳞癌中的表达及其与临

床生物学行为的关系 MMP-9蛋白阳性着色定

位于细胞质, 呈棕黄色或深黄色(图2). 在食管

鳞癌癌变过程中MMP-9蛋白在癌组织、癌旁

不典型增生组织及正常黏膜组织中的表达率

依次降低, 分别为80.6%(50/62), 80.6%(25/31), 
27.4%(17/62), 组间比较有明显差异(χ2 = 43.684, 
P <0.01)(表1).  M M P-9蛋白表达在食管鳞癌

患者的性别、年龄分组中差异无统计学意义

(P >0.05), MMP-9蛋白阳性表达率随着组织学

分级、浸润深度级别的增加逐渐升高(χ2分别

为8.447, 14.333; P均<0.05); 有淋巴结转移组

MMP-9蛋白阳性表达率高于无淋巴结转移组(χ2 
= 5.373, P <0.05)(表2).

3  讨论

作为消化系统中最常见的恶性肿瘤之一, 研究

人员对食管癌已经做了大量的研究, 结果表明, 
食管癌的发生、发展是一个多阶段多因素的过

程[11]. 一般表现为单纯增生、不典型增生、原位

癌、浸润癌这样一个自然病程. 其中涉及到许

多癌基因及抑癌基因的变化, 但具体调控机制

仍不完全清楚. 本研究应用免疫组化技术系统

的对比研究了食管黏膜上皮癌变过程中MMP-9
及其抑制剂RECK蛋白的变化规律及其与食管

鳞癌临床生物学行为的关系. 

图  1  RECK的表达(SP×200). A: 正常黏膜; B: 癌组织.

■应用要点
对 R E C K 基 因 的
深入研究有利于
进一步的了解食
管癌的生物学行
为, 为食管癌的早
期诊断和治疗提
供一个新的发展
方向. RECK可作
为食管癌早期诊
断和判断预后的
分子指标.

图  2  MMP-9的表达(SP×200). A: 正常黏膜; B: 癌组织.

表  1  RECK和MMP-9在食管鳞癌组织、非典型增生及正常黏膜组织中的表达

     
	                  	                         RECK                                                                            MMP-9

                                 n        -          +        ++    阳性率(％)                                  -          +       ++   阳性率(％)

正常黏膜上皮       62       9       24       29       85.5        10.331    0.006       45       16       1       27.4        43.684    0.000

非典型增生           31       9	 10       12	      71.0			        6	 9     16	   80.6		

鳞癌                      62     25	 17       20       59.7			      12	 7     43	   80.6

χ2             P                                                                   χ2            P 

A

B

A

B
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RECK基因是由Takahashi et al [1]在转染了

v-Ki-Ras基因的NIH3T3细胞系中发现的, RECK
基因定位于9p13-p12染色体上, 编码一个相对分

子质量为110 000的膜锚合葡萄糖蛋白, 最初认

为RECK是一个新的转化抑制基因, 后来发现他

能抑制3个MMP的成员MMP-2, MMP-9及MT1-
MMP的分泌与活性[12]. RECK基因在正常组织中

高表达, 而在各种肿瘤来源的细胞系及转染了

ras等癌基因的细胞中不表达, 许多癌基因如ras, 
fos, myc等均可下调RECK基因的表达[5,13], 这说

明RECK基因可能是癌基因共同作用的一个负

调节靶位点, 此外RECK基因的适量表达能抑制

血管的生成[14-16]. 国外的临床研究发现, RECK
作为一个独立的因素与肝癌、胰腺癌及乳腺癌

的预后密切相关, 肿瘤组织中RECK表达阳性的

患者预后均好于表达阴性的患者[2-5], 提高RECK
的表达可抑制肿瘤细胞的浸润转移[17-21]. 此外

RECK基因跨膜部分还可能参与信号的传导过

程[18], RECK在肿瘤生长与转移过程中所起的作

用可能比现在发现的更为广泛. 目前认为RECK
可能通过抑制MMP酶活性和肿瘤血管新生两

方面影响肿瘤的侵袭转移, 为一种抑癌基因[16]. 
本实验研究结果显示, RECK基因在正常食管组

织、食管癌旁不典型增生组织及癌组织中均有

表达, 但在癌组织中的表达水平显著降低, 差异

有统计学意义. 这就说明了RECK低表达的肿瘤

具有更强的侵袭能力. 
MMPs家族是降解细胞外基质的主要酶类, 

在肿瘤侵袭和转移中具有重要意义[7-8]. MMPs
家族中的明胶酶是唯一能降解ECM和BM中Ⅳ

胶原三螺旋结构的酶, 可分为MMP-2和MMP-9
两个亚型, 其中MMP-9不仅可以降解、破坏肿

瘤患者的细胞外基质和基底膜, 使肿瘤细胞通

过缺损的基底膜向周围组织浸润, 还通过影响

新生血管的生成促进肿瘤的生长和扩散. 本实

验研究结果显示, MMP-9在正常食管黏膜上皮

表达极低, 在非典型增生和浸润癌中的表达显

著升高, 与正常食管黏膜上皮比较有明显差异. 
MMP-9蛋白表达与食管鳞癌的性别、年龄无显

著关系, 与组织学分级、浸润深度和有无淋巴

结转移显著相关. 
结果表明, RECK基因正常食管组织、癌旁

不典型增生组织及癌组织中均有表达, 但在食

管癌组织中的表达水平显著降低, 而食管癌组

织中MMP-9的表达水平与正常组织相比显著

升高. 这与之前在肝细胞癌、大肠癌和胰腺癌

的临床研究结果一致[3]. MMP-9高表达可促进

细胞外基质的降解, 有利于肿瘤细胞的侵犯和

转移. 这就充分说明RECK参与对MMPs的调节, 
肿瘤对MMP-9的调节除了直接上调其表达外, 
还可以通过下调RECK基因的表达而间接上调

MMP-9的活性[22-23]. 

表  2  RECK和MMP-9蛋白表达与食管鳞癌临床生物学行为的关系

     
	                  	                      RECK                                                                              MMP-9

                                       阴性(n )    阳性(n )   阳性率(％)                                  阴性(n )    阳性(n )   阳性率(％)

性别											         

    男	          36	       15	     21	    58.3	 0.064	 0.800	     7	   29	 80.6	 0.000	 0.983

    女	          26	       10	     16	    61.5			       5	   21	 80.8		

年龄											         

    ≥60岁	         33	       13	     20	    60.6	 0.025	 0.874	     8	   25	 75.8	 1.080	 0.299

    ＜60岁	         29	       12	     17	    58.6			       4	   25	 86.2		

组织分级											         

     Ⅰ	          15	         1	     14	    93.3			       7	     8	 53.3		

    Ⅱ	          25	       11	     14	    56.0    10.422 	 0.005	     3	   22	 88.0	 8.447	 0.015

    Ⅲ	          22	       13	       9	    40.9			       2	   20	 90.9		

浸润深度											         

    浅肌层	           7	         0	       7	  100.0			       5	     2	 28.6		

    深肌层	         14	         5	       9	    64.3	 8.550	 0.014	     4	   10	 71.4	 14.333	 0.001

    纤维膜	         41	       20	     21	    51.2			       3	   38	 92.7		

淋巴结转移											         

    无	          42	       13	     29	    69.0	 4.751	 0.029	   12	   30	 71.4	 5.373	 0.020

    有	          20	       12	       8	    40.0			       0	   20        100.0

n                                                              χ2               P                                                                     χ2               P 

■同行评价
本 文 分 析 了
RECK和MMP-9
蛋白在食管鳞癌
组 织 中 的 表 达 , 
发现他们与癌发
生、浸润、转移
有密切关系, 对早
期诊断和预后有
帮 助 ,  科 学 性 较
好, 有临床价值.
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总之 ,  作为一种新型的M M P s抑制基因 , 
RECK的表达量与肿瘤患者预后密切相关; 同时, 
RECK对基质金属蛋白酶的抑制作用具有一定

的针对性. 对RECK基因的深入研究有利于我们

进一步的了解食管癌的生物学行为, 为食管癌

的早期诊断和治疗提供一个新的发展方向. 
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