
·论  著· DOI:10.3969/j.issn.1672-9455.2023.18.005

肺癌外周血 MMP-7
 

mRNA与肿瘤免疫微环境特征的相关性研究*

梁 晶,陈立军,于津生,李加丽,邓为民,王海龙
 

天津市滨海新区大港医院肿瘤科,天津
 

300270

  摘 要:目的 研究肺癌患者外周血基质金属蛋白酶-7(MMP-7)mRNA在肺癌发生、发展中的作用及其

与肺癌免疫微环境改变的相关性。方法 采用实时荧光定量PCR检测125例肺癌患者(肺癌组)外周血MMP-
7

 

mRNA水平,采用流式细胞术检测CD4+T细胞、CD8+T细胞、B细胞及NK细胞受体NKG2D比例,并与70
例体检健康者(对照组)进行比较。结果 肺癌组外周血 MMP-7

 

mRNA水平高于对照组(P<0.05)。不同性

别、病理分型、分化程度的肺癌患者外周血 MMP-7
 

mRNA水平比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。ⅢB
期、Ⅳ期肺癌患者外周血 MMP-7

 

mRNA水平均高于Ⅰ~ⅢA期(P<0.05)。与对照组相比,肺癌组外周血

CD4+T细胞、B细胞、NKG2D比例均明显降低(P<0.05),CD8+T细胞比例明显升高(P<0.05)。肺癌患者

外周血 MMP-7
 

mRNA水平与CD4+T细胞、B细胞、NKG2D比例呈负相关(r=-0.190、-0.237、-0.329,
P<0.05),与CD8+T细胞比例呈正相关(r=0.230,P<0.05)。结论 MMP-7

 

mRNA高表达的肺癌患者呈

现免疫抑制特征,并且二者交互作用,共同促进了肿瘤的发展、浸润、转移。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

role
 

of
 

peripheral
 

blood
 

matrix
 

metalloproteinase
 

(MMP)-7
 

mR-
NA

 

in
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

lung
 

cancer
 

and
 

its
 

correlation
 

with
 

immune
 

microenvironment
 

of
 

lung
 

cancer.Methods The
 

levels
 

of
 

peripheral
 

blood
 

MMP-7
 

mRNA
 

in
 

125
 

cases
 

of
 

lung
 

cancer
 

(lung
 

cancer
 

group)
 

was
 

determined
 

by
 

RT-PCR
 

and
 

the
 

proportions
 

of
 

CD4+T
 

cells,CD8+T
 

cells,B
 

cells,NK
 

cell
 

recep-
tor

 

NKG2D
 

were
 

measured
 

by
 

the
 

flow
 

cytometry,and
 

the
 

results
 

were
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

70
 

healthy
 

subjects
 

undergoing
 

physical
 

examination.Results The
 

peripheral
 

blood
 

MMP-7
 

mRNA
 

level
 

in
 

the
 

lung
 

cancer
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

peripheral
 

blood
 

MMP-7
 

mRNA
 

level
 

had
 

no
 

statistical
 

difference
 

among
 

the
 

patients
 

with
 

different
 

sexes,pathological
 

types
 

and
 

differentiation
 

de-
grees

 

(P<0.05).The
 

peripheral
 

blood
 

MMP-7
 

mRNA
 

level
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

stage
 

ⅢB
 

and
 

stage
 

Ⅳ
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

stageⅠ-ⅢA
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

propor-
tions

 

of
 

peripheral
 

blood
 

CD4+T
 

cells,B
 

cells,NKG2D
 

in
 

the
 

lung
 

cancer
 

group
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05),while
 

the
 

CD8+T
 

cells
 

proportion
 

was
 

significantly
 

increased(P<0.05).The
 

peripheral
 

blood
 

MMP-7
 

mRNA
 

level
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

lung
 

cancer
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

CD4+T
 

cells,B
 

cells,

NKG2D
 

proportion(r=-0.190,-0.237,-0.329,P<0.05),and
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

CD8+T
 

cells
 

proportion
 

(r=0.230,P<0.05).Conclusion Lung
 

cancer
 

with
 

MMP-7
 

mRNA
 

high
 

expression
 

shows
 

the
 

immunosuppressive
 

characteristics,moreover
 

the
 

two
 

interacts
 

and
 

jointly
 

promot
 

the
 

development
 

of
 

tumors.
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  根据2020年全球癌症报告,肺癌的发病率仅次 于乳腺癌,是世界上最常见的癌症死亡原因[1]。我国
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肺癌的发病率、病死率仍居所有恶性肿瘤第一位,大
约90%肺癌死亡是由于肺癌转移[2]。肿瘤细胞内在

基因组学、蛋白质组学的改变决定了肺癌特质,而肿

瘤微环境的改变也显著影响着肺癌的发生、发展,肿
瘤基质细胞在肺癌侵袭、转移级联过程中每一个环节

都有参与[3]。肿瘤基质细胞如肿瘤相关成纤维细胞

与肿瘤免疫微环境相关性成为近年来的研究热点之

一。肿瘤相关成纤维细胞被肿瘤细胞分泌的细胞因

子激活,诱导产生大量的基质金属蛋白酶(MMPs)。
基质金属蛋白酶-7(MMP-7)是 MMPs家族中相对分

子质量最小的分泌型蛋白,它可以:(1)通过降解内皮

基底膜和细胞外基质,减少细胞间黏附;(2)通过促进

血管生长因子的分泌,诱导血管生成;(3)通过裂解
 

proMMP-2及proMMP-9以活化 MMP-2、MMP-9;
(4)通过促进细胞生长及抑制凋亡等途径促进肺癌的

侵袭、转移[4]。另有研究证实 MMP-7和热休克蛋白

90在调节获得性耐药和肿瘤进展中相互作用[5]。但

关于 MMP-7对肺癌免疫微环境的影响还少见报道。
本文通过检测肺癌患者外周血 MMP-7

 

mRNA水平,
分析其与各类免疫细胞亚群的相关性,旨在为 MMP-
7

 

促进肿瘤进展的机制研究提供新的思路,为肺癌免

疫治疗寻求新靶点和方向。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2018年5月至2022年12月本

院收治的125例确诊为肺癌的患者作为肺癌组。纳

入标准:全部病例均具有完整的临床、影像学资料;经
病理或细胞学检查证实且首次入院;未接受过任何相

关治疗。排除标准:转移到肺部的其他肿瘤患者;伴
有精神类疾病患者;伴有高血压、冠心病等心脑血管

疾病,免疫系统疾病,糖尿病、肾功能不全引起的相关

疾病等。另外收集同期在本院体检的70例健康人作

为对照组。两组的年龄和性别差异无统计学意义

(P>0.05),见表1。本研究经过本院医学伦理委员

会批准。

表1  两组一般资料比较

组别 n
年龄

(x±s,岁)
性别

[男/女,n(%)/n(%)]

病理类型[n(%)]

鳞癌 腺癌 小细胞癌

临床分期[n(%)]

Ⅰ~ⅢA ⅢB Ⅳ

肺癌组 125 56.93±12.41 80(64.00)/45(36.00) 44(35.2) 57(45.6) 24(19.2) 36(28.8) 42(33.6) 47(37.6)
对照组 70 58.38±10.05 39(55.71)/31(44.29) - - - - - -
t或χ2 -0.890 1.295 - -
P 0.375 0.255 - -

  注:-表示无数据。

1.2 试 剂 与 仪 器  Trizol、Quantscript
 

RT
 

Kit
 

Quant
 

cDNA 第一链合成试剂盒、Real
 

Master
 

Mix
(SYBR

 

Gree公司)试剂盒(天根生物科技有限公司)。
所有引物由上海基康生物技术有限公司合成。兔抗

人CD3-PerCP、兔抗人CD4-FITC、兔抗人CD8-PE、
兔抗人 CD19-PE、小鼠抗人 CD56-FITC、小鼠抗人

NKG2D-PE,均购自美国BD公司;FACS
 

Calibur流

式细胞仪(美国BD公司),ABI
 

PRISM7000荧光定量

PCR分析仪(美国 Applied
 

Biosystems公司),Bio-
Photometer

 

Plus核酸蛋白测定仪(德国Eppendorf公

司),全自动酶标仪(奥地利Biocell公司)。

1.3 方法

1.3.1 外 周 血 T 细 胞、B 细 胞、NK 细 胞 受 体

NKG2D检测 B细胞检查采用双色免疫荧光染色

(CD3-FITC/CD19-PE)。CD4+T 细 胞、CD8+T 细

胞、NK细胞受体 NKG2D检查采用三色免疫荧光染

色(CD3-PerCP/CD4-FITC/CD8-PE,CD3-PerCP/CD56-
FITC/NKG2D-PE)。根据说明书,取20

 

μL荧光标

记的单克隆抗体加入EP管,设相应的同型对照,然后

加入乙二胺四乙酸(EDTA)钾盐抗凝全血100
 

μL,混
匀,孵育,冲洗。加入1

 

000
 

μL裂解液,孵育,冲洗,样

品上机。采用流式细胞术检测CD4+T细胞、CD8+T
细胞、B细胞及NKG2D比例。

1.3.2 外周血 MMP-7
 

mRNA的检测 标本的采集

及RNA提取:用EDTA抗凝真空采血管采集研究对

象空腹外周静脉血3
 

mL。分离淋巴细胞,吸取淋巴

细胞悬液置于1.5
 

mL无菌EP管中,清洗,离心去上

清液,用Trizol法提取总RNA。

cDNA的合成:在20
 

μL反应体系中取2
 

μL/g总

RNA反转录成cDNA。该反应体系组成如下:10×
RTmix

 

2
 

μL,oligo(dT)15
 

2
 

μL,dNTP
 

2
 

μL,RNA
 

2
 

μg,Quant
 

Reverse
 

Transcripase
 

1
 

μL,最 后 加 入

DEPC处理水补至20
 

μL。37
 

℃温育60
 

min,-20
 

℃
保存备用。

实时荧光定量PCR的扩增与检测:PCR反应体

系为25
 

μL,以无菌纯H2O代替DNA模板作为阴性

对 照。PCR 反 应 体 系 包 括:上、下 游 引 物 (10
 

μmol/L)各1.25
 

μL,2.5×RealMaster
 

Mix/20×
SYBR

 

solution
 

11.25
 

μL,模板5
 

μL,其余用无菌去离

子液补足。每个样品设3个复孔。反应条件:95
 

℃预

变性5
 

min,94
 

℃
 

45
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,共40个循环,在

ABI
 

PRISM7000荧光定量PCR分析仪上进行反应。
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MMP-7
 

基因及内参引物序列见表2。
表2  MMP-7

 

基因及内参引物序列

基因 引物序列

MMP-F 5'-CCAAATAGCCCAAAATGGACTTC-3'
MMP-R 5'-TGTAATATGCGGTAAGTCTCGAGTATATC-3'
GAPDH-R 5'-CATGGGTGGAATCATATTGGAAC-3'
GAPDH-F 5'-CCATCAATGACCCCTTCATTG

 

-3'

1.4 统计学处理 采用SPSS22.0
 

软件进行数据分

析。呈正态分布的计量资料以x±s表示,两组间比

较采用独立样本t 检验,多组间比较采用
 

One-Way
 

ANOVA法;采用Pearson相关进行 MMP-7
 

mRNA
与CD4+T细胞、CD8+T细胞、B细胞、NKG2D的相

关性分析。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 两组外周血 MMP-7
 

mRNA水平比较 肺癌组

外周血MMP-7
 

mRNA水平为36.420±11.339,高于

对照组的14.631±4.858,差异有统计学意义(P<
0.05)。

2.2 不同临床资料肺癌患者外周血 MMP-7
 

mRNA
水平比较 不同性别、病理分型、分化程度的肺癌患

者外周血 MMP-7
 

mRNA水平比较,差异均无统计学

意义(P>0.05)。不同临床分期的肺癌患者外周血

MMP-7
 

mRNA水平比较,差异有统计学意义(P<
0.05),其中ⅢB期、Ⅳ期肺癌患者外周血 MMP-7

 

mRNA水平均高于Ⅰ~ⅢA期(P<0.05),ⅢB期与

Ⅳ期肺癌患者外周血 MMP-7
 

mRNA水平比较,差异

无统计学意义(P>0.05)。见表3。

2.3 两组外周血CD4+T细胞、CD8+T细胞、B细

胞、NKG2D比例比较 与对照组相比,肺癌组外周血

CD4+T细胞、B细胞、NKG2D比例均明显降低(P<
0.05),CD8+T细胞比例明显升高(P<0.05)。见

表4。

2.4 肺癌患者外周血 MMP-7
 

mRNA水平与CD4+

T细胞、CD8+T细胞、B细胞、NKG2D比例的相关性

分析 肺癌患者外周血MMP-7
 

mRNA水平与CD4+

T细胞、B细胞、NKG2D比例呈负相关(r=-0.190、
-0.237、-0.329,P<0.05),与CD8+T细胞比例呈

正相关(r=0.230,P<0.05)。见图1。
表3  不同临床资料肺癌患者外周血 MMP-7

 

mRNA
   水平比较(x±s)

临床资料 n
 

MMP-7
 

mRNA t或F P

性别 0.879 0.381

 男 80 37.089±11.802

 女 45 35.230±10.488
临床分期

   

6.357 0.002

 Ⅰ~ⅢA 36 31.216±10.344

 ⅢB 42 37.220±10.520*

 Ⅳ
 

47 39.691±11.568*

病理分型 1.248 0.291

 鳞癌 44 36.024±11.630

 腺癌 57 35.367±10.954

 小细胞癌 24 39.645±11.586
分化程度

 中、高分化 64 36.352±11.107 -0.067 0.946

 低分化 61 36.490±11.669

  注:与Ⅰ~ⅢA期比较,*P<0.05。

表4  两组外周血CD4+T细胞、CD8+T细胞、B细胞、NKG2D比例比较(x±s,%)

组别 n CD4+T细胞 CD8+T细胞 B细胞 NKG2D

对照组 70 34.198±6.149 28.561±6.653 12.243±3.539 85.191±6.424

肺癌组 125 29.518±6.233 35.140±7.462 7.084±2.353 81.478±7.696

t 5.053 -6.135 10.919 3.422

P <0.001 <0.001
 

<0.001 0.001

  注:A表示 MMP-7
 

mRNA与CD4+T细胞的相关性;B表示 MMP-7
 

mRNA与CD8+T细胞的相关性;C表示 MMP-7
 

mRNA与B细胞的相

关性;D表示 MMP-7
 

mRNA与NKG2D的相关性。

图1  肺癌患者外周血 MMP-7
 

mRNA水平与CD4+T细胞、CD8+T细胞、B细胞、NKG2D比例的相关性散点图

3 讨  论

肿瘤微环境包括肿瘤细胞、细胞外基质、成纤维

细胞、内皮细胞、免疫细胞、微血管,以及浸润其中的

信号分子[6]。肺癌微环境中免疫细胞的功能及其信
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号交流与肿瘤微环境有关时,被称为肺癌免疫微环

境[7]。MMPs是维持肺癌细胞外基质平衡最重要的

一类蛋白水解酶,目前人类有23种
 

MMPs
 

家族成

员,其中 MMP-7(基质溶解素)的编码基因定位于人
 

11q21~q22,其
 

cDNA
 

长
 

1
 

094
 

bp,由
 

267个氨基酸、

4个
 

MMPs
 

特征区域组成,基质中的蛋白多糖和糖蛋

白是其发挥作用的主要底物,因 MMP-7缺乏c端血

红蛋白结构域,结构精简,能够特异性识别底物的结

构部分很少,所以 MMP-7能够降解几乎所有的细胞

外基质[8]。另有研究表明,MMP-7通过切割细胞生

长因子、细胞表面受体、细胞黏附分子等途径,改变肿

瘤细胞生物学行为,同时,被切割掉的这些因子可以

诱导
 

MMP-7
 

调节抗凋亡细胞的产生,反过来促进肿

瘤细胞繁殖,使肿瘤具有更强的侵袭性[9]。有研究证

实 MMP-7高表达于肺癌上皮组织[4]。本研究通过实

时荧光定量PCR对肺癌患者外周血 MMP-7
 

mRNA
进行定量检测,结果发现:肺癌患者外周血 MMP-7

 

mRNA水 平 升 高,ⅢB 期、Ⅳ期 肺 癌 患 者 外 周 血

MMP-7
 

mRNA水平明显高于Ⅰ~ⅢA期,间接证明

MMP-7在肺癌侵袭、转移过程中发挥的作用及潜在

的临床意义。提示外周血 MMP-7
 

mRNA可作为肺

癌诊断和预后判断的肿瘤标志物,MMP-7有望成为

肺癌治疗的新靶点。
本研究结果显示:与对照组相比,肺癌组外周血

CD4+T细胞、B细胞、NKG2D比例明显降低(P<
0.05),CD8+T细胞比例明显升高(P<0.05),提示肺

癌微环境处于免疫抑制状态。有研究发现,黑色素瘤

中的肿瘤相关性成纤维细胞中 MMPs、转化生长因子

(TGF)-β、白细胞介素(IL)-6、IL-10、血管内皮生长因

子和细胞程序性死亡-配体1在低氧条件下表达和分

泌增加,而这些蛋白质组学的变化加强了肿瘤相关性

成纤维 细 胞 对 T 细 胞 介 导 的 细 胞 杀 伤 的 抑 制 作

用[10]。由于 MMPs家族的蛋白酶活性使NKG2D从

癌细胞表面脱落产生可溶性 NKG2D,导致肿瘤细胞

表面NKG2D下调,介导肿瘤免疫逃逸[11]。MMP-7
会让syndecan-1/CXCL1蛋白质复合体脱落,脱落的

 

CXCL1会趋化并活化肿瘤相关中性粒细胞,从而产

生免疫抑制微环境[12]。本研究结果显示:肺癌患者外

周血 MMP-7
 

mRNA水平与CD4+T细胞、B细胞、

NKG2D比例呈负相关,与CD8+T细胞比例呈正相

关。这间接提示 MMP-7可能调节免疫细胞的表达,
与肺癌免疫微环境相关,与以往研究结论一致。说明

MMP-7不但具有降解细胞外基质的功能,为肿瘤侵

袭铺平道路,而且 MMP-7还调节与炎症、血管生成、
细胞增殖、凋亡和迁移有关的几种癌症信号传导途

径,具有独特的免疫调节能力,参与介导肿瘤免疫逃

逸。另有基础研究发现,cMMP-7
 

DNA疫苗免疫在

BALB/c小鼠中诱导了强烈的CD8+细胞毒性T细胞

和Th1型反应,并产生高水平的γ-干扰素[13]。这项

实验从另一个角度也证实了 MMP-7与肿瘤免疫相

关。另有研究表明,许多生长因子、细胞因子如IL-6、

TGF-β、β-干扰素可调节 MMPs的表达,这些生长因

子、细胞因子与免疫细胞也交互联系,因此免疫细胞

和基质细胞的募集、激活、重新编程是肿瘤微环境中

免疫细胞相互调控和交流的结果[14],结合本研究结

果,推断免疫细胞可能通过细胞因子传递信息或者间

接激活 MMP-7相关信号通路促进其表达。
综上所述,本研究证实了肺癌患者存在肿瘤免疫

抑制微环境特征,发现 MMP-7
 

mRNA可能参与肺癌

免疫微环境的形成,同时肺癌免疫抑制微环境也可能

激活了 MMP-7
 

mRNA的表达,为 MMP-7促进肺癌

转移的机制研究提供了新方向,MMP-7有望成为肺

癌免疫治疗的新靶点。
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