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［摘 要］ 目的：识别新的与食管鳞癌预后紧密相关的分子标志物，构建预测效力更高的食管鳞癌预后模型。方法：系统分析

基质金属蛋白酶家族（matrix metalloproteinases，MMPs）中核心成员MMP1、MMP2、MMP3、MMP7、MMP8、MMP9及MMP10在食

管鳞癌中的表达情况。采用免疫组织化学方法检测MMP3在315例（训练集197例；验证集118例）食管鳞癌患者癌组织及癌

旁组织中的表达情况，Cox回归分析评价MMP3蛋白表达与食管鳞癌预后的关联。整合临床病理因素，构建食管鳞癌预后预测

模型。结果：MMP1、MMP3及MMP10在食管鳞癌组织中呈异常表达，免疫组织化学分析结果表明MMP3蛋白在食管鳞癌组织

表达显著高于癌旁组织。训练集中，MMP3阳性表达的患者总体存活率（22.22%）显著低于MMP3阴性表达患者（49.25%，HR=
2.09，95%CI：1.45~3.03，P < 0.001），这一结果在验证集及合并集中得到进一步验证。此外，整合MMP3表达与临床病理信息构

建的预后预测模型，其预测能力显著优于TNM分期模型（AUC：0.733 vs. 0.689）。结论：MMP3可作为食管鳞癌预后相关分子标

志物，整合临床病理因素构建的模型可更加准确地预测食管鳞癌患者的预后。
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［Abstract］ Objective：This study aims to identify novel ESCC prognosis related biomarkers and construct novel prognostic
predictive model for ESCC. Methods：Candidate gene strategy was adopted to analyse the expressions of key members of matrix
metalloproteinases：MMP1，MMP2，MMP3，MMP7，MMP8，MMP9 and MMP10 in ESCC tissues. Immunohistochemistry was applied to
detect MMP3 protein expression in 315 ESCC（Training：197 cases，Validation：118 samples）tissues. Cox proportional hazard
regression model was used to evaluate the association between MMP3 expression and ESCC prognosis. Finally，we constructed ESCC
prognosis predictive model by integrating MMP3 and clinicopathologic factors. Results：MMP1，MMP3 and MMP10 showed aberrant
increased expression in ESCC tumor tissues. Expression of MMP3 protein in tumor tissues was significantly upregulated than that in
adjacent tissues. In training dataset，the overall survival（OS）of MMP3 positive patients（22.22%）was significantly lower than patients
with negative expression of MMP3（49.25%，HR=2.09，95% CI：1.45⁃3.03，P < 0.001）. Consistent results were further observed in
validation and combined datasets. In addition，the predictive ability of model that integrated MMP3 and clinicopathologic factors was
higher than that contained the TNM stage alone（AUC：0.733 vs. 0.689）. Conclusion：MMP3 acted as an ESCC prognosis related
biomarker，predictive model that integrated MMP3 and clinicopathologic factors could predict the prognosis of ESCC patients
accurately.
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食管癌（esophageal cancer，EC）是常见的恶性肿

瘤之一，根据国际癌症研究所（International Agency
for Research on Cancer，IARC）的最新估计，2018年

全球新发食管癌病例约为 57.20万例，占所有肿瘤

新发病例的3.2%；新增食管癌死亡病例约为50.86万
例，占所有肿瘤死亡病例的 5.3%。在我国，2018年
新发食管癌病例约为30.74万例，死亡约为28.34万
例，其发病与死亡人数分别位居各种肿瘤的第 5位
及第 4位［1］。与西方发达国家不同的是，我国的食

管癌病例 90%以上为食管鳞状细胞癌（esophageal
squamous cell cancer，ESCC）。由此可见，食管鳞癌

是威胁我国居民生命健康的重大医疗卫生问题，针

对食管鳞癌的预后研究是改善食管癌患者预后的

重要途径。

食管鳞癌患者目前的总体 5年生存率为 10%~
30%，其较差的预后主要与相对晚期的诊断以及晚

期患者缺乏有效的治疗方式相关［2］。早期食管鳞癌

患者症状不明显，大部分患者确诊时已处于中晚

期。对于进展期食管鳞癌患者，根治性食管切除术

和系统性淋巴结清扫术仍然是最有效的解决方案，

但单纯手术后的患者生存率仍较低；即使Ⅰb期的

患者术后10年生存率也仅有50％［3］。因此，如何准

确评估食管鳞癌患者术后的预后情况，从而建立适

当的后续干预治疗方案对食管鳞癌患者至关重

要。目前，TNM分期是评估食管鳞癌患者预后和指

导术后干预治疗的主要手段。然而，大量研究表

明，食管鳞癌的进展及预后不仅与TNM分期有关，

而且同时受到诸多遗传因素的影响［4］。可见，探寻

食管鳞癌预后的相关分子标志物，构建更为精准的

食管鳞癌预后预测模型，对于食管鳞癌患者的临床

治疗，具有重大的指导意义［5-6］。

基 质 金 属 蛋 白 酶（matrix metalloproteinases，
MMPs）是一类能够降解基底膜和细胞外基质的蛋

白水解酶家族，主要参与组织重构、血管生成、细胞

迁移及细胞凋亡等过程［7］。既往研究表明，MMPs是
恶性肿瘤生长与侵袭过程中的重要分子，其表达对

肿瘤患者的预后产生重要影响［8-10］。例如，MMP1在
食管鳞癌组织中呈异常高表达，并且与淋巴结转

移、TNM分期进展相关，MMP1高表达患者的生存时

间较低表达患者显著缩短［11］；类似地，MMP2在肺癌

组织中表达显著升高，其阳性表达与肺癌临床分

期、淋巴结和远处转移及预后相关［12］。此外，该家

族的其他成员，如MMP3、MMP7、MMP8、MMP9等均

被报道与肿瘤发生、进展相关［13-14］。然而，既往研究大

多在DNA或RNA水平展开，且研究对象多为欧美人

群，有关MMPs蛋白表达与中国人群食管鳞癌预后的

研究有限，且样本量低，缺乏独立人群的验证［15］。因

此，本研究采用候选基因策略，针对该家族的核心

成员MMP1、MMP2、MMP3、MMP7、MMP8、MMP9以

及MMP10，整合RNA及蛋白表达，通过两阶段大样

本的免疫组织化学检测，评价其蛋白水平与食管鳞

癌预后的关联。

本研究采用GEO公共数据库中119例食管鳞癌⁃
癌旁组织芯片基因表达数据进行基因差异表达分

析，筛选出上述 7个在食管鳞癌组织中呈显著差异

表达的基因。采用免疫组织化学方法在2个独立的

食管鳞癌队列（训练集包含197例食管鳞癌病例，验

证集包含118例食管鳞癌病例）样本中进行检测分

析，评价其蛋白表达与食管鳞癌预后的关联。最

终，整合本研究发现的食管鳞癌预后分子标志物及

临床病理信息，构建食管鳞癌预后预测模型，并对

模型进行评价。

1 对象和方法

1.1 对象

本研究基因差异表达分析阶段所用样本数据

来源于GEO数据库（GSE53624），共计119对食管鳞

癌⁃癌旁组织基因表达芯片数据。免疫组织化学研

究训练集阶段包含 197例食管鳞癌样本，均为 2005
年 1月—2007年 12月于中国医学科学院肿瘤医院

接受手术治疗的食管鳞癌患者。验证集队列包含118
例食管鳞癌样本，来自2002年1月—2003年12月于

南京医科大学第一附属医院胸外科接受手术治疗

的食管鳞癌患者。所有患者均为组织病理学明确

诊断的原发性食管鳞癌患者，且术前未接受放化疗

治疗。本研究通过南京医科大学第一附属医院伦

理委员会批准。

1.2 方法

1.2.1 筛选差异表达基因

对 119例食管鳞癌⁃癌旁组织基因表达芯片数

据（GSE53624）进行差异表达分析，筛选在食管鳞癌

中呈异常高表达的基因。本研究中差异表达基因

的筛选标准为在癌⁃癌旁组织差异表达倍数（fold
change）≥2且P < 0.05。
1.2.2 组织微阵列构建和免疫组织化学分析

食管鳞癌新鲜组织采用福尔马林固定、石蜡包

埋制备组织微阵列。用二甲苯将微阵列切片脱蜡，

再用梯度乙醇脱水；阻断内源性过氧化物酶，用3%
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过氧化氢处理切片 25 min，蒸馏水洗涤 5 min×3次；

抗原修复：置于柠檬酸水 95 ℃ 10 min；0.01 mmol/L
PBS 洗涤5 min×3次；血清封闭：滴加非免疫羊血清

（1∶20），盖玻片加封置于7 ℃孵育20 min；去除盖玻

片，用滤纸吸去血清；将一抗MMP3（1∶200）、MMP1
（1∶200）、MMP10（1∶200）滴加后用盖玻片加封，置

于4 ℃孵育过夜；0.01 mmol/L PBS洗涤5 min×3次；滴

加生物素标记羊抗鼠抗体（1∶200）切片，置于37 ℃孵

育 45 min；0.01 mmol/L PBS洗涤 5 min×3次；滴加链

霉菌抗生物素蛋白⁃过氧化物酶复合物（1∶200），加盖

玻片置于 37 ℃孵育 45 min；0.01 mmol/L PBS洗涤

5 min×3次；DAB溶液显色后复染、脱水、透明、封片。

免疫组化结果由2名经验丰富的病理科医师利

用显微镜对组织芯片进行盲法检测，综合染色强度

及阳性细胞密度判定染色结果，具体判定方法如

下：染色强度分为4个等级，0（无）、1（弱）、2（中等）、

3（强）；根据阳性细胞密度分为 5个等级，0（阳性细

胞占比≤10%）、1（阳性细胞占比11%~25%）、2（阳性

细胞占比26%~50%）、3（阳性细胞占比51%~75%）、

4（阳性细胞占比>75%）。将染色强度及阳性细胞密

度等级评分相乘，结果＜3的样本判为阴性，结果≥3
的样本判为阳性。

1.3 统计学方法

采用卡方检验比较分类变量的组间分布差异，

采用 t检验比较连续型变量的组间差异。采用Cox
比例风险回归模型评价蛋白标志物与食管鳞癌预

后的关联，调整年龄、性别、吸烟、TNM分期、肿瘤分

化程度及肿瘤部位等变量。采用Graphpad prism 7软
件绘制基因差异表达图及Kaplan⁃Meier图，并使用

Log⁃rank检验对生存曲线进行比较。采用R语言

pROC包构建并绘制受试者工作特征曲线，并对曲

线下面积（area under the curve，AUC）进行比较。所

有检验均为双侧，统计学显著水准定义为 P ≤
0.05。所有统计分析均使用R软件（版本 3.2.3）进

行。

2 结 果

2.1 差异表达基因筛选

本研究差异表达基因筛选阶段所用样本的基

线信息及临床特征见表 1，共计 119对食管鳞癌⁃癌
旁组织样本。7个MMPs家族基因差异表达分析结

果见表2，共有3个基因在食管鳞癌组织中呈异常高

表达，分别为MMP1、MMP3及MMP10。值得注意的

是，MMP3基因表达与MMP1（r=0.75，P＜0.001，图

1D）及MMP10（r=0.464，P＜0.001，图 1E）存在高度

相关，提示MMP3与MMP1及MMP10在预测食管鳞

癌预后中可能具有类似的价值。鉴于MMP3在食管

鳞癌⁃癌旁组织中的差异表达最为显著，且与MMP1
及MMP10均存在高度共表达关系，保留MMP3进行

后续的免疫组织化学分析研究。

2.2 免疫组化训练集及验证阶段样本信息

如表 3所示，训练集包含 197例食管鳞癌患者

病例，验证阶段包含 118例食管鳞癌病例。训练集

中，有117例死亡，验证集有73例死亡，均为进展期

食管鳞癌患者，T3~4期晚期患者分别占训练集和验

证集的 79.2％（156例）和 80.5％（95例）。在训练集

和 验 证 集 中 ，分 别 有 111 例（56.3％）和 49 例

（41.5％）发现有淋巴结转移（N1~3期）。Cox回归分

析显示，淋巴结转移患者的总体存活率（训练集

27.93%，验证集 18.37%）显著低于无淋巴结转移患

者（训练集56.98%，验证集52.17%）。

2.3 MMP3蛋白表达与食管鳞癌预后显著相关

如图1F所示，MMP3蛋白在食管鳞癌组织中的

表达显著高于癌旁组织。如表3所示，训练集中，共

有63例（31.98%）食管鳞癌患者呈MMP3阳性表达，

MMP3阳性患者的总体存活率为 22.22%，显著低于

MMP3 阴性患者（总体存活率 49.25%，HR=2.09，
95%CI：1.45~3.03，P < 0.001，图 2A）。同样，验证集

中，36例（30.51%）患者呈MMP3阳性，MMP3阳性患

者的总体存活率为13.89%，显著低于MMP3阴性患

者（总体存活率 48.78%，HR=3.73，95%CI：2.32~
5.99，P < 0.001，图2B）。合并训练集及验证集样本，

MMP3阳性表达患者的总体存活率显著低于MMP3
阴性患者（图2C）。
2.4 食管鳞癌预后模型的构建及评价

根据筛选出的食管鳞癌预后相关分子标志物，

整合临床病理因素，构建 3种食管鳞癌预后预测模

型（表4），分别为：TNM分期模型，包含TNM分期及

年龄、性别、吸烟等变量；MMP3模型，包含MMP3及
年龄、性别、吸烟等变量；整合模型，包含TNM分期，

MMP3及其他临床病理因素。在训练集中，MMP3
模型预测效力（AUC=0.663，95％CI：0.583~0.733）与

TNM分期模型（AUC=0.676，95％CI：0.602~0.751）差
异无统计学意义（P > 0.05），提示MMP3具有与TNM
分期相近的食管鳞癌预后预测能力。整合模型的

预 测 能 力（AUC=0.717，95% CI：0.647~0.784，P=
0.004）显著高于TNM分期模型，提示MMP3的引入

能够显著提高对于食管鳞癌预后的预测能力。同
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样，验证集中整合模型（AUC=0.737，95%CI：0.643~
0.822）对于食管鳞癌患者预后的预测效力显著优于

TNM分期模型（AUC=0.690，95%CI：0.589~0.772），

P=0.031。整合两阶段样本，整合模型的曲线下面积

为 0.733，仍显著高于 TNM 分期模型的 0.689（P=
0.006）。

表1 差异表达分析所用样本基线及临床病理信息

Table 1 The baseline and clinical pathology information of samples with different gene expression

基于GEO数据库（GSE53624数据库）。

特 征

性别

男

女

年龄

≤60岁
> 60岁

吸烟

从不吸烟

吸烟

饮酒

从不饮酒

饮酒

家族史

无

有

T分期

T1~2
T3~4

N分期

N0

N+

分化程度

高分化

中分化

低分化

部位

上段

中段

下段

死亡（n=73）

58（79.5）
15（20.5）

38（52.1）
35（47.9）

26（35.6）
47（64.4）

28（38.4）
45（61.6）

58（79.5）
15（20.5）

18（24.7）
55（75.3）

24（32.9）
49（67.1）

14（19.2）
36（49.3）
23（31.5）

11（15.1）
40（54.8）
22（30.1）

存活（n=46）

40（87.0）
06（13.0）

31（67.4）
15（32.6）

13（28.3）
33（71.7）

17（37.0）
29（63.0）

40（87.0）
06（13.0）

10（21.7）
36（78.3）

30（65.2）
16（34.8）

09（19.6）
28（60.8）
09（19.6）

3（6.5）
29（63.0）
14（30.5）

总存活率（%）

40.80
28.60

44.90
30.00

33.30
41.20

37.80
39.20

40.80
28.60

35.70
39.60

55.60
24.60

39.10
43.80
28.10

21.40
42.00
38.90

HR（95%CI）

1
1.22（0.69~2.15）

1
1.56（0.99~2.48）

1
0.87（0.54~1.40）

1
1.05（0.65~1.68）

1
1.46（0.83~2.58）

1
0.97（0.57~1.64）

1
2.16（1.32~3.53）

1
0.87（0.47~1.61）
1.36（0.70~2.66）

1
0.64（0.33~1.25）
0.71（0.35~1.48）

P值

0.505

0.059

0.563

0.854

0.208

0.898

0.002

0.655
0.360

0.193
0.365

表2 MMPs家族基因差异表达分析结果

Table 2 The analysis of different expression among MMPs

基因名

MMP3
MMP1
MMP10
MMP2
MMP8
MMP9
MMP7

转录本号

ENST00000299855
ENST00000315274
ENST00000279441
ENST00000437642
ENST00000236826
ENST00000372330
ENST00000260227

探针号

CB_011396
CB_011395
CB_011399
CB_013409
CB_011398
CB_013874
CB_011397

癌组织基因表达

10.30 ± 2.31
15.27 ± 1.41
11.50 ± 2.45
11.94 ± 1.58
04.46 ± 1.20
12.36 ± 0.80
13.01 ± 1.97

癌旁基因表达

04.08 ± 1.79
09.43 ± 0.91
06.56 ± 2.07
10.64 ± 1.51
03.13 ± 0.62
11.25 ± 0.57
12.59 ± 2.70

差异表达分析

5.38
5.14
4.54
1.31
1.16
0.98
0.75

P值

1.72E-21
2.92E-21
6.39E-21
1.86E-14
1.39E-15
3.64E-15
2.30E-02
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A、B、C：MMP3、MMP1及MMP10在食管鳞癌⁃癌旁组织的表达情况；D、E：MMP3与MMP1及MMP10表达相关情况；F：MMP3蛋白在食管鳞

癌及癌旁组织中的表达情况（免疫组化，×100）。
图1 MMP3、MMP1及MMP10在食管鳞癌组织表达情况

Figure 1 Expression of MMP3，MMP1 and MMP10 in ESCC tissues

表3 训练及验证阶段样本信息及与食管鳞癌预后的单变量Cox回归分析

Table 3 Information of training set and validation set is associated with prognosis of ESCC

特征

性别

男

女

年龄

≤60岁
> 60岁

T 分期

T1~2
T3~4

N 分期

N0

N+

分化程度

高分化

中分化

低分化

部位

上段

中段

下段

MMP3
阴性

阳性

死亡

（n=117）

94（80.34）
23（19.66）

54（46.15）
63（53.85）

21（17.95）
96（82.05）

37（31.62）
80（68.38）

18（15.38）
61（52.14）
38（32.48）

18（15.38）
48（41.03）
51（43.59）

68（58.12）
49（41.88）

存活

（n=80）

66（82.50）
14（17.50）

52（65.00）
28（35.00）

20（25.00）
60（75.00）

49（61.25）
31（38.75）

17（21.25）
49（61.25）
14（17.5）0

7（8.75）
33（41.25）
40（50.00）

66（82.50）
14（17.50）

总生存

率（%）

41.25
37.84

49.06
30.77

48.78
38.46

56.98
27.93

48.57
44.55
26.92

28.00
40.74
43.96

49.25
22.22

HR（95%CI）

1
1.11（0.70~1.75）

1
1.65（1.15~2.38）

1
1.30（0.82~2.10）

1
2.09（1.41~3.09）

1
1.10（0.65~1.86）
1.76（1.00~3.09）

1
0.64（0.37~1.10）
0.58（0.34~0.99）

1
2.09（1.45~3.03）

P值

0.658

0.007

0.184

＜0.001

0.719
0.049

0.108
0.045

＜0.001

死亡

（n=73）

46（63.01）
27（36.99）

34（46.58）
39（53.42）

10（13.70）
63（86.30）

33（45.21）
40（54.79）

27（36.99）
37（50.68）
09（12.33）

4（5.48）
18（24.66）
51（69.86）

42（57.53）
31（42.47）

存活

（n=45）

30（66.67）
15（33.33）

22（48.89）
23（51.11）

13（28.89）
32（71.11）

36（80.00）
9（20.00）

19（42.22）
23（51.11）
3（6.67）

1（2.22）
12（26.67）
32（71.11）

40（88.89）
05（11.11）

总生存

率（%）

39.47
35.71

39.29
37.10

56.52
33.68

52.17
18.37

41.30
38.33
25.00

20.00
40.00
38.50

48.78
13.89

HR（95%CI）

1
1.12（0.69~1.80）

1
1.03（0.65~1.64）

1
1.95（1.00~3.79）

1
2.76（1.74~4.40）

1
1.05（0.64~1.72）
1.98（0.93~4.21）

1
0.47（0.16~1.41）
0.48（0.17~1.34）

1
3.73（2.32~5.99）

P值

0.652

0.886

0.035

＜0.001

0.849
0.078

0.179
0.161

＜0.001

训练集（n=197） 验证集（n=118）
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3 讨 论

食管鳞癌预后与TNM分期密切相关，然而大量

研究表明，仅仅以TNM分期来预测食管鳞癌患者的

预后并不能达到十分准确的效果，无法满足当前精

准医疗的需要［16-17］。因此，迫切需要识别食管鳞癌

预后相关的新型分子生物标志物。本研究基于候

选基因策略，分析了MMPs家族中的核心基因与食

管鳞癌预后的关联，发现MMP3蛋白表达与食管鳞

癌患者预后显著相关，可作为预测食管鳞癌患者预

后的分子标志物。

MMPs是一种重要的蛋白水解酶家族，可降解

细胞外基质和基底膜以及一些非基质成分，继而改

变肿瘤细胞微环境，以促进肿瘤的侵袭和转移［10，18］。

然而中国人群中MMPs蛋白家族与食管鳞癌预后关

联研究有限，且大多样本量较小。本研究发现，

MMPs家族中的MMP1、MMP3及MMP10在食管鳞

癌组织中呈高表达，提示MMP1、MMP3、MMP10在食

管鳞癌的发生、进展过程中可能发挥重要作用［11，19］。

进一步的免疫组织化学分析检测表明，MMP3蛋白

在食管鳞癌组织中的表达显著高于癌旁组织。生

存分析结果显示，MMP3蛋白表达阳性的食管鳞癌

患者总体存活率显著低于MMP3阴性表达的患者，

这一结果在验证样本及整合样本中均得到验证。

基于筛选出的MMP3及患者的临床病理信息，

本文构建了食管鳞癌预后预测模型。在训练集中，

MMP3模型预测效能与TNM分期模型无显著差异，

表明MMP3具有与 TNM分期相近的食管鳞癌预后

预测能力。整合MMP3、TNM及临床信息，预测模型

AUC 达到 0.717，显著高于 TNM 分期模型，表明

MMP3的引入能够显著提高对食管鳞癌预后的预测

能力。进一步在独立的验证样本中进行验证，发现

整合模型的AUC为 0.737，高于 TNM分期的 0.690。
整合训练集及验证阶段样本，整合模型的预测能力

稳定在 0.733，仍优于传统的 TNM分期模型。上述

结果均表明，整合本研究发现的MMP3，能够更加准

确地预测食管鳞癌患者的预后，为食管鳞癌患者的

临床诊疗提供指导。与既往研究构建的模型相比，

本研究构建的模型具有以下优势：①更准确地预测

食管鳞癌患者的预后，本研究构建的模型AUC为

0.733，优于有报道建立的模型［20-22］；②在独立的食

管鳞癌人群中得到验证。

本研究基于候选基因的筛选策略，分析了基质

金属蛋白酶家族核心基因在食管鳞癌中的表达，进

一步利用两个独立的食管鳞癌患者队列进行免疫

组织化学分析，发现MMP3蛋白在食管鳞癌组织中

呈高表达，且与食管鳞癌预后显著相关。整合

MMP3、TNM分期及常见的临床病理因素，构建食管

鳞癌预后预测模型，其预测能力显著优于传统的

TNM分期。本研究发现的食管鳞癌预后相关分子

标志物及构建的预后预测模型，将为食管鳞癌患者

表4 食管鳞癌预后预测模型评价

Table 4 The valuation of prognosis prediction model for
ESCC

数据集

训练集

验证集

合并集

模型

TNM 分期

MMP3
TNM+MMP3
TNM 分期

MMP3
TNM+MMP3
TNM 分期

MMP3
TNM+MMP3

AUC
0.676
0.663
0.717
0.690
0.658
0.737
0.689
0.672
0.733

P值

参考

0.562
0.004
参考

0.472
0.031
参考

0.547
0.006

95%CI
0.602~0.751
0.583~0.733
0.647~0.784
0.589~0.772
0.559~0.755
0.643~0.822
0.631~0.748
0.612~0.733
0.679~0.785

TNM分期模型包含TNM分期、年龄、性别、吸烟、肿瘤家族史、

肿瘤部位、肿瘤分化程度；MMP3模型包含MMP3、年龄、性别、吸烟、

肿瘤家族史、肿瘤部位、肿瘤分化程度。

合并集

Log⁃Rank P＜0.001
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图2 MMP3蛋白表达与食管鳞癌预后显著相关

Figure 2 MMP3 protein expression is significantly associated with the prognosis of ESCC
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的术后治疗及临床管理提供重要参考。
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