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下咽鳞状细胞癌组织 claudin-1和MMP-9的表达及与临床病理特征
及预后的关系研究 *
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摘要 目的：研究下咽鳞状细胞癌组织紧密连接蛋白 1（claudin-1）和基质金属蛋白酶 -9（MMP-9）的表达及与临床病理特征及预后

的关系。方法：选取 2015年 1月 -2017年 3月我院收集的 75例下咽鳞状细胞癌组织标本进行研究，同期选取 60例癌旁正常黏膜

组织标本作为对照。采用免疫组织化学法检测 claudin-1、MMP-9在下咽鳞状细胞癌组织与癌旁正常黏膜组织中的表达差异，分析

claudin-1、MMP-9阳性表达与临床病理特征关系；Spearman相关性分析癌组织 claudin-1与MMP-9的相关性。对患者进行 5年随

访，分析 claudin-1、MMP-9表达与预后的关系。结果：下咽鳞状细胞癌组织 claudin-1、MMP-9阳性表达率高于癌旁正常黏膜组织

（P＜0.05）。claudin-1、MMP-9阳性表达与下咽鳞状细胞癌患者组织分化程度、淋巴结转移有关（P＜0.05）。经 Spearman相关性分

析显示，下咽鳞状细胞癌组织中 claudin-1阳性表达与MMP-9阳性表达呈正相关（rs= 0.463，P＜0.05）。术后随访 5年，2例失访，

73例患者获得随访。Kaplan-Meier生存曲线显示，claudin-1阳性表达患者的 5年生存率为 35.71%，低于阴性表达患者的 66.67%

（P＜0.05），MMP-9阳性表达患者的 5年生存率为 34.85%，低于阴性表达患者的 57.14%（P＜0.05）。结论：下咽鳞状细胞癌组织中

claudin-1、MMP-9阳性表达升高，其表达与组织分化程度、淋巴结转移和预后不良有关，两者呈正相关，可能发挥协同作用促进肿

瘤发生发展。

关键词：下咽鳞状细胞癌；claudin-1；MMP-9；临床病理特征；预后

中图分类号：R739.8 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2023）05-969-05

Expression of claudin-1 and MMP-9 in Hypopharyngeal Squamous Cell
Carcinoma and Their Relationship Study

with Clinicopathological Features and Prognosis*

To study the expression of claudin-1 (claudin-1) and matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) in hypopharyn-

geal squamous cell carcinoma and its relationship with clinicopathological features and prognosis. From January 2015 to March

2017, 75 cases of hypopharyngeal squamous cell carcinoma tissues specimens who were collected in our hospital were selected for the

study, and 60 cases of adjacent normal mucosal tissues samples were selected as controls during the same period. Immunohistochemistry

was used to detect the expression differences of claudin-1 and MMP-9 in hypopharyngeal squamous cell carcinoma tissues and adjacent

normal mucosa tissues, and the relationship between claudin-1 and MMP-9 positive expression and clinicopathological features was ana-

lyzed. Spearman correlation analysis was used to analyze the correlation between claudin-1 and MMP-9 in cancer tissues. Patients were

followed up for 5 years, and the relationship between the expression of claudin-1 and MMP-9 and prognosis were analyzed. The

positive expression rates of claudin-1 and MMP-9 in hypopharyngeal squamous cell carcinoma tissues were higher than those in adjacent

normal mucosa tissues (P<0.05). The positive expressions of claudin-1 and MMP-9 were correlated with the degree of tissue differentia-

tion and lymph node metastasis in patients with hypopharyngeal squamous cell carcinoma (P<0.05). Spearman correlation analysis

showed that the positive expression of claudin-1 was positively correlated with the positive expression of MMP-9 in hypopharyngeal

squamous cell carcinoma (rs=0.463, P<0.05). Postoperative follow-up was 5 years, 2 patients were lost to follow-up, and 73 patients were
followed up. Kaplan-meier survival curve showed that the 5-year survival rate of patients with positive claudin-1 expression was 35.71%,

which was lower than 66.67% of patients with negative claudin-1 expression (P<0.05). The 5-year survival rate of patients with positive
MMP-9 expression was 34.85%, which was lower than 57.14% of patients with negative expression (P<0.05). The positive

expression of claudin-1 and MMP-9 in hypopharyngeal squamous cell carcinoma is increased, and their expression is related to the
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degree of tissue differentiation, lymph node metastasis and poor prognosis. They are positively correlated, which may play a synergistic

role in promoting tumor development and development.

Hypopharyngeal squamous cell carcinoma; Claudin-1; MMP-9; Clinicopathological features; Prognosis

前言

下咽癌发病率较低，占头颈部恶性肿瘤 3~5%[1,2]，大多数患

者属于鳞状细胞癌。由于该肿瘤位置较为隐蔽，大多数患者确

诊时已为晚期。目前临床通过手术辅助放化疗等综合治疗下咽

癌，但患者预后较差[3,4]。下咽鳞状细胞癌患者总体生存率较低，

其 5年生存率约 30%~45%[5]，故寻找下咽鳞状细胞癌预后评估

的标志物成为临床研究重点。紧密连接为上皮细胞与内皮细胞

间的重要结构，可保持细胞极性、维持细胞稳态等[6]。claudin蛋

白为紧密连接主要封闭蛋白，其分布结构与表达数量直接影响

细胞膜表面功能区紧密连接结构和功能 [7]。紧密连接蛋白 1

（claudin-1）属于 claudins蛋白家族，于多种肿瘤中异常表达，与

肿瘤发生发展有关[8]。侵袭转移为下咽癌主要生物学行为之一，

也是患者死亡的主要原因。基质金属蛋白酶 -9（MMP-9）为Ⅳ

型胶原酶，参与着肿瘤浸润及转移[9,10]。本研究通过免疫组化测

定 claudin-1、MMP-9在下咽鳞状细胞癌组织与癌旁正常黏膜

组织中的表达情况，分析 claudin-1、MMP-9与患者临床病理特

征及预后关系，旨在为防治下咽鳞状细胞癌进展并改善患者的

预后提供参考。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2015年 1月 -2017年 3月我院收集的 75例下咽鳞

状细胞癌组织标本，其中男 52例，女 23例；年龄为 45~70岁，

平均（58.42± 2.36）岁；参照 2002年 AJCC下咽癌 TNM分期：

Ⅰ期 9例、Ⅱ期 15例、Ⅲ期 34例、ⅣA~B期 17例；肿瘤最大

径：＜4 cm 42例，逸4 cm 33例；组织分化程度：低分化 32例、

中分化 22例、高分化 21例；淋巴结转移 29例、未转移 46例。

纳入标准：⑴ 患者均行根治性手术切除，且经病理检查确诊；⑵

患者知情同意。排除标准：⑴ 合并其他肿瘤患者；⑵ 术前接受

放、化疗或免疫治疗等患者；⑶ 病理资料不完整患者；⑷ 不配合

研究要求患者。同期选取 60例癌旁正常黏膜组织标本（距肿瘤

切缘至少 2 cm）作为对照，其中男 41例，女 19例；年龄为

45~72岁，平均（58.53± 2.29）岁。两组性别、年龄比较无差异

（P＞0.05），基础资料具有可比性。本研究获得本院医学伦理委

员会批准。

1.2 方法

免疫组化染色法检测 claudin-1、MMP-9表达：各组织标本

固定、石蜡包埋处理后切片，层厚 5 滋m，切片脱蜡、水化后用磷
酸缓冲盐溶液（PBS）冲洗 3次；微波修复抗原时用柠檬酸缓冲

液冲洗 15 min；切片加 3%过氧化氢溶液在室温下孵育 10 min，

用 PBS冲洗 3次，甩掉 PBS液，切片分别放置 1:100 claudin-1

一抗（购于北京泰泽瑞达科技有限公司）、1:100 MMP-9 一抗

（购于上海远慕生物科技有限公司），室温下孵育 1 h，PBS冲

洗 3次。甩掉 PBS液后，于切片上加聚合物增强剂，室温下孵

育 20 min，用 PBS冲洗 3次；甩除 PBS液，切片加二抗，室温下

孵育 20 min，PBS冲洗 3次；甩掉 PBS液，切片加新配二氨基

联苯胺显色液，于显微镜下观察，当呈棕红色为阳性。蒸馏水冲

洗，苏木素复染，用盐酸分化，自来水冲洗，PBS冲洗反蓝；梯度

酒精脱水处理，干燥后二甲苯透明，中性树胶封片。使用显微镜

观察切片，对下咽癌行病理分级，观察 claudin-1、MMP-9阳性

表达。

1.3 免疫组化结果判断

由 2名经验丰富的病理科医师阅片，观察记录免疫组化染

色结果，claudin-1颗粒为黄色呈阳性，MMP-9位于细胞质，细

胞显棕黄色颗粒则为阳性。染色强度：未着色计 0分，黄色计 1

分，棕黄色计 2分，黄褐色计 3分；在 400倍视野下对阳性细胞

计数占比进行评分：不足 10%计 0分，10~40%计 1分，41~70%

计 2分，超过 70%计 3分。两项评分之和，总分＜2分为阴性

（-），2分为弱阳性（+），3~4 分为中度阳性（++），5~6分为强阳

性（+++）；弱阳性、中度阳性、强阳性归为阳性。

1.4 预后随访

患者出院后对其行 5年电话或者门诊复查随访，每半年随

访 1次，随访截止到 2022年 3月，统计患者生存死亡情况。

1.5 统计学方法

采用 SPSS25.0软件分析数据，以（x± s）表示计量资料，行
t检验；用（%）表示计数资料，行 x2检验；claudin-1与MMP-9表

达的相关性则采用 Spearman 分析；Kaplan-Meier 生存曲线分

析 claudin-1与MMP-9表达与预后的关系。P＜0.05有统计学

意义。

2 结果

2.1 不同组织 claudin-1、MMP-9阳性表达情况

免疫组化结果显示，下咽鳞状细胞癌组织 claudin-1的阳

性表达率为 96.00%（72/75），癌旁正常黏膜组织中 claudin-1阳

性表达率为 61.67%（37/60）；癌组织 MMP-9 阳性表达率为

90.67%（68/75），癌旁正常黏膜组织中 MMP-9阳性表达率为

53.33%（32/60）。癌旁正常黏膜组织与下咽鳞状细胞癌组织

claudin-1、MMP-9阳性表达率比较差异具有统计学意义（P＜
0.05）。见表 1。

2.2 claudin-1、MMP-9阳性表达与临床病理特征的关系

claudin-1、MMP-9阳性表达与患者性别、吸烟史、年龄、肿

瘤最大径、饮酒史、TNM分期无关（P＞0.05）；claudin-1、MMP-9

阳性表达与组织分化程度、淋巴结转移有关（P＜0.05）。见表 2。

2.3 相关性分析

经 Spearman相关性分析显示，下咽鳞状细胞癌组织中

claudin-1 阳性表达与 MMP-9 阳性表达呈正相关（rs=0.463，

P＜0.05）。
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Tissues n
claudin-1 Positive

expression rate

MMP-9 Positive

expression rate- + ++ +++ - + ++ +++

Adjacent normal mucosa tissues 60 23 18 11 8 61.67% 28 18 8 6 53.33%

Hypopharyngeal squamous cell

carcinoma tissues
75 3 18 31 23 96.00% 7 19 27 22 90.67%

x2 25.268 24.192

P ＜0.001 ＜0.001

表 1 不同组织 claudin-1、MMP-9阳性表达情况

Table 1 Positive expression of claudin-1 and MMP-9 in different tissues

Clinical data n

claudin-1

x2 P

MMP-9

x2 PNegative

expression

（n=3）

Positive

expression

（n=72）

Negative

expression

（n=7）

Positive

expression

（n=68）

Gender 0.011 0.919 0.016 0.900

Male 52 2（66.67） 50（69.44） 5（71.43） 47（69.12）

Female 23 1（33.33） 22（30.56） 2（28.57） 21（30.88）

Age 0.021 0.884 0.101 0.751

＜60 years 47 2（66.67） 45（62.50） 4（57.14） 43（63.24）

逸60 years 28 1（33.33） 27（37.50） 3（42.86） 25（36.76）

Smoking history 0.083 0.774 0.007 0.932

Yes 31 1（33.33） 30（41.67） 3（42.86） 28（41.18）

No 44 2（66.67） 42（58.33） 4（57.14） 40（58.82）

Drinking history 0.000 1.000 0.079 0.779

Yes 25 1（33.33） 24（33.33） 2（28.57） 23（33.82）

No 50 2（66.67） 48（66.67） 5（71.43） 45（66.18）

Maximum tumor

diameter
0.144 0.704 0.746 0.388

＜4 cm 42 2（66.67） 40（55.56） 5（71.43） 37（54.41）

逸4 cm 33 1（33.33） 32（44.44） 2（28.57） 31（45.59）

Degree of

organizational

differentiation

4.199 0.040 5.849 0.016

Low

differentiation
32 0（0.00） 32（44.44） 1（14.29） 31（45.59）

Medium high

differentiation
43 3（100.00） 40（55.56） 6（85.71） 37（54.41）

TNM staging 0.003 0.960 0.418 0.518

Ⅰ~Ⅱ stage 24 1（33.33） 23（31.94） 3（42.86） 21（30.88）

Ⅲ~ⅣB stage 51 2（66.67） 49（68.06） 4（57.14） 47（69.12）

Lymph node

metastasis
2.942 0.006 4.867 0.027

Yes 29 0（0.00） 29（40.28） 0（0.00） 29（42.65）

No 46 3（100.00） 43（59.72） 7（100.00） 39（57.35）

表 2 claudin-1、MMP-9阳性表达与临床病理特征的关系 [例（%）]

Table 2 Relationship between positive expression of claudin-1, MMP-9 and clinicopathological features [n（%）]

971窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress in Modern Biomedicine Vol.23 NO.5 MAR.2023

2.4 claudin-1、MMP-9与患者的预后分析

出院后随访 5年，2例失访，73例患者获得随访，claudin-1

阳性表达与阴性表达患者的 5 年生存率分别为 35.71%

（25/70）、66.67%（2/3），MMP-9 阳性表达与阴性表达患者的 5

年生存率分别为 34.85%（23/66）、57.14%（4/7），claudin-1、

MMP-9阴性表达与阳性表达患者的 5年生存率比较差异具有

统计学意义（P＜0.05）。claudin-1、MMP-9表达与患者预后关系

的 Kaplan-Meier生存曲线见图 1、2。

图 2 MMP-9阴性表达和阳性表达的 Kaplan-Meier生存曲线

Fig.2 Kaplan-Meier survival curves of negative and positive expression of

MMP-9
图 1 claudin-1阴性表达和阳性表达的 Kaplan-Meier生存曲线

Fig.1 Kaplan-Meier survival curves of negative and positive expression of

claudin-1

3 讨论

细胞间相互连接在调节细胞运动与功能中具有重要作用，

紧密连接完整性被破坏、正常功能丧失为下咽癌发病标志[11]，

claudin-1位于人染色体 3q28-q29，可参与细胞间黏附调节过

程[12]。claudin-1为紧密连接的主要封闭蛋白，其在多种肿瘤中

异常表达，该异常表达方式被证实与肿瘤发生发展有关 [13]。

Geoffroy M[14]等人报道指出，claudin-1在不同肿瘤中的表达方

式不同，其异常表达导致上皮细胞渗透屏障功能破坏以促进肿

瘤发生发展。本研究发现 claudin-1在下咽鳞状细胞癌组织中

阳性表达率高于癌旁正常黏膜组织，且其表达与分化程度有

关，原因可能为 claudin-1阳性表达导致紧密连接结构被破坏、

细胞间黏附性降低或修饰，缺乏限制癌细胞营养与相关生长因

子供应的作用，癌细胞缺乏分化而侵袭力增强，提示 claudin-1

阳性表达率越高其组织分化程度越低[15]。claudin-1表达与肿瘤

淋巴结转移有关，原因可能为 claudin-1阳性表达促进细胞迁

移的活性，提高肿瘤侵袭力，参与肿瘤淋巴结转移过程[16,17]。

Kaplan-Meier生存曲线显示，claudin-1阳性表达患者生存率低

于阴性表达者，推测 claudin-1阳性表达促进了癌细胞迁移活

性，提高肿瘤侵袭力，可能经淋巴结发生局部或远处转移，导致

预后不良。

MMP-9为明胶类，是 MMP中相对分子质量最大成员，参

与细胞外基质降解与重建，又称基质因子[18,19]。MMP-9主要经

梭化作用降解Ⅳ、Ⅴ型胶原，包括降解细胞外基质、调节细胞黏

附，参与肿瘤侵袭、转移与新生血管形成等作用[20,21]。本研究显

示与癌旁正常黏膜组织相比，MMP-9在下咽鳞状细胞癌组织

中的阳性表达率较高，可能原因为MMP-9在癌组织中可通过

降解肿瘤周围组织的基质与基底膜，对下咽癌侵袭、转移具有

促进作用[22,23]。MMP-9阳性表达与组织分化程度、淋巴结转移

有关（P<0.05），提示MMP-9阳性表达升高促进低分化、淋巴结

转移，可能原因为MMP-9在肿瘤侵袭、转移中发挥作用，可消

除细胞外基质屏障，促进肿瘤恶性进展[24,25]。Kaplan-Meier生存

曲线显示，MMP-9 阳性表达患者生存率低于阴性表达者，

MMP-9阳性表达升高导致患者预后不良的可能原因为肿瘤中

炎症细胞分泌大量MMP-9，有助于血管内皮生长因子结合其

受体，形成大量肿瘤新生血管[26]。MMP-9可降解、破坏邻近癌细

胞表面的基底膜与细胞外基质，使癌细胞沿缺失基底膜向周围

组织浸润，对肿瘤浸润具有促进作用。MMP-9阳性表达患者体

内癌细胞基膜破坏更严重，其浸润与扩散程度更大，削弱了组

织学屏障作用并释放血管内皮生长因子，导致患者预后较差[27]。

本研究相关性发现，claudin-1与 MMP-9在下咽鳞状细胞

癌中表达呈正相关，提示 claudin-1可能参与细胞周期调控与

分化过程，MMP-9破坏癌细胞基膜、促进组织浸润，两者发挥

协同作用可共同促进肿瘤发生发展。

综上所述，在下咽鳞状细胞癌中 claudin-1、MMP-9呈阳性

高表达，且与淋巴结转移、组织分化程度有关，两者表达呈正相

关，对患者术后治疗与预后判断具有一定的指导价值。
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