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CxCR4在大肠腺癌中的表达及临床意义
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【摘要】 目的 探讨趋化因子受体4(c—x—C chemokine receptor 4，cxcR4)在火肠腺癌发牛、发

展、浸润转移中的作用及临床意义。方法 应用免疫组织化学(immunohistochemical，IHC)方法检测60

例大肠腺癌患者及其22例患者的正常肠黏膜组织和23例大肠管状腺癌患者组织中CXCR4的蛋白表

达情况；应用逆转录聚合酶链法(reverse transcription ploymerase chain reaction，RT—PCR)检测上述同期

的30例大肠腺癌患者及其15例患者正常肠黏膜组织中CXCR4 mRNA的表达情况。结果 IHC方法

检测结果显示大肠腺癌CXCR4蛋白表达较大肠管状腺瘤、正常肠黏膜组织表达增高，差异均有统计学

意义(P均<0．05)；大肠管状腺瘤CXCR4蛋白表达较正常肠黏膜组织表达增高，差异有统计学意义(P<

0．01)；RT—PCR检测结果显示CxCR4mRNA在大肠腺癌组中的表达显著高于正常肠黏膜组，且差异有

统计学意义(P<0．叭)。大肠腺癌组中CxCR4蛋白与mRNA的表达与癌组织的浸润深度、有无淋巴结转

移有关(尸均<0．05)，与患者的性别、年龄及癌组织的分化程度无关(P均>0．05)。CxCR4蛋白表达和

CxCR4 mRNA表达呈正相关(r=0．588，P<0．01)。结论 CxCR4在大肠腺癌的发生、发展、浸润转移中发

挥着重要作用。

【关键词】 趋化凶子受体一4；大肠腺癌；浸润；转移
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The exDression and djllical sjgllificance of CXCll4 jn coIorectal adenocarcinoma

1QIN Xiao-jing，2ZHAN xiao—hong，1SHI Li—fang，et a1． 。Depanment of Pathology，the Affiliate(1 Hospital of

Logistical College of Chinese Arnled Police Forces，Tianjin 300162，China 2Department()f Pathology，the

Central Hospital of Qingdao，Qingdao 266000，China

【Abstract】 0bjective‘ro evaluate the role and clinical signincance of C—x—C chemokine receptor 4

(CXCR4)in development、jnfiltmtion and metastasis of colorectal carcinoma．Methods The expressions of

CXCR4 Dmtein were detected by SP immunohistochemical(IHC)method in 60 cases of c010rectal adenocarci—

noma，23 cases of c010I℃ctal adenoma and 22 cases of norInal coloI℃ctal mucosa． The expI℃ssions of CXCR4

mRNA were detected bv RT—PCR method in 30 cases of colorectal adenocarcinoma．1 5 cases of no瑚al col—

orectal mucosa．Reslllts IHC results showed that the exDressional quantitv of CXCR4 protein in the c0101．ectal

adenocarcinoma was obviouslv higher than that in the colorectal canalicular adenoma and noHnal colorectal

mucosa，and the difkrences a11 had statistical significance (P a11<0．05)．The expressional quantity of CXCR4

pmtein in the colorectal canalicular adenoma was obviouslv higher than that in the normal colorectal mucosa，

and the difkrence had statistical significance (P<0．01)．The results of RT—PCR showed that the expressional

quantitv of CXCR4 mRNA in the coIorectal adenocarcinoma was obviouslv higher than that in the nomlal col—

orectal mu(：osa．an‘1 the diffbrence had statistical signj6cance (P<O，0 1)．The pt)sitive expressions of CXCR4

pmtein and mRNA were closelv correlated with the depth of tumor infiltration and metastasis of lymph node(P

all<0．05)，but thev were not related to gender and age of patients and difkrentiation of cancer (P all>0．05)．

There was Dositive correlation between the exDression of CXCR4 and CXCR4 mRNA (厂=0．588，Jp<0．01)．

Conclusion High expression of CXCR4 in c010rectal adenocarcinoma mav plav an important mle in tumori—

genesis progression，infiltration and metastasis of colorectaI adenocarcinoma．

fKey words】 c—x—C chemokine receptor 4；coJorectal adenocarcinonla；Invasion；Metastasis

大肠腺癌是最常见的恶性肿瘤之一，其发病率

居胃肠道恶性肿瘤的第二位，易较早发生转移及复

发，这也是大肠腺癌治疗效果欠佳的主要原因，因此

研究大肠腺癌的生长和转移机制，发现与大肠腺癌

发生、浸润、转移相关的标记物具有很重要的临床意

义。趋化因子受体4(C—X—C chemokine receptor 4，
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CXCR4)是基质细胞衍生因子一1(stromal cell—de—

rived factor，SDF一1)的受体，在大肠腺癌浸润转移中

的作用在文献中报道较少，本实验应用免疫组织化

学(immunohistochemical，IHC)方法和逆转录聚合酶

链反应 (reverse transcription ploymerase chain reac．

tion，RT—PCR)方法检测CXCR4蛋白和mRNA在

大肠腺癌、管状腺瘤和正常肠黏膜组织中的表达情

况，探讨其与大肠腺癌发生、发展及浸润转移的关

系，为大肠腺癌的早期发现、预后判断及寻找可能的

治疗靶点提供可靠的实验依据。

1材料与方法

1．1 IHC标本的收集选取60例手术切除大肠腺

癌患者的癌组织标本(术前均未行放疗和化疗)。其

中男性35例，女性25例；年龄35～84岁，中位年龄

63岁。同期选取其中22例患者的距癌组织6 cm以

远的正常肠黏膜组织和23例内窥镜切除的大肠管

状腺瘤患者的标本(经病理切片证实无增生性及肿

瘤性病变)。

1．2 RT—PCR标本的收集 选择上述同期30例大

肠腺癌患者手术切除后30 min内无污染的新鲜癌

组织，其中男性15例，女性15例；年龄40～84岁，中

位年龄60岁。同时留取15例患者的距癌组织6 cm

以远的正常肠黏膜组织(经病理切片证实无增生性

及肿瘤性改变)。取材后立即置于一180 cC液氮中冷

冻，后迅速移至一80℃低温冰箱内保存备用。所用刀

片、EP管等取材工具均经高温高压消毒、无RNA酶

处理，取材环境相对无污染。

1．3方法

1．3．1 IHC实验方法 采用SP两步法。CXCR4一

抗为兔抗人多克隆抗体(美国R＆D公司，稀释度1：

50)。二抗选用SP9001(北京中山金桥生物技术有限

公司)。实验中以PBS液代替一抗作为阴性对照，以

试剂公司提供的阳性对照片作为阳性对照同批次染

色。

1-3．2 RT—PCR实验方法 按RNArose(上海华舜

生物工程有限公司)使用说明进行RNA提取，按

RT—PCR试剂盒(大连宝生物工程有限公司)说明进

行逆转录和PCR扩增。PCR扩增引物(上海生物工

程有限公司)如下：CXCR4 cDNA引物序列上游：

57一TGCCCTTATCCTGGCTCCTAT一3 7， 下游：5 7一

GGAGTCGATGCTGATCCCAAT一3 7，扩增片断长度：

173 bp；内参GAPDH cDNA引物序列上游：5 7一

TCATGGCTGTGAACCATGACAA一37， 下游：5 7一

GGCATGGACTGTGGTCATGAG一3 7，扩增片断长度：

145 bp。PCR反应程序：94℃预变性1 min，94℃30

s，55℃30 s，72℃1 min，35个循环，最后72℃延伸

10 min。引物扩增产物以2％琼脂糖凝胶电泳分析。

1．4结果判断

1．4．1 IHC结果判断 CXCR4蛋白阳性表达于细

胞质，呈黄色细颗粒状。阳性判断标准：每张切片于

肿瘤区域随机选取10个高倍镜视野(×400，避开大

血管和神经组织)，每个视野按白细胞计数法计数

100个细胞，分别按着色强度和着色细胞数赋分并

求其均值，即按着色强度：所计数细胞无着色为0

分，淡黄色为1分，棕黄色为2分，棕褐色为3分；按

阳性细胞所占百分比：≤5％为0分，6％～25％为1

分，26％～50％为2分，51％～75％为3分，≥76％为4

分。两者积分相乘：O者为阴性(一)，≥1者为阳性，其

中1～3为弱阳性(+)，4～7为阳性(++)，8～12为强阳

性(+++)。

1．4．2 RT—PCR结果判断 CXCR4的RT—PCR产

物(mRNA)凝胶电泳后经凝胶成像分析系统处理分

别出现173 bp的泳动条带，相应内参GAPDH出现

145 bp的泳动条带。应用Quantity 0ne灰度分析软

件检测CxCR4及相应内参GAPDH电泳条带灰度

值。

1．5统计学处理使用SPSS 13．0统计软件进行统

计学分析。IHC方法的等级资料采用非参数统计秩

和检验(Mann—Whitney Test)；RT—PCR实验结果行

独立样本f检验。相关性分析采用Spearman等级相

关性检验，以P<0．05为差异有统计学意义。

2 结果

2．1 IHC染色结果

2．1．1 不同组织中CXCR4蛋白的表达 60例大肠

腺癌患者及其22例患者正常肠黏膜和23例大肠管

状腺瘤患者组织中，CXCR4蛋白表达总体比较差异

有统计学意义(P<0．01)。其中大肠腺癌较大肠管状

腺瘤、正常肠黏膜组织表达增高，差异有统计学意义

(尸均<0．05)；大肠管状腺瘤较正常肠黏膜组织表达

增高，差异有统计学意义(P<0．01)。见表1、图1。

2．1．2大肠腺癌组织中CXCR4蛋白的表达与临床

病理的关系 如表2所示，60例大肠腺癌患者组织

中，CXCR4蛋白的表达与患者的年龄、性别、肿瘤分

化程度无关(尸均>O．05)，但与癌组织浸润深度、淋

巴结转移情况有关，即CXCR4蛋白的表达在癌组织

侵达浆膜组高于侵达黏膜下层和肌层组，两组比较

差异有统计学意义(欠0．05)；在有淋巴结转移组高

于无淋巴结转移组，两组比较差异有统计学意义
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表l CXCR4蛋广I在不同组织中的表达

注：。a与b比较，“b与c比较，“+a与c比较

图l CXCR4蛋白在不同组织中的表达(SP法，200×)

注：A：CXCR4蛋自在正常肠黏膜组织中的表达；B：CXCR4蛋白在大肠管状腺瘤组织中的表达；C：CXCR4蛋自在大肠腺癌组织中的表达

表2 CXCR4蛋白在大肠腺癌中的表达与临床病理的关系

(尸<0．01)。

2．2 RT—PCR实验结果

2．2．1 CXCR4 mRNA在小同组织中表达的比较

如表3所示，30例大肠腺癌患者及其15例患者正

常肠黏膜组织中，CXCR4 mRNA的表达量分别为

0．854±0．213和0．665±0．155，两组比较差异有统计

学意义(￡=3．044，P<0．01)。CXCR4 mRNA在正常的

肠黏膜和大肠腺癌组织中表达的电泳图见图2。

表3 CxCR4mRNA在小同组多{巾表达的比较(艇5)

2．2．2 CXCR4 mRNA在大肠腺癌中的表达与临床

病理的关系 如表4所示，大肠腺癌中，CXCR4

mRNA的表达与患者的性别、年龄、分化程度无关(P

均>0．05)，但与癌组织浸润深度、淋巴结转移情况有

关，即CXCR4 mRNA的表达在癌组织侵达浆膜组高

于侵达黏膜下层和肌层组，两组比较差异有统计学

意义(￡=一2．537，P<0．05)；在有淋巴结转移组高于无

淋巴结转移组，两组比较差异有统计学意义(拄

6．383，P<O．01)。

2．3 CxCR4蛋白和mRNA表达的相关性分析 如

表5所示，经Spea肿an等级相关性分析，CXCR4蛋
白表达和CXCR4 mRNA表达呈正相关(r=0．588，P<

O．01)。

3讨论
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图2 CXCR4 mIlNA往正常肠黏膜和人肠腺艇组织中的表达

注：A：Marhr；B．I)分别为正常肠黏膜和大肠腺癌Ifl(；API)H mR—

NA的表达(145 IlI))；c．E分别为正常肠黏膜和人肠腺癌中cXcR4

mRNA的表达(173 hp)

CXCR4是SDF一1的受体，是一个编码352个

氨基酸且高度保守的G蛋白偶联七次跨膜受体”。。

SDF一1与CXCR4具有高度的亲和力，两者特异性

结合后形成的SDF—l／CXCR4轴足其生物学功能实

现的分子荩础，与细胞lH信息传递、细胞迁移有密切

火系。

本文研究应Hj lHC方法和RT—PCR办法检测

了大肠腺癌和止常肠黏膜组织中CxCR4蛋自及其

mRNA的表达，结果显示CXCR4蚩白及其mRNA

的表达在大肠腺癌组显著高于止常肠黏膜组，II．两

者呈正丰|J关，提示CXCR4可能Ij大肠腺癌的发生有

父。关于CXCR4如何参与了大肠腺癌的发生尚未

见确切报道。Brigati等=2研究发现，幽门螺杆菌感染

的胃黏膜上皮组织内CXC家族的趋化凶子表达增

高，吸引大龟白细胞在局部聚集，白细胞在杀火病原

菌的同时导致胃黏膜的炎性损伤，增JJII了损伤黏膜

的癌变概率。因此推测，CxCR4作为趋化凶子家族

的蕈要成员，其分泌增高，在调节白细胞参与组织损

表5 CXCR4蛋白与(：XCR4 mRNA表达的丰H关·陀

伤修复的同时，可能进一步导致某些组织细胞的肿

瘤性损伤。另外，SDF一1和CXCR4结合激活MAPK

及PI一3K通路，l叮能在细胞的过度增殖分化及抗凋

亡巾发挥作用13。这些机制都有待于进一步探讨。

另外本文对CXCR4与大肠腺癌的浸润、转移相

关性研究发现，CXCR4的表达与患者的年龄、性别

及癌组织的分化程度无关，而与痛组织的浸润深度、

淋巴结转移情况有火，提示CXCR4参与r大肠腺癌

的浸润、转移。Schimanski等-4研究发现有肝脏和淋

巴结转移的人肠腺癌组织中CxCR4表达增高，支持

本实验结果。

关于CXCR4促进人肠腺癌浸润、转移的机制町

能是：(1)加速细胞外基质降解，促进肿瘤细胞的浸

润、转移。CXCR4卜j SDF～．结合后ll『使肿瘤细胞分

泌更多的摹质金属蛋白酶(matrix metalloprotainases，

MMP)，如MMP一215j和MMP一9-6，陔作用口f能与NF—

KB牛H关通路关联m’7l。MMP能降解Ⅳ型、V型胶原和

层黏连蛋白等，破坏细胞外基质及基底膜的完整性：

肿瘤细胞沿着降解、缺欠的细胞外基质和基底膜向

剧同组织迁徙，是肿瘤浸润、转移的必备条件。(2)诱

导细胞骨架重排，促进肿瘤细胞的运动迁移，：肿瘤细

胞I：的受体CXCR4与SDF一1结合后可激活细胞农

面的整合素8，进而激活黏附斑激酶(focal adhesion

kinase，FAK)，FAK活化后激活一系列肌动蛋白结合

蛋白(如辅肌动蛋白、黏附斑蛋白、张力蛋白等)，使

表4 CXCR4 m|lNA在大肠腺癌-lt的表达1j临床病理的火系
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