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sion of CXCR4 and CXCL12 were also markedly 
higher than those in those without metastasis 
(CXCR4: 3.9 ± 0.5 vs 2.2 ± 0.3, P < 0.05; CXCL12: 
3.6 ± 0.5 vs 2.4 ± 0.3, P < 0.05). The over-expres-
sion of CXCR4 and CXCL12 proteins were cor-
related with TNM staging, and they were highly 
elevated in colorectal cancer at Ⅲ and Ⅳ stages 
as compared with those at Ⅰ and Ⅱ stages 
(CXCR4: 3.4 ± 0.6 vs 1.8 ± 0.3, P < 0.05; CXCL12: 
3.6 ± 0.5 vs 1.8 ± 0.4, P < 0.05).

CONCLUSION: Over-expression of CXCR4/
CXCL12 plays an important role in the hepatic 
metastasis of colorectal carcinoma.

Key Words: Colorectal neoplasm; Signal transduc-
tion; Chemokine; Metastasis
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摘要
目的: 探讨CXCR4/CXCL12在结直肠癌肝转
移中的作用. 

方法: 应用Western blot检测60例结直肠癌患
者标本中肿瘤组织、邻近正常黏膜以及肝转
移组织中CXCR4/CXCL12通路成员的表达情
况, 免疫组织化学法检测CXCR4/CXCL12在
细胞水平的分布. 

结果: 与正常组织相比 ,  结直肠癌组织中
CXCR4/CXCL12表达水平明显增高(P <0.05); 
与原发肿瘤相比, 10例肝转移组织中CXCR4/
CXCL12表达增高(CXCR4: 3.9±0.5 vs  2.2±
0.3, P <0.05; CXCL12: 3.6±0.5 vs  2.4±0.3, 
P <0.05); TNM Ⅲ、Ⅳ分期CXCR4/CXCL12表
达水平比Ⅰ、Ⅱ分期显著增加有关(CXCR4: 
3.4±0.6 vs  1.8±0.3, P <0.05; CXCL12: 3.6±
0.5 vs  1.8±0.4, P <0.05).

结论: 趋化因子受体CXCR4/CXCL12在原发
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Abstract
AIM: To investigate the potential role of 
chemokine receptor CXCR4/CXCL12 signal 
transduction pathway in hepatic metastasis of 
colorectal carcinoma.

METHODS: CXCR4 and CXCL12 expression 
were detected in tissue samples from 60 patients 
with colorectal carcinoma representing various 
clinicopathological parameters by Western blot 
analysis�.

RESULTS: The levels of CXCR4 and CXCL12 
proteins expression were increased significantly 
in colorectal cancer as compared with those in 
the adjacent normal mucosa (P < 0.05). In the 10 
patients with lymph node metastasis, the expres-

■背景资料
趋化因子CXCR4/
C X C L 1 2 与 肺
癌、鼻咽癌及乳
腺癌等多种肿瘤
的远处转移密切
相 关 ,  但 是 关 于
CXCR4/CXCL12
在结直肠癌肝转
移过程中的作用
还有待进一步研
究.
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结直肠癌与肝转移组织中呈高表达, CXCR4/
CXCL12信号转导通路可能在结直肠癌肝转
移过程中起一定作用.
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0  引言

结直肠癌是消化道常见恶性肿瘤, 自1970年代

其发病率在我国城市地区迅速升高. 尽管在结

直肠癌综合治疗方面取得了许多进展, 但是5 a
生存率仍然徘徊在50%-60%左右, 40%-50%的

患者会在5 a内发生肝转移[1-3]. 结直肠癌的远处

转移主要通过血管与淋巴管的机械运输作用, 
但是越来越多的证据表明趋化因子参与了肿

瘤的远处转移[4-6]. 我们检测60例结直肠癌标本

中趋化因子受体CXCR4/CXCL12的表达, 提示

CXCR4/CXCL12信号转导通路成员高表达可能

在结直肠癌肝转移中起到一定作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 We s t e r n b l o t中用的P V D F膜购自

Mil l ipore公司, 显影用的胶片购自柯达公司. 
所有抗体购自Santa Cruz公司. 预染标准分子

质量蛋白购自GIBCO/BRL公司. ECL化学发

光试剂盒购自Amersham公司. 浓缩蛋白分析

液购自Bio-Rad公司. 其他试剂均为分子生物

学纯度购自Sigma公司. 北京市海淀医院外科

2003-12/2005-12经手术切除的结直肠癌标本60
例, 于手术切除肿瘤后15-20 min内采集结直肠

癌组织、邻近正常肠黏膜组织以及同期手术切

除的肝转移组织, 立即置于液氮中保存. 患者在

手术前未接收化疗或者放疗并且签署知情同意

书. 临床病理资料完整(表1). 肿瘤分期按照国际

抗癌联盟(UICC)的TNM分期.
1.2 方法 组织于裂解缓冲液中裂解(150 mmol/L 
NaCl; 10 g/L过氧胆酸钠; 10 g/L Triniton X-100; 
1 g/L十二烷基磺酸钠; 10 mmol/L Tris, pH 7.2; 
1 m m o l/L正钒酸钠; 1 m m o l/L苯甲磺酰氟; 
1 mmol/L氟化钠; 0.1 mmol/L抑肽酶, 1 mmol/L
亮抑蛋白酶肽). 裂解液在4℃条件下13 000 r/
min离心30 min. 蛋白浓度测定Bradford法: 以牛

血清蛋白(BSA)作为标准品, 根据蛋白定量试剂

盒(美国Bio-Rad公司)说明绘制蛋白定量标准曲

线, 用分光光度计595 nm下测光密度值, 计算提

取液蛋白浓度. 
1.2.1 Western blot 将蛋白提取物与2×十二烷基

磺酸钠(SDS)上样缓冲液按1∶1混合(125 mmol/
L Tr is·HCl, pH 6.8; 40 g/L十二烷基磺酸钠; 
200 mL/L甘油; 100 g/L 2-巯基乙醇)后100℃水

浴下加热5 min. 取总蛋白50 μg, 10%聚丙烯酰

胺凝胶电泳分离后电转移到PVDF膜上. 电泳时

在聚丙烯酰胺凝胶中加入预染标准分子质量蛋

白作为指示. 转膜后用TBST缓冲液(10 mmol/L 
Tris·HCl, pH 7.5, 150 mmol/L氯化钠, 5 g/L 
Tween-20)与50 g/L牛血清白蛋白封闭30 min. 
封闭后, 加入一抗CXCR4与CXCL12, 工作浓度

1∶1000, GAPDH作为内参照, 于4℃条件下孵

育过夜, 用TBST(每次5 min)洗膜后, 与辣根过

氧化物酶结合的二抗孵育30 min, 工作浓度1∶
1000. 然后用ECL化学发光试剂盒检测杂交信

号. 用PhosphoImager图像分析仪(美国Molecular 
Dynamics公司)测定条带的吸光度(A值), 以A值

代表蛋白的相对表达量. 

     

表  1  60例结直肠癌患者临床病理特征

临床病理特征	                                                   n  (%)

性别	                          男	                          32 (53.3)  

	                          女	                          28 (46.7)  

年龄 (岁)	                          范围	                         27-81     

	                          平均	                         60.5      

	                          中位	                         65.0      

原发部位	                          结肠	                         31 (51.7)  

	                          直肠	                         29 (48.3)  

TNM分期	                         Ⅰ	                            3 (5.0)  

	                          Ⅱ	                          28 (46.7)  

	                          Ⅲ                             19 (31.7)  

	                          Ⅳ	                          10 (16.7)  

浸润深度与淋巴结转移     T1-T2 N0                   6 (10.0)  

	                          T3-T4 N0	          25 (41.7)  

	                          T1-T2 N1-2N2        17 (28.3)  

	                          T3-T4 N1-N2	         12 (20.0)  

远处转移	                          M0	                          50 (83.3)  

	                          M1	                          10 (16.7)  

组织学分化	          G1	                          16 (26.7)  

	                          G2	                          30 (50.0)  

	                          G3	                          14 (23.3)  

肿瘤大小	                          >5 cm	          25 (41.7)  

	                         ≤5 cm	          35 (58.3)

G1: 高分化肿瘤; G2: 中分化肿瘤; G3: 低分化肿瘤; M0: 无远处
转移; M1: 有远处转移.

■研发前沿
趋化因子受体影
响肿瘤细胞的转
移机制是近期研
究的重点.
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1.2.2 免疫组织化学法 组织标本经石蜡包埋后

切成5 μm厚, 附着于载玻片上, 空气中干燥, 然
后烤箱中60℃加热2 h. 二甲苯中脱腊后经梯

度乙醇水化, 用3 mL/L的过氧化氢-甲醇溶液抑

制内源性过氧化物酶. 进行抗原修复: 切片在

10 mM枸橼酸缓冲液(pH 6.0)中加热10 min后, 
用PBS(pH 7.4)缓冲液清洗并使切片冷却, 然后

与5%的血清在湿盒内室温下孵育30 min阻断非

特异结合位点. 切片分别与一抗(CXCR4抗体, 1
∶75稀释)、二抗(生物素标记IgG, 1∶400稀释)
及辣根过氧化物酶(HRP)标记的链霉素亲和素

复合物(1∶400稀释)孵育, DAB显色, 苏木素复

染, 阴性对照用TBS替换一抗. 
统计学处理 用SPSS 12.0软件完成. 采用t检

验分析与Pearson相关性分析, P <0.05时表示差

异有显著性.

2  结果

CXCR4与CXCL12在结直肠癌组织中表达明

显升高(P <0.05). CXCR4与CXCL12在肝转移

组织中表达高于原发肿瘤(图1, 2). CXCR4与
CXCL12表达与TNM分期有关(P <0.05, 表2). 
CXCR4与CXCL12主要在胞质中表达, 结直肠癌质中表达, 结直肠癌中表达, 结直肠癌

肝转移组织中呈高表达(图3). 经Pearson相关性

分析显示CXCR4与CXCL12在结直肠癌组织中

表达情况呈线性相关(r  = 0.523, P <0.05).

3  讨论

趋化因子(chemokines)是一类最早发现与免疫细

胞具有控制细胞向炎症定向迁移的细胞因子[7-9]. 
趋化因子的功能由相应受体介导, 两者的相互

作用控制着各种免疫细胞在循环系统与组织器

官之间的定向迁移. 因此趋化因子与受体在调

控免疫细胞分化、发育及定向迁移过程中起重

■创新盘点
本文研究的C X -
CR4/CXCL12通
路在肿瘤远处转
移中的作用机制
是目前研究发展
的趋势.

图  3  结直肠癌肝转移组织中CXCR4与配体CXCL12的表达
(SP×100). A: CXCR4; B: CXCL12.

     

表  2  CXCR4/CXCL12与结直肠癌临床病理特征的关系
(mean±SD)

临床病理特征	        n 	        CXCR4            CXCL12

性别	 男	      32	     2.9±0.3        2.7±0.4

	 女	      28	     2.6±0.4        2.5±0.3

年龄	 ≥65	      26	     2.5±0.4        2.8±0.4

	 <65	      34	     2.7±0.3        2.4±0.3

分期	 Ⅲ+Ⅳ	      29	     3.4±0.6        3.6±0.5

	 Ⅰ+Ⅱ	      31	     1.8±0.3a       1.8±0.4a

分化	 好	      16	     2.6±0.3        2.3±0.3

	 中	      30	     2.8±0.4        2.4±0.3

	 差	      14	     3.4±0.5        3.4±0.4

远处转移	 有	      10	     3.9±0.5        3.6±0.5

	 无	      50	     2.2±0.3        2.4±0.3

肿瘤大小	 ≥5 cm	      25	     2.9±0.6        3.0±0.5

	  <5 cm	      35	     2.4±0.5        2.2±0.3

aP<0.05, Ⅰ+Ⅱ vs Ⅲ+Ⅳ.

图  2  结直肠癌组织与肝转移组织中CXCR4与配体CXCL12
的表达(Western blot). T: 结直肠癌组织; N: 正常肠黏膜组织; 
L: 肝转移组织.

   T1         N1        L1        T2        N2        L2

CXCR4

CXCL12

GAPDH

A

B

图  1  结直肠癌组织CXCR4与配体CXCL12的表达(Western 
blot). T: 结直肠癌组织; N: 正常肠黏膜组织.

  T1    N1      T2      N2     T3     N3     T4     N4

CXCR4

CXCL12

GAPDH
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要作用[4]. 目前已经发现几十种趋化因子, 根据

半胱氨酸残基位置不同, 趋化因子分为4个亚族: 
C、CC、CXC与CX3C, 相应的受体称为CR、

CCR、CXCR与CX3CR[10-12]. 趋化因子与靶细

胞表面G蛋白耦联受体结合通过信号转导激活

PKC激酶、Ras与Rho家族成员, 在细胞生长、

黏附及定向迁移中起重要作用. 近年来研究显

示, 趋化因子及其受体不仅表达于免疫细胞, 在
某些肿瘤细胞也呈高表达, 并且与肿瘤转移密

切相关[13-15]. 某些趋化因子不仅可以直接刺激肿

瘤细胞生长, 还可以通过促进血管新生而间接

促进肿瘤生长. 趋化因子表达在不同肿瘤中差

异很大, 因此其转移情况也不尽相同[16-18]. 
肿瘤细胞通过分泌 I L - 8 、 G C P - 2 、

G RO-β、G RO-γ等趋化因子可以募集嗜中性

白细胞激活蛋白激酶 ,  降解细胞外基质促进

肿瘤细胞转移[19-22]. 研究表明CXCR4及其配体

CXCL12与肿瘤转移关系密切, 部分乳腺癌细

胞中CXCR4表达异常增高, 应用CXCR4抑制剂

(合成14肽TN140)可以明显下调乳腺癌细胞中

CXCR4表达, 从而抑制动物模型中乳腺癌转移

发生[23-25]. 在严重联合免疫缺陷(SCID)的小鼠用

抗CXCR4的单克隆抗体能有效地抑制人乳腺癌

移植瘤(MDA-MB-231)的肺部转移, 提示趋化因

子及受体同步高表达在决定乳腺癌器官特异性

转移的部位上起着关键的作用. Kato et al [26]对

79例手术切除的乳腺浸润性导管癌组织进行的

研究表明, 所有患者的癌组织均表达CXCR4, 其
中高表达尤其是局灶性高表达者伴有广泛的淋

巴结转移, 提示CXCR4可能在乳腺癌淋巴转移

中起促进作用. 使用CXCR4拮抗剂T140或通过

RNA干扰技术抑制CXCR4基因均可抑制乳腺癌

细胞在体外的迁移反应[27-28]. 而CXCR4/CXCL12
通路与结直肠癌的发生以及远处转移的关系尚

不清楚[29-30]. 我们发现CXCR4/CXCL12在结直

肠癌组织中高表达, 分别为正常黏膜的2.72与
2.61倍, 在同时具有原发肿瘤与肝转移标本的

10例患者中, CXCR4在肝转移中的表达均高于

原发肿瘤(10/10), 但是统计学未发现明显差异, 
可能与标本例数少有关系. 研究显示, 肝细胞中

CXCR4特异性配体CXCL12表达升高, 而高表达

CXCL12的肝细胞可能成为表达CXCR4的肿瘤

细胞靶点. 阻断CXCR4特异性配体CXCL12可以

下调结肠癌细胞CT226表面CXCR4表达, 导致

肿瘤细胞向肝、肺转移的数量显著减少或被完

全阻断. 

目前对于CXCR4信号转导通路在癌细胞

转移的细胞生物学行为以及细胞内某些相关

分子的改变取得了初步进展. CXCR4与其配体

CXCL12结合后可引起肿瘤细胞内骨架蛋白的

聚合与再分布, 随后调节细胞的运动和迁移. 在
结直肠癌中, 趋化因子受体CXCR4可能辅助肿

瘤细胞远处转移至肝脏. CXCR4通路可能成为

判断患者转移或者复发的重要指标, 这将有助

于完善结直肠癌的分期系统, 并且有助于筛选

结直肠癌治疗的靶基因[31-32]. 
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