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Abstract
AIM: To determine the expression status of 
chemokine receptor CXCR4 in gastrointestinal 
cancer and to explore its role in gastrointestinal 
carcinogenesis.

METHODS: Real-time PCR was used to detect 
mRNA expression of CXCR4 in gastrointestinal 
cancer samples. Reverse-transcription PCR (RT-
PCR) and Western blot were used to determine 
the expression of CXCR4 in gastrointestinal can-
cer cell lines.

RESULTS: Level of CXCR4 mRNA  was sig-
nificantly higher in 24 colorectal cancer samples 
than in matched normal tissues (P < 0.001). Level 
of CXCR4 mRNA was also significantly higher 
in 30 gastric cancer samples than in matched 
normal tissues (P < 0.001). Both CXCR4 mRNA 

and CXCR4 protein were expressed strongly in 
colon cell lines HT-29 and SW-480, and gastric 
cell lines SGC-7901 and AGS. CXCR4 expression 
was correlated significantly with staging and 
lymph node metastasis in gastric cancers (P = 0.01 
and P = 0.02, respectively).

CONCLUSION: CXCR4 is over-expressed in 
gastrointestinal cancers, and plays a role in gas-
trointestinal carcinogenesis.
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摘要
目的: 检测CXCR4在胃肠道肿瘤中的表达状
态, 探讨CXCR4在胃肠道肿瘤发病中的作用. 

方法: 采用即时定量PCR(Real-time PCR)检测
胃肠道肿瘤标本中CXCR4的表达. 采用逆转
录PCR(RT-PCR)和Western blot检测CXCR4在
胃肠道肿瘤细胞系中的表达. 

结果: CXCR4 mRNA在24例结直肠癌组织标
本的表达水平显著高于其配对的癌旁正常
组织(P <0.001). CXCR4 mRNA在30例胃癌组
织标本中的表达水平亦显著高于其配对的
癌旁正常组织(P <0.001). CXCR4 mRNA和蛋
白质在结肠癌细胞系HT-29和SW-480及胃癌
细胞系SGC-7901和AGS中均存在明显表达. 
CXCR4表达与胃癌患者分期及淋巴结转移状
态具有相关性(P  = 0.01, 0.02).

结论: CXCR4在胃肠道肿瘤中存在过度表达, 
其参与了胃肠道肿瘤的发病过程.
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■背景资料
肿瘤细胞表面可
表达趋化因子受
体. 这些肿瘤细胞
在趋化物质的作
用下, 亦可出现定
向的趋化运动, 并
导致肿瘤出现转
移.
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0  引言

胃肠道肿瘤是人类常见的肿瘤之一, 一直具有

较高的发病率和致死率, 而较早出现转移则是

导致胃肠道肿瘤不良预后的重要原因. 研究显

示趋化因子及趋化因子受体在胃肠道肿瘤的发

生发展过程中具有重要作用. 趋化因子受体是

七次跨膜受体, 其家族根据氨基酸序列可分为

四种类型, 即CR, CCR, CXCR和CX3CR. 由于白

细胞表面能够表达趋化因子受体, 因此在趋化

因子的作用下, 白细胞可发生定向的趋化运动, 
参与炎症的发展过程. 

近些年研究发现, 肿瘤细胞表面亦可表达

趋化因子受体. 这些肿瘤细胞在趋化物质的作

用下, 亦可出现定向的趋化运动, 并导致肿瘤出

现转移. 目前研究显示趋化因子受体CXCR4[1-5]

和CCR7[6-10]在多种肿瘤中存在过度表达, 表明

这些趋化因子受体参与了肿瘤的发生发展过程. 
本文将对胃肠道肿瘤中CXCR4的表达情况进行

检测, 以探讨CXCR4在胃肠道肿瘤发生发展中

的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 结直肠癌及相应的癌旁正常组织标本

各24例, 胃癌及相应的癌旁正常组织标本各30
例, 均来自于中国医科大学附属盛京医院. 标本

获取后即冷冻于液氮之中, 并保存在-80℃条件

下备用. 采用HE染色确定肿瘤标本主要由肿瘤

组织构成, 癌旁正常组织没有肿瘤细胞浸润. 人
类结肠癌细胞系HT-29和SW-480, 胃癌细胞系

SGC-7901和AGS购自于南京凯基(KeyGen)生物

科技发展公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养 :  细胞系H T-29、S W-480、
SGC-7901和AGS培养于RPMI 1640培养基中, 其
中含有100 mL/L肽牛血清, 青霉素(100 IU/mL)
及链霉素(100 mg/L), 于37℃下置于含有50 mL/L 
CO2的培养箱中.
1.2.2 RNA提取和逆转录PCR反应: 采用TRIzol
试剂(TaKaRa公司)进行RNA提取, 具体步骤参

照其说明书进行. 采用随机9引物和AMV逆转录

酶进行逆转录反应. 反应体系共10 μL, 逆转录反

应条件: 30℃, 10 min; 42℃, 25 min; 99℃, 5 min; 
5℃, 5 min, 共1个循环. PCR总反应体系40 μL, 
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反应条件为: 94℃, 2 min, 1个循环. 94℃, 30 s; 
59℃, 30 s; 72℃, 2 min, 共30个循环. CXCR4基
因引物序列参见文献[5]. 内参基因GADPH的引

物序列为正义: 5'-GGGAAACTGTGGCGTGAT-
3'; 反义: 5'-AAAGGTGGAGGAGTGGGT-3'.
1.2.3 即时定量逆转录-RCR反应: 采用Ligh t 
Cycler system及LightCycler DNA Master SYBR 
GreenⅠ试剂盒(Roche Diagnostics)进行即时

定量逆转录PCR反应. 反应总体系为20 μL, 包
括25 mmol/L MgCl2, 10 μmol/L forward引物,  
10 μmol/L reverse引物, 2 μL LightCycler DNA 
Master SYBR GreenⅠ和2 μL cDNA. 采用比较

CT值方法来定量基因表达, 即通过比较靶基因

的CT值与内参基因GAPDH的CT值计算相对表

达量. CXCR4与GAPDH引物序列同上. 
1.2.4 Western blot: 使用裂解液裂解细胞, 收集

样品蛋白. 取蛋白20 μg, 加入适量浓缩的SDS-
PAGE蛋白上样缓冲液, 沸水浴加热3-5 min, 以
充分变性蛋白. 冷却到室温后, 把蛋白样品直接

上样到SDS-PAGE胶加样孔内, 进行凝胶电泳. 
常规转膜. 将膜洗涤后, 用真空泵吸净洗涤液. 
加入封闭液, 4℃过夜. 按1∶1000稀释CXCR4多
克隆抗体(武汉博士得公司). 用真空泵吸净封闭

液, 加入一抗. 4℃孵育过夜. 按1∶1000稀释加

辣根过氧化物酶标记兔抗羊Ⅱ抗(武汉博士得公

司). 吸净洗涤液以后, 加入二抗, 4℃孵育1 h.
统计学处理 统计分析采用SPSS13.0进行. 

肿瘤组织与癌旁正常组织之间比较采用Mann-
Whitney U-test. 采用Fisher's exact检验分析

CXCR4表达与胃癌患者临床病理特征之间的相

关性. P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 CXCR4在胃肠道肿瘤标本及其癌旁正常组

织标本中的表达 采用Real-time PCR对CXCR4 
mRNA在胃肠道肿瘤组织及癌旁正常组织中的

表达状态进行检测. 结果显示CXCR4 mRNA在

结直肠癌组织中表达显著高于癌旁正常组织, 
两者相差14.4倍(P <0.001). CXCR4 mRNA在胃

癌组织中表达亦显著高于癌旁正常组织, 两者

相差9.8倍(P <0.001, 图1).
2.2 CXCR4在胃肠道肿瘤细胞系中的表达 采用

RT-PCR技术对CXCR4 mRNA在胃肠道肿瘤细

胞系HT-29、SW-480、SGC-7901和AGS中表

达情况进行检测. 结果显示CXCR4在这些肿瘤

细胞中均有明显表达(图2). 采用Western blot技
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■创新盘点
本 文 采 用 即 时
定量PCR技术对
CXCR4在胃肠道
肿瘤中的表达进
行了定量检测, 同
时对部分胃肠道
肿瘤细胞系也进
行了研究, 故而全
面、准确地探讨
了CXCR4在胃肠
道肿瘤中的表达
状况及其在胃肠
道肿瘤发展过程
中的作用. 
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术对CXCR4蛋白在胃肠道肿瘤细胞系HT-29、
SW-480、SGC-7901和AGS中表达情况进行检

测. 结果显示CXCR4蛋白在这些肿瘤细胞中亦

均有明显表达(图3).
2.3 CXCR4表达与胃癌临床病理特征之间的相

关性 肿瘤组织中CXCR4 mRNA表达水平为正

常组织平均CXCR4 mRNA表达水平5倍以上时

被定义为CXCR4表达阳性. 采用Fisher's检验, 我
们对CXCR4表达与胃癌患者的临床病理特征之

间的相关性进行分析. 按诊断时年龄进行年龄

分组, >50为一组, ≤50为一组; 淋巴结转移状况

按是否有转移进行分组; 在肿瘤分期上, 将T1和
T2分为一组, T3和T4分为另一组; 组织类型上肠

型为一组, 弥漫型为另一组. 结果显示, CXCR4
表达与胃癌患者年龄、性别及组织类型均无相

关性, 而与肿瘤分期(P  = 0.01)、淋巴结转移情

况(P = 0.02)具有相关性(表1).

3  讨论

胃肠道肿瘤是人类常见的肿瘤之一, 在我国一

直具有较高的发病率和致死率. 胃肠道恶性肿

瘤发病的分子机制非常复杂, 涉及到多重基因

突变或表达改变, 其中包括抑癌基因失活和原

癌基因激活等. 这些基因表达改变导致细胞增

殖过度和凋亡减弱, 从而导致细胞出现失控性

生长. 在临床上, 部分胃肠道恶性肿瘤较早出现

转移, 进展迅速, 增加了治疗难度, 导致预后不

良. 研究发现, 这些肿瘤细胞表面常常出现了部

分趋化因子或趋化因子受体的过度表达, 提示

这些趋化因子及其受体参与了胃肠道肿瘤的发

展过程. 
趋化因子受体家族根据氨基酸序列可分为

四种类型, 即CR, CCR, CXCR和CX3CR. 由于

白细胞对某种特殊趋化因子的反应能力依赖

于其细胞表面所表达的趋化因子受体. 在趋化

因子受体作用下, 白细胞向趋化因子所在部位

进行运动, 参与炎症的发展过程. 近些年研究发

现, 肿瘤细胞表面亦可表达趋化因子受体, 这些

受体包括CXCR4、CXCR3[11-12]、CCR10[13]、

CCR9[14-15]、CCR7、CCR4[16]和CCR3[17]等. 其中

CXCR4的研究最为广泛, 其已被发现参与了多

种肿瘤的发病过程. 研究显示CCL21(一种CCR7
配体)和CXCL12(一种CXCR4配体)在淋巴结、

肺和肝脏等组织中高度表达, 故表达CCR7和
CXCR4的肿瘤常常转移到这些部位. 

在本研究中 ,  我们对C X C R4在胃肠道肿

瘤中的表达情况进行了研究. 我们采用即时定

表  1  胃癌患者CXCR4表达与临床病理特征相关性

     
因素                                n 	      CXCR4(+)	    P

性别					     0.32

    男		     21	           15		

    女		       9	             6

年龄(诊断时)     				    0.29

    >50		     18	           12		

    ≤50		     12	             9

分期					     0.01

    T1T2		     12	             5		

    T3T4		     18	           16

淋巴结转移情况				    0.02

    N0		     13	             6		

    N1-N3		    17	           15

组织类型					     0.27

    肠型		     11	             7		   

    弥漫型		    19	           14

1           2            3           4

CXCR4

GAPDH

图  2  CXCR4 mRNA在细胞系中表达. 1: HT-29; 2: SW- 

480; 3: SGC-7901; AGS; 4: β-actin.

图  3  CXCR4蛋白在细胞系中的表达. HT-29 1: HT-29; 2: 

SW-480; 3: SGC-7901; AGS; 4: β-actin.
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图  1  CXCR4 mRNA在肿瘤组织和癌旁正常组织中的表达. 
bP<0.001 vs  正常组织.
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量P C R对肿瘤组织及其配对的癌旁正常组织

中CXCR4 mRNA进行了定量检测. 结果显示

CXCR4在结直肠癌组织标本及胃癌组织标本

中均出现过度表达, 其表达量均显著高于其配

对的癌旁正常组织. 同时在对部分结肠癌及胃

癌细胞系的研究中亦发现, CXCR4 mRNA和

CXCR4蛋白在这些胃肠道肿瘤细胞系中均存在

明显表达. 在对CXCR4表达与胃癌患者临床病

理特征之间的相关性分析中发现, CXCR4表达

与胃癌患者分期及淋巴结转移中具有相关性. 
综合以上结果显示, CXCR4在胃肠道肿瘤中存

在过度表达. 结果提示CXCR4的过度表达, 可能

促进胃肠道肿瘤较早发生转移, 从而加速了胃

肠道肿瘤的进展过程. 
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