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■背景资料
肝门部胆管癌术
后 复 发 率 高 ,  且
主要沿胆管壁血
管、神经、淋巴
结局部转移很少
远处转移, 前期研
究发现肝门部胆
管癌高表达CCR7
且CCL21-CCR7可
诱导肿瘤转移, 因
此, 此研究CCL21-
CCR7诱导肝门部
胆管癌转移具有
重要意义. 
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Abstract
AIM: To explore whether chemokine receptor 
CCR7 promotes QBC939 cell proliferation, mi-
gration and invasion by inducing vasculogenic 
mimicry formation as well as the underlying 
mechanisms. 

METHODS: Vasculogenic mimicry in QBC939 

cells was tested by three-dimensional cell culture. 
Cell migration capabilities of groups of cells were 
detected by scratch test and Transwell chamber 
assay. Boyden chamber assay was used to detect 
the impact of CCL21-CCR7 on the invasive ability 
of QBC939 cells in vitro. MTT assay was used to 
detect the effect of CCL21-CCR7 on proliferation 
of QBC939 cells. The expression of CCR7 and the 
related six genes (Twist1, GAPDH, IL-8, VEGF, 
PDEF, PDCD4) in three groups of cells was de-
tected by real-time PCR. All data were analyzed 
by analysis of variance and LSD-t test. 

RESULTS: Compared with control cells, VM 
formation ability and cell proliferation were 
strengthened significantly in cells overexpress-
ing CCR7 (t = 3.104, P < 0.05) and reduced in 
CCR7 silenced cells (t = 2.971, P < 0.05). Com-
pared with control cells, cell migration capabili-
ties were significantly increased in cells overex-
pressing CCR7 (Transwell: t = 2.652; Boyden: t 
= 2.967, P < 0.05) and reduced in CCR7-silenced 
cells (Transwell: t = 2.691; Boyden: t = 2.330, 
P < 0.05). Addition of CCL21 in control cells 
and cells overexpressing CCR7 significantly 
increased cell migration capabilities. Real-time 
PCR showed that the expression patterns of 
Twist1 in three groups of cells were consistent 
with those of CCR7.

CONCLUSION: Differential expression of 
CCL21-CCR7 has an effect on the formation of 
vasculogenic mimicry and can change bile duct 
cancer cell proliferation, migration and invasion, 
possibly through epithelial-mesenchymal trans-
formation mediated by Twist1.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
目 前 研 究 发 现
CCL21-CCR7与
胃癌、结肠癌淋
巴 转 移 密 切 相
关 ,  在 肝 癌、肺
癌、头颈部鳞状
细胞癌及食管癌
中也证实CCL21-
C C R 7 与 肿 瘤 复
发和淋巴结转移
有 关 ,  但 在 肝 门
部胆管癌中作用
及其作用途径和
机 制 如 何 ,  需 要
进一步研究. 
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摘要 
目的: 探讨趋化因子受体CCR7诱导血管生成
拟态形成促进了QBC939细胞的增殖、迁移
和侵袭以及CCR7作用的信号途径. 

方法: 应用三维细胞培养检测各组QBC939
细胞中血管生成拟态形成; 细胞划痕实验、

Transwel l小室和Boyden小室检测CCL21-
CCR7对QBC939细胞体外迁移、侵袭能力
的影响; 应用M T T法检测C C L21-C C R7对
QBC939细胞增殖能力的影响. Real-time PCR
检测三组细胞株中 C C R 7 及相关 6 个基因
Twist1 /GAPDH /IL-8 /VEGF /PDEF /PDCD4的
表达. 方差分析后组间比较采用LSD-t检验. 

结果: 与对照组相比, CCR7过表达组形成VM
能力和细胞增殖明显增强(t = 3.104, P <0.05), 
而在CCR7沉默表达组形成VM和细胞增殖能
力减弱(t = 2.971, P <0.05), 3组不同CCR7表达
组加入CCL21形成VM和细胞增殖能力没有
变化. 划痕实验、Transwell小室和Boyden小
室测定细胞的运动、迁移和侵袭能力得到的
结果一致, 与对照组相比, CCR7过表达组爬
行能力、穿膜细胞数量明显增加(Transwell: 
t = 2.652; Boyden: t = 2.967, P <0.05), 而CCR7
沉 默 组 爬 行 能 力、穿 膜 细 胞 数 量 明 显 减
少(Transwell: t = 2.691; Boyden: t  = 2.330, 
P <0.05); 在对照组和C C R7过表达组加入
CCL21后爬行能力、穿膜细胞数量明显增加. 
qPCR检测发现, Twist1基因在3组细胞中的变
化趋势同CCR7的变化一致. 

结论: CCL21-CCR7生物学轴的不同表达影响
了血管生成拟态的形成, 从而使胆管癌细胞的
增殖能力、迁移和侵袭能力改变; CCR7影响
VM形成、细胞增殖、迁移和侵袭的信号途径
可能是通过Twist1的上皮-间质转化来实现的. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示：肝门部胆管癌术后肝门区和肝脏的

转移率及复发率很高, 血管生成拟态是肝门部

胆管癌发生微转移的重要途径, CCL21-CCR7是

一种重要的引诱物、在肿瘤淋巴归巢、血管生

成及神经浸润方面有一定的作用, 本研究观察

CCR7的不同表达对胆管癌的和血管生成拟态形

成、增殖、迁移和侵袭的影响, 并探讨CCR7诱

导血管生成拟态形成的分子信号途径. 为肝门部

胆管癌临床治疗提供一定的基础. 
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0  引言

肝门部胆管癌行根治性切除后肝门区和肝脏的

转移率及复发率很高[1]. 肿瘤转移的发生不是随

机的, 而是有转移途径的倾向性. 血管生成拟态

是肝门部胆管癌发生微转移的重要途径. 血管生

成拟态是指没有血管内皮细胞的参与, 肿瘤细胞

形成输送血液的管道系统[2]. 肿瘤的转移和复发

是由趋化因子、黏附因子等诸多因素共同调节

的结果[3], 而CCL21-CCR7是一种重要的引诱物, 
配体CCL21属于CC类趋化因子; CCR7是1998年
由Yashida等[4]在EB病毒感染的B细胞中发现的, 
是CCL21的高亲合力受体. CCL21-CCR7生物学

轴在肿瘤淋巴归巢、血管生成及神经浸润方面

有一定的作用, 并且可以调控其他趋化因子的分

泌[5]. 本实验应用带有CCR7高表达、沉默表达和

正常表达的QBC939细胞进行实验, 观察CCR7的
不同表达对胆管癌的和血管生成拟态形成、增

殖、迁移和侵袭的影响, 并初步探讨CCR7诱导

血管生成拟态形成的分子信号途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 Transwell迁移小室和Boyden侵袭小室

均购自美国BD公司; MTT检测试剂盒购自美国

Promega公司; SYBR Green Master Mix购自美

国Kapa公司. CCR7引物由中国宝生物工程有限

公司合成; Twist1、GAPDH、白介素-8(interleu-
kin-8, IL-8)、血管内皮生长因子(vascular endo-
thelial growth factor, VEGF)、PDEF、PDCD4引
物由美国Invitrogen公司合成; 人胆管癌细胞株

QBC939由中国人民解放军第三军医大学西南医

院肝胆外科研究所王曙光教授惠赠, DMEM完全

培养基培养细胞. 
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养及实验分组: 构建CCR7高表达和

沉默表达质粒后转染QBC939细胞, 筛选各组表

达不同质粒的QBC939细胞分成3组细胞: (1)空
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■相关报道
Z l o t n i k 研 究 肿
瘤 细 胞 高 表 达
CXCR4和CCR7, 
转移的靶器官可
以释放相应配体
促进其定向转移. 
而在其初始阶段, 
血管生成拟态提
供肿瘤转移所需
要的营养及血液
供应, 其具体机制
尚未报道.

白对照组: pEGFP组; (2)CCR7过表达组: CCR7-
pEGFP组; (3)CCR7沉默组: CCR7-shRNA-
pEGFP组; (4)空白对照+CCL21组; (5)CCR7过表

达+CCL21组; (6)CCR7沉默+CCL21组. 
1.2.2 三维细胞培养检测细胞中血管生成拟态: 将
6组细胞(每孔3.2×104个细胞)种植于加入Matri-
gel的24孔板中, 每组细胞设立3个复孔, 37 ℃培

养12 h后置于倒置显微镜观察QBC939细胞管状

结构排列情况和完整程度, 并在200倍视野下随

机选取上、下、左、右、中心5个视野摄像记

录并计数管状结构数量. 
1.2.3 细胞划痕实验: 将6组QBC939细胞以3.2×
104接种于24孔培养板中, 待细胞密度>80%时, 
用10 μL枪头在每孔单层细胞上划“十”字划

痕, 造成培养细胞伤口模型, 划痕后PBS清洗2
次. 用无血清培养基继续培养, 倒置显微镜定时

观察伤口愈合程度. 
1.2.4 细胞体外迁移试验: 将Transwell小室置24
孔板中, 分别取对数生长期的pEGFP组细胞、

CCR7-pEGFP组细胞和CCR7-shRNA-pEGFP组
细胞, 0.25%胰酶消化, 离心弃上清后, 用不含

血清的DMEM培养基把3组细胞分别制成3.0×
105/mL细胞悬液, 后分别加入放置了Transwell
上室的24孔板中, 每孔0.2 mL(每孔0.6×105个细

胞). 在下室内加入含或不含100 mg/L CCL21培
养基, 如上分为6组, 每组细胞设立3个复孔, 继
续培养24 h, 取出Transwell小室, 用棉签蘸无血

清的DMED培养基拭残留细胞. 应用Diff-Quik染
色试剂盒固定、染色. 普通光学显微镜下观察, 
每个滤膜随机选取5个200倍视野, 计数穿透至

滤膜下室面的细胞数, 取3个复孔的平均值. 
1.2.5 细胞体外侵袭能力试验: 试验方法同上, 不
同之处在于Boyden侵袭小室在Transwell小室滤

膜上铺一层Matrigel胶. 
1.2.6 细胞增殖能力试验: 分别取对数生长期

(70%-80%融合状态)的pEGFP组细胞、CCR7-
pEGFP组细胞和CCR7-shRNA-pEGFP组细胞, 
0.25%胰酶消化, 制成细胞悬液, 接种于96孔细

胞培养板中, 每孔200 μL含8000个细胞, 将上述

3组细胞分别加入200 μL培养液和含100 mg/L 
CCL21的200 μL培养液, 将细胞分成6组, 每组细

胞设3个复孔. 培养24 h后, 每孔加15 μL MTT溶
液(5 mg/mL, pH 7.4), 孵育4 h, 加入150 μL反应终

止液后, 在酶联免疫监测仪上选择570 nm波长测

定各孔吸光度(A)值. 
1.2.7 Real-time PCR检测3组细胞中CCR7及相

关基因的表达: TRIzol裂解各组细胞并按照试

剂说明书的操作提取总RNA, 后按说明书逆转

录合成cDNA. 各引物Twist1、GAPDH、IL-8、
VEGF、PDEF、PDCD4由美国Invitrogen公司合

成. PCR反应体系为20 μL, 扩增条件: 95 ℃预变

性30 s, 95 ℃变性5 s, 55 ℃退火5 s, 72 ℃退火延

伸30 s, 扩增40个循环, 建立溶解曲线. 设立2个
复孔, 反应在PRISM@StepOneTM PCR仪上进行, 
方法采用SYBR Green法, 以基因Ct值与β-actin 
Ct值之比值, 即为待测基因mRNA的相对表达

量, 以β-actin作为内参照. 
统计学处理 所有数据均以mean±SD表示, 

采用SPSS16.0统计软件进行处理, 方差分析后组

间比较采用LSD-t检验, P <0.05为差异有统计学

意义. 

2  结果

2.1 CCL21-CCR7轴对QBC939细胞血管生成拟

态的影响 在QBC939细胞对照组中, 肿瘤细胞

相互接触形成环状结构、多个环状结构相互连

接成网状结构, 表明了血管生成拟态的形成. 与
对照组相比, CCR7过表达组形成环状结构数目

明显增加(t = 3.104, P <0.05), CCR7沉默组网状

结构稀疏, 形成环状结构数目较对照组明显减

少(t = 2.971, P <0.05); 3个CCR7不同表达组加入

CCL21后与对应组相比形成环状结构数目没有

明显变化(t <2.228, P >0.05)(表1, 图1). 
2.2 CCL21-CCR7轴对QBC939细胞运动能力的

影响 在QBC939细胞对照组中, 划痕边缘细胞

缓慢向中央伸展、爬行, 缺损处修复缓慢; 加
入CCL21后, 细胞向划痕处爬行的速度明显加

快, 细胞铺展迅速, 越过划痕边缘细胞明显增多. 
CCR7过表达组与对照组比较, 细胞爬行速度明

显增快, 越过边缘细胞明显增多; CCR7过表达

组加入CCL21后, 细胞移行速度更快, 培养24 h
划痕基本愈合. 在CCR7沉默组与对照组比较, 
细胞爬行速度变慢, 培育24 h后划痕依旧明显; 
CCR7沉默组加入CCL21后, 与对应组相比细胞

对划痕修复的未出现明显改善(图2).
2.3 CCL21-CCR7轴对QBC939细胞迁移、侵袭

能力的影响 应用Transwell小室和Boyden小室

测定各组QBAC939细胞的迁移和侵袭能力得

到的结果大致一致. 在200倍视野下, 光镜观察

各组细胞穿透情况, 计算穿膜细胞平均数(表1). 
与对照组相比, CCR7过表达组穿膜细胞数量明

显增加(Transwell: t = 2.652; Boyden: t = 2.967, 
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■创新盘点
CCL21-CCR7对
多种肿瘤转移复
发有关, 尤其是淋
巴结转移, 但其诱
导血管生成拟态
在肝门部胆管癌
中的作用是创新
之处, 诱导转移的
途径和机制是另
一创新点. 

P <0.05), 而CCR7沉默组穿膜细胞数量明显减少

(Transwell: t = 2.691; Boyden: t = 2.330, P <0.05); 
在对照组和CCR7过表达组加入CCL21后与对

应组相比穿膜细胞数量明显增加(所有组t >1.31, 
P <0.05); 在CCR7沉默表达组加入CCL21后, 穿
膜细胞数量没有明显变化(Transwell: t = 0.843; 
Boyden: t = 0.768, P >0.05)(表1). 
2.4 CCL21-CCR7轴的不同表达对QBC939细

胞增殖能力的影响 MTT法检测各组细胞的增

殖能力, 与对照组相比, CCR7过表达组吸光值

明显增高、细胞增殖能力明显增强(t = 3.187, 
P <0.05), 而CCR7沉默组表达组吸光值明显降

低、细胞增殖能力明显减弱(t = 2.829, P <0.05); 
三组CCR7不同表达细胞分别加入CCL21培养, 
与未加入CCL21各组两两比较, 均无显著性差异

(t <2.447, P >0.05)(表1).  
2.5 CCR7及相关基因在各组QBC细胞中的表达 
采用之前设计的CCR7引物进行Real-time PCR检
测发现: 与正常对照组相比, CCR7-pEGFP过表

达组CCR7表达水平明显增强; 而CCR7-shRNA-

A B

C D

E F

图  1  CCL21-CCR7对血管生成拟态的影响(细胞三维培养×200). A: CCR7过表达组; B: CCR7过表达+CCL21组; C: 空白对

照组; D: 空白对照+CCL21组; E: CCR7沉默组; F: CCR7沉默+CCL21组.

表  1  CCL21-CCR7对QBC939细胞的血管生成拟态、迁移、侵袭、增殖能力的影响 (mean±SD, 个)

     分组   环状结构数目 Transwell穿膜细胞数 Boyden穿膜细胞数 MTT(570 nm波长) 

A: 空白对照组 19±6 42±6 30±1 0.510±0.108

B: CCR7过表达组 36±2 71±2 63±5 0.876±0.132

C: CCR7沉默组   2±2 29±3 21±4 0.210±0.241

D: 空白对照+CCL21组 17±3 63±3 49±6 0.549±0.212

E: CCR7过表达+CCL21组 39±2 98±5 82±2 0.887±0.201

F: CCR7沉默+CCL21组   3±1 31±5 25±2 0.198±0.101

统计值     B-A: t  = 3.104 

    C-A: t  = 2.971

      B-A: t = 2.652 

      C-A: t = 2.691 

      D-A/E-B: t>2.131

      B-A: t = 2.967 

      C-A: t = 2.130 

      D-A/E-B: t>2.131

    B-A: t = 3.187 

    C-A: t = 2.829

P值             <0.05               <0.05                <0.05            <0.05
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pEGFP沉默组CCR7的水平表达微弱(图3). 除此

之外, 我们应用美国Invitrogen公司设计Twist1 /
GAPDH/IL-8 /VEGF/PDEF/PDCD4 6个基因的引

物对3组样本进行qPCR检测发现: Twist1基因在

3组细胞中的变化趋势同CCR7的变化一致, 即在

CCR7过表达组同时也高表达Twist1, 而在CCR7
沉默组Twist1基因也低表达(图3). 说明这两种基

因在胆管癌细胞中有着非常亲密的关系, CCR7
在细胞中量的变化影响了Twist1基因的改变. 

3  讨论

Yamada等[6]报道肝门部胆管癌占肝外胆管癌的

58%-75%. 近年来肝门部胆管癌的发病率呈上

升趋势[7]. 而且其起病隐匿, 出现临床症状已属

中晚期, 手术根治性切除率仅18.0%-26.2%[8]. 
近几年由于联合肝叶切除等手术方式的出

现, 生存率明显提高, 1、3、5年生存率分别为

75.4%、24.0%和12.2%; 但是并发症的发生率

却高达36.5%[9]. Seyama等[10]同时也报道联合肝

叶切除的肝门部胆管癌肝功能衰竭的发生率高

达29.8%, 目前Seyama等[10]报道肝功能衰竭发

生率明显下降. 我们统计了了105例肝门高位切

除、肝门实质-空肠吻合的手术患者手术切除

率86.7%, 根治性切除(R0切除)率36.2%. 尽管如

此, 肝门部胆管癌患者长期治愈的病例极少, 术
后转移和复发率很高. 既然肝门部胆管癌很少

发生远处转移、而主要是肝脏和肝门区的转移. 
那么, 为什么行根治性切除术后(切缘及周围组

■应用要点
初步建立肝门部
胆管癌的微转移
检 测 指 标 ,  为 术
中确定肿瘤切除
范围、术后病情
分析、预后评估
和选择术后个体
化治疗方案提供
依据. 

图  2  CCL21-CCR7划痕实验对QBC939细胞运动能力的影响(细胞培养×50). A: CCR7过表达组; B: CCR7过表达+CCL21组; 

C: 空白对照组; D: 空白对照+CCL21组; E: CCR7沉默组; F: CCR7沉默+CCL21组. 
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图  3  CCR7及相关基因在各组QBC细胞中的表达. IL-8: 白

介素-8; VEGF: 血管内皮生长因子.
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织常规病理检查无瘤细胞残余), 肝门部胆管癌

复发率依然很高, 且同样多见于肝脏和肝门区

的转移. 微转移可能是其主要原因. 微转移是指

常规临床病理学方法不能检出的非血液系统恶

性肿瘤的转移, 是离开原发灶的镜检(<2 mm)癌
细胞沉积, 在逃避免疫监视后侵犯血管并发展

成肉眼可见的病变, 常无任何临床表现[11]. 血管

生成拟态是肿瘤发生微转移的重要途径. 血管

生成拟态的特点是管道内没有血管内皮细胞衬

覆, 肿瘤细胞形成瘤细胞条索并围成管道, 而血

液则在无内皮细胞的管道中流动, 该管道外周是

一层厚薄不均的PAS阳性物质构成的基底膜[12]. 
VM是一种不同于肿瘤内皮依赖性血管生成的

新的肿瘤微循环模式, 脱落的肿瘤细胞随血液

流动发生远处转移, 使肿瘤的转移率增高、预

后差[13,14]. VM的形成可有效缓解肿瘤快速生长

早期肿瘤细胞微环境的缺氧状态, VM逐渐被马

赛克血管(mosaic vessels, MV)取代, 最后被正常

血管内皮则(endothelium vessels, EV)过渡为正

常血液供应模式, 这就是肿瘤血管生成的三阶

段学说[15]. 另外, 能形成血管生成拟态的肿瘤细

胞恶性程度高, 分化程度低[16,17], 可产生多种肿

瘤浸润转移相关基因参与肿瘤的浸润与转移. 
本课题组已经通过体内、体外实验证实: 肝门

部胆管癌组织标本存在血管生成拟态形成, 正
常组织中无VM形成; 并且所有低分化的肝门部

胆管癌中VM全部阳性; 从三维细胞培养肝门部

胆管癌细胞也显示其有形成血管生成拟态的能

力. 上述结果表明血管生成拟态形成促进了肝

门部胆管癌的微转移. 那么是什么原因诱导肿

瘤细胞形成血管生成拟态而促进肝门部胆管癌

微转移. 肿瘤细胞的组织趋向性表现肿瘤细胞

迁徙至首选器官或组织, 可能是由转移前微龛

(premetastatia niche)所分泌的化学引诱物形成

浓度梯度介导[18]. 而CCL21-CCR7是一种重要

的引诱物. 本实验应用CCR7正常表达、CCR7
高表达和沉默表达QBC939细胞进行了血管生

成拟态的检测发现: 正常对照组中存在血管生

成拟态的形成, 在CCR7过表达组形成环状结构

数目(血管生成拟态)较对照组明显增加, 而在

CCR7沉默表达组网状结构稀疏, 形成环状结构

数目较对照组明显减少. 从而证实了CCR7影响

了VM的变化, 诱导了VM的形成. 在MTT增殖实

验中, CCR7过表达组细胞增殖能力显著高于正

常组和沉默组; 正常对照组细胞增殖能力显著

高于沉默组, 说明CCR7是QBC939细胞增殖能

力增强. 但各组细胞增殖能力的变化与是否加

入CCL21无关. 可能原因为CCL21对CCR7的趋

化作用只是增加了细胞的迁移和浸润能力, 与
细胞增殖生长无关. 同时, 在CCR7不同表达对

QBC939细胞的迁移、侵袭能力检测中发现: 与
对照组相比, CCR7过表达组穿膜细胞数量明显

增加, 而CCR7沉默组穿膜细胞数量明显减少; 
在对照组和CCR7过表达组加入CCL21后穿膜

细胞数量明显增加, 而在CCR7沉默表达组加入

CCL21后, 穿膜细胞数量没有明显变化. 在CCR7
沉默组并不能完全阻断肿瘤细胞的侵袭和浸润, 
因为肿瘤的转移是非常复杂的多因素综合作用

的结果, 如肿瘤细胞的浸润、侵袭、免疫逃避

等是由趋化因子、黏附因子等诸多因素共同调

节的结果. 在CCR7沉默组加入CCL21无变化, 
可能是因为此组细胞含有少量或不含有CCR7, 
CCL21对细胞没有趋化作用. 研究发现, 许多肿

瘤细胞也不同程度的表达CCR7, 而CCL21在肿

瘤组织中表达量极少或没有. 以往及我们的研

究表明CCL21-CCR7轴在肿瘤中的作用主要体

现在促进肿瘤迁移和侵袭方面. 肿瘤转移是一

个严格的器官选择性的过程, 其特异性决于他

所表达的趋化因子受体及靶器官所表达的趋化

因子. Zlotnik[19]研究表明肿瘤细胞高表达趋化因

子受体主要有CXCR4和CCR7, 转移的靶器官可

以释放相应配体促进其定向转移. 而在这一过

程的初始阶段, 血管生成拟态提供了肿瘤转移

所需要的营养及血液供应.  
总之, C C R7诱导了血管生成拟态形成提

供了肿瘤的营养, 从而促进了肿瘤的迁移和侵

袭. 并且我们通过Real-time PCR检测, 应用了

Twist1/GAPDH/IL-8/VEGF/PDEF/PDCD4六组

引物连同CCR7引物一起检测发现: Twist1基因

与CCR7的变化趋势完全一致: 在CCR7组Twist1
高表达, 在CCR7-shRNA组Twist1低表达, 在正

常对照组Twis t1表达在两者之间. 说明CCR7
在胆管癌细胞中的表达影响了Twi s t1的表达. 
Twist1调控上皮-间充质转化使上皮细胞失去上

皮表型转变为有迁移能力的间充质表型, EMT
参与了血管生成拟态的形成过程[20]. Twist1已被

证实与肿瘤转移、肿瘤血管生成拟态的形成具

有密切关联性[21]具体的详细信号途径需要进一

步实验证实. 
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