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))摘)要! 目的)探索趋化因子受体+,+-% 和./01#+与胃癌淋巴道转移的关系$为研究干预胃癌淋巴转移的新方法
提供理论依据& 方法)采用-2#3+-方法检测 ’( 例胃癌组织中趋化因子受体+,+-% 4-56的表达及./01#+4-56的
表达$探索其与胃癌淋巴结转移的关系%789:;< 趋化小室法检测 +,+-% 不同表达状态胃癌细胞的趋化活性和趋化抑制
性& 结果)’( 例胃癌组织均有不同程度的+,+-% 4-56和./01#+4-56的表达& $* 例+,+-% 4-56呈高表达$表达
率为 (!=(*>$./01#+4-56高表达率为 $(=?’>"%?@’(#%./01#+4-56高表达组中的 +,+-% 4-56的表达率也较
高%+,+-% 4-56的表达与胃癌淋巴结转移呈正相关"!A"B"$#%+,+-% 的配体 CD1#E对胃癌细胞的平均趋化率为 ’!>$
经抗+,+-% 单克隆抗体处理后癌细胞的平均趋化率下降至 *">$+,+-% 被特异性抗体封闭前后的癌细胞趋化活性有显
著性差异"!A"B"$#& 结论)胃癌+,+-% 的表达和./01#+的表达与胃癌淋巴结转移呈正相关%+,+-% 的功能状态影响
胃癌细胞的迁移活性& 通过干预趋化因子受体+,+-% 和./01#+的活性可能成为阻断胃癌淋巴转移的新靶点&
))关键词! 胃癌%+,+-%%./01#+%淋巴转移%侵袭%转移
))中图法分类号! -F*#*(&%-F*#*F%-F*$=& 文献标识码! 6
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))胃癌是消化系统最常见的恶性肿瘤之一& 淋巴道
转移和腹膜种植转移是其最常见的转移方式$系复发
患者致死的直接因素之一’!( $但其机制不清$特别是
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肿瘤器官特异性转移$而这正是揭示胃癌淋巴结转移
机制的基础’&$*( & 随着对血管内皮生长因子#+"\NY[SENV
;<:8WR;EHNEMV8TWR XN[W8V+$ ./01#+# 研究的深入$
./01#+诱导肿瘤淋巴管生成及肿瘤淋巴转移已成为
人们关注的焦点& 但./01#+通过何种机制促进某些
肿瘤的器官特异性转移目前仍不清楚& 而近年来$趋
化因子间质细胞分化因子 !"YWV84NE:;VH\;: XN[W8V#!$

!(!
第 *" 卷第 &期
&""’ 年 ! 月

) ) 第)三)军)医)大)学)学)报
6+26)6+6D/ZP6/)Z/DP+P56/)ZP̂P26-PC)2/-2P6/

) ).8E=*"$ 58=&
dN<=&""’



CD1#!@+,+̂!&#和其特异性受体 +,+-% 在肿瘤转移
中的作用日益引起重视$在肿瘤中发挥多种作用’!( &
但在人胃癌淋巴结转移机制中$./01#+介导的胃癌
淋巴结转移是否与 CD1#!@+,+-% 有关$尚少见文献报
道& 本研究应用-2#3+-和细胞趋化活性检测方法研
究人胃癌+,+-%)./01#+的表达及与胃癌淋巴结转
移的关系和+,+-% 对胃癌细胞迁移的影响$探索+,#
+-% 在./01#+介导的胃癌淋巴结转移中的作用$为
进一步研究其在胃癌腹膜侵袭转移中的分子机制奠定

基础&

?@材料与方法

!=!)材料
))临床标本选取自 &""$ 年 & e!& 月在我科行胃癌切除术中
的 ’( 例病例& 患者年龄 &* fF( 岁$中位年龄 $$ 岁$男性 $"
例$女性 *( 例& 其中早期胃癌 $* 例)进展期胃癌 ** 例)淋巴转
移 (" 例& *" 例正常胃黏膜组织"取自距癌组织边缘大于 $ [4
处#作为对照& 标本均在手术切除后 !$ f&" 4H< 内采集$一份
迅速放置于液氮中保存$备用%另一份用 !">中性甲醛固定&
患者在手术前均未行放化疗$临床病理资料完整$肿瘤分期按
照 !?’’年国际抗癌联盟"GP++#颁布的方案实施& 所有病例
均经术后病理学检查证实为胃癌&

!=&)主要试剂
))D/3+)KEHM8":2# !’)2VHQ8E-56提取试剂购自上海华舜生

物工程有限公司$P43V84#!2Z逆转录系统购自 3V84;MN公司$
/‘"#$D56聚合酶和 :523购自 2NgN-N公司$KEHM8" :2# !’)
!"" f! """ bU D56标准购自上海生工生物工程技术服务有限
公司$+,+-%)./01#+)看家基因 063DJ)"#N[WH< 序列引物由
上海博亚公司合成$趋化因子 CD1#! 购自 +9W8ENb 公司$小鼠抗
人+,+-% 单克隆抗体"鼠抗人 PM0#购自 -hD公司$趋化小室
与多聚碳酸酯膜"’=" #4孔径$&$ 44i’" 44#购自 5;SWV8#
UV8b;公司$丽春红)溴酚蓝和硝酸纤维膜购自宝生物工程"大
连#有限公司$0;ED8[&""" 凝胶成像系统为 7H8#-N: 公司产
品&

!=*)方法
!=*=!)逆转录聚合酶链反应"-2#3+-#检测胃癌组织 +,+-%
4-56的表达))胃癌组织标本从液氮中取出后$迅速放人研
钵中$在液氮中研磨为粉末状& 然后按试剂盒操作说明进行提
取胃癌细胞总 -56& 所提取总 -56用分光光度计定量$取
& #M总-56$用ZẐ .逆转录酶试剂盒"0Hb[8#7-̂ $-8[a\HEE;$
Z:$GC6$购于晶美生物有限公司#逆转录合成 [D56$然后以
[D56作为模板3+-扩增 +,+-%$以 063DJ为内对照& 扩增
引物为!+,+-% 前向引物 $j#660666+2060660+6206++#
*j$后向引物 $j#0666+20066+6+66++6++#*j& 063DJ上游
引物为 $j#+20+6++6++66+20+2260#*j$下游引物为 $j#
++6+206+6+02200+6020#*j& 扩增片段大小分别为 +,+-%
&?* bU$063DJ%(" bU& 3+-反应条件!?% k$预变性 & 4H<$然
后 ?% k变性 (" Y$$(k退火 (" Y$F&k延伸 (" Y$共 *" 个循环$

最后再 F& k延伸 !" 4H<后结束反应& 3+-产物经 &>琼脂糖
凝胶电泳分离$0;ED8[&""" 凝胶成像系统成像$并确定条带的
光密度值& +,+-% 4-56的相对含表达量用+,+-% 条带灰度
与063DJ条带灰度比值表示&
!=*=&)-2#3+-法检测胃癌组织 ./01#+4-56的表达))
操作方法按 !=*=! 步骤进行$以 "#N[WH< 序列为内对照$上游引
物为 $j#020000+0++++600+6++6#*j)下游引物为 $j#+22+#
+2266202+6+0+6+06222+#*j$目的片段 %’" bU& ./01#+扩
增引物为!上游引物 $j#662020000++66++06066#*j)下游
引物为 $j#++662620660006+6+66+0#*j$扩增片段大小为
./01#+&’$ bU& 3+-反应条件为!?% k预变性 & 4H<$然后
?% k 变性 *" Y$($ k退火 *" Y$F& k延伸 *" Y$循环 *" 次$最
后 F& k延伸 !" 4H<& 取 !" #E3+-产物进行 !=$>琼脂糖凝胶
电泳进行3+-产物鉴定$凝胶图像分析系统扫描拍照$./01#+
4-56的相对含量用 ./01#+条带灰度与 "#N[WH< 条带灰度比
值表示&
!=*=*)趋化实验与趋化抑制实验))$趋化实验!参照文献
’%(报道的方法"%’ 个细胞培养孔趋化小室#检测趋化因子
CD1#! 对胃癌细胞悬液中癌细胞的趋化作用& 下室加入 &F #E
含 CD1#! 趋化因子"-3ZP!(%" 培养液加 "=$> 7C6加 !"" <M@
4ECD1#!#的液体$上室加入 $" #E预先制作的胃癌细胞悬液
"癌细胞数约为 & i!"( #& 上下室之间铺一层 ’ #4孔径的
3.3#聚碳酸膜 "预先用 $=" #M@4E纤维连接蛋白处理#$于
*F k 含 $>+K&孵育箱中孵育 % R$以 37C 棉签拭去膜背面的
细胞& 阴性对照组在下室中只加入-3ZP!(%""含 "=$>7C6#$
每组设 * 个复孔& 正常对照组在上室中加入正常胃组织细胞
悬液& %趋化抑制实验!基本操作方法与趋化实验相同$不同
之处是将预先制作的胃癌细胞悬液用 +,+-% 兔抗人单克隆抗
体"$" #M@4E#*F k孵育 *" 4H<后再加入上室& 下室中以 37C
液代替 CD1#! 作阴性对照$正常对照组上室中加入正常胃组织
细胞悬液&
))实验完成后趋化膜经 F">甲醇固定$J/染色$计数至少 $
个视野"光学显微镜$放大 !"" 倍#$观察细胞迁移数量& 分别
以正常胃黏膜组和胃癌组的细胞迁移数与各自上室中的细胞

数相比$计算平均迁移比例& 实验独立重复 * 次&
!=%)统计学处理
))用 C3CC !"=!" 统计软件进行组间样本率比较的 &&检验$
和gNUUN系数检验&

A@结果

&=!)胃癌组织中./01#+4-56的表达
))’( 例胃癌组织全部扩增出"#N[WH<基因序列片段和选定的
./01#+4-56片段$见图 !& *" 例正常胃黏膜组织未见有
./01#+4-56的表达$相对正常胃黏膜组织而言$ %? 例
./01#+4-56呈高表达$表达率为 $(=?’>$*F 例 ./01#+
4-56呈低表达$表达率为 %"="&>& 与正常胃黏膜组织相比$
差异有非常显著性"!A"B"!#$./01#+4-56高表达组的淋
巴结转移率 "’!=(F>#明显高于 ./01#+4-56低表达组
"!’B**>#$二者相比有非常显著性差异 "!A"B"!#$提示
./01#+4-56的表达与胃癌淋巴结转移成正相关& 但胃癌患
者性别)年龄)肿瘤大小和生长方式与 ./01#+4-56表达差
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第 &期) 孙梯业$等=+,+-% 在./01#+介导的胃癌淋巴道转移作用中的研究)

异无统计学意义"!l"B"$#$见表 !&

! " # $ %

# &&& ’(!

" &&& ’(!
)*& ’(!

*&& ’(!

#*& ’(!

"!+,-./0（%1& ’(）
"2345+6（#1* ’(）

Z! D56标准"D̂ &"""#% !! 胃癌淋巴结转移组% &! 高表达组%
*! 低表达组% %! 正常胃组织
图 ?@#B)C!#检测%&’()!1#D<在胃癌组织中的表达

表 ?@!"!#$ 1#D<)%&’()!1#D<表达与胃癌临床病理特征
的关系

+,+-% 4-56 ./01#+4-56
病理参数)) 例数 !值 !值

低表

达组

高表

达组

低表

达组

高表

达组

性别 l"="$ l"="$

)男 $" &! &? !? *!

)女 *( !& &% !’ !’

年龄"岁# l"="$ l"="$

)!$" $F && *$ &" *F

)A$" &? !& !$ !& !F

肿瘤大小 l"="$ l"="$

)!$ [4 *( !* &* !( &"

)A$ [4 $" &! &? !’ *&

生长方式 l"="$ l"="$

)团块状及巢状 %’ &! &F !F *!

)弥漫状 *’ !* &$ !% &%

分化程度 A"="$ A"="$

)中高分化 $* !( *F !* %"

)低@未分化 ** ? &% F &(

浸润深度 A"="$ A"="$

)2!#2& $! !% *F !$ *(

)2*#2% *$ !! &% ’ &F

淋巴结转移 A"="! A"="!

)有 (" !% %( !! %?

)无 &( F !? F !?

临床分期 A"="! A"="!

)’f! $* !’ *$ !( *F

)(f) ** ’ &$ !" &*

&=&)+,+-% 4-56在胃癌组织中的表达
))’( 例胃癌组织全部扩增出人 063DJ基因片段和选定的
+,+-% 基因片段$见图 && *" 例正常胃黏膜组织未见有 +,#
+-% 4-56的表达$相对正常胃黏膜组织而言$$* 例 +,+-%
4-56呈高表达$表达率为 (!=(*>$** 例 +,+-% 4-56呈低
表达$表达率为 *’=*F>& 与正常胃黏膜组织相比$差异有非常
显著性"!A"B"!#$+,+-% 4-56高表达组的淋巴结转移率
"F(=(F>#明显高于 +,+-% 4-56低表达组"&*=**>#$二者
相比有非常显著性差异"!A"B"!#$提示+,+-% 4-56的表达

与胃癌淋巴结转移成正相关& 但胃癌患者性别)年龄)肿瘤大
小和生长方式与 +,+-% 4-56表达差异无统计学意义"!l
"B"$#$见表 !&

! " # $ %

!&’()*（%+, -.）
!/0/1%（#2$ -.）

# ,,, -."

" ,,, -."
34, -."
4,, -."

#4, -."
",, -."

Z! D56标准" D̂ &"""#%!! 胃癌淋巴结转移组% &! 高表达组%
*! 低表达组% %! 正常胃组织
图 A@#B)C!#检测!"!#$ 1#D<在胃癌组织中的表达

&=*)胃癌组织 +,+-% 4-56表达与 ./01#+4-56
表达之间的相关关系

))以 (" 例淋巴结转移为例$通过相关分析显示$胃癌组织
+,+-% 4-56阳性表达与 ./01#+4-56阳性表达呈显著正
相关"*m"=’%?$!m"B"""#$见表 && 采用同样方法计算$依次
得出!中高分化*m"=’$’$!m"B"""%低@未分化*m"=’*($!m
"B"""%浸润深度 2! f2& *m"=?$&$!m"B"""%2* f2% *m
"BF’$$!m"B"""%无淋巴结转移 &( 例 *m!="""$!m"B"""%临
床分期’f!*m"=?!%$!m"B"""%(f)*m"=’%’$!m"B"""&

表 A@胃癌组织%&’()!1#D<的表达与!"!#$ 1#D<
表达的关系

./01#+4-56
+,+-% 4-56 *值

低表达组 高表达组

低表达组 !! * "=’%?
高表达组 " %(

&=%)趋化因子 CD1#! 对胃癌细胞的趋化作用和趋化
抑制作用

))趋化因子 CD1#! 对胃癌细胞有明显的趋化作用$平均趋化
率为 ’!>"图 *#& 但将胃癌细胞悬液经抗+,+-% 单克隆抗体
处理后$胃癌细胞的迁移活性明显被抑制$平均趋化率降至
*">$表明胃癌细胞上的 +,+-% 表达水平可以明显减少或抑
制胃癌细胞的迁移& 两者有非常显著性差异"!A"B"!#&

趋化实验 趋化抑制实验

!"
#"
$"
%"
&"
’"
("
)"
*"
"
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胞
百
分
率
（
+
）

对照组 胃癌组

,

,

组别

N! !A"B"!$ 与对照组比较
图 E@FG()? 对胃癌细胞的趋化与趋化抑制作用
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*=!)趋化因子受体+,+-% 的功能与./01#+的关系
))血管内皮生长因子#+"./01#+#是胚胎期参与血
管形成的必要因子$在血管新生的过程中起着重要的
作用& 肿瘤的生长)浸润和转移依赖于肿瘤血管生成$
./01#+能通过旁分泌形式特异性作用于血管内皮细
胞$通过促进内皮细胞增殖$增加血管通透性$以诱导
肿瘤血管生成$在肿瘤的发生)发展中起关键作用& 本
实验证实$胃癌组织 ./01#+表达强度浸润深度 2* f
2%组高于 2! f2&组%有淋巴结转移的胃癌组高于无淋
巴结转移组%按 25Z分期分组$(f)期胃癌组高于
’f!期& 提示./01#+表达与胃癌的浸润和转移有
关& 肿瘤细胞分泌的./01#+能刺激血管内皮细胞分
泌胶原酶促进细胞外基质降解$增加肿瘤新生血管通
透性$使肿瘤细胞易于发生浸润转移’$( %另外 ./01#+
也具有促进淋巴管内皮细胞生长的能力$从而加速肿
瘤的淋巴结转移& 因此$检测 ./01#+在胃癌中的表
达有助于判断胃癌的进展及预后&
))近期7N[R;E:;V等’($F(研究发现./01#+可能通过
./01@5-3#! 自分泌信号途径增强肿瘤的存活能力和
侵袭活性& 趋化因子受体 +,+-% 是 5-3#! 的下游分
子$是具有 F 个跨膜结构域的 0蛋白偶联受体$是趋
化因子 CD1#! 的特异性受体’’( $+,+-% 与配体 CD1#!
结合构成一个与细胞间信息传递)细胞迁移有密切关
系的偶联分子对& 近年研究表明$某些肿瘤细胞可以
局限性地表达一些趋化因子和趋化因子受体& 本研究
表明$胃癌组织中./01#+4-56与+,+-% 4-56的
表达均增高$且+,+-% 4-56的表达与 ./01#+4-#
56表达呈正相关& 抗 +,+-% 单克隆抗体将胃癌细
胞中的+,+-% 封闭后趋化因子 CD1#! 对癌细胞的趋
化作用明显受到抑制$说明胃癌细胞的迁移与其自身
的+,+-% 有密切关系& 这和 +R;< 等’?(的研究基本

一致& 我们认为$在人胃癌中 ./01#+可能通过某种
机制调节+,+-% 的产生或表达$形成./01#+e5-3#
! e+,+-% 信号通路$并且胃癌细胞也可能通过该途
径上调+,+-% 的表达$促进肿瘤细胞向特定器官转
移& 本研究表明浸润深度)有淋巴结转移和临床())
期的胃癌组织中 +,+-% 的表达与没有这些临床特征
的胃癌相比$表达显著增高$提示 +,+-% 表达能增强
胃癌细胞的侵袭活性$与胃癌的浸润和转移有关& 胃
癌表达的+,+-% 可能与其他肿瘤类似$具有多种生物

学功能$它能通过刺激 D56合成促进肿瘤细胞的增
生$通过增强细胞骨架功能提高肿瘤细胞的运动活性$
通过诱导黏附分子表达增强肿瘤细胞与内皮细胞和

"或#细胞外基质成分的黏附活性$进而增强肿瘤的浸
润和转移活性等& 因此$检测+,+-% 在胃癌中的表达
有助于判断胃癌的进展及预后&
*=&)+,+-% 与胃癌淋巴结转移的关系
))有研究表明$肿瘤细胞的转移由趋化因子及其受

体调控’!"( & 在特异性趋化因子*牵引+下$癌细胞从原

发部位向特定器官转移’!!( & 从本研究的结果中可以
看出趋化因子 CD1#! 与其受体结合$是促进胃癌细胞
向靶器官趋化和侵袭的前提& 我们在研究中还注意到
+,+-% 的表达与胃癌的淋巴结转移明显有关$并且$
+,+-% 的功能状态又与趋化因子密切相关$由此可以
看出$+,+-% 与 CD1#! 形成的信号通路能促使肿瘤细
胞向特定方向迁移和侵袭& 经抗 +,+-% 单克隆抗体
封闭后$CD1#! 对癌细胞的趋化功能明显减弱$说明
+,+-% 与 CD1#! 的特异性和专一性$./01#+e+,#
+-% eCD1#! 生物调节网络为我们今后研究阻断胃癌
淋巴道转移的新方法提供了理论导向’!&$!*( &
))肿瘤一般都有自己相对特异的转移器官$这种现
象有学者用*土壤和种子+学说来诠释$而另有学者用
肿瘤细胞*归巢+来解释& 本研究可以将两种学说的
观点统一起来认为!胃癌细胞自身具有产生 ./01#+
和+,+-% 的特点$这是*种子+自身的特性%而在胃癌
靶向转移的器官如淋巴结)腹膜等组织中存在特异性
的趋化因子’!%( $这是特定*土壤+所具备的条件%*土
壤+中的趋化因子招募癌细胞向靶器官移动$有如候
鸟*归巢+& 因此$我们认为 ./01#+e5-3#! e+,#
+-% eCD1#! 机制在胃癌器官特异性转移过程中可以
将前两种学说有机的统一起来$为肿瘤转移提供了一
种全新的解释& 本研究表明胃癌组织和胃周转移淋巴
结组织中均有+,+-% 高表达$我们推测$表达 +,+-%
的胃癌细胞通过脉管系统到达淋巴结后$经与内皮细
胞或淋巴结基质细胞表达的 CD1#! 相互作用后$其黏
附活性)跨膜迁移活性及运动活性进一步增强$癌细胞
不断增殖$并在淋巴结定居下来$即胃癌多发生淋巴结
转移与+,+-%@CD1#! 系统有关& 但本研究尚未对胃
周转移淋巴结组织中 CD1#! 的存在情况及其对胃癌细
胞转移的影响情况进行研究$对前述的观点还待下一
步进行深入研究&
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))眼眶内缺乏淋巴组织$眼眶的原发性淋巴瘤是淋巴结以外
的肿瘤$主要为 7淋巴细胞型$少部分为 2淋巴细胞型’&( & 本
组 *! 例中$病理诊断为 7细胞型 &? 例$2细胞型 & 例$其中 !
例为鼻型5g@2细胞淋巴瘤& 仅依据其病理形态进行分类诊
断通常不充分$需要结合免疫表型和遗传学特征诊断& 由于近
年来免疫组织化学技术的进步和对淋巴瘤分类诊断的认识增

加$眼眶淋巴瘤的检出率增多&
+2可以显示淋巴瘤的骨质改变)密度)形态和发病部位$

本组轻度骨质破坏的 & 例"& 眶#伴随鼻窦受累$容易考虑为炎
性假瘤& 发病部位以肌锥内)外间隙为主的多见$依次为!球周
间隙)眶内弥漫生长)泪腺区和泪囊区等$多有结膜同时累及&
文献’*(报道认为该病 +2表现多为均匀中等密度$+2值为
o*! fo%* JS$?">为中度强化$本组 &" 例行 +2增强扫描$
其中 !’ 例为7细胞型淋巴瘤$平扫呈均匀)近均匀软组织密
度$增强扫描呈近均匀较为明显强化$但是$& 例 2细胞型淋巴
瘤平扫表现为不均匀软组织密度$增强扫描无明显强化$类似
眼眶炎症改变&

周全等’%(报道的 !( 例非何杰金淋巴瘤均位于肌锥外间
隙$在2!OP上呈等信号$在 2&OP上 !* 例呈高信号)* 例呈等

信号$而38EHW8等’$(认为眼眶淋巴瘤 2&OP仅有 *$>呈高信号
表现$未同+2表现结合起来分析& 本组眼眶淋巴瘤进行 Z-P
检查 !% 例$其中7细胞型淋巴瘤 !& 例$Z-P为长2!或稍长2!)

稍长2&均匀或近均匀信号表现$相应的 +2检查显示为均匀软
组织密度%2细胞型淋巴瘤 & 例$ Z-P为以长 2!)短 2&为主的
不均匀信号表现$相应的 +2检查显示为不均匀软组织密度&
表明7细胞型眼眶淋巴瘤的 Z-P主要表现为稍长 2!)稍长 2&
均匀或近均匀信号$和+2的均匀软组织密度表现具有相关性$
本组 &例2细胞型眼眶淋巴瘤的+2和Z-P表现较为特殊$少
见相关报道$此类少见病例的临床积累有助于眼眶淋巴瘤的分
型诊断&
))关键词! 眼眶淋巴瘤%磁共振成像%体层摄影术%,线计算机
))中图法分类号! -F*"=%%%-F*?=F)))文献标识码! 7
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