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　　［摘要］　目的　观察趋化因子ＣＣＬ１９在结直肠癌组织中的表达，探讨其对结直肠癌细胞的增殖、迁移、侵袭能力的影

响。方法　收集确诊为结直肠恶性肿瘤并手术切除患者（狀＝８５）的肿瘤组织及癌旁正常组织，运用实时定量ＰＣＲ和组织微

阵列免疫组化技术检测ＣＣＬ１９的表达水平；以实时定量ＰＣＲ、蛋白质印迹技术筛选高表达ＣＣＬ１９受体ＣＣＲ７的人结直肠癌细

胞株ＳＷ６２０细胞作为研究对象，并给予重组人ＣＣＬ１９（ｒｈＣＣＬ１９）刺激，通过细胞增殖实验、划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验来检测

ＳＷ６２０细胞的增殖、迁移和侵袭能力的变化。结果　结直肠癌组织中的ＣＣＬ１９表达要明显低于癌旁正常组织（犘＜０．０５），

且ＣＣＬ１９表达量与肿瘤大小和浸润深度有关（犘＜０．０１）。在ＣＣＲ７高表达的ＳＷ６２０细胞中，加入ｒｈＣＣＬ１９后，其细胞增殖、

迁移及侵袭能力下降（犘＜０．０５）。结论　ＣＣＬ１９在结直肠癌组织中的表达量低于癌旁正常组织，且与肿瘤大小和浸润深度

有关；ＣＣＬ１９可抑制人结直肠癌细胞株ＳＷ６２０细胞增殖、迁移和侵袭能力，提示ＣＣＬ１９具有抑制结直肠癌的作用。

　　［关键词］　结直肠肿瘤；趋化因子ＣＣＬ１９；ＣＣＲ７受体；细胞增殖；细胞迁移；细胞侵袭
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　　［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｃｈｅｍｏｋｉｎｅＣＣＬ１９；ＣＣＲ７ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ；ｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（７）：７２７７３３］

　　趋化因子是一类具有吸引免疫细胞移行到感染

部位的一类低分子蛋白，依据其分子的Ｎ端半胱氨

酸的位置和数量可分为４个家族：ＣＸＣ、ＣＣ、ＣＸ３Ｃ

和Ｃ（Ｘ代表氨基酸残基）。近年来，随着对肿瘤免

疫治疗和肿瘤微环境认识的深化，关于趋化因子和

肿瘤的关系的研究越来越深入和全面。多种趋化因

子被证实可以促进肿瘤侵袭与转移［１２］，但也有部分

趋化因子在肿瘤的发展中起着抑制作用［３６］。趋化

因子抑制肿瘤的机制通常可以分为两方面：一是通

过趋化抑癌免疫细胞，杀灭肿瘤细胞［６］；二是直接刺

激肿瘤细胞，通过影响一系列信号通路而达到抑制

肿瘤的作用［３］。

ＣＣＬ１９是趋化因子ＣＣ家族的成员，又称巨噬

细胞炎症蛋白３β（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｐｒｏ

ｔｅｉｎ３β，ＭＩＰ３β）、ＥＢ 病毒诱导分子１（Ｅｐｓｔｅｉｎ

Ｂａｒｒｖｉｒｕｓｉｎｄｕｃｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅ１ｌｉｇａｎｄｃｈｅｍｏｋｉｎｅ，

ＥＬＣ），而它的特异性受体ＣＣＲ７是一种主要分布于

细胞表面的７次跨膜蛋白。近年来，国内外陆续报

道ＣＣＬ１９在体内可以抑制一系列实体肿瘤，包括肺

癌、卵巢癌、纤维肉瘤等［７１０］。ＣＣＬ１９体外被证实可

以通过 ＣＣＬ１９／ＣＣＲ７途径下调βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表

达［１１］，而βｃａｔｅｎｉｎ是众所周知的一种经典促癌蛋

白，因此我们推测ＣＣＬ１９亦可在体外直接抑制肿瘤

细胞。然而，ＣＣＬ１９和结直肠癌之间的关系国内外

却鲜有报道。本研究采用实时定量ＰＣＲ、组织微阵

列免疫组化技术研究ＣＣＬ１９在结直肠癌组织中的

表达情况，并与临床病理资料相结合，分析研究

ＣＣＬ１９与结直肠癌的关系；同时通过不同浓度重组

人ＣＣＬ１９（ｒｈＣＣＬ１９）刺激高表达ＣＣＲ７受体的人

结直肠癌细胞株，研究ＣＣＬ１９在体外对结直肠癌细

胞的增殖、迁移、侵袭能力的影响。

１　材料和方法

１．１　材料　收集２００９年至２０１２年在上海交通大

学医学院附属瑞金医院确诊为结直肠恶性肿瘤并手

术切除患者（狀＝８５）的肿瘤组织及癌旁正常组织，其

中男性５３例，女性３２例，年龄３２～８６岁，中位年龄

６１岁。本研究通过上海交通大学医学院附属瑞金医

院医学伦理委员会批准，纳入本研究的所有患者均

知情同意，并签署知情同意书。所有组织标本均用

浓度为３７％的甲醛溶液固定，由上海芯超公司行石

蜡包埋并制作成组织微阵列芯片。７株人结直肠癌

细胞系（ＳＷ１１１６、ＨＣＴ１１６、ＳＷ４８０、ＨＴ２９、ＳＷ６２０、

Ｃａｃｏ２、ＬｏＶｏ）购自美国 ＡＴＣＣ公司，并由上海市消

化外科研究所培养、传代，ＨＣＴ１１６、ＨＴ２９和Ｃａｃｏ２

以含１０％小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液培养，

ＳＷ４８０、ＳＷ６２０和ＳＷ１１１６以含１０％小牛血清的Ｌ

１５培养液培养，ＬｏＶｏ以含１０％小牛血清的Ｆ１２Ｋ

培养液培养，培养条件均为３７℃、５％ＣＯ２；ＲＰＭＩ

１６４０、Ｌｅｉｂｏｖｉｔｚ’ｓＬ１５和Ｆ１２Ｋ培养液以及小牛血

清购自杭州吉诺生物有限公司。ＴＲＩｚｏｌ试剂购自上

海碧云天生物技术有限公司；反转录试剂盒及

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ购自美国ＤＢＩＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；单克隆

鼠抗人ＣＣＬ１９抗体及ｒｈＣＣＬ１９细胞因子购自美国

Ｒ＆Ｄ公司；兔抗人ＣＣＲ７单克隆抗体购自英国Ａｂ

ｃａｍ公司；ＣＣＫ８试剂盒购自日本Ｄｏｊｉｎｄｏ公司；免

疫组化试剂盒购自福州迈新生物技术开发有限公

司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室及 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶购自美国Ｃｏｒｎｉｎｇ

公司。

１．２　免疫组织化学检测结直肠癌组织中ＣＣＬ１９蛋

白表达　对结肠癌组织微阵列按芯片标准步骤进行

免疫组化染色。步骤依次为６０℃烤片、二甲苯脱蜡、

梯度乙醇水化，３％双氧水阻断内源性过氧化物酶，

以柠檬酸盐抗原修复液行抗原修复；加入非免疫动

物血清封闭，再加入鼠抗人ＣＣＬ１９单克隆抗体（１０

μｇ／ｍＬ）后４℃过夜孵育；然后依次滴加生物素标记

二抗、链霉素抗生物素、过氧化物酶溶液，并用３０％

过氧化氢稀释的ＤＡＢ溶液显色，苏木精复染。梯度

乙醇脱水并封片，于显微镜２００倍视野下观察染色

结果。由２名不知悉病理资料的病理医师对每个染

色位点进行评分。评分内容包括阳性细胞数评分和

染色强度评分。（１）阳性细胞数评分标准：阳性细胞
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数≤１０％计０分，１１％～５０％计１分，５１％～８０％计

２分，＞８０％计３分。（２）染色强度计分标准：无染色

计０分，染色略高于背景计１分，染色明显高于背景

计２分，强染、着色很深计３分。将两部分得分相加

得到总分，０～２分者为阴性（－），３～５分者为弱阳

性至阳性（＋），６～７分者为强阳性（）。

１．３　 实时定量ＰＣＲ检测犆犆犔１９ｍＲＮＡ 表达　

犆犆犔１９上游引物：５′ＧＴＧ ＡＣＣＴＧＣＡＴＴ ＡＡＣ

ＴＣＴＴＴＡ ＣＴＴ ＧＣ３′；下游引物：５′ＴＡＴ ＧＧＣ

ＴＣＴＧＧＣＴＣＴＡＣＴＧＧＴＴＧ３′。犆犆犚７上游引

物：５′ＡＧＡＴＧＡＧＧＴＣＡＣＧＧＡＣＧＡＴＴＡＣＡ

３′；下游引物：５′ＡＴＧＡＴＡＧＧＧＡＧＧＡＡＣＣＡＧ

ＧＣＴ ＴＴ３′。内 参 犌犃犘犇犎 上 游 引 物：５′ＧＧＡ

ＣＣＴＧＡＣＣＴＧＣＣＧ ＴＣＴ ＡＧ３′；下游引物：５′

ＧＴＡＧＣＣＣＡＧＧＡＴＧＣＣＣＴＦＧＡ３′。使用ＴＲ

Ｉｚｏｌ试剂抽提７株结直肠癌细胞和２０对结直肠肿瘤

组织总 ＲＮＡ 后，以分光光度计测定浓度。并以

ＤＥＰＣ水调整各组ＲＮＡ至同一浓度后，各取１μＬ

ＲＮＡ反转录生成ｃＤＮＡ。取１μＬｃＤＮＡ混合上下

游引物及ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ在实时定

量ＰＣＲ仪中进行反应。反应条件：９４℃１５ｓ，５５℃

３０ｓ，６８℃ ３０ｓ，共４０个循环。ｍＲＮＡ 表达量以

２－ΔΔＣｔ计算（ΔＣｔ为同一样本中目的基因与内参基因

Ｃｔ值之差）。

１．４　蛋白质印迹检测ＣＣＲ７蛋白表达　于６孔板

内每孔细胞加８０μＬ细胞强效裂解液后收集细胞。

经超声裂解后置冰上３０ｍｉｎ，１６０００×犵离心１５

ｍｉｎ，取上清液行蛋白浓度测定。将提取的蛋白行高

温煮沸以暴露抗原决定簇，并以每孔６０μｇ的上样

量加入电泳孔中。恒压电泳（积层胶８０Ｖ，分离胶

１１０Ｖ），转膜（３００ｍＡ，２ｈ），加入脱脂牛奶室温摇床

封闭２ｈ，加入１∶１０００稀释的兔抗人ＣＣＲ７单克

隆抗体４℃摇床孵育１２ｈ。用ＴＢＳＴ溶液漂洗硝酸

纤维素薄膜３次，每次５ｍｉｎ。加入１∶２００００稀释的

荧光二抗后室温避光孵育２ｈ，用ＴＢＳＴ溶液漂洗膜３

次，每次５ｍｉｎ。最后行红外荧光扫描仪扫膜成像。

１．５　细胞增殖实验检测肿瘤细胞增殖情况　在９６

孔板中均匀铺上５×１０３ 个／孔的结直肠癌细胞，并

分为３个组：阴性对照组培养条件为无血清培养液，

处理组培养条件为含ｒｈＣＣＬ１９（１０ｎｇ／ｍＬ，１００

ｎｇ／ｍＬ）的无血清培养液。每组设６个平行孔，每

２４ｈ为１个监测点，直至１２０ｈ，每个监测点每孔加

入１０μＬＣＣＫ８溶液后于３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱孵

育３ｈ，全光谱微孔板分光光度计测４５０ｎｍ处的光

密度值。以光密度值的大小来反映细胞增殖能力。

１．６　细胞划痕实验检测肿瘤细胞迁移能力　ＳＷ６２０

细胞以６×１０４ 个／孔均匀接种于６孔板中，待细胞

融合完全后，以２０μＬ枪头在每孔细胞上轻画纵横４

条均匀划痕，保持划痕宽度一致，形成细胞伤痕模

型。划痕后ＰＢＳ清洗脱落细胞。实验分组如下：阴

性对照组加无血清培养液；ＣＣＬ１９处理组加含ｒｈ

ＣＣＬ１９（１００ｎｇ／ｍＬ，１０ｎｇ／ｍＬ）的无血清培养液。

继续培养，于２４ｈ时观测划痕愈合情况。用标尺在

原始图片上测量０ｈ和２４ｈ各组３个同一相对位置

的划痕距离以对比各组划痕愈合差异。

１．７　细胞侵袭实验检测肿瘤细胞侵袭能力　Ｔｒａｎ

ｓｗｅｌｌ小室经过ＰＢＳ水化１２ｈ后，将１∶８倍稀释的

Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶（每孔５０μＬ）均匀铺于小室聚碳酸酯膜

的内表面，上室各加入１００μＬ密度为５×１０
５ 个／ｍＬ

的经过不同浓度ｒｈＣＣＬ１９刺激４８ｈ后的ＳＷ６２０

细胞悬液，下室加入含２０％ 小牛血清的Ｌ１５培养

液，在第１组的上室加入经１００ｎｇ／ｍＬｒｈＣＣＬ１９刺

激后的ＳＷ６２０，第２组上室加入经１０ｎｇ／ｍＬｒｈ

ＣＣＬ１９刺激后的ＳＷ６２０，第３组为对照组。每组设

３个平行小室，孵育２４ｈ后棉签擦去上室细胞，甲醇

固定１５ｍｉｎ，１％结晶紫染色２５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗。１００

倍显微镜下计数侵袭的细胞数，随机取５个视野计

数，并进行统计分析，以侵袭细胞的相对数目评估肿

瘤细胞的侵袭能力。

１．８　统计学处理　采用ＳＡＳ９．３统计软件对数据

进行分析。以χ
２ 检验及 Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法分析

ＣＣＬ１９在结直肠肿瘤的表达与临床病理资料的关

系；以配对秩和检验分析组织定量ＰＣＲ结果；细胞

增殖实验、划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵袭实验结果

分析采用单因素方差分析进行统计，组间两两比较

采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ’ｓＭｕｌｔｉｐｌｅＣｏｍｐａｒｉｓｏｎＴｅｓｔ法。

检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　结肠癌组织中ＣＣＬ１９蛋白表达情况　组织芯
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片免疫组化染色结果显示，ＣＣＬ１９主要分布于细胞

胞质，细胞外间质也有少量分布（图１）。ＣＣＬ１９蛋

白在癌旁正常组织中的表达高于肿瘤组织，差异有

统计学意义（犘＜０．００１，表１）。

图１　结肠癌及癌旁组织犆犆犔１９免疫组化染色结果

犉犻犵１　犐犿犿狌狀狅犺犻狊狋狅犮犺犲犿犻狊狋狉狔犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犆犆犔１９狆狉狅狋犲犻狀

犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犮狅犾狅狉犲犮狋犪犾犮犪狀犮犲狉狋犻狊狊狌犲狊犪狀犱犪犱犼犪犮犲狀狋狀狅狉犿犪犾狋犻狊狊狌犲狊

Ａ：Ｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄ（ｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ）；Ｂ：Ｗｅａｋｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

（ｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

表１　犆犆犔１９在结肠癌组织及癌旁正常组织中的表达

犜犪犫１　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犆犆犔１９犻狀犮狅犾狅狉犲犮狋犪犾

犮犪狀犮犲狉狋犻狊狊狌犲狊犪狀犱犪犱犼犪犮犲狀狋狀狅狉犿犪犾狋犻狊狊狌犲狊

犖＝８５，狀

Ｔｉｓｓｕｅｔｙｐｅ
ＣＣＬ１９

－ ＋ 

Ｎｏｒｍａｌ １１ ２８ ４６

Ｔｕｍｏｒ ４９ ２７ ９

犘＜０．００１ｖｓｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅ

２．２　ＣＣＬ１９表达与临床病理特征分析　免疫组化

结果显示ＣＣＬ１９表达量与肿瘤大小和浸润深度有

关（犘＜０．０１），而与性别、年龄、淋巴结转移、远处转

移等指标无关，见表２。

２．３　犆犆犔１９ｍＲＮＡ表达情况　２０对结肠癌组织

实时定量ＰＣＲ结果显示肿瘤组织犆犆犔１９ｍＲＮＡ表

达量低于癌旁正常组织，两者表达差异有统计学意

义（犘＜０．０１），见图２。

２．４　７株结肠癌细胞系ＣＣＲ７ｍＲＮＡ和蛋白表达

量　实时定量ＰＣＲ检测及蛋白质免疫印迹法检测

结果基本吻合（图３），均显示ＣＣＲ７在ＳＷ６２０中表

达最高，表明该细胞内分布ＣＣＲ７受体最多。因此

选取ＳＷ６２０细胞作为后续研究的细胞株。

表２　结直肠癌组织中犆犆犔１９表达与临床病理特征的关系

犜犪犫２　犚犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犫犲狋狑犲犲狀犆犆犔１９犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犮狅犾狅狉犲犮狋犪犾

犮犪狀犮犲狉狋犻狊狊狌犲狊犪狀犱犮犾犻狀犻犮狅狆犪狋犺狅犾狅犵犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊

Ｉｎｄｅｘ 犖
ＣＣＬ１９狀

－ ＋ 
犘ｖａｌｕｅ

Ａｇｅ（ｙｅａｒ） ０．８４

　≥６５ ３６ ２１ １２ ３

　＜６５ ４９ ２８ １５ ６

Ｇｅｎｄｅｒ ０．５７

　Ｍａｌｅ ５３ ２９ １７ ７

　Ｆｅｍａｌｅ ３２ ２０ １０ ２

Ｔｕｍｏｒｓｉｚｅ ０．００３

　≥４ｃｍ×３ｃｍ ４８ ３４ １３ １

　＜４ｃｍ×３ｃｍ ３７ １５ １４ ８

Ｔｕｍｏｒｌｏｃａｔｉｏｎ ０．０６

　Ｒｉｇｈｔｃｏｌｏｎ １６ ６ ５ ５

　Ｌｅｆｔｃｏｌｏｎ １１ ５ ５ １

　Ｓｉｇｍｏｉｄｃｏｌｏｎ ２１ １２ ７ ２

　Ｒｅｃｔｕｍ ３７ ２６ １０ １

Ｅｘｔｅｎｔｏｆｉｎｖａｓｉｏｎ ０．００５

　Ｔ１ ６ １ ４ １

　Ｔ２ １２ ４ ４ ４

　Ｔ３ １４ ７ ４ ３

　Ｔ４ ５３ ３７ １５ １

Ｌｙｍｐｈａｔｉｃｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ０．１４

　Ｎ０ ３６ １５ １６ ５

　Ｎ１ ３３ ２２ ８ ３

　Ｎ２ １６ １２ ３ １

Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ０．５３

　Ｍ０ ８０ ４５ ２６ ９

　Ｍ１ ５ ４ １ ０

图２　实时定量犘犆犚检测结直肠肿瘤

及癌旁组织犆犆犔１９犿犚犖犃表达

犉犻犵２　犙狌犪狀狋犻狋犪狋犻狏犲狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犆犆犔１９犿犚犖犃

犻狀犮狅犾狅狉犲犮狋犪犾犮犪狀犮犲狉狋犻狊狊狌犲狊犪狀犱犪犱犼犪犮犲狀狋狀狅狉犿犪犾狋犻狊狊狌犲狊

犘＜０．０１，狀＝２０
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图３　７株结肠癌细胞系犆犆犚７犿犚犖犃和蛋白表达量

犉犻犵３　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犆犆犚７犿犚犖犃犪狀犱狆狉狅狋犲犻狀

犻狀７犮狅犾狅狉犲犮狋犪犾犮犪狀犮犲狉犮犲犾犾犾犻狀犲狊

Ａ：ＣＣＲ７ｐｒｏｔｅｉｎｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ；Ｂ：犆犆犚７ｍＲ

ＮＡｌｅｖｅｌｂｙｑＲＴＰＣＲ

２．５　ＣＣＬ１９对ＳＷ６２０细胞增殖的影响　ＣＣＫ８

细胞增殖实验结果显示，ＳＷ６２０经过ｒｈＣＣＬ１９刺

激后，增殖能力在４８～１２０ｈ时较对照组出现显著

减弱，且ｒｈＣＣＬ１９浓度越高，减弱越明显（图４），

３组间差异均有统计学意义（犘＜０．０１）。

图４　犛犠６２０细胞增殖曲线

犉犻犵４　犘狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀犮狌狉狏犲狅犳犛犠６２０犮犲犾犾狊

犘＜０．０１；狀＝３，珔狓±狊

２．６　ＣＣＬ１９抑制ＳＷ６２０细胞迁移能力　划痕实验

结果显示加入ｒｈＣＣＬ１９的２组细胞爬行速度明显

慢于对照组，且ｒｈＣＣＬ１９浓度１００ｎｇ／ｍＬ组的细

胞爬行速度慢于１０ｎｇ／ｍＬ组（图５）。

２．７　ＣＣＬ１９抑制ＳＷ６２０细胞侵袭能力　对照组侵

袭细胞数大于１０ｎｇ／ｍＬｒｈＣＣＬ１９，且１０ｎｇ／ｍＬ

ｒｈＣＣＬ１９组大于１００ｎｇ／ｍＬｒｈＣＣＬ１９组，３组间

差异均有统计学意义（犘＜０．０１），见图６。

图５　细胞划痕实验验证犆犆犔１９对犛犠６２０迁移能力的影响

犉犻犵５　犠狅狌狀犱犺犲犪犾犻狀犵犪狊狊犪狔狅犳犿犻犵狉犪狋犻狅狀犪犫犻犾犻狋狔狅犳犛犠６２０犮犲犾犾狊

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００．犘＜０．０５，犘＜０．０１；狀＝３，珔狓±狊

图６　犜狉犪狀狊狑犲犾犾实验检测细胞侵袭能力

犉犻犵６　犜狉犪狀狊狑犲犾犾犪狊狊犪狔狅犳犛犠６２０犮犲犾犾犻狀狏犪狊犻狅狀犪犫犻犾犻狋狔

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００．犘＜０．０１；狀＝３，珔狓±狊
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３　讨　论

国内外众多研究表明，ＣＣＬ１９与多种实体肿瘤

的发生、发展关系密切，并且多数为抑癌作用［７１０］。

但ＣＣＬ１９与结直肠癌的相关研究却鲜有报道。因

此我们以ＣＣＬ１９为切入点，利用组织定量ＰＣＲ及

组织芯片免疫组化分析ＣＣＬ１９在结直肠癌与正常

结肠组织中的表达差异，并结合临床病理资料来分

析ＣＣＬ１９在结直肠癌患者中所起的作用。实时定

量ＰＣＲ和免疫组化实验结果证实趋化因子ＣＣＬ１９

在结直肠癌肿瘤组织中较癌旁正常组织低表达，结

合临床病理资料统计分析表明ＣＣＬ１９表达量与肿

瘤大小以及浸润深度有关（犘＜０．０１）。因此，我们

作出大胆推测，ＣＣＬ１９对于结直肠癌患者可能是一

个抑癌因子。

基于以上研究结果，我们以实时定量ＰＣＲ和蛋

白质免疫印迹筛选出 ＳＷ６２０ 细胞相对高表达

ＣＣＲ７受体，并利用不同浓度ｒｈＣＣＬ１９对ＳＷ６２０

细胞进行刺激，使其与细胞表面的ＣＣＲ７受体结合。

结果显示经过ｒｈＣＣＬ１９刺激后的ＳＷ６２０细胞的

增殖、迁移以及侵袭能力均受到抑制，且这种抑制作

用呈现浓度依赖性。细胞增殖实验中，３组细胞２４

ｈ内增殖差异不明显，说明ｒｈＣＣＬ１９本身并无细胞

毒性。而４８ｈ后，ｒｈＣＣＬ１９处理组抑制细胞增殖

作用逐渐显现，且浓度越高，抑制越明显，这说明

ＣＣＬ１９具有抑制细胞增殖的作用，且呈浓度依赖

性。划痕实验中，加入ｒｈＣＣＬ１９的两组细胞爬行

速度明显慢于对照组，且１００ｎｇ／ｍＬ处理组的爬行

速度亦明显慢于１０ｎｇ／ｍＬ组，说明ＣＣＬ１９能显著

抑制结肠癌细胞的迁移能力，抑制作用亦呈现浓度

依赖性。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵袭实验同样证实了经ｒｈ

ＣＣＬ１９刺激后明显抑制了ＳＷ６２０细胞的侵袭能

力，且同样呈浓度依赖性。此外，由于细胞增殖实验

在２４ｈ时３组细胞增殖能力差异无统计学意义，因

此我们认为可以不考虑因细胞增殖而对细胞迁移、

侵袭实验结果的影响。基于ＣＣＬ１９对ＳＷ６２０细胞

增殖、迁移和侵袭能力的抑制，结合国内外相关报

道［３，１１］，我们推测这些细胞功能的改变原因可能是

细胞经ｒｈＣＣＬ１９刺激后，通过与ＣＣＲ７配体结合，

从而影响了一系列信号通路，直接抑制细胞增殖、迁

移及侵袭能力或者可能改变了细胞内增殖、迁移及

侵袭相关基因表达。

本课题组下一步的研究工作将着重于ＣＣＬ１９

的抑癌机制。目前研究表明趋化因子抑制肿瘤有多

方面机制，包括驱动抑癌免疫细胞（树突状细胞、Ｔ

细胞、ＮＫ细胞）到达肿瘤原发部位，刺激免疫细胞

释放 多 种 抑 癌 细 胞 因 子 （ＩＦＮγ、ＩＬ１２、ＣＤ４０

等［１２］），以及趋化因子直接结合其受体后通过一系

列信号通路抑制血管形成、增殖迁移等功能［３４］。而

根据我们实验结果推测，ＣＣＬ１９体外抑制肿瘤作用

是直接结合ＣＣＲ７受体后通过一系列信号通路直接

或者间接影响肿瘤细胞内增殖、迁移、侵袭能力来实

现的。但这种抑制作用的分子机制尚不完全清楚，

有待进一步用大量实验数据去验证。而ＣＣＬ１９在

体内是否也起到抑制结直肠癌发展的作用，则需要

进一步动物实验来验证。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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　　《乳腺肿瘤诊断进展》由潘晓华、杜力成、李加美、王强修主编，第二军医大学出版社出版，ＩＳＢＮ９７８７５４８１０８０５４，定价：

４８．００元。

该书参考国内外最新文献资料，并结合编者多年的临床实践经验，参照２０１２年版 ＷＨＯ乳腺肿瘤分类，详细阐述了乳腺

肿瘤的诊断技术及方法。全书分上、下两篇，共２１章，内容包括了乳腺的解剖及组织学结构特点，ＷＨＯ（２０１２）乳腺肿瘤分类

解读，乳腺肿瘤的临床诊断与分期，乳腺肿瘤的影像学、细胞学及分子病理学诊断及乳腺肿瘤病理组织学诊断等。

该书适合乳腺外科、肿瘤科、普通外科、病理科及影像科医师阅读参考。

该书由第二军医大学出版社发行科发行，全国各大书店均有销售。
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