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ＣＸＣＬ１２／ＣＸＣＲ４在涎腺腺样囊性癌及周围神经组织中的表达

孟志兵１，２，徐晓刚１，周中华１

１．第二军医大学长海医院口腔科，上海２００４３３

２．江苏省扬州市第一人民医院口腔科，扬州２２５００１

［摘要］　目的：探讨趋化因子ＣＸＣＬ１２及其受体ＣＸＣＲ４与涎腺腺样囊性癌嗜神经侵袭之间的关系。方法：涎腺腺样囊性癌

病例标本４１例，舌癌病例标本３０例，腮腺多形性腺瘤病例标本２０例，正常神经组织标本２０例。所有标本均制成４μｍ厚的

切片。应用ＥｎＶｉｓｉｏｎ法检测ＣＸＣＲ４在腺样囊性癌肿瘤组织内的表达以及ＣＸＣＬ１２在周围神经组织内的表达。结果：腺样

囊性癌癌组织内ＣＸＣＲ４阳性表达率为６３．４１％，显著高于舌癌（３６．６７％）及多形性腺瘤（３５％）（Ｐ＜０．０５）；周围神经组织内

ＣＸＣＬ１２高表达 （６４．３８％），在腺样囊性癌内的神经组织与舌癌内的神经组织及正常神经组织中ＣＸＣＬ１２阳性率无显著差异。

结论：趋化因子受体ＣＸＣＲ４在腺样囊性癌中高表达，趋化因子ＣＸＣＬ１２在周围神经组织内高表达，提示ＣＸＣＬ１２／ＣＸＣＲ４可

能在腺样囊性癌嗜神经侵袭中发挥重要作用。
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　　涎腺腺样囊性癌易早期侵袭神经并沿神经组织
向远处扩散，严重影响预后。目前关于其嗜神经侵
袭的具体机制研究较多，越来越多的研究发现趋化
因子及其受体在介导恶性肿瘤的侵袭转移中发挥重

要作用。本研究通过免疫组化方法检测ＣＸＣＬ１２／

ＣＸＣＲ４在腺样囊性癌及周围神经组织内的表达，探
讨其与涎腺腺样囊性癌嗜神经侵袭的关系。

１　材料和方法

１．１　病例资料　选取第二军医大学长海医院１９９６
年１月至２００７年１０月涎腺腺样囊性癌病例 （病理
蜡块）共４１例，其中男性２９例，女性１２例，年龄

３５～８０岁，中位年龄４７岁；选取２００５年１月至２００７
年６月舌癌病例３０例，其中男性１９例，女性１１例，
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年龄３２～７８岁，中位年龄５０岁；选取２００６年１２月
至２００７年６月腮腺多形性腺瘤病例２０例，其中男
性９例，女性１１例，年龄２２～６５岁，中位年龄４０．５
岁；收集２００６年３月至２００７年６月面颈部手术标
本中远离原发灶的正常神经组织２０例。

１．２　主要试剂　鼠抗人趋化因子受体ＣＸＣＲ４单
克隆抗体 （ＭＡＢ１７２，５００μｇ／支），工作浓度１

２５０；鼠 抗 人 趋 化 因 子 ＣＸＣＬ１２ 单 克 隆 抗 体
（ＭＡＢ３５０，５００μｇ／支），工作浓度１１００（购自美
国Ｒ＆Ｄ公司）；辣根过氧化物酶 （Ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒ
ｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的即用型多聚化合物酶标记的
羊抗鼠二抗 （ＥｎＶｉｓｉｏｎ复合物）（购于丹麦ＤＡＫＯ
公司）；ｐＨ６．０的０．０１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液 （ＣＢ）；

ｐＨ７．４的０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ；ｐＨ７．８的０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＴＢＳ；３′３二氨基联苯胺盐酸盐（ＤＡＢ）；二甲苯；无水
乙醇；９５％ 乙醇；８５％乙醇；７５％乙醇；苏木精。

１．３　实验方法　所有标本制成４μｍ厚石蜡切片，
应用ＥｎＶｉｓｉｏｎ法检测肿瘤组织内ＣＸＣＲ４的表达。
另外从４１例腺样囊性癌中选出包含有神经组织的
病例３２例、３０例舌癌病例中包含有神经组织病例
的２１例、正常神经组织标本２０例，同样制成４μｍ
厚石蜡切片，应用ＥｎＶｉｓｉｏｎ法检测神经组织内ＣＸ
ＣＬ１２的表达。

　　免疫组化实验方法：４μｍ厚石蜡切片 （采用涂
有多聚赖氨酸的载玻片），５８℃烤片１８ｈ，脱蜡；切
片置于二甲苯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ中各１０ｍｉｎ；置于无水乙醇、

９５％ 乙醇、８５％乙醇、７５％乙醇中各２ｍｉｎ，自来水
冲洗３ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３×３ｍｉｎ；用ＣＢ热诱导修复（微
波３档２０ｍｉｎ），室温自然冷却；ＰＢＳ洗３×３ｍｉｎ；

０．３％Ｈ２Ｏ２抑制内源性过氧化物酶室温下２０ｍｉｎ；

ＰＢＳ洗３×３ｍｉｎ；滴加２０％正常羊血清并吸去多余
的血清，室温孵育３０ｍｉｎ，不洗；加入稀释度１２５０
的ＣＸＣＲ４一抗 （１１００的ＣＸＣＬ１２一抗）使抗体
液覆盖整个组织面；３７℃孵育２ｈ，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３
次；滴加即用型ＥｎＶｉｓｉｏｎ试剂（ＨＲＰＭ）使覆盖整
个组织，３７℃３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次；０．０５％
ＤＡＢ＋０．０３％ Ｈ２Ｏ２１５μｌ显色１０ｍｉｎ左右，流水冲
洗终止反应；苏木精衬染，热水蓝化；吹干后，常规树
胶封片。实验中用ＰＢＳ液代替一抗作为阴性对照。

１．４　免疫组化阳性表达判定标准　免疫组化切片
中细胞胞质、胞核内有棕黄色颗粒者为阳性表达。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．０统计软件对数
据进行χ

２ 检验。Ｐ＜０．０５表示结果差异有统计学
意义。

２　结　果

２．１　趋化因子ＣＸＣＬ１２在周围神经组织中的表达
情况　趋化因子ＣＸＣＬ１２在神经组织中有明显表
达，主要定位于神经组织的细胞质内，少量位于细胞
核内 （图１）。同时在腺样囊性癌及舌癌癌旁组织中
偶见微血管内皮细胞中有表达。从切片中观察到在
腺样囊性癌及舌癌中离神经组织较近部位的肿瘤细

胞内ＣＸＣＬ１２表达稍高于远离神经组织的部位。通
过对涎腺腺样囊性癌、舌癌中神经组织及正常神经
组织ＣＸＣＬ１２的表达情况分析，腺样囊性癌切片中
神经组织阳性率 （５９．３８％，１９／３２）低于舌癌组
（６１．９０％，１３／２１）和正常对照组 （７５．００％，１５／２０），
但无统计学意义 （ｖ ＝２，χ

２ ＝１．３８９４，Ｐ＝
０．４９９２）。

２．２　趋化因子受体ＣＸＣＲ４在涎腺腺样囊性癌肿
瘤组织内的表达情况　ＣＸＣＲ４在腺样囊性癌、舌癌
及多形性腺瘤细胞中均有表达，主要定位于细胞质
内，少数位于胞核内（图２）。部分肿瘤间质内亦有

ＣＸＣＲ４表达，在两种癌周组织中血管内皮细胞内偶
见有ＣＸＣＲ４表达。腺样囊性癌细胞中ＣＸＣＲ４阳
性表达率 （６３．４１％，２６／４１），舌癌细胞阳性表达率
（３６．６７％，１１／３０），多形性腺瘤细胞阳性表达率
（３５．００％，７／２０）。统计学分析表明腺样囊性癌细胞
阳性率明显高于舌癌细胞阳性率 （χ

２＝４．９６６７，

Ｐ＝０．０２５８）；腺样囊性癌细胞阳性率明显高于多形
性腺瘤 （χ

２＝４．３７０７，Ｐ＝０．０３６６），舌癌细胞的阳
性率与多形性腺瘤细胞的阳性率相比无统计学意义

（χ
２＝０．０１４５，Ｐ＝０．９０４３）。

３　讨　论

　　趋化因子 ＣＸＣＬ１２又称基质细胞衍生因子１
（ｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒ１，ＳＤＦ１）或前Ｂ细胞
刺激因子（ｐｒｅＢｃｅｌｌｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ，ＰＢＳＦ），属
于ｎｏｎＥＬＲＣＸＣ 类趋化因子。ＣＸＣＲ４是趋化因
子受体超家族的重要成员之一，是具有高度保守的

Ｇ蛋白偶联的７次跨膜受体，是ＣＸＣＬ１２的特异性
受体。
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图１　三组标本中ＣＸＣＬ１２的表达

Ｆｉｇ１　ＣＸＣＬ１２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ３ｇｒｏｕｐｓ（Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）

Ａ：ＮｅｇａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＸＣＬ１２ｉｎｔｈｅｔｏｎｇｕｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓａｎｄｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｎｅｒｖｅｔｉｓｓｕｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００；Ｂ：Ｎｅｇａ

ｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＸＣＬ１２ｉｎｔｈｅＳＡＣＣｃｅｌｌｓａｎｄｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｎｅｒｖｅｔｉｓｓｕｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００；Ｃ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ＣＸＣＬ１２ｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｎｅｒｖｅｔｉｓｓｕｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０

图２　四组标本中ＣＸＣＲ４的表达

Ｆｉｇ２　ＣＸＣＲ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ４ｇｒｏｕｐｓ（Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）

Ａ：ＰｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＸＣＲ４ｉｎｔｈｅＳＡＣＣｃｅｌｌｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００；Ｂ：ＰｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＸＣＲ４ｉｎｔｈｅＡＣＣｃｅｌｌｓａｎｄｎｅｇａ

ｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｎｅｒｖｅｔｉｓｓｕｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００；Ｃ：ＮｅｇａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＸＣＲ４ｉｎｔｈｅｔｏｎｇｕｅｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉ

ｃａｔｉｏｎ：×４０；Ｄ：ＮｅｇａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＸＣＲ４ｉｎｔｈｅｍｉｘｅｄｔｕｍｏｒｏｆｐａｒｏｔｉｄｇｌａｎｄ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

　　趋化因子ＣＸＣＬ１２与受体ＣＸＣＲ４结合后发挥
多种功能，除了参与细胞器官的生长发育、分化与凋
亡，炎症细胞向炎症部位的聚集迁移，中枢神经系统
的发育及其损伤后的再生修复过程［１２］等外，还参与
肿瘤的发生、发展、侵袭与转移［３４］。趋化因子和受
体结合后诱导Ｇ蛋白复合物中的Ｇα亚基和Ｇβγ亚
基解离，Ｇβγ亚基结合和活化磷脂酶Ｃ、磷脂酰肌醇

３激酶和腺苷环化酶等引起一系列细胞内信号传
递，使细胞活化，产生趋化运动即细胞定向迁移至趋
化因子浓度较高的组织器官部位，并侵入这些器官
分裂、增殖。这些器官就是特异性侵袭转移的靶器
官。近年来已发现在乳腺癌、卵巢癌、直肠癌等２０
多种肿瘤细胞内有受体ＣＸＣＲ４明显表达，并发现

ＣＸＣＲ４在介导肿瘤细胞侵袭转移中发挥重要作
用［５６］。有文献提出 ＣＸＣＲ４作为检测直肠结肠
癌［７］、膀胱癌［８］、前列腺癌［９］、恶性黑素瘤［１０］等恶性

肿瘤转移及预后的重要指标。

　　Ｍｕｌｌｅｒ等［１１］在乳腺癌研究中发现在乳腺癌细

胞系、乳腺癌患者肿瘤原发灶和转移灶中的癌细胞
均见ＣＸＣＲ４高表达，在其最常见的转移部位肺、肝

脏部位相应地高表达其配体ＣＸＣＬ１２。肺、肝脏组
织的蛋白提取物对乳腺癌细胞有明显的趋化作用。
体外实验中运用ＣＸＣＲ４拮抗剂Ｔ１４０或采用ＲＮＡ
技术干扰ＣＸＣＲ４基因表达，发现对乳腺癌细胞迁
移有抑制作用。Ｌｉ等［１２］用ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印
迹等方法检测了卵巢上皮癌患者ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ的
表达水平及作用，发现ＣＸＣＬ１２与ＣＸＣＲ４可促进
癌细胞和上皮细胞的迁移使卵巢癌发生转移。Ｐｈｉｌ
ｌｉｐｓ等［１３］在手术切除的非小细胞性肺癌 （ＮＳＣＬＣ）
组织和细胞系中均可检测到ＣＸＣＲ４高表达。体外
实验发现在 ＣＸＣＬ１２的作用下，ＣＸＣＲ４ 阳性的

ＮＳＣＬＣ细胞会向ＣＸＣＬ１２浓度高的部位定向趋化
迁移，而在其特异性转移的靶器官如肾上腺、骨髓、
肺和肝中有ＣＸＣＬ１２高表达，所以 ＮＳＣＬＣ细胞容
易向肾上腺、肺内其他部位、肝内等部位转移。在小
鼠ＮＳＣＬＣ动物模型中用ＣＸＣＬ１２的特异性抗体可
显著性地抑制原位肿瘤向肺中其他部位的转移。证
实了ＣＸＣＬ１２／ＣＸＣＲ４在 ＮＳＣＬＣ的器官特异性转
移中也发挥重要作用。这些均证实了ＣＸＣＬ１２／ＣＸ
ＣＲ４生物轴与肿瘤侵袭转移有重要关联。
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　　本实验通过ＥｎＶｉｓｉｏｎ方法检测发现本组腺样
囊性癌癌细胞内ＣＸＣＲ４表达阳性率显著高于舌癌
及多形性腺瘤对照组（Ｐ＜０．０５），说明ＣＸＣＲ４是腺
样囊性癌区别于舌癌及多形性腺瘤的特殊物质之

一。同时该实验中发现趋化因子ＣＸＣＬ１２在周围神
经组织胞质、胞核内有明显表达，并且可以观察到在
离神经较近的部位肿瘤细胞内ＣＸＣＬ１２表达稍多，
远离部位癌细胞内表达较少。考虑ＣＸＣＬ１２可能来
源于神经组织，神经组织分泌产生ＣＸＣＬ１２后向周
围组织内释放造成该浓度梯度表现，符合文献提出
的神经系统中神经元细胞、神经膜细胞是ＣＸＣＬ１２
的主要来源的说法［１４］。在腺样囊性癌、舌癌病灶内
神经组织及正常神经组织中ＣＸＣＬ１２阳性表达中以
腺样囊性癌阳性率稍低 （５９．３８％），但统计分析结
果无显著差异（Ｐ＞０．０５）。分析认为神经组织中

ＣＸＣＬ１２的表达与肿瘤组织类型没有明显关系，肿
瘤组织的存在并没有影响到神经组织中ＣＸＣＬ１２的
表达。另外实验中腺样囊性癌病例中的ＣＸＣＬ１２表
达阳性率低于对照组，可能与实验中采用的标本放
置时间长短不一有关。由于腺样囊性癌标本较少
见，所以实验中腺样囊性癌标本有的放置时间已经
很久，标本抗原部分丢失，而对照组标本相对时间较
短。另外本实验中发现在腺样囊性癌、舌癌病灶的
微血管内皮细胞内偶见有 ＣＸＣＲ４、ＣＸＣＬ１２的表
达，有文献报道有同样的现象［１５］，考虑与肿瘤内的
血管形成、维持微环境的稳定及癌细胞向血管内趋
化迁移有关，但具体意义仍不清楚。

　　总之，本实验检测出涎腺腺样囊性癌与周围神
经组织内有趋化因子ＣＸＣＬ１２及其受体ＣＸＣＲ４这
一生物轴存在，神经组织上表达的ＣＸＣＬ１２可能吸
引、捕获有ＣＸＣＲ４显著表达的腺样囊性癌细胞，这
种趋化作用可能与腺样囊性癌细胞特异性神经侵袭

有关。但ＣＸＣＬ１２／ＣＸＣＲ４在嗜神经侵袭中具体作
用、作用大小以及具体机制等仍需要进一步的深入
研究。
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