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趋化因子受体ＣＸＣＲ４在肝细胞癌中的表达

刘　辉，周伟平，傅思源，吴孟超
第二军医大学东方肝胆外科医院肝外三科，上海２００４３８

［摘要］　目的：研究趋化因子受体ＣＸＣＲ４在肝细胞癌组织、肝癌 ＭＨＣＣ９７细胞、人脐带血管内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）中的表达，

同时检测肝癌患者腹水中ＣＸＣＲ４的配体ＣＸＣＬ１２的含量，为进一步探讨ＣＸＣＲ４在肝癌细胞转移中的作用奠定基础。方法：

利用半定量ＲＴＰＣＲ和蛋白印迹方法检测 ＭＨＣＣ９７细胞、ＨＵＶＥＣ细胞、２１例不同时期的肝细胞癌组织及１７例正常肝组织

中ＣＸＣＲ４的表达水平，同时ＥＬＩＳＡ检测１８例肝癌患者腹水中ＣＸＣＬ１２的含量。结果：在肝细胞癌组织、肝癌细胞株及血管

内皮细胞中，ＣＸＣＲ４在ｍＲＮＡ及蛋白水平的相对表达量分别为２．２１±１．０９、２．１４±１．１５、１．７２±１．２０及１．５１±０．１２、１．７６±

０．２５、１．８９±０．２４，正常肝脏组织在ｍＲＮＡ及蛋白水平均未检测到ＣＸＣＲ４的表达。肝细胞癌癌性腹水定量检查结果显示，

ＣＸＣＬ１２含量为７８３～８３６４ｐｇ／ｍｌ（中位数为６８７１ｐｇ／ｍｌ）。结论：肝细胞癌组织和细胞中存在着ＣＸＣＲ４的高表达，但与肝

癌临床分期无显著性相关，同时肝癌患者腹水中存在ＣＸＣＬ１２的含量升高，这提示ＣＸＣＲ４可能在肝癌的转移中发挥重要的

作用。
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　　肝癌是一种恶性程度极高的肿瘤，是我国及亚
洲地区的常见病，９０％以上肝癌为原发性肝癌，其治
疗仍以手术切除为首选。肝癌早期多无临床症状，
绝大部分患者发现时已属于中晚期，且７０％以上已

经发生转移，丧失了手术时机，因此研究肝癌细胞的
转移机制具有重要的现实意义。

　　最近研究表明，趋化性细胞因子及其受体的相
互作用可能在癌症的定向转移过程中起着关键作
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用［１２］，其中最令人瞩目的是趋化因子受体ＣＸＣＲ４
与其配体 ＣＸＣＬ１２的相互作用（ＣＸＣＲ４／ＣＸＣＬ１２
轴）与多种癌症发展及转移密切相关。本研究从转
录和翻译水平上研究ＣＸＣＲ４在肝癌组织及肝癌细
胞株中的表达情况，同时应用ＥＬＩＳＡ方法检测肝癌
患者腹水中 ＣＸＣＲ４的特异性配体 ＣＸＣＬ１２的含
量，为深入探讨ＣＸＣＲ４在肝癌转移中的作用奠定
基础。

１　材料和方法

１．１　细胞系　ＭＨＣＣ９７细胞株为人肝细胞癌细胞
株，ＨＵＶＥＣ细胞株为人脐带血管内皮细胞株，均由
第二军医大学生物信号转导研究室保存、提供。

１．２　临床标本　选取２００６年３月至２００６年５月
间在我院住院手术治疗的病例２１例，在手术中无菌
收集肝细胞癌患者的肝细胞癌组织，同时收集无血
液污染的上述肝细胞癌患者的腹水置于无菌离心

管，－７０℃保存（检测ＣＸＣＬ１２的含量）。所有病例
均经术后病理学检查证实为肝细胞癌，其中肝细胞
癌粗梁型１２例，肝细胞癌细梁型７例，肝细胞癌团
块型２例；按国际抗癌联盟（ＵＩＣＣ）肝细胞癌ＴＮＭ
分期标准分期，其中Ⅰ期１５例，Ⅱ期５例，Ⅲ期１
例，患者年龄２３～７２岁，中位年龄５１岁。正常对照
组选取同期手术的良性肝脏肿瘤患者１７例，其中患
者年龄３１～６０岁，中位年龄４３岁，取其正常肝脏组
织（经术后病理学检查证实）进行实验。

１．３　ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ表达水平的测定　用ＴＲＩｚｏｌ
试剂一步法提取肝细胞癌组织、正常肝组织、ＭＨ
ＣＣ９７、ＨＵＶＥＣ细胞中的总 ＲＮＡ，然后用 ＭＭＬＶ
逆转录酶进行逆转录，ＰＣＲ扩增ＣＸＣＲ４，同时扩增

ＧＡＰＤＨ作为内参照。整个ＲＴＰＣＲ过程独立重复

３次，以３次实验所得光密度值（Ｄ）的平均数表示

ｍＲＮＡ含量。ＣＸＣＲ４引物序列为：正义链５′ＡＧＣ
ＴＧＴＴＧＧＴＧＡＡＡＡＧＧＴＧＧＴＣＴＡＴＧ３′，反
义链 ５′ＧＣＧ ＣＴＴ ＣＴＧ ＧＴＧ ＧＣＣ ＣＴＴ ＧＧＡ
ＧＴＧＴＧ３′。

１．４　蛋白免疫印迹分析ＣＸＣＲ４表达　将同样大
小肝细胞癌组织及正常肝脏组织匀浆，参照文献方
法［３］提取蛋白。取８０μｇ蛋白质样品进行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳、转膜、封闭１ｈ 后，加入含 ０．０５％
Ｔｗｅｅｎ２０的ＴＢＳ缓冲液稀释的ＣＸＣＲ４兔抗人单
克隆抗体（１５００，Ｒ＆Ｄ公司产品），４℃孵育过夜，

ＴＢＳＴ漂洗３次后，加入相应的辣根过氧化物酶标
记的二抗（１１０００），３７℃温育１ｈ，增强化学发光
系统显色。利用投射仪图像分析系统扫描确定 Ｘ

线片上杂交条带的光密度值，实验独立重复３次，以
平均值表示蛋白含量。

１．５　ＥＬＩＳＡ检测肝细胞癌患者腹水中ＣＸＣＬ１２水
平　肝细胞癌患者腹水中趋化因子ＣＸＣＬ１２的含量
用ＥＬＩＳＡ试剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔ公司产品）检测，按照试
剂盒说明书进行操作。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．０统计软件对实
验数据进行处理，ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ和蛋白在不同组
织中的表达的比较用χ

２检验，ＣＸＣＲ４的表达与临床
病理分期的相关性分析采用ｔ检验。

２　结　果

２．１　ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ水平的表达　肝细胞癌 ＭＨ
ＣＣ９７细胞和血管内皮 ＨＵＶＥＣ 细胞 ＣＸＣＲ４的

ｍＲＮＡ相对表达量分别为２．１４±１．１５和１．７２±
１．２０，２１例肝细胞癌组织表达ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ，其相
对表达量为２．２１±１．０９，并且与临床分期无显著性
相关。正常对照组未检测出 ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ 的表
达。电泳结果见图１。

图１　不同组织和细胞系中ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＸＣＲ４ｍＲＮＡｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｃｅｌｌｌｉｎｅｓ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：Ｎｏｒｍａｌｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅ；２：Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ

ｔｉｓｓｕｅ；３：ＭＨＣＣ９７ｃｅｌｌｓ；４：ＨＵＶＥＣｃｅｌｌｓ

２．２　ＣＸＣＲ４蛋白的表达　２１例肝细胞癌组织均可
见ＣＸＣＲ４蛋白表达，其蛋白相对表达量为１．５１±０．
１２。ＭＨＣＣ９７细胞、ＨＵＶＥＣ细胞的ＣＸＣＲ４蛋白相
对表达量分别为１．７６±０．２５和１．８９±０．２４，正常对
照组未检测到ＣＸＣＲ４蛋白表达（图２）。

图２　肝细胞癌组织、ＭＨＣＣ９７细胞、

ＨＵＶＥＣ细胞ＣＸＣＲ４蛋白的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＸＣＲ４ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅ，ｎｏｒｍａｌｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅ，ＭＨＣＣ９７ａｎｄＨＵＶＥＣｃｅｌｌｓ
１：Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅ；２：ＭＨＣＣ９７ｃｅｌｌｓ；３：ＨＵＶＥＣ

ｃｅｌｌｓ；４：Ｎｏｒｍａｌｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅ
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２．３　肝细胞癌患者腹水中ＣＸＣＬ１２的含量　对１８
例肝细胞癌患者腹水中ＣＸＣＬ１２的含量进行定量检
测，在所有的标本中均发现趋化因子ＣＸＣＬ１２，其含
量为７８３～８３６４ｐｇ／ｍｌ（中位数为６８７１ｐｇ／ｍｌ）。

３　讨　论

　　趋化因子受体ＣＸＣＲ４是一种表达于多种细胞
上的含有７个跨膜区的Ｇ蛋白偶联受体，其在免疫
系统和中枢神经系统的细胞中广泛表达［４］。目前大
部分学者认为ＣＸＣＲ４是ＣＸＣＬ１２唯一的受体，ＣＸ
ＣＲ４通过作用于特异性的配体ＣＸＣＬ１２参与多种
生理和病理过程。ＣＸＣＬ１２由基质细胞持续产生，
为持续表达性趋化因子，无病原侵入时体内就有稳
定表达，只是表达量较低。趋化因子主要由肿瘤细
胞和肿瘤间质细胞产生，其中肿瘤间质细胞包括血
管内皮细胞和趋化因子介导浸润的巨噬细胞、树突
状细胞、淋巴细胞和 ＮＫ细胞等［５］。研究表明ＣＸ
ＣＲ４／ＣＸＣＬ１２在机体免疫系统中如造血干细胞归
巢、淋巴细胞迁移和 ＨＩＶ感染等方面发挥着重要作
用［６７］。

　　近来研究发现，肿瘤细胞过表达的趋化因子

ＣＸＣＲ４及其配体ＣＸＣＬ１２不仅直接促进细胞增殖，
还通过促血管生成及抗凋亡的间接作用来促进肿瘤

细胞的生长。Ｍüｌｌｅｒ等［８］在研究中发现ＣＸＣＲ４在
人类乳腺癌中高表达，而ＣＸＣＲ４的特异性配体ＣＸ
ＣＬ１２在乳腺癌容易发生转移的器官中高表达，如
肺、骨和脑，而这些部位也是肝癌的转移好发部位。

Ｏｒｉｍｏ等［９］发现在乳腺癌中，ＣＸＣＬ１２以剂量依赖
方式促进高表达ＣＸＣＲ４的乳腺癌ＭＣＦ７细胞的增
殖，抗ＣＸＣＲ４抗体能抑制ＣＸＣＬ１２诱导的细胞增
殖效应。Ｙａｎｇ等［１０］发现ＣＸＣＬ１２依赖的肿瘤是通
过持续抑制ｃＡＭＰ 的产生来促进肿瘤细胞生长，

ＣＸＣＲ４拮抗剂 ＡＭＤ３４６５的抗肿瘤活性与阻断

ｃＡＭＰ的抑制作用有关，提示ＣＸＣＲ４的促细胞增
殖作用可能与ｃＡＭＰ有关。本研究中发现肝癌组
织中均有不同程度的ＣＸＣＲ４的表达，而正常肝组
织ＣＸＣＲ４表达阴性，而在肝癌患者的腹水中，均发
现有ＣＸＣＬ１２，提示ＣＸＣＲ４的高表达与肝癌的恶性
表现有关，标志着肿瘤细胞恶性转化，可能通过上述
机制参与了肿瘤的发生、发展。

　　Ｊｉａｎｇ等［１１］研究发现，ＣＸＣＲ４是内皮细胞表达
的一种主要的趋化性细胞因子受体。一些细胞因子
可以明显上调ＣＸＣＲ４在内皮细胞上的表达，使内
皮细胞对 ＣＸＣＬ１２的反应性增加。反过来，ＣＸ

ＣＬ１２／ＣＸＣＲ４也可以增加内皮细胞合成和释放

ＶＥＧＦ，从而形成一个正反馈过程，促进血管的生
成。本实验中发现除了肝癌组织高表达 ＣＸＣＲ４
外，肝癌细胞 ＭＨＣＣ９７和血管内皮细胞 ＨＶＵＥＣ
也高表达ＣＸＣＲ４，提示肝癌的侵袭和转移有可能与

ＣＸＣＲ４通过促进血管生成有关。

　　综上所述，ＣＸＣＲ４／ＣＸＣＬ１２受体配体系统可能
与肝细胞癌的转移有密切关系，因此，研究肿瘤细胞
迁移的机制、探讨ＣＸＣＲ４在肝细胞癌细胞迁移中
的作用有助于我们寻找肝细胞癌治疗的分子靶点。
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