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　　【摘要】　目的　研究 ＣＸＣＲ４在人乳腺癌中的表达与淋巴结转移、Ｈｅｒ唱２蛋白表达的关系，探讨其在乳腺
癌侵袭和血管生成中的作用和机制，为乳腺癌分子靶向治疗寻找新的靶点。 方法　采用免疫组织化学链霉
素抗生物素蛋白唱过氧化物酶连接法（Ｓ唱Ｐ 法）检测 １００ 例乳腺癌手术标本中 ＣＸＣＲ４ 蛋白的表达，统计分析
ＣＸＣＲ４蛋白表达与临床病理特征如乳腺癌临床分期、淋巴结转移、Ｈｅｒ唱２ 表达之间的关系。 结果　（１）ＣＸ唱
ＣＲ４蛋白表达于细胞质和细胞核，５４ 例（５４畅０％）乳腺癌组织可见 ＣＸＣＲ４表达，且 ＣＸＣＲ４在乳腺癌中的表达
明显高于癌旁正常组织中的表达（P＜０畅０１）。 （２）ＣＸＣＲ４蛋白表达与患者的年龄、病理学类型、ＥＲ和 ＰＲ的
表达无关（P＞０畅０５）；与淋巴结转移数目（r＝０畅４５２，P＜０畅０１）、临床分期（r ＝０畅３２４，P ＝０畅０１）及 ＨＥＲ唱２蛋白
（r＝０畅４６１，P＜０畅０１）表达正相关。 结论　（１）ＣＸＣＲ４ 在乳腺癌组织中的表达明显高于癌旁正常组织，与乳
腺癌的发生、发展密切相关。 （２）乳腺癌组织 ＣＸＣＲ４ 蛋白表达与淋巴结转移、临床分期、Ｈｅｒ唱２ 表达呈正相
关，可作为乳腺癌淋巴结转移预测的指标。 阻断趋化因子 ＣＸＣＲ４／ＣＸＣＬ１２ 通路，有望成为乳腺癌治疗的新
靶点。

【关键词】　乳腺肿瘤；　免疫组织化学；　ＣＸＣＲ４；　淋巴结转移

　　乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤，近年来发病率增长较快，且
有年轻化趋势。 据统计，全球每年约新增 １２０ 万～１４０ 万女性乳
腺癌病例，每年约有 ５０万患者死于该病［１］ 。 研究乳腺癌生物学
特性、侵袭及转移的机制，发现阻断肿瘤细胞生长、转移的靶点，
成为当前研究的热点。 趋化因子及其受体因在肿瘤组织中表
达，并与肿瘤发生、发展、侵袭和转移密切相关而成为肿瘤领域
的研究热点，其中趋化因子 ＣＸＣＬ１２ 及其受体 ＣＸＣＲ４ 在多种肿
瘤的发生发展过程中发挥着重要而复杂的作用［２］ ，已成为近期
研究的热点之一。 本研究通过免疫组织化学染色方法，检测乳
腺癌组织及癌旁正常组织中 ＣＸＣＲ４ 的表达，分析其与乳腺癌患
者年龄、病理类型、ＥＲ、ＰＲ、Ｈｅｒ唱２、临床分期和淋巴结转移数等临
床病理特征参数的关系。 探讨 ＣＸＣＲ４ 在乳腺癌发生、发展及侵
袭转移中的作用，为进一步了解乳腺癌的发生、发展及转移机制
提供新思路。

一、资料与方法
１．一般资料：收集 ２００９ 年 １月至 ２０１０ 年 １２ 月南昌市第三

医院乳腺外科手术切除的乳腺癌及癌旁组织病理存档蜡块 １００
例，所有病例均为女性，最低年龄 ２３ 岁，最高年龄 ６９ 岁，平均年
龄 ４７畅４岁；所有入选病例均为Ⅰ ～Ⅲ期可手术切除的患者，且
均病理诊断证实、在术前均未接受过放、化疗。 其中ⅠＡ ～Ｂ 期
为 ９例，ⅡＡ～Ｂ期为 ６２例，ⅢＡ期 ２９ 例；有淋巴结转移 ５７ 例，
无淋巴结转移 ４３ 例；ＥＲ阳性 ６３ 例，阴性 ３７ 例；ＰＲ阳性 ５７ 例，
阴性 ４３例；Ｈｅｒ唱２阳性 ３２例，阴性 ６８ 例。

２．主要材料与试剂：鼠抗人 ＣＸＣＲ４ 单克隆抗体，ＥＲ、ＰＲ、
ＨＥＲ唱２抗体及 Ｓ唱Ｐ试剂盒均购于福州迈新生物技术有限公司。

３．免疫组织化学染色：采用 ＳＰ法对 １００ 例女性乳腺癌石蜡
标本进行 ＣＸＣＲ４ 蛋白表达检测。 将乳腺癌组织切片置入 ｐＨ
８畅０ ＥＤＴＡ液高压修复，实验按照 ＳＰ检测试剂盒说明书进行，一

抗稀释度 １∶５０，ＤＡＢ溶液显色、复染、脱水、透明、封片。 以磷酸
盐缓冲液（ＰＢＳ）代替一抗作为阴性对照，已知阳性病例作为阳
性对照。

４．结果判定：所有切片均由两名高年资的乳腺病理医师分
别于低倍和高倍镜下观察，ＣＸＣＲ４ 阳性表达主要定位于细胞核
和（或）细胞质，为棕黄色细颗粒状，而阴性表达的细胞中细胞核
被苏木素蓝染，棕黄色颗粒少见。 ＣＸＣＲ４判定标准：参见许良中
等［３］的免疫组化结果的判断标准，采用双盲法阅片，Ｏｌｙｍｐｕｓ 光
镜下每张切片中选取癌细胞较多的 ５ 个高倍视野，每个视野计
数 １００ 个细胞。 染色强度分级如下：无着色为 ０，淡黄色为 １，棕
黄色为 ２，棕褐色为 ３。 阳性细胞数分级为：无阳性细胞为 ０，阳
性细胞数≤１０为 １，１１ ～５０ 为 ２，５１ ～７５ 为 ３，≥７６为 ４。 两项得
分相乘结果≥３为阳性表达。

５．统计学分析：数据用 ＳＰＳＳ １２畅０ 统计软件包处理，乳腺癌
标本 ＣＸＣＲ４蛋白表达与其临床病理特征用χ２ 检验，P＜０畅０５ 为
差异有统计学意义。 采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关分析 ＣＸＣＲ４ 表达情况
与 Ｈｅｒ唱２、临床分期、腋窝淋巴结转移情况的相关性。
二、结果
１．ＣＸＣＲ４蛋白表达在乳腺癌标本与癌旁正常组织中的关

系（表 １，图 １，２）：本试验 １００ 例女性乳腺癌患者石蜡标本，ＣＸ唱
ＣＲ４阳性表达 ５４ 例（５４畅０％），阴性表达 ４６ 例（４６畅０％）。 癌旁
正常乳腺导管上皮细胞中 ＣＸＣＲ４ 阳性表达 １８ 例（１８畅０％），阴
性表达 ８２例（８２畅０％）。 两者具有显著差异（P＜０畅００１）。

表 1　ＣＸＣＲ４在浸润性乳腺癌及癌旁正常组织中的表达
组别

ＣＸＣＲ４ 的表达（例）

阳性 阴性
P 值

乳腺癌组织 ５４ .４６ 揪０ 揪揪畅０００

癌旁组织 １８ .８２ 揪

　　２．乳腺癌标本 ＣＸＣＲ４蛋白表达与临床病理特征的关系（表
２）：本研究发现 ＣＸＣＲ４蛋白表达与患者的年龄、病理学类型、ＥＲ
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表 2　ＣＸＣＲ４蛋白表达与乳腺癌患者临床病理特征的关系
项目 例数

ＣＸＣＲ４ 蛋白表达
阴性（例） 阳性（例） 阳性表达率（％）

χ２ 值 P 值

年龄 ０ TT畅０２３ ０ ;;畅８７９

　４５ 岁及以下 ４７ x２２  ２５ 槝５３畅２

　４５ 岁以上 ５３ x２４  ２９ 槝５４畅７

病理类型 ０ TT畅０５４ ０ ;;畅８１７

　浸润性导管癌 ９５ x４３  ５２ 槝５４畅７

　其他类型ａ ５ d３ 趑２ 剟４０畅０

ＥＲ １ TT畅５７５ ０ ;;畅２０９

　阴性 ３７ x１４  ２３ 槝６２畅２

　阳性 ６３ x３２  ３１ 槝４９畅２

ＰＲ ３ TT畅７５３ ０ ;;畅０５３

　阴性 ４３ x１５  ２８ 槝６５畅１

　阳性 ５７ x３１  ２６ 槝４５畅６

Ｈｅｒ唱２ ｂ ２１ hh畅２６１ ０ ;;畅０００

　阴性 ６８ x４２  ２６ 槝３８畅２

　阳性 ３２ x４ 趑２８ 槝８７畅５

临床分期 １０ hh畅９７６ ０ ;;畅００４

　Ⅰ期 ９ d６ 趑３ 剟３３畅３

　Ⅱ期 ６２ x３４  ２８ 槝４５畅２

　ⅢＡ期 ２９ x６ 趑２３ 槝７９畅３

淋巴结转移数 ２０ hh畅４７１ ０ ;;畅０００

　０ 个 ４３ x３０  １３ 槝３０畅２

　１ ～３ 个 ２７ x１１  １６ 槝５９畅３

　≥４ 个 ３０ x５ 趑２５ 槝８３畅３

　　注：ａ：包括 ３ 例髓样癌，２ 例浸润性小叶癌；ｂ：Ｈｅｒ唱２ 阳性：免疫组化 ＋＋＋或 ＦＩＳＨ 基因扩增
和 ＰＲ的表达无关（ r ＝０畅０１５，P ＝０畅８８；r ＝－０畅５，P ＝０畅６３２；r ＝
－０畅１２６，P＝０畅２１３；r＝－０畅１９４，P＝０畅０５３）；乳腺癌组织 ＣＸＣＲ４
蛋白表达与 Ｈｅｒ唱２ 表达、临床分期、淋巴结转移呈正相关（ r ＝
０畅４６１，P＜０畅０１；r＝０畅３２４，P＝０畅０１；r＝０畅４５２，P＜０畅００１）。

三、讨论
ＣＸＣＲ４是 ＣＸＣＬ１２ 的特异性受体，是一个由 ３５２ 个氨基酸

构成的 ７次跨膜 Ｇ蛋白偶联受体［４唱５］ ，其编码基因位于人染色体
２ｑ２１，主要分布在淋巴组织、脑、脾脏、胃、小肠和胸腺等组织中。
研究表明，ＣＸＣＬ１２／ＣＸＣＲ４生物学轴能通过激活多种信号通路
而介导肿瘤细胞的运动、趋化、黏附、分泌、血管生成、生长及增
殖等生物学行为［６］ ，在肿瘤的发生、发展、侵袭和转移过程中起
着重要作用。 国内外大量临床研究发现［７唱８］ ，大多数乳腺癌组织
中存在 ＣＸＣＲ４的高表达，且其表达水平与病变程度相关，而 ＣＸ唱
ＣＲ４在正常乳腺上皮细胞中是低表达或缺失的。 本研究发现，
趋化因子受体 ＣＸＣＲ４在乳腺癌中表达水平较高（５６畅０％），而在
癌旁正常乳腺组织中的表达程度低，ＣＸＣＲ４ 在两组间表达的差
异存在显著差异（P ＜０畅０１）。 与郭满盈等［９］报道相似，其采用
免疫组化方法检测发现，乳腺癌组织中 ＣＸＣＲ４ 表达率 ６２畅２％，
而乳腺纤维腺瘤组织中未发现 ＣＸＣＲ４ 的表达。 Ｓｃｈｍｉｄ 等［１０］研

究发现 ＣＸＣＲ４在正常乳腺组织、乳腺导管上皮增生、重度不典

型增生、乳腺导管内癌、浸润性乳腺癌的组织中的表达随病变恶
性程度加重而增加。 Ｓｍｉｔｈ等［１１］采用 ＲＮＡ干扰的方法降低 ＣＸ唱
ＣＲ４在 ４Ｔ１小鼠乳腺癌细胞系中的表达，当将 ＲＮＡ干扰与正常
的乳腺癌细胞接种到同源免疫活性的 Ｂａｌｂ／ｃ 小鼠中时，发现
ＲＮＡ干扰的肿瘤生长缓慢。 而在稳定干扰的情况下甚至会出现
肿瘤的退化或消失。 提示 ＣＸＣＲ４ 与乳腺癌的发生、发展密切
相关。
早期发现和综合治疗的应用使得乳腺癌患者生存期有所提

高，但是转移仍是乳腺癌最主要的死亡原因。 研究证实，ＣＸＣＲ４
表达水平与腋窝淋巴结和远处转移存在显著性相关。 ２００１ 年
Ｍｕｌｌｅｒ等［１２］研究发现乳腺癌常转移至高表达 ＣＸＣＬ１２ 的部位
（如淋巴结、骨髓、肺和肝脏等），而很少转移到低表达 ＣＸＣＬ１２
的部位（如肾脏、皮肤、肌肉等）。 Ｙａｓｕｏｋａ等［１３］研究发现 ＣＸＣＲ４
高表达与区域淋巴结及远处转移呈正相关，而与总生存期呈负
相关。 本研究发现，在乳腺癌淋巴结转移数多的患者标本中
ＣＸＣＲ４蛋白表达水平明显高于淋巴结转移数少或无淋巴结转移
组（P＜０畅００１），临床分期（Ⅲ期）晚的患者组明显高于分期早
（Ⅰ期）的患者组（P＝０畅００４）。 提示 ＣＸＣＲ４ 蛋白表达与乳腺癌
的转移有关。 陈智勇等［１４］应用免疫组化检测发现，乳腺癌伴淋
巴结转移组 ＣＸＣＲ４的阳性表达率高于无淋巴结转移组，与本研
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究结果一致。 本研究进一步分析了 ＣＸＣＲ４ 表达水平与乳腺癌
常用临床病理特征指标（患者年龄、病理类型、ＥＲ、ＰＲ、Ｈｅｒ唱２）的
关系。 其中，Ｈｅｒ唱２／ｎｅｕ基因为乳腺癌常表达的原癌基因，位于
染色体 １７ｑ１２ ～２１，编码分子量为 １８５ ｋＤ的跨膜蛋白。 Ｈｅｒ唱２ 在
乳腺癌中表达为 １０％ ～４０％。 临床上，ＨＥＲ唱２ 过表达的乳腺癌
患者往往生存率低、病情进展迅速、易复发及转移、对化疗缓解
期缩短［１５］ ，无病生存期及总生存期均较短。 大量临床研究发
现，ＣＸＣＲ４的表达水平与 Ｈｅｒ唱２ 密切相关。 Ｌｉ 等［１６］研究发现

ＣＸＣＲ４的表达上调在 Ｈｅｒ唱２ 介导的肿瘤转移中发挥重要作用，
Ｈｅｒ唱２可增强 ＣＸＣＲ４ 的表达并阻止其降解，从而影响 ＣＸＣＬ１２／
ＣＸＣＲ４生物轴对乳腺癌细胞迁移、侵袭能力的影响。 本研究结
果显示，ＣＸＣＲ４ 的表达与患者年龄、病理类型、ＥＲ、ＰＲ 无关，与
Ｈｅｒ唱２显著正相关。 这与许建华等［１７］研究结果相一致。

ＣＸＣＬ１２／ＣＸＣＲ４在调节乳腺癌细胞的生长、增殖及转移中
发挥重要作用。 ＡＭＤ３１００、Ｔ１４０、ＴＮ１４００３ 等 ＣＸＣＲ４ 小分子拮
抗剂等能竞争性参与 ＣＸＣＬ１２ 骨架蛋白的表达，从而抑制肌动
蛋白的多聚化和解离，同时促使伪蛋白体的形成和抑制乳腺癌
细胞在体外的迁移反应［１８唱１９］ 。 同时 ＲＮＡ干扰研究也发现，直接
沉默 ＣＸＣＲ４能够显著降低乳癌癌细胞的生长和增殖，甚至能够
减少乳腺癌肺及骨转移［２０］ 。 阻断 ＣＸＣＬ１２／ＣＸＣＲ４ 生物轴可能
成为乳腺癌治疗的新靶点。
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