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摘 要!$目的% 检测
'(!)*

与趋化因子在胃癌组织中的表达" 探讨
'(!)*

在胃癌组织中聚集
及其促胃癌进展的作用机制& $方法%收集

,%

例手术切除胃癌组织标本"包括癌组织和非癌
对照组织" 采用荧光定量

-./01-

法检测
'(!)*

及趋化因子
11(!

'

11(*

'

11()*

'

11(!"

'

11(!!

'

121(!

和
121(% 3-45

的表达(分析
'(!)*

与表达增高的趋化因子的相关性(采用
免疫组织化学染色法"检测胃癌组织内

16,7

和
16&&8

的表达& $结果% 与非癌对照组织相
比"胃癌组织中

'(!#*

和趋化因子
11(!

'

11(*

'

11(!+

'

11(!! 3-45

表达显著增高)

09+:+%

*"

而趋化因子
11()*

'

121(!

和
121(% 3-45

表达在两组间无明显差异)

0;+:+%

*& 胃癌组织
中

'(!)* 3-45

表达水平升高与趋化因子
11(!+

'

11(!! 3-45

表达水平升高明显相关)

<=

+:*$+)

"

0=+:++,>

(

<=+:$&>,

"

09+:+++#

*"而与趋化因子
11(!

'

11(* 3-45

表达水平升高无明
显相关性)

0;+:+%

*&

'(!#* 3-45

高表达组胃癌组织内
16,7

和
16&&8

的表达水平明显高于
'(!#* 3-45

低表达组)

09+:+%

*& $结论% 胃癌组织内
'(!#*

表达增高可能与胃癌组织高表达
细胞因子

11(!+

'

11(!!

"趋化
.?#*

细胞由外周循环向肿瘤募集有关"增高的
'(!#*

通过促
进新生血管生成和中性粒细胞浸润促进肿瘤进展&

主题词!胃肿瘤(

.?#*

细胞(

'(!#*

(

11(@

中图分类号!

-*,%:!

文献标识码!

5

文章编号!

#&*#/#*+2

"

!+#$

#

+&/+%,*/+7

ABC

!

#+:##*,%DE:CFFG:#&*#/#*+2:!+#$:+&:H++$

I@J<KFFCBG BL '(!#* MGA -KNMOKA 1?K3BPCGKF CG QMFO<CR 1MG!

RK< .CFFSKF MGA .?KC< -KNMOCBG OB 1MGRK< 0<BT<KFFCBG

1UI4 VCG!@CM

"

WU54 HMB!KG

"

(' XCGT!ECGT

"

('Y ZCGT![C

"

QY\ (C!<S

"

Q5\ (C!JCGT

"

1UI4 ]KC

"

(' XCMB!@CM

)

!"# $%&'(" )%*+,(-. %/ 012#, 314,5-. 67,81'*,(9

"

:",;,-<"&-7= +%++))

"

>",7-

*

!"#$%&'$

+$

\8EKROC^K

%

.B CG^KFOCTMOK O?K K@J<KFFCBG BL '(!)* MGA <KNMOKA R?K3BPCGKF CG TMFO<CR

RMGRK< OCFFSKF MGA O?KC< <KNMOCBG OB RMGRK< J<BT<KFFCBG:

$

_KO?BAF

%

.CFFSK FM3JNKF BL TMFO<CR RMG!

RK< MGA GB<3MN TMFO<CR 3SRBFM `K<K RBNNKROKA L<B3 ,+ JMOCKGOF `CO? TMFO<CR RMGRK<: .?K 3-45

K@J<KFFCBG BL '(!)*

"

MGA R?K3BPCGKF 11(!

"

11(*

"

11()*

"

11(!+

"

11(!!

"

121(!

"

121(% `K<K

AKOKROKA 8a b-./01-: .?K RB<<KNMOCBG 8KO`KKG K@J<KFFCBG '(!)* MGA R?K3BPCGKF `MF AKOK<3CGKA

8a NCGK< <KT<KFFCBG MGMNaFCF: .?K K@J<KFFCBG BL 16,7 MGA 16&&8 CG TMFO<CR RMGRK< OCFFSKF `K<K

K@M3CGKA 8a C33SGB?CFOBR?K3CRMN FOMCGCGT:

$

-KFSNOF

%

1B3JM<KA OB GB<3MN 3SRBFM

"

O?K 3-45

K@J<KFFCBGF BL '(!)*

"

11(!

"

11(*

"

11(!+ MGA 11(!! CG RMGRK< OCFFSKF `K<K FCTGCLCRMGONa SJ!<KT!

SNMOKAc09+:+%d

"

`?CNK GB ACLLK<KGRK `MF B8FK<^KA CG 3-45 K@J<KFFCBG BL 11()*

"

121(! MGA 12!

1(%c0;":"%e: .?K ?CT? K@J<KFFCBG BL '(!#* 3-45 CG OS3B< OCFFSKF `K<K JBFCOC^KNa RB<<KNMOKA `CO?

O?K K@J<KFFCBG BL 11(!+c<=+:*$+#

"

0=+:++,>eMGA 11(!!c<=+:$&>,

"

09+:++#e

"

8SO GBO RB<<KNMOKA

`CO? 11(! MGA 11(* c0;+:+%e: fS<O?K<3B<K

"

O?K K@J<KFFCBGF BL 16,7 MGA 16&&8 CG TMFO<CR RMG!

RK< `CO? ?CT? K@J<KFFCBG BL '(!)* 3-45 `K<K FCTGCLCRMGONa ?CT?K< O?MG O?BFK `CO? NB` K@J<KFFCBG

BL '(!)*3-45:

$

1BGRNSFCBG

%

.?K SJ!<KTSNMOKA K@J<KFFCBG BL '(!)* 3-45 CG OS3B< OCFFSKF CF MF!

FBRCMOKA `CO? B^K<K@J<KFFCBG BL 11(!" MGA 11(!! 3-45

"

CGACRMOCGT O?MO '(!)* 3Ma J<B3BOK OS!

3B< J<BT<KFFCBG 8a CGASRCGT GKB^MFRSNM<C[MOCBG MGA GKSO<BJ?CN CGLCNO<MOCBG:

()"*+'$ ,-%.#

+

TMFO<CR RMGRK<

(

.?)* RKNNF

(

'(!)*

(

11(@

基金项目!河北省自然科学基金"

U!")&!"&!"$

#$河北省人才工程培
养经费项目%

5!")7")!%)

&$河北省政府资助临床医学优秀
人才项目

通信作者!李巧霞!主任医师!教授!硕士生导师!博士$河北医科大学
第四医院临床生物细胞室! 河北省石家庄市健康路

)!

号
%

"%""))

&$

I!3MCN

'

*%$*&*,&>gbb:RB3

收稿日期!

!")>/"&/!"

$修回日期!

!")>/"$/!!

'(!)*

是一种主要由活化的
.

细胞产生的致炎 性细胞因子" 主要参与炎症及自身免疫性疾病的发

生发展过程$

)

%

& 作为肿瘤炎症免疫微环境的重要组

成部分"

'(!)*

在肿瘤发生发展中的作用也越来越受

到关注$

!

%

&文献报道$

,

"
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%

'(!)*

在多种恶性肿瘤组织中

的表达明显升高" 但
'(!)*

与肿瘤免疫之间的关系

尚无定论&
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高表达的人宫颈癌细胞$
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纤维肉瘤! 浆细胞瘤和肥大细胞瘤在裸鼠皮下成瘤

后"具有明显的促瘤活性#相反"在同系的免疫正常

小鼠体内"

=>!9?

却具有明显的抗瘤活性$

?

%

&提示"

=>!

9?

在肿瘤免疫中所发挥的作用取决于机体的免疫

背景!肿瘤类型及组织器官微环境等诸多因素$

@

"

$

%

&

趋化因子及其受体在淋巴细胞的迁徙募集过程

中起重要作用$

9"

%

&

/ABC

与
/A&&D

为血管内皮细胞

和多形核嗜中性粒细胞'

EF<

(的表面特异性分子标

志 $

99

%

" 在多种肿瘤中
/ABC

阳性的血管内皮细胞与

/A&&D

阳性的中性粒细胞数量与患者预后密切相关&

本课题组前期研究发现 $

9!

%

"胃癌组织内
G09?H

=>!9?

表达水平显著增高"并与患者
G<F

分期!淋巴

结转移!肿瘤分化程度相关"提示
G09?H=>!9?

的聚

集可能促进了胃癌的进展" 但相关机制还不完全清

楚& 本研究旨在探讨
=>!9?

在胃癌组织中的聚集及

其促胃癌进展的作用机制&

9

材料与方法

!"!

主要试剂

G*1I(-

购 自
=+J1K*(62+

公 司 #

L2J2*M1NGF O1*3K

PK*,+N 5A<M P7+K02313 Q1K

!

PRSL E*2T1U VU G,WGF

!

试剂盒购自
G,X,*,

公司#

E/L

引物购自上海捷瑞

生物工程有限公司# 免疫组化试剂盒购自北京中杉

金桥生物技术有限公司# 鼠抗人
/A&&D

抗体购自

P,+K, /*)I

公司#兔抗人
/ABC

抗体购自北京博奥森

生物技术有限公司#其它试剂为国产分析纯&

!"#

临床资料和标本

收集
!"9"

年
?

月至
!"9!

年
C

月河北医科大学

第四医院胃癌住院患者
B%

例'年龄
!CY?@

岁"平均

年龄
%!

岁"不伴有糖尿病!高血压!心血管疾病!妊

娠! 急慢性感染! 结缔组织疾病和既往其他恶性肿

瘤(组织标本"包括胃癌组织!癌旁对照组织'距癌组

织边缘
!% 5T

(& 所有患者未行免疫抑制!放射及化

学药物治疗& 所有病例经过组织病理学证实& 所有

标本均在手术切除后" 一部分置于液氮中冷冻保存

用于提取总
L<M

" 一部分迅速固定于
CZ

多聚甲醛

溶液中室温保存用于制备组织切片&

!"$

荧光定量
LG!E/L

检测胃癌组织及淋巴结

组织中趋化因子
TL<M

表达

取液氮冻存的组织标本"

G*1I(-

法提取组织总

L<M

& 使用
L2J2*M1NGF O1*3K PK*,+N 5A<M P7+K02313

Q1K

将总
L<M

反转录成
5A<M

& 使用
PRSL E*2T1U

VU G,WGF!

试剂盒进行荧光定量
E/L

& 预变性)

$C"

"

B[3

后#

E/L

反应
C"

个循环 '

$C"

"

%3

"

&""

"

B"3

(& 以
\MEA]

作为参照基因"根据待测基因和内

参的循环数
/G

值"按照公式)相对值
^!

#""/G 计算出

待测样本待测基因相对于内参基因的相对表达量&

E/L

所用引物序列为"

=>!9?

) 上游
%$!655,K,6K6,,6!

65,66,,!B$

"下游
%$!6K6,66K66,K566KK6K,6!B$

#

//>!

)上游

%$!K5K6K655K65K65K5,K,6!B$

"下游
%$!5KK65K65K66K6,KK5KK5K,!

B$

#

//>?

) 上游
%$!KK65K5,655,6KK666,KK!B$

" 下游
%$!

6,5,6K665K,5K66K66K5!B$

#

//>9?

) 上游
%$!5555KK,6,,,!

65K6,,6,56!B$

"下游
%$!666K6,66,665KK5,,6,!B$

#

//>![

)

上游
%$!,KKK,KK6K6665KK5,5,56!B$

"下游
%$!55,,6K5K6KKKK6!

6,KKK65!B$

#

//>!!

)上游
%$!K6,KK,56K556KK,556K5K!B$

"下

游
%$!,6K,665K5KK5,KK665K5,!B$

#

/_/>!

)上游
%$!,6,K!

5,,K6K6,5665,666!B$

"下游
%$ !56,,,55K5K5K65K5K,,5,5,!

B$

#

/_/>%

)上游
%$!5K5566,K55K55,,K5KK56!B$

"下游
%$!

5KK5556KK5KK5,666,66!B$

#

\MEA]

)上游
%$!,55K6,55K65!

56K5K,6,,!B$

"下游
%$!K55,55,555K6KK65K6K,!B$

&

!"%

分组方法

为了分析胃癌组织内
=>!9?

表达与微血管密度

的相关性" 依据
=>!9? TL<M

表达的中位数'

%;C[9

(

将胃癌组织标本分为
=>!9?

高表达和低表达两组

'分别为
9!

例和
9B

例(" 并采用免疫组化技术检测

了血管内皮特异性抗原
/ABC

和
/A&&D

的表达"计

数
%

个高倍镜视野下血管内皮细胞与粒细胞数量&

!"&

免疫组织化学染色检测胃癌组织中
/ABC

和

/A&&D

的表达

石蜡切片常规脱蜡至水" 用
BZ

甲醇过氧化氢

溶液避光修复
![T1+

#加入正常山羊血清"

B?"

孵育

C%T1+

#分别滴加兔抗人
/ABC

抗体或鼠抗人
/A&&D

抗体"

C"

孵育过夜# 分别滴加生物素化羊抗兔或羊

抗鼠
=6\

"

B?"

孵育
B[T1+

# 滴加辣根酶标记链霉卵

白素工作液"

B?"

孵育
B[T1+

#

AMS

显色
BY%T1+

"蒸

馏水终止显色#苏木素复染细胞核
BT1+

"水性封片

剂封片"显微镜下观察&

!"'

统计学处理

采用
PEPP 9B;[

软件进行统计分析& 数据用均

数
%

标准差
`!%3a

表示&各组间均数比较行单因素方差

分析
bM<4:Ma

"方差齐时用最小显著差法
b-2,3K 316!

+1.15,+K N1..2*2+52

"

>PAa

" 方差不齐时用
A)++2KK GB

%B@
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''6!? $:!<$"!:??!

=

8

''6!! 8>:<?>"!:;$&

=

8

'@'6! !:8$9"8:;9$ 8

'@'6% ;:$$<"!:<$< 8

!"#$%& ' ()* +,--. */0%*11"23 "3 4516%"7 7537*%

56!89 A,BA B3*1CD#!??E 56!89 F*G B3*1CD$!??H

8"4$%* 9 :)* +,'; */0%*11"23 "3 4<16%"= =<3=*%

56!89 A,BA B3*1CD$!??H 56!89 F*G B3*1CD$!??H

8"4$%* > +2%%*?<6"23 2@ AB!>C DEFG */0%*11"23 <3H ++B9

!

++BC

!

++B9I <3H ++J99 DKLG */0%*11"23 "3 4<16%"= =<3=*%

法作两两比较!

56!89

与趋化因子之间的关联性采用

I.J3/*-

相关分析"

IK?:?%

为差异有统计学意义"

!

结 果

9M>

胃癌组织中
56!#9

和趋化因子
2LMN

表达情况

荧光定量
L07I'L

结果显示# 与非癌对照组织

相比$ 胃癌组织中
56!89

和趋化因子
''6!

%

''69

%

''6!"

%

''6!! 2LMN

表达显著增高&

IK":"%

'!而趋

化 因 子
''689

%

'@'6!

和
'@'6%

2LMN

表达在两组之间无明显差异

&

IO":"%

'( 见
0JPF. 8

)

9M9

胃癌组织中
56!89

与趋化因子

2LMN

表达相关性分析

对上述有统计学意义的趋化因

子进行分析$ 胃癌组织中
56!89 2L!

MN

表 达 水 平 升 高 与 趋 化 因 子

''6!"

%

''6!! 2LMN

表达水平升高

明显相关 &

IK":"%

'! 而与趋化因子

''69

%

''6! 2LMN

表达水平升高无

明显相关性&

IO":"%

'&

Q,B13. 8

'"

9M'

胃癌组织中
'R;>

的表达变化

免疫组化分析结果显示 $

56!89

2LMN

高表达组
'R;>S

血管内皮细

胞数为
9!:?%<:;

$ 低表达组为
%<:?"

9:%

!

56!#92LMN

高表达组
'R;>

表达

明显高于
56!#9 2LMN

低表达组 &

IK

?:?%

'&

Q,B13. !

'"

9M;

胃癌组织中
'R&&P

的表达变化

免疫组化分析结果显示 $

56!#9

2LMN

高表达组
'R&&PS

粒细胞计数

为
%?:?"9:&

$低表达组为
#!:?"!:;

!

56!

#9 2LMN

高表达组
'R&&P

的表达明

显高于
56!#9 2LMN

低表达组 &

IK

?:?#

'&

Q,B13. ;

'"

;

讨 论

本课题组前期研究结果显示$胃

癌组织内
56!#9

及其主要来源细胞

0A#9

细胞水平明显增高*

#!

+

) 淋巴细胞

(<.?* > K*?<6"N* */0%*11"23 ?*N*?1 2@ =O62P"3*1 DKFG

"3 4<16%"= =<3=*% 6"11$*

M*).

,

RJ)J G.3. .TC3.//.U J/ 2.J-"VR

$

=IK":"%

" ! > & < 8" " ! > & <

56!89 56!89

" ! > & < 8" " ! > & <

56!89 56!89

'
'
6
!

<

&

>

!

'
'
6
9

8"

%

'
'
6
!
"

8!

8"

<

&

>

!

'
'
6
!
!

!"

8%

8"

%

3W7":;<%8

IW":;>&8

3W":%$9>

IW":"%!;

3W":9$"8

IW":"";<

3W":$&<;

IK":"""8
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的迁移很大程度上受趋化因子及其受体调控 !

#=

"

#

>0#?

细胞表达两种特征性趋化因子受体
//@A

和

//@&

!

#B

$

#A

"

% 这些分子的高表达与
>0#?CDE!9?

在胃癌

组织中的表达和定位有无关系&为了阐明这一问题$

本 研 究 检 测 了 胃 癌 组 织 中
DE!9?

'

//E!

'

//E?

'

//E9?

'

//E!=

'

//E!!

'

/F/E!

'

/F/E%

的
G@<H

表

达(结果发现(与对照组织相比(胃癌组织中
DE!#?

'

//E!

'

//E?

'

//E!=

'

//E!! G@<H

表达显著升高)

I2,*3(+

相关分析显示(胃癌组织中
DE!#?

表达增高

与趋化因子
//E!=

'

//E!!

表达增高明显相关)而

与趋化因子
//E!

'

//E?

表达增高无明显相关性%

//E!=

特异性受体为
//@&

(

//E!!

特异性受体为

//@A

(提示(胃癌组织内
DE!#?

表达增高可能与胃

癌组织高表达
//E!=

'

//E!!

与
>0#?

细胞上特异

受体结合( 趋化
>0#?

细胞由外周循环向肿瘤募集

有关% 文献!

B

(

#%

(

#&

"报道肝细胞癌患者和恶性胸膜瘤患

者中(

//E!=

和
//E!!

能够趋化
>0#?

细胞由外周

循环向肿瘤部位聚集结果一致%

我们的前期研究结果显示!

#!

"

(胃癌组织中
DE!#?

G@<H

表达水平与患者的
><J

分期有关 % 患者

><J

分期越高肿瘤组织内
DE!#? G@<H

表达水平越

高( 提示
DE!#?

在肿瘤组织的高表达可能促进了胃

癌患者的病情进展% 为了进一步探讨
DE!#?

促进胃

癌进展的机制( 本研究检测了胃癌组织中
/KBA

和

/K&&L

的表达%

/KBA

是内皮组织的特异性标志物(

其表达水平反映新生血管生成情况 !

#?

"

(

/K&&L

是中

性粒细胞的特异性标记物( 其表达水平反映了中性

粒细胞的浸润情况% 进一步依据本研究中
DE!#?

G@<H

表达中位数将胃癌患者分为两组(

DE!#?

高表

达组和
DE!#?

低表达组(通过分析两组患者的
/KBA

和
/K&&L

的表达( 结果显示*

DE!#?

高表达组
/KBA

和
/K&&L

的表达水平显著高于
DE!#?

低表达组$提

示
DE!#?

可能通过促进肿瘤组织内新生血管生成和

中性粒细胞浸润促进肿瘤进展%

总之$全面了解
DE!#?

在胃癌组织表达增高及其

促进胃癌进展的可能机制$ 将有可能为寻找预防和

治疗胃癌的免疫治疗新靶点提供理论依据和参考%
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