
书书书

·研究原著· 文章编号：!"""#$%&"（$""’）$"#!(()#"’

趋化因子受体 !!"# 促进乳腺癌细胞的趋化与侵袭

马* 飞!，宁* 力$，张颖妹)，徐兵河! * （ ! 中国医学科学院中国协和医科大学肿瘤医院肿瘤研究所内科，北京 !"""$!，$ 中

国医学科学院中国协和医科大学北京协和医院基本外科，北京 !""%)"，) 北京大学医学部，北京 !"""()

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
）

收稿日期：$"")#!$#"(；* 修回日期：$""’#"%#!’

作者简介：马* 飞（!&%+#），男（汉族），江苏省盐城市人, 博士，主治医

师, -./,（"!"）+%%(!))! 012, (!$"* 0345/, 36378 95:4, 6;3

!! $%&’()*+& ,&$&-.(,/# *+01$&2 $%&’/
(.34*2 3+0 *+532*(+ (6 7,&32. $3+$&, $&882
!" #$%!，&’&( )%$，*+"&( ,%-./!$%)，01 2%-./+$!
!<.=4>23.:2 ;7 ?.@564/ A:6;/;BC，D4:6.> E;9=524/ F D4:6.> G:#
9252H2.，DI5:.9. J64@.3C ;7 ?.@564/ K65.:6.9 F L.M5:B N:5;:
?.@564/ N:5O.>952C，P.5Q5:B !"""$!，DI5:4，$<.=4>23.:2 ;7 R.:#
.>4/ KH>B.>C，L.M5:B N:5;: E;9=524/，DI5:.9. J64@.3C ;7 ?.@5#
64/ K65.:6.9 F L.M5:B N:5;: ?.@564/ N:5O.>952C， P.5Q5:B
!""%)"，DI5:4，)E.4/2I K65.:6. D.:2.>，L.M5:B N:5O.>952C，P.5#
Q5:B !"""()，DI5:4

【972.,3$.】9:;：!" #$%&’ $() *()+"$,-.# ,/& ./0,#."/ "1
23),#$ *,/*)3 *)44# 1,*.4.$,$)& 2’ 55 *()+"6./) 3)*)7$"38%

（559%）: ;<=>?@A：9)0)3#) $3,/#*3.7$."/8;59 ,/,4’#.#
"1 559% <,# 7)31"3+)& ./ $(3)) 23),#$ *,/*)3 *)44 4./)#:
!() *()+"$,-.# ,/& ./0,#."/ ,##,’# <)3) 7)31"3+)& "/
23),#$ *,/*)3 *)44# ./ 73)#)/*) "1 #)*"/&,3’ 4’+7(".& $.#8
#%) *()+"6./)（=>5），, 4.?,/& "1 559%，,/& <()/ 559%
<,# 24"*6)&: "<ABC=A：@3),#$ *,/*)3 *)44 4./)# )-73)##)&
&.11)3)/$ 4)0)4# "1 559% +9AB: =>58+)&.,$)& *()+"$,-.#
,/& ./0,#."/ *"%4& 2) *()*6)& ./ $("#) 23),#$ *,/*)3 *)44#:
@"$( *()+"$,-.# ,/& ./0,#."/ *"%4& 2) 24"*6)& 2’ /)%$3,4.8
C./? ,/$.8559% ,/$.2"&’: !?D!CBA:?D：5()+"$,-.# ,/&
./0,#."/ "1 23),#$ *,/*)3 *)44# *,/ 2) 1,*.4.$,$)& 2’ 559%
)-73)##."/: 559% +,’ 74,’ ,/ .+7"3$,/$ 3"4) ./ $() 4’+7(
/"&) +)$,#$,#.# "1 23),#$ *,/*)3:

【 E&FG(,02】 *()+"6./) = 55； 3)*)7$"3#， *()+"6./)；

559%；23),#$ /)"74,#+#；4’+7(,$.* +)$,#8
$,#.#

【摘* 要】目的：研究趋化因子受体 DDS% 的表达对乳腺癌细

胞趋化活性与侵袭活性的促进作用, 方法：S-#LDS 法测定 )
株乳腺癌细胞 ?DT#%，?<J#?P#$)!，?<J#?P#)+! 中 DDS%
的表达；在 DDS% 的配体 KUD 作用下，通过趋化小室法检测不

同乳腺癌细胞的趋化活性与侵袭活性；检测 DDS% 的封闭对

乳腺癌细胞趋化活性和侵袭活性的影响, 结果：) 株乳腺癌

细胞中均存在不同程度 DDS% 的表达，其配体 KUD 对 ) 种乳

腺癌细胞均存在不同程度的趋化活性和侵袭活性，DDS% 的封

闭也能够在不同程度上抑制乳腺癌细胞的这种趋化活性和侵

袭活性, 结论：趋化因子受体 DDS% 的表达能够促进乳腺癌

细胞的趋化与侵袭，从而可能在乳腺癌细胞向淋巴结转移中

发挥重要作用,
【关键词】趋化细胞因子类，DD；受体，趋化因子；DDS%；乳腺

肿瘤；淋巴转移
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HI 引言

许多恶性肿瘤细胞都能够特异性表达特定的趋

化因子受体，如 DVDS’，DDS%，DDS!" 等，目前认为

它们的表达在恶性肿瘤器官特异性转移中发挥重要

作用［!］, 其中 DD 家族趋化因子受体 DDS% 的配体

KUD（ 9.6;:@4>C /C3=I;5@ 2599H. 6I.3;M5:.）和 0UD
（0PG!#/5B4:@ 6I.3;M5:.）在淋巴结中特异性高表达，

而许多肿瘤细胞表面有 DDS% 的表达, 研究证实，

DDS% 的表达与多种恶性肿瘤的淋巴结转移密切相

关，其 中 包 括 食 管 癌［$］、胃 癌［)］、肺 癌［’］等，然 而

DDS% 是否也参与了乳腺癌淋巴结转移的形成，尚无

定论［!］, 为此，我们体外检测了不同乳腺癌细胞株

DDS% 的表达，并且评价了 DDS% 的表达对体外 KUD
介导的乳腺癌细胞的趋化与侵袭的影响，为进一步研

究乳腺癌细胞向淋巴结转移的机制奠定了基础,

JI 材料和方法

J, J I 材料 I 乳腺癌细胞株 ?DT#%，?<J#?P#$)!，

?<J#?P#)+! 由本室常规传代培养；->5W;/ SXJ 提取

试剂盒，购自 U57. -.6I:;/;B5.9 公司；?#?UY 逆转录

酶，<--，<0LD 等购自 R5Z6; 公司；A/5B;#@-![ 购自

L>;3.B4 公司；345 <XJ 聚合酶、@X-L9 购自 -4M4S4
公司；人趋化因子 KUD 由医科院肿瘤研究所张叔人

教授惠赠；人 DDS% 3JZ 购自 SF< KC92.39 公司；趋

化小室与多聚碳酸酯膜（(, " !3 孔径，$[ 33 \ ("
33），购自 X.H2>;=>;Z. 公司,
J, KI 方法

!, $, !* 乳腺癌细胞 DDS% 表达的检测* 各取 ! \ !"+

的不同乳腺癌细胞，按照 ->5W;/ SXJ 提取试剂盒说明
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提取细胞总 !"#$ 取 % !& 总 !"# 与 ’$ ( !& )*+&),
-./( 混合，逆转录获得 01"#$ 以其作为模板，23!
扩增 33!4 中一大小为 (5’ 67 的片段$ 所用的上游

引物为 (8! .33..3.3#.3#93##93.9., 58，下游引

物为(8!9#993#9333#99.33..9##9, 58$ 具体反

应步骤为：54 : / ;，4< : ( =+>，完成逆转录；?@ :
变性 5’ A，(( :退火 5’ A，4< :延伸 5’ A，5( 个循环

完成 23! 后，再 4< :充分延伸 /’ =+>$ 以人 .B6B*+>
作 为 内 对 照，其 上 游 引 物 为 (8,3.3#.3#3#9,
93##99##9#.,58，下游引物为 (8,..##99.##9.,
9.#99..999,58，大小为 @/’ 67$ 扩增产物进行 /$ (
& C D 琼脂糖凝胶电泳，以各自 .B6B*+> 作为内对照调

整上样量，电泳图像经 E*B)FA GB*H+,I=J&KF 凝胶成像

扫描 仪 分 析，比 较 乳 腺 癌 细 胞 中 33!4 的 相 对 表

达量$
/$ <$ <L 乳腺癌细胞趋化活性的检测 L 采用 M)N-K>
趋化小室法［(］体外行趋化活性分析，趋化实验具体

步骤如下：在趋化小室的底孔中，加入 <4 !D 含 /’’
>=)* C D OD3 的无血清 !2GI/%@’ 培养液，同时以无血

清 !2GI/%@’ 培养液作为阴性对照加入底孔中；上面

覆盖 P$ ’ != 孔径的多聚碳酸酯膜，再覆盖上顶板$
在趋化小室顶孔中加入 (’ !D 乳腺癌细胞（/ Q /’? C D
重悬于无血清 !2GI/%@’ 培养液中）；将整个小室置

54 :，(’ =D C D 3R< 孵育箱中作用 P ;$ 取出多聚碳

酸酯膜，刮去上表面残留的乳腺癌细胞，将整个膜置

于 @’ & C D 甲醛中固定，再行姬姆萨染液染色；每组行

5 个复孔平行检测，每个小孔随机计数 ( 个高倍视野

下迁移至多聚碳酸酯膜背面乳腺癌细胞的总数，并计

算趋化指数（0;K=)HJ0H+0 +>-KS，3I），3I T 检测组平均

迁移细胞总数 C 阴性对照组平均迁移细胞总数$
/$ <$ 5 L 乳 腺 癌 细 胞 侵 袭 活 性 的 检 测 L 仍 然 采 用

M)N-K> 趋化小室法体外检测乳腺癌细胞的侵袭活

性，方法大致同趋化实验，改动包括：在趋化小室顶

孔的多聚碳酸酯膜上预先铺入 GJHF+&K* 基质胶（每孔

约 (’ !&），并且趋化小室在孵育箱中作用时间延长

至 <’ ;，每组同样行 5 个复孔平行检测，每孔随机计

数 ( 个高倍视野下迁移至多聚碳酸酯膜背面的乳腺

癌细胞总数$ 以侵袭指数（ +>UJA+)> +>-KS，II）表示侵

袭活性，II T 检测组穿过基质胶平均细胞总数 C 阴性

对照组穿过基质胶平均细胞总数$
/$ <$ @L 33!4 的封闭对乳腺癌细胞趋化活性和侵袭

活性的影响L M)N-K> 趋化小室法检测趋化活性和侵

袭活性的具体方法同上，底孔中各加入 <4 !D 含 /’’
>=)* C D OD3 的无血清 !2GI/%@’ 培养液，顶孔中各加

入 (’ !D 的 / Q /’? C D 乳 腺 癌 细 胞 的 无 血 清 !2,

GI/%@’ 培养液，再加入 ( =& C D 的 33!4 =#6 进行受

体封闭（此为处理组，同时以不加 33!4 =#6 的孔为

对照组），每组均行 ( 个复孔的平行检测，分别行趋

化活性和侵袭活性检测，并分别计算抑制率$ 抑制

率 T（对照组平均迁移细胞总数 V 处理组平均迁移

细胞总数）C 对照组平均迁移细胞总数 Q /’’W $
统计学处理：数据以 ! " # 表示，组间方差齐时

采用 $ 检验，方差不齐时采用非参数 GJ>>,X;+H>KN 检

验，统计学处理均采用 O2OO /’$ ’ 统计软件包进行$

!" 结果

!# $ " 乳腺癌细胞 %%&’ 的表达 " 乳 腺 癌 细 胞 系

G3E,4，G1#,GM,<5/，G1#,GM,5%/ 中，通 过 !.,
23! 法均能扩增出人 %&’&()* 基因片段和 33!4 中选

定的基因片段，以 .B6B*+> 为参照，比较各株乳腺癌

细胞 33!4 的相对含量$ 结果发现，5 株乳腺癌细胞

均有不同程度 33!4 的 =!"# 表达，其中以 G1#,
GM,5%/ 表达量最高，G1#,GM,<5/ 次之，G3E,4 表达

量最低，三者 33!4 相对含量分别为 <$ (@，’$ @5，

’$ <?（E+& /）$

/：G1#,GM,5%/；<：G3E,4；5：G1#,GM,<5/$

E+& /L 33!4 KS7FKAA+)> +> 6FKJAH 0J>0KF 0K**A
图 /L 乳腺癌细胞 33!4 的表达

!$ !" 乳腺癌细胞的趋化活性" 趋化小室法催化实验

发现：在 /’’ >=)* C D 的 OD3 作用下，迁移至多聚碳

酸酯膜背面的 5 种乳腺癌细胞数，均明显多于各自相

应的阴性对照组迁移细胞数（.J6 /）$ 说明 33!4 的

配体 OD3 对 5 种乳腺癌细胞均有不同程度的趋化活

性（E+& <）$
!$ (" 乳腺癌细胞的侵袭活性" 同样选择 /’’ >=)* C D
浓度的 OD3 置于趋化小室底孔，行侵袭实验检测不

同乳腺癌细胞的侵袭活性$ 结果发现：在 OD3 作用

下，5 种乳腺癌细胞均能够穿透 GJHF+&K* 基质胶到达

多聚碳酸酯膜的背面，膜背面细胞数均明显多于相应

的阴性对照组，说明在 OD3 作用下 5 种细胞均表现

出不同程度的侵袭活性（.J6 <）$
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!："#$%&#’；(：)"*+,；"：)-!+)(+./0；-：)-!+)(+/102

*34 .5 (&678% 97$96& 96’’8 #$ %:6 ;79< 83=6 #> 9:6?#%79%39 ?6?;&7$65 @ .AA
图 .5 趋化膜背面的乳腺癌细胞

表 05 0AA $?#’ B C DC" 作用下乳腺癌细胞的趋化活性

E7; 05 ":6?#%7F38 #> ;&678% 97$96& 96’’8 %&67%6= G3%: 0AA $?#’ B

C DC" （! " /，# $ %）

"6’’ ’3$6
)34&7%3$4 96’’ $H?;6&

DC" 4&#HI "#$%&#’ 4&#HI
"J

)-!+)(+/10 ,12 / K 0L2 L7 M2 A K /2 1 N2 ON
)-!+)(+./0 1.2 / K 0L2 A7 N2 , K .2 0 ,2 0M
)"*+, /12 A K 0/2 .7 12 , K O2 A L2 OA

7& P A2 AL ’% 9#$%&#’ 4&#HI2 "J：":6?#%79%39 3$=6F；DC"：D69#$=7&Q

’Q?I:#3= %388H6 9:6?#<3$62

表 .5 乳腺癌细胞的侵袭活性

E7; .5 J$R783#$ #> ;&678% 97$96& 96’’8 （! " /，# $ %）

"6’’ ’3$6
)34&7%3$4 96’’ $H?;6&

DC" 4&#HI "#$%&#’ 4&#HI
JJ

)"*+, ON2 / K 0O2 A7 /2 / K 02 L 0O2 LA
)-!+)(+./0 /O2 , K 0.2 A7 /2 A K .2 A 002 L1
)-!+)(+/10 0M2 / K N2 O7 .2 A K 02 , M2 1,

7& P A2 AL ’% 9#$%&#’ 4&#HI2 JJ：J$R783#$ 3$=6F；DC"：D69#$=7&Q ’Q?I:#3=

%388H6 9:6?#<3$62

!" #$ %%&’ 的封闭对趋化活性和侵袭活性的抑制$
将乳腺癌细胞经 ""S, 单克隆抗体孵育后，分别检测

""S, 受体的封闭对 DC" 介导的乳腺癌细胞的趋化

活性和侵袭活性的影响2 结果发现，""S, 受体的封

闭均能不同程度上抑制 / 种乳腺癌细胞 DC" 介导的

趋化活性和侵袭活性（E7; /，O）2 结果说明，DC" 对 /
种乳腺癌细胞的趋化活性和侵袭活性都应该是通过

其受体 ""S, 介导的2

表 /5 ""S, 的封闭对乳腺癌细胞趋化活性的抑制

E7; /5 J$:3;3%3#$ #> 9:6?#%7F38 #> ;&678% 97$96& 96’’8 ;Q $6H%&7’3+
T3$4 7$%3+""S, 7$%3;#=Q （! " L，# $ %）

"6’’ ’3$6
)34&7%3$4 96’’ $H?;6&

"#$%&#’ 4&#HI E&67%?6$% 4&#HI
JS B U

)"*+, O,2 O K 12 , M2 N K O2 N7 ,M2 /
)-!+)(+./0 LA2 1 K N2 0 0.2 . K /2 ,7 ,L2 M
)-!+)(+/10 ,L2 1 K ,2 . .A2 . K /2 ,7 ,/2 /

7& P A2 AL ’% 9#$%&#’ 4&#HI2 JS：J$:3;3%3#$ &7%62

表 O5 ""S, 的封闭对乳腺癌细胞侵袭活性的抑制

E7; O5 J$:3;3%3#$ #> 3$R783#$ #> ;&678% 9796& 96’’8 ;Q $6H%&7’3T3$4
7$%3+""S, 7$%3;#=Q （! " L，# $ %）

"6’’ ’3$6
)34&7%3$4 96’’ $H?;6&

"#$%&#’ 4&#HI E&67%?6$% 4&#HI
JS B U

)"*+, .O2 N K L2 O /2 1 K .2 O7 NL2 L
)-!+)(+./0 /12 O K O2 O ,2 1 K .2 M7 ,M2 0
)-!+)(+/10 OO2 . K L2 1 0A2 N K .2 ,7 ,L2 1

7& P A2 AL ’% 9#$%&#’ 4&#HI2 JS：J$:3;3%3#$ &7%62
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!" 讨论

在生理状况下，趋化因子及其受体对血细胞在体

内的迁移与定位发挥重要的调节作用［!］" 然而近来

研究发现，趋化因子及其受体在恶性肿瘤器官特异性

转移中也同样发挥关键性作用［#］" 一般认为，不同的

器官由于存在不同的趋化因子，对特异性表达相应受

体的肿瘤细胞产生不同的趋化或募集作用，从而导致

肿瘤细胞选择性地向相应器官转移" 其中研究最多

的是趋化因子受体 $%$&’，它的配体 ()*+, 在淋巴

结、肺脏、肝脏、骨髓等器官中高表达，肿瘤细胞表达

$%$&’ 被认为与多种恶性肿瘤的淋巴结转移、肝转

移、肺转移、以及骨髓转移密切相关，其中就包括乳腺

癌［,］、前列腺癌［-］、淋巴瘤［.］、神经母细胞瘤［,/］等"
$$&! 的配体 $$01/ 在肝脏高表达，$$&! 的表达可

以介导恶性肿瘤细胞向肝脏转移［,,］；表达 $$&,/ 的

恶性黑色素瘤可以向表达相应配体 $23$4 的皮肤

特异性转移［,］" 对于趋化因子受体 $$&#，其配体

(0$、50$ 主要在淋巴结中特异性高表达，生理状况

下 $$&# 及其配体介导淋巴细胞向淋巴结迁移与归

巢" 然而 6789:;< 等［=］研究却发现，大约 1 > = 的胃癌

组织也表达 $$&#，并且 $$&# 的表达与胃癌淋巴结

转移密切相关；27?7;7@:［’］研究证实，$$&# 的表达是

一项与淋巴结转移相关的小细胞肺癌的独立预后因

素，但是在乳腺癌中，尚没有类似的临床病理研究证

据" 我们推测 $$&# 及其配体可能也参与了乳腺癌

细胞向淋巴结特异性转移的过程"
我们体外研究结果证实：乳腺癌细胞系也表达

不同程度的 $$&#；$$&# 的配体 (0$ 在体外可以促

进乳腺癌细胞的趋化与侵袭，并且该两种活性均可以

通过 $$&# 受体的封闭而被抑制；另外，趋化活性与

侵袭活性的强弱与乳腺癌细胞 $$&# 的表达水平可

能相关，在 6)3+6A+=!, 细胞中 $$&# 表达高，表现

出的趋化活性与侵袭活性也比较强" 这些结果表明，

$$&# 及其配体促进了乳腺癌细胞的趋化与侵袭" 而

趋化活性和侵袭活性正是恶性肿瘤转移的基本特性，

$$&# 的表达可能就促使了乳腺癌细胞向表达相应

配体的淋巴结特异性转移，当然结论的得出还需要进

一步的体内研究和临床证实"
我们早期的预实验还发现，配体（(0$）的浓度明

显与乳腺癌细胞的趋化活性和侵袭活性相关，浓度过

高或者过低均会影响趋化活性和侵袭活性，理想的

(0$ 浓度是 B/ C B// ;@<D > 0" 这一现象在 (0$ 对 2
淋巴细胞的趋化中已经发现［,1］，B/ C B// ;@<D > 0 的

浓度范围也恰恰就是 (0$ 对 2 细胞的最佳趋化浓

度［,=］" 这在一定程度上也说明，$$&# 及其配体对恶

性肿瘤细胞趋化活性与侵袭活性的调控也是精细的，

肿瘤细胞可能就是巧妙地借鉴了淋巴细胞正常的归

巢机制而实现其向淋巴结特异性地转移"
但是乳腺癌细胞 $$&# 的表达是如何被调控的，

$$&# 在淋巴结转移动态过程中如何具体发挥作用，

以及 $$&# 的表达能否成为特异性评价乳腺癌淋巴

结转移潜能的新的分子标志物，或者预后因素等等问

题尚待进一步解决［,’］"
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