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暋暋暰摘要暱暋目的暋研究趋化性细胞因子受体 CXCR4在乳腺癌中的表达,探讨其与

淋巴结转移、远处转移及预后的关系。方法暋84例正常乳腺组织及84例乳腺癌组织、
43例区域淋巴结转移癌组织标本(依据组织类型及临床病理特性分组),取自福建医科

大学附属第二医院2000年1月至2002年12月手术切除的病理存档蜡块,应用免疫组

化方法(二步法)分别检测3组标本CXCR4的表达情况。对计数资料采用氈2 检验,对
生存率采用时序检验进行统计学分析。结果暋正常乳腺组织、乳腺癌组织、区域淋巴结

转移癌组织CXCR4阳性率分别为11.9%、53.6%、74.4%;转移组织CXCR4阳性表达

率明显高于原发肿瘤。乳腺癌组织CXCR4阳性表达率与淋巴结转移、HER灢2表达、临
床分期密切相关(P<0.05),而与患者年龄、肿瘤直径、ER表达、PR表达、组织学类型及

肿瘤分化程度无关(P>0.05)。发生远处转移组CXCR4表达水平(74.1%)高于未发生远

处转移组(43.9%,P<0.01)。CXCR4阳性表达组5年生存率66.7%(30/45)明显低于阴

性表达组87.2%(34/39,P<0.05)。结论暋CXCR4阳性表达与乳腺癌的淋巴结转移、远
处转移有关,有助于预后判断。
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CXCR4expressioninbreastcanceranditssignificance暋XUJian灢hua,YEKai,ZHENG
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暰Abstract暱暋Objective暋ToinvestigatetheexpressionofchemokinereceptorCX灢
CR4inbreastcanceranditscorrelationwithlymphaticanddistantmetastasisand
prognosis.Methods暋Samplesof84casesofnormalbreasttissues,84casesofbreast
cancertissuesand43casesofregionallymphnodemetastasiswereobtainedfromthe
SecondAffiliatedHospitalofFujian MedicalUniversityfromJanuary,2000toDe灢
cember,2002.TheexpressionofchemokinereceptorCXCR4inthesesampleswas
detectedwithimmunohistochemistry.Theresultswereprocessed withChi灢square
testforpairednumerationdataandlog灢ranktestforsurvivalrate.Results暋Theposi灢
tiveratesofCXCR4expressioninnormalbreasttissues,breastcancertissuesandre灢
gionallymphnodemetastasiswere11.9%,53.6%and74.4%,respectively.Positive
expressionofCXCR4wascorrelatedwithlymphnodemetastasis,clinicalstagingand
HER灢2status(P<0.05),butnotwiththeageofpatients,tumorsize,ER,PRsta灢
tusanddifferentiation.ThelevelofCXCR4expressioninthedistantmetastasisgroup
(74.1%)wasfarhigherthanthatinthenon灢metastasisgroup(43.9%).The5灢year
survivalrateinthegroupwithpositiveexpressionofCXCR4(66.7%)waslowerthan
thatinthegroupwithnegativeexpressionofCXCR4(87.2%,P<0.05).Conclusion

暋
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PositiveexpressionofCXCR4inbreastcancerissignificantlyassociatedwithlym灢
phaticmetastasisanddistantmetastasis,socanbeusedasapotentialpredictivefactor
forprognosisofbreastcancer.

暰Keywords暱暋Breastneoplasms;暋CXCR4;暋Neoplasm metastasis;暋Prognosis

暋暋乳腺癌发病率日益增高,目前以手术为主的综合治疗虽然取得了很好的
疗效,但复发和转移仍是影响患者生存率和死亡率的主要因素。恶性肿瘤转
移是一个具有高度组织性和器官选择性的复杂连续过程。近年的研究发现趋
化因子受体(CXCR4)在某些肿瘤细胞中表达,并在肿瘤器官特异性转移中发
挥重要作用[1-3]。本研究应用免疫组化方法检测正常乳腺组织、乳腺癌组织
及淋巴结转移组织中CXCR4蛋白的表达,探讨乳腺癌组织中CXCR4表达水
平与淋巴结和远处转移的关系,以及对预后的指导意义。

1暋资料和方法

1.1暋患者临床分期、分组及病理资料

84例乳腺癌患者根据国际抗癌联盟(UICC)2003年修订的临床分期标准
分为:栺~栻期59例,栿期25例。其中高分化38例,中分化29例,低分化

17例;淋巴结阳性48例,淋巴结阴性36例;年龄25~74岁,平均42岁。并依
据患者年龄、肿瘤直径、ER表达、PR表达、组织学类型及肿瘤分化程度、有否
淋巴结转移、HER灢2表达、临床分期等临床病理特性分组。84例对照标本为
癌旁非癌组织(距离癌组织边缘至少5cm 以上),经病理确认为正常乳腺组
织。43例区域淋巴结转移癌组织随机取自本实验入组患者的转移性淋巴结。
1.2暋实验材料

84例正常乳腺组织及84例乳腺癌组织标本取自福建医科大学附属第二
医院于2000年1月至2002年12月手术切除的病理存档蜡块,所选入组患者
术前均未接受过放射治疗、化疗,诊断均经常规病理切片证实。组织均用甲醛
固定,石蜡包埋后5毺m 连续切片,分别作 HE和免疫组化染色。
1.3暋实验试剂及方法

兔抗人CXCR4抗体(BA0761)购自武汉博士德公司,免疫组化Elivision
plus试剂盒(KIT灢9901)、柠檬酸组织抗原修复液、PBS、二氨基联苯胺(DAB)
购自福州迈新生物技术有限公司。按试剂盒说明,应用免疫组化方法(二步
法)检测正常乳腺组织、乳腺癌组织以及区域淋巴结转移癌组织中CXCR4的
表达情况。石蜡切片经二甲苯脱蜡,梯度酒精水化,高压修复,3%过氧化氢孵
育,滴加稀释的一抗(1暶75),室温孵育2h,按说明依次滴加增强剂及二抗(鼠
抗兔抗体),DAB显色,苏木素复染,常规脱水、透明,封片。选用提供的阳性
切片在同一条件下染色作为阳性对照,以PBS代替一抗作阴性对照。
1.4暋结果判断

分别由两名经验丰富的病理医师在不知临床和病理资料的情况下独立观察
切片,对免疫组化结果进行评估。判定标准参见许良中等[4]的免疫组化结果的判
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断标准,以细胞质中出现黄至棕黄色颗粒为阳性显色,以染色强度和阳性细胞比例
评定阳性表达。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,阳性细胞数曑10%为1,11%~50%为2,
51%~75%为3,曒76%为4。两项得分相乘结果曒3为阳性表达。
1.5暋临床随访及统计学方法

术后第1~3年每3个月复查1次,第4、5年每半年复查1次,以后每年
复查1次或信访。复查项目包括血常规、肝肾功、胸片、钼靶片、双乳及腹部

B超、骨扫描。用SPSS11.5软件包进行统计学分析。根据不同的分析目的
对计数资料分别采用氈2 检验或线性趋势检验。生存率计算用寿命表法,各生
存曲线间比较用时序检验(log灢ranktest)。

2暋结果

2.1暋CXCR4蛋白在正常乳腺组织、乳腺癌组织、淋巴结转移组织中的表达
正常乳腺组织、乳腺癌组织及区域淋巴结转移组织中,CXCR4表达阳性

率分别为11.9%(10/84)、53.6%(45/84)和74.4%(32/43),3组间差异有统
计学意义(P<0.05,图1、2)。

图1暋CXCR4在乳腺癌组织中呈阴性表达(S灢P染色 暳100)

图2暋CXCR4在乳腺癌组织中呈阳性表达(S灢P染色 暳100)
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2.2暋CXCR4蛋白表达与乳腺癌临床病理特性的关系

乳腺癌组织CXCR4阳性表达率与淋巴结转移、HER灢2表达、临床分期密

切相关(P<0.05),与患者年龄、肿瘤直径、ER表达、PR表达、组织学类型及

肿瘤分化程度等临床病理特性间无相关性(P>0.05,表1)。

表1暋乳腺癌CXCR4与临床病理因素之间的关系

临床病理因素 例数 阳性例数 阴性例数 氈2 值 P 值

年龄 0.09 0.76
暋<50岁 51 28 23
暋>50岁 33 17 16
肿瘤大小 0.04 0.85
暋<2cm 28 15 13
暋2~5cm 44 23 21
暋>5cm 12 7 5
肿瘤分化程度 0.40 0.52
暋高分化 38 19 19
暋中分化 29 16 13
暋低分化 17 10 7
组织学类型 1.30 0.26
暋浸润性导管癌 65 37 28
暋其他 19 8 11
ER 0.36 0.55
暋阳性 46 26 20
暋阴性 38 19 19
PR 1.13 0.29
暋阳性 44 26 18
暋阴性 40 19 21
HER灢2 5.06 0.02
暋阳性 30 21 9
暋阴性 54 24 30
淋巴结转移 5.46 0.02
暋有 48 31 17
暋无 36 14 22
远处转移 6.72 0.01
暋有 27 20 7
暋无 57 25 32
分期 4.86 0.03
暋栺+栻期 59 27 32
暋栿期 25 18 7

2.3暋乳腺癌组织CXCR4表达水平与远处转移的关系

经中位随访66个月,84例乳腺癌患者中27例发生远处转移(其中肺转移

9例、肝转移7例、骨转移6例、其他器官和组织转移5例),57例未发生远处转

移。发生远处转移组的患者原发乳腺癌组织中CXCR4阳性率为74.1%(20/
27),高于未发生远处转移组43.9%(25/57),两组之间差异有统计学意义(P<
0.01)。
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2.4暋乳腺癌组织CXCR4表达水平与生存率的关系

CXCR4阳性表达组患者5年生存率为66.7%(30/45),明显低于CXCR4阴
性表达组87.2%(34/39),两组生存率间差异有统计学意义(P=0.028,图3)。

P=0.028,CXCR4阳性组与阴性组比较

图3暋乳腺癌组织CXCR4表达水平与生存率的关系

3暋讨论

肿瘤的转移、复发是导致肿瘤患者死亡的重要原因。趋化因子受体CX灢
CR4在肿瘤转移的作用已分别在乳腺癌、非小细胞肺癌、胰腺癌、大肠癌等研

究中得到证实[1-3]。Muller等[5]在 Nature上撰文指出乳腺癌组织高表达趋
化因子受体 CXCR4,其特异性配体 CXCL12与乳腺肿瘤细胞 CXCR4结合

后,可转导调节肌动蛋白聚合和伪足形成的信号,导致肿瘤细胞趋化和侵袭,
从而导致肿瘤细胞选择性地向相应器官转移。肿瘤细胞从母瘤上脱落后,经
迁移,容易趋向并滞留于表达CXCR4配体的部位(淋巴结、肝、肺等),在其内
增殖而形成转移瘤。特异性封闭CXCR4可使癌的淋巴结转移及骨髓转移受

到抑制。本实验在蛋白质水平对乳腺癌 CXCR4研究发现:乳腺癌组织 CX灢
CR4阳性表达率明显高于正常乳腺组织;转移淋巴结组织阳性表达率明显高

于原发肿瘤,提示:CXCR4阳性表达与乳腺癌的生长、转移有关。Salvucci
等[6]利用组织学芯片技术分析正常乳腺组织、原位癌、浸润性癌CXCR4的表

达,分别为20%、30%、67%,呈逐渐上升趋势,显示CXCR4表达与乳腺癌发
生、发展密切相关。进一步研究CXCR4的阳性表达与乳腺癌临床病理特性

的关系发现:CXCR4的表达与乳腺癌淋巴结转移、HER灢2、临床分期密切相
关,而与患者年龄、肿瘤直径、ER表达、PR表达、组织学类型及肿瘤分化程度

等临床病理特性等无关。国内亦有学者通过免疫组织化学法对乳腺癌组织标
本进行检测,结果显示:淋巴结转移组与淋巴结未转移组CXCR4阳性表达率

间差异有统计学意义;淋巴结未转移组与淋巴结1~3枚转移及4枚以上淋巴
结转移组间比较,差异有统计学意义;不同组织学分级的乳腺癌标本CXCR4
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阳性表达率间差异有统计学意义,从而提示CXCR4在促进乳腺癌生长及增
加转移能力方面可能有重要作用[7]。

淋巴结转移是影响乳腺癌预后的重要因素。本研究显示,伴区域淋巴结

转移的乳腺癌组织 CXCR4阳性率显著高于无区域转移的乳腺癌患者(P<
0.05),淋巴结组织 CXCR4阳性率显著高于乳腺癌组织(P<0.05),提示

CXCR4阳性表达与乳腺癌的淋巴结转移密切相关。Kato等[8]对79例手术切
除的乳腺浸润性导管癌组织进行的研究表明,所有患者的癌组织均表达

CXCR4,而高表达尤其是局灶性高表达者伴有广泛的淋巴结转移,提示

CXCR4可能促进乳腺癌通过淋巴转移。丁勇兴等[9]研究了乳腺癌标本中

CXCR4的不同表达水平以及生物学标记物 HER灢2的表达,进而评估这些生

物学标记物能否预测乳腺癌腋窝淋巴结转移潜能,经过实验认为趋化因子受
体CXCR4在乳腺癌中是预测腋窝淋巴结转移的一种新型的生物标记物,联
合其他标记物,如 HER灢2可提高预测受累淋巴结状态的准确性。Katayama
等[10]对头颈部鳞癌研究后发现,CXCR4表达量的差异也与转移程度相关,伴
有 N2 转移头颈部鳞癌 CXCR4表达明显高于伴有 N0~N1 转移组(P=
0.0131)。Liang等[11]通过小分子干扰核糖核酸技术从 mRNA 水平阻断

CXCR4的表达,从而削弱了乳腺癌细胞在重组细胞基底膜侵袭抑制实验中的

侵袭能力,阻止了乳腺癌转移的发生。CXCR4与其相应的配体 CXCL12结
合能诱导乳腺癌细胞迁移,并呈现剂量效应关系;而抗 CXCR4抗体或用

RNA干扰技术抑制CXCR4基因的表达,均可抑制乳腺癌细胞的体外迁移。
HER灢2/neu基因是乳腺癌常表达的一种癌基因,它的表达提示预后差,

易于发生转移。本研究发现乳腺癌 HER灢2阳性组CXCR4阳性表达率明显
高于 HER灢2阴性组;Li等[12]研究发现CXCR4表达上调在 HER灢2促进肿瘤

转移中发挥重要作用。HER灢2通过刺激乳腺癌细胞高表达CXCR4并且阻止

CXCR4的降解而影响 CXCL12/CXCR4轴对乳腺癌细胞侵袭能力的影响;
22%乳腺癌HER灢2和 CXCR4共同表达,这些患者的生存期较短。Cabioglu
等[13]的研究也证明乳腺癌原发灶CXCR4和 HER灢2共同表达者易发生骨髓
转移,且促进转移灶增殖,并且在淋巴结阳性病例中与淋巴结转移数目超过

4枚以上密切相关。
部分乳腺癌预后不佳的原因是手术时血液、肝、骨髓已有了微转移灶。由

于手术中无法准确判断有否微小转移灶存在,因此如何预测微转移并早期诊
断、及时治疗是目前影响乳腺癌治疗效果的主要环节。本研究显示,发生远处

转移的乳腺癌组织CXCR4阳性表达率(74.1%)显著高于无远处转移的患者
(43.9%),CXCR4阳性表达组5年生存率为66.7%,明显低于 CXCR4阴性
表达组的87.2%,提示乳腺癌组织 CXCR4阳性表达与远处转移密切相关,
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CXCR4阳性表达患者预后较差。Schimanski等[14]对大肠癌的研究亦证实

CXCR4阳性表达与大肠癌肝转移、复发率、3年生存期密切相关。Kim 等[15]

发现CXCR4阳性表达增加I/II期结直肠癌局部复发、远处转移的几率;
IV期CXCR4阳性组患者中位生存期(9个月)明显低于阴性组(25个月),而
肝转移灶CXCR4阳性含量明显高于原发灶。Tamamura等[16]的研究发现

CXCL12的抑制剂T140类似物在体外实验中能有效的抑制CXCL12诱导的

人乳腺 癌 细 胞 MDA灢MB灢231 的 侵 袭,体 内 实 验 中 可 以 降 低 MDA灢MB灢
231SCID小鼠接种后肺转移的发生。Zeelenberg等[17]用 CXCL12基因转染

结肠癌细胞,在癌细胞内产生CXCL12融合蛋白,这样CXCL12在细胞内结

合CXCR4,使之不能到达细胞表面,不表达CXCR4的癌细胞向肝、肺转移显

著减少。这种在细胞内捕获趋化因子受体的方法为抗肿瘤转移提供了新的思

路,改变癌细胞上CXCR4的表达水平,可以减少或抑制癌细胞的迁移。厉红

元等[18]通过shRNA灢CXCR4沉默 CXCR4基因后,应用 RT灢PCR、Western
blotting检测3株人乳腺癌细胞 MCF灢7、MDA灢MB灢231、MDA灢MB灢435s的

CXCR4mRNA及其蛋白的表达,结果shRNA灢CXCR4作用于人乳腺癌细胞

株 MCF灢7、MDA灢MB灢231、MDA灢MB灢435s后 能 明 显 抑 制 其 CXCR4 基 因 的

mRNA及蛋白表达水平(P<0.05),因此得出结论shRNA灢CXCR4能特异性抑

制乳腺癌细胞的CXCR4mRNA及其蛋白的表达。故CXCR4有望成为抑制乳

腺癌生物学行为的治疗靶点。
综上所述,对乳腺癌侵袭、转移相关指标的研究在预测肿瘤预后和指导临

床治疗方面具有重要的意义[19]。趋化因子及其受体在肿瘤细胞迁移、侵袭和

转移过程中有着重要的作用。CXCR4/CXCL12生物轴可能介导乳腺癌细胞

的迁移,与肿瘤的淋巴结转移和远处转移密切相关,通过检测CXCR4有助于

了解乳腺癌的淋巴、远处转移情况,有助于判断预后。阻断趋化因子CXCR4/
CXCL12通路,有望成为肿瘤治疗的新靶点。
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