
第１７卷第８期
２００８年８月

中国普通外科杂志

ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ
Ｖｏｌ．１７　Ｎｏ．８
Ａｕｇ．　２００８

基金项目：湖北省自然科学基金（２００６ＡＢＡ０９８）。

收稿日期：２００８－０６－１５；　修订日期：２００８－０７－１０。

作者简介：曹志新，男，华中科技大学同济医学院附属同济医院副教授，主要从事胃肠肿瘤方面的研究。

通讯作者：曹志新　Ｅｍａｉｌ：ｚｘｃａｏ＠ｔｉｈ．ｔｊｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　文章编号：１００５－６９４７（２００８）０８－０７８５－０４
·基础研究·

ＲＡＮＴＥＳ及其受体在胃癌中的表达及其意义
探讨
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　　摘要：目的　探讨 ＲＡＮＴＥＳ及其受体（ＣＣＲ５）在胃癌和转移淋巴结组织中的表达及其与胃癌转移

的关系。方法　采用流式细胞仪 ＣＣＲ５／ＤＮＡ和 ＲＡＮＴＥＳ／ＤＮＡ双参数法检测 ＣＣＲ５在胃癌以及 ＲＡＮＴＥＳ

在有癌组织转移的淋巴结中的表达情况。结果　胃癌组织中 ＣＣＲ５的表达率［（２１．５３±３．１０）％］明

显高于癌旁组织［（１０．１０±１．３０）％］（Ｐ＜０．０５）。有肿瘤转移的淋巴结组织中 ＲＡＮＴＥＳ的表达

［（６３．５０±５．２５）％］明显高于正常淋巴结组织［（４４．４０±４．７６）％］（Ｐ＜０．０５）。结论　趋化因子

ＲＡＮＴＥＳ及其受体可能参与了胃癌转移的调控。

［中国普通外科杂志，２００８，１７（８）：７８５－７８８］
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　　胃癌是严重威胁人类健康的恶性肿瘤，发病
率高，且容易发生转移，探讨胃癌的转移机制对于

预防和治疗肿瘤的转移有重要意义。调节活化正

常 Ｔ细胞的表达与分泌因子（ｒｅｇｕｌａｔｅｄｕｐｏｎａｃｔｉｖａ
ｔｉｏｎｎｏｒｍａｌＴｃｅｌｌｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｎｄｓｅｃｒｅｔｅｄ，ＲＡＮＴＥＳ）属
于趋化因子 ＣＣ家族成员，近年发现趋化因子在
肿瘤中参与了病理性淋巴结的形成以及肿瘤细胞

的移动、归巢和转移的调控过程［１］，本研究通过流

式细胞仪 ＣＣＲ５／ＤＮＡ和 ＲＡＮＴＥＳ／ＤＮＡ双参数法
检测 ＣＣＲ５（ＲＡＮＴＥＳ的受体）在胃癌以及 ＲＡＮＴＥＳ
在有癌组织转移的淋巴结中的表达情况，以探讨

ＲＡＮＴＥＳ与胃癌转移可能存在的关系。

１　材料与方法

１．１　标本分组及一般资料
（１）胃癌组织组：３０例。取自华中科技大学

同济医学院附属同济医院胃肠外科手术切除组

织。３０例胃癌患者中男 １９例，女 １１例；年龄为
２１～６８（４８．５±１１．８）岁。腺癌 ２７例，管状腺癌
１例，黏液腺癌 ２例；有淋巴结转移 ２０例，无淋巴
结转移 １０例；临床分期 Ｉ期 ２例，Ⅱ期 ８例，Ⅲ期
１１例，Ⅳ期 ９例。（２）旁组织组：３０例。取自距
癌组织 ３～５ｃｍ的胃组织，经病理证实均无癌组
织。（３）有肿瘤转移的淋巴结组：２０例。（４）无
肿瘤转移的淋巴结组：１０例。淋巴结均取自上述
病例，均切取一半实验，另一半送检病理证实是否

有肿瘤转移。全部手术患者术前均未进行化疗、

放疗以及其他抗肿瘤治疗，取材均在手术中进行。

１．２　方法
１．２．１　单细胞悬液分离　手术台上切取新鲜胃
癌及癌旁组织 １．０ｃｍ×１．０ｃｍ大小（黏膜至浆膜
全层），立即进行单细胞分离。组织块置于冷磷

酸盐缓冲液（ＰＢＳ）中，剪除附着组织，ＰＢＳ冲洗去
血液。组织放入 １０ｍＬ小烧杯中，眼科剪剪碎，滤
网过滤，组织碎末置于覆有 ２００目尼龙网的３０ｍＬ
烧杯上，边搓边用 ＰＢＳ滴冲；细胞悬液经滤网过滤
人试管中，１２００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次，
调整细胞数为 ２×１０６／ｍＬ。
１．２．２　ＣＣＲ５／ＤＮＡ双参数法分析 ＣＣＲ５在胃癌
组织中的表达　细胞收获后，用 ８０％冷乙醇固
定，于 －２０℃冰箱过夜。固定细胞用 ＰＢＳ洗涤
２次，２．５ｇ／ＬＴｒｉｔｏｎＸ－１００在冰上处理，以 ＰＢＳ

洗涤 ２次，加入用 １０ｇ／ＬＢＳＡ稀 释的 兔抗人
ＣＣＲ５多克隆抗体（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司，在 １００μＬ
体积中，每 ５×１０５细胞与 ０．２５μｇ抗体反应），
在 ４℃孵育过夜。次日细胞用 ＰＢＳ洗涤，加入标
有 ＦＩＴＣ羊抗兔 ＩｇＧ抗体（Ｓｉｇｍａ公司）（用 １０ｇ／Ｌ
ＢＳＡ以 １∶４０的比例稀释），在室温下孵育 ３０ｍｉｎ。
再次洗涤细胞后，用 １０ｍｇ／Ｌ碘化丙啶 ＰＩ（Ｓｉｇｍａ
公司）和 １．０ｇ／ＬＲｎａｓｅＡ（Ｓｉｇｍａ公司），室温染色
２０ｍｉｎ。抗体特异性同质对照采用同质特异性抗
体，兔抗人 ＩｇＧ多克隆抗体（Ｓｉｇｍａ公司）。
１．２．３　ＲＡＮＴＥＳ／ＤＮＡ双参数法分析 ＲＡＮＴＥＳ在
淋巴结组织中的表达　方法同上，一抗为兔抗人
ＲＡＮＴＥＳ多克隆抗体（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司），ＦＩＴＣ羊
抗兔 ＩｇＧ抗体为 Ｓｉｇｍａ公司产品。
１．２．４　流式细胞术分析　经上述处理的细胞荧
光标记成功后，应用 ＦＡＣＳｏｒｔ流式细胞仪（Ｂｅｃｔｏｎ
Ｄｉｃｋｓｏｎ，美国）检测。经 ４８８ｎｍ激光激发，被标记
细胞发射的红色（ＰＩ）和绿色（ＦＩＴＣ）荧光同时、分
别被 ＦＡＣＳｏｒｔ流式细胞仪的标准透镜接收。应用
Ｃｅｌｌｑｕｅｓｔ软件（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｓｏｎ，美国），对上述所测
细胞的双参数荧光强度、任一细胞群体的平均荧

光强度进行分析。

１．３　统计学分析
采用 ＳＰＳＳ１３．０软件对 ＣＣＲ５在胃癌和正常

胃组织以及 ＲＡＮＴＥＳ在有癌转移淋巴结和无癌转
移淋巴结的表达阳性率分别进行独立样本ｔ检验。

２　结　果

２．１　胃癌及癌旁组织中 ＣＣＲ５的表达
胃癌组织中 ＣＣＲ５的平均表达率为（２１．５３±

３．１０）％，癌 旁 组 织 中 的 表 达 率 为 （１０．１０±
１．３０）％。胃癌组织中 ＣＣＲ５的表达率高于癌旁
组织，两者 差 异 具 有 统 计 学 意 义 （Ｐ＜０．０５）
（图１）。
２．２　淋巴结组织中 ＲＡＮＴＥＳ的表达

有肿瘤转移的淋巴结中 ＲＡＮＴＥＳ的表达率为
（６３．５０±５．２５）％，无转移淋巴结中 ＲＡＮＴＥＳ的
表达率为（４４．４０±４．７６）％。有肿瘤转移的淋巴
结组织中 ＲＡＮＴＥＳ的表达较无转移淋巴结组织
高，两 者 差 异 具 有 统 计 学 意 义 （Ｐ＜０．０５）
（图２）。
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图 １　ＣＣＲ５在胃癌中表达的流式细胞仪双参数定量分析　Ａ为细胞核染色的散点图，Ｒ１区域代表进行双参数

分析的细胞，Ｂ，Ｃ，Ｄ为双参数分析散点图。横轴为细胞核染色质含量，纵轴为表达的标记荧光强度。Ｒ２

区域代表表达阳性的细胞。Ｂ为对照，Ｃ，Ｄ分别为胃癌组织和正常胃组织，Ｃ，Ｄ图中两样本表达阳性率

分别为 ２３．３６％和 １１．０８％。
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图 ２　ＲＡＮＴＥＳ在淋巴结中表达的流式细胞仪双参数定量分析　Ａ为细胞核染色的散点图，Ｒ１区域代表进行双

参数分析的细胞，Ｂ，Ｃ，Ｄ为双参数分析散点图。横轴为细胞核染色质含量，纵轴为 ＲＡＮＴＥＳ表达的标记

荧光强度。Ｒ２区域代表 ＲＡＮＴＥＳ表达阳性的细胞。Ｂ为对照，Ｃ，Ｄ分别为正常淋巴结组织和有癌组织转

移的淋巴结组织，Ｃ，Ｄ图中两样本 ＲＡＮＴＥＳ表达阳性率分别为 ４６．２３％和 ６０．３６％。

３　讨　论

恶性肿瘤严重威胁着人类的健康，虽然肿瘤

的治疗取得了可喜的进展，但是肿瘤容易转移的

特性是肿瘤治疗方面的一大障碍，胃癌属于发病

率较高的肿瘤，死亡率位居恶性肿瘤第二位，而

转移的防治是胃癌治疗的难题［２］。

研究发现，很多趋化因子可能参与了生理性、

病理性淋巴管的形成和调节，并参与了肿瘤细胞

的移动、归巢和转移的控制［１］。研究显示，淋巴

管的内皮细胞通过分泌趋化因子趋化肿瘤细胞，

进而促进肿瘤细胞的淋巴转移［３］。在肿瘤细胞定

向转移的过程中，趋化因子通过与肿瘤细胞表面

的受体作用，能诱导肿瘤细胞的细胞骨架重排，

促使肿瘤细胞和淋巴管内皮细胞的紧密黏附结

合，最终实现定向迁移［３］。研究表明，人类乳腺

癌细胞高表达 ＣＸＣＲ４和 ＣＣＲ７，而正常乳腺上皮

细胞不表达，它们的配体在局部淋巴结、骨髓、肺

和肝中表达水平极高，所以上述部位是乳腺癌转

移的好发部位［４］。研究表明，胃癌组织中趋化因

７８７
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子 ＩＬ８的高表达可能与胃癌中血管的形成具有
一定的关系，进而影响胃癌的生长与转移［５］。

ＲＡＮＴＥＳ属 ＣＣ家族成员，主要受体为 ＣＣＲ５，具有
强烈调节多种免疫细胞功能，介导淋巴细胞迁徙

和归巢［６］。研究发现，乳腺癌、淋巴瘤中高表达

ＲＡＮＴＥＳ及其受体，且肿瘤组织中浸润了大量的
单核细胞，高表达 ＲＡＮＴＥＳ及其受体的肿瘤易发
生转移［７］；前列腺癌细胞亦高表达 ＲＡＮＴＥＳ，且与
其侵袭性有关，用抗 ＣＣＲ５抗体可阻断其侵袭
性［８］，Ｎｏｕｈ等［９］认为 ＲＡＮＴＥＳ可作为乳腺癌预后
的标志。本研究通过流式细胞仪双参数定量法

检测了 ＲＡＮＴＥＳ在淋巴结组织中的表达以及其受
体 ＣＣＲ５在胃癌组织中的表达，结果显示胃癌组
织中 ＣＣＲ５的表达阳性率明显高于癌旁组织，而
在有胃癌转移的淋巴结组织中 ＲＡＮＴＥＳ的表达也
较无癌转移的淋巴结组织高，据此推测，高表达

ＲＡＮＴＥＳ的淋巴结组织对于表达 ＲＡＮＴＥＳ受体
ＣＣＲ５的胃癌细胞具有定向趋化作用，ＲＡＮＴＥＳ
ＣＣＲ５所组成的系统可能参与了胃癌的定向转
移。笔者通过体外趋化试验研究发现，转移淋巴

结组织蛋白提取物对肿瘤细胞有趋化作用，而加

入 ＲＡＮＴＥＳ抗体后可抑制淋巴结对肿瘤细胞的定
向迁移，提示该肿瘤细胞趋化作用可能与 ＲＡＮ
ＴＥＳ及其受体有关［１０］。同时还发现 ＲＡＮＴＥＳ高表
达肿瘤组织中 Ｔｈ１类细胞因子（ＩＬ２，γＩＦＮ）向
Ｔｈ２细胞类细胞因子（ＩＬ１０）漂移，呈现 Ｔｈ２类细
胞因子强势表达状态，肿瘤局部呈免疫抑制状

态，有利于肿瘤细胞免疫逃逸。由此可见，ＲＡＮ
ＴＥＳ及其受体 ＣＣＲ５一方面通过改变肿瘤局部免
疫状态，诱导肿瘤细胞免疫逃逸，另一方面通过

趋化作用直接诱导肿瘤细胞定向移动，进而促进

肿瘤细胞的淋巴转移。

总之，ＲＡＮＴＥＳ及其受体 ＣＣＲ５与胃癌的转移
具有相关性，可能参与了胃癌转移过程，但其确

切机制还需要进一步研究。
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