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　　摘　要：　目的　探究趋化因子受体４（ＣＸＣＲ４）及趋化因子配体１２（ＣＸＣＬ１２）在下咽鳞状细胞癌（ＨＳＣＣ）中的
表达及其临床意义。方法　以２０１７年１月—２０２２年１１月收治的９０例ＨＳＣＣ患者为研究对象，以ＨＳＣＣ患者手术
切除的ＨＳＣＣ组织、癌旁组织为实验材料，采用免疫组织化学染色法检测ＨＳＣＣ组织和癌旁组织中ＣＸＣＲ４、ＣＸＣＬ１２
的表达情况；采用实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）法检测 ＨＳＣＣ组织和癌旁组织中 ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ、ＣＸＣＬ１２ｍＲＮＡ
水平；收集并记录 ＨＳＣＣ患者临床病理特征，分析 ＣＸＣＲ４、ＣＸＣＬ１２表达水平与患者临床病理特征的关系；采用
Ｐｅａｒｓｏｎ分析ＣＸＣＲ４与ＣＸＣＬ１２水平相关性。结果　ＣＸＣＲ４在ＨＳＣＣ组织中的表达率为６０．００％，明显高于癌旁组
织的１７．７８％（Ｐ＜０．０５）；ＣＸＣＬ１２在ＨＳＣＣ组织中的表达率为５７．７８％，明显高于癌旁组织的２４．４４％（Ｐ＜０．０５）。
ＨＳＣＣ组织中ＣＸＣＲ４、ＣＸＣＬ１２水平均与淋巴结是否转移、ＴＮＭ分期、分化程度有关（Ｐ＜０．０５）。与癌旁组织相比
较，ＨＳＣＣ组织ＣＸＣＲ４、ＣＸＣＬ１２水平均显著升高（Ｐ＜０．０５）。Ｐｅａｒｓｏｎ分析显示，ＨＳＣＣ患者中 ＣＸＣＲ４水平与 ＣＸ
ＣＬ１２水平呈正相关（ｒ＝０．５３８，Ｐ＜０．０５）。结论　ＣＸＣＲ４、ＣＸＣＬ１２在ＨＳＣＣ组织中呈高表达，两者与ＨＳＣＣ淋巴结
转移、分化程度、ＴＮＭ分期有关。
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　　下咽鳞状细胞癌（ｈｙｐｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＳＣＣ）是一种侵袭性的头颈部鳞状细胞
癌，在所有头颈部鳞状细胞癌中其预后最差［１］。据

统计，每年ＨＳＣＣ新发病例超过１６００００例，死亡病
例高达８３０００例，在过去的２０年，ＨＳＣＣ患者５年
生存率从未超过５５％［２］。ＨＳＣＣ是一种存活率极低
的肿瘤，高达３０％的 ＨＳＣＣ患者在治疗后一年内因
癌细胞转移而死亡［３］。由于颈部淋巴结转移风险

高，临床症状不明显，且 ＨＳＣＣ多位于梨状窝，病变
位置隐匿，ＨＳＣＣ的早期诊断和治疗极为困难，给其
治疗带来了极大的挑战［４］。因此，了解 ＨＳＣＣ的致
癌机制并确定用于 ＨＳＣＣ诊断的标志物对于改善
ＨＳＣＣ诊疗和预后至关重要。趋化因子是可溶性小
蛋白质，包括１７个ＣＸＣ成员，通过影响肿瘤微环境
调节各类肿瘤的细胞增殖、侵袭和转移，趋化因子受

体４（ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＣＸＣＲ４）也称为血小板因
子４，常与其他转录因子（如ＳＤＦ１α）共同作用，介导
口腔鳞状细胞癌患者淋巴结转移，参与肿瘤发

展［５］。多项研究表明，ＣＸＣＲ４在口腔鳞状细胞癌中
的表达上调，并且 ＣＸＣＲ４高表达与淋巴结转移、肿
瘤复发以及预后不良有关，被认为是癌症治疗的新

靶点［６］。趋化因子配体 １２（ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｌｉｇａｎｄ１２，
ＣＸＣＬ１２）是趋化因子 ＣＸＣＲ４的配体，ＣＸＣＬ１２／ＣＸ
ＣＲ４轴具有促进肿瘤生长、侵袭和转移的作用［７］。

研究发现ＣＸＣＬ１２在口腔鳞状细胞癌诊断和治疗中
具有潜在价值［８］。本研究通过检测 ＣＸＣＲ４和 ＣＸ
ＣＬ１２在ＨＳＣＣ中的表达，探究两者在 ＨＳＣＣ诊疗中
的临床意义，以期为ＨＳＣＣ的诊疗提供一定依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料
以邯郸市中心医院耳鼻咽喉科２０１７年１月—

２０２２年１１月收治的９０例 ＨＳＣＣ患者为研究对象，
其中男６３例，女 ２７例；年龄 ２１～８４岁，平均年龄
（５７．６７±１１．３５）岁。患者 ＴＮＭ临床分期根据国际
抗癌联合会制定的ＴＮＭ分期标准［９］进行分期，其中

Ⅰ、Ⅱ期２６例，Ⅲ、Ⅳ期 ６４例；肿瘤直径通过 ＭＲＩ
检测，肿瘤直径 ＜２ｃｍ患者 ５０例，≥２ｃｍ患者
４０例；发生淋巴结转移患者３７例，未发生淋巴结转

移患者５３例；低分化患者２１例，中分化患者４５例，
高分化患者２４例；发生在梨状窝区４１例，环后区
２２例，咽后壁区２７例。纳入标准：①患者均经临床
确诊患有ＨＳＣＣ［１０］；②所有患者均通过病理学确诊；
③未接受过放／化疗；④所有研究对象知情且同意；
⑤临床资料完整。排除标准：①患有其他恶性肿瘤
者；②患有免疫系统、血液系统疾病者；③存在认知
障碍者；④妊娠期哺乳期女性。本研究经本院伦理
委员会审批同意。

１．２　方法
１．２．１　样本收集　收集 ＨＳＣＣ患者手术切除的
ＨＳＣＣ组织以及癌旁组织备用，所有患者均经病理
学确诊为ＨＳＣＣ。
１．２．２　免疫组织化学染色　使用福尔马林溶液固
定手术切除的ＨＳＣＣ组织及其癌旁组织，２４ｈ后进
行石蜡包埋、切片，制作成４μｍ常规切片，按照免
疫组织化学试剂盒（上海西宝生物科技有限公司，

货号：３１０００１０１０５）检测ＨＳＣＣ组织和癌旁组织 ＣＸ
ＣＲ４、ＣＸＣＬ１２的表达。切片脱蜡后进行乙醇梯度水
化，过氧化物酶封闭，煮沸修复抗原，自然冷却用磷

酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）进行
５ｍｉｎ冲洗，加入一抗 ＣＸＣＲ４（上海雅吉生物公司，
货号：ＩＨ１０１１Ｒ）和一抗 ＣＸＣＬ１２（上海信裕生物公
司，货号：ＸＹ６６１２）（１∶１００稀释），３７℃孵育 １～
２ｈ，置于 ４℃冰箱孵育 １６ｈ，ＰＢＳ液冲洗 ３ｍｉｎ，
３次，加具有生物素标记的二抗（武汉伊莱瑞特生物
科技股份有限公司，货号：ＥＩＲＲ２１２）（１∶１００稀
释），置于３７℃恒温培养箱孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗二
氨基联苯胺染色，显色后去离子水冲洗终止反应，苏

木素复染，脱水至透明，切片置于通风橱吹干，中性

树胶封片。显微镜下观察 ＣＸＣＲ４、ＣＸＣＬ１２染色情
况。同时分别以 ＰＢＳ液代替一抗为阴性对照，当细
胞质染色呈黄色或棕黄色时，认为 ＣＸＣＲ４和 ＣＸ
ＣＬ１２蛋白呈阳性表达［１１］。

１．２．３　免疫组织化学染色结果判定　以组织中呈
现黄色或棕色颗粒为 ＣＸＣＲ４、ＣＸＣＬ１２蛋白阳性表
达，根据以下两种方式进行分级［１２］。①根据高表达
细胞率分级：高表达细胞率＜５０％为０分，高表达细
胞率５０％ ～７５％为 １分，高表达细胞率 ＞７５％为
２分；②根据染色强度分级：无着色为０分，淡黄棕
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色为１分，黄棕色为２分，棕色为３分。两种分级得
分之和≤２分为低表达，＞２分为高表达。
１．２．４　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲ，ｑＲＴＰＣＲ）测定ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ及ＣＸＣＬ１２ｍＲ
ＮＡ水平　采用Ｔｒｉｚｏｌ法从样本中提取样品 ｍＲＮＡ，
通过变性凝胶电泳检查ＲＮＡ数量，结果显示至少两
条不同的条带代表２８Ｓ和１８Ｓ核糖体 ＲＮＡ，表明没
有ＤＮＡ污染或 ＲＮＡ降解，可进行下一步实验。采
用反转录试剂盒（中国艾德莱公司，货号：ＰＣ４４０２）
对所提取总 ＲＮＡ进行反转录，合成 ｃＤＮＡ；使用全
自动核酸蛋白分析仪（德国 ＱＩＡＧＥＮ公司，型号：
ＱＩＡｘｃｅｌＡｄｖａｎｃｅｄ）测定产物浓度和吸光度值，
Ｄ２６０／Ｄ２８０比值在１．９～２．１表示 ＲＮＡ纯度较高、
质量较好，可进行下一步实验。采用 ｑＲＴＰＣＲ检测
ＣＸＣＲ４和 ＣＸＣＬ１２的表达水平，以 ＧＡＤＰＨ作为内
参基因，每个样品反应设置 ３个技术重复。ｑＲＴ
ＰＣＲ反应体系：模板２μＬ，引物 Ｆ０．８μＬ，引物 Ｒ
０．８μＬ，Ｒｏｘｄｙｅ０．４μＬ，２×ＳＹＢＲｇｒｅｅｎｍｉｘ１０μＬ，
ＤＥＰＣＨ２Ｏ６μＬ。ｑＲＴＰＣＲ反应程序：①９５℃１０ｓ；
②９５℃１０ｓ，６０℃３０ｓ，４０ｃｙｃｓ；③做５５～９５℃熔解
曲线分析，温度以０．５℃梯度上升，每个温度停留
５ｓ，采集荧光信号。通过 ＮＣＢＩ网站获得 ＣＸＣＲ４、
ＣＸＣＬ１２、ＧＡＤＰＨ碱基序列，使用 ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设
计ｑＲＴＰＣＲ反应引物，由擎科生物合成。引物碱基
序列见表１。
１．３　统计学方法

使用ＳＰＳＳ２５．０软件对所得数据进行统计学分
析；计数资料以例和百分率（％）表示，计量资料以

表１　引物列表

基因名称 引物碱基序列

ＣＸＣＲ４ Ｆ：５’ＡＧＣＴＧＴＴＧＧＴＧＡＡＡＡＧＧＴＧＧＴＣＴＡＴＧ３’
Ｒ：５’ＧＣＧＣＴＦＣＴＧＧＴＧＧＣＣＣＴＴＧＧＡＧＴＧＴＧ３’

ＣＸＣＬ１２ Ｆ：５’ＣＣＧＣＧＣＴＣＴＧＣＣＴＣＡＧＣＧＡＣＧＧＧＡＡＧ３’
Ｒ：５’ＣＴＴＧＴＴＴＡＡＡＧＣＴＴＴＣＴＣＣＡＧＧＴＡＣＴ３’

ＧＡＤＰＨ ５’ＧＡＣＡＧＴＣＡＧＣＣＧＣＡＴＣＴＴＣＴ３’
５’ＴＴＡＡＡＡＧＣＡＧＣＣＣＴＧＧＴＧＡＣ３’

　　注：ＣＸＣＲ４（趋化因子受体４）；ＣＸＣＬ１２（趋化因子配体１２）。下同。

珋ｘ±ｓ表示，组间数据使用 χ２／ｔ检验比较；采用 Ｐｅａｒ
ｓｏｎ分析ＨＳＣＣ组织中ＣＸＣＲ４水平与ＣＸＣＬ１２水平
相关性。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　免疫组织化学染色法检测ＣＸＣＲ４、ＣＸＣＬ１２在
ＨＳＣＣ组织及癌旁组织中的表达

ＣＸＣＲ４在ＨＳＣＣ组织中的高表达率为６０．００％
（５４／９０），明显高于癌旁组织１７．７８％（１６／９０）的高
表达率（Ｐ＜０．０５）；ＣＸＣＬ１２在ＨＳＣＣ组织中的高表
达率为 ５７．７８％（５２／９０），明显高于癌旁组织
２４．４４％（２２／９０）的高表达率（Ｐ＜０．０５）。见图１。
２．２　ＣＸＣＲ４、ＣＸＣＬ１２表达水平与 ＨＳＣＣ临床病理
特征的关系

ＣＸＣＲ４、ＣＸＣＬ１２在 ＨＳＣＣ组织中的表达情况
与患者临床病理特征分析结果显示，ＨＳＣＣ组织中
的ＣＸＣＲ４、ＣＸＣＬ１２水平均与淋巴结是否转移、分化
程度、ＴＮＭ分期有关（Ｐ＜０．０５）；与性别、年龄、肿瘤
直径、发生部位无关（Ｐ＞０．０５）。见表２。

癌旁组织的
!"!#$

的

表达情况

%&'!

组织的
!"!($

的表达情况

癌旁 组 织 的
)"!*+,

的表达情况

%&!!

组织的
!"!*+,

的表达情况

图１　癌旁组织与ＨＳＣＣ组织ＣＸＣＲ４、ＣＸＣＬ１２蛋白表达情况　（免疫组化 ×４００）　注：ＨＳＣＣ（下咽鳞状细胞癌）。下同。
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表２　ＣＸＣＲ４、ＣＸＣＬ１２表达水平与ＨＳＣＣ临床病理特关系分析　［例（％）］

病理特征 例数
ＣＸＣＲ４

高表达 低表达 χ２ Ｐ
ＣＸＣＬ１２

高表达 低表达 χ２ Ｐ
性别 ２．２５７ ０．１３３ １．４６６ ０．２２６
　男 ６３ ４１（６５．０８） ２２（３４．９２） ３９（６１．９０） ２４（３８．１０）
　女 ２７ １３（４８．１５） １４（５１．８５） １３（４８．１５） １４（５１．８５）
年龄（岁） ０．１１９ ０．７３０ ０．２４４ ０．６２２
　＜５０ ４７ ２９（６１．７０） １８（３８．３０） ２６（５５．３２） ２１（４４．６８）
　≥５０ ４３ ２５（５８．１４） １８（４１．８６） ２６（６０．４７） １７（３９．５３）
肿瘤直径（ｃｍ） ３．０００ ０．０８３ ２．７９０ ０．０９５
　＜２ ５０ ２６（５２．００） ２４（４８．００） ２５（５０．００） ２５（５０．００）
　≥２ ４０ ２８（７０．００） １２（３０．００） ２７（６７．５０） １３（３２．５０）
淋巴结转移 ６．４３３ ０．０１１ ５．９４７ ０．０１５
　是 ３７ ２８（７５．６８） ９（２４．３２） ２７（７２．９７） １０（２７．０３）
　否 ５３ ２６（４９．０６） ２７（５０．９４） ２５（４７．１７） ２８（５２．８３）
ＴＮＭ分期 ７．０６７ ０．００８ ８．０４１ ０．００５
　Ⅰ、Ⅱ期 ２６ １０（３８．４６） １６（６１．５４） ９（３４．６２） １７（６８．３８）
　Ⅲ、Ⅳ期 ６４ ４４（６８．７５） ２０（３１．２５） ４３（６７．１９） ２１（３２．８１）
分化程度 ７．６１９ ０．０２２ ７．２６８ ０．０２６
　低分化 ２１ １８（８５．７１） ３（１４．２９） １７（８０．９５） ４（１９．０５）
　中分化 ４５ ２４（５３．３３） ２１（４６．６７） ２５（５５．５６） ２０（４４．４４）
　高分化 ２４ １２（５０．００） １２（５０．００） １０（４１．６７） １４（５８．３３）
发生部位 ２．６２４ ０．２６９ ０．７４２ ０．６９０
　梨状窝 ４１ ２７（６５．８５） １４（３４．１５） ２５（６０．９８） １６（３９．０２）
　环后区 ２２ １０（４５．４５） １２（５４．５５） １１（５０．００） １１（５０．００）
　咽后壁 ２７ １７（６２．９６） １０（３７．０４） １６（５９．２６） １１（４０．７４）

２．３　ＨＳＣＣ组织与癌旁组织中 ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ、ＣＸ
ＣＬ１２ｍＲＮＡ水平分析

与癌旁组织相比较，ＨＳＣＣ组织中 ＣＸＣＲ４ｍＲ
ＮＡ、ＣＸＣＬ１２ｍＲＮＡ水平水平均显著升高（Ｐ＜
０．０５）。见表３。

表３　癌旁组织与ＨＳＣＣ组织ＣＸＣＲ４、
ＣＸＣＬ１２水平分析　（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ／ＧＡＤＰＨ ＣＸＣＬ１２ｍＲＮＡ／ＧＡＤＰＨ
癌旁组织 ９０ １．０２±０．３３ ０．９６±０．２８
ＨＳＣＣ组织 ９０ ２．１５±０．７２ １．７２±０．４１
　ｔ １３．５３５ １４．５２２
　Ｐ ０．０００ ０．０００

２．４　ＨＳＣＣ患者中 ＣＸＣＲ４与 ＣＸＣＬ１２水平相关性
分析

Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析结果显示，ＨＳＣＣ患者中 ＣＸ
ＣＲ４水平与ＣＸＣＬ１２水平呈正相关（ｒ＝０．５３８，Ｐ＜
０．０５）。见图２。
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图２　ＨＳＣＣ患者中ＣＸＣＲ４与ＣＸＣＬ１２水平相关性分析

３　讨论

ＨＳＣＣ具有极强的侵袭转移力，其确诊患者中
约６０％～８５％为Ⅲ、Ⅳ期疾病，因此，尽管当代医疗
水平已取得很大进步，但其预后仍然不良［１３］。目

前，手术是治疗ＨＳＣＣ最主要的方法之一，但由于喉
部在解剖学上接近气管，手术时又希望保留呼吸、吞
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咽和言语等功能，这都为ＨＳＣＣ的治疗增加了难度，
使其治愈率降低［１３］。研究显示，淋巴结转移在预测

ＨＳＣＣ预后中具有重要价值，淋巴结转移数量越多，
ＨＳＣＣ患者死亡率越高［１４］。低分化ＨＳＣＣ患者多为
Ⅲ、Ⅳ期，其预后明显较高分化 ＨＳＣＣ患者差［１５］。

因此，临床应更加注重低分化和Ⅲ、Ⅳ期ＨＳＣＣ患者
的治疗。

ＣＸＣＲ４由３５２个氨基酸组成，包括一个细胞外
Ｎ末端结构域、７个跨膜螺旋、３个细胞外环、３个细
胞内环和１个细胞内 Ｃ末端结构域，可以作为单
体，二聚体，高阶低聚物或纳米团簇存在于质膜

中［１６］。临床数据表明，靶向 ＣＸＣＲ４过表达细胞已
成为当前癌症治疗中一种极具前景的治疗方法［１７］。

在头颈部鳞状细胞癌原发性肿瘤中发现，过表达

ＣＸＣＲ４与患者治疗后局部区域复发、癌细胞远处转
移风险较高以及总生存期较差有关［１８］。此外，在口

腔鳞状细胞癌组织中ＣＸＣＲ４表达增加，可通过负调
控ＣＸＣＲ４来抑制口腔鳞状细胞的体内外增殖、迁
移［１９］。本研究发现，ＣＸＣＲ４在ＨＳＣＣ组织中的表达
显著上调，与上述研究结果一致。ＨＳＣＣ组织中
ＣＸＣＲ４表达水平与患者淋巴结是否转移、分化程
度、ＴＮＭ分期有关，与 Ｚｈａｏ等［２０］研究结果相似，

ＣＸＣＲ４表达与淋巴结转移和肿瘤分期有关，其可能
通过促进ＨＳＣＣ细胞的转移影响ＨＳＣＣ进程。

ＣＸＣＬ１２由癌症相关成纤维细胞分泌，在肿瘤
微环境中起免疫抑制作用［２１］。高水平 ＣＸＣＬ１２可
以募集高度致瘤的肿瘤细胞，并促进其增殖、血管生

成和转移，在口腔鳞状细胞癌的发生和发展中起重

要作用，ＣＸＣＬ１２在与口腔鳞状细胞共培养的肌肉
细胞中显著上调，口腔鳞状细胞激活肌肉细胞中的

ＣＸＣＬ１２表达，促进肿瘤发展［２２］。本研究发现，ＣＸ
ＣＬ１２在ＨＳＣＣ组织中的表达显著上调，与上述研究
结果相似。ＨＳＣＣ组织中 ＣＸＣＬ１２表达水平还与患
者淋巴结是否转移、分化程度、ＴＮＭ分期有关，与
Ｚｈａｎｇ等［２３］研究结果相似，在ＨＳＣＣ患者中ＣＸＣＬ１２
表达与患者肿瘤分期相关，ＣＸＣＬ１２可能通过促进
ＨＳＣＣ细胞的转移影响ＨＳＣＣ进程。ＣＸＣＲ４与其受
体ＣＸＣＬ１２相互作用形成 ＣＸＣＲ４／ＣＸＣＬ１２轴，与肿
瘤的发生发展密切相关，ＣＸＣＲ４／ＣＸＣＬ１２轴在肿瘤
微环境的形成中起关键作用，主要是抑制免疫反

应［２４］。本研究通过 Ｐｅａｒｓｏｎ分析显示，ＨＳＣＣ患者
中ＣＸＣＲ４水平与ＣＸＣＬ１２水平呈正相关，支持了Ｌｉ
等［２５］提出的ＣＸＣＬ１２／ＣＸＣＲ４轴在包括口腔鳞状细
胞癌在内的各种恶性肿瘤的进展中起着关键作用的

说法。ＣＸＣＬ１２／ＣＸＣＲ４轴通过抑制宿主免疫反应，
促进癌细胞转移，影响ＨＳＣＣ发展。

综上所述，ＣＸＣＲ４、ＣＸＣＬ１２在 ＨＳＣＣ组织中显
著上调，两者与 ＨＳＣＣ淋巴结转移、分化程度、ＴＮＭ
分期有关。本研究样本数量有限，可扩大样本进行

进一步研究。
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