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RNA干扰 CCR7表达在肿瘤转移治疗中的作用
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［摘要］肿瘤侵袭和转移是导致治疗失败的主要原因．目前肿瘤细胞向淋巴结侵袭转移的机制仍然未完全阐

明，研究显示趋化因子受体 CCR7（CC chemokine receptor7）在多种免疫细胞上表达，它及其配体在引导这些细胞

向淋巴组织或器官归巢中起主导作用．它在恶性肿瘤细胞中呈现高表达，并且在肿瘤细胞淋巴道转移过程中起重

要作用．因此如何控制肿瘤中 CCR7的高表达是治疗肿瘤转移的一条可行之路．RNA 干扰（RNA interference，

RNAi）作为一种转录后基因沉默机制，已经在各个领域广泛应用，尤其在肿瘤的治疗领域中．就 RNA 干扰

CCR7表达在肿瘤转移治疗中的作用作一综述．
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The Effect of CCR7 Expression Interfered by RNA on Tumor
Metastasis and Treatment
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［Abstract］ The tumor invasion and metastasis is the leading cause of death in cancer patients. Currently，the

mechanism of tumor invasion and metastasis to lymph nodes is still not fully elucidated， the chemokine receptor

CCR7 is expressed on a variety of immune cells， itself and its ligand play leading roles in guiding immune cells to

lymphoid tissue or organ homing. It's also reported that CCR7 is over-expressed in a variety of malignant cells， and

plays important roles in the process of the lymphatic metastasis of the tumor cells. Therefore， suppressing CCR7

expression in cancers provides a feasible way for the treatment of tumor metastasis. RNA interference has been widely

used in various fields， especially in the tumor treatment .This review makes an overview focusing on the effect of the

CCR7 expression interfered by RNA on tumor metastasis and theatment.
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肿瘤侵袭与转移是一个多因素、多环节的复杂

过程[1，2]．大部分肿瘤转移具有器官特异性，如乳腺

癌容易发生淋巴结、骨、肝、肺等器官转移，结直

肠癌较易发生淋巴结、肝转移等．既往研究显示，

恶性肿瘤转移的器官选择特异性仅仅用局部解剖结

构、肿瘤的血流和淋巴引流途径等无法得出合理的

解释[3-5]．随着研究的深入，“土壤与种子假说”获

得重新审视，用以阐释肿瘤侵袭与转移．1889年，

英国医生 Paget整理恶性肿瘤致死妇女的尸检数

据，试图寻找肿瘤转移的决定因素．结果发现，不

同起源肿瘤的骨转移率存在着显著的差异，此现象

不能单纯用血流动力学来解释．Paget医生由此提

出“种子与土壤假说”，以此理论来描述有关恶性

肿瘤的有序转移;肿瘤的转移过程不是随机的偶然
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的事件，当具侵袭表型的肿瘤细胞侵入异源性组

织器官，该器官必须对侵入肿瘤细胞提供适宜的

环境，支持其生长和增殖，才能最终形成肿瘤转
移灶[6-8].

鉴于肿瘤的器官选择性转移与趋化因子及其

受体介导的免疫细胞运输及淋巴归巢过程存在众

多类似的特征，Muller等[9]研究了趋化因子及其受

体与乳腺癌转移的关系，发现乳腺癌的原发灶及

淋巴结，肺和肝脏转移灶中 CXCR4和 CCR7表达

显著高于正常乳腺组织．大量研究亦证明，在多

种肿瘤组织及肿瘤细胞均存在 CCR7的高表达现

象，如黑色素瘤、乳腺癌、胃癌、肺癌、食管癌、

大肠癌等，与肿瘤的转移和预后有关[10-12]．

1 CCR7在肿瘤中的生物学作用

1.1 趋化因子及受体

趋化因子（chemokine）是一类由不同类型细

胞分泌的对免疫细胞具有趋化作用，能使细胞发

生趋化运动的低分子量（8～12 kD）的细胞因子，

在淋巴细胞的定向迁移，造血细胞、免疫细胞的

发育和分化，炎症的发生，血管的生成及肿瘤的

发生中分别起着不同的作用．趋化因子的功能行

使由趋化因子受体（chemokine receptor）介导，趋

化因子分为 CXC、CC、C、CX3C 4个亚家族，其

相应受体称为 CC 类受体（CCR） ，CXC 类受体

（CXCR），C和 CX3C受体（CR、CX3CR） [13]．

1.2 CCR7及配体简介

CCR7是 CC类趋化因子受体的成员之一，是

以介导趋化因子行使功能的 GTP-蛋白偶联的 7次

跨膜受体，在幼稚 T细胞（naive T）、B细胞及树

突状细胞 （dendriticcells，DC）表面表达， CCR7

对免疫细胞发挥重要作用，如树突状细胞的存活、

迁移和增殖，淋巴结内 B细胞与 T细胞的分配以

及胸腺细胞的迁移和成熟，CCR7在某些非免疫细

胞如肿瘤细胞中亦有表达．次级淋巴组织趋化因

子 CCL19（ELC），CCL21（SLC）属于 CC 类趋化

因子，是 CCR7的配体，CCL21分布于外周免疫器

官或组织，尤其是淋巴结的 T细胞区，对多种免

疫细胞有趋化作用，其趋化的归宿主要是次级淋

巴组织或器官（脾脏，淋巴结），另外在淋巴结和

派尔氏结（Peyers patches，PPs）的毛细血管后微

静脉也表达，CCL21在二级淋巴器官特别是脾脏
和淋巴结高表达，对单核细胞及中性粒细胞没有

趋化作用，提示它对淋巴细胞具有特异性 [9]，

CCL19 主要在二级淋巴器官和胸腺表达，尽管

CCL19和 CCL21在淋巴结的表达都很丰富，但比

较而言，CCL21 在淋巴结的表达量更高，提示

CCL21在淋巴细胞的归巢中起更重要的作用，淋
巴细胞归巢的实质就是淋巴细胞迁移并黏附到内

皮细胞表面[14]．

1.3 CCR7及配体的肿瘤生物学作用

CCR7在肿瘤发生发展中起到双向作用:从抗肿

瘤角度（抑制作用），首先，在肿瘤免疫应答的诱

导过程中，CCR7的量逐渐增多，有助于募集和活

化树突状细胞（重要的抗原递呈细胞），在诱导树

突状细胞的抗肿瘤免疫反应中起重要作用；其次，

新生血管形成是肿瘤发生、发展过程中一个重要

的特征，而 CCR7 与其配体之一 CCL21 相结合，

可能通过抑制血管的生成而达到抗肿瘤应，CCL21

是目前唯一具有抗血管形成作用的 CC类趋化因子
[15]．从促肿瘤角度，主要表现在：（1）直接促进：

通过肿瘤细胞表面表达趋化因子受体实现的，趋

化因子与相应受体结合可引起细胞内肌动蛋白的

聚合[9]，后者与肿瘤细胞的伪足形成有关，是肿瘤

细胞浸润、转移所必需的；肿瘤细胞可能通过

CCR7对 SLC的趋化作用，向淋巴管或周围淋巴结

浸润和迁移；在肿瘤周围淋巴结中，瘤细胞表面

CCR7与表达在高内皮静脉上的 SLC结合，激活肿

瘤细胞质内的 G蛋白，加速胞质 Ca2+动员，诱导

蛋白激酶 C、鸟苷三磷酸酶等酪氨酸激酶磷酸化，

启动细胞信号转导，最终使细胞骨架重新组合而

引起靶细胞的变形、运动．虽然不同的肿瘤细胞

表面可能有不同的趋化因子受体表达，但肿瘤细

胞高表达趋化因子受体主要是 CXCR4、CCR7 和

CXCR3，转移的靶器官可以释放其相应配体，促

进定向转移．（2）间接促进：肿瘤细胞可通过其

分泌的趋化因子或浸润的白细胞分泌的趋化物吸

引白细胞、间质细胞和血管内皮细胞到肿瘤组织，

间接影响肿瘤细胞的行为．这些白细胞能产生生

长因子刺激肿瘤生长，能产生血管形成因子刺激

局部组织血管化，从而刺激肿瘤组织生长，也能

释放蛋白酶降解细胞外基质，促进肿瘤细胞的浸

润和转移．除了白细胞外，间质成纤维细胞也能

释放趋化因子，影响肿瘤生物学行为．综上分

析， CCL21/CCL19对肿瘤增殖具有双向性：一方

面，CCL21／CCL19引导白细胞分泌生长因子，加

速肿瘤细胞增生、移行，促进蛋白水解酶分泌，

诱导血管生成促进肿瘤发展．Q Zhang 等 [16]发现

CCL19/CCR7通过特异性蛋白 1（SP1）上调乙酰肝

素酶可以增强肺癌细胞侵袭能力；另一方面，

CCL21/CCL19 通过激活免疫活性细胞如 T 细胞、
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NK细胞、DC等的迁移，刺激免疫应答，或抑制

血管生成抑制肿瘤生长发展．虽然 CCR7在肿瘤发

生发展中起到双向作用，但是大量研究表明 CCR7

在促进肿瘤的发生发展中起到主体作用．

目前认为 CCL21是第一个参与体内淋巴细胞
归巢的趋化因子[7]．淋巴细胞归巢的实质就是淋巴

细胞迁移并黏附到内皮细胞表面．在淋巴结中

CCL19和 CCL21 的表达都很丰富，CCL21的表达

量相对更高，提示 CCL21在淋巴细胞的归巢中起

着更重要的作用．体外实验显示，肿瘤细胞表面

CCR7与淋巴结 T细胞区 CCL21结合，引起细胞内

肌动蛋白的聚合，其聚合与肿瘤细胞伪足形成有

关，伪足是肿瘤细胞浸润和转移必需的，导致沿

淋巴结发生运动浸润继而转移到远处．CCR7高表

达于某些肿瘤细胞，其配体 CCL21、CCL19主要

表达在淋巴结、非淋巴组织的内皮淋巴导管、T细

胞区等．配体对受体的吸引可促进表达 CCR7的肿

瘤细胞循配体浓度定向转移[17]．CCL21与 CCR7共

同参与免疫调节及免疫耐受建立[14]，有利于远处转

移肿瘤细胞的存活．在胃癌、大肠癌、乳腺癌等多

种肿瘤标本中均证 CCR7/CCL21的相互作用与肿瘤

的淋巴转移呈正相关，与患者预后呈负相关．表明
CCL21/CCR7信号途径在乳腺癌、大肠癌等肿瘤转

移中的重要作用．

WILEY等[18]发现使鼠的 B16黑色素瘤高表达

CCR7，能显著提高其向区域淋巴结的速度和效率，

而且通过单克隆抗体阻断 CCL21的作用能够阻止

淋巴结转移的发生．2001 年 Muller 等 [7]首先报道

CCR7在乳腺组织中的异常表达与乳腺癌的淋巴结

转移相关．随后大量文献证实乳腺癌以及多种实体

肿瘤的淋巴结转移与 CCR7有关．特别需要指出的

是，乳腺癌的转移多数是通过淋巴结发生的．乳

腺癌的预后与淋巴结转移密切相关，淋巴结转移提

示预后不良．这些研究结果提示阻断 CCR7信号通

路有望阻止癌细胞向淋巴结转移．

CCR7与其配体 CCL21结合后具体的信号转导

途径目前尚不完全清楚．最近的研究显示，多个

信号蛋白参与了 CCL21/CCR7介导的肿瘤细胞的转
移，Cunningham 等在乳腺癌中发现 CCL21/CCR7

调节 β1- 整合素 （β1-Integrins） 促进细胞粘附

和运动，用抗体封闭 β1- 整合素可以抑制

CCL21/CCR7介导的细胞运动，但是 CCL21/CCR7

如何调节β1-整合素以及β1- 整合素的具体角

色尚不清楚．Benjamin Berndt 等发现 CCL21 非迁

移活跃的乳腺上皮细胞和乳腺癌细胞的融合可以产

生具有 CCL21 的迁徙活性的肿瘤杂交细胞系．

CCL21/CCR7则可能参与细胞融合，并且与癌细胞

的转移起源有关．Kochetkova 等在 MDA-MB-231

细胞模型研究发现 CCR7可以抑制促凋亡蛋白 Bmf

水平从而增加癌细胞失巢生存，但是这是否是一个

普遍的促转移机制有待进一步证明，而且很难解释
淋巴结转移的特异性问题．所以，CCL21/CCR7促

进乳腺癌淋巴结转移通道中具体的机制还亟待深入

研究[19]．

综上所述，CCR7及其配体的相互作用可能是

介导淋巴结转移和组织浸润的重要机制之一．由此

可见，如何控制好肿瘤中 CCR7的高表达，是目前

肿瘤转移治疗中一个急需解决的问题[20]．

2 RNA干扰在基因功能研究中的应用

RNA 干扰（RNA interference，RNAi）也称转

录后的基因沉默（post transcriptional gene silencing，

PTGS），是目前用于基因功能研究的最有效手段之

一．RNAi是最古老的、细胞水平的监督系统，已

经过了千万年的选择和进化，至今乃广泛存在于

从植物、真菌、昆虫、蛙类、鱼类、鼠类、猴类一

直到人类的几乎所有生物中．这些由大自然提呈给
人们的证据充分说明了这个细胞水平监督系统的重

要性．通过体外途径来增强和放大细胞内的这一调

控系统，它能更有效地去抑制那些不正常的基因

如肿瘤相关基因的表达．

RNAi是自然界生物体的一种遗传现象，将外

源性或内源性双链 RNA（double stranded RNA，

ds-RNA） 导入细胞后能够引起与该段 RNA 同源

的 mRNA产生特异性降解或蛋白质翻译受抑，它

是一种强有效的基因沉默工具．当外源性或内源性

的双链 RNA进入细胞后，被 RNaseⅢ蛋白家族成

员之一的 Dicer酶识别并被切割为 21-23个核苷酸

的短双链 RNA，即小干扰 RNA．siRNA与 RNA介

导的沉默复合体结合后，识别并降解同源的 mR-

NA，从而特异性抑制目的基因的表达[21]．它是一

种强有效的基因表达沉默工具，是近年发展起来的

一种特异性抑制基因表达的新方法．RNAi是存在
于真核细胞中的一种自我保护现象，既能对抗如病

毒基因或人工转入基因所表达的 mRNA等外源基

因的侵入，又能降解自身异常基因产生的 mRNA．

RNA干扰包括起始，效应，放大 3个阶段.

目前，抑制基因表达的方法有多种．如反义核

酸法、核酶法、基因敲除法以及 RNA干扰，等．

RNAi技术的优点：（1）高效性：RNA干扰能在

低于反义核酸几个数量级的浓度下，使目标基因表
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达降至极低水平甚至完全剔除，从而产生缺失突

变体表型；（2）特异性：与核酶技术不能区别正

常的 RNA序列和突变的癌基因序列相比，它能够

特异地降解与之序列相对应的单个内源性基因

mRNA，治疗针对性强，不良反应小；（3）稳定
性：以 3′端悬垂 TT碱基的双链 RNA尤为稳定，

无须象反义核酸那样进行广泛的化学修饰以提高

半衰期．（4）联合靶向性：利用 RNAi方法可以

产生多个基因同时剔除的表型； （5） 遗传性：

RNAi 干扰效应甚至可以通过生殖系统传递给后

代．由于双链小干扰 RNA介导的 RNA干扰技术设

计简单、作用迅速、效果明显，目前已被广泛用于

基因功能和重大疾病治疗的研究．尤其为肿瘤治

疗提供了一条新途径[22-24]．

RNA干扰可以通过两种方式实现：一种是向

细胞直接转染人工合成的小干扰 RNA；另一种则

是以质粒或病毒为载体表达短的发卡 RNA．由于

人工合成的双链 siRNA只能引起瞬时的基因敲除

而无法实现稳定可遗传的基因沉默，shRNA模拟

内源性发卡结构 RNA，实现了人工设计 siRNA 在

体内的自发表达，在科学研究中得到广泛应用.

siRNA 是由正义序列和反义序列组成的小片
段，干扰起始时，siRNA以反义链作为引物，以靶

mRNA为模板合成新的 dsRNA，然后由 Dicer酶切

割产生新的 siRNA，新 siRNA 再去识别新一组

mRNA，又产生新 siRNA．经过若干次合成一切割

循环，沉默信号就会不断放大，甚至穿过细胞界

限，在不同细胞间长距离传递和维持．RNAi的特

异效应作用是在转录水平、转录后水平、翻译水

平等多个不同的水平上实现的．其操作简单和对

靶基因表达抑制的高效性成为基因功能研究的手

段．与传统基因沉默技术相比，RNAi 具有效果

强、持续时间长、技术流程简便、周期短以及在

细胞内表达稳定、可传递、高效等优势．目前

RNAi 成为肿瘤基因研究的重要手段 [25]．其中以

（short interfering RNA， siRNA） 转录后水平的

RNAi研究最为深入，应用最为广泛．siRNA来源

于外源性转基因、病毒 RNA或是由双向转录形成
内源性的 RNA 退火而成，即 siRNA 可以是内源

性，也可以是外源性．siRNA是 RNAi的关键效应

分子，目前制备 siRNA的方法主要有化学合成法、

体内转录法、体外转录法等，但这些体外得到的

siRNA进入细胞易被 RNA酶降解．质粒或病毒为

载体介导的 siRNA进入细胞内可克服上述缺陷．

目前一些文献报道 RNA干扰已应用于乳腺癌研究

中．其基本策略为：将具有抑癌作用的 siRNA，通

过病毒或脂质体表达系统导入乳腺癌细胞中，从而

抑制乳腺癌细胞的生长、分裂和迁移，有望达到治

疗乳腺癌的目的．

随着研究的深入，shRNA设计与构建经历了

不同的发展阶段．早期 shRNA的寡核苷酸序列通
常长度为 60～70 bp，由 2段为 19bp 间隔 10～20

bp的互补链构成．转录成 RNA后即形成典型的茎

环结构；近来，模拟内源性 Pri-miRNA结构而设

计的 shRNA受到极大的关注，这种 shRNA通常在

经典发夹结构的基础上还带有两臂，因此序列一般

大于 90bp．MiRNA 是细胞内源性非编码 RNA 转

录体经过剪切后产生的 19～25 个核苷酸的单链

RNA，通过与靶 mRNA完全或不完全配对有效降

解或抑制基因的表达．miRNA的成熟可分为 4步
[26]，（1）修剪（Cropping）：动物体内 miRNA转录

体被 PolⅡ转录后，形成带有 5 cap和 3 PolyA尾

的前转录体，Pri-miRNA 形成发夹结构．核内

Dorsha-DGCR8 复合体将 Pri-miRNA 剪切为大约

60～80 nt，有 21nt 左右的互补链形成茎环结构

（Stem-loop），3' 末端突出 2 nt． （2） 运出核外

（export）：Pri-miRNA的 3'末端 2nt被核输出因子

Exportin-5识别．由 Exportin-5-Ran-GTP复合体通
过核孔复合物运送到细胞质内．（3）切丁（Dic-

ing）：Pri-miRNA在 Dicer（RNaseⅢ）的作用下被

切割成 22 bp 的 RNA 双链． （4） 选择性降解：

RNA介导的基因沉默复合体中的 RNA靶向 mRNA

配对后使其中一条链被降解．剩下 22nt的单链进

一步诱导 mRNA的降解．

RNAi靶点的选择[27]，应该遵循以下原则：选

择的部位一般在起始密码子 50 nt至 100 nt与终止

密码子 50 nt至 100 nt之间的区域，因为 mRNA靠

近起始密码子和终止密码子的序列可能有调控蛋白

结合，导致 siRNA 无法接近该部位；GC 比例在

45%～55%或 40%～60%之间，尽量接近 50%；避

免有 3个以上连续的 G或 C出现；内部不能有超

过 3个以上连续互补碱基：用 BLAST分析目标序

列与相应物种的全基因组 cDNA序列的同源性，排

除那些与其它基因有明显同源的靶点；siRNA作用
的 mRNA区域不应有复杂的二级结构，最好是单

链区域，以便于 siRNA与 mRNA结合．

3 RNA干扰与 CCR7的相关研究

最近大量研究发现 CCR7在各种肿瘤细胞的趋

化现象和转移反应中扮演一个重要角色，包括乳腺

癌．首先炎症基因环氧合酶 -2（COX-2）可通过



多个途径上调 CCR7 的表达 [28]．COX-2/PGE2（也

许还有其他类似生长因子的上行信号） 可能刺激

AKT直接磷酸化 Sp1以增强 CCR7的转录．在肿瘤

细胞中增加 CCR7通过趋化作用以促进细胞向淋巴

结迁移，增强肿瘤细胞向淋巴结转移．其次促转移

因子内皮素（endothelin）通过内皮素受体 A 和缺

氧诱导因子 -1（HIF-1α）上调 CCR7的表达[29]．

与此相一致的是，CCR7的表达在缺氧的条件下受

到 HIF-1α和 HIF-2α的诱导．最后，microRNA

let7α通过下调CCR7抑制乳腺癌细胞迁移和浸润[30]．

这些结果提示 CCR7在多条癌细胞转移信号途径起

着至关重要的作用．

最近有学者证明 microRNA let-7a 下调 CCR7

的表达和直接影响乳腺癌细胞的迁移和入侵，

let-7a是最初从秀丽隐杆线虫中分离出来的第一个

被确认的 microRNA．let-7a 在乳腺癌细胞系和乳

腺癌病人的组织被检测到与 CCR7 的表达呈负相

关．人工合成的 let-7a和 let-7a的抑制剂分别地被

转染到 MDA-MB-231和MCF-7乳腺癌细胞中完成

细胞增殖、迁移及入侵检测．研究表明，CCR7的 3’

UTR序列中存在 let-7a的结合和直接作用位点[31]．一

个使用透明的斑马鱼胚胎体内入侵动物模型系统也

建立了，证明 let-7a 抑制乳腺癌细胞的迁移和侵

袭．因此，他们认为以 CCL21-CCR7信号通路为

治疗靶点，是一个可靠的乳腺癌治疗途径；此外，

let-7a作为一个直接调控的信号，也具有较好的实

用性．此外，除了传统的临床和病理分期标记之

外，let-7a表达的减少和乳腺癌病人的转移复发之

间存在明显的关联，显示了 let-7a作为分子标记物

在乳腺癌预后分期中的应用潜力.

4 结语

随着 RNAi技术的不断成熟，尤其在哺乳动物

细胞中应用载体转染 siRNA成功后，使肿瘤的研

究有了前所未有的突破．科学家们已经经用 RNAi

技术鉴定了与肿瘤生长相关的关键基因，对这些

靶分子与肿瘤的发生、发展关系进行深人研究，

为发掘新型肿瘤基因药物提供理论基础．肿瘤细胞

中调节细胞增生、凋亡、细胞周期和信号转导等的

肿瘤相关基因都可作为肿瘤治疗药物的靶分子．因
此 CCR7可能成为恶性肿瘤治疗的新靶点，趋化因

子 CCL21/19及其受体 CCR7 在肿瘤生物治疗和免

疫治疗方面的研究已日趋成为热点．动物试验已发

现通过抗 CXCR4和 CC87抗体治疗可有效减少恶

性肿瘤播散和转移 [32]．Yu 等通过体外实验发现，

用抗 CCR7 RNA干扰技术即沉默 RNA可明显减弱

结肠癌 SW620细胞系增殖、侵袭力，并能抑制淋

巴管生成和淋巴结转移．目前有研究结果阐明

AKT，SP1，和 CCR7之间有联系，此外，该研究

的病理学分析表明磷酸化的 AKT，SP1，和 CCR7

的表达在人乳腺肿瘤组织中有很强的关联．这些结

果表明，该 AKT/Sp1/CCR7通路可能是用于乳腺癌

转移预防或治疗的有效靶点[33]．细胞因子基因治疗

与基因疫苗研制有望成为新的肿瘤治疗策略与手

段[34]，一些趋化因子已显示出良好的应用前景，进

一步研究其在肿瘤生长侵袭及淋巴结转移中的作

用，将为肿瘤的治疗开辟新前景.
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