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Abstract Objective: To investigate the expression and clinical significance of the leukocyte differentiation antigen CD200 receptor (CD200R)

in lung squamous cell carcinoma (LSCC). Methods: LSCC specimens were collected from 100 patients who were enrolled in the study and

underwent surgical resection from January 2004 to December 2011 at Tianjin Medical University Cancer Institute and Hospital. CD200R

expression was detected by immunohistochemistry, and the effect of CD200R expression on cell proliferation and colony formation capacity

was determined by in vitro cellular assays. Results: CD200R was found to be mainly expressed in the cytoplasm and cell membrane, with

55% (55/100) of the patient specimens exhibiting high expression and 45% (45/100) showing low expression of CD200R. The overall survival

(OS) and disease free survival (DFS) of the patients with high CD200R expression were 46 months and 32 months, respectively, and were

significantly shorter than those of patients with low CD200R expression (P=0.020 for OS and P=0.001 for DFS). CD200R was an independent

prognostic factor for the patients (P<0.05). The in vitro cellular assays showed that the proliferation and colony forming capacity of the

LSCC cells were significantly decreased after knocking down CD200R expression. Conclusions: High expression of CD200R in LSCC tissues

is associated with poor prognosis. CD200R knockdown inhibits LSCC cell proliferation. Thus, CD200R can be used as a new biomarker to

predict the recurrence and survival of LSCC, as well as a therapeutic target for LSCC.
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CD200R在肺鳞状细胞癌组织中的表达及其临床意义*
孙倩 李舒展 魏枫 任秀宝

摘要 目的：探讨白细胞分化抗原CD200受体（CD200 receptor，CD200R）在肺鳞状细胞癌（lung squamous cell carcinoma，LSCC）组

织中的表达及其临床意义。方法：选取2004年1月至2011年12月100例于天津医科大学肿瘤医院行手术切除的LSCC患者组织

标本，应用免疫组织化学法检测CD200R的表达，体外细胞实验验证CD200R对细胞增殖的作用。结果：CD200R主要在LSCC组

织的细胞质和细胞膜表达，55%（55/100）呈高表达，45%（45/100）呈低表达。高表达患者的总生存（overall survival，OS）期和无病

生存（disease free survial，DFS）期分别为46个月和32个月，均低于低表达患者（P=0.020，P=0.001）。CD200R是患者预后的独立影

响因素（P<0.05）。CD200R表达降低后细胞生长和克隆形成能力降低。结论：LSCC患者组织中存在CD200R表达，且其高表达与

患者的不良预后相关。敲低CD200R后细胞的生长增殖能力降低，CD200R可作为预测LSCC复发和生存的新型标志物，为肿瘤治

疗技术开发提供新的依据。
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肺鳞状细胞癌（lung squamous cell carcinoma，
LSCC）是世界范围内常见的恶性肿瘤之一，占所有肺

癌病例的30％，每年导致全世界约400 000例患者死

亡［1］。LSCC的特点是治疗反应差，预后差，复发率

高，且目前仍缺乏分子靶向治疗［2］。因此，鉴定可能

表明预后不良并揭示潜在相关机制的关键分子标志

物对于寻找新的 LSCC治疗靶点至关重要。免疫检

查点在维持免疫耐受中具有重要作用，可防止免疫

细胞过度活化，避免发生慢性炎症和自身免疫［3］。作

为免疫检查点之一，白细胞分化抗原CD200及其受

体（CD200 receptor，CD200R）均是跨膜糖蛋白，其相

互作用调节髓样细胞活化和 Th1/Th2细胞因子产生

·临床研究与应用·
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来介导肿瘤免疫反应，移植排斥以及自身免疫和炎

症反应中的 T细胞刺激［4］。CD200R是免疫球蛋白

（Ig）超家族的成员，最初主要在髓系细胞中被发现，

研究表明CD200R也可在粒细胞、T细胞和肥大细胞

上表达［5］。虽然在肿瘤中有关CD200R表达尚有报

道，但在 LSCC中CD200R表达研究鲜有报道。本研

究旨在通过对 LSCC患者的CD200R表达进行检测，

分析其与患者的临床参数以及生存时间等相关性，

同时敲低鳞癌细胞系中CD200R表达并检测其对细

胞生长增殖和克隆形成能力的影响，探讨其是否可

作为预测患者预后新的标志物，为肿瘤免疫治疗提

供新的依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 病例资料 收集2004年1月至2011年12月100
例于天津医科大学肿瘤医院接受治疗的LSCC患者的

组织标本，所有患者手术前均未行化疗或放疗，并根据

国际癌症控制联盟（UICC）/TNM（第7版）进行分类，其

中Ⅰ期39例、Ⅱ期29例、Ⅲ期25例、Ⅳ期7例。患者中

位生存时间为64个月，随访期为0～120个月。本研究

获得天津医科大学肿瘤医院伦理委员会批准且患者知

情同意。

1.1.2 组织芯片 所有 LSCC患者的样本通过H&E
染色进行组织学评价。组织芯片由上海超越生物技

术有限公司制造。

1.1.3 试剂 CD200R抗体购自美国Abcam公司，二抗

购自福建迈新公司，DAB显色试剂盒购自北京中杉金

侨生物技术有限公司，actin抗体购自美国Cell Signaling
公司，CCK8试剂盒购自美国Life Technologies公司。

1.1.4 细胞系 肺鳞癌细胞系NCI-H520细胞由本

实验室培养和传代，培养基为RPMI 1640和10%胎牛

血清。

1.1.5 CD200R siRNA序列合成 为验证CD200R在

肿瘤细胞中表达的意义，合成针对CD200R的小干扰

RNA，序列为 5'-GCAAGGAGAATCATGCTTTAG-3'，
由上海吉玛制药技术有限公司设计并合成，合成后

按照说明书经Lipo3000试剂进行转染，48 h后收集细

胞行相应实验。

1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学法 将石蜡切片依次经过脱

蜡，抗原修复，清洗，封闭后，将一抗抗体以1 : 50比例

进行4℃冰箱过夜孵育，PBS清洗3次后，室温进行二

抗孵育，30 min之后使用DAB显色，苏木素溶液复

染，脱水透明后封片，重复晾干后进行分析。所有染

色结果均由两位病理科医师单独评估判定，细胞质

及细胞膜呈褐色染色的肿瘤细胞视为阳性。强度的

评分标准为：阴性为0、弱阳性为1分、阳性为2分、强

阳性为 3分，阳性肿瘤细胞百分比评分标准为：1为
1%～50％、2为 51%～75％、3为≥76％，将每个样本

的得分相乘得到最终评分。评分≥6分定义为高表

达，评分<6分定义为低表达。

1.2.2 免疫印迹方法 SDS裂解液裂解细胞后将样

品煮沸10 min，取上清用于免疫印迹检测。转膜后封

闭 1 h，之后加入一抗 4℃过夜后 PBS洗 3次，二抗室

温孵育1 h后曝光。

1.2.3 CCK8方法 在96孔板中接种细胞悬液1×103/
100 µL，培养不同时间点后取出孔板，加入CCK8溶
液 10 µL/孔，孵箱内继续孵育 1～4 h后检测细胞增

殖，使用酶标仪测定450 nm吸光度OD值用以绘制细

胞增殖曲线。

1.2.4 克隆形成能力检测 收集单细胞悬液将100～
200个细胞接种在100 mm培养板中，持续培养14天以

观察克隆生长情况。当细胞克隆清晰可见时，停止培

养，多聚甲醛固定后，使用结晶紫染色并通过软件进行

计数。

1.3 统计学分析

采用SPSS 20.0软件进行统计学分析。χ2检验用

于确定CD200R表达与临床病理参数之间的相关性，

使用Kaplan-Meier法评估总体生存（overall survival，
OS）期和无病生存（disease free survival，DFS）期，利用

Cox风险回归模型进行多因素分析。以P<0.05为差

异具有统计学意义。

2 结果

2.1 LSCC组织中CD200R的表达情况

CD200R主要在胞浆和细胞膜着色表达（图1）。55％
（55/100）患者的癌组织中CD200R高表达，45％（45/100）
为低表达。CD200R表达水平在与患者的临床病理特

征之间的关系，包括年龄、性别、吸烟状况、T分期、淋巴

结转移、远处转移和临床分期方面，CD200R高表达和

低表达之间无显著性相关（P>0.05，表1）。

A：高表达；B：低表达

图1 免疫组织化学法检测LSCC患者组织中CD200R的表达（SP×200）
2.2 LSCC组织中CD200R表达水平与患者预后的关系

100例LSCC患者组织中CD200R表达与预后之间

关系表明，CD200R高表达患者的中位总生存（median
OS，mOS）期和DFS期为46个月和32个月，而低表达患

A B
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者未达到mOS和中位DFS（median DFS，mDFS）。Kaplan-
Meier生存分析进一步表明CD200R高表达与预后不良

有关，在LSCC中CD200R高表达患者的OS和DFS更短

（P=0.020，P=0.001，图2）。
表1 LSCC患者组织中的CD200R表达与临床病理特征的关系

A：OS率；B：DFS率
图2 LSCC组织中CD200R表达水平与患者预后的关系

2.3 单因素和Cox风险回归模型多因素分析

单因素分析结果显示，T分期、淋巴结转移、远处

转移和CD200R表达与OS有显著性相关；淋巴结转

移、远处转移和CD200R表达与DFS有显著性相关。

将上述单因素变量纳入Cox风险回归模型多因素分

析，结果表明淋巴结转移，远处转移和CD200R表达

是较短的 OS和 DFS的独立危险因素（表 2、3，P<
0.05）。CD200R表达可作为预测较差OS和DFS的独

立影响因素。

特征

年龄（岁）

≤60
>60

性别

男

女

吸烟状态

不吸烟

吸烟

T分期

T1/T2期
T3/T4期

淋巴结转移

无转移

有转移

远处转移

无转移

有转移

临床分期

Ⅰ/Ⅱ期

Ⅲ/Ⅳ期

（）内为%

例数

（n=100）

36
64

70
30

21
79

73
27

62
38

93
7

68
32

CD200R
低表达（n=45）

18（50.0）
27（42.2）

33（47.1）
12（40.0）

10（47.6）
35（44.3）

32（43.8）
13（48.1）

30（48.4）
15（39.5）

42（45.2）
3（42.9）

32（47.1）
13（40.6）

高表达（n=55）

18（50.0）
37（57.8）

37（52.9）
18（60.0）

11（52.4）
44（55.7）

41（56.2）
14（51.9）

32（51.6）
23（60.5）

51（54.8）
4（57.1）

36（52.9）
19（59.4）

P

0.451

0.511

0.786

0.700

0.384

1.000

0.546

CD200R低表达

CD200R高表达 A

OS
率
（
%）

100
80
60
40
20
0
0 20 40 60 80 100 120

时间（月）

DF
S率

（
%）

100
80
60
40
20
0
0 20 40 60 80 100 120

时间（月）

CD200R低表达

CD200R高表达 B

表2 影响OS率的单因素和多因素分析

特征

年龄（>60岁 vs. ≤60岁）

性别（男性 vs.女性）

吸烟状态（吸烟 vs.不吸烟）

T分期（T3/T4期 vs. T1/T2期）

淋巴结转移（有转移 vs.无转移）

远处转移（有转移 vs.无转移）

CD200R表达（高表达 vs.低表达）

单因素分析

风险比（95%CI）
1.321（0.757～2.304）
1.557（0.922～2.699）
1.113（0.563～2.202）
1.971（1.145～3.394）
2.332（1.387～3.919）
3.290（1.398～7.744）
1.866（1.091～3.192）

P

0.327
0.096
0.758
0.014
0.001
0.006
0.023

多因素分析

风险比（95%CI）
-
-
-

1.647（0.910～2.983）
2.179（1.288～3.685）
2.954（1.239～7.040）
1.787（1.042～3.067）

P

-
-
-

0.100
0.004
0.015
0.035

特征

年龄（>60岁 vs. ≤60岁）

性别（男性 vs.女性）

吸烟状态（吸烟 vs.不吸烟）

T分期（T3/T4期 vs. T1/T2期）

单因素分析

风险比（95%CI）
0.728（0.427～1.242）
0.981（0.542～1.776）
0.728（0.397～1.335）
1.274（0.704～2.305）

P

0.244
0.950
0.305
0.424

多因素分析

风险比（95%CI）
-
-
-
-

P

-
-
-
-

表3 影响DFS率的单因素和多因素分析
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2.4 肺鳞癌细胞系中敲低CD200R表达对细胞生长

和克隆形成能力的影响

免疫印迹法结果显示，敲低CD200R后其蛋白表

达下调（图3），CCK8细胞增殖实验结果显示CD200R
表达下降后细胞的增殖速度减缓（图 4，P<0.05），克

隆形成实验结果显示敲低CD200R后克隆数明显减

少（图5，P<0.01），表明CD200R在细胞的生长增殖中

发挥一定作用。

图3 免疫印迹法检测NCI-H520细胞中敲低CD200R后蛋白表达情况

图4 CCK8实验检测敲低NCI-H520细胞中CD200R后细胞的增殖情况

图5 克隆形成实验检测NCI-H520细胞中敲低CD200R后对细胞克隆

数的影响

3 讨论

近年来，免疫疗法已成为继手术及放化疗后的

第四位癌症治疗方法，在多种肿瘤中显示出较好疗

效。免疫检查点可防止免疫细胞的过度激活，控制

淋巴细胞增生、慢性炎症和自身免疫等反应。抑制

免疫检查点途径已成为新型肿瘤治疗方法并受到广

泛关注［6］，抗PD-1和CTLA-4的抗体已被批准用于治

疗部分肿瘤并取得了良好效果［7-8］，而其他的免疫检

查点仍缺乏相关研究。

CD200R已知的唯一配体为CD200，二者之间的

相互作用在免疫抑制和调节中非常重要。CD200在
大量细胞上表达，如胸腺细胞、活化T细胞、B细胞、

树突状细胞（DC）、血管内皮细胞和毛囊细胞等。而

CD200R的表达范围则相对比较局限，关于该免疫检

查点通路的研究，大部分是集中在炎症和免疫性疾

病等方面，在肿瘤中并不多见。关于CD200在肿瘤

中的表达有部分报道，如在胰腺癌、膀胱癌、结肠癌

和卵巢癌中呈高表达［9-10］，且CD200也是多发性骨髓

瘤和急性髓性白血病的独立预后因素，对患者的OS
率降低可进行预测。然而，CD200R在肿瘤中的表达

情况鲜有报道。Sun等［11］研究发现，CD200R可在肝

细胞肝癌高表达，且和患者的预后相关。也有研究

报道，CD200和 CD200R在肾脏和膀胱肿瘤中有一

定表达，但尚未分析其与临床病理参数和预后的

关系［12］。

本研究采用免疫组织化学法检测 LSCC组织中

CD200R的表达发现，55%（55/100）癌组织中CD200R
呈高表达，45％（45/100）呈低表达。CD200R表达水

平与年龄、性别、吸烟状况、T分期、淋巴结转移、远处

转移和临床分期等无显著性相关。此外，CD200R高

表达患者的 OS和 DFS均明显低于 CD200R低表达

者，单因素及多因素分析结果表明，CD200R可作为

预测生存的独立危险因素。

目前，CD200R在肿瘤中的作用机制仅有部分报

道。Pilch［13］等研究发现激动性抗CD200R抗体的应

用可改善TLR7信号通路介导的抗肿瘤作用，并改变

局部肿瘤微环境，降低肿瘤相关巨噬细胞标志物表

达和细胞因子 IL-1β的产生能力，减缓肿瘤进展。

Liu［14］等研究发现CD200R缺陷型小鼠接受CD200阳
性B16黑色素瘤细胞静脉注射后在多个器官表现出

大量肿瘤生长，而在野生型小鼠中相同肿瘤的生长

受到限制，即CD200R缺陷小鼠中肿瘤微环境发生改

600

400

200

0

克
隆

数
（
个
）

对照 敲低

**

特征

淋巴结转移（有转移 vs.无转移）

远处转移（有转移 vs.无转移）

CD200R表达（高表达 vs.低表达）

单因素分析

风险比（95%CI）
2.497（1.470～4.241）
4.197（1.857～9.488）
2.232（1.277～3.902）

P

0.001
0.001
0.005

多因素分析

风险比（95%CI）
2.262（1.315～3.893）
3.662（1.582～8.479）
2.188（1.246～3.841）

P

0.003
0.002
0.006

表3 影响DFS率的单因素和多因素分析（续表3）
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0 0 24 48 72
时间（h）

对照

敲低

细
胞

增
殖
（
OD
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变，靶向CD200R信号转导可能干扰肿瘤的转移和生

长。Mihrshahi［15］等研究发现酪氨酸激酶 2（Dok2）及

其下游蛋白RAS p21蛋白激活剂 1（RasGAP）在人和

小鼠髓系细胞 CD200R信号转导中发挥重要作用，

shRNA敲低Dok2和RasGAP后 CD200R介导的细胞

激活被抑制。本研究在 NCI-H520 细胞中敲低

CD200R表达后，细胞的增殖降低，证实其可能在肿

瘤生长中发挥一定作用。关于CD200R在肿瘤细胞和

其他免疫细胞中的信号调节机制仍需进一步研究。

综上所述，本研究发现在 LSCC组织中 CD200R
高表达，且与患者的不良预后相关，敲低CD200R后

细胞生长增殖能力和克隆形成能力下降。因此，

CD200R可作为一种新的肿瘤标志物，用于临床上评

估患者预后。而CD200R很有可能是影响肿瘤发生

发展的重要免疫检查点之一，对其作用及调节机制

的深入研究将为肿瘤治疗提供新的思路。
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