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骨肉瘤是一种来自于骨的原发恶性肿瘤，

占骨原发肿瘤的56%，发病率约为3/105，发病年

CCL2在骨肉瘤组织中的表达及其临床意义
巩润泽，胡海燕 

上海交通大学附属第六人民医院肿瘤内科，上海 200233 

［摘要］  背景与目的：骨肉瘤是一种原发于骨组织的恶性肿瘤，主要发病于青少年，发生肺转移的患者预后较差。

CC族趋化因子配体2（CC chemokine ligand 2，CCL2）及其受体CC族趋化因子受体2（CC chemokine ligand receptor 2，
CCR2），与肿瘤的发生、发展密切相关。已经有学者证实，CCL2会促进乳腺癌的转移。探讨CCL2在骨肉瘤组织中的表

达及其与预后的关系。方法：应用GEXSCOPE®组织解离液将11例骨肉瘤组织解离成单细胞悬液，应用美国10x Genomics公
司试剂盒（Chromium Single Cell Gene Expression Kit、Gel Bead Kit及Multiplex Kit）建立单细胞RNA测序（single cell RNA 
sequence，scRNA-seq）文库，分析样本CCL2表达。收集2017年1月—2019年12月在上海交通大学附属第六人民医院治疗的

骨肉瘤患者90例的石蜡组织，制备组织芯片，采用免疫组织化学方法检测CLL2的表达并评分，以所有结果的平均分为高表

达和低表达的划分值，采用COX回归分析其与临床病理学特征及预后的关系。结果：scRNA-seq单细胞检测结果显示，与

肿瘤原发灶相比，骨肉瘤肺转移的患者CCL2表达更高。组织芯片分析可评价的80例患者中CCL2高表达患者33例，低表达

47例，CCL2的表达与临床分期和远处转移相关（P<0.05），与年龄、性别、肿瘤大小、病理学类型及肿瘤坏死率无明显相

关性（P>0.05）。结论：CCL2可能是判断骨肉瘤转移及预后的指标之一。
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［Abstract］ Background and purpose: Osteosarcoma is a primary malignant tumor in bone tissue, mainly in adolescents. The 
prognosis of patients with lung metastasis is poor. CC chemokine ligand 2 (CCL2) and tis receptor CC chemokine ligand receptor 
2 (CCR2) may take part in tumor. Some scholars have confirmed that CCL2 can promote the metastasis process of breast cancer 
and worsen the prognosis. The main purpose of this article was to study the expression of CCL2 in osteosarcoma tissue and its 
relationship with prognosis. Methods: GEXSCOPE® tissue dissociation solution was used to dissociate 11 osteosarcoma samples into 
single cell suspension. The single cell sequencing library (scRNA-seq) was established by Chromium Single Cell Gene Expression 
Kit, Gel Bead Kit and Multiplex Kit from 10x Genomics Company. The expression of CCL2 was analyzed by scRNA-seq. The CCL2 
level in lesions from tissue microarray was detected in 90 osteosarcoma patients, who were diagnosed and treated in the 6th People’s 
Hospital Affiliated to Shanghai Jiao Tong University from January 2017 to December 2019, using immunohistochemical method. 
According to the median value of the CCL2 histochemical score, 90 patients were divided into two groups, high expression and low 
expression. COX regression was used to analyze the CCL2 level and its relationship with clinicopathological characteristics and 
prognosis of patient. Results: The results of scRNA-seq indicated that CCL2 expression was higher in lung metastasis lesions than in 
primary tissues. The immunohistochemical results displayed that of the 80 cases, 33 had high CCL2 expression level and 47 had low 
CCL2 expression level. CCL2 expression was associated with clinical stage and lung metastasis (P<0.05). There was no significant 
correlation among the CCL2 level and age, gender, tumor size, pathological type and tumor necrosis rate (P>0.05). Conclusion: 
CCL2 may be one of the poor indicators to predict the metastasis and prognosis of osteosarcoma.
 ［Key words］ CC chemokine ligand 2; Single-cell RNA sequencing; Tissue microarray; Osteosarcoma; Prognosis

龄在10~14岁［1-3］，临床表现以患处的疼痛、肿

胀以及病理性骨折为主。大多数骨肉瘤患者只存
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用美国10x Genomics公司的试剂盒（Chromium 
Single Cell Gene Expression Kit、Gel Bead Kit及
Multiplex Kit）并按照说明书构建单细胞RNA测

序（single cell RNA sequence，scRNA-seq）文

库。在ChromiumTM控制仪中将细胞分成乳状液

中的凝胶珠，裂解细胞并进行RNA条形码反转

录。利用Nextera XT DNA sample Pre-Kit（美国

Illumina公司）扩增的cDNA构建测序文库，并

使用高灵敏度DNA试剂盒在安捷伦生物分析仪

（美国Agilent Technologies公司）上评估个体样

本的最终文库。在Illumina HiSeq X测序平台上收

集75个周期运行试剂盒进行测序，每个试剂盒具

有150 bp的配对端reads。使用Read10×()函数对

具有个体样本基因表达数据的Seurat对象进行处

理。对于每个样本，将基因表达量表示为该基因

的百分数乘以10 000，转换为自然对数，加1后归

一化，避免取对数0。从归一化表达矩阵中筛选

出前3 000个高变异基因，居中并按比例进行主成

分分析（principal component analysis，PCA）。

基于前50个PCA成分，采用R Harmony软件包

（1.0版）消除批处理效果。

1.3  免疫组织化学检测

免疫组织化学检测采用链霉亲和素 -生物

素-过氧化物酶复合物（strept-avidin-biotin-
peroxidase complex，SABC）法进行染色，

步 骤 参 考 试 剂 盒 说 明 书 。 兔 抗 人 C C L 2 抗 体

（ab8101，英国Abcam公司）浓度为1∶100，山

羊抗兔二抗浓度为1∶500。免疫组织化学试剂

盒及二抗购自武汉博士德生物工程有限公司，

CCL2为细胞质阳性。免疫组织化学评分=染色强

度评分×阳性区染色比例评分。

颜色强度：不着色0分，弱着色1分，中着

色2分，强着色3分。阳性细胞百分率0～5%计0
分，阳性率6%～25%计1分，阳性率26%～50%

计2分，阳性率51%～74%计3分，阳性率≥75%

计4分。阳性染色主要位于肿瘤细胞的细胞质

中。最终结果以染色强度和染色范围评分的乘

机表示：阴性为0分，弱阳性为1～4分，阳性为

5～8分，强阳性为9～12分，取中位值分为高表

达组>5.97分，低表达组≤5.97分。

在单一病变，最常见的是肢体骨肉瘤，尤其是股

骨远端，其他常见部位依次是近侧胫骨的干骺端

和肱骨近端、头颈部、脊柱及骨盆。值得注意的

是，近10%~20%的患者因转移灶被确诊。常见的

部位是肺（85%），其次是骨骼（8%~10%），

偶尔也有淋巴结［4］。其余80%~90%的患者可

考 虑 具 有 亚 临 床 转 移 或 微 转 移 ， 目 前 无 法 准

确检测［5］。手术联合大剂量、密集、多药序

贯化疗为骨肉瘤标准治疗方法，与单纯手术治

疗相比，患者的保肢率、生存率获得了大幅提 
高［6］。然而，伴有转移的患者生存率仍不容

乐观［7］。肿瘤微环境与肿瘤转移密切相关，

CC族趋化因子配体2（CC chemokine ligand 2，

CCL2）是一种与肿瘤密切相关的趋化因子，

通过识别CC族趋化因子受体2（CC chemokine 
ligand receptor 2，CCR2），调节免疫细胞向肿

瘤的迁移［7］。转移相关的巨噬细胞在细胞表面

表达高水平的CCR2。CCL2与CCR2的结合促进

巨噬细胞招募到转移位点，从而加速癌细胞的播

散和扩张。CCL2可以增加乳腺癌、肠癌、肺癌

等肿瘤的转移和侵袭性［8-10］。本研究在单细胞

测序分析骨肉瘤微环境时发现骨肉瘤细胞高表达

CCL2，进而通过组织芯片分析CCL2表达与预后

的相关性。

1 资料和方法

1.1  研究对象 

收集上海交通大学附属第六人民医院肿瘤内

科2017年1月—2019年12月收治的11例骨肉瘤患

者手术切除的骨肉瘤组织和80例（90例的组织芯

片，10例因有组织脱落未纳入分析）采用骨肉瘤

原发灶石蜡包埋组织制备的组织芯片。本研究为

回顾性分析，经上海交通大学附属第六人民医院

伦理委员会批准，患者均签署知情同意书。

1.2  单细胞测序

应用GEXSCOPE®组织解离液［新格元（南

京）生物科技有限公司］将11例骨肉瘤组织

解离成单细胞悬液，使用铬控制器（美国10x 
Genomics公司）将单个细胞封装成乳状液滴。使

巩润泽，等  CCL2在骨肉瘤组织中的表达及其临床意义
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1.4  统计学处理

采 用 S S P S  2 2 . 0 软 件 进 行 数 据 分 析 。 计

量 资 料 数 据 以 x ± s 表 示 ， 以 C C L 2 蛋 白 表 达

的 免 疫 组 织 化 学 评 分 中 位 数 划 分 定 义 高 、 低

表 达 组 ， 以 患 者 性 别 、 年 龄 、 肿 瘤 大 小 、 淋

巴 结 转 移 、 临 床 分 期 及 复 发 作 为 协 变 量 ，

进 行 多 因 素 方 差 分 析 （ C O X 回 归 分 析 ） 。

Kaplan-Meier法计算生存率，差异性分析采用 
log-rank检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1  单细胞分析骨肉瘤细胞CCL2表达

基于R Harmony与Louvain算法我们定义了

骨肉瘤的肿瘤细胞，将测序数据植入Seurat包的

“FindClusters”函数后，用t-SNE方法在二维地

图上显示识别出的聚类，阈值设定为3，CCL2呈

高表达（图1）。

根据免疫组织化学结果的评分标准将80例骨

肉瘤原发灶的组织芯片评分按方法描述的公式计

算出来并取中位值，患者被分为低表达组和高表

达组（5.29±0.95 vs 11.45±4.24）（图2）。

2.3  生存分析 

本研究的随访时间为12~36个月，80例患者

中31例因死亡而终止随访，其余患者至终点时仍

生存。经Kaplan-Meier生存统计分析结果显示，

CCL2高表达组患者的总生存率较低表达组患者

组低（P=0.042，图3）。

图 1  单细胞分析11例骨肉瘤细胞CCL2表达

Fig. 1  Single cell analysis of CCL2 expression in 11 samples of 

osteosarcoma cells

2.2  骨肉瘤组织中CCL2的表达与临床病理特征

分析及免疫组织化学检测

CCL2表达高低与骨肉瘤患者临床病理学

特征分析结果见表1，CCL2的表达评分与患者

的年龄、性别、肿瘤大小、化疗坏死率、病理

学类型间差异均无统计学意义（P>0.05），但

与临床分期及有无转移之间差异有统计学意义 
（P<0.05）。

表 1  骨肉瘤组织中CCL2的表达与临床病理特征分析

Tab. 1  The correlation between CCL2 expression and clinical 

features of osteosarcoma patients

Clinical feature
CCL2 expression

P valueLow expression 
(n=47)

High expression 
(n=33)

Gender 0.399

 Male 24 21

 Female 23 12

Age/year 0.524

 ≤15 29 19

 >15 18 14

Tumor size D/cm 0.053

 ≤10 29 12

 >10 18 21

Clinical stage 0.039

 Ⅰ-Ⅱ 21 7

 Ⅲ 26 26

Pathological type 0.911

 Normal 37 27

 Abnormal 10 6

Lung metastasis 0.020

 Yes 29 14

 No 18 19

Tumor necrosis
   rate/% 0.222

 ≤90 22 21

 >90 25 12
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生长和随后转移所必需的。TME的主要影响

成分是肿瘤相关巨噬细胞（ tumor-associated 
macrophages，TAM），它是参与炎症反应和组

织稳态的免疫细胞。我们前期应用单细胞技术

分析了骨肉瘤组织及免疫微环境的异质性［12］，

结果发现，骨肉瘤细胞CCL2高表达。与原发性

骨肉瘤相比，在肺转移瘤中发现了更高比例的

M2型TAM，这与促炎分子导致肿瘤侵袭能力增

加有关。TAM尤其是M2型TAM的浸润增加长期

以来一直与各种肿瘤，包括骨肉瘤预后不良有

关［13］。CC族趋化因子是趋化因子超家族中的

一个亚家族（包括4个小鼠源趋化因子CCL6、

CCL9、CCL10和CCL12），是细胞间信号转导

的组成部分，对肿瘤微环境的功能至关重要。在

大多数实体瘤中，这突出了其在癌组织中作为潜

在的诊断和预后生物标志物的价值。许多CC族

趋化因子是多种受体的配体，CCL2即单核细胞

趋化蛋白-1（monocyte chemoattractant protein-1，

MCP-1），其受体包括CCR1、CCR2、CCR3、

CCR4和CCR5，募集单核细胞包括巨噬细胞、

嗜碱性粒细胞、T细胞和NK细胞。但不同的

肿瘤组织内CCL2的作用不同，在乳腺癌、多

形 性 胶 质 母 细 胞 瘤 中 ， C C L 2 是 预 后 不 良 指 
标［14］。肿瘤细胞CCL2的表达可能在生长因子、

放疗、缺氧及化疗的刺激下分泌增加。由肿瘤

细胞分泌的CCL2还通过激活细胞外信号转导通

路提高肿瘤细胞自身的侵袭能力，促进肿瘤细

图 2  免疫组织化学SABC法分析骨肉瘤组织CCL2表达

Fig. 2  Immunohistochemical analysis of CCL2 expression in osteosarcoma by SABC method

A: Tissue microarray analysis of 80 cases of primary osteosarcoma stained by CCL2 antibody; B: Comparison of high and low expressions of CCL2 
by immunohistochemistry; SABC: Strept-avidin-biotin-peroxidase complex 

图 3  Log-rank检验分析骨肉瘤组织CCL2表达与生存率分析

Fig. 3  Analysis of CCL2 expression and survival rate in 

osteosarcoma by log-rank test

3 讨  论

骨肉瘤的发生率呈双峰分布模式：在10~ 
14岁（青春期发育阶段）出现第一次发病高峰，

然后在60岁后出现第二次发病高峰。骨肉瘤的

病因尚不清楚，基因组异质性高，目前尚未找到

驱动基因，报告较多的突变基因包括定位于染色

体13q14的Rb基因和定位于染色体17p13的p53基

因。在20世纪70年代，骨肉瘤的标准治疗方式是

截肢，但5年生存率<20%。20世纪80年代大剂量

化疗药物引入术前新辅助和术后辅助化疗使骨肉

瘤患者的5年生存率提高到65%~70%。但伴发转

移的患者5年生存率仍然≤25%［11］。

骨 肉 瘤 细 胞 与 周 围 肿 瘤 微 环 境 （ t u m o r 
microenvironment，TME）之间的交流是肿瘤

巩润泽，等  CCL2在骨肉瘤组织中的表达及其临床意义
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胞迁移［15］。CCL2还能通过其受体CCR2介导

TAM和骨髓来源的抑制性细胞（myeloid-derived 
suppressor cell，MDSC）进入肿瘤区，CCL2也

是M2型巨噬细胞极化的因素之一。它还可以

招募CCR2表达的Treg亚群［16］、辅助型T细胞 
Th17［17］。Qian等［18］使用小鼠乳腺癌骨转移模

型对CCL2进行研究，结果发现，CCL2会有效地

募集炎症单核细胞，进而促进小鼠乳腺癌骨转

移。Wang等［19］对268例非转移性透明细胞肾细

胞癌患者术后取得的组织芯片进行CCL2免疫组

织化学染色并评分，然后结合患者的生存信息进

行预后分析，结果发现，CCL2高表达患者的10
年生存率要明显低于CCL2低表达患者。本研究

采用免疫组织化学染色的方法检测了骨肉瘤组织

芯片的CCL2表达情况，结果发现，高表达CCL2
的患者3年生存率低于低表达组患者，CCL2表达

与临床分期及远处转移密切相关。本研究和上述

其他瘤种的研究一致，表明肿瘤细胞可以分泌

CCL2，募集以巨噬细胞为主的单核细胞，促进

肿瘤的转移。

总之，CCL2在骨肉瘤转移的过程中起着重

要作用，对预测骨肉瘤患者预后有着重要的意

义。本研究结果显示，CCL2与骨肉瘤肺转移密

切相关，但具体机制仍有待进一步研究。
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