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SDF-1/CXCR4在恶性胶质瘤细胞体外增殖、迁移及侵袭中的作用

刘佳鑫，王崇谦，王伟民，丁 鹏，王 波，牟临杰，王进昆

（昆明医科大学第一附属医院神经外科，云南昆明 650032）

［摘要］目的 探讨趋化因子 SDF-1及受体 CXCR4在恶性胶质瘤细胞中的增殖、迁移及侵袭的作用，为临

床治疗提供依据．方法 免疫组化法检测 CXCR4在恶性胶质瘤 C6细胞中的表达；用 MTT法分别检测不同浓度

的趋化因子 SDF-1促恶性胶质瘤 C6细胞体外增殖，并应用 CXCR4受体抑制剂 AMD3100与 SDF-1共培养细胞观

察增殖情况及抗 CXCR4单克隆抗体在恶性胶质瘤中上述指标的变化．通过细胞迁移实验和细胞侵袭实验评价不

同处理组 C6细胞的迁移和侵袭能力．结果 CXCR4在恶性胶质瘤 C6细胞系表达呈阳性．SDF-1可以促进恶性

胶质瘤 C6细胞的体外增殖、迁移和侵袭，而抗 CXCR4单克隆抗体可以有效抑制其增殖、迁移和侵袭，并呈浓度

依赖性．AMD3100可以抑制 SDF-1的诱导作用．结论 SDF-1/CXCR4轴在恶性胶质瘤细胞株的体外增殖、迁移

及侵袭中的作用，可能与恶性胶质瘤的侵袭和转移有关，为治疗恶性胶质瘤提供新的治疗策略．
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The Role of SDF-1/CXCR4 Axis in Proliferation， Migration
and Invasion of Malignant Glioma Cell Lines
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［Abstract］ Objective To investigate the role of chemokine SDF-1 and its receptor CXCR4 in malignant

glioma cell proliferation， invasion and migration， so as to provide basis for clinical prevention and treatment．

Methods Immunohistochemistry was used to detect the CXCR4 expression in malignant glioma cells. MTT assay was

used to test different concentration of SDF-1 promoted in vitro proliferation of C6 cells malignant glioma. CXCR4

receptor inhibitor AMD3100 and SDF-1 were co-cultured to test cell proliferation and CXCR4 resistance in

malignant glioma by observing the above indexes. The cell migration and invasion ability of C6 in different groups was

tested by transwell migration and invasion assay．Results CXCR4 expressed positively in malignant glioma cell

line C6. SDF-1 promoted C6 cells proliferation，invasion and migration in vitro. Anti-CXCR4 McAb could inhibit

the proliferation， invasion and migration in a dose-dependent manner．AMD3100 inhibited the effects induced by

SDF-1．Conclusion The role of SDF-1/CXCR4 in malignant glioma cell lines proliferation， invasion and

migration in vitro is related to invasion and migration of malignant glioma，and may be a new therapeutic target for

glioma.
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恶性胶质瘤呈侵袭性生长，导致肿瘤复发、远

隔迁移和难以治愈[1]．CXCR4仅有一种配体，即基

质细胞衍生因子 -1（SDF-1） [2]，SDF-1也是趋化

因子家族一个重要的成员．CXCR4是很多肿瘤细
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胞都表达的趋化因子受体[3]，SDF-1/CXCR4轴参与

了很多肿瘤的转移和扩散 [4，5]．研究发现趋化因子

及其受体除参与炎症反应外还能调控许多重要的生

物学过程包括心脏与神经的发育干细胞运动血管形

成凋亡及肿瘤发生 [6，7]，其中趋化因子受体 4

（chemokine receptor 4，CXCR4） 与其配体基质细

胞衍生因子－1（stromal deived factor-1， SDF-1）

与肿瘤生成密切相关．但尚未见 SDF-1诱导的恶

性胶质瘤 C6细胞迁移和侵袭中的作用报道．为探

索 SDF-1/CXCR4轴对恶性胶质瘤细胞生物学行为

的影响，为此，本研究通过 SDF-1/CXCR4轴在恶

性胶质瘤 C6 细胞增殖、迁移及侵袭过程中的作

用，从而为恶性胶质瘤的防治提供理论和实验依

据．

1 材料与方法

1.1 材料

恶性胶质瘤 C6 细胞系购自上海中科院细胞

库；细胞培养板、DMEM/F12培养基和胎牛血清购

自美国 Invitrogen公司；CXCR4抗体购自 ABCAM

公司；MTT 和 AMD3100购自 sigma 公司；SDF-1

重组蛋白购自 peprotech公司．

1.2 细胞培养方法

无菌操作，将 C6细胞接种于 6孔板中，培养

方法：DMEM/F12培养基，10%胎牛血清，青霉素

双抗．置于 37℃，5% CO2培养箱中培养，每日观

察细胞生长状况．

1.3 恶性胶质瘤细胞 C6中 CXCR4的表达

在细胞生长对数期，去除上清培养基，按以下

步骤进行免疫化学染色：（1）加入无菌的磷酸盐

缓冲液 （Phosphate buffer saline，PBS）清洗 3 次；

（2）加入 2 mL无菌的 4%多聚甲醛在 4℃条件下固

定细胞 30 min；（3）无菌 PBS液洗涤 3次；（4）

3%过氧化氢封闭内源性过氧化物酶； （5） 含

0.1% Triton的 5%羊血清室温下孵育 1 h后，加兔

抗人 CXCR4 抗体 4℃过夜；（6） 加 PV-9000 二

抗 37℃孵育 30 min，DAB液显色，显微镜下观察

鉴定结果．

1.4 细胞增殖实验

采用 MTT法．各组对数生长期细胞接种于 96
孔培养板，细胞浓度为 2.5 ×104/mL，每孔 0.2

mL．实验分为 3组，即：（1）诱导组加含入不同

浓度 SDF-1（9、17、39.5、75和 150 滋g/L）；（2）

AMD3100 拮抗 SDF-1 加入含 35μmol/L AMD3100

和 17 滋g/L SDF-1； （3） 抗体封闭组加入 25

滋g/mL浓度抗 CXCR4单抗体；（4）对照组只加培

养液．分别培养 12、24、48 h后，按每孔 20 滋L

加入 5 g/L MTT孵育 4 h吸弃上清，按每孔 200 滋L

加入 DMSO，37℃摇床上低速震荡 10 min，全自动

酶标仪测定波长 490 mm 处读取吸光度值 （A

值）．取每次各浓度孔 A值的均值作为该浓度的

最终吸光度值．每组设 3个复孔，实验重复 3次，

计数各组均值．

1.5 细胞迁移实验

细胞在无血清培养基中培养 9 h后，对拮抗组

SDF-1和抗体封闭组，对照组及诱导组 SDF-1处

理组加入 20 滋L PBS，3 h后，使用 1 mL枪头尽量

垂直于 6孔板底部划痕，用 PBS洗细胞 3次，去

除划下的细胞，拮抗组加入含 35 滋mol/L AMD3100

和 17 滋g/L SDF-1的无血清培养基，抗体封闭组加

入含抗 CXCR4单抗 25 滋g/mL的无血清培养基，对

照组加入 3 mL无血清培养基．放入 37℃、5％CO2

条件下培养，24 h后于倒置相差显微镜下观察细胞

迁移的程度，随机选取 18个视野 （100倍）计数

迁移到空白处的细胞总数，每组重复实验 3次．

1.6 Transwell细胞侵袭实验
matfigel 胶 70 滋L 均匀平铺于 24 孔 Transwell

小室的聚碳酸酯膜上，37℃预置 2 h聚合成凝胶备

用．上室每孔加入 1×105个细胞，细胞悬液的体

积为 200 滋L；对照组下室每孔中加入 500 滋L无血

清培养基，诱导组下室每孔中加入 500 滋L 含 17

滋g/L SDF-1的无血清培养基，拮抗组下室每孔中

加入 500 滋L 含 35 滋mol/L AMD3100 和 17 滋g/L
SDF-1的无血清培养基，抗体封闭组下室每孔中加

入 500 滋L含抗 CXCR4 单抗 25 滋g/mL的无血清培

养基，将装有 Transwell小室的培养板置于 37℃，

5％CO2，条件下培养 24 h，取出小室，进行苏木精

染色，在倒置显微镜下观察迁移到膜下的细胞数．

计数方法：分别于每张膜的中央部分和周围部分随

机选取 18个不重复视野（100倍），计数每个视野

穿过膜的细胞数目，每组重复实验 3次．

1.7 统计学处理

采用 SPSS 统计软件对实验数据进行统计处

理，计量资料以均数±标准差（x±s）表示．多组
样本均数间的比较用方差分析． ＜0.05为差异有

统计学意义．

2 结果

2.1 正常恶性胶质瘤 C6细胞中 CXCR4的表达情

况



刘佳鑫，等．SDF-1/CXCR4在恶性胶质瘤细胞体外增殖、迁移及侵袭中的作用 25第 1期

图 1 CXCR4在 C6的表达

Fig. 1 Expression CXCR4 in C6

A：50倍镜下；B：100倍镜下；C：200倍镜下.

A B C

图 3 AMD3100拮抗 SDF/CXCR4诱导的 C6增殖作用

Fig. 3 AMD3100 attenuated proliferation of C6 in-

duced by SDF-1/CXCR4

图 2 不同浓度的 SDF-1诱导 C6增殖

Fig. 2 Proliferation of C6 induced by different

concentration of SDF-1

12 h

48 h
24 h

t/h

12 h 24 h 48 h

恶性胶质瘤 C6细胞呈贴壁生长，细胞呈梭形

或多边形．在正常培养的 C6胶质瘤细胞中，均可

见 CXCR4阳性染色，主要是胞浆和包膜着色，呈

棕黄色，呈高表达，见图 1.

2.2 恶性胶质瘤 C6细胞增殖实验结果

与对照组相比，各种浓度的 SDF-1（9、17、

39.5、75和 150 滋g/L） 在 12、24、48 h 都能明显

诱导恶性胶质瘤 C6 细胞增殖，各组平均吸光度

（A）值均显著增高（ ＜0.05）；SDF-1在（9、17、

39.5、75） 滋g/L 浓度内以剂量依赖性诱导细胞增

殖，随着加入因子浓度的增加，其增殖效果越明

显，其中诱导恶性胶质瘤 C6细胞的最佳浓度为 75

滋g/L浓度，12 h对照组与 SDF-1 9 滋g相比差异无

统计学意义，其它都有阳性意义（见图 2）．与 17

滋g/L SDF-1 诱导组比较，拮抗组 AMD3100 35

滋mol/L和 17 滋g/L SDF-1 在 12、24、48 h 皆能有

拮抗 SDF-1 诱导的恶性胶质瘤 C6 细胞增殖作用

（ ＜0.05） （见图 3），抗 CXCR4单抗体 25μg/mL

对恶性胶质瘤 C6细胞增殖有明显的抑制作用（ ＜

0.05）．

2.3 恶性胶质瘤 C6细胞迁移和侵袭能力的影响

对照组与拮抗组的恶性胶质瘤 C6细胞迁移至

空白处数较诱导组低，差异有统计学意义（ ＜

0.05）见图 4，表 1 ．对照组与拮抗组穿过膜的

恶性胶质瘤 C6细胞较诱导组低，差异有统计学意

义（＜0.05），见图 4，表 1.

3 讨论

恶性胶质瘤的预后极差，其侵袭转移是多环

节、多步骤且连续的复杂生物学过程，涉及到细

胞迁移的信号通路的调节失常，肿瘤细胞与宿主

细胞间相互作用等[8，9]．CXCR4是 SDF-1高度特异

性的受体，在分子结构上是一个编码 352个氨基

酸且高度保守的 G 蛋白耦联的七次跨膜受体，

SDF-1与 CXCR4具有高度的亲和力，两者特异性
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图 4 A-D：迁移实验后 24h，对照组、抗体封闭组、AMD3100拮抗 SDF-1组、诱导组可见空白区左右视野的细胞向空白

区迁移；E-H：对照组、抗体封闭组、AMD3100拮抗 SDF-1组、诱导组穿过聚碳酸脂微膜的细胞

Fig. 4 A - D migration experiment within 24 h, and the control group, the antibody closed group, AMD3100 an-

tagonistic SDF - 1 group, induced group visible gap vision about the cell to the blank area migration; E - H

control group, antibody closed group, AMD3100 antagonistic SDF - 1 group, induced group through the

polycarbonate micro membrane of cells

组 别 n 迁移细胞（个） 侵袭细胞（个）

对照组 18 74.83±5.74* 29.33±6.81*

SDF-1组 18 125.17±7.92 53.00±9.63

抗 CXCR4组 18 70.06±5.48 23.50±6.21

AMD3100+SDF-1组 18 86.33±7.35* 42.83±3.65*

表 1 迁移和侵袭实验的比较（x±s）
Tab. 1 Comparison of the migration and invasion of C6 cells（x±s）

与 SDF-1组比较，* ＜0.05.
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结合后形成的 SDF-1/CXCR4轴是其生物学功能实

现的基础[10，11]．SDF-1是一种重要的趋化因子，能

调控许多重要的生物过程，包括心脏与神经的发

育、干细胞运动、血管形成、凋亡及肿瘤发生[12]细

胞的迁移运动由趋化因子的浓度梯度触发，当趋化

因子与其膜受体结合会诱发一系列的细胞内反应，

例如细胞的肌动蛋白骨架发生重组形成片状伪足，

这些复合反应细胞运动提供必要的力量.SDF-1作
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为趋化因子，与其受体 CXCR4相互作用的反应轴

SDF-1/CXCR4在肿瘤细胞转移中的作用越来越受

到人们的关注．除此之外，越来越多的研究表明

CXCR4与肿瘤的增殖和分化等恶性表现也有重要

关联．CXCR4在脑恶性胶质瘤细胞中的表达，印

制瘤细胞 CXCR4基因是人恶性胶质瘤细胞增殖所

需要的结合后可使肿瘤细胞肌动蛋白丝聚合，形成

片状伪足，诱导肿瘤向周围组织浸润．通过激光捕

获显微切割技术从鼠颅内 C6胶质瘤中获得的侵袭

性细胞中．SDF-1和 CXCR4的转录均增强，证明

SDF-1/CXCR4轴能够在体内影响胶质瘤侵袭性．

SDF-1 与 CXCR 相互作用激发细胞内信号传导，

导致下游效应分子的聚集，使细胞内骨架蛋白重

排，从而诱导细胞的趋化迁移，并进而形成了肿瘤
的侵袭特性．本研究发现在 C6胶质瘤细胞中加入

SDF-1重组因子蛋白水平均表达增高，说明 SDF-1

可促 C6 表达，联系胶质瘤的生长特性，可知

SDF-1 与胶质瘤有密切正相关，而在加入

SDF-1/CXCR4 特异性抑制剂 AMD3100后，C6 表

达下降，说明 AMD3100可抑制 C6胶质瘤细胞表

达.CXCR4与 SDF-1的联合作用，还可以对多种细

胞产生趋化诱导作用，并能产生明显的增殖功能．

以上结果均表明：CXCR4/SDF-1信号在肿瘤细胞

体外增殖和迁移中发挥着重要的促进作用[13，14]．但

其协同作用的更深层次的机制，目前尚不清楚，需

要更多相关的基础实验进一步验证明确．

综上所述，本研究结果证明了 SDF-1/CXCR4

在恶性胶质瘤细胞中增殖、迁移及侵袭中发挥着重

要作用．增殖率和运动性是评价肿瘤体外转移潜能

的其中两个指标，因此笔者推断抑制肿瘤表面

CXCR4的表达，干扰 SDF-1/CXCR4的表达可能对
判断胶质瘤的预后有重要意义，为恶性胶质瘤的新

的治疗策略建立基础．
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