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SDF-1α对胶质瘤细胞 U87过氧化氢损伤的保护作用 *
徐 艳 许余玲 王 军 程 洁 肖 杭△

（南京医科大学公共卫生学院神经毒理实验室 江苏南京 210029）

摘要目的：探讨基质细胞衍生因子 1α（SDF-1α）对过氧化氢（H2O2）损伤人脑胶质瘤细胞 U87的保护作用及机制。方法：双抗体夹
心酶联免疫吸附试验 (ELISA) 检测胶质瘤细胞 U87自分泌 SDF-1α；细胞增殖实验研究外源 SDF-1α对 U87细胞增殖的影响；
SDF-1α作用 U87 12小时后，0.7 mM H2O2处理 6小时，流式细胞术检测细胞凋亡率；蛋白质免疫印记实验（western blot）检测
SDF-1α对 U87细胞中蛋白激酶 B（Akt）和细胞外信号调节激酶 1/2（ERK1/2）磷酸化的影响。结果：胶质瘤细胞 U87自身几乎不
分泌 SDF-1α，24小时内外源性 SDF-1α对 U87细胞增殖无明显影响；H2O2损伤后，SDF-1α预处理组细胞存活率高于对照组，凋
亡率和死亡率低于对照组，差异具有统计学意义；Western blot显示 SDF-1α处理能够诱导 U87细胞 Akt和 ERK1/2的快速磷酸
化。结论：SDF-1α能够提高 H2O2损伤的 U87细胞存活率，降低凋亡率和死亡率，其机制可能与磷脂酰肌醇 3激酶（PI3K）-Akt和
丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）-ERK1/2通路的激活有关。
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ABSTRACT Objective: To investigate the protective effect and mechanism of stromal cell derived factor-1α (SDF-1α) on human

glioma cell line U87 injuried by hydrogen peroxide (H2O2). Methods: Enzyme-linked Immunosorbent Assay was used to detect the
SDF-1α produced by U87 cells. MTT Assay was performed to evaluate the effect of proliferation on cells induced by human recombinant
SDF-1α. Then cells were divided into three groups: control group, H2O2 (0.7 mM) treated group, SDF-1α+H2O2 treated group (100 ng/ml
and 0.7 mM respectively). Apoptotic cells were measured by flow cytometry. Western Blot was used to detect the expression of
phosphorylated protein kinase B (pAkt) and phosphorylated extracellular signal regulating kinase (pERK1/2). Results: The human glioma
cells treated by H2O2 exhibited apoptosis in the presence of SDF-1 compared with the cells treated with H2O2 alone. 100ng/ml SDF-1α
treatement could lead to Akt and ERK activation in U87. Conclusion: SDF-1α could protect U87 cells from H2O2-induced apoptosis, the
mechanism may be related to the activation of phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) -Akt and mitogen-activated protein kinase (MAPK)
-ERK1/2 signalling pathway.
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前言

神经胶质瘤是中枢神经系统最常见的肿瘤，约占成人颅内

肿瘤的 45%～60%。胶质母细胞瘤是其中恶性程度最高的胶质
瘤，在颅内呈浸润性生长，与正常脑组织没有明显的界限。当前
临床治疗主要针对瘤体本身的治疗，但术后易复发，病死率较

高[1]。研究表明，肿瘤生存的微环境对肿瘤的生成起到重要作
用，但其机制仍不明确。趋化因子及其受体的相互作用在肿瘤
研究中逐渐成为一个热点 [2, 3]。其中，趋化因子受体 CXCR4与
其配体基质细胞衍生因子 CXCL12（SDF-1）的相互作用与多种
恶性肿瘤的发生和转移密切相关。研究发现，CXCR4表达水平

与神经胶质瘤恶性程度及发生发展相关，CXCR4和 SDF-1常
出现共定位现象 [4-6]，提示 SDF-1/CXCR4功能轴在胶质瘤有比
较重要的作用，但其具体机制仍不十分清楚。本实验以神经胶
质母细胞瘤细胞株 U87为研究对象，建立 H2O2诱发损伤的细

胞模型，研究 SDF-1α对胶质瘤细胞 U87的保护作用。同时从
影响肿瘤信号转导通路的重要信号蛋白 Akt和 ERK入手，探
讨 SDF-1/CXCR4 对胶质瘤发生发展的影响及可能的作用机
制，为今后可能的基因治疗提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器
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人脑胶质瘤细胞 U87由本实验室保存。高糖 DMEM培养
基和胎牛血清购自 Hyclone，SDF-1α ELISA检测试剂盒和重组
人细胞因子 SDF-1α 购自美国 R&D 公司，细胞计数试剂盒
CCK-8购自 Dojindo，Annexin V-FITC/PI双染细胞凋亡检测试
剂盒购自北京宝赛生物，pAkt、pERK1/2单克隆兔抗购自 Cell
Signaling Technology，山羊抗小鼠和山羊抗兔二抗、BCA蛋白
定量试剂盒购自杭州碧云天，ECL化学发光试剂盒购自 Ther-
mo，Bio-Rad垂直电泳系统和半干转印系统。其他化学试剂均
为国产试剂。
1.2 细胞培养及 ELISA检测
人胶质瘤细胞 U87加入 10 %胎牛血清、100 IU/ml青霉素

和 100μg/ml链霉素的高糖 DMEM培养基中，置于 37℃、5 %
CO2、饱和湿度培养箱中培养，隔日换液。细胞进入对数生长期
后，换 0.5 %血清培养基培养过夜。为检测 U87细胞是否自分
泌 SDF-1α及其含量，收集 24小时正常细胞培养上清，1500
rpm离心 5 min，ELISA试剂盒检测上清中 SDF-1α的含量，实
验步骤按照试剂盒说明书操作。
1.3 细胞增殖实验
细胞进入对数生长期后，以 5000 /孔接种于 96孔板，0.5

%血清培养，实验分为 5 个剂量组：0、1、10、100、1000 ng/ml
SDF-1α处理 U87细胞，并分别于 12、24、48小时检测各处理
组的细胞增殖情况。细胞增殖结果以细胞计数试剂盒 CCK-8
检测。各时间点每孔加入 10μl CCK-8试剂，室温孵育 2小时，
于多功能酶标仪 450 nm处测吸光度值。以各时间点的对照组
做标化处理。
1.4 流式细胞术检测凋亡率
以一定浓度 H2O2诱导细胞损伤，实验分为 3组：对照组、

H2O2 组（0.7 mM）、SDF-1α 预处理 +H2O2 组（100 ng/ml，0.7
mM）。SDF-1α+H2O2组于损伤前 12 h以 100 ng/ml SDF-1α与
细胞共孵，12 h后与 H2O2组共同以 7×10-4 mol/L H2O2诱导细

胞损伤。0.25 %胰酶消化处理细胞，1000 rpm，4℃离心 10分
钟，反复洗涤 3次，制备单细胞悬液并悬浮于 200μl缓冲液中，
加入 10μl Annexin V-FITC染料轻轻混匀，4 ℃反应 30 分钟，
加入 300μl缓冲液以及 5μl PI染料，利用 BD FACS Calibur细
胞分选系统收集 10000个细胞进行荧光分析。
1.5 western blot检测蛋白表达
细胞接种于 6孔板，实验分为 5组：各组加入 100 ng/ml

SDF-1α后，分别于 0、10、20、40、60 min收获细胞，RIPA裂解
液（含蛋白酶和磷酸酶抑制剂）裂解，提取细胞总蛋白。BCA法
测定蛋白浓度，蛋白上样量为 40μg。 95℃煮沸 10 min，经 5
%浓缩胶和 12 %分离胶电泳后，0.2 mA 1 h半干转印至 PVDF
膜上，5 %脱脂奶粉室温封闭 2 h，1:500兔抗 pAkt、pERK1/2、1:
500小鼠抗β-Actin 4℃孵育过夜，TBST洗涤 10 min× 3次，
1:1000山羊抗兔、山羊抗小鼠二抗室温孵育 2 h，TBST洗涤 10
min× 5次。ECL化学发光法显色，经凝胶成像系统采集图像，
用软件 Gelpro 32进行灰度分析处理，以β-Actin为内参进行
蛋白半定量分析。
1.6 统计学方法
数据用 x±s表示，采用 SPSS 13.0统计软件进行数据分

析，组间比较采用 One-way ANOVA及 LSD-t检验，P＜0.05为
差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 U87分泌 SDF-1α的检测
SDF-1α ELISA试剂盒检测显示（数据未提供，低于试剂盒

检测下限 30 ng/L），正常 U87 细胞不分泌或分泌极低量
SDF-1α。前期对 SDF-1α的研究发现，在 U87细胞中，SDF-1α
存在 mRNA水平的表达。提示虽然 U87表达 SDF-1α mRNA，
但缺乏自身主动分泌细胞因子 SDF-1α的功能，也排除了实验
中自分泌 SDF-1对细胞功能的影响。
2.2 SDF-1α对细胞增殖的影响
以不加 SDF-1α组为实验对照组，结果显示，在血清维持

浓度 0.5 %的条件下，24小时内，1、10、100、1000 ng/ml SDF-1α
对 U87 细胞均无明显的促增殖作用。48 小时时，100 ng/ml
SDF-1α能够促进细胞增殖，而正常浓度血清培养能够显著促
进细胞增殖（图 1，*P<0.05，#P<0.01）。
2.3 SDF-1α对细胞凋亡的影响
对照组细胞存活率为 93.64 %，细胞状态良好。H2O2处理 6

小时后，细胞存活率为 42.77 %。SDF-1α预孵可减轻 H2O2引起

的细胞损伤，细胞凋亡率和死亡率显著降低（表 1）。
2.4 SDF-1α诱导 U87细胞内 Akt和 ERK1/2磷酸化

western blot结果显示，正常 U87细胞 Akt和 ERK磷酸化
水平较低，100 ng/ml SDF-1α 能够快速激活 pAkt 和 pERK1/2
通路。经灰度扫描分析，在检测时间内，pERK1和 pERK2表达
随着时间延长逐渐增高，pAkt在 40 min时表达最高（图 2）。

3 讨论

趋化因子 SDF-1首次克隆于骨髓基质细胞系，是未成熟及
成熟造血细胞的趋化剂，能够调节造血干细胞的归巢及祖细胞

的增殖[7,8]。近年来 SDF-1/CXCR4在肿瘤中的功能备受关注。研
究显示，趋化因子受体 CXCR4在神经胶质瘤、乳腺癌、前列腺
癌等多种肿瘤中高度表达[9,10,11]。SDF-1能够促进多种肿瘤的增
殖，增强其浸润及转移能力。本研究发现，胶质瘤细胞 U87表
达 CXCR4，SDF-1虽存在 mRNA水平的表达，但细胞培养上清
中含量极低。采用外源性 SDF-1处理体外培养的胶质瘤细胞
U87，未观测到显著的促增殖效应，而在预实验中，SDF-1能够
明显促进人胚胎肾细胞 HEK293的增殖，提示可能在不同细胞
类型或因体内体外原因，SDF-1促增殖效应不尽相同。 Kenig

图 1 SDF-1α对细胞增殖的影响
Fig. 1 Effect on cell proliferation of SDF-1α
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S等人研究也发现胶质瘤细胞本身几乎不分泌 SDF-1，但是血
管内皮及其他组织分泌的 SDF-1能够介导肿瘤的血管生成及
转移，提示肿瘤微环境在肿瘤发生发展过程中的重要作用[12]。
本研究结果显示，采用外源性的人重组 SDF-1预处理细胞

U87 12h，能够明显降低 H2O2引起的细胞损伤，提高细胞存活

率。Singh S研究发现 SDF-1能够减轻化疗药物对胰腺癌细胞
的损伤，利用 CXCR4拮抗剂 AMD3100可阻断 SDF-1的作用
[13]。因此，SDF-1/CXCR4在肿瘤中进展的生物学作用可能是一
个潜在的治疗靶点。08年底，美国 FDA批准商品名为 plerix-
afor注射液（AMD3100）上市，与粒细胞集落刺激因子联合应用
于非霍奇金淋巴瘤和多发性骨髓瘤的自体移植 [14]。但有关
Mozobil长期安全性和有效性的研究正在进行中，这也为其他
类型癌症的治疗开辟新的研究道路。
为探讨 SDF-1/CXCR4的促存活机制，本研究对 PI3K-Akt
和 MAPK 这两条重要的信号转导途径进行研究。ERK 是
MAPK家族的重要成员，pAkt和 pERK分别是 Akt和 ERK的
活化形式，是细胞重要的生存信号，Akt和 ERK激活后可磷酸
化凋亡 Bcl-2家族成员 BAD，从而阻止凋亡发生[15,16]。pERK在
多种肿瘤与细胞系中表达异常，表明其表达水平与肿瘤发生发

展密切相关[17,18]。Meier F和 Paraiso KH等人研究发现，共同抑
制 Akt和MAPK信号转导途径能够显著抑制黑色素瘤细胞的
生长，促进凋亡[19,20]。本研究发现，在正常 U87细胞中，Akt和
ERK1/2蛋白磷酸化水平较低，而 SDF-1 处理可快速磷酸化
Akt和 ERK1/2，且在观测时间内呈现时间依赖性激活增强，提
示 SDF-1发挥抗凋亡作用可能与生存相关信号通路 PI3K-Akt
和MAPK-ERK1/2的激活有关，进而在对抗过氧化氢诱导损伤

中发挥一定作用。在肿瘤微环境中，游离 SDF-1可能通过与肿
瘤细胞的相互作用，激活下游信号转导，发挥促进肿瘤存活、生
长或浸润转移等作用。
将 SDF-1-CXCR4 信号通路作为胶质瘤微环境治疗的靶
点，阻断其下游信号转导，并且联合放疗和化疗，将会为胶质瘤

的治疗开辟新的途径。在胶质瘤模型中，一些相关的基因治疗
研究已初显成功，但是在二期以及三期临床试验中并未得到预

期的结果[7]，这也预示肿瘤发生发展是多基因协同或交互作用

而成，针对多通路多基因为靶点的小分子药物的研究可能会是

今后肿瘤药物开发的新方向。
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Note : * P<0.05 compaired with control group；# P<0.05 compaired with H2O2 treated group.
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表 1不同处理情况下 U87存活、凋亡和死亡情况(x±s)

Table 1 Results of survival, apoptosis and mortality at different treatments in U87

图 2 SDF-1α对 U87细胞 pAkt和 pERK1/2表达的影响
Fig. 2 Expression of pAkt and pERK1/2 in U87 cell induced by SDF-1α
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