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ＣＸＣＲ４在胶质瘤细胞中的表达及对迁移的影响
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摘　要：目的　检测趋化因子受体 ＣＸＣＲ４在胶质瘤细胞的表达。建立侵袭迁移模型，分析 ＣＸＣＲ４在 ＣＸＣＬ１２作用下对
Ｕ２５１细胞迁移的影响机制。方法　间接免疫荧光法检测 ＣＸＣＲ４在 Ｕ２５１的表达。流式细胞术（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）检测

不同病理级别胶质瘤 ＣＸＣＲ４的表达。建立琼脂糖下细胞迁移（Ｕｎｄｅｒａｇａｒｏｓｅｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｓｓａｙ）模型，研究 Ｕ２５１在不同

浓度 ＣＸＣＬ１２下的侵袭能力。设空白组与实验组，实验组以 ＣＸＣＬ１２浓度分 ５组。计算趋化系数（ｃｈｅｍｏｔａｘｉｓｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ，

ｃｃ）。结果　①ＣＸＣＲ４表达于 Ｕ２５１细胞。②Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ级别胶质瘤 ＣＸＣＲ４表达率分别为 ２１．３６±２．７０％、２６．３９±

４．２７％、５２．５９±２．３７％、５６．２３±１．２４％。四个级别胶质瘤 ＣＸＣＲ４的阳性率均有显著差异（Ｐ＜０．０５）。③对照组细胞

迁移距离为４０．８５±５．１６μｍ，实验组细胞迁移距离分别为 ４９±２．２６μｍ、１０５．６±３．８２μｍ、１６５．３±３．８９μｍ、２４５．４±

５．９４μｍ、１６１．４５±３．１８μｍ。因子浓度为２００～５００ｎｇ／ｍｌ时与阴性组相比细胞发生明显迁移（Ｐ＜０．０５）。结论　①胶质

瘤细胞 Ｕ２５１表达 ＣＸＣＲ４。②胶质瘤的病理级别越高 ＣＸＣＲ４的阳性率越大。③成功建立了胶质瘤细胞琼脂糖下侵袭模

型，为研究肿瘤细胞迁移提供新的方法；ＣＸＣＬ１２对胶质瘤有明显的趋化作用，肿瘤细胞顺因子浓度梯度定向迁移。
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　　胶质瘤是中枢系统最常见的肿瘤［１］。据报

道［２，３］，即使通过综合治疗，胶质瘤平均生存期也只

有 １７个月。刘志强等［４］研究指出，胶质瘤 １年、２
年、３年、４年 生 存 率 仅 为 ５６．５％、３５．９％、
３０．４％、２５．４％。它的侵袭、散播等特性导致治疗
后复发，是其预后差的主要原因［５］。ＣＸＣＲ４是胶
质瘤细胞侵袭迁移的一个重要因素［６，７］。

基于 ＣＸＣＲ４与恶性行为的关系，我们首先应
用免疫荧光法检测 ＣＸＣＲ４在胶质瘤细胞 Ｕ２５１的
表达，再利用流式细胞术检测 ＣＸＣＲ４在不同级别
胶质瘤中的表达差异。应用琼脂糖下细胞迁移试

验（ｕｎｄｅｒａｇａｒｏｓｅｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｓｓａｙ）观察并描述了
ＣＸＣＬ１２对 Ｕ２５１的定向迁移作用。该方法具有价
格低廉，易于模型建立及操作等优点。

１　材料与方法
１．１　材料

Ｕ２５１细胞由昆明医学院第三附属医院肿瘤研
究所惠赠，见表 １。

表１　主要试剂来源

试剂 来源

ＤＭＥＭ／Ｆ１２ 赛默飞世尔生物化学制品有限公司

趋化因子ＳＤＦ１ Ｓｉｇｍａ
ＣＸＣＲ４抗体 ＡｎｔｉＣＤ１８４／ＣＸＣＲ４ 博奥森

二抗 羊抗兔Ｉｇ／Ｔｒｉｔｃ 中衫金桥

琼脂糖 基因科技（上海）股份有限公司

培养皿 康宁公司

１．２　实验方法
Ｕ２５１细胞复苏与培养：液氮中取出 Ｕ２５１细

胞冻存管，接种于培养瓶中，加培养液，放入培养

箱，换液。胰酶消化传代。

Ｕ２５１表达趋化因子受体 ＣＸＣＲ４免疫荧光检
测：Ｕ２５１细胞多聚甲醛固定，山羊封闭血清，加入
兔抗 ＣＸＣＲ４多克隆抗体（１∶２００），阴性对照以
ＰＢＳ液代替一抗，加入 ｔｒｉｔｃ标记的羊抗兔二抗（１∶
１００）入 ３７℃恒温培养箱中 ３０ｍｉｎ，荧光显微镜下
观察拍照。

趋化实验：①琼脂糖混合平皿板的制备：琼脂
糖与去离子水制成琼脂糖悬液（浓度为 ４．８％（Ｗ／
Ｖ））。悬液与培养基 １∶１混合，５ｍｌ倒入直径
３５ｍｍ培养皿，琼脂糖板厚度为 ５．０４ｍｍ。室温冷

却后置于 ４℃ ３０ｍｉｎ后打孔，孔径 ３．０ｍｍ，间隔
２．０ｍｍ。②加液：中排孔滴入 １０μｌ含 １０５／ｍｌ细
胞的培养基；上排孔即实验组加入 ＣＸＣＬ１２，按
１００ｎｇ／ｍｌ、 ２００ｎｇ／ｍｌ、 ３００ｎｇ／ｍｌ、 ４００ｎｇ／ｍｌ、
５００ｎｇ／ｍｌ浓度配制，逐孔滴入；下排孔即空白组加
入 ＰＢＳ液。放入湿盒，３７℃恒温细胞培养箱过夜。
第二天荧光显微镜下观察拍照（×２００）。测量细
胞迁移距离：从细胞孔孔边到迁移最远的两个细胞

间的距离。向上孔迁移距离为 Ａ，向下为 Ｂ。趋化
系数（ｃｈｅｍｏｔａｘｉｓｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔＣＣ）为 Ａ／Ｂ。
１．３　主要观察指标

①ＣＸＣＲ４受体体内外表达情况；②荧光显微镜
下观察拍照不同浓度下细胞迁移情况，测量细胞迁

移距离；③统计迁移距离，计算趋化系数 ＣＣ。
１．４　统计学处理

所得细胞迁移值以 ｘ±ｓ表示，应用 ＳＰＳＳ１７．０
软件包对细胞迁移距离进行方差分析。Ｐ＜０．０５，
结果有统计学意义。

２　结果
２．１　光镜下 Ｕ２５１细胞

倒置显微镜下可见 Ｕ２５１细胞贴壁生长，呈梭
形或多形性，典型细胞发出“突触”，见图 １。

图 １　Ｕ２５１细胞（×２００）

２．２　胶质瘤细胞 ＣＸＣＲ４的表达
ＣＸＣＲ４主要表达于 Ｕ２５１细胞的胞膜，见图 ２。

空白对照未见阳性着色。

２．３　测定Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ级别胶质瘤 ＣＸＣＲ４表达率
术中取胶质瘤标本，定级后 ＦＣＭ测定 ＣＸＣＲ４

·７０４·
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的表达率。ＦＣＭ检测结果显示，ＣＸＣＲ４表达率随
肿瘤级别升高而增加（图 ３）。统计数据结果显示

Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ及Ⅳ级胶质瘤细胞上 ＣＸＣＲ４表达比较均
有统计学意义（Ｐ＜０．０５），Ⅳ级表达最高，Ⅰ级表
达最低（表 ２）。

图２　免疫荧光检测 ＣＸＣＲ４在 Ｕ２５１细胞表达（×２００）

表２　ＦＣＭ法检测不同级别胶质瘤ＣＸＣＲ４的阳性率

胶质瘤级别 Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
表达率（％）２１．３６±２．７０２６．３９±４．２７５２．５９±２．３７５６．２３±１．２４
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图 ３　不同级别胶质瘤 ＣＸＣＲ４阳性率

２．４　趋化因子 ＣＸＣＬ１２对 Ｕ２５１的体外趋化迁移
作用

细胞培养箱过夜后，空白组无明显的细胞迁移

现象。实验组，浓度为 １００～５００ｎｇ／ｍｌ时，随趋化
因子浓度升高，细胞迁移数及距离增加。肿瘤细胞

迁移时，细胞形态发生变化，细胞以变形虫样在近

似圆形的形态下发生运动。箭头所指为大量细胞

聚集在孔边。（图 ４）

荧光镜下测定细胞迁移距离（表 ３）。从细胞
孔边到迁移细胞间（＞２个细胞）的距离。经统计
学分析，与空白组及组间对比，趋化因子浓度为

２００ｎｇ／ｍｌ～５００ｎｇ／ｍｌ（Ｐ＜０．０５）时，细胞迁移距
离与其它孔相比有明显统计学差异，这几个浓度的

因子有明显的趋化迁移作用（图 ５）。５００ｎｇ／ｍｌ时
细胞迁移距离减小。

! " #

$ % &

ａ：５０ｎｇ／ｍｌ；ｂ：１００ｎｇ／ｍｌ；ｃ：２００ｎｇ／ｍｌ；ｄ：３００
ｎｇ／ｍｌ；ｅ：４００ｎｇ／ｍｌ；ｆ：５００ｎｇ／ｍｌ。二脒基苯基
吲哚（ｄｉａｍｉｄｉｎｏｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）染色细胞迁移
免疫荧光图像（×２００）
图 ４　 不同趋化因子浓度下，细胞趋化迁移现象

表３　不同因子浓度的细胞迁移距离

因子浓度

（ｎｇ／ｍｌ）
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统计结果：Ｐ＜０．０５与对照组及组间相比
图 ５　 不同因子浓度的细胞迁移距离

　　为排除非趋化因素还计算了趋化系数（ＣＣ）：
向上孔迁移距离为 Ａ，向下孔迁移距离为 Ｂ，Ａ／Ｂ。
从趋化系数趋势图（图６）可以看出４００ｎｇ／ｍｌ的因
子浓度对 Ｕ２５１细胞迁移能力最强，之后减弱。
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图 ６　 不同趋化因子浓度的细胞趋化系数

３　讨论
ＣＸＣＲ４表达于多种细胞，如淋巴细胞、内皮细

胞及造血干细胞等，并参与免疫反应及生殖细胞形

成等［８］。有研究通过 ｍＲＮＡ水平的检测，描述了
ＣＸＣＲ４在胶质瘤上的表达［９］。阻断 ＣＸＣＲ４在胶质
瘤中 的 表 达，可 明 显 抑 制 肿 瘤 的 发 展 及 侵

袭［１０，１１，１２］。表明 ＣＸＣＲ４在胶质瘤治疗中的重要意
义。例如将 ＣＸＣＲ４作为治疗胶质瘤或其他癌症的
靶向目标［１３，１４］。

本次研究，我们利用免疫荧光法检测了 ＣＸＣＲ４
在人胶质瘤细胞 Ｕ２５１的表达（图 ２）。通过流式
细胞术，检测了 ＣＸＣＲ４在不同级别胶质瘤中的表
达情况。另外，我们进一步指出 ＣＸＣＲ４高表达于
高级别胶质瘤。

趋化迁移是细胞的一种基本行为。ＣＸＣＲ４在
器官发生、血管生成等生理过程以及肿瘤转移等病

理过程中尤为重要［１５］。表达 ＣＸＣＲ４的细胞可被
ＣＸＣＬ１２吸引发生定向迁移［１６，１７，１８］。有学者发现，

分泌 ＣＸＣＬ１２的胶质瘤细胞可诱导表达 ＣＸＣＲ４的
间充值干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）迁移，
并在体内引起肿瘤发展［１９］。ＣＸＣＬ１２／ＣＸＣＲ４生物
轴在肿瘤的增殖、血管生成、转移等几个关键步骤

中发挥重要作用［２０，２１，２２］。如果降低 ＣＸＣＲ４的转录，
便可以抑制胶质瘤细胞的侵袭迁移［２３］。我们通过

琼脂糖下迁移试验观察了不同浓度下 ＣＸＣＬ１２的
趋化作用（图 ４）。实验发现随着因子浓度升高，细
胞迁移数量及距离逐渐增加。２００ｎｇ／ｍｌ～５００ｎｇ／
ｍｌ因子浓度细胞迁移距离大，与空白组及组间相
比有明显统计学差异（Ｐ＜０．０５）（图 ５）。５００ｎｇ／
ｍｌ的 ＣＸＣＬ１２的趋化能力有所下降。根据趋化系
数趋势图也可以看到，４００ｎｇ／ｍｌ浓度时，趋化系数
最大，此浓度趋化力最强（图 ６）。我们根据实验初
步推断：因子浓度与趋化作用并不是持续的正相

关，当因子浓度达到一定数值（４００ｎｇ／ｍｌ）时，随浓
度升高其迁移作用降低。我们的实验结论阐述了

趋化因子迁移能力与其浓度的关系，也证实 ＣＸ
ＣＬ１２／ＣＸＣＲ４生物学轴是诱导胶质瘤细胞迁移的
重要因素，为进一步研究 ＣＸＣＬ１２／ＣＸＣＲ４通路参
与胶质瘤体内迁移奠定了基础。许多研究在探索

细胞迁移和侵袭能力的方法，以了解癌细胞如何传

播。如 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ（侵袭小室），但 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ是一种终
点分析，只能在试验终点记录迁移，且由于孔大小

不一致而存在内置误差［２４］。Ｓｃｒａｔｃｈａｓｓａｙｓ（划痕试
验）也是一种研究方法，但存在划痕边缘不规则等

缺点［２５］。ＢｏｙｄｅｎＣｈａｍｂｅｒ（Ｂｏｙｄｅｎ室法）存在测定
难度大、耗时长等缺点［２６］。且上述方法都不能直

观地表现出细胞运动的方向性及趋化性，不能持续

保持趋化因子浓度梯度。这些缺点都对趋化物的

化学激活、趋化能力产生影响。在琼脂糖下试验

中，可以保持趋化物的浓度梯度。在平面空间上细

胞保持其运动方向，也更利于观察者成像和分

析［２７］。细胞为与环境相容，细胞支架结构发生重

新分布，这更接近体内环境［２８］。Ｂｒａｚｉｌｌ也指出，由
于其简单性和灵活性，琼脂糖下趋化试验对于测量

各种不同细胞类型的趋化性是非常适用的［２９］。上

述都为该试验提供了依据。

通过研究得出以下结论：胶质瘤细胞 Ｕ２５１表
达 ＣＸＣＲ４，胶质瘤的病理级别越高 ＣＸＣＲ４的阳性
率越高。成功建立了胶质瘤细胞琼脂糖下侵袭模

型，为研究肿瘤细胞迁移提供新的方法。ＣＸＣＬ１２
对胶质瘤有明显的趋化作用，肿瘤细胞顺因子浓度

梯度定向迁移。
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