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抗CXCR4单克隆抗体 12G5对胃癌细胞粘附与侵袭的影响 

罗 君 ，吴小翎 z 

(1．四川省南充市中心医院消化内科，南充 637000；2．重庆医科大学附属第二医院消化内科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：探讨抗CXCR4单克隆抗体 12G5对SGC7901细胞与基质的粘附性与侵袭性的影响。方法：应用MTY法、 

Transwell Chamber体外侵袭实验技术检测 12G5(5I．Lg／ml、10I．Lg／ml、20I．Lg／m1)对胃癌细胞株 SGC7901粘附、侵袭和迁移能力的 

影响。结果：(1)10I．Lg／ml的 12G5即可使胃癌细胞粘附Matrigel的能力明显受抑，与对照组相比(P<0．O1)。随着时间的延长及单 

抗浓度的加大，实验组的粘附能力低于对照组，差异有统计学意义(P<0．01 o(2)SGC7901细胞对照组和实验组侵袭迁移实验穿 

膜细胞数分别为：121．7±5．51，54_3 4-9．07；140-3±6．03，62．0±l1．53。实验组的侵袭迁移能力明显低于对照组，差异有统计学 

意义(P<0．01)。结论：12G5能在一定程度上抑制 SGC7901细胞的粘附性及侵袭性。 
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【中图分类号】R735．2 【文献标识码】A 【收稿日期】2007—08—29 

Effects of anti—CXCR4 monoclonaI antibody Il 2G5 on adhesion and 

invasion of gastric cancer cells 

D Jun，et 

(Department of Digestion，Central Hospital of Nanchong) 

【Abstract】Objective：To investigate the effects of anti—CXCR4 monoelonal antibody 1 2G5 on adhesion and invasion of 

SGC7901 cells．Methods：The effects of 12G5(5 I．L g／ml，10 I．L g／ml and 20 I．L g／ml，respectively)on the adhesive、invasive and 

migrative abilities of SGC7901 cells were explored by MrrI1 and Transwell chamber．Results：(1)12G5 showed a 

time／dose-dependent inhibition effect on SGC7901 cells adhering Matrigel，and the adhesion of gastric cancer cells was inhibited 

on the concentration of 10 I-t g／ml of 12G5， and compared with untreated group，adhesion of SGC7901 cells Was signficantly 

lower(P<0．01)：(2)The invaded cell numbers in invasive and metastatic experiments of SGC7901 cell lines untreated or 

treated with 12G5 were 121．7±5．51，54．3 4-9．07；and 140．3±6．03，62．0±11．53 respectively．the invasive and metastatic abilities 

of treated group were lower than those of untreated group significantl(P<0．01)．Conclusion：12G5 may inhibit adhesion and 

invasion of SGC7901 cells to certain extent． 

【Key words】SDF一1／CXCR4；Monoelonal antib0dy；sGc7901 cells；Cell adhesion；Cell invasion 

目前研究证实，血管内皮生长因子(Vasular en— 

dothelial growth factor，VEGF)是许多恶性肿瘤发 

生、发展及转移最重要的因子之一。VEGF作用的发 

挥依赖同相应的受体的特异性结合。VEGF促进肿 

瘤血管生成，主要通过旁分泌机制与血管内皮细胞 

上KDR和 Fit一1结合。近期 Bachelder RE等研究发 

现VEGF与 NRP一1结合，可能通过自分泌信号途径 

增强肿瘤的存活能力l1l和侵袭活性 。 
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通讯作者：吴小翎，男，教授，E—mail：wuxiaoling@cqmu．edu．ell。 

在肿瘤细胞表面，NRP一1与 VEGF结合后促使 

CXCR4表达 ，CXCR4与其配体 SDF一1相结合引起 

肿瘤恶性行为的发生。多种胃癌细胞也表达VEGF 

和NRP一1固，提示胃癌细胞可能同样存在VEGF／NRP一 

1自分泌信号途径。抗 CXCR4单克隆抗体 12G5最 

初应用于 HIV感染相关研究，能特异地与靶细胞膜 

上的 CXCR4结合，有效阻抑 SDF一1诱导的细胞趋 

化效应及细胞内钙离子的增加 。本研究中，采用 

12G5抑制 CXCR4的表达，阻断与 SDF一1的结合， 

观察胃癌细胞株 SGC7901与基质的粘附、侵袭及迁 

移能力，阐明抑制 CXCR4的表达对 胃癌细胞粘附 
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及侵袭的影响，为胃癌下一步的临床治疗提供理论 

基础。 

1 材料与方法 

1．1 主要设备及试剂 

CO 恒温培养箱(美国 NURARE)、倒置相差显微镜(重 

庆光学仪器厂)、自动酶标仪(Bio—Rad 2500型，美国)、RP— 

MI1640(Gibeo公司 )、胎 牛血清 (TBD公司生产 ，一20℃保 

存)、M1Tr(北方同正生物技术公司 )、重组人工基底膜 Ma— 

trigel(美国 BD公司)．Transwell Chamber(8 I13孔径 ，美国 

Costar公司)、抗 CXCR4单克隆抗体 12G5(一20~C保存，重庆 

百威生物科技有限公司 )、SDF一1(PEPROTECH EC LTD公 

司)、人胃癌细胞株 SGC7901来源于重庆医科大学基础研究 

所 。 

1．2 SGC7901细胞的培养 

SGC7901细胞常规培养于 10％的 FBS的 RPMI1640培 

养液中，放置于 37 饱和湿度 、5％CO 的孵箱中孵育，每 

1～2d换液 1次，3～4d用 0．1％胰酶常规消化传代培养备 

用。 

1．3 实验分组 

实验设对照组及实验组，x,JN组不加 12C5，只加培养 

液。粘附实验组 12G5设立 3个浓度组 ，分别为 5 g／ml、 

l0 g／ml、20 g／ml，而侵袭迁移实验组 12G5浓度为 l0 

ml，均在细胞进入对数生长期后开始加药，处理细胞 24h后 

用于实验，各组均设 3个平行孔。 

1．4 MTr法检测 SGC7901细胞与基质的粘附程度 

Matrigel 5 g包被 96孔板，0．1％的胰酶消化细胞，RP— 

MI1640调细胞为 1×10 个／ml，200 1／-ft,；~l1人 96孔板，37~C， 

5％C0 恒温培养箱常规培养。分别于 30min、60min、90min、 

120min各时间点弃各孔培养液 ，PBS洗涤 2次。加无血清 

RPMI1640 200 1／孔，再加入 M rr溶液 20 l／孔 ，于孵箱孵 

育4h。吸弃 M1丫r液，加 DMSO 200 l／孔，微量振荡器振荡 

约 lOmin，自动酶标仪 57Ohm波长下测各孑L A 值，计算细 

胞粘附率。粘附率 =(实验组 A 值／对照组 A 值)×100％ 

1．5 12G5对 SGC7901细胞侵袭迁移能力的影响 

用 24孔 Transwell板，Matrigel按 40 l／孔铺在Transwell 

侵袭小室底部聚碳酯膜上(迁移实验表面不铺 Matrige1)，恒 

温培养箱成胶 30min，超净台紫外灯照射过夜 ，取 l0 g／ml 

12G5处理 24h的实验组细胞，实验前再次成胶 30rain，调整 

细胞浓度为5．0×10 个 ／ml(应是 10 )的细胞悬液 100 l接 

种到成胶的 Transwell小室内。同时在小室下层加 600 l含 

100ng重组人SDF一1的 10％FBS的 RPMI1640培养液作为趋 

化因子，对照组上室加未经 12G5处理的细胞，下室与实验组 

相同。孵箱孵育 24h。取出小室用棉头擦掉 Matrigel，PBS洗 3 

次，95％乙醇固定 15min。常规 HE染色，揭下聚碳酯膜贴片， 

树胶封片，光镜观察。 

1．6 统计学分析 

所有数据以均数 ±标准差(互±s)表示，采用 SPSS10．0统 

计学软件进行 t检验。以P<0．05表示差异显著，P>0．05为无 

显著差异。 

2 结 果 

2、1 12G5对 SGC7901细胞粘附的影响 

结果表明，12G5有一定的抗胃癌细胞 SGC7901 

与基质的粘附作用 ，10 g／ml的 12G5即可使胃癌 

细胞粘附 Matrigel的能力明显受抑，与对照组相比 

差异有统计学意义(P<0．01)。随着时间的延长，胃癌 

细胞 SGC7901粘附在Matrigel上的能力增加。相对 

5 g／ml实验组，10 g／ml及 20 g／ml 12G5实验组 

的粘附能力低于对照组，差异有统计学意义(P<0．01) 

(见表 1)。 

2．2 12G5对SGC7901细胞侵袭迁移能力的影响 

表2 12G5对 SCG7901侵袭迁移能力的影响(个。互±s J 

注：与对照组比较： ．P<0．01 

表 1 12G5对 SCG7901细胞与基质粘附能力的影响 (％。互±s J 

注：‘表示与对照组相比P>0．05； 表示与对照组相比P<0．01； 表示与对照组相比P<0．01； 表示与 5 g／ml组相比P<0．01；‘表 

示与 l0 g／mJ组相比P<0．01；在 10 g／ml及 20 g／m J组，相同浓度、不同时间各组两两比较有显著性差异(P<0．01)，相同时间、 

不同浓度各组两两比较有显著性差异(尸<0．O1)。 
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图 l 对 照 组 S C G 7 9 0 l 细 胞 的侵 袭 表 现 ( H E ×4 0 0 ) 图 2 实验 组 S C G 7 9 0 l 细 胞 的侵 袭表现 ( H E ×4 0 0 )

图 3 对 照 组 S C G 7 9 0 l 细胞 的迁 移 表 现 ( H E ×4 0 0 ) 图 4 实验 组 s C G 7 9 0 l 细 胞 的迁 移 表现 ( H E ×4 0 0 )

对 照 组 与 实 验 组 比 较 差 异 有 显 著 性 ， 1 2 G 5 对

s G c 7 9 0 l 细 胞 的侵袭 迁 移 能 力有 显 著抑 制 作用 (P <

O． 0 1 )( 见 表 2 ， 图 1 — 4 ) 。

3 讨 论

目前 研 究 证 实 ， V E G F 是许 多恶 性 肿 瘤发 生 、 发

展 及 转移最 重 要 的 因 子 之 一

。 V E G F 作 用 的发挥依

赖 于 与其 相 应 的受体结合 。 以前绝 大多数 的观 点认

为 V E G F 受 体 仅 分 布 于 血 管 内皮 细 胞 ， 近 来 一 些 研

究 表 明 ， V E C F 受 体在 一 些 肿 瘤细 胞 表 面 也 有 表 达 。

在肿瘤 细胞 表 面 ， N R P — l 与 V E G F 结合后 促 使 C x —

c R 4 表 达 ， c x c R 4 与 其 配 体 s D F 一 1 相 结 合 引 起 癌

细胞 的侵袭 与转移 。 多种 胃癌 细胞 也 表达 V E G F 和

N R P 一 1 I”
， 我 们 的 前 期 实 验 已 经 证 实 表 达 V E G F 和

N R P — l 的 胃癌 组 织 其 淋 巴 结转 移 程 度 和 组 织 侵 润

深度重 于 未 表 达 V E G F 、 N R P 一 1 的其他 胃癌组 织 ， 提

示 此 种 胃癌 细 胞 可 能 同样 存 在 V E G F ／N R P — l 自分

泌信号途径 。 本研究采用抗 C X C R 4 单克隆抗体 1 2 G 5

抑制 Cx C R 4 的表达来阻断 自分泌途径 ， 观察 s c c 7 9 0 1

细胞 与基 质 的粘 附性 与侵袭性 变化 ， 以 探 讨 从 阻 断

胃癌 自分 泌 途径 人 手 治疗 胃癌 的 可 行性 。

B a r b e r o S 等【唧 究 发 现 人 类 多形性 成神经 胶 质

细胞瘤 组 织 和 两 种 人 类胶 质母 细胞 瘤细 胞 株 ， u 8 7 一

M G 和 D B T R G 一 0 5 M G 都 有 C x C R 4 和 s D F — l m R N A

的表 达 。 这 两 种 细胞 在 基 础 条件 下 能分泌 s D F 一 1 ，

经 脂 多糖 或 1 ％ 的胎 牛 血 清 处 理 后 ， 细胞 分 泌 S D F 一

1 量 大大 提高 。 我们推测 胃癌细胞株 s G C 7 9 0 l 可 能

也 存在 s D F — l 的 自分泌 ， 这 需 要 我们下 一 步 研 究去

证 实 。 K i i i m a T 等嘲用 M 1 Tr 法 研 究发 现 s D F 一 1 能增

强 C x c R 4 高 表 达 的 N C I — H 6 9 细 胞 的 粘 附 达 3 ． 14

倍 。 本实验 中 1 0 斗 g／m l 的 1 2 G 5 即 可 使 胃癌 细 胞 粘

附 M a t r i g e l 的能力 明 显 受 抑 。 随着 时 间 的 延 长 ， 胃

癌 细 胞 s G c 7 9 0 1 粘 附在 M a t r i g e l 上 的能力增加 。 但

1 0 斗 g／m l 及 2 0 斗 咖 112 G 5 实 验 组 的粘 附能 力 明显

低 于 对 照 组 。 表 明 1 2 G 5 能有效 的 阻 止 S G C 7 9 0 l 细

胞 在 基 质 层 的 粘 着 ， 证 实 了 癌 细 胞 自分 泌 途 径 的

c x c R 4 ／s D F — l 轴在癌 细胞 向基 质层 粘 附过 程 中具

有 重 要 作用 。 目前研 究 的资料 显 示 ， 趋 化 因子 及其受

体 可 能在 决 定 肿 瘤 转 移 部 位 方 面 发 挥 关 键 作用 用
，

胃癌 表 达 的 c X c R 4 可 能 与其他 肿瘤类 似 ， 通 过 与

其 天 然 配 体 s D F — l 结合 ， 具 有 多种 生 物 学 功 能 18 '9 】
，
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它能通过刺激 DNA合成促进肿瘤细胞的增生 ，通 

过增强细胞骨架功能提高肿瘤细胞的运动活性，通 

过诱导粘附分子表达增强肿瘤细胞与内皮细胞和 

(或)细胞外基质成分的粘附活性，进而增强肿瘤的 

侵润和转移活性等。但观察粘附情况，20 IX g／ml的 

12G5作用 120min的实验组仍有一部分 SGC7901细 

胞附着，原因一方面可能是癌细胞分泌的其它细胞 

因子或粘附分子参与了胃癌细胞株 SGC7901的粘 

附过程，另一方面可能与 12G5的剂量和作用时间 

不能达到完全阻断 CXCR4／SDF一1结合的程度。 

Muller A等【 01研究发现，原发性乳腺癌在蛋白 

水平表达 CXCR4，许多乳腺癌细胞株也在mRNA水 

平表达 CXCR4，CXCR4与 SDF一1结合能诱导乳腺 

癌细胞的迁移，并呈现一个剂量效应关系。SDF一1 

能增强 NCI—H69细胞的运动性，提高细胞的运动速 

度。SDF一1刺激后，NCI—H69细胞由圆形变为多边 

形，并且有神经突样突起形成 ，细胞膜边缘波动增 

加，丝状伪足和腹足形成频率更高[61。本实验中对照 

组与 10 g／ml的 12G5实验组比较差异有显著性， 

12G5对胃癌细胞 SGC7901的侵袭迁移能力有显著 

抑制作用。 

总之，通过本实验证实，抗 CXCR4单克隆抗体 

12G5一方面可能通过下调 CXCR4的表达 ，使CX— 

CR4与 SDF一1的结合减少，另一方面由于 CXCR4 

与其配体 SDF一1在细胞膜表面结合，而抗 CXCR4 

单克隆抗体能特异性地与靶细胞膜上的 CXCR4结 

合，从而可能直接阻断了CXCR4与 SDF一1的结合， 

使胃癌细胞的粘附、侵袭及转移能力等恶性生物学 

行为得到了一定程度的抑制，但不能完全阻断胃癌 

的恶性行为，可能与癌细胞存在其他的信号途径及 

复杂机制参与了胃癌的发生及转移有关，需要进一 

步研究证实。 
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