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阻抑正常骨髓基质 SDF-1作用对 HL-60细胞生物学性质的影响

魏　立 ,孔佩艳 ,陈幸华 ,彭贤贵 ,常　城 ,曾东风 ,刘　红 ,刘　林 ,王庆余 ,张　怡　　(第三军医大学新桥医院血液
科 ,重庆 400037)

　　提　要:目的　本研究通过应用抗 CXCR4 单克隆抗体 12G5 抑制趋化因子 SDF-1 的生物活性 ,观察HL-60 细胞生物学

性质的变化 ,探讨 SDF-1 在维持 HL-60细胞生存 、增殖中的作用。方法　培养 HL-60 细胞并与正常骨髓基质细胞共培养 ,

采用12G5 阻断SDF-1生物作用 , 孵育 2 h 后观察对照组及单抗组 HL-60细胞在骨髓基质层上的粘附情况 , 24 h后测定细胞

粘附率;2、4 、6、8 h应用台盼蓝排染法测定细胞存活率 ,MTT法检测 HL-60细胞活力 , 流式细胞术观察 HL-60细胞增殖周期

变化。结果　①12G5 孵育后 24 h , 骨髓基质对 HL-60 的粘附率为(19.1±8.6)%, 显著低于对照组。 ②单抗孵育后 HL-60

细胞存活率下降 ,且随单抗孵育时间延长而逐渐下降。 ③细胞活性下降。 ④12G5 孵育 2、6 h 后 , 处于增殖周期中G0 G1 期

的细胞分别为(54.7±6.37)%,(55.1±7.04)%, 而 S 期的细胞分别为(38.4±4.51)%,(37.1±4.08)%。结论　12G5 可改

变HL-60 细胞的生物学特性 , 从而在一定程度上抑制白血病细胞的增殖 ,影响细胞生存。
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Effects of inhibition of SDF-1 activity in normal stromal cells on biological properties of
human acute myelocytic leukemia cell line HL-60
WEI Li , KONG Pei-yan , CHEN Xing-hua , PENG Xian-gui , CHANG Cheng , ZENG Dong-feng , LIU Hong , LIU Lin ,

WANG Qing-yu , ZHANG Yi(Department of Hematology , Xinqiao Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400037 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the roles of chemokine SDF-1 in the maintenance of proliferation and sur-

vival of HL-60 cells and to observe the biological changes of HL-60 cells after SDF-1 activity was blocked by the mon-

oclonal antibody (MoAb)of its receptor CXCR4(12G5).Methods　HL-60 cells were cultured and co-cultured with

normal marrow stromal cells.At 2 h after 12G5 incubation , the adhesiveness state was compared with that observed in

the control group , and then cell adhesion rates were assayed in both groups at 24 h.At 2 , 4 , 6 , and 8 h after incu-

bation with 12G5 , HL-60 cell survive rates and activities were detected by typan blue exclusion andMTT , respective-

ly , while the cell cycles were observed by flow cytometry.Results　①Cell adhesion rate at 24 h was (19.1±

8.6)%in the experiment group , significantly lower than that in the control group.②Survive rate of leukemia cells

decreased in a time-dependent manner.③Cell activity decreased , too.④HL-60 cells at G0 G1 phase at 2 and 6

h after 12G5 incubation were(54.7±6.37)%and(55.1±7.04)%, respectively , and cells at S phase were(38.4

±4.51)% and(37.1±4.08)%, respectively.Conclusion　12G5 can change the biological properties of HL-60

cells and inhibit proliferation and survival of leukemia cells at a certain level.

　　Key words:SDF-1 CXCR4;monoclonal antibody;biological property;leukemia

　　急性白血病经化疗诱导缓解后 ,少数残留白血病

细胞仍可在髓内生存 、增殖 ,成为复发的重要根源 。骨

髓基质细胞通过多种复杂的机制影响白血病细胞恶
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性克隆的迁移 、选择 、增殖 、分化和凋亡。近年来研究表

明 ,骨髓基质细胞分泌的基质衍生因子-1(stromal cell

derived factor-1 , SDF-1)及其受体 CXCR4 在白血病细胞

的迁移 、浸润 、粘附于骨髓微环境 、抵抗化疗药物作用等

方面起着重要的作用 ,可能参与髓内残留病变的形

成
[ 1]
。因此 ,我们采用 SDF-1受体 CXCR4 的单克隆抗体

12G5阻断 SDF-1作用 ,观察急性髓细胞白血病细胞株

HL-60细胞在正常骨髓基质层上的粘附情况 ,并对其粘

附率 、存活率 、细胞增殖周期等相关指标进行了检测 ,以
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探讨SDF-1对髓内白血病细胞生存 、增殖的影响 。

1　材料与方法

1.1　材料
1.1.1　标本来源　　5例骨髓标本取自本科 ,为无骨髓转移的

淋巴瘤或实体瘤患者 、异基因骨髓移植供者及骨髓象正常的非

白血病患者;HL-60细胞由上海血液病研究所惠赠。

1.1.2　主要仪器设备　　流式细胞仪(Becton Dickinson 公司 ,

FACStar plus 型 , 美国)、二氧化碳培养箱(SHELD-M2300 型 美

国)、酶标仪(Biol-Tiok公司 , 美国)、倒置显微镜(Olympus 相差显

微镜 日本)、超净工作台 、台式低温离心机等。

1.1.3　主要试剂　　FITC 标记抗 CXCR4 单克隆抗体、浓缩抗

CXCR4 单克隆抗体 12G5(Ig2b44717clone)、流式细胞仪同型对照

Ig2a(美国 R&D公司), RPMI 1640、DMEM培养粉(Gibco公司), Fi-

coll(1.077 g ml , 上海试剂二厂), 新生小牛血清(Hyclone 公司,

-20 ℃冻存),马血清(第三军医大学医学检验系临床检验学教

研室 , -20 ℃冻存),MTT、羊抗小鼠 IgG-FITC(Sigma 公司), bFGF

(晶美生物试剂公司),磷酸盐缓冲液(PBS)(北京中山生物技术

公司)。

1.2　方法
1.2.1　基质细胞的分离 、培养[ 2] 　　新鲜采集骨髓 1 ml , 0.9%

生理盐水等倍稀释 , 缓慢加入预先加有 2 ml 淋巴细胞分离液

(Fico II)的试管内 , 1 500～ 1 700 r min , 15 min 密度离心 ,吸取界

面层细胞 ,生理盐水 2 ml洗涤 、离心(2 000 r min , 5 min), 接种于

25 ml培养瓶内 , 加入 DMEM 培养液 2～ 3 ml(含 10%小牛血清 、

10%马血清 ,青霉素 100 U ml , 链霉素 100 mg L), 在 37 ℃、5%

CO2 孵箱中培养 , 3 d 半量换液 , 以后每周全量换液 , 传代后接

种于培养板。

1.2.2　HL-60 细胞培养　　培养体系为含 10%FCS 的 RPMI

1640培养液 ,培养方法同基质细胞培养 , 传代后与融合的骨髓

基质细胞共培养。

1.2.3　实验分组　　以骨髓基质细胞和 HL-60 细胞共培养体

系作为基本实验体系 ,分为对照组(不加 12G5)及实验组 , 实验

组共有 2个浓度等级 , 即 10μg ml和 20 μg ml 2 组。

1.2.4　12G5 孵育　　取接种有基质细胞的 48 孔板 , 上述实验

组每组 3孔 , 以初始浓度为 0.5×106 ml 接种 HL60 细胞悬液 ,

抗 CXCR4 单克隆抗体浓缩液以 10、20 μg ml 2 种不同终浓度分

别加入共培养体系 , 37 ℃、5% CO2 孵箱中孵育。

1.2.5　HL-60 细胞粘附情况观察及粘附率测　　HL-60 细胞

(0.5×106 ml)接种于基质层 , 实验组 20μg ml 12G5 共孵育 , 2 h

后观察HL-60 细胞的粘附情况。孵育 24 h 后 ,用 PBS 洗去未粘

附的细胞 ,加入 MTT(5g L), 37 ℃孵育 4 h , 吸去培养上清 ,加入

DMSO振荡 10 min , 酶标仪测定 A492值 , 记为 A。 取等量 HL-60

细胞同条件另行平行共培养 , 加入 MTT 4 h 后 , 离心去上清 , 再

加入 DMSO 测定细胞总 A492值 , 记为 B。计算公式如下:

　　粘附率(%)=
　A　
　B　

×100%

1.2.6　台盼蓝排染法活细胞计数　　分别取等量实验组和对

照组的 HL-60 细胞加入等体积 0.2%胎盼蓝染液 , 血球计数板

计数活细胞数 ,着色者为死亡细胞。活细胞数与总细胞数的比

值为细胞存活率。

1.2.7　HL-60 细胞活力测定　　采用 MTT法检测。不同时相

点共培养的 HL-60 细胞悬液加入 5 mg ml的 MTT 20μl , 4 h 后加

入 DMSO 振荡 ,酶标仪检测 , 每观察点重复 3次 , 取平均值。

1.2.8　细胞周期分析　　取不同时相点的共培养 HL-60 细胞

制成细胞涂片 ,Wright 染色 , PBS 清洗后 , PI AnnexinV-FITC 标记

10 min , 上机检测 , 资料以随机软件(PHOENIXMulticycle3.11)收

集 、贮存和分析。

1.3　统计学分析
　　实验结果以 x±s表示 , 采用 SPSS 统计软件行方差分析及

均数间多重比较。

2　结果

2.1　12G5对 HL-60细胞粘附性的影响
　　2 h 后倒置显微镜下观察 , 对照组可见散在 HL60 细胞粘附

于基质层上 ,而加入20 μg ml 12G5孵育后 ,基质层上未见细胞粘

附(图1)。24 h 测定HL-60细胞粘附率结果显示 ,对照组中骨髓

基质对 HL-60 的粘附率为(48.7±5.3)%, 而实验组仅为(19.1±

8.6)%, 明显低于对照组, 二者具有显著差异(P<0.05)。

A:HL-60 cells markedwith arrows , no cel ls attached to normal marrow hy-

pothallus incubated with 12G5;B:Some cells scattered on hypothallus be-

fore incubation

图 1　20μg ml 12G5孵育前后 HL-60细胞在正常骨髓基质层的粘

附情况　(倒置显微镜×100)

Fig 1　Adhesion of HL-60 cells on normal marrow hypothallus before

and after incubation with 12G5(20 μg ml)　(Inverted micro-

scope×100)

2.2　加入 12G5对 HL-60细胞存活率的影响
　　台盼蓝排染法结果显示 ,实验组 HL-60细胞存活率均较对

照组降低 ,随着孵育时间延长 , 存活率逐渐下降 , 在孵育 6 h 后

明显降低 , 8 h 后达最低值。孵育 6、8 h 与对照组 、孵育后 2、4 h

细胞存活率均有显著差异(P<0.05)。此外 , 结果统计显示 , 20

μg ml组与 10 μg ml组在各时相点上的细胞活性无统计学意义

(P>0.05)(表 1)。

2.3　HL-60细胞生长抑制曲线
　　不同浓度 12G5(10 μg ml和 20 μg ml)作用于与正常骨髓基

质细胞共培养的HL-60 细胞 ,根据 MTT法测定细胞活性结果绘

制HL-60 细胞生长抑制曲线(图 2)。两条均曲线显示单抗孵育
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4 h 前细胞活性下降缓慢 ,从 4 h 开始 , 细胞活性明显下降 , 于 8

h 降至最低。

表 1　不同浓度 12G5对 HL-60细胞存活率的影响(%,  x±s)

Tab 1　Effects of anti-CXCR4-MAb on survival rates of HL-60

detected with typan blue(%,  x±s)

Concentration of anti- CXCR4-MAb added(μg ml)
Time after incubation

10 20

Before incubation 75.5±2.9 75.5±2.9＊

2 h 71.3±3.1 68.5±4.2＊

4 h 66.5±2.5 62.7±3.6＊

6 h 49.4±4.4# 44.1±3.4#＊

8 h 43.2±3.6# 38.8±3.7#＊

#:P<0.05 , vs value detected before and 2 、4 hours after incubation;

＊:P<0.05 , vs 10μg ml group(F=7.24 , P=0.034)

图 2　HL-60细胞生长抑制曲线

Fig 2　Growth supression curve of HL-60 after addition of anti-

CXCR4-MAb

2.4　12G5孵育后 HL-60细胞周期变化
　　流式细胞仪测定结果显示(表 2), 经10μg ml单抗孵育后 ,

处于G0 G1 期的HL-60 细胞均比对照组显著增加(P<0.05), 虽

然处于 S期 、G2 M 期的 HL-60 细胞较对照组有所下降 , 但无统

计学意义(P>0.05)。

表 2　10μg ml 12G5对 HL-60细胞增殖周期的影响(%,  x±s)

Tab 2　Effects of anti-CXCR4-MAb on cell cycles of HL-60 cells

(%,  x±s)

G0 G1 S G2 MTime after
incubation 0 10μg ml 0 10μg ml 0 10μg ml

Before
incubation

43.5±5.98 — 43.8±3.04 — 8.97±4.58 —

2 h — 54.7±6.37＊ — 38.4±4.51 — 8.74±5.01

6 h — 55.1±7.04＊ — 37.1±4.08 — 8.55±4.98

＊:P<0.05 , vs value detected before incubation(P=0.021)

3　讨论

　　白血病细胞和骨髓基质之间的相互作用在残留白

血病的形成方面有关键作用 ,骨髓微环境为残留白血

病细胞继续生存提供了适宜的部位 。SDF-1属于趋化

因子 CXC 亚家族 ,主要由骨髓基质细胞分泌产生 ,与

其表达于白血病细胞表面的惟一受体 CXCR4 结合在

调控骨髓微环境信号起着重要作用 。因此 , SDF-1 

CXCR4能否影响白血病细胞的生物学性质 ,如何影响 ,

对于髓内残留病变的进一步研究有着重要的意义 ,因

此 ,本研究着重探讨了抗 CXCR4 单克隆抗体(12G5)阻

断SDF-1活性后对 HL-60细胞粘附性 、生物活性及增

殖周期等的变化 。

　　SDF-1与白血病细胞膜上的 CXCR4 结合 ,可诱导

白血病细胞快速转移到骨髓成纤维细胞层 ,并在其它

粘附分子的协同作用下 ,选择性地定位于骨髓基质层 ,

进一步增殖
[ 3]
,提示 SDF-1能影响白血病细胞在骨髓

微环境中的定位 ,继而维持白血病细胞生长的能力。

在本实验中 ,我们应用浓度为 20μg ml的 12G5作用于

正常骨髓基质层和 HL-60的共培养体系 ,孵育 2 h后

倒置显微镜下观察结果显示 ,单抗组无白血病细胞粘

附 ,24 h后尚有极少 HL-60细胞粘附于基质层上 ,其原

因是虽然采用的中和抗体浓度较高 ,但基质层分泌其

它细胞因子和粘附分子参与白血病细胞的粘附过程。

比较 24 h测定的粘附率 ,实验组为 19.1±8.6%,显著

低于对照组 ,表明 12G5能有效地阻止白血病细胞在正

常骨髓基质层上的附着 ,从而阻断骨髓基质层对白血

病细胞的生长支持作用 ,证实了 SDF-1在白血病细胞

向骨髓基质层迁移 、粘附过程中具有重要作用 。对于

细胞粘附率的正确计算 ,应为共培养体系去除未粘附

细胞后所测得的 A492值减去骨髓基质细胞的 A492值后

与共培养体系细胞总 A492值的比例
[ 4]
,但在本实验中 ,

由于单独测定骨髓基质细胞 A492值时易改变实验条

件 ,因此我们仅采用所测得的 A492值与细胞总 A492值

的比例代表细胞粘附率 ,虽然数值较实际粘附率偏高 ,

但与实际粘附率具有相同的额意义 ,仍能有效地反映

实验组与对照组之间的差别 ,即12G5对HL-60细胞粘

附性的影响。

　　12G5的作用使髓内白血病细胞失去骨髓基质层

的有效支持 ,故推测白血病细胞的生长周期及活性将

受到一定的影响 ,这一点在本实验中得到了证实。10 、

20 μg ml 12G5 2组在孵育 6 h测得细胞存活率分别为

(49.4±4.4)%和(44.1±3.4)%, 8 h为(43.2±3.6)%

和(38.8±3.7)%,虽然两组之间无显著性差异 ,但明

显低于对照组及孵育后 2 、4 h 的测值 。同样 , 经

10 μg ml单抗孵育 , 2 h测定处于 G0 G1 期的 HL-60细

胞平均为(54.7±6.37)%,6 h平均为(55.1±7.04)%,

均比孵育前[平均为(43.5±5.98)%]显著增加 ,处于

增殖期的细胞减少 。既往研究表明 ,对于克隆细胞 ,

SDF-1在 TPO 或 SCF 的协同下 ,能促进 G 0 G 1 期细胞
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进入增殖期
[ 5]
。本实验结果显示 , 12G5阻断 SDF-1生

物活性后 ,生长静止期细胞比例增高 ,而处于增殖状态

的细胞减少 ,同时伴随细胞活力下降 ,表明 12G5的作

用机制之一在于 SDF-1 作用受抑后 ,骨髓微环境不能

有效地维持细胞增殖周期 ,促使更多的 HL-60细胞进

入生长静止状态 ,抑制白血病细胞的增殖 ,证实骨髓微

环境中 ,SDF-1在维持白血病细胞生存并进一步增殖

过程中具有重要的生物学作用 。对于其机制 ,目前尚

不清楚 ,是否与白血病细胞周期相关蛋白的表达及内

部信号传导的调节有关 ,尚需要进一步证实。

　　本实验条件下 , HL-60 细胞存活率在 12G5 10

μg ml组和 20μg ml组之间并无显著的差异 ,与既往研

究结果相一致
[ 6]
,表明浓度为 10 μg ml的 12G5即能有

效地发挥中和作用 ,增加浓度后其作用不再明显加强 ,

机制目前无相关报道 ,可能是 10μg ml浓度的 12G5即

能有效地封闭细胞表面的 CXCR4 。

　　从上述实验结果看出 ,应用 12G5阻抑 SDF-1的生

物学活性能显著地阻止白血病细胞在正常骨髓基质层

上的粘附 ,降低细胞粘附率 ,促进细胞进入生长静止状

态 ,同时降低细胞活性。相关研究表明 ,急性白血病细

胞表面 CXCR4 表达较正常骨髓单个核细胞增高
[ 7]
,白

血病骨髓微环境中 SDF-1的浓度比正常骨髓基质明显

增高 ,与白血病细胞表面 CXCR4 表达上调及其向骨髓

迁移 、粘附的效应呈正相关
[ 8]
,同时 SDF-1对白血病细

胞的趋化作用与急性髓细胞白血病类型无关
[ 9]
。因

此 ,我们可以推测 ,在白血病骨髓微环境中白血病细胞

受到SDF-1 的调节活性较正常骨髓基质为强 , 抑制

SDF-1的作用对白血病骨髓基质支持下的残留细胞生

物学性质的影响应该具有与正常骨髓基质支持下的白

血病细胞相似的效应 ,但这一结论还需要实验证实 ,也

是我们下一步需要进行的工作 。

　　总之 ,通过本实验证实 ,12G5阻抑SDF-1活性后 ,一

方面残留白血病细胞粘附性下降 ,失去基质层的支持 ,

另一方面细胞增殖周期阻止 ,细胞活力下降 ,从而改变

了髓内白血病细胞的生物学性质 ,并在一定程度上抑制

白血病细胞增殖 ,影响其生存。因此 ,通过阻抑 SDF-1

活性 ,改变白血病细胞的生物学特性 ,有利于改造骨髓

微环境 、治疗残留病变的新的生物治疗策略的实施。
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