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CXCR4在胶质瘤血管内皮细胞和 ECV304细胞中的表达及其意义
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　　提　要:目的　检测人胶质瘤血管内皮细胞以及体外培养的血管内皮样细胞系 ECV304 趋化因子受体 CXCR4 的表

达 ,观察其配体 SDF-1 对血管内皮样细胞迁移的影响 , 以探讨趋化因子受体 CXCR4 在肿瘤血管生成中的可能作用及其机

制。方法　通过免疫组化方法检测人胶质瘤血管内皮细胞 CXCR4 蛋白的表达 ,采用 RT-PCR、免疫细胞化学方法检测血管

内皮样细胞系 ECV304上 CXCR4 mRNA和 CXCR4 蛋白的表达 , 并采用 48孔趋化板观察 SDF-1 诱导体外培养血管内皮样细

胞的迁移作用。结果　在胶质瘤血管内皮细胞和血管内皮样细胞系 ECV304 上均检测到趋化因子受体 CXCR4的表达 , 体

外实验显示 SDF-1能诱导血管内皮样细胞发生明显的迁移。在 30、50 ng ml的实验浓度范围内 , 诱导血管内皮样细胞的迁

移作用呈明显量效关系。结论　胶质瘤血管内皮细胞和血管内皮样细胞系 ECV304 上存在 CXCR4表达 , CXCR4 激活能诱

导内皮细胞的迁移。
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　　Abstract:Objective　To investigate the expression of CXCR4 in endothelial cells in glioma and ECV304 cells

cultured in vitro and its roles in angiogenesis.Methods　The expression of CXCR4 in ECV304 cells were detected

by RT-PCR and immunocytochemistry.The expression of chemokine receptor CXCR4 in the endothelial cells in glio-

ma was detected by immunohistochemistry .The migration of ECV304 induced by SDF-1β was observed by 48-well

chemotaxis chamber.Results　CXCR4 was expressed in the endothelial cells of glioma and cultured ECV304 cells.

The chemotactic migration of ECV304 could be induced by SDF-1.SDF-1 at a concentration between 30 ng ml and

50 ng ml induced the chemotactic migration of ECs in a dose-dependent manner.Conclusion　The results confirm

that CXCR4 is expressed in the endothelial cells of glioma and the activation of CXCR4 may induce the migration of

endothelial cells.
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　　趋化因子受体 CXCR4与血管生成密切相关 ,为了

了解该受体在胶质瘤血管生成中的调节作用及其可能

机制 ,本实验采用免疫组化方法检测中国人胶质瘤手

术标本胶质瘤血管内皮细胞上 CXCR4的表达情况 ,然
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后从基因和蛋白水平检测了体外培养的血管内皮系

ECV304细胞上 CXCR4趋化因子受体的表达 ,并观察

其配体SDF-1对血管内皮样细胞的迁移作用 ,以此探

讨该受体在胶质瘤血管生成中的作用及其可能机制。

1　材料与方法

1.1　细胞培养
　　血管内皮样细胞系 ECV304(引自美国组织培养库 , ATCC

CRI-1998)在含 10%新生小牛血清 、双抗(青霉素100 U ml , 链霉

素 100μg ml)的 DMEM(Hyclone公司产品)中常规培养。
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1.2　组织标本
　　15 例人脑胶质瘤标本均选自第三军医大学大坪医院野战

外科研究所病理科 1995-1999 年存档的石蜡包埋组织。 按

1993年WHO脑肿瘤分类及分级标准 , 经病理组织学检查确诊

为Ⅱ级 9例 , Ⅲ ～ Ⅳ级 5例。蜡块连续切片 , 厚 4 μm , 贴于涂有

多聚赖氨酸防脱片胶的载玻片 ,烤片后备用。

1.3　RT-PCR法
　　血管内皮样细胞系 ECV304细胞 CXCR4 mRNA表达 用 Tri-

Pure 试剂盒(Promega 公司)提取各组细胞总 RNA , 紫外光栅分

光光度计测定总 RNA 浓度。取 4 μg总 RNA 进行逆转录(鼎国

试剂盒), 再取 1μg 逆转录产物进行 PCR扩增。 CXCR4 的引物

序列[ 1] 为:5′-AATCTTCCTGCCCACCATCT-3′和 5′-GACGCCAA-

CATAGACCACCT-3′,扩增片段为 367 bp。以 β-actin 的 PCR作为

参照(扩增片段长度为 540 bp)。

1.4　人胶质瘤血管内皮细胞以及 ECV304 细胞 CX-

CR4检测
　　采用 Evision +TM System 试剂盒(美国 Gene Tech)二步法染

色。ECV304 细胞用 0.4%多聚甲醛固定 10 min , 0.3% H2O2 阻

断内源性过氧化物酶 37 ℃, 20 min。正常山羊血清封闭后加 5

μg ml 鼠抗人 CXCR4 单克隆抗体(sigma)4 ℃过夜 , 再与

Evision +TM(抗鼠 Ig G)37 ℃孵育 30 min , DAB显色 5 ～ 10 min , 苏

木精复染 、脱水 、封片。 石蜡切片常规脱蜡至水 , 浸泡于 10

mmol L枸橼酸缓冲液(pH 6.0)中 , 置微波炉内加热(300 W), 煮

沸10 min 以修复抗原 ,以下步骤与细胞相同。结果的观察标准

为:CXCR4 免疫组化阳性为胞膜和胞质呈棕黄色染色。

1.5　48孔趋化板检测 ECV304迁移
　　依照文献[ 2] 方法 , 在 48 孔趋化板中进行。 10 μm 孔径的

多聚酯滤膜预先经 50μg ml鼠胶原于4 ℃包被24 h。在下室孔

中加入 0.5%BSA DMEM 培养基 、0.5%BSA 配制 10 、20 、30、50、

100 、150 ng ml的 SDF-1(Sigma)。然后在上室中加入 8×105 ml

胶质瘤细胞悬液 , 放置于湿盒中 37 ℃ 5 h。 然后将膜移开 , 用

刮板将滤膜上层面的细胞刮除 , 滤膜下层的细胞采用试剂盒

(Protocol Hema3 , Biochemical Sciences , Swedesboro , NJ)进行染色

和固定。将滤膜固定在载玻片上 , 在光学显微镜下(×400)记

数求穿膜平均细胞数。每 3 个孔取均数计算结果。结果以细

胞迁移系数(cell migration index)表示:细胞迁移系数=实验组

细胞迁移数 对照组细胞迁移数。

1.6　统计学分析
　　计量数据以 x±s表示 , 采用SPSS 10.0 统计软件进行单因

素方差分析。

2　结果

2.1　ECV304细胞 CXCR4 mRNA的表达
　　ECV304 细胞内存在 CXCR4 mRNA信号表达(图 1)。

2.2　免疫组化染色结果
　　ECV304细胞为胞膜和胞浆着色呈棕黄色 ,见图 2。胶质瘤

(Ⅱ级)组织中胶质瘤血管内皮细胞存在 CXCR4 阳性染色,

见图 3。

M:Marker;1:β-actin control;2:Expression of CXCR4 mRNA in ECV304

图 1　ECV304细胞 CXCR4 mRNA表达检测结果

Fig 1　Expression of CXCR4 mRNA in ECV304 cell line(RT-PCR)

图 2　ECV304细胞中 CXCR4表达　(Evision+TM System ×200)

Fig 2　CXCR4 expression in ECV304 cells　

(Evision+TM System ×200)

图 3　免疫组织化学检测显示胶质瘤组织(WHO Ⅱ级)所有瘤细

胞 、内皮细胞阳性染色　(Evision+TM System ×400)

Fig 3　CXCR4 immunohistochemical quantification and localization in

gl ioma specimens(WHO Grade Ⅱ, CXCR4 overall staining in

gl ioma cells(+) and neovessel endothel ial cells (+)　

(Evision+TM System ×400)

2.3　SDF-1诱导 ECV304细胞迁移的结果
　　当下室未加入 SDF-1趋化因子 , ECV304细胞迁移细胞数为

分别为 10 个左右 , 下室用 10 ～ 100 ng ml 浓度的 SDF-1 能够显

著诱导迁移细胞数分别为(12.41 ±4.31)、(18.64 ±3.25)、

(29.57±5.24)、(33.63±5.34)、(29.35±5.27)。在 30～ 100 ng 
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ml浓度内SDF1 诱导 ECV304 细胞趋化呈剂量依赖关系 , 达到最

大迁移效果的 SDF1浓度为 100 ng ml , 见图 4。

＊:P<0.05, vs 10 ng ml

图 4　不同浓度 SDF-1诱导血管内皮样细胞 ECV304迁移

Fig 4　Comparison of the effects of various concentrations of SDF-1

on the migration of ECV304 cells

3　讨论

　　研究血管生成和消退规律及其机制 ,对认识血管

生成在疾病发生 、发展中的作用 ,针对血管生成进行有

效的治疗具有十分重要的意义 。近年研究表明趋化因

子和趋化因子受体在血管生成过程中发挥着重要而复

杂的作用 ,有些趋化因子及其受体能够促进血管生成 ,

有的则能抑制血管生成
[ 3]
。在肿瘤血管生成中 ,内皮

细胞向肿瘤细胞移行是实现肿瘤血管生成的重要环

节。肿瘤细胞释放某些趋化因子能够吸引内皮细胞向

瘤组织内移行 ,促进肿瘤内的血管生成
[ 4]
。

　　最早研究表明 CXCR4表达在 T 淋巴细胞 、单核细

胞 、中性粒细胞
[ 5]
,并能够介导这些细胞的趋化作用。

已有研究表明 ,在很多的内皮细胞上存在 CXCR4表

达 ,包括人脐带血管内皮细胞 、牛动脉内皮细胞 、牛肺

动脉内皮细胞
[ 6 , 7]
。

　　胶质瘤血管十分丰富 ,但其生成机制尚不清楚。

确定某些特殊的趋化因子受体在调节血管形成中的作

用 ,重要的一步就是检测这些趋化因子受体在与血管

生成有关的细胞上是否表达。本实验检测恶性程度不

同胶质瘤组织中 CXCR4的表达情况 ,结果在瘤血管内

皮细胞上也存在 CXCR4阳性表达 。这提示 CXCR4可

能与胶质瘤瘤血管生成存在联系。

　　建立胶质瘤瘤血管内皮细胞体外模型 ,进一步研

究CXCR4胶质瘤血管上的功能 ,对揭示胶质瘤发生 、

发展的机制可能具有十分重要的意义。由于胶质瘤血

管内皮细胞的原代分离 、培养十分困难 ,而且不能永久

传代难以满足本实验需求 。因此在本研究中需要选择

一种能够表达 CXCR4 的具有内皮细胞特征的细胞系

作为研究胶质瘤血管内皮细胞功能的体外细胞模型。

ECV304具有内皮细胞特征的细胞系
[ 3 ,8]
,通过 RT-PCR

和免疫组化在血管内皮样细胞 ECV304细胞中检测到

CXCR4基因 、蛋白的强表达。这提示 ECV304 细胞可

以用于检测CXCR4与血管生成相互联系的细胞模型 。

　　本研究我们观察到 SDF-1在 30 、100 ng ml的实验

浓度范围内 ,能够诱导血管内皮样细胞 ECV304发生

迁移运动 ,且该作用呈明显量效关系。

　　在肿瘤血管生成中 ,内皮细胞向肿瘤细胞移行是

实现肿瘤血管生成的重要环节 。通过本实验我们推测

在胶质瘤中 ,胶质瘤瘤细胞产生的趋化因子 SDF-1能

够与血管内皮细胞存在趋化因子受体 CXCR4结合
[ 9]
,

促使血管内皮细胞能够朝胶质瘤细胞微环境趋化迁

移 ,这可能是胶质瘤调节血管生成的一个重要原因 。

　　通过本研究认识趋化因子受体 CXCR4在内皮迁

移的重要作用 ,不仅让我们能够从趋化因子受体的角

度认识胶质瘤血管生成的生物学特征及其可能机制 ,

而且对于制定以趋化因子受体为靶点的肿瘤抗血管生

成治疗提供参考 。
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