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厄贝沙坦调节 SDF-1/CXCR4 通路对肺癌细胞增殖、迁移和放射敏感性的
影响

王东娟，连相尧，朱翠敏，吕喜英，林萍萍　（承德医学院附属医院肿瘤科，河北 承德 067000）

［摘 要］　目的　分析厄贝沙坦（IBN）调节基质细胞衍生因子-1（SDF-1）/CXC趋化因子受体 4（CXCR4）通路对肺癌细胞增殖、

迁移和放射敏感性的影响。方法　将人肺癌 A549细胞随机分为 A549组（不做处理）、放射组（4 Gy X 射线照射）、IBN组（1 μmol/L 
IBN处理 24 h）、IBN+放射组（1 μmol/L IBN处理 24 h+4 Gy X射线照射）、pcDNA3. 1组（转染 pcDNA3. 1+1 μmol/L IBN处理 24 h+4 Gy 
X射线照射）和 SDF-1组（转染 pcDNA3. 1 SDF-1+1 μmol/L IBN处理 24 h+4 Gy X射线照射）。观察各组细胞活力、集落形成、凋亡、迁

移情况，测定细胞中乳酸脱氢酶（LDH）漏出率和血管紧张素Ⅱ（Ang Ⅱ）水平，采用免疫荧光法分析各组细胞γH2AX焦点形成数，采

用蛋白印迹法检测细胞增殖、凋亡相关蛋白及 SDF-1/CXCR4通路相关蛋白表达。结果　放射和 IBN处理均可抑制A549细胞增殖、

迁移，促进细胞凋亡，增加γH2AX焦点形成数、LDH漏出率，上调Caspase-3、Bax、Caspase-7表达，下调Ang Ⅱ水平和 SDF-1、CXCR4、
Bcl-2、PCNA表达（P<0. 05）；放射和 IBN共同处理可进一步增强上述指标变化（P<0. 05）；SDF-1处理可有效逆转放射和 IBN处理对上

述指标变化的作用（P<0. 05）。结论　IBN可通过抑制SDF-1/CXCR4通路，限制肺癌细胞增殖、迁移，并提高放射敏感性。
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Effects of irbesartan regulating SDF-1/CXCR4 pathway on proliferation, migration and radiosensitivity of lung 
cancer cells
WANG Dong-juan，LIAN Xiang-yao，ZHU Cui-min，LYU Xi-ying，LIN Ping-ping　（Department of Oncology，Affiliated 
Hospital of Chengde Medical University，Chengde Hebei 067000，China）

Abstract: Objective　To analyze the effects of irbesartan （IBN） regulating the stromal cell-derived factor-1（SDF-1）/CXC chemokine 
receptor 4 （CXCR4） pathway on proliferation，migration，and radiosensitivity of lung cancer cells. Methods　Human lung cancer A549 cells 
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were randomly divided into the A549 group （without treatment），radiation group （4 Gy X-ray radiation），IBN group （1 μmol/L IBN treatment 
for 24 hours），IBN+radiation group （1 μmol/L IBN treatment for 24 hours+4 Gy X-ray radiation），pcDNA3. 1 group （transfected with 
pcDNA3. 1+1 μmol/L IBN treatment for 24 hours+4 Gy X-ray radiation），and SDF-1 group （transfected with pcDNA3. 1 SDF-1+1 μmol/L 
IBN treatment for 24 hours+4 Gy X-ray radiation）. The cell viability，colony formation，apoptosis，and migration of each group were observed.
The leakage rate of lactate dehydrogenase （LDH） and Ang Ⅱ levels in cells were detected. Immunofluorescence method was applied to 
analyze the number of γH2AX focal points of cells in each group. Western blot was applied to detect the expression of proliferation and 
apoptosis related proteins and SDF-1/CXCR4 pathway related proteins. Results　Both radiation and IBN treatment inhibited the proliferation 
and migration of A549 cells， promoted cell apoptosis， upregulated the number of γH2AX focal points and LDH leakage rate，upregulated the 
expression of Caspase-3，Bax，and Caspase-7， and downregulated the level of Ang Ⅱ and expression of SDF-1，CXCR4，Bcl-2 and PCNA 
（P<0. 05）.  The combined treatment of radiation and IBN further enhanced the changes of the above indicators （P<0. 05）. And SDF-1 treat⁃
ment effectively reversed the effects of radiation and IBN treatment on the changes of the above indicators （P<0. 05）. Conclusion　IBN can 
limit proliferation and migration of lung cancer cells，and increase radiosensitivity by inhibiting the SDF-1/CXCR4 pathway.

Keywords: irbesartan； stromal cell-derived factor-1/CXC chemokine receptor 4 pathway； lung cancer； proliferation； migration； radio⁃
sensitivity

肺癌是一种异质性癌症，其发生和发展过程复

杂，与基因变异、环境因素等有关，临床常通过手术、

放疗、免疫治疗等对其进行管理，并取得了重大进展，

但目前肺癌患者的 5年总生存率仍然较低[1]。放疗是

一种可适用于所有肿瘤患者的治疗方式，在肺癌管理

中起着关键作用，但随着放射剂量递增，可能引起组

织放射耐受，严重影响其有效性[2]。因此，寻找合适的

改善肺癌放射敏感性的方案至关重要。厄贝沙坦

（irbesartan，IBN）是血管紧张素Ⅱ（angiotensin Ⅱ，Ang Ⅱ）

受体抑制剂，能改善细胞功能，调节氧化应激，减少炎

症，并能通过上调 PPAR-γ 抑制肿瘤生长因子-β1，进
而抑制肿瘤进展并改善机体功能[3]。既往研究显示，

IBN能参与抑制Hippo/YAP1通路，调控铁代谢等相关

基因表达，改善癌细胞化疗敏感性[4]。基质细胞衍生

因子 -1（stromal cell-derived factor-1，SDF-1）是一种稳

态 CXC 趋化因子，CXC 趋化因子受体 4（CXC chemo⁃
kine receptor 4，CXCR4）是其受体，二者构成 SDF-1/
CXCR4通路，在胚胎发育、血管生成、肿瘤生长和细胞

增殖等不同病理生理机制中发挥重要作用[5]。研究发

现，CXCR4在肺癌、肝癌、胰腺癌等不同类型的癌症中

呈高表达，SDF-1/CXCR4 通路能通过 Akt、NF-κB 等多

个信号调节癌细胞增殖、趋化性、血管生成和迁移，参

与上皮-间质转化，在肿瘤生长、细胞化疗和放射敏感

性方面发挥重要作用[6]。但目前关于 IBN 调节 SDF-1/
CXCR4通路影响肺癌细胞增殖、迁移和放射敏感性的

研究较少，因此，本研究重点分析 IBN 调节 SDF-1/
CXCR4 通路对肺癌细胞增殖、迁移和放射敏感性的

影响。

1　材料与方法

1. 1　药物及细胞

IBN（批号：B34627）购自上海源叶生物科技有限

公司；人肺癌 A549 细胞（批号：CCL-185）购自北京百

奥创新科技有限公司。

1. 2　主要试剂及仪器

RPMI-1640培养基（批号：BF0748）、CCK-8试剂盒

（批号：OX02751）、FITC-Annexin V/PI 凋亡试剂盒（批

号：00001B）、Lipofectamine3000 试剂（批号：RF11471）
购自上海圻明生物科技有限公司；pcDNA3. 1（批号：

60908-1390y）购自上海信裕生物科技有限公司；乳酸

脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）试剂盒（批号：

BES-4721）、BCA 试剂盒（批号：BES-20770 CBR）购自

上海博尔森生物科技有限公司；Ang Ⅱ检测试剂盒（批

号：JL12229）购自上海将来实业股份有限公司；SDF-1
（批号：ab155090）、CXCR4（批号：ab181020）、Caspase-3
（批号：ab49822）、γ-H2AX（批号：ab81299）、Bax（批号：

ab216494)）、Caspase-7（批号：ab255818）、PCNA（批号：

ab92552）、Bcl-2（批号：ab194583）、β -actin（批号：

ab115777）、山羊抗兔二抗（批号：ab98467）、Alexa 
Fluor 抗体（批号：ab150077）购自英国 Abcam 公司。

BD FACSCanto Ⅱ流式细胞仪、Thermo MK3 酶标仪、

GelDoc XR+凝胶成像系统、CKX53荧光显微镜购自上

海远耀生物科技有限公司。

1. 3　细胞培养及细胞增殖实验

A549 细胞复苏后置于 37 ℃、5%CO2 培养箱以

RPMI-1640培养基培养，传代 2~3次后，取对数期A549
细胞，分别用 0、0. 01、0. 1、1、10、100 μmol/L 的 IBN 处

理[7]，分别于培养 24 h、48 h、72 h时，加入 10 μL CCK-8
溶液孵育，测定 450 nm 波长处吸光度，以分析细胞
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活力。

另取A549细胞分别用0、2、4、6、8、10 Gy的X射线

照射，照射条件：视野 15 cm×15 cm，源皮距 100 cm，剂

量率 200 cGy/min[8]。培养 14 d 后，采用 CCK-8 法测定

细胞活力。

1. 4　细胞分组

将 A549细胞随机分为 A549组（不做处理）、放射

组（4 Gy X 射线照射）、IBN 组（1 μmol/L IBN 处理

24 h）、IBN+放射组（1 μmol/L IBN 处理 24 h+4 Gy X 射

线照射）、pcDNA3. 1组（转染 pcDNA3. 1+1 μmol/L IBN
处 理 24 h+4 Gy X 射 线 照 射）和 SDF-1 组（转 染

pcDNA3. 1 SDF-1+1 μmol/L IBN处理 24 h+4 Gy X射线

照射），采用Lipofectamine3000试剂按说明书要求转染

细胞，各组细胞均培养48 h。
1. 5　细胞活力与集落形成分析

采用 CCK-8 法测定各组细胞活力。将各组 A549
细胞接种在 6孔板（400个/孔）中培养 14 d，甲醇固定，

结晶紫染色。显微镜下对可见菌落进行计数。集落

形成率为菌落数占接种细胞数的百分比。

1. 6　细胞凋亡及迁移情况分析

将各组A549细胞接种至6孔板（106/mL），培养24 h
后，在 4 ℃下加入 5 μL FITC-Annexin V孵育 15 min，再
加入 5 μL PI孵育 15 min，然后在流式细胞仪中检测细

胞凋亡情况。

将各组 A549细胞接种于 6孔板中（106/mL），培养

至细胞汇合度达 90%，采用 10 μL 无菌移液器管尖在

细胞表面划痕，并用PBS清洗，24 h后显微镜下拍摄划

伤区域，分析细胞迁移率。

1. 7　LGH漏出率及Ang Ⅱ水平测定

取各组 A549 细胞接种至 96 孔板，培养 24 h。每

孔加入 60 μL LDH检测液，室温反应 30 min，酶标仪检

测 490 nm波长处吸光度（OD490）。LDH漏出率=（实验

组 OD490-空白组 OD490）/（细胞最大酶活性组 OD490-空

白组OD490）。

按照说明书稀释Ang Ⅱ标准品，将其与各组细胞

分别添加至反应孔，加入生物素标记抗体和ABC工作

液，37 ℃反应 30~60 min；加入显色液后避光孵育，加

入终止液后测定 450 nm波长处吸光度，根据标准曲线

计算Ang Ⅱ水平。

1. 8　细胞γH2AX焦点形成情况分析

各组细胞用 0. 3% Triton X-100-PBS 透化后用 3%
牛血清白蛋白封闭，加入 γH2AX（1∶250）抗体孵育过

夜后，加入 Alexa Fluor 抗体（1∶1 000）孵育 1 h，在 PBS
中用DAPI复染细胞核，荧光显微镜下观察荧光强度，

并进行定量，分析各组细胞γH2AX焦点形成数。

1. 9　细胞增殖、凋亡相关蛋白及 SDF-1/CXCR4 通路

相关蛋白检测

通过裂解液提取A549细胞蛋白，BCA试剂盒测定

蛋白浓度。加热使蛋白变性，进行电泳、转膜和封闭

后，将其与一抗 SDF-1（1∶10 000）、CXCR4（1∶1 000）、

Caspase-3（1∶500）、Bax（1∶1 000）、Caspase-7（1∶1 000）、

PCNA（1∶1 000）、Bcl-2（1∶2 000）、β -actin（1∶200）在

4 ℃下孵育过夜。再与二抗（1∶2 000）室温孵育 1 h，加
入ECL溶液，观察蛋白条带，计算蛋白相对含量。

1. 10　统计学分析

采用 GraphPad Prism 7. 0 软件绘制图片，采用

SPSS 26. 0软件进行分析，数据以均数±标准差（x̄±s）表

示，多组间比较采用单因素方差分析，进一步两两比

较采用SNK-q检验。P<0. 05为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　不同浓度 IBN 及不同强度 X 射线对细胞活力的

影响

与 0 μmol/L IBN 处理 24 h 相比，0. 01、0. 1 μmol/L 
IBN处理 24 h A549细胞活力无明显变化（P>0. 05），1、
10、100 μmol/L IBN处理 24 h细胞活力降低，差异有统

计学意义（P<0. 05），见图 1。与 0 Gy X射线处理相比，

2 Gy X 射线处理 24 h A549 细胞活力无明显变化

（P>0. 05），4、6、8、10 Gy X 射线处理 24 h 细胞活力降

低，差异有统计学意义（P<0. 05），见图 2。本研究选择

1 μmol/L IBN和4 Gy射线处理24 h进行后续实验。

2. 2　IBN对细胞活力和集落形成的影响

与 A549 组相比，放射组、IBN 组细胞活力和集落

形成率下调（P<0. 05）；与放射组、IBN 组相比，IBN+
放射组、pcDNA3. 1 组细胞活力和集落形成率下调

（P<0. 05）；与 IBN+放射组、pcDNA3. 1 组相比，SDF-1
组细胞活力和集落形成率上调（P<0. 05），见图3。
2. 3　IBN对细胞凋亡的影响

与 A549 组相比，放射组、IBN 组细胞凋亡率升高

*：与0 μmol/L IBN处理相比，P<0.05
图1　不同浓度 IBN对细胞活力的影响
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（P<0. 05）；与放射组、IBN 组相比，IBN+ 放射组、

pcDNA3. 1组细胞凋亡率升高（P<0. 05）；与 IBN+放射

组、pcDNA3. 1 组相比，SDF-1 组细胞凋亡率降低

（P<0. 05），见图4。
2. 4　IBN对细胞迁移的影响

与 A549 组相比，放射组、IBN 组细胞迁移率降低

（P<0. 05）；与放射组、IBN 组相比，IBN+ 放射组、

pcDNA3. 1组细胞迁移率降低（P<0. 05）；与 IBN+放射

组、pcDNA3. 1 组相比，SDF-1 组细胞迁移率升高

（P<0. 05），见图5。

2. 5　IBN对细胞LDH漏出率的影响

与 A549 组相比，放射组、IBN 组细胞 LDH 漏出率

升高（P<0. 05）；与放射组、IBN 组相比，IBN+放射组、

pcDNA3. 1组细胞 LDH漏出率升高（P<0. 05）；与 IBN+

放射组、pcDNA3. 1组相比，SDF-1组细胞 LDH 漏出率

降低（P<0. 05），见图6。
2. 6　IBN对细胞Ang Ⅱ水平的影响

与 A549 组相比，放射组、IBN 组细胞中 Ang Ⅱ水

a：各组细胞凋亡情况；b：各组细胞凋亡率比较   *：与 A549 组比较，P<0.05；#：与放射组比较，P<0.05；△：与 IBN 组比较，P<0.05；
▲：与 IBN+放射组比较，P<0.05；□：与pcDNA3.1组比较，P<0.05

图4　IBN对细胞凋亡的影响

*：与0 Gy X射线处理相比，P<0.05
图2　不同强度X射线对细胞活力的影响

a：各组细胞集落形成情况（×200）；b：各组细胞集落形成率比较；c：各组细胞活力比较   *：与 A549组比较，P<0.05；#：与放射组比较，

P<0.05；△：与 IBN组比较，P<0.05；▲：与 IBN+放射组比较，P<0.05；□：与pcDNA3.1组比较，P<0.05
图3　IBN对细胞活力和集落形成的影响
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平降低（P<0. 05）；与放射组、IBN 组相比，IBN+放射

组、pcDNA3. 1组细胞中Ang Ⅱ水平降低（P<0. 05）；与

IBN+放射组、pcDNA3. 1组相比，SDF-1组细胞中Ang Ⅱ
水平升高（P<0. 05），见图7。
2. 7　IBN对A549细胞中γH2AX焦点形成的影响

与 A549组相比，放射组、IBN组细胞中 γH2AX焦

点形成数增加（P<0. 05）；与放射组、IBN组相比，IBN+
放射组、pcDNA3. 1组细胞中 γH2AX 焦点形成数增加

（P<0. 05）；与 IBN+放射组、pcDNA3. 1 组相比，SDF-1
组细胞中γH2AX焦点形成数减少（P<0. 05），见图8。
2. 8　IBN 对细胞增殖、凋亡相关蛋白及 SDF-1/CXCR4

通路相关蛋白表达的影响

与A549组相比，放射组、IBN组细胞中Caspase-3、
Bax、Caspase-7蛋白表达上调（P<0. 05），SDF-1、CXCR4、
Bcl-2、PCNA蛋白表达下调（P<0. 05）；与放射组、IBN 组

相比，IBN+放射组、pcDNA3. 1 组细胞中 Caspase-3、
Bax、Caspase-7 蛋 白 表 达 上 调（P<0. 05），SDF-1、

CXCR4、Bcl-2、PCNA蛋白表达下调（P<0. 05）；与 IBN+
放射组、pcDNA3. 1组相比，SDF-1组细胞中Caspase-3、
Bax、Caspase-7 蛋 白 表 达 下 调（P<0. 05），SDF-1、
CXCR4、Bcl-2、PCNA 蛋 白 表 达 上 调（P<0. 05），

见图9。
3　讨论

肺癌是常见癌症之一，通常在晚期被诊断出来，

且超过半数患者在确诊时已发生转移，因此 5年生存

率较低，预后较差[9]。放疗是治疗肺癌的一种重要方

式，可用于疾病所有阶段，且大多数患者均符合放疗

指征，目前临床放疗技术的进步可更好地实现靶向肿

瘤治疗，在一定程度上提高了患者生存率并降低了放

疗毒性[10]。

IBN是Ang Ⅱ受体阻滞剂，能下调Ang Ⅱ表达，抑

制组织炎症和纤维化，并可通过抑制线粒体应激发挥

抗氧化活性，有助于阻止肿瘤的发展[11-12]。还有研究

*：与 A549 组比较，P<0.05；#：与放射组比较，P<0.05；△：与 IBN
组比较，P<0.05；▲：与 IBN+放射组比较，P<0.05；□：与pcDNA3.1
组比较，P<0.05

图6　IBN对LDH漏出率的影响

a：各组细胞迁移情况；b：各组细胞迁移率比较   *：与 A549 组比较，P<0.05；#：与放射组比较，P<0.05；△：与 IBN 组比较，P<0.05；
▲：与 IBN+放射组比较，P<0.05；□：与pcDNA3.1组比较，P<0.05

图5　IBN对细胞迁移的影响

*：与 A549 组比较，P<0.05；#：与放射组比较，P<0.05；△：与 IBN
组比较，P<0.05；▲：与 IBN+放射组比较，P<0.05；□：与pcDNA3.1
组比较，P<0.05

图7　IBN对细胞Ang Ⅱ水平的影响
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发现，IBN能通过选择性阻断AngⅡ调节血管生成，还

能抑制淋巴管生长并逆转免疫抑制，减弱癌细胞与内

皮细胞的黏附，从而抑制肿瘤发生和转移[13-14]。Lu
等[15]发现，IBN有助于调节氧化应激和脂质代谢，其可

在体外抑制癌细胞生长和迁移。本研究对肺癌细胞

进行放射处理，主要分析 IBN对肺癌细胞增殖、迁移和

放射敏感性的影响，结果显示，分别经放射和 IBN处理

后的肺癌细胞凋亡率增高，细胞活力、集落形成率、细

胞迁移率、AngⅡ水平降低，表明放射和 IBN处理会限

制肺癌细胞增殖、迁移，增强放射敏感性，加速细胞凋

亡，推测其可能通过降低AngⅡ水平，抑制炎症和血管

生成，减弱氧化应激和内皮细胞黏附，从而抑制癌症

发展[11-14]。γH2AX是 DNA双链断裂标志物，其大量聚

集会形成焦点，能表征DNA损伤，且与辐射剂量有关，

可用于评估细胞毒性和死亡[16]。本研究中经放射和

IBN共同处理后细胞中 γH2AX焦点形成数增加，提示

a：各组细胞 γH2AX 焦点形成情况（×1 000）；b：各组细胞 γH2AX 焦点形成数比较   *：与 A549 组比较，P<0.05；#：与放射组比较，

P<0.05；△：与 IBN组比较，P<0.05；▲：与 IBN+放射组比较，P<0.05；□：与pcDNA3.1组比较，P<0.05
图8　IBN对A549细胞中γH2AX焦点形成的影响

a：蛋白印迹法检测各组细胞增殖、凋亡及 SDF-1/CXCR4通路相关蛋白表达；b：各组细胞 SDF-1/CXCR4通路相关蛋白表达；c：各组细

胞增殖、凋亡相关蛋白表达   *：与 A549 组比较，P<0.05；#：与放射组比较，P<0.05；△：与 IBN 组比较，P<0.05；▲：与 IBN+放射组比

较，P<0.05；□：与pcDNA3.1组比较，P<0.05
图9　IBN对细胞增殖、凋亡相关蛋白及SDF-1/CXCR4通路相关蛋白表达的影响
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IBN可能通过诱导肺癌细胞DNA损伤，增加细胞放射

敏感性，介导细胞死亡。LDH漏出率是细胞坏死的重

要指标，LDH 在细胞膜受损时从细胞内释放到胞外，

故其漏出率在一定程度上可反映细胞损伤的程度[17]。
本研究中，经放射和 IBN共同处理后细胞 LDH漏出率

增加，说明 IBN处理可加速肺癌细胞损伤，促进细胞凋

亡，并减少其迁移，增强放射敏感性。

SDF-1又称 CXCL12，是 CXCR4配体，二者在肿瘤

中广泛表达，SDF-1/CXCR-4通路能激活多种下游信号

通路，调控癌症干细胞，促进趋化、黏附和迁移，在肿

瘤发生和进展中至关重要[18]。既往研究显示，激活

SDF-1/CXCR4/Akt 通路可促进肿瘤细胞增殖，并减少

凋亡，降低癌细胞化疗敏感性，加速癌症发展[19]。抑制

肺癌细胞的 SDF-1 可通过调控 SDF-1/CXCR-4 信号通

路抑制肺癌细胞的迁移和侵袭，进而发挥抗癌作用[20]。
本研究中，经 IBN处理后细胞中促凋亡因子Caspase-3、
Bax、Caspase-7 蛋白表达上调，Bcl-2、PCNA、SDF-1、
CXCR4蛋白表达下调，提示 IBN可抑制 SDF-1/CXCR4
通路，减少细胞增殖并加速细胞凋亡。此外，与经放

射和 IBN 共同处理后的细胞相比，SDF-1 处理后的细

胞上述指标均得到逆转，进一步证明 IBN可通过抑制

肺癌细胞增殖，促进细胞凋亡及增强细胞的放射敏感

性发挥作用，其机制可能与调控 SDF-1/CXCR4 通路

有关。

综上所述，IBN可通过抑制 SDF-1/CXCR4通路，限

制肺癌细胞增殖、迁移，并提高放射敏感性。但 IBN在

临床中的应用还需深入探索，后续将进行体内实验进

一步分析。
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