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SDF-1过表达对人胃癌耐药细胞株SGC7901/L-OHP
增殖、凋亡、耐药的影响*

刘小慧1,贺曼曼2,张 伟1,李 静1,郭明海1,冯运章1,赵国杰1,赵 飞1

(河北省邯郸市中心医院:1.普外二科;2.麻醉科 056001)

  [摘要] 目的 探讨基质细胞衍生因子-1(SDF-1)过表达对人胃癌耐药细胞株SGC7901/L-OHP增殖、凋

亡、耐药的影响。方法 通过脂质体将真核表达载体pcDNA3.1-SDF-1转染至人胃癌耐药细胞株SGC7901/L-
OHP中,反转录聚合酶链反应(RT-PCR)及In-cell

 

Western验证转染效率。噻唑蓝(MTT)、流式细胞术检测

SDF-1过表达对人胃癌耐药细胞株SGC7901/L-OHP增殖、细胞周期、凋亡及奥沙利铂耐药的影响。In-cell
 

Western检测SDF-1过表达对survivin、Bcl-xl、cyclinD1、caspase-3蛋白表达的影响。结果 在pcDNA3.1-
SDF-1转染后的SGC7901/L-OHP细胞中,SDF-1

 

mRNA和蛋白表达显著增加(均P<0.01)。与空白对照组

及阴性对照组相比,SDF-1过表达的人胃癌耐药细胞株SGC7901/L-OHP细胞增殖加速,其G0/G1 期细胞减

少、G2/M 期细胞增多,细胞凋亡率降低,且细胞对奥沙利铂的耐药性明显增加。SDF-1过表达能够明显上调

survivin、Bcl-xl、cyclinD1蛋白表达水平,同时下调caspase-3蛋白表达水平。结论 SDF-1过表达能够促进胃

癌SGC7901/L-OHP细胞增殖,抑制其凋亡,提高其对奥沙利铂的耐药性,机制可能与上调凋亡抑制基因sur-
vivin、Bcl-xl、cyclinD1的表达,同时下调凋亡促进基因caspase-3的表达有关。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

stromal
 

cell-derived
 

factor-1
 

(SDF-1)
 

overexpression
 

on
 

proliferation,apoptosis
 

and
 

drug
 

resistance
 

of
 

human
 

gastric
 

cancer
 

drug-resistant
 

cell
 

line
 

SGC7901/L-
OHP.Methods The

 

eukaryotic
 

expression
 

vector
 

pcDNA3.1-SDF-1
 

was
 

transfected
 

into
 

human
 

gastric
 

canc-
er

 

drug-resistant
 

cell
 

line
 

SGC7901/L-OHP
 

by
 

liposome,and
 

the
 

transfection
 

efficiency
 

was
 

verified
 

by
 

RT-
PCR

 

and
 

In-cell
 

Western.MTT
 

and
 

flow
 

cytometry
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effects
 

of
 

SDF-1
 

overexpression
 

on
 

proliferation,apoptosis
 

and
 

cell
 

cycle
 

of
 

human
 

gastric
 

cancer
 

drug-resistant
 

cell
 

line
 

SGC7901/L-OHP.MTT
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effect
 

of
 

SDF-1
 

overexpression
 

on
 

the
 

resistance
 

of
 

oxaliplatin.In-cell
 

Western
 

as-
say

 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effects
 

of
 

SDF-1
 

overexpression
 

on
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

survivin,Bcl-xl,cy-
clinD1

 

and
 

caspase-3.Results The
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

of
 

SDF-1
 

in
 

SGC7901/L-OHP
 

cells
 

trans-
fected

 

with
 

pcDNA3.1-SDF-1
 

were
 

increased
 

significantly.Compared
 

with
 

the
 

blank
 

and
 

negative
 

control
 

groups,overexpression
 

of
 

SDF-1
 

could
 

significantly
 

accelerate
 

the
 

proliferation
 

of
 

SGC7901/L-OHP
 

cells,re-
duced

 

G0/G1 cells,increased
 

G2/M
 

cells
 

and
 

decreased
 

apoptotic
 

rate,moreover
 

increased
 

the
 

resistance
 

to
 

ox-
aliplatin.SDF-1

 

overexpression
 

could
 

significantly
 

up-regulate
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

survivin,Bcl-xl
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and
 

cyclinD1,while
 

down-regulate
 

the
 

protein
 

expression
 

level
 

of
 

caspase-3
 

protein.Conclusion Overexpres-
sion

 

of
 

SDF-1
 

can
 

promote
 

the
 

proliferation
 

of
 

SGC7901/L-OHP
 

cells,inhibit
 

their
 

apoptosis,and
 

improve
 

the
 

resistance
 

of
 

gastric
 

cancer
 

cells
 

to
 

oxaliplatin.The
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

up-regulate
 

the
 

expression
 

of
 

survivin,Bcl-xl
 

and
 

cyclinD1,meanwhile
 

down-regulate
 

the
 

expression
 

of
 

caspase-3.
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  胃癌是消化系统常见的恶性肿瘤,其治疗关键在

于早期诊断和及时手术[1]。我国胃癌早期诊断率低,
多数患者就诊时已属进展期,根治术后复发转移率

高[1-2],因此手术联合化疗是胃癌治疗的主要手段。
然而胃癌细胞迅速增殖的特点及化疗耐药是导致患

者预后不良的两个重要因素[3-4],如何有效抑制胃癌

细胞增殖并逆转其耐药性意义重大。基质细胞衍生

因子-1(stromal
 

cell-derived
 

factor-1,SDF-1)与其受

体CXCR4广泛表达于多种组织和细胞中,参与免疫、
循环及中枢神经系统发育等重要生理过程,同时还参

与肿瘤细胞增殖、凋亡、侵袭、转移、耐药等诸多病理

过程[5-7]。研究报道SDF-1在胃癌组织中高表达,可
提高胃癌 MGC-803细胞增殖及侵袭能力[6]。但是目

前关于SDF-1对胃癌耐药细胞生物学行为的影响及

与胃癌耐药关系的研究鲜有报道。因此本实验旨在

探讨SDF-1过表达对人胃癌奥沙利铂耐药细胞株

SGC7901/L-OHP增殖、凋亡、耐药的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株

胃癌细胞株SGC7901购自中国科学院上海细胞

研究所,本实验室采用奥沙利铂高浓度冲击法历时5.
5个月成功诱导建立耐药细胞株SGC7901/L-OHP,
耐药指数5.5,经多次冷冻复苏传代复测耐药指数恒

定。

1.1.2 主要试剂与药物

兔抗人SDF-1单克隆体抗(英国 Abcam 公司,

ab155090);兔抗人survivin单克隆体抗(英国Abcam
公司,ab76424);兔抗人Bcl-xl单克隆体抗(英国Ab-
cam公司,ab32370);兔抗人cyclinD1单克隆体抗(英
国Abcam 公司,ab16663);兔抗人caspase-3单克隆

体抗(英国Abcam公司,ab32351);转染试剂盒Lipo-
fectamine-2000、Trizol

 

Reagent(美国
 

Invitrogen
 

公

司);cDNA
 

合成试剂盒(美国Fermentas公司);96孔

全黑 细 胞 培 养 微 孔 板 (美 国 Corning 公 司,货 号

3916);噻唑蓝(MTT)试剂盒(南京 KGA公司,型号

KGA312)。真核表达载体pcDNA3.1-SDF-1由上海

吉玛制药有限公司合成并测序验证。奥沙利铂(每支

50
 

mg,武汉医药有限公司)。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

SGC7901/L-OHP在常规培养的基础上加入奥

沙利铂(浓度10
 

μg/mL)以维持耐药表型,置于5%
CO2,37

 

℃恒温培养箱培育,常规换液传代,取对数生

长期细胞进行实验。

1.2.2 实验分组及质粒转染

实验分3组:空白对照组(细胞未经任何处理)、
阴性对照组(转染pcDNA3.1质粒)、实验组(转染

pcDNA3.1-SDF-1质粒)。取对数生长期细胞按1×
105 的密度接种于6孔板,融合度达80%左右时将稀

释的质粒pcDNA3.1-SDF-1与 Lipofectamine
 

2000
混合均匀,室温孵育20

 

min,按Lipofectamine
 

2000
说明书转染,转染48

 

h后在荧光显微镜下观察转染效

率并进行后续实验。后续实验均重复5次。

1.2.3 反转录聚合酶链反应(RT-PCR)检测SDF-1
 

mRNA表达

按2×107 个 收 集 各 组 细 胞,Trizol法 提 取 总

RNA,按试剂盒说明书将RNA反转录为cDNA,配置

25
 

μL反应体系扩增目的基因。引物序列:SDF-1
(270

 

bp),正向3'-GGG
 

TAC
 

CAT
 

GCA
 

GCT
 

TGT
 

TG-5';反向3'-GAG
 

ATC
 

TCT
 

AGG
 

CGC
 

CCT
 

GG-
5'。GAPDH(258

 

bp),正 向 3'-AGA
 

AGG
 

CTG
 

GGG
 

CTC
 

ATT
 

TG-5';反 向 3'-AGG
 

GGC
 

CAT
 

CCA
 

CAG
 

TCT
 

TC-5'。RT-PCR反应条件:预变性

94
 

℃
 

5
 

min,94
 

℃变性30
 

s,SDF-1
 

55
 

℃,GAPDH
 

58
 

℃退火60
 

s,72
 

℃延伸1
 

min,扩增30个循环。

SDF-1
 

mRNA相对表达强度=IODSDF-1/IODGAPDH。

1.2.4 In-cell
 

Western检测SDF-1蛋白表达

按5×106/mL收集各组细胞,接种于全黑96孔

板,抽气法去除培养基并用PBS冲洗,沿孔壁加入

4%多聚甲醛固定液,室温孵育20
 

min,除净多聚甲

醛,用0.1%
 

Triton
 

X-100摇床上洗脱细胞4次,共

20
 

min。4
 

℃封闭1.5
 

h,一抗4
 

℃孵育过夜,用吐温

缓冲液洗脱20
 

min,加入二抗,室温避光摇床孵育1
 

h,再次用吐温缓冲液洗脱20
 

min。应用Odyssey近

红外双色荧光成像系统扫描分析,计算目的蛋白表

达量。

1.2.5 MTT检测细胞增殖

按5×103/mL
 

取各组细胞接种于96孔板培养,
分别于24

 

、48
 

、72
 

、96
 

h收集细胞,加入 MTT溶液
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(浓度5
 

mg/mL)20
 

μL作用4
 

h,弃去培养基,加入

150
 

μL二甲亚砜(DMSO)摇匀,酶标仪检测各孔570
 

nm波长吸光度值(OD570)。

1.2.6 流式细胞仪检测细胞周期及凋亡率

收集各组细胞,0.25%胰酶消化后调整细胞密度

为1×106/mL,设3个复孔离心,弃上清液,磷酸盐缓

冲液(PBS)洗涤,70%乙醇固定,4
 

℃过夜,PBS洗涤3
次,再离心,去掉上清液及乙醇,加碘化丙啶染液500

 

μL,4
 

℃避光染色30
 

min,上机检测。流式细胞仪测

定细胞周期,每份样品检测均大于1×105 个细胞。

1.2.7 MTT法检测细胞耐药性

按2×104 个收集各组细胞培养于96孔板,24
 

h
后依照奥沙利铂(1、2.5、5、10、20、40、80

 

μg/mL)浓
度梯度加药,每种浓度设3个复孔,培养48

 

h后每孔

加入 MTT溶液(浓度5
 

mg/mL)20
 

μL,37
 

℃培养4
 

h,去掉上清液,加150
 

μL的DMSO摇匀,酶标仪测

各孔OD570,分别计算3组细胞增殖抑制率[增殖抑制

率=(1-用药组OD/对照组OD)×100%]。

1.2.8 In-cell
 

Western检 测survivin、Bcl-xl、cy-
clinD1、caspase-3蛋白表达

具体实验步骤同1.2.4,分别检测各组细胞sur-
vivin、Bcl-xl、cyclinD1、caspase-3蛋白表达变化。

1.3 统计学处理

应用SPSS
 

23.0统计软件进行数据分析,计量资

料以x±s表示,两组均数比较采用独立样本t检验,
多组均数比较采用单因素方差分析(ANOVA),其中

两两比较采用LSD-t检验;以P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结  果

2.1 SDF-1过表达SGC7001/L-OHP细胞的鉴定

转染48
 

h后进行RT-PCR实验,结果显示SDF-
1

 

mRNA在空白对照组、阴性对照组、实验组细胞中

相对表达量依次为:1.326±0.236、1.346±0.232、

3.632±0.298,组 间 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义(F=
133.028,P<0.01),空白对照组与阴性对照组比较,
差异无统计学意义(P>0.05),见图1。In-cell

 

West-
ern结果与RT-PCR结果一致,即空白对照组、阴性对

照组、实 验 组 细 胞 SDF-1 蛋 白 表 达 水 平 依 次 为:

1.548±0.238、1.631±0.278、4.607±0.415,组间比

较差异有统计学意义(F=148.638,P<0.01),空白

对照组与阴性对照组比较差异无统计学意义(P>
0.05),见图2。

 

2.2 SDF-1过表达对SGC7001/L-OHP细胞增殖的

影响

常规培养细胞,选取24、48、72、96
 

h
 

4个时间点,
应用MTT法检测各组细胞增殖活性。与空白对照组

及阴性对照组比较,实验组细胞在上述4个时间点的

增殖活力均明显升高(均P<0.05);与空白对照组及

阴性对 照 组 比 较,差 异 均 无 统 计 学 意 义(均 P>
0.05),见表1。

  M:DNA
 

marker;A:空白对照组;B:实验组;C:阴性对照组。

图1  转染后各组细胞SDF-1
 

mRNA表达情况(RT-PCR)

  A:空白对照组;B:实验组;C:阴性对照组。

图2  转染后各组细胞SDF-1蛋白表达

情况(In-cell
 

Western)

表1  不同时间点3组细胞增殖活性比较(n=5)

组别 24
 

h 48
 

h 72
 

h 96
 

h

空白对照组 0.322±0.047 0.456±0.074 0.610±0.100 0.740±0.116

阴性对照组 0.320±0.041 0.488±0.063 0.624±0.104 0.758±0.121

实验组 0.394±0.052*0.604±0.072*0.824±0.097*1.020±0.146*

F 4.039 6.260 7.104 7.447

P 0.046 0.014 0.009 0.008

  *:P<0.05,与空白对照组及阴性对照组比较。

2.3 SDF-1过表达对SGC7001/L-OHP细胞周期的

影响

SDF-1过表达质粒转染后培养48
 

h,收集细胞上

流式机检测,结果显示,与空白对照组及阴性对照组

比较,实验组细胞G2/M 期细胞比例显著增加(P<
0.01),G0/G1 期细胞比例显著降低(P<0.01),S期

细胞比例变化不明显(P>0.05);空白对照组与阴性

对照组比较,各期细胞比例差异无统计学意义(均P>
0.05),见表2。

2.4 SDF-1过表达对SGC7001/L-OHP细胞凋亡的

影响
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流式细胞仪检测结果显示,实验组细胞凋亡率明

显低于空白对照组及阴性对照组(P<0.01),空白对

照组与阴性对照组凋亡率比较差异无统计学意义(P
>0.05),见表2。

表2  各组细胞周期分布及凋亡率比较
 

(x±s,%)

组别 n
细胞周期

G0/G1 S G2/M

细胞

凋亡率

空白对照组 5 51.40±3.89 41.20±4.89 7.45±1.05* 5.22±0.85

阴性对照组 5 50.30±3.20 42.60±4.08 7.12±0.87* 5.32±0.80

实验组 5 43.90±2.76* 43.00±4.36 13.00±1.79* 1.41±0.23*

F 7.459 0.225 32.322 52.796

P 0.008 0.802 0.000 0.000

  *:P<0.05,与空白对照组及阴性对照组比较。

2.5 SDF-1过表达对SGC7001/L-OHP细胞奥沙利

铂耐药的影响

转染48
 

h后 MTT检测结果显示,随着奥沙利铂

浓度递增,3组细胞增殖抑制率亦呈递增趋势,具有浓

度依赖性特点。相同奥沙利铂浓度下,实验组胃癌细

胞增殖抑制率均明显低于空白对照组及阴性对照组

(均P<0.05)。实验组细胞IC50显著高于空白对照

组及阴性对照组(F=78.959,P<0.01),见表3。
表3  不同浓度奥沙利铂对3组细胞

   增殖抑制率的影响(x±s)

奥沙利

铂#
空白对照组 阴性对照组 实验组 F P

1 3.448±0.428 3.436±0.321 2.840±0.377* 4.234 0.041

2.5 8.010±0.670 7.910±0.725 6.343±0.861* 7.274 0.009

5 12.662±1.719 13.000±2.062 9.472±1.479* 6.052 0.015

10 24.002±2.125 22.160±2.643 16.472±2.314* 13.710 0.001

20 31.868±2.588 32.950±2.065 27.530±2.925* 6.323 0.013

40 42.950±2.725 44.030±2.420 38.378±2.87* 6.273 0.014

80 55.898±3.966 56.938±3.881 46.454±3.110* 12.366 0.001

IC50 55.624±1.739 53.161±2.964 83.129±6.385* 78.959 0.000

  #:单位为μg/mL;
*:P<0.05,与空白对照组及阴性对照组比较。

2.6 SDF-1 过 表 达 对 survivin、Bcl-xl、cyclinD1、

caspase-3蛋白表达的影响

In-cell
 

Western
 

结果显示,空白对照组、阴性对

照组及实验组survivin蛋白表达水平依次为:1.109
 

±0.225、1.103
 

±0.215、1.803
 

±0.285;Bcl-xl蛋白

表达水平依次为:0.838±0.147、0.832±0.161、

1.245±0.148;cyclinD1 蛋 白 表 达 水 平 依 次 为:

0.654±0.124、0.661±0.107、0.989±0.202;

caspase-3蛋 白 表 达 水 平 依 次 为:0.321±0.038、

0.323±0.027、0.237±0.016。统计分析表明实验组

细胞survivin、Bcl-xl、cyclinD1蛋白表达水平显著高

于空白及阴性对照组(均P<0.01),caspase-3蛋白表

达水 平 显 著 低 于 空 白 对 照 组 及 阴 性 对 照 组(P<
0.01),而空白对照组及阴性对照组上述各蛋白表达

比较差异均无统计学意义(均P>0.05),见图3。

  A:空白对照组;B:阴性对照组;C:实验组。

图3  各组凋亡相关基因表达情况

3 讨  论

  胃癌是起源于胃黏膜上皮细胞的恶性肿瘤,其发

生发展是多基因、多步骤、多环节参与的复杂病理过

程。在这个病理过程中,胃癌细胞快速增殖的特性往

往导致患者预后不良[7]。SDF-1作为一种炎性趋化

因子,目前在肿瘤细胞增殖、凋亡、侵袭、转移、耐药中

的作用已引起广大研究者的注意。研究报道SDF-1
高表达能够促进结肠癌细胞基因转录,提高结肠癌细

胞增殖速度[8]。SDF-1能够诱导间质细胞产生肿瘤

坏死因子-α(TNF-α)促进子宫内膜癌生长[9],也能通

过激 活 核 因 子-κB(NF-κB)信 号 通 路 促 进 肺 癌 细

胞[10]、乳腺癌 MCF7细胞[11]增殖。中药藤梨根制剂

可通过下调SDF-1的表达进而抑制胃癌SGC7901细

胞增殖[12]。本实验成功建立SDF-1过表达的胃癌奥

沙利铂耐药细胞株SGC7901/L-OHP,MTT结果表

明SDF-1过表达能够明显促进SGC7901/L-OHP细

胞增殖。细胞增殖依赖于高效有序的细胞周期,细胞

周期的改变会导致细胞增殖的改变[13]。研究报道

SDF-1可以上调胶质母细胞瘤 U-251细胞survivin
基因表达从而调控细胞周期进程[14]。作为SDF-1最

主要的亚型,SDF-1α能够磷酸化ERK信号,促使小

鼠星形胶质细胞由G0 期进入S期和 M期,并可促进

cyclinA2、cyclinB1表达,促进细胞增殖[15]。本实验应

用流式细胞仪检测SGC7901/L-OHP细胞周期分布

情况,结果与上述研究大致一致,即实验组G0/G1 期
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细胞比例明显降低,G2/M期细胞比例明显增加,S期

细胞变化不明显,提示SDF-1过表达能够通过促进细

胞有丝分裂进而推动细胞周期进程,加速SGC7901/

L-OHP细胞增殖。
细胞凋亡是清除人体内衰老、受损、基因不稳定

或癌前细胞的有效方法,正常情况下与细胞增殖存在

一个动态平衡,细胞凋亡受抑制会打破这种平衡,导
致细胞异常增殖[16]。研究报道SDF-1/CXCR4轴能

够通过持续激活AKT信号通路介导肿瘤细胞逃逸宿

主免疫机制,从而抑制肿瘤细胞凋亡[17],而抑制SDF-
1表达能够明显促进放疗诱导的宫颈癌 Hela细胞凋

亡[18]。本实验应用流式细胞仪检测3组细胞的凋亡

情况,结果显示实验组SGC7901/L-OHP细胞凋亡率

明显低于空白对照组及阴性对照组,表明SDF-1过表

达能够有效抑制SGC7901/L-OHP细胞凋亡。
肿瘤细胞耐药是制约化疗效果的主要原因,而肿

瘤细胞无限增殖与凋亡抑制是导致其耐药的重要机

制[19]。研究报道SDF-1/CXCR4轴能够通过增强细

胞保护性自噬介导大肠癌细胞5-氟尿嘧啶耐药[20],也
能够通过促进增殖并提高细胞重组修复能力介导卵

巢癌细胞顺铂耐药[21]。本实验 MTT药敏检测结果

表明SDF-1过表达能够明显提高胃癌SGC7901/L-
OHP细胞对奥沙利铂的耐药性,推测其可能与促进

SGC7901/L-OHP细胞异常增殖并抑制其凋亡有关。
胃癌 细 胞 增 殖 与 凋 亡 受 survivin、Bcl-xl、cy-

clinD1、casepase-3等多种增殖和凋亡相关基因调控。

survivin
 

是凋亡抑制蛋白家族成员之一,在胃癌增殖

与凋亡中发挥重要作用,沉默其表达可抑制胃癌

HGC-27细胞增殖、促进其凋亡[22]。Bcl-xl是Bcl-2
基因家族一种重要的凋亡抑制基因,通过保护线粒体

外膜的完整性,在细胞存活中发挥重要作用[23]。cy-
clinD1是细胞周期调控蛋白家族一员,能够调节细胞

周期进行有丝分裂和增殖[24]。caspase-3是天冬氨酸

半胱氨酸蛋白酶家族的核心成员,是细胞凋亡过程中

蛋白降解的主要执行者,在胃癌中发挥抑癌作用,其
表达与胃癌良好预后密切相关[25]。为继续研究SDF-
1对SGC7901/L-OHP细胞增殖与凋亡影响的可能

分子机制,本实验检测了上述4种基因蛋白的表达情

况,In-cell
 

Western结果显示,与空白对照组及阴性对

照组比较,实验组SGC7901/L-OHP细胞survivin、

Bcl-xl、cyclinD1表达明显上调,casepase-3表达明显

下调,提示SDF-1有可能通过上调survivin、Bcl-xl、

cyclinD1的表达并抑制casepase-3的表达来实现对

SGC7901/L-OHP细胞增殖与凋亡的调控。
综上所述,本实验首次探索SDF-1过表达对胃癌

奥沙利铂耐药细胞株SGC7901/L-OHP生物学行为

的影响,结果表明SDF-1过表达能够促进SGC7901/

L-OHP细胞增殖,抑制其凋亡,介导其对奥沙利铂耐

药,其机制可能与上调survivin、Bcl-xl、cyclinD1的表

达,同时下调caspase-3的表达相关。
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