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·基础论著· 

溶血磷脂酸上调 CXCL12-CXCR4 生物轴 
促进卵巢癌细胞转移的研究 
王辉  胡坤  于冬梅 

【摘要】  目的  研究溶血磷脂酸（lysophesphatidie acid，LPA）通过上调 CXCL12-CXCR4 的表达来促

进卵巢癌的转移。方法  培养卵巢癌细胞株 CAOV3 和 SKOV3，免疫细胞化学方法检测两种细胞膜上的

CXCR4 蛋白表达。不同浓度的 LPA 刺激卵巢癌细胞，分别作用不同的时间后，采用逆转录-聚合酶链反应

（RT-PCR）、 流式细胞技术检测卵巢癌细胞膜上 CXCR4 的表达变化，采用 ELISA 方法检测细胞上清中

CXCL12 的变化。并建立卵巢癌裸鼠腹腔移植瘤模型，采用流式细胞检测及免疫组化技术测定瘤组织中的

CXCR4 的表达变化。结果  卵巢癌细胞在细胞膜和细胞质中均有 CXCR4 蛋白表达，不同浓度和不同时间

的 LPA 刺激细胞后，CXCR4 和 CXCL12 的 mRNA 及蛋白表达水平均较无 LPA 组处理组明显升高，LPA 处

理组中移植瘤组织的 CXCR4 蛋白水平表达明显高于对照组，二者相比差异有显著性（P＜0.01）。结论  LPA
可以诱导卵巢癌细胞分泌 CXCL12 和 CXCR4，因此 LPA 可以通过上调 CXCL12-CXCR4 生物轴的作用

来促进卵巢癌的转移。 
【关键词】  卵巢肿瘤； 溶血磷脂素类； 肿瘤转移； CXCL12-CXCR4 生物学轴 
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【Abstract】  Objective  To investigate the effect of LPA-mediated the CXCL12-CXCR4 biology axis in 
tumor metastasis of ovarian cancer cell lines. Methods  Human ovarian cancer cell lines CAOV3 and SKOV3 
were cultured in vitro. Two ovarian cancer cell lines were detected CXCR4 protein expression by immunocytochemistry. 
Ovarian cancer cell lines were cultured for LPA different dose and different time .The expressions of CXCR4 was 
investigated by reverse transcriptaseolymerase chain reaction (RT-PCR), and flow cytometry. The expressions of 
CXCL12 was investigated by ELISA. SKOV3 cell were planted into nude mice abdomen, Expression of CXCR4 in 
transplantated tumors were assay by immunohistochemistry and flow cytometry. Results  The immunocytochemistry 
result showed that, ovary cancer cell CAOV3 and SKOV3 expressed CXCR4 protein in the cell membrane and the 
cytoplasm. CXCR4 and CXCL12 increased in ovary cancer cells with LPA different doses respectively and 
different time compared with control groups (P＜0.05). Expression of CXCR4 increased significantly in 
LPA-treated group, compared with control group (P＜0.05). Conclusion  LPA induces the expression of CXCL12 
and CXCR4 in ovarian cancer cells to promote metastasis. LPA promotes metastasis of ovarian cancer by 
up-regulating CXCL12-CXCR4 biology axis expression. 
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溶血磷脂酸（lysophosphatidic acid，LPA）是一种

细胞膜脂类衍生物，它存在多种结构转变形式， 包含

相当大的信息内容，故被称为是“多功能信使”，具

有广泛的生物学效应[1]。作为一种生物活性分子，LPA
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能够诱导细胞增殖、迁移和抗凋亡，其功能往往和肿

瘤标记物联系在一起，标志着LPA在恶性疾病的发生

和发展中的作用。近年来不少研究指出，趋化因子

CXCL12 与其特异性受体CXCR4 所构成的CXCL12- 
CXCR4 生物轴（CXCL12-CXCR4 biological axis）在

卵巢癌的生物学行为中起着重要的作用[2]。我们假设

LPA可以通过调节CXCL12-CXCR4生物轴来促进卵巢

癌的转移。因此，本研究选取卵巢癌细胞系CAOV3、
SKOV3，并建立卵巢癌裸鼠腹腔移植瘤模型，观察LPA
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对CXCL12-CXCR4 生物轴的调节作用，为探讨LPA促

进卵巢癌的转移提供理论依据。 

材料与方法 

一、细胞株和实验动物 
人卵巢腺癌细胞株 CAOV3 购自北京人民大学医

院妇科肿瘤研究室；人卵巢浆液性癌细胞株 SKOV3
由河北医科大学第四临床医学院科研中心提供。用含

10%标准胎牛血清的 RPMI-1640 培养基于 37 ℃、5% 
CO2 条件下培养。实验用细胞均处于对数生长期。

BALB/c 裸小鼠，雌性，鼠龄 4～6 周，体重 16～18 g，
购自中国医学科学院实验动物科学研究所。饲养于无

菌实验室的净化空气层流架中，严格按照 SPF 级动物

管理饲养规范进行操作。 
二、实验用药及仪器 
药物与试剂 LPA（1-oleoyl- lysophosphatidic acid）

购于美国 Sigma 化学公司，PBS 溶解后置于－20 ℃保

存。RPMI-1640 培养基与胰酶购于美国 Gibco 公司，

胎牛血清为杭州四季青公司产品。鼠抗人 CXCR4 单克

隆抗体分别购自 R&D 公司（免疫组织化学）和

Neomarker 公司（流式细胞学），Trizol 购于 Invitrogon
公司。CXCL12（rhSDF-1）购自 Peprotech 公司。  

三、方法 
1. 免疫细胞化学染色法检测卵巢癌细胞 CXCR4 的

表达：常规方法传代培养卵巢癌细胞株 CAOV3 和

SKOV3，将对数生长期的卵巢癌细胞消化成浓度

1×105/L 的单细胞悬液，接种于 6 孔板中，以 SP 法操

作程序进行，以细胞质内出现棕黄色颗粒为阳性。 
2. 流式细胞学法检测 LPA 诱导卵巢癌细胞表达

CXCR4：常规方法将对数生长期的卵巢癌细胞 CAOV3
和 SKOV3 消化成单细胞悬液，以 1×105/L 接种于 6
孔板中，无牛血清的培养液中饥饿过夜后，分别加入 0、
5、20 µmol/L 的 LPA 孵育 24 h。另一组实验是饥饿后

的细胞用 20 µmol/L 的 LPA 分别孵育 0、12、24 h。制

成单细胞悬液，加入 1∶50 稀释的兔抗人单克隆抗体

（Neomarker 公司）CXCR4，100 µl，羊抗兔 IgG-PE 二

抗（购自北京中杉公司）50 min 后，用流式细胞仪检

测，以 X-mode 值表示蛋白相对含量。 
3. RT-PCR法检测LPA诱导卵巢癌细胞表达CXCR4：

RT-PCR 引物的合成，CXCR4 和G3PDH 的扩增片段长度

分别是304 bp 和183 bp。以上引物序列如下：CXCR4：正

义链 5'-GAACTTCCTATGCAAGGCAGTCC-3'；反义链 
5'-CCATGATGTGCTGAAACTGGAAC-3'；G3PDH：

正义链 5'-TGGTATCGTGGAAGGACTCATGAC-3'；反

义链 5'-ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAGC-3'。 

上述反应体系离心数秒钟后加石蜡油 30 µl，反转

录 37 ℃，50 min，得到的 cDNA 进行 PCR 扩增。CXCR4
和 G3PDH 的热循环反应条件为：95 ℃预变性 3 min；
94 ℃变性 30 s，56 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，33
个循环；72 ℃延伸 10 min。取上述扩增产物配成凝胶，

用 FOTODYNE 凝胶成像系统及 Gel-pro 凝胶分析软件

分析，计算条带的积分光密度（integral optical density, 
IA），IA＝平均吸光度×面积，分别采用 CXCR4 与

G3PDH 积分光密度比值表示其含量。 
4. ELISA 法检测 LPA 诱导卵巢癌细胞分泌

CXCL12：收集的细胞上清，离心后，取上清，按照

ELISA 试剂盒说明书进行操作。 
5. 卵巢癌裸鼠腹腔移植瘤模型建立：将 20 只裸鼠

随机分为两组，即对照组和 LPA 处理组，每组 10 只

小鼠。当 SKOV3 细胞生长至近 80%融合时，在无牛血

清的培养液中饥饿过夜，LPA（20 µmol/L）刺激 24 h 后，

将 6×106 个细胞注射裸鼠腹腔。在相同时间内，另一

组饥饿的未经 LPA 处理的细胞以相同的细胞个数注射

对照组裸鼠腹腔。自荷瘤后第 2 天起，LPA 处理组裸

鼠每日腹腔注射 0.134 mg/20 g 体质量，对照组裸鼠每

日腹腔注射同等剂量的生理盐水作对照，共 13 d。荷

瘤裸鼠自然死亡后，取出瘤组织分别用 70%乙醇及 4%
多聚甲醛固定。 

6. 移植瘤组织中 CXCR4 蛋白含量检测：将各组

移植瘤组织剪碎，制成单细胞悬液，加入稀释（1∶50）
的 CXCR4 一抗，用流式细胞仪检测，以 X-mode 表示

它的相对含量。同时将各组移植瘤组织进行免疫组织

化学染色，应用 Motic 6.0 数码医学图像分析系统，

CXCR4 以阳性细胞染色的积分光密度值（IOD）值来

表示抗原表达量。 
四、统计学处理 
应用 SPSS 16.0 统计软件对各组实验数据进行统

计学分析。计量资料进行 t 检验、单因素方差分析，两

两比较应用 SNK 检验。实验数据以均数±标准差

（ x ±s）表示，P＜0.05 为显著性检验水准。 

结    果 

一、CXCR4 在卵巢癌细胞株中的表达 
免疫细胞化学结果显示：卵巢癌细胞 CAOV3 和

SKOV3 在高倍镜下，胞膜和胞质中可见大量棕黄色

CXCR4 蛋白表达阳性颗粒，见图 1。 
二、LPA 诱导卵巢癌细胞表达 CXCL12-CXCR4

生物轴 
1. LPA 诱导卵巢癌细胞表达 CXCR4：流式细胞学

检测显示 LPA 可以上调卵巢癌细胞 CXCR4 的蛋白表
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达。CAOV3 和 SKOV3 细胞在不同浓度 0、5、20 µmol/L 
LPA 作用 24 h，5、20 µmol/L LPA 处理组 CXCR4 表

达水平大于 0 µmol/L LPA 组，且 20 µmol/L 组大于

5 µmol/L 组（P＜0.01），见表 1。LPA 浓度为 20 µmol/L
作用 12 h 及 24 h 后，CAOV3 和 SKOV3 细胞膜上

CXCR4 蛋白相对含量的 X-mode 值与 LPA 处理 0 h 组

相比显著增加（P＜0.01）。见表 2。 

表 1  相同时间不同 LPA 剂量处理细胞后 CXCR4 的 
蛋白表达（流式细胞学）（ sx ± ） 

组别 
CXCR4(X-mode) 

CAOV3 SKOV3 

0 µmol/L LPA 24 h 21.54±1.71 18.24±6.33 

5 µmol/L LPA 24 h 34.83±3.99a 28.18±7.84a 

20 µmol/L LPA 24 h 66.15±9.49b 37.06±6.63b 

注：与 0 µmol/L LPA 组相比，aP＜0.01；与 5 µmol/L LPA 组相比，bP
＜0.01 

表 2  相同剂量不同时间 LPA 处理细胞后 CXCR4 的 
蛋白表达（流式细胞学）（ sx ± ） 

组别 
CXCR4(X-mode) 

CAOV3 SKOV3 

20 µmol/L LPA 0 h 20.62±2.17 17.33±2.45 

20 µmol/L LPA 12 h  33.31±4.99a 26.64±3.23a 

20 µmol/L LPA 24 h  65.27±6.08b 38.94±2.87b 

注：与 0 h LPA 组相比，aP＜0.01；与 12 h LPA 组相比，bP＜0.01 
 
 

RT-PCR 结果显示：LPA 可以上调卵巢癌细胞

CXCR4 的 mRNA 表达。半定量分析不同浓度 0、5、
20 µmol/L LPA 刺激卵巢癌 CAOV3 和 SKOV3 细胞

24 h 以及 20 µmol/L LPA 在不同时间（0、12 h、24 h）
作用于细胞后，CXCR4 的 mRNA 表达强度依次增高，

且 20 µmol/L LPA 组高于 5 µmol/L LPA 组和 0 µmol/L 
LPA 组，24 h 组高于 12 h 组，各组相比差异有显著性

（P＜0.01）。见表 3，4，图 2，3。 
2. LPA 诱导卵巢癌细胞分泌 CXCL12：ELISA 方

法检测结果显示，不同浓度 0、5、20 µmol/L LPA 刺

激卵巢癌 CAOV3 和 SKOV3 细胞 24 h，5、20 µmol/L 
LPA 处理组细胞上清中的 CXCL12 蛋白表达水平大于

0 µmol/L LPA 组，且 20 µmol/L 组大于 5 µmol/L 组（P 

表 3  相同时间不同 LPA 剂量处理细胞后 CXCR4 的 
mRNA 表达（RT-PCR）（ sx ± ） 

组别 
CXCR4(IA) 

CAOV3 SKOV3 

0 µmol/L LPA 24 h 0.75±0.29 0.52±0.17 

5 µmol/L LPA 24 h   1.65±0.41a 1.34±0.26a 

20 µmol/L LPA 24 h  2.65±0.15b 2.18±0.22b 

注：与 0 µmol/L LPA 组相比，aP＜0.01；5 µmol/L LPA 组相比，bP＜0.01 

表 4  相同剂量不同时间 LPA 剂量处理细胞后 CXCR4 的 
mRNA 表达（RT-PCR）（ sx ± ） 

组别 
CXCR4(IA) 

CAOV3 SKOV3 

20 µmol/L LPA 0 h 1.22±0.85 0.88±0.33 

20 µmol/L LPA 12 h  1.71±0.31a 1.56±0.25a 

20 µmol/L LPA 24 h  2.77±0.91b 2.27±0.36b 

注：与 0 h LPA 组相比，aP＜0.01；与 12 h LPA 组相比，bP＜0.01 
 

＜0.01）。20 µmol/L LPA 在作用细胞 12 h 及 24 h 后，

CXCL12 蛋白表达水平均高于 LPA 处理 0 h 组（P＜
0.01），见图 4，5。 

三、LPA 诱导卵巢癌移植瘤组织中 CXCR4 蛋白

的表达 

两组荷瘤裸鼠自然死亡后解剖腹腔显示，均于左

下腹形成腹腔移植瘤，成瘤率 100%。对照组裸鼠的腹

腔大网膜、肠系膜有轻度黏连，腹腔转移灶多见，以

腹膜和横隔下为主，平均为（12.3±4.56）个。LPA 组

裸鼠的腹腔大网膜、肠系膜均发生重度黏连，腹腔转

移灶也以腹膜和横隔下为主，平均（16.3±4.06）个，

二者相比有显著性差异（t＝－3.43，P＝0.005）。见

图 6。 
流式细胞学及免疫组化检测显示裸鼠腹腔移植瘤

组织中，LPA 组 CXCR4 的蛋白表达水平高于对照组，

二者相比差异有显著性（P＜0.01）。见表 5，图 7。 

表 5  移植瘤中 CXCR4 的蛋白表达 
（流式细胞学及免疫组化）（ sx ± ） 

组别 
CXCR4 

X-mode IOD 
对照组 13.68±0.50 3.35±0.44 

LPA 处理组 16.92±1.09a 4.79±0.93a 

注：与对照组相比，aP＜0.05 
 

讨  论 

卵巢癌是妇科死亡率最高的肿瘤，5 年生存率仅为

20%～30%，主要由于它独特的腹腔转移的规律，患者

多死于腹腔的广泛转移病灶累及网膜、胃肠道和肝脾

等脏器。因而研究卵巢癌细胞的转移机制，并在此基

础上寻找能够阻断卵巢癌转移的方法是提高患者生存

率的重要途径。侵袭和转移是一个多步骤、多因素的

复杂过程。它涉及黏附、基底膜的降解和新生血管作

用等。但不同的组织来源的肿瘤细胞能够迁移侵袭到

特定的部位却和趋化因子及其受体特异性表达有关。 
迄今为止，趋化因子 CXCL12-CXCR4 生物轴在

肿瘤转移中的作用已分别在乳腺癌[3]、非小细胞肺癌

（NSCLC）[4]、前列腺癌[5]、肾细胞癌[6]等的研究中得

到证实。高表达 CXCR4 的肿瘤细胞，可能在 CXCL12
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趋化、吸引下，转移至作为配体产生源的某些器官，

从而形成器官特异性的转移，因而 CXCL12-CXCR4
生物轴可以促进肿瘤生长，新生血管形成，增强其迁

移侵袭能力[7]。 
我们前期的研究结果显示，CXCR4 和 CXCL12 在

卵巢癌组织中高表达，在正常卵巢表面上皮细胞则无

表达，CXCL12 表达强度与腹水量相关[8]。Gao 等[9]证

实表达 CXCR4 的卵巢癌组织往往已有淋巴结的转移，

最新一项研究表明，289 例卵巢癌患者中 100%表达

CXCL12，69%表达 CXCR4，CXCL12 可以作为一个

独立的卵巢癌预后指标[10]。 
1995 年 Xu 等[11]从卵巢癌患者的腹水中分离、纯

化、提取出 LPA，同时发现卵巢癌患者血浆中 LPA 水

平显著升高[12]。接下来大量研究表明 LPA 表达升高在

卵巢癌细胞浸润和转移过程中可能发挥着关键的作

用，研究集中在 LPA 促进肿瘤发生和发展的机制，提

示 LPA 可能通过上调某些与肿瘤转移相关基因表达

的来促进肿瘤的侵袭和转移[13-17]。例如 LPA 可以促

进卵巢癌转移通过上调 uPA 的表达[18]和刺激 MMP
的分泌[19]，因而我们推测 LPA 还可能通过增强细胞

的趋化性来影响卵巢癌转移，LPA 在肿瘤的转移作用中

与CXCL12-CXCR4 生物轴存在一定的关系。 
本研究将 LPA 直接作用于 CXCR4 阳性表达的卵

巢癌细胞中，免疫细胞化学结果显示，卵巢癌细胞 
CAOV3 和 SKOV3 胞膜和胞质中高表达 CXCR4 蛋白。 

我们将不同浓度的外源性 LPA 刺激卵巢癌细胞，

作用不同时间，结果表明 LPA 对趋化因子受体 CXCR4
的表达具有上调作用，且有良好的时间剂量依赖关系。

CXCL12 是 CXCR4 的惟一生理性配体，CXCR4 是

CXCL12 的惟一生理受体，二者之间有非常高的亲和

力。本文应用 ELISA 法，结果证实，20 µmol/L 浓度

的 LPA 作用卵巢癌细胞 24 h，使细胞上清中 CXCL12
含量增加最多。因而，LPA 对趋化因子受体 CXCR4
的配体 CXCL12 表达也具有上调作用。本研究的实验

验证了以上假设，LPA 可以上调 CXCL12-CXCR4 生

物轴，通过增强细胞的趋化性来促进卵巢癌的转移。 
人癌裸鼠移植瘤模型模拟了体内肿瘤的特点，更

接近人体内情况，因此我们构建了卵巢癌裸鼠腹腔移

植瘤模型，结果显示 LPA 组的 CXCR4 表达高于对照

组，二者相比差异有显著性，与体外细胞水平的结果

相符合，进一步验证了我们的结论。 
综上所述，LPA 作用于卵巢癌细胞后可以上调

CXCL12-CXCR4 生物轴，从而促进了卵巢癌的转移，

针对 LPA 选择性的治疗是我们面临的巨大挑战，如果

能够抑制 LPA 或 LPA 受体的表达，将有助于我们寻找

卵巢癌抗转移治疗的新的分子靶点。 
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