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CXCR4/SDF-1轴调节人肺腺癌PC-9细胞对Bends细胞体外血脑屏障模

型功能的影响

李鸿茹 a,b，涂洵崴 a, b▲，陈正伟 a,b ，陈愉生 a, b，韩莉莉 c（福建医科大学省立临床医学院 福建省立医院 a. 呼吸与危

重症医学科; b. 福建省呼吸病研究所；c. 福建省心血管病重点实验室，福建 福州 350001）

[摘 要] 目的：通过建立体外血脑屏障（blood brain barrier，BBB）模型，探讨人肺腺癌PC-9细胞在CXCR4/SDF-1轴作用下对

BBB紧密连接蛋白的影响。方法：利用永生化的小鼠脑微血管内皮细胞Bends进行单层培养，建立体外BBB模型；通过跨内皮

细胞电阻（transendothelial electrical resistance，TEER）测定及荧光素钠通透性实验判定体外BBB模型的功能状态以及观察PC-9

细胞对体外 BBB 模型功能的影响。Western blotting检测PC-9细胞在CXCR4抑制剂AMD3100、SDF-1单独或联合（1 μg/ml

AMD3100，100 ng/ml SDF-1，AMD3100+SDF-1）作用下对BBB模型功能和内皮细胞紧密连接蛋白表达的影响，Transwell 迁移

实验检测CXCR4/SDF-1轴对PC-9细胞跨BBB模型细胞层迁移能力的影响。结果：Bends细胞单层培养可形成紧密连接的“屏

障”并产生较高的TEER，第96 h达到（182.13±5.19）Ω·cm2；同时行荧光色钠通透性实验结果显示，BBB具有良好屏障性能，其通

透率低于空白对照组（P<0.05）。PC-9细胞作用后，BBB模型TEER逐渐降低，第24 h降至（46.7±4.35）Ω·cm2；同时BBB 通透率较

作用前显著提高（P<0.05）。PC-9细胞在AMD3100作用下能够上调内皮细胞紧密连接蛋白的表达（P<0.05）；AMD3100处理组的

PC-9细胞穿过BBB的细胞数较空白组明显减少[（43±2）vs（81±2）个，P<0.05]。结论：AMD3100能够减弱PC-9细胞对Bends细

胞建立的体外BBB模型紧密连接的破坏能力。
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CXCR4/SDF-1 axis regulates the effect of human lung adenocarcinoma PC-9 cells
on function of in vitro blood-brain barrier model formed by Bends cells

LI Hongrua, b, TU Xunweia, b▲, CHEN Zhengweia, b, CHEN Yushenga, b, HAN Lilic (a. Department of Respiratory and Critical Medicine;

b. Fujian Institute of Respiratory Diseases; c. Fujian Key Laboratory of Cardiovascular Diseases, Fujian Provincial Hospital, Provincial

Clinical Medical College of Fujian Medical University, Fuzhou 350001, Fujian, China)

[Abstract] Objective: To investigate the influences of human lung adenocarcinoma PC-9 cells on tight junction proteins of blood

brain barrier (BBB) under CXCR4/SDF-1 axis by establishing a model of BBB in vitro. Methods: The immortalized mouse brain

microvascular endothelial Bends cells were used to establish a model of BBB in vitro by monolayer culture; Subsequently, transen‐

dothelial electric resistance (TEER) and fluorescein sodium permeability experiment were used to detect the function of in vitro BBB

model and observe the effect of PC-9 cells on the function of BBB model, respectively. Western blotting was used to detect the effect of

PC-9 cells on function of BBB model and expressions of endothelial tight junction proteins under the treatment of single or combined

AMD3100 and SDF-1 (1 μg/ml AMD3100,100 ng/ml SDF-1, AMD3100+SDF-1). Transwell assay was used to detect the influence of

CXCR4/SDF-1 axis on the ability of PC-9 cells transmigrating the cell layer of BBB model. Results: Monolayer culture of Bends cells

can form tightly connected BBB with high TEER, which reached (182.13±5.19) Ω.cm2 at the 96 h; in the meanwhile, fluorescein sodium

permeability experiment showed that BBB had significantly lower permeability than that of control group ([40.31±2.43]% vs [150.10±
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3.17]%, P<0.05). The TEER of BBB decreased to (46.7±4.35) Ω·cm2 after coculture with PC-9 cells for 24 h, and at the same time the

sodium fluorescein permeability of BBB significantly increased than that of pre-treatment ([136.32±4.93]% vs [50.24±6.21]%, P<0.05).

PC-9 cells up-regulated the expressions of tight junction proteins of Bends cells under the treatment of AMD3100 (P<0.05). The num‐

ber of PC-9 cells transmigrating the BBB in AMD3100 treatment group was significantly lower than that of CON group (43±2 vs 81±2,

P<0.05). Conclusion: AMD3100 can reduce the ability of PC-9 cells destroying the tight junction of the BBB model established in

vitro by Bends cells.

[Key words] lung adenocarcinoma; PC-9 cell; blood brain barrier (BBB); Bends cell; tight junction; transendothelial electric resistance

(TEER); migration; CXCR4/SDF-1 axis

[Chin J Cancer Biother, 2020, 27(5): 528-533. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2020.05.009]

肺癌最常见的远处转移部位之一是脑部，肺癌

脑转移的发生率为 23%~65%，是脑转移性肿瘤中最

常见的类型[1]。血脑屏障（blood brain barrier，BBB）

是位于脑组织与血液间的一个复杂系统，它能控制

血液循环中某些物质向中枢神经组织转运，在维持

中枢神经系统内环境的稳定中起着十分重要的作

用。相关研究[2-4]表明，外伤、缺血缺氧、感染、免疫、

肿瘤发生及理化因素的改变等均可引起BBB紧密连

接的结构与功能发生改变，造成BBB的损害，进而导

致中枢神经系统的相关病变。本研究拟通过建立体

外BBB模型，观察人肺腺癌PC-9细胞对BBB体外模

型紧密连接的影响，以及CXCR4/SDF-1轴对该影响

的调节作用。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

RPMI 1640培养基购自HyClone公司，胎牛血清

购自杭州四季青公司，0.25% Trypsin-EDTA购自Gibco

公司，青链霉素混合溶液购自Gibco公司，牛血来源

纤连蛋白（F1141-1MG）购自 Sigma 公司，荧光素钠

购自国药集团化学试剂有限公司，重组人基质细胞

衍生因子1a（SDF-1a）购自Peprotech公司，AMD3100

购自Selleckchem公司，Western blotting（WB）实验所

用一抗（兔抗鼠Claudin-5、Occludin多克隆抗体）购自

Invitrogen公司、兔抗鼠Zo-1多克隆抗体购自Novex

公司、Alexa Fluor标记的山羊抗兔 IgG（H+L）抗体购

自Life Technologies公司、HRP标记的山羊抗兔 IgG

（H+L）抗体购自Abcam公司、Transwell细胞培养池

购自Corning公司（PET透明膜，型号：3452、3438），倒

置荧光显微镜购自奥林巴斯公司，Millicell ERS-2细

胞电阻仪购自Millipore公司。

1.2 细胞培养

永生化小鼠脑微血管内皮细胞株Bends购自中

南大学湘雅医学院细胞中心，PC-9人肺腺癌细胞系

由华中科技大学同济医学院同济医院分子医学中心

惠赠，GFP-PC-9细胞由上海吉凯基因公司合成。细

胞均于含有10%胎牛血清、1%双抗、1%谷氨酰胺的

RPMI 1640培养液中，置于37 ℃、5%CO2的培养箱中

常规培养。取对数期生长的细胞进行实验。

1.3 免疫荧光染色检测Bends细胞紧密连接蛋白的

表达

将 2 ml 1×105/ml的Bends细胞悬液滴加到细胞

爬片上，当其生长至汇合状态时，4%多聚甲醛固定

30 min，0.1%TritonX-100透化 10 min，山羊血清封闭

10 min，加入 1∶250 稀释的 Claudin-5、Occludin、Zo-1

兔抗鼠一抗，置 4 ℃冰箱孵育过夜，加入 1∶200稀释

的Alexa Fluor荧光标记山羊抗兔二抗，于 37 ℃温箱

避光孵育45 min，DAPI处理后置荧光显微镜下观察，

拍照。

1.4 体外BBB模型的建立与评价

取生长状态良好的 Bends 细胞，制成 5×104 /ml

的细胞悬液，取 1.5 ml滴加到Transwell小室上层，在

下层加入 2.5 ml的 1640培养液，放入细胞培养箱培

养（Transwell小室预先经10 μg/ml的纤连蛋白处理），

以未接种细胞的Transwell小室为对照，隔天换液；光

镜下观察Bends细胞生长状况，每隔 12 h用Millicell

ERS-2细胞电阻仪测定跨内皮细胞电阻值（transend‐

othelial electrical resistance，TEER，其为评价体外血

脑屏障功能状态的常用指标）。电阻仪测定实验组

的TEER是细胞层与滤过层TEER之和，对照组的电

阻值即为滤过层 TEER，计作 TEERfilter，各时间点

TEER 测量的平均值计作 TEER测量 ，再根据公式

TEER实际 =（TEER测量-TEERfilter）×S（底面积）计算出 Bends

细胞层的TEER实际，单位为Ω·cm2（该小室的底面积

为4.67 cm2）。当TEER达到最大稳定值时，行荧光素

钠通透性实验验证BBB是否构建成功。

1.5 荧光素钠通透性实验检测体外BBB模型的通

透性

将已建立体外BBB的Transwell小室转移到新的

6孔板中，以未加入Bends细胞的小室作为空白对照，

各组设3个复孔。在小室上层加入含10 mg/L荧光素

钠的无酚红 1640 培养基，下层加入 2.5 ml 无酚红

1640培养基，培养2 h后分别从上、下室取出200 μl溶

液放入酶标板中，用酶标仪测定荧光强度；同时测定
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5、2.5、1.25、0.625、0.3125 和 0.15625 mg/L 荧光素钠

溶液的荧光强度值，绘制标准曲线。小室通透率＝

下层荧光值/上层荧光值×100%。

1.6 人肺腺癌PC-9细胞对体外BBB模型功能的影响

当BBB模型TEER稳定达到最高值时，加入 2 ml

1×105 /ml的PC-9细胞悬液与Bends细胞共培养24 h，

用前述方法检测PC-9细胞对体外BBB模型TEER及

荧光素钠通透性的影响。

1.7 WB 检测 PC-9 细胞在 CXCR4/SDF-1 轴影响下

对Bends细胞紧密连接蛋白表达的影响

根据干预方式不同，将2 ml 1×105/ml的PC-9细胞

随机分为4组：（1）AMD3100（CXCR4抑制剂）组，加入

终浓度为1 μg/ml的AMD3100；（2）SDF-1组，加入终浓

度为100 ng/ml的SDF-1；（3）AMD3100+SDF-1 共处

理组，即先加入 1 μg/ml 的AMD3100处理6 h，再加入

100 ng/ml的SDF-1；（4）CON 组，未经 AMD3100或

SDF-1干预处理的PC-9细胞悬液。各组细胞分别与BBB

模型共培养24 h，提取总蛋白，BCA法测定各组样品浓度，

分别取等量样品行12%SDS-PAGE，电泳完毕后经湿转

法将凝胶上的蛋白转移到PVDF膜上，5%脱脂奶粉室

温下封闭2 h，加入一抗即兔抗鼠Claudin-5、Occludin、

Zo-1和 GAPDH 抗体（稀释比例分别为1∶100、1∶100、

1∶200和1∶4 000），4 ℃孵育过夜，加 HRP 标记的山

羊抗兔 IgG 二抗（1∶2 000稀释），室温孵育 1 h，加

入 ECL A、B 液后在Bio-Rad凝胶成像系统下曝光并进

行图像灰度分析，计算3种蛋白相对表达量。

1.8 CXCR4/SDF-1轴对PC-9细胞跨BBB层迁移能

力的影响

当Transwell小室建立好BBB时，将小室转移到

新的六孔板上，上室内加入 1.5 ml（1×105/ml）含有

5%FBS 的 GFP-PC-9 细胞悬液，下室加入 2.5 ml 含

10%FBS的 1640培养液。实验分 4组：（1）AMD3100

组，上室加入终浓度为 1 μg/ml 的 AMD3100；（2）

SDF-1组，下室加入SDF-1至终浓度为100 ng/ml；（3）

AMD3100+SDF-1共处理组，即如上（1）和（2）组步骤

操作，先让AMD3100作用PC-9细胞6 h后，再向下室

加入 SDF-1至终浓度为 100 ng/ml；（4）BBB对照组，

不加药处理。各组细胞培养24 h后用棉签将上室上

表面细胞擦拭干净，下表面细胞经4%多聚甲醛固定

后，倒置荧光显微镜（×200）下随机选取 5个视野观

察，计数穿过BBB层的GFP-PC-9细胞。

1.9 统计学处理

采用SPSS 19.0软件进行统计学分析，所有实验

均独立重复3次。正态分布计量数据采用 x̄±s 表示，

组间均数比较采用单因素方差分析（one-way ANO‐

VA）及LSD-t检验，以P<0.05或P<0.01表示差异具有

统计学意义。

2 结 果

2.1 Bends与PC-9细胞的形态特征

Bends细胞多呈长梭形或类三角形，单层生长，互

不重叠，生长至汇合状态时，可见细胞排列紧密，呈典

型漩涡状（图1A）。PC-9细胞多呈不规则四边形，易成

团生长，汇合成片时可呈典型铺路石样（图1B）。

A: Morphological characteristics of Bends cells (×10);

B: Morphological characteristics of PC-9 cells (×40)

图1 光学显微镜观察Bends和PC-9细胞的形态

Fig.1 Observation of morphological characteristics of Bends

and PC-9 cells under an optical microscope

2.2 Claudin-5、Occludin、Zo-1 蛋白在 Bends 细胞中

的表达

Claudin-5、Occludin、Zo-1均为紧密连接蛋白，前

两者是穿膜蛋白，Zo-1是胞质蛋白。免疫荧光实验

检测结果（图 2）显示，加入紧密连接蛋白Claudin-5、

Occludin、Zo-1 抗体的 Bends 细胞胞质、胞膜发出红

光，而加入PBS的空白组只见细胞核发出的蓝光。

A: Claudin-5; B: Occludin; C: Zo-1; D: Control

图2 Bends细胞表达紧密连接蛋白Claudin-5、、Occludin

和Zo-1（荧光显微镜，×40）

Fig.2 Tight junction proteins Claudin-5, Occludin and Zo-1

expressed in Bends cells (Fluorescent microscopy, ×40)

2.3 Bends细胞构建体外BBB模型中细胞形态观察

虽然选用的是PET透明膜，但并不能动态地观察

Transwell小室内细胞生长状况，如种板第12小时仅能
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通过结晶紫染色判定细胞生长状况（图 3A）；第 48 小

时时Bends 细胞生长至汇合，形成典型漩涡状结构，

故不需染色即可大致看清细胞生长状态（图 3B），

后经结晶紫染色证实（图 3C）；此后Bends 细胞又继

续保持该状态生长至第 96 小时，第 108小时可见细

胞成片漂起脱落，结晶紫染色后可见稀疏分布的Bends

细胞（图3D）。

A, B, D: Bends cells stained by crystal violet at the 12th, 48th ,

108th hour; C: Bends cells at the 48th hour

图3 Transwell小室内Bends细胞生长形态（（×10））

Fig.3 Morphology of Bends cells grown in the Transwell

chamber(×10)

2.4 Bends细胞体外BBB模型具有良好的“屏障”性能

TEER测定结果（图 4A）显示，随着时间的推移，

Bends细胞层的TEER逐渐增大，第96小时时达到最

高峰（182.13±5.19）Ω·cm2，随后TEER下降，这与光镜

下观察到的细胞生长情况相一致。96 h 后出现的

TEER下降，考虑为Bends细胞生长密集后，出现接触

抑制，细胞生长状态不佳，细胞开始变圆、脱落漂起，

导致TEER下降。

通透率可联合TEER的测定作为判定体外BBB

建立功能情况的指标。高电阻、低通透率往往提示

着一个稳定的体外 BBB 模型。根据镜下观察以及

TEER测量结果，选用Transwell小室中种植生长第96

小时的 Bends 细胞进行荧光素钠通透性实验，结果

（图4B）显示，空白小室表现出良好的通透性，BBB模

型荧光素钠通透率显著小于空白对照组 [（40.31±

2.43）% vs（150.10±3.17）%，P<0.05]。

2.5 PC-9细胞破坏体外BBB屏障功能

显微镜下观察结果（图 5）显示，PC-9 细胞与

Bends细胞共培养 24 h后，Bends细胞皱缩、变圆，失

去原有的长梭形态，细胞间紧密连接中断、不完整，

细胞间原有的漩涡状结构也消失殆尽，仅局部区域

偶可见残留的漩涡结构。PC-9细胞杂乱分布其中，

难以辨别细胞性质。

TEER测定结果（图 6）显示，接种 PC-9细胞后，

随着时间延长，BBB模型的TEER值逐渐降低，第 24

小时时TEER从峰值降低至（46.70±4.35）Ω·cm2。此

时，荧光素钠通透性实验检测结果显示，PC-9细胞共

培养组荧光素钠通透率显著高于 BBB 模型组

[（136.32±4.93）% vs（50.24±6.21）%，P<0.05]。

2.6 AMD3100/SDF-1 处理的 PC-9 细胞明显影响

Bends细胞中紧密连接蛋白的表达

WB 检测结果（图 7）显示 ，AMD3100 组与

AMD3100+SDF-1 组的 Claudin-5 和 Occludin 蛋白相

对表达量显著高于CON组（均P<0.05），而Claudin-5

和Occludin蛋白在SDF-1组与CON组的表达之间无

显著差异（均P>0.05）；Zo-1蛋白在各处理组的表达

均显著高于对照组（均P<0.05）。

*P<0.05 CON group

图4 BBB模型的跨内皮细胞电阻（（TEER）（）（A））和

荧光素钠通透率（（B））

Fig.4 Values of TEER (A) and rates of sodium fluorescein

permeability (B) in BBB model

图5 PC-9细胞与Bends细胞共培养24 h后细胞形态（（×10））

Fig.5 CCell morphology of Bends cells after co-culture

with PC-9 cells for 24 h (×10)
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图6 与PC-9细胞共培养降低BBB模型的TEER

Fig.6 Co-culture with PC-9 cells reduced TEER of BBB model

*P<0.05 vs CON group

1: CON; 2: AMD3100+SDF-1; 3: SDF-1; 4: AMD3100; 5: Bends

A: Expression of Zo-1, Occludin and Claudin-5 detected by WB;

B: Statistics for proteins

图7 经AMD3100/SDF-1处理的PC-9细胞对Bends细胞紧密

连接蛋白表达的影响

Fig.7 Effects of AMD-9100 / SDF-1-treated PC-9 cells on the

expressions of tight junction proteins in Bends cells

2.7 AMD300抑制PC-9细胞跨内皮细胞迁移能力

Transwell 迁移实验检测结果（图 8）显示 ，

AMD3100 组细胞迁移数目明显低于 SDF-1 组、

AMD3100+SDF-1 共处理组和 BBB 组 [（43±2）vs

（83±3）、（79±1）、（81±2）个，均P<0.05]；而 SDF-1组、

AMD3100+SDF-1共处理组与对照组比较差异无统

计学意义（P>0.05）。

3 讨 论

目前，利用Transwell小室建立体外BBB的方法

主要有以下四种：（1）单细胞模型，即仅在小室上层

种植脑微血管内皮细胞；（2）接触模型，即在小室膜

的正反面分别种植脑微血管内皮细胞与星形胶质细

胞；（3）非接触模型，分别在小室上层以及孔板内种

植脑微血管内皮细胞与星形胶质细胞；（4）间接模

型，即在小室内种植脑微血管内皮细胞，通过与孔板

A: BBB group; B: AMD3100+SDF-1 group; C: SDF-1 group;

D: AMD3100 group

图8 AMD3100+SDF-1、SDF-1对PC-9细胞跨BBB模型迁移

能力的影响（（×200））

Fig.8 Effects of AMD3100 + SDF-1 and SDF-1 alone on the

migration ability of PC-9 cells across the BBB model (×200)

内的星形胶质细胞培养一定时间后的培养液相互作

用[5-7]。本研究采用单细胞模型方法。

TEER可动态监测体外BBB的功能状态，被认为

是判定体外血脑屏障模型性能的标准之一，但由于

选择建模方式、选用细胞、Transwell小室本身规格的

不同，TEER大小各异。文献[8]报道，稳定的BBB模

型 TEER 通常在 200 Ω·cm2以上。本实验单层培养

Bends细胞的TEER测量结果显示，第60~108小时时

TEER达到并且稳定在 100~200 Ω·cm2范围，第 96小

时时TEER达到最大值182.13 Ω·cm2。结合光镜观察

结果，第48小时Bends细胞已生长至汇合状态，形成

典型的漩涡状结构，此后Bends细胞又保持该状态持

续了48 h，直至第108小时细胞开始出现成团成片脱

落漂起。所以，本实验BBB模型中，TEER在Bends

细胞生长汇合后相对稳定了 48 h，这与文献[9-11]报

道（体外BBB内皮细胞生长汇合后，至少需继续培养

4~7 d或者更长时间TEER才相对稳定）不符。有研

究[12]提出，细胞换液时需使用无胎牛血清的培养液，

但本研究发现Bends细胞在无胎牛血清的培养液里

生长状态不佳；而在文献[13-14]中，有加入细胞“生长维

持液/加强液”一说。推测Bends细胞不能长时间维

持汇合状态，已至形成更高更稳定的电阻值可能与

此有关，但国内文献在BBB建模中并未特别强调“加

强液”一说。这是本实验建立体外BBB模型的一个

疑问。

本课题组前期研究发现上皮来源的PC-9人肺腺

癌细胞可表达紧密连接蛋白Claudin-5、Occludin、Zo-

1，且不同浓度 AMD3100 以及 SDF-1 处理并不影响

PC-9细胞紧密连接蛋白的表达。所以，在排除各处

理因素对PC-9细胞自身紧密连接蛋白表达影响后，

可以确定本研究中紧密连接蛋白表达变化为Bends
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细胞在PC-9和CXCR4/SDF-1的作用下发生的改变。

当PC-9细胞与Bends细胞共培养后，AMD3100处理

组和 AMD3100+SDF-1混合处理组 Claudin-5、Occlu‐

din、Zo-1的表达均显著上调，提示CXCR4抑制剂可

保护体外 BBB，SDF-1 处理后对紧密连接蛋白影响

不显著，具体机制尚待深入探讨。结合GFP-PC-9细

胞迁移实验结果，AMD3100处理组细胞迁移数目明

显减少，也可考虑为AMD3100处理后，上调了Bends

细胞层紧密连接蛋白的表达，进而“阻滞”了细胞迁

移运动。但也存在以下可能：AMD3100处理后减少

了PC-9细胞对Bends细胞间紧密连接结构的破坏程

度，相应地减少了细胞迁移数目；又或者AMD3100

作为CXCR4特异性拮抗剂本身降低PC-9细胞迁移

能力有关。研究[15-17]发现，肿瘤细胞可破坏体外血脑

屏障紧密连接的完整性，可表现为紧密连接蛋白的

重排，进而引起表达量的变化，也可能直接导致其结

构状态的改变。本研究发现，PC-9细胞作用Bends单

层一定时间，可引起其间固有的漩涡状结构破坏，但

由于PC-9细胞自身表达紧密连接蛋白，所以无法用

细胞免疫荧光实验进一步说明PC-9细胞在CXCR4/

SDF-1作用下引起Bends细胞紧密连接结构破坏情

况的问题，尚需其他方法说明。

综上所述，AMD3100作用 PC-9细胞后，可能通

过相关细胞因子通路作用于内皮细胞，进而上调了

Bends细胞紧密连接蛋白的表达。因此，就体外BBB

而言，CXCR/SDF-1轴可能参与调节 PC-9人肺腺癌

细胞对BBB结构完整性的影响。
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