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·论著·

CXC 趋化因子受体 7 对缺血性脑卒中 
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【摘要】 目的  探究 CXC 趋化因子受体 7（CXCR7）在缺血性脑卒中神经元中的功能及机制。方法  采用 

小干扰 RNA（si-RNA）技术干扰 CXCR7 在人神经母细胞瘤细胞 SH-SY5Y 细胞中的表达； 在 SH-SY5Y 细胞中

构建氧 - 葡萄糖剥夺 / 复氧（OGD/R）损伤模型；流式细胞术（FCM）检测 CXCR7 蛋白表达以及细胞周期；蛋白

质免疫印迹试验（Western blotting）检测 CXCR7 和丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶（Akt）信号通路蛋白质表达。结果   

与 OGD/R 0 h 相比，OGD/R 6 h 后 CXCR7 表达明显降低（CXCR7/GAPDH：Western blotting 检测为 0.483±0.098

比 1.000±0.000，FCM检测为0.686±0.052比 1.000±0.000，均 P＜0.01），细胞周期阻滞在G0/G1期（1.190±0.040

比1.000±0.000，P＜0.01）；CXCR7 si-RNA干扰SH-SY5Y细胞后再次构建OGD/R 6 h，与相同环境下阴性对照组 

（si-NC组）相比，CXCR7与磷酸化Akt（p-Akt）表达明显降低（CXCR7/GAPDH：0.471±0.051比1.000±0.000，p-Akt/ 

GAPDH：0.616±0.027比1.000±0.000，均 P＜0.001），并且细胞周期阻滞在G0/G1期（1.105±0.033比1.000±0.000， 

P＜0.05）。结论  CXCR7 可以通过 Akt 信号通路调节缺血性脑卒中神经元的周期，对神经元起到保护作用。
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【Abstract】 Objective  To investigate the function and mechanism of CXC chemokine receptor 7 (CXCR7) in 
neuronal cells of ischemic stroke.  Methods  The expression of CXCR7 in human neuroblastoma SH-SY5Y cells was 
interfered by small interfering RNA (si-RNA) technique. Oxygen-glucose deprivation/reoxygenation (OGD/R) injury model 
was constructed  in SH-SY5Y cells. CXCR7 protein expression and cell cycle were detected by  flow cytometry  (FCM). 
The protein expression of CXCR7 and Akt signaling pathway was detected by Western blotting.  Results  After 6 hours  
of  OGD/R,  the  expression  of  CXCR7  was  significantly  decreased  compared  with  OGD/R  0  hour  (CXCR7/GAPDH:  
0.483±0.098 vs. 1.000±0.000 by Western blotting and 0.686±0.0524 vs. 1.000±0.000 by FCM, both P < 0.01), cell 
cycle arrest in G0/G1 phase (1.190±0.040 vs. 1.000±0.000, P < 0.01). After CXCR7 si-RNA interference with SH-SY5Y 
cells, OGD/R was  constructed  again  for  6  hours.  Compared  with  negative  control  group  (si-NC  group)  under  the  same 
environment,  the expression of CXCR7 and phosphorylated Akt  (p-Akt) was significantly decreased  (CXCR7/GAPDH: 
0.471±0.051 vs. 1.000±0.000, p-Akt/GAPDH: 0.616±0.027 vs. 1.000±0.000, both P < 0.001) and cell cycle arrest in 
G0/G1 phase (1.105±0.033 vs. 1.000±0.000, P < 0.05).  Conclusion  The CXCR7 could regulate the cycle of neuronal 
cells in ischemic stroke through Akt signaling pathway, which has a protective effect on neuronal cells.
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  缺血性脑卒中（ischemic stroke， IS）是由于多

种原因造成的脑供血的突然减少进而引起一系列

的病理改变，最终造成人脑功能障碍的一种疾病，

是全球神经系统发病率和病死率均位居前位的疾

病之一。有研究表明，脑卒中的发生率正在逐渐增

加，全球脑卒中的终生风险可达 24.9%，其中缺血性

卒中的风险明显高于出血性卒中［1］。由于 IS 的高

致残与致死率，已在全球范围内造成不可忽视的经

济负担，引起了广泛关注［2-3］。在临床治疗中，IS 现

有的主要治疗方法为组织型纤溶酶原激活物 （tissue 
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plasminogen activator，TPA） 静脉溶栓与乙酰水杨 

酸［4］，虽然这些治疗方法取得了一定的治疗效果，但

寻求更高效、更安全的治疗方案仍是研究重点。

  CXC趋化因子受体7（CXC-chemokine receptor 7， 

CXCR7）属于七跨膜结构的非典型趋化因子受体

（atypical chemokine receptors，ACKRs）的家族成员，

是趋化因子 12（CXC-chemokine ligand 12，CXCL12）

的受体之一，而且它与 CXCL12 的亲和力明显高于 

CXCL12 的另一个受体 CXCR4［5］。先前对 CXCL12

的研究主要集中在受体 CXCR4 方面，如其可参与 

癌症进程 ［6-8］，可动员 IS 祖细胞的归巢［9］，但是关于 

CXCR7 的研究相对较少，需要进一步研究。CXCR7

具有七次跨膜结构，与典型的 G 蛋白耦联受体 

（G protein-coupled receptor，GPCR）的保守结构域具

有同源性，但是 CXCR7 与典型的 GPCR 不同，由于

CXCR7 缺乏可以用于与 Gi 蛋白耦联以及用于信号

转导的功能域，所以其无法通过 Gi 蛋白诱导细胞信

号转导［10］，而是作为配体的清道夫受体发挥功能。

  大脑神经元细胞是参与脑部细胞间信号转导

的高度特化细胞，是中枢神经系统（central nervous 

system， CNS）中含量最丰富以及功能最重要的细胞

种类之一［11］。有研究证明，脑部神经元中可以检测

到 CXCR7 的表达［12］。然而，就 IS 而言，神经元中

CXCR7 的作用和机制目前尚不完全清楚，CXCR7

通过何种信号通路发挥作用有待进一步研究。

  SH-SY5Y 细胞是人神经母细胞瘤细胞，其形态

学、神经化学和电生理学特性与神经元相似，已被

广泛用于研究神经元损伤或死亡的体外模型［13］。

因此，本研究通过构建氧-葡萄糖剥夺/复氧（oxygen 

glucose deprivation/reoxygenation，OGD/R）模型，探究

CXCR7 基因在 SH-SY5Y 细胞中的表达及功能。

1 材料与方法 

1.1  细胞培养：神经母细胞瘤细胞 SH-SY5Y（青岛

大学生理实验室）常规培养在含有体积分数为 10%

胎牛血清（fetal bovine serum，FBS；美国 Biological 

Industries 公司）、100 kU/L 青霉素 - 链霉素混合液的

DMEM 培养基（美国 Hyclone 公司），每天更换培养

基，并将细胞培养在 37 ℃、含有体积分数为 5% CO2

的加湿培养箱中。当细胞汇合度约为 80% 时，用 

0.25 g/L 的胰蛋白酶消化进行细胞传代。

1.2  伦理学：本研究符合医学伦理学标准，经青岛

市市立医院伦理委员会审批（审批号：2022-002）。

1.3  OGD/R 模型：培养瓶中去除原培养基，更换为

不含血清的低糖DMEM培养基（葡萄糖1 000 mg/L）。 

通过使用以抗坏血酸钠为主要成分的 AnaeroPack

（日本三菱瓦斯化学公司）吸收氧气，并通过氧化

降解产生 CO2
［14］来创造缺氧条件。将两组细胞、

一袋 AnaeroPack（日本三菱瓦斯化学公司）和一个

Anaero-Indicator（日本三菱瓦斯化学公司）一起放入

密闭罐（日本三菱瓦斯化学公司）中，于 37 ℃培养箱

中培养。缺氧1 h后开始计时，此时Anaero-Indicator

为粉红色，提示密闭罐中氧含量低于 0.1%，6 h 后

开启密闭罐终止缺氧，取出细胞，更换无血清低糖

DMEM 培养基为普通 DEME 培养基，然后将细胞放 

在含有 5% CO2 的 37 ℃ 培养箱中继续复氧 24 h。

1.4  小干扰 RNA（small interfering RNA，si-RNA）转 

染：神经母细胞瘤细胞SH-SY5Y提前1 d接种于6孔

板内，于培养箱中贴壁培养过夜，待细胞贴壁达约70% 

后使用无血清 DMEM 进行 CXCR7 的 si-RNA 转染，

si-RNA 靶序列由吉玛基因（中国）设计合成，转染

6～8 h 后更换为含有血清的 DMEM 培养基继续培

养48 h，并将细胞分别设置为阴性对照组（si-NC组，

指与目的基因序列无同源性的普通阴性对照）与转

染干扰 CXCR7 的 si-RNA 实验组（si-CXCR7 组）。

1.5  蛋白质提取和蛋白质免疫印迹试验（Western 

blotting）：细胞用磷酸盐缓冲液（phosphate buffered 

saline，PBS）洗涤 2 次，然后将细胞在 RIPA 缓冲混

合物（RIPA∶PMSF∶磷酸酶抑制剂为 100∶1∶1）

中裂解提取总蛋白后，二喹啉甲酸（bicinchoninic 

acid，BAC）法测定蛋白样品的浓度。蛋白质在 

10% 十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳上分

离，然后印迹到聚偏二氟乙烯膜（美国 Immobilon

公司）上，用 5% 脱脂牛奶室温封闭 2 h，与特异性

CXCR7  抗体（1∶1 000  稀释，美国 Abcam 公司）、

丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶（Akt）抗体、磷酸化 Akt

（phosphorylated Akt，p-Akt）抗体（1∶1 000  稀释，

美国 Cell Signaling Technology 公司）、anti-GAPDH

（1∶10 000 稀释，碧云天）4 ℃过夜，三羟甲基氨基

甲烷缓冲盐溶液（tris buffered saline with tween 20，

TBST）洗涤后加入辣根过氧化物酶耦联的抗兔免疫

球蛋白 G（immunoglobulin G，IgG；1∶8 000 稀释，中 

国 Absin 公司）室温孵育 2 h。通过暴露于具有化学

发光底物的放射自显影胶片来检测蛋白质表达水平。

1.6  流式细胞术（flow cytometry，FCM）检测蛋白表

达：细胞经过 OGD/R 模型处理后用无乙二胺四乙

酸（ethylene diamine tetraacetic acid，EDTA）的 0.25%
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胰蛋白酶消化，离心后悬浮在 500 μL 的 5% 血清白

蛋白（blood serum albumin，BSA）中封闭 15 min，加

入 2 μL 的 APC-CXCR7 抗体（美国 Biolegend 公司）

混匀静置 20 min，离心重悬于 200 μL 0.1% 的茶皂素

（中国 Solabio 公司），离心后再次重悬于 50 μL 0.1%
的茶皂素与 300 μL 的 PBS，用 CytoFLEX S 流式细胞

仪（美国 Beckman Coulter 公司）检测，用 CytExpert

软件进行数据分析。

1.7  FCM 检测细胞周期：细胞经过 OGD/R 模型

处理后，用 PBS 洗 2 次，用体积分数 66% 的乙醇轻

轻混匀细胞沉淀，4 ℃固定 3 d。上机前准备：提前

20～30 min 取出固定细胞恢复到室温，离心吸净乙

醇后，用 300～400 μL PBS 重悬细胞，轻轻吹散成单

细胞悬液，加入 5 μL 的核糖核酸酶（ribonuclease， 

RNase），静置15 min后加入10 μL碘化丙啶（propidine  

iodide，PI）。冰上避光孵育30 min，1 h内用CytoFLEX S 

流式细胞仪（美国 Beckman Coulter 公司）上机检测，

用 FlowJo V10 软件分析 

数据。

1.8  统计学分析：应用

GraphPad Prism 7.0 （美国

La Jolla CA 公司）软件对

数据进行统计分析。数据

统计结果以均数 ± 标准

差（x±s）表示，用非配对 

t 检验进行数据间比较，当

P＜0.05 时差异有统计学

意义。

2 结 果 

2.1  OGD/R 后 SH-SY5Y

细胞中 CXCR7 蛋白表达

（图 1～2）：SH-SY5Y 细胞

暴露于OGD/R 0 h和6 h后， 

分别通过Western blotting与 

FCM检测CXCR7蛋白表达 

水平，两种检测结果均提

示，OGD/R 6 h组 CXCR7蛋 

白表达水平较 0 h 组降低

（均 P＜0.01）。

2.2  干扰 CXCR7 基因抑

制 OGD/R 后 p-Akt 蛋白表 

达（图3）：在SH-SY5Y细胞 

中转染 CXCR7 的 si-RNA 

后，将转染过 si-RNA 的细胞暴露于 OGD/R 6 h 环

境中，然后采用 Western bloting 方法检测 Akt、p-Akt

和 CXCR7 蛋白表达水平。结果提示，在成功干扰

了 CXCR7 表达之后，与相同缺氧 / 再复氧环境下的

si-NC 组比较，si-CXCR7 组的 p-Akt 蛋白表达降低

（P＜0.001）。

2.3  OGD/R后SH-SY5Y细胞中细胞周期阻滞（图4）： 

SH-SY5Y细胞暴露于OGD/R 0 h与6 h后，通过FCM 

检测 SH-SY5Y 细胞中细胞周期改变，结果显示，与

OGD/R 0 h 组比较，OGD/R 6 h 组细胞周期阻滞在

G0/G1 期（P＜0.01）。

2.4  干扰 CXCR7 基因对 OGD/R 后细胞周期阻滞 

（图 5）：在 SH-SY5Y 细胞中转染 CXCR7 的 si-RNA

后，将转染过 si-RNA 的细胞暴露于 OGD/R 6 h 环境

中，通过 FCM 检测转染过 si-RNA 后的细胞，结果显

示，与相同环境下 si-NC 组比较，si-CXCR7 组的细

胞周期阻滞在 G0/G1 期（P＜0.05）。

注：OGD/R 为氧 - 葡萄糖剥夺 / 复氧，SH-SY5Y 为神经母细胞瘤细胞， 
CXCR7 为 CXC 趋化因子受体 7，APC 为别藻蓝蛋白

图 1  流式细胞术（FCM）检测 OGD/R 模型中 SH-SY5Y 细胞 CXCR7 蛋白表达变化

注：OGD/R 为氧 - 葡萄糖剥夺 / 
复氧，SH-SY5Y 为神经母细胞瘤细
胞，CXCR7 为 CXC 趋化因子受体 7，
GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶

图 2  蛋白质免疫印迹试验（Western 
blotting）检测 OGD/R 模型中 

SH-SY5Y 细胞 CXCR7 蛋白表达变化

注：CXCR7 为 CXC 趋化因子受体 7，OGD/R 为氧 - 葡萄糖 
剥夺 / 复氧，SH-SY5Y 为神经母细胞瘤细胞，Akt 为 
丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶，p-Akt 为磷酸化 Akt， 

GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶

图 3  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测 
干扰 CXCR7 后 OGD/R 模型中 SH-SY5Y 细胞 

CXCR7、Akt 与 p-Akt 蛋白表达变化
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干扰 CXCR7 之后，再次构建

OGD/R 模型，我们可以发现，

p-Akt 的表达量降低，并且细

胞周期阻滞在 G0/G1 期。结

果表明，干扰 CXCR7 的表达

对 OGD/R 诱导的细胞损伤

起到一定程度的促进作用，

其潜在的可能机制是通过抑

制 Akt 信号通路促进对细胞

周期 G0/G1 期的阻滞，抑制

细胞增殖。

         Akt 信号通路属于酪氨 

酸激酶级联信号通路，该通

路对于维持细胞存活具有重 

要意义［22-23］。在癌症中，Akt

信号通路可通过磷酸化下游

靶点发挥抗凋亡作用［24］。在

器官移植中，细胞代谢及免疫

信号可汇集于 Akt 信号通路，

进而激活下游信号通路［25］。 

在中枢神经系统中，Akt 信号

通路广泛分布，可参与神经

元形成和功能发挥［26］。部分研究表明，在脑缺血/再

灌注损伤中，Akt 信号通路的激活可以防止缺血性

脑损伤，促进神经元存活与神经修复功能［27-29］，也

可以减轻高尔基体的应激反应，发挥神经保护作 

用［30］。另外，Akt 信号通路可以通过激活细胞周

期蛋白 D1（一种参与细胞周期进展的关键因子）参

与调控细胞周期，也可以通过诱导 DNA 合成调控

细胞周期进程［31］。细胞周期是一个紧密严谨的过

程，其正常运行对于细胞生长、修复和增殖具有至

关重要的意义［32］。一项在缺血预处理的皮质小胶

质细胞的研究中发现，细胞周期 / 细胞增殖基因的

表达增加，并且伴随着单侧反应，即缺血预处理后的

同侧半皮质区域小胶质细胞增殖明显［33］。在本研

究中，干扰 CXCR7 表达并构建 OGD/R 模型后，Akt

信号通路的表达受到抑制，并且影响细胞周期，即

CXCR7 表达降低可能是通过 Akt 信号通路影响细

胞周期，不利于神经元的存活与修复，因此，我们假

设 CXCR7 表达量的降低可能在 OGD/R 诱导损伤中

发挥神经破坏作用。

  综上所述，在 OGD/R 模型中，SH-SY5Y 细胞

中的 CXCR7 表达量降低，可能通过 Akt 信号通路

3 讨 论 

  IS 已然成为威胁人类健康的主要疾病之一，而

且，由于其具有高发病率、高致残率以及高病死率

的特点，已经给社会和家庭带来了较重的负担，严重

影响患者的生活质量［15］。IS 是由于大脑局部区域

供血不足所造成的脑损伤，脑部血氧的供需不平衡

会打破细胞稳态，脑组织能力耗竭，最终可导致神经

元死亡。研究表明，CXCR7 在成熟神经元中普遍表

达，当 CXCR7 与其配体 CXCL12 结合后可参与调节

神经系统功能［16］。先前的研究显示，缺氧条件下，

CXCR7 在多形性胶质母细胞瘤细胞中表达增加，并

且发挥抗细胞凋亡作用［17-18］。CXCL12/CXCR7 可

以独立或者与 CXCR4 相互作用调节神经祖细胞迁

移［19］。一项在小鼠神经祖细胞中的研究表明，敲除

CXCR7 可以抑制 CXCL12 介导的原代小鼠神经祖

细胞的增殖，参与调控细胞周期［20］。

  为探究 CXCR7 对 IS 神经元细胞周期的调控作

用，我们进行了相关实验。在体外模拟脑缺血损伤

常通过构建 OGD/R 模型来实现［21］。本研究通过构

建 OGD/R 模型发现，在缺氧环境下 CXCR7 表达量

明显降低，并且细胞周期阻滞在 G0/G1 期。当成功

注：OGD/R 为氧 - 葡萄糖剥夺 / 复氧，SH-SY5Y 为神经母细胞瘤细胞， 
PE 为藻红蛋白，PI 为碘化丙啶

图 4  流式细胞术（FCM）检测 OGD/R 模型中 SH-SY5Y 细胞周期改变

注：CXCR7 为 CXC 趋化因子受体 7，OGD/R 为氧 - 葡萄糖剥夺 / 复氧， 
SH-SY5Y 为神经母细胞瘤细胞，PE 为藻红蛋白，PI 为碘化丙啶

图 5  流式细胞术（FCM）检测干扰 CXCR7 后 OGD/R 模型中 SH-SY5Y 细胞周期改变
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影响细胞周期，损伤神经元功能。然而，CXCR7 对 

SH-SY5Y 细胞周期阻滞的深入机制尚未明确，后续

将进一步研究 CXCR7 对周期检测点相关蛋白的影

响与作用，寻找 CXCR7 的作用靶点及其调控机制。
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