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【摘要】 目的  探讨趋化因子 C-X-C 基序配体 12/C-X-C 趋化因子受体 4（CXCL12/CXCR4）信号轴对体外

氧糖剥夺 / 复氧（OGD/R）模型神经元细胞 SH-SY5Y 凋亡和自噬的影响及其作用机制。方法  将 SH-SY5Y 细

胞分为 OGD/R 组和非 OGD/R 组，其中 OGD/R 组制备 OGD/R 模型；非 OGD/R 组不进行任何处理。将 SH-SY5Y 

细胞分为 CXC12+ 组和 CXCL12- 组，其中 CXC12+ 组在 OGD/R 模型复氧时加入 0.1 mg/L 外源性重组 CXCL12

（rhCXCL12）；CXCL12- 组不加入 rhCXCL12。将 SH-SY5Y 细胞分为 CXCL12+AMD3100 组和 CXCL12 组，其中 

CXCL12+AMD3100 组在 OGD/R 前加入 2.5 mg/L CXCR4 抑制剂普乐沙福（AMD3100）预处理 2 h，复氧时加

入 2.5 mg/L AMD3100 和 0.1 mg/L CXCL12；CXCL12 组不加入 AMD3100。将 SH-SY5Y 细胞分为 CXCR4 小干

扰 RNA（siCXCR4）组和阴性对照小干扰 RNA（siNC）组，其中 siCXCR4 组干扰 CXCR4 表达后构建 OGD/R 模

型，在复氧时加入 0.1 mg/L rhCXCL12；siNC 组不干扰 CXCR4 的表达，其余操作同上。采用蛋白质免疫印迹

试验（Western blotting）检测各组细胞自噬相关蛋白 16（ATG16）、微管相关蛋白 1 轻链 3（LC3）、水通道蛋白

3（AQP3）、CXCR4 的蛋白表达；采用流式细胞仪检测各组细胞的细胞凋亡情况和 CXCR4 表达。结果  与非

OGD/R 组比较，OGD/R 组细胞凋亡明显增多，ATG16、LC3、AQP3 和 CXCR4 的蛋白表达水平均明显降低（均 

P＜0.05），CXCR4 的荧光表达也明显减弱，提示 OGD/R 可同时影响神经元细胞的凋亡和自噬，抑制 SH-SY5Y

细胞 CXCR4 和 AQP3 的表达。与 CXCL12- 组比较，CXCL12+ 组细胞凋亡无明显变化，但 ATG16、LC3 和 AQP3

的蛋白表达水平明显升高（ATG16/GAPDH：1.21±0.10 比 1.00±0.00，LC3/β-actin：1.22±0.10 比 1.00±0.00，

AQP3/β-actin：1.26±0.04 比 1.00±0.00，均 P＜0.05），CXCR4 的荧光表达也明显增强（荧光强度：1.19±0.05 比

1.00±0.00，P＜0.05），提示 CXCL12 可能通过 CXCR4/AQP3 促进 OGD/R SH-SY5Y 细胞的自噬。与 CXCL12 组

比较，CXCL12+AMD3100 组细胞凋亡无明显变化，但 ATG16 和 LC3 的蛋白表达水平明显降低（ATG16/GAPDH： 

0.75±0.08 比 1.00±0.00，LC3/GAPDH：0.86±0.07 比 1.00±0.00，均 P＜0.05），提示 CXCL12 可以通过 CXCR4

诱导 OGD/R SH-SY5Y 细胞的自噬。与 siNC 组比较，siCXCR4 组细胞凋亡无明显变化，ATG16、LC3、AQP3

和 CXCR4 的蛋白表达水平明显降低（ATG16/GAPDH：0.76±0.06 比 1.00±0.00，LC3/GAPDH：0.79±0.11 比

1.00±0.00，AQP3/GAPDH：0.81±0.05 比 1.00±0.00，CXCR4/GAPDH：0.86±0.04 比 1.00±0.00，均 P＜0.05），

提示干扰 CXCR4 可以通过 AQP3 抑制 OGD/R SH-SY5Y 细胞的自噬。结论  CXCL12/CXCR4 信号轴可以通过

AQP3 调节 OGD/R 诱导的 SH-SY5Y 细胞自噬，但不影响凋亡，表明 CXCL12/CXCR4 信号轴在脑缺血 / 再灌注

损伤神经元自噬中发挥作用。
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【Abstract】 Objective  To explore the effects and mechanisms of the C-X-C motif chemokine ligand 12/C-X-C  
motif  chemokine  receptor 4  (CXCL12/CXCR4)  signaling axis  on apoptosis  and autophagy  in SH-SY5Y neuronal  cells 
subjected  to  oxygen-glucose  deprivation/reperfusion  (OGD/R)  model  in vitro.  Methods  SH-SY5Y  cells  were 
divided  into  the  following  groups: OGD/R  group  and  non-OGD/R  group, with  the OGD/R  group  subjected  to OGD/R  
modeling  and  the  non-OGD/R  group  receiving  no  treatment.  Cells  were  also  divided  into  CXCL12+  and  CXCL12- 
groups;  the CXCL12+  group  received  0.1 mg/L  exogenous  recombinant  CXCL12  (rhCXCL12)  at  reoxygenation,  while 
the  CXCL12-  group  did  not.  Another  set  of  cells  was  divided  into  CXCL12+AMD3100  and  CXCL12  groups;  the 
CXCL12+AMD3100  group  was  pretreated  with  2.5  mg/L  AMD3100,  a  CXCR4  inhibitor,  for  2  hours  before  OGD/R 
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and received both 2.5 mg/L AMD3100 and 0.1 mg/L rhCXCL12 at reoxygenation, whereas the CXCL12 group received 
rhCXCL12 only. Additionally,  cells were divided  into small  interfering RNA CXCR4  (siCXCR4) and small  interfering 
RNA negative control  (siNC) groups;  the  siCXCR4 group underwent CXCR4 knockdown before OGD/R modeling and 
received 0.1 mg/L rhCXCL12 at reoxygenation, while the siNC group, transfected with a negative control, received the 
same  treatment.  Protein  expression  of  autophagy-related  16  (ATG16),  microtubule-associated  protein  1  light  chain  3 
(LC3), aquaporin-3 (AQP3), and CXCR4 was detected by Western blotting. Apoptosis rate and CXCR4 expression were 
measured by flow cytometry.  Results  Compared with the non-OGD/R group, the OGD/R group showed a significantly 
increased  apoptosis  rate  and  markedly  decreased  protein  expression  levels  of  ATG16,  LC3,  AQP3,  and  CXCR4  (all  
P < 0.05). CXCR4 fluorescent expression was also significantly reduced, suggesting that OGD/R simultaneously affects 
neuronal apoptosis and autophagy while inhibiting CXCR4 and AQP3 expression in SH-SY5Y cells. Compared with the 
CXCL12- group,  the CXCL12+  group exhibited no  significant  change  in  apoptosis  rate but demonstrated  significantly 
increased  protein  expression  of ATG16, LC3,  and AQP3  (ATG16/GAPDH:  1.21±0.10  vs.  1.00±0.00;  LC3/β-actin: 
1.22±0.10  vs.  1.00±0.00;  AQP3/β-actin:  1.26±0.04  vs.  1.00±0.00;  all  P  <  0.05).  CXCR4  expression  was  also 
significantly  enhanced  (fluorescence  intensity:  1.19±0.05  vs.  1.00±0.00,  P  <  0.05),  indicating  that  CXCL12  may 
promote  autophagy  in  OGD/R-injured  SH-SY5Y  cells  via  the  CXCR4/AQP3  pathway.  Compared  with  the  CXCL12 
group, the CXCL12+AMD3100 group showed no significant difference in apoptosis rate but significantly lower protein 
levels  of  ATG16  and  LC3  (ATG16/GAPDH:  0.75±0.08  vs.  1.00±0.00;  LC3/GAPDH:  0.86±0.07  vs.  1.00±0.00; 
both  P  <  0.05),  suggesting  that  CXCL12  induces  autophagy  in  OGD/R  SH-SY5Y  cells  through  CXCR4.  Compared 
with  the  siNC  group,  the  siCXCR4  group  showed  no  significant  change  in  apoptosis  rate  but  significantly  reduced 
protein  expression  of  ATG16,  LC3,  AQP3,  and  CXCR4  (ATG16/GAPDH:  0.76±0.06  vs.  1.00±0.00;  LC3/GAPDH: 
0.79±0.11 vs. 1.00±0.00; AQP3/GAPDH: 0.81±0.05 vs. 1.00±0.00; CXCR4/GAPDH: 0.86±0.04 vs. 1.00±0.00; 
all P < 0.05),  indicating  that CXCR4 knockdown  suppresses OGD/R-induced autophagy  in SH-SY5Y cells  likely  via 
AQP3.  Conclusion  The  CXCL12/CXCR4  signaling  axis  can  regulate  OGD/R-induced  autophagy  in  SH-SY5Y 
cells through AQP3 without affecting apoptosis, indicating a role for this pathway in neuronal autophagy during cerebral 
ischemia/reperfusion injury.
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  CXC 家族在炎症反应等病理过程中发挥细胞

的黏附、激活和迁移作用，在功能上可分为稳态趋

化因子和炎症趋化因子。趋化因子 C-X-C 基序配

体 12（C-X-C motif chemokine ligand 12，CXCL12）属

于小分子量稳态趋化因子，广泛表达于脑部等多个

组织，并且在神经系统的所有细胞中都有表达。重

要的是，CXCL12 可以影响神经系统中神经元的迁

移和轴突寻路［1-4］。这证明 CXCL12 在神经元的存

活中扮演着重要的角色。

  缺血性脑卒中相关研究显示，CXCL12与C-X-C

趋化因子受体 4（C-X-C motif chemokine receptor 4， 

CXCR4）呈差异表达，且主要表达在星形胶质细胞

和神经元中［3］。目前研究已经证明血清中 CXCL12

的表达水平与脑卒中患者的不良结局密切相关，

血清 CXCL12 水平可以反映脑卒中的严重程度，是

急性脑卒中患者重要的预后预测指标［5-6］。抑制

CXCL12 的表达不仅可以抑制缺血性脑卒中的炎症

反应，还可以促进血管生成［7］。此外，CXCL12 与

其受体 CXCR4 结合后发挥细胞趋化、诱导信号转

导、调节细胞存活的作用［8］。在脑卒中后期，使用

CXCR4 抑制剂 CX549 可以抑制炎症因子的表达，减

少脑梗死体积，改善行为学功能，增加损伤神经元的

存活，对脑卒中的神经损伤起到保护作用［9］。然而，

在脑卒中小鼠模型中，使用 CXCL12 受体 CXCR4 的

另一种抑制剂普乐沙福（plerixafor，AMD3100）处理

14 d，可阻断重复缺氧预处理产生的抗炎表型及对

病变体积的保护作用［10］。这些研究表明 CXCL12/

CXCR4 在缺血性脑卒中中扮演着重要角色，但是具

体的作用机制尚不清楚，需要进一步研究。

  有研究显示，神经元暴露于氧糖剥夺 / 复氧

（oxygen-glucose deprivation/reperfusion，OGD/R）模型

中，可以引起神经元的损伤和诱导自噬［11-13］。促进

细胞的自噬可以降低细胞的凋亡，促进细胞存活，

发挥神经保护作用［14-15］。然而，促炎细胞因子白细

胞介素 -17A（interleukin-17A，IL-17A）介导的自噬

又可以促进缺血性脑卒中导致的神经损伤［16］。可

见自噬在脑缺血 / 再灌注的神经损伤中发挥重要作

用，但对神经元的存活作用存在争议，作用机制也

缺乏足够的研究。CXCL12/CXCR4 信号轴与自噬的

关系最早是在套细胞淋巴瘤（mantle cell  lymphoma，

MCL）中发现的［17］，之后关于 CXCL12/CXCR4 影响

自噬的研究陆续被报道。CXCL12 可以通过促进自
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噬影响牙髓干细胞（dental pulp stem cell，DPSC）的

神经分化［18］，不仅如此，CXCL12 还可以通过抑制磷

脂酰肌醇 3 激酶（phosphoinositide 3-kinase，PI3K）、

蛋白激酶 B（protein kinase B，Akt）和哺乳动物雷帕

霉素靶蛋白（mammalian target of rapamycin，mTOR）

的磷酸化促进面神经损伤中施万细胞的自噬，但不

影响凋亡［19］。但是激活 CXCL12/CXCR4 可以促进

急性髓系白血病（acute myelogenous leukemia，AML）

细胞的自噬，降低阿糖胞苷导致的 AML 细胞凋 

亡［20］。说明 CXCL12/CXCR4 对细胞凋亡的影响目

前尚不统一，对自噬的影响也相对较少。并且目前

尚无 CXCL12/CXCR4 信号轴对脑缺血 / 再灌注神经

元损伤自噬的研究，所以值得进一步探究。

  值得注意的是，缺氧 / 再复氧可以引起神经细

胞中水通道蛋白（aquaporins，AQP）家族蛋白的差异

表达［21］。AQP3 作为 AQP 家族的一员，干扰 AQP3

的表达后可以抑制自噬的诱导［22］，在体内和体外

过表达 AQP3 可以诱导自噬［23］。值得关注的是，

CXCL12 可以促进 AQP3 的易位，进而调节 AQP3 转

运过氧化氢（hydrogen peroxide，H2O2）的功能［24］。 

由此推测，AQP3 可能与缺血性脑卒中神经自噬的

发生密切相关，然而是否受 CXCL12/CXCR4 的调

节尚不清楚。因此，本研究通过利用外源性重组

CXCL12、CXCR4抑制剂AMD3100以及干扰CXCR4 

来探究 CXCL12/CXCR4 是否通过调节 AQP3 影响

脑缺血 / 再灌注损伤神经元的自噬和凋亡。

1 资料与方法 

1.1  主要仪器和试剂：10% 胎牛血清（北京全式金

生物公司），1% 青霉素链霉素（北京索莱宝公司），

DMEM（美国 HyClone 公司），瞬时转染的小干扰

RNA（small interfering RNA，siRNA；江苏吉玛公司），

脂质体转染试剂 Lipofectamine 2000（美国 Invitrogen

公司），无糖培养基（美国 Gibco 公司），CXCR4 及其

特异性抑制剂 AMD3100（美国 Santa 公司），CXCL12

（美国 Pepro Tech 公司），AQP3（英国 Abcam 公司），

3- 磷酸甘油醛脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase，GAPDH）、Annexin Ⅴ- 异硫氰酸荧光

素（fluorescein isothiocyanate，FITC）细胞凋亡检测

试剂盒（上海碧云天公司），微管相关蛋白 1 轻链 3

（microtubule-associated protein 1 light chain 3，LC3）、 

自噬相关蛋白16（autophagy-related protein 16，ATG16； 

美国 CST 公司），抗兔二抗（上海爱必信公司），

CXCR4 抗体（美国 Biolegend 公司）。

1.2  细胞培养：神经细胞 SH-SY5Y 来自青岛大学

生理学实验室，培养于含 10% 胎牛血清和 1% 青霉

素链霉素的 DMEM 混合培养液中，然后置于含 5% 

二氧化碳（carbon dioxide，CO2）的 37 ℃培养箱中。

1.3  细胞转染：将 50 nmol/L 阴性对照小干扰 RNA 

（small interfering RNA negative control，siNC）和50 nmol/L  

CXCR4 小干扰 RNA（small interfering RNA CXCR4， 

siCXCR4）分别与Lipofectamine 2000共转染于含2 mL 

无血清DMEM的6孔板中。在培养箱中培养8 h后，

将无血清的 DMEM 换成含 10% 血清的 DMEM，然

后继续在 37 ℃培养箱中培养。

1.4  OGD/R 模型制备：根据文献［25］的方法制

备 OGD/R 模型，将细胞用磷酸盐缓冲液（phosphate 

buffered saline，PBS）洗涤 2 遍，然后加入无血清的

无糖培养基，在 37 ℃的缺氧环境中培养 6 h，然后再

将细胞置于含 10% 胎牛血清的 DMEM 的常氧环境

中培养 24 h。

1.5  细胞分组及处理：① 将 SH-SY5Y 细胞分为

OGD/R 组和非 OGD/R 组。OGD/R 组制备 OGD/R 模

型；非 OGD/R 组不进行任何处理。② 将 SH-SY5Y

细 胞 分 为 CXC12+ 组 和 CXCL12- 组。CXC12+ 组

在 OGD/R 模型复氧时加入 0.1 mg/L 外源性重组人

CXCL12（recombinant human CXCL12，rhCXCL12）； 

CXCL12- 组不加入 rhCXCL12。③ 将 SH-SY5Y 细胞 

分为CXCL12+AMD3100组和CXCL12组。CXCL12+ 

AMD3100 组 在 OGD/R 前 加 入 2.5 mg/L AMD3100

预处理 2 h，在复氧时加入 2.5 mg/L AMD3100 和

0.1 mg/L CXCL12；CXCL12 组 不 加 入 AMD3100。

④  将 SH-SY5Y 细胞分为 siCXCR4 组和 siNC 组。

siCXCR4 组干扰 CXCR4 表达后构建 OGD/R 模型，

在复氧时加入 0.1 mg/L rhCXCL12；siNC 组不干扰

CXCR4 的表达，其余操作同上。

1.6  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检

测 ATG16、LC3、AQP3、CXCR4 的 蛋 白 表 达：在

细胞中加入细胞裂解液提取细胞总蛋白，蛋白样

品行 10% 或 15% 十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺 

凝 胶 电 泳（sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis，SDS-PAGE），然后将凝胶上的蛋白转

移到聚偏二氟乙烯（polyvinylidene fluoride，PVDF）

膜上，使用 5% 的脱脂奶粉封闭 2 h，孵育目的蛋白

ATG16、LC3、AQP3、CXCR4 和内参 GAPDH、β- 肌

动蛋白（β-actin）的一抗，后孵育抗兔二抗，使用超

敏显影液浸泡 PVDF 膜后用数字成像系统显影。
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1.7  流式细胞仪检测细胞凋亡：用不含乙二胺四乙

酸（ethylenediaminetetra-acetic acid，EDTA）的胰酶

消化收集细胞，PBS 洗涤 1 次后加入 FITC 结合液，

然后按照说明书每个样本中加入 FITC 和碘化丙啶

（propidium Iodide，PI）染色液，常温孵育 15 min 后，

使用 Annexin Ⅴ-FITC 细胞凋亡检测试剂盒在流式

细胞仪上进行细胞凋亡检测。

1.8  流式细胞仪检测 CXCR4 表达：用不含 EDTA

的胰酶消化收集细胞，PBS 洗涤 1 次后，加入 5% 

BSA 及 0.1% 皂苷进行封闭和破膜 15 min，然后加

入 CXCR4 抗体孵育 20 min，PBS 洗涤 2 次，采用流

式细胞仪检测 CXCR4 的表达。

1.9  统计学分析：采用 Image J 和 GraphPad Prism

软件分析实验数据，每个实验均进行 3 次独立重复。

计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，采用非配对

t 检验。检验水准α值取双侧 0.05。

2 结 果 

2.1  OGD/R 可诱导 SH-SY5Y 细胞凋亡和抑制细胞

自噬：与非 OGD/R 组比较，OGD/R 组细胞凋亡明显

增多（1.414±0.113 比 1，P＜0.05；图 1），ATG16 和

LC3 的蛋白表达明显降低（均 P＜0.05；表 1；图 2）。

提示 OGD/R 可同时影响神经元细胞的凋亡和自噬。

2.2  OGD/R 可抑制 SH-SY5Y 细胞 CXCR4 和 AQP3

的表达：与非 OGD/R 组比较，OGD/R 组 CXCR4 的荧 

光表达明显减弱（荧光强度：0.76±0.11比1.00±0.00， 

P＜0.05；图 3），AQP3 和 CXCR4 的蛋白表达也明显

降低（均 P＜0.05；表 1；图 2）。结果表明，OGD/R

可抑制 SH-SY5Y 细胞 AQP3 和 CXCR4 的表达，提

示 AQP3 和 CXCR4 的表达可能对 OGD/R 模型中神

经元的损伤起到一定的作用。

表 1 非 OGD/R 组与 OGD/R 组 SH-SY5Y 细胞 ATG16、
LC3、AQP3 和 CXCR4 的蛋白表达比较（x±s）

组别 孔数
（孔）

ATG16/
GAPDH

LC3/
GAPDH

AQP3/
GAPDH

CXCR4/
GAPDH

非 OGD/R 组 3 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00
OGD/R 组 3 0.79±0.04 a 0.86±0.01 a 0.81±0.05 a 0.86±0.04 a

注：OGD/R 为氧糖剥夺 / 复氧，ATG16 为自噬相关蛋白 16，LC3 

为微管相关蛋白 1 轻链 3，AQP3 为水通道蛋白 3，CXCR4 为 C-X-C

趋化因子受体 4，GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶；与非 OGD/R 组，
aP＜0.05

注：OGD/R 为氧糖剥夺 / 复氧，PE 为藻红蛋白， 
FITC 为 异硫氰酸荧光素

图 1  流式细胞仪检测非 OGD/R 组和 OGD/R 组 
SH-SY5Y 细胞的凋亡情况

2.3  CXCL12 可促进 OGD/R SH-SY5Y 细胞的自噬：

与 CXCL12- 组比较，CXCL12+ 组细胞凋亡无明显变

化（1.389±0.464 比 1，P＞0.05；图 4），但自噬蛋白

LC3 和 ATG16 的蛋白表达明显升高（均 P＜0.05；

表 2；图 5）。提示 CXCL12 可促进 OGD/R SH-SY5Y

细胞的自噬。

注：OGD/R 为氧糖剥夺 / 复氧，ATG16 为自噬相关蛋白 16， 
LC3 为微管相关蛋白 1 轻链 3，AQP3 为水通道蛋白 3，CXCR4 为 

C-X-C 趋化因子受体 4，GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶

图 2  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测非 OGD/R 组和 
OGD/R 组 SH-SY5Y 细胞 ATG16、LC3、AQP3、CXCR4 蛋白表达

注：OGD/R 为氧糖剥夺 / 复氧，CXCR4 为 C-X-C 趋化因子受体 4，
APC 为别藻蓝蛋白

图 3  流式细胞仪检测非 OGD/R 组和 OGD/R 组 
SH-SY5Y 细胞 CXCR4 的表达
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2.4  CXCL12 可促进 OGD/R SH-SY5Y 细胞 CXCR4

和 AQP3 的表达：与 CXCL12- 组比较，CXCL12+ 组

CXCR4 的荧光表达明显增强（荧光强度：1.19±0.05

比 1.00±0.00，P＜0.05；图 6），AQP3 蛋白表达明显

升高（P＜0.05；表 2；图 5）。提示 CXCL12 可能通

过CXCR4/AQP3影响OGD/R SH-SY5Y细胞的自噬。

表 2 CXCL12- 组与 CXCL12+ 组 OGD/R SH-SY5Y 
细胞 ATG16、LC3 和 AQP3 的蛋白表达比较（x±s）

组别 孔数
（孔）

ATG16/
GAPDH

LC3/
β-actin

AQP3/
β-actin

CXCL12- 组 3 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00
CXCL12+ 组 3   1.21±0.10 a   1.22±0.10 a   1.26±0.04 a

注：CXCL12 为趋化因子 C-X-C 基序配体 12，OGD/R 为氧糖剥

夺/复氧，ATG16为自噬相关蛋白16，LC3为微管相关蛋白1轻链3， 

AQP3 为水通道蛋白 3，GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶，β-actin 为

β- 肌动蛋白；与 CXCL12- 组比较，aP＜0.05

2.5  CXCL12 通过 CXCR4 促进 OGD/R SH-SY5Y 神 

经细胞的自噬：与CXCL12组比较，CXCL12+AMD3100 

组细胞凋亡无明显变化（1.114±0.163 比 1，P＞
0.05；图 7），但自噬蛋白 ATG16 和 LC3 的蛋白表达

明显降低（均 P＜0.05；表 3；图 8）。提示 CXCL12

可通过 CXCR4 诱导 OGD/R SH-SY5Y 细胞的自噬。

注：CXCL12 为趋化因子 C-X-C 基序配体 12，OGD/R 为 
氧糖剥夺 / 复氧，PE 为藻红蛋白，FITC 为 异硫氰酸荧光素

图 4  流式细胞仪检测 CXCL12- 组和 CXCL12+ 组 
OGD/R SH-SY5Y 细胞的凋亡情况

注：CXCL12 为趋化因子 C-X-C 基序配体 12，AMD3100 为 
C-X-C 趋化因子受体 4 抑制剂普乐沙福，OGD/R 为 

氧糖剥夺 / 复氧，PE 为藻红蛋白，FITC 为 异硫氰酸荧光素

图 7  流式细胞仪检测 CXCL12 组和 CXCL12+AMD3100 组 
OGD/R SH-SY5Y 细胞的凋亡情况

2.6  干扰CXCR4表达可抑制OGD/R SH-SY5Y细胞

自噬及 AQP3 的表达：与 siNC 组比较，siCXCR4 组

细胞凋亡无明显变化（1.103±0.083 比 1，P＞0.05； 

图 9），自噬蛋白 LC3、ATG16、AQP3 和 CXCR4 的蛋

白表达明显降低（均 P＜0.05；表 4；图 10）。提示

干扰 CXCR4 可以通过 AQP3 抑制 OGD/R SH-SY5Y

细胞的自噬。

注：CXCL12 为趋化因子 C-X-C 基序配体 12，OGD/R 为氧糖 
剥夺 / 复氧，ATG16 为自噬相关蛋白 16，LC3 为微管相关蛋白 1
轻链 3，AQP3 为水通道蛋白 3，GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶，

β-actin 为 β- 肌动蛋白

图 5  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测 CXCL12- 组和
CXCL12+ 组 OGD/R SH-SY5Y 细胞 ATG16、LC3 和 AQP3 蛋白表达

注：CXCL12 为趋化因子 C-X-C 基序配体 12，OGD/R 为 
氧糖剥夺 / 复氧，CXCR4 为 C-X-C 趋化因子受体 4， 

APC 为别藻蓝蛋白

图 6  流式细胞仪检测 CXCL12- 组和 CXCL12+ 组 
OGD/R SH-SY5Y 细胞 CXCR4 的表达
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3 讨 论 

  缺血性脑卒中是导致人类死亡的主要病因之

一，也是全球面临的重大健康挑战［26］。尽管重组

组织型纤溶酶原激活剂（recombinant tissue-type 

plasminogen activator，rtPA）治疗急性缺血性脑卒中

有效，但其应用受限于狭窄的治疗时间窗及再灌注

损伤，因此迫切需要开发新的治疗手段和寻找有效

的分子靶点［27-28］。值得注意的是，缺血性脑卒中后

出现的炎症反应是缺血性脑卒中神经元损伤的主

要机制之一［29］。在本研究中，我们发现体外的脑缺

血 / 再灌注模型导致神经元细胞 SH-SY5Y 细胞凋

亡增加，抑制了细胞的自噬，在 OGD/R SH-SY5Y 细

胞中也抑制了 CXCL12 受体 CXCR4 的表达。表明

OGD/R 模型有可能通过 CXCL12/CXCR4 信号轴影

响脑缺血 / 再灌注神经元的凋亡和自噬。值得注意

的是，OGD/R 也抑制了 SH-SY5Y 细胞中 AQP3 蛋

白的表达，推测 CXCL12/CXCR4 可能是通过 AQP3

发挥信号转导作用。

  为进一步验证 CXCL12 在体外脑缺血 / 再灌注

模型中的作用，本研究在OGD/R SH-SY5Y细胞中加

入 rhCXCL12，对细胞的自噬和凋亡进行检测，结果

表明，CXCL12促进了OGD/R SH-SY5Y细胞的自噬，

但是对凋亡没有明显的影响。有研究报道，CXCL12

可以促进面神经损伤神经细胞的自噬，对凋亡没有

影响，与本研究结果相似［19］。目前多种研究结果支

表 4 siNC 组与 siCXCR4 组 OGD/R SH-SY5Y 细胞
ATG16、LC3、AQP3 和 CXCR4 的蛋白表达比较（x±s）

组别 孔数
（孔）

ATG16/
GAPDH

LC3/
GAPDH

AQP3/
GAPDH

CXCR4/
GAPDH

siNC 组 3 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00
siCXCR4 组 3 0.76±0.06 a 0.79±0.11 a 0.81±0.05 a 0.86±0.04 a

注：siNC 为阴性对照小干扰 RNA，siCXCR4 为 C-X-C 趋化因

子受体 4 小干扰 RNA，OGD/R 为氧糖剥夺 / 复氧，ATG16 为自噬相

关蛋白 16，LC3 为微管相关蛋白 1 轻链 3，AQP3 为水通道蛋白 3，

CXCR4为C-X-C趋化因子受体4，GAPDH为3- 磷酸甘油醛脱氢酶；

与 siNC 组比较，aP＜0.05

注：siNC 为阴性对照小干扰 RNA，siCXCR4 为 C-X-C 
趋化因子受体 4 小干扰 RNA，OGD/R 为氧糖剥夺 / 复氧， 

PE 为藻红蛋白，FITC 为异硫氰酸荧光素

图 9  流式细胞仪检测 siNC 组和 siCXCR4 组 
OGD/R SH-SY5Y 细胞的凋亡情况

表 3 CXCL12 组与 CXCL12+AMD3100 组 OGD/R  
SH-SY5Y 细胞 ATG16 和 LC3 的蛋白表达比较（x±s）

组别 孔数（孔） ATG16/GAPDH LC3/GAPDH

CXCL12 组 3 1.00±0.00 1.00±0.00
CXCL12+AMD3100 组 3    0.75±0.08 a    0.86±0.07 a

注：CXCL12为趋化因子C-X-C基序配体12，AMD3100为C-X-C 

趋化因子受体 4 抑制剂普乐沙福，OGD/R 为氧糖剥夺 / 复氧，ATG16 

为自噬相关蛋白 16，LC3 为微管相关蛋白 1 轻链 3，GAPDH 为 3- 磷 

酸甘油醛脱氢酶；与 CXCL12 组比较，aP＜0.05

注：CXCL12 为趋化因子 C-X-C 基序配体 12，AMD3100 为 
C-X-C 趋化因子受体 4 抑制剂普乐沙福，OGD/R 为氧糖剥夺 / 复氧，

ATG16 为自噬相关蛋白 16，LC3 为微管相关蛋白 1 轻链 3， 
GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶

图 8  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测 CXCL12 组和
CXCL12+AMD3100 组 OGD/R SH-SY5Y 细胞 ATG16、LC3 蛋白表达

注：siNC 为阴性对照小干扰 RNA，siCXCR4 为 C-X-C 趋化因子 
受体 4 小干扰 RNA，OGD/R 为氧糖剥夺 / 复氧，CXCR4 为 C-X-C
趋化因子受体 4，ATG16 为自噬相关蛋白 16，LC3 为微管相关蛋白
1 轻链 3，AQP3 为水通道蛋白 3，GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶

图 10  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测 
siNC 组和 siCXCR4 组 OGD/R SH-SY5Y 细胞 

CXCR4、ATG16、LC3、AQP3 蛋白表达
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持 CXCL12 可以促进自噬［18，30-31］，然而 CXCL12 对

细胞凋亡的影响尚存在争议。例如，沉默 CXCL12

的表达可以抑制肾足细胞的凋亡，对肾足细胞的损

伤具有保护作用［32］。外源性的 CXCL12 刺激可以

诱导乳腺癌细胞中凋亡蛋白的表达，诱导细胞凋

亡［33］。然而在蛛网膜下腔出血中外源性 CXCL12

可以发挥抗凋亡作用，并且这种抗凋亡作用可以

被 AMD3100 阻断［34］。此外，在创伤性脑损伤模型

中也有关于 CXCL12 抑制神经元凋亡的报道，并且

抗凋亡作用也可以被 AMD3100 逆转［35］。有趣的

是，内源性与外源性 CXCL12 的作用存在差异。尤

其是针对细胞死亡方面，存在抑制凋亡和诱导凋亡

两种作用［33］。因此，在不同细胞中、不同作用时间

等环境下，CXCL12 对脑卒中神经元凋亡的影响有

待进一步探究。我们发现加入外源性 CXCL12 后，

促进了 OGD/R SH-SY5Y 神经细胞中 CXCL12 受体

CXCR4 及 AQP3 的表达。表明在 OGD/R SH-SY5Y

神经细胞中，CXCL12 影响了 CXCR4 的表达，且

CXCL12/CXCR4 信号轴可能通过 AQP3 发挥信号转

导作用。

  为探究 CXCL12 是否通过 CXCR4 发挥作用，

本研究使用 CXCR4 特异性抑制剂 AMD3100 对

OGD/R SH-SY5Y 神经细胞进行处理，结果显示，

AMD3100 逆转了 CXCL12 的促自噬作用，同样对凋

亡没有明显影响。说明 CXCL12 确实通过 CXCR4

诱导 OGD/R SH-SY5Y 神经细胞的自噬。目前有研

究证明，CXCL12/CXCR4 信号轴可以诱导自噬，例如

CXCL12/CXCR4 可以通过诱导结直肠癌的自噬来促

进细胞的侵袭和耐药性［31］。激活 CXCL12/CXCR4

信号通路可以促进 AML 的自噬［20］。但是鲜见

CXCL12/CXCR4 信号轴对缺血性脑卒中神经元自噬

的相关研究，因此本研究探讨 CXCL12/CXCR4 对缺

血性脑卒中神经元自噬的影响显得非常重要。

  为进一步确认 CXCR4 在 OGD/R SH-SY5Y 神

经细胞中的作用及下游通路，本研究干扰 SH-SY5Y

神经细胞 CXCR4 的表达后建立 OGD/R 模型，检

测 SH-SY5Y 细胞的自噬、凋亡以及下游通路蛋白

AQP3 的表达，结果显示，干扰 CXCR4 后确实抑制

了 OGD/R SH-SY5Y 细胞的自噬，同样对凋亡没有

明显影响。干扰 CXCR4 后，进一步证明 CXCL12/

CXCR4 信号轴确实可以促进 OGD/R SH-SY5Y 细胞

的自噬。重要的是，干扰 CXCR4 后也抑制了 AQP3

的表达，表明 CXCL12/CXCR4 信号轴是通过下游通

路蛋白 AQP3 发挥作用，诱导脑缺血 / 再灌注后的

神经元自噬。有研究显示，在缺血性脑卒中后 6 h， 

梗死灶的核心区 AQP3 的表达量降低，且表达于星

形胶质细胞和神经元细胞上［36］。证明 AQP3 在缺

血性脑卒中中发挥作用，但是相关研究很少。然而，

目前鲜见关于 CXCL12/CXCR4 信号轴通过 AQP3

对脑缺血脑卒中神经元损伤影响的研究。本研究首

次证明了 CXCL12/CXCR4/AQP3 信号通路可以诱导

脑缺血 / 再灌注神经元的自噬，具有一定的创新性。

但是不足的是，CXCL12/CXCR4/AQP3 信号通路的

体内实验也需要进一步进行验证。

  综上所述，本实验证明了 CXCL12/CXCR4 信号

轴可以通过 AQP3 促进 OGD/R SH-SY5Y 细胞的自

噬，不影响细胞的凋亡，表明 CXCL12/CXCR4/AQP3

在缺血性脑卒中中发挥重要作用，为缺血性脑卒中

的治疗提供了潜在的治疗靶点。
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