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Sfrp2通过下调Wnt/茁-catenin通路
抑制胶质瘤细胞系 U251的迁移能力 *
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摘要目的：探讨使用Wnt3a蛋白受体竞争性抑制剂 Sfrp2下调Wnt通路的关键蛋白 茁-catenin的表达对胶质瘤细胞 U251线粒体

功能以及细胞侵袭能力的影响。方法：使用外源性 Sfrp2蛋白处理 U251细胞，使用Western Blot技术，Mitotracker线粒体形态学

染色，划痕实验观测 Sfrp2蛋白对 U251细胞Wnt通路的表达，线粒体功能以及细胞迁移能力的影响，并使用 GSK-3茁抑制剂
LiCl上调Wnt通路进一步明确 Sfrp2蛋白的作用机制。结果：Sfrp2蛋白可引起Wnt通路的抑制（P<0.05），线粒体分裂（P<0.01）以
及细胞迁移能力的下降（P<0.01），而使用 LiCl处理后，Wnt通路重现上调（P<0.05），线粒体分裂受到抑制（P<0.05），细胞的迁移能
力也再次恢复（P<0.05）。结论：Sfrp2可通过下调Wnt通路引起线粒体分裂进而抑制 U251细胞的迁移能力。
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Sfrp2 Functions as a Suppressor for Gliomas by Suppressing the
Wnt/茁-catenin Signaling*

To investigate the role of Sfrp2, a protein competing with Wnt3a protein for Wnt ligands, on the invasion

ability changing and mitochonadria fission of U251 cells. Cells were treated with Sfrp2 and WB, Mitotracker stain, and wound

healing study were performed to analyze the changing of migration ability and mitochondria fission in U251 cells. The LiCl was added to

analyze its underlying mechanism. The pretreatment of Sfrp2 in U251 cells induced the inhibition of Wnt signaling（P<0.05）, the
decrease of migration ability （P<0.01）and mitochondria fission（P<0.01）. Besides, the adding of LiCl before Sfrp2 could abrogate the
inhibition of Wnt signaling（P<0.05）, the decrease of migration ability（P<0.05）and mitochondria fission（P<0.05）. Sfrp2

induced the mitochondria fission and decrease of migration ability in U251 cells in a Wnt signaling dependent manner.
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前言

胶质瘤是一种发源于中枢神经系统的恶性脑肿瘤[1，2]。目前

研究表明胶质瘤主要是由于先天遗传因素和环境致癌因素等

各种因素共同作用引发的结果。胶质瘤发病率约为 4-5/100,000

人每年[3]。尽管包括手术治疗，化疗，放疗等治疗及诊断方法不

断改善，然而高级别胶质瘤患者的平均生存期依然只有约 9-12

个月[4]。因此，进一步明确胶质瘤致病机理对其诊疗十分重要。

线粒体参与细胞内有氧呼吸过程。线粒体与肿瘤增值，迁

移，侵袭等行为的能量来源[5-7]。通过抑制肿瘤细胞的线粒体功能

来抑制其增值，迁移，侵袭的能力成为一个新的研究热点[8]。线

粒体分裂通常会导致碎片状的无功能的线粒体，而线粒体融合

则通常会保障线粒体有氧呼吸等功能的正常进行[9-11]。而研究显示

Wnt通路在线粒体融合以及分裂中发挥了相当重要的作用[12,13]。

Wnt通路与肿瘤的早期发生，胚胎神经系统的发育密切相

关 [14，15]，在经典 Wnt通路中，Wnt3a 与 Frizzled 受体和 LRP5/6

受体结合，通过一系列信号传导导致降解 茁-catenin 的 GSK-

3茁-APC-axin复合体失活，茁-catenin在胞浆内聚集后大量进入
细胞核，诱发下游基因转录[16，17]。细胞内内源性的 Sfrp2蛋白以

及 DKK1 蛋白可与 Wnt3a 竞争性结合细胞表面的受体 [18]。

LiCl 可以抑制 GSK-3茁-APC-axin 复合体的功能而激活经典
Wnt通路[19]。

本研究中，我们利用外源性 Sfrp2蛋白处理 U251细胞，观

测 Sfrp2蛋白对 U251细胞Wnt通路的表达，线粒体功能以及
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图 1 LiCl预处理可抵消 Sfrp2预处理对Wnt通路的抑制

Fig.1 The Sfrp2 induced Wnt signaling inhibition could be abrogated by LiCl pretreatment

Note: A: The level of 茁-catenin was analyzed by Western blot.

B: Relative amounts of 茁-catenin/actin level. n=3, a compared with control group P<0.05, b compared with Sfrp2 group P<0.05.

细胞迁移能力的影响，并使用 GSK-3茁抑制剂 LiCl上调Wnt

通路进一步明确 Sfrp2蛋白的具体作用机制。

1 材料和方法

1.1 试剂

U251细胞由第四军医大学第二附属医院神经外科实验室

提供。LiCl（麦克林公司），DMEM（Thermo公司），SFRP2（R&D

system公司），兔源性 茁-catenin（abcam公司），Mitotracker red

染料（Life公司）。

1.2 方法

1.2.1 U251细胞培养 U251细胞培养于含有 10%胎牛血清

的 DMEM（37℃，5%CO2）。生长到 70%左右时使用 0.25%的胰

酶进行消化、离心、传代。

1.2.2 细胞分组 对照组的细胞不给予任何处理；Sfrp2组的

细胞给与 100 ng/mL Sfrp2处理 24h；Sfrp2+LiCl组的细胞在给

与 100 ng/mL Sfrp2处理 24h之前给与 24h的 1 mM的 LiCl处

理 24h。

1.2.3 Western blot 将处理结束后的细胞用 PBS进行清洗，

清洗后使用细胞刮将 U251细胞刮下离心后再裂解。于准备好的

裂解液中加入 1/4体积上样缓冲液于 100℃进行煮沸 10 min。

使用 10% SDS聚丙烯酰胺凝胶进行电泳，PVDF膜转膜，5%脱

脂牛奶封闭 2h，再加鼠源性 actin抗体，兔源性 茁-catenin抗体
于 4℃封闭过夜，然后使用 TBST液体洗膜 5分钟，重复 3遍。

待二抗孵育结束后 TBST洗膜 5分钟，重复 3遍。ECL显色，暗

室曝光。

1.2.4 划痕实验 我们将 U251细胞种植于 6孔板上，在给予

Sfrp2 处理开始时使用 20 滋L枪头于培养皿底部制造整齐划
痕，对照组的细胞在同一时间段也制造划痕，待 24h后用 PBS

洗涤细胞 3次再置于显微镜下观察。

1.2.5 Mitotracker染色 将细胞种植于共聚焦小皿内，然后按

上文所述分为三组，分别接受不同处理，待处理结束后将 10 nM

的 Mitotracker red染液加入种植有 U251的共聚焦小皿内，于

33℃进行孵育 20 min。然后 4%多聚甲醛固定、DAPI染色。洗涤

后使用日本尼康公司激光共聚焦显微镜进行观察。我们将能包

围线粒体的最小的椭圆的长轴和短轴进行比较，在每一次实验

中将 20个视野的数据进行统计[20]。

1.2.6 统计学处理 数据以均数依标准差（x依s）来表示，使用
SPSS13.0 软件进行单因素方差分析（one-way ANOVA）。以

P<0.05为具有显著性差异。

2 结果

2.1 外源性 Sfrp2可抑制Wnt通路的表达

我们将 U251细胞分为三组，分别接受上文所述处理，待

处理结束后使用Werstern blot技术检测细胞内Wnt通路关键

蛋白 茁-catenin的表达变化，结果显示：相较于 Control组的细

胞，Sfrp2组的细胞内 茁-catenin的表达显著下降，而在 Sfrp2处

理之前使用 LiCl进行预处理 24h则可以抵消 Sfrp2所引起的

Wnt通路的抑制。灰度分析的结果显示，差异具有统计学意义

（P<0.05, Fig.1A and B）。

2.2 Sfrp2可通过Wnt通路诱导线粒体分裂抑制 U251细胞的

迁移能力

我们使用划痕实验检测上述三组细胞的迁移能力的改变，

结果显示：相较于 Control组的细胞，24h的 Sfrp2蛋白处理可

导致 U251细胞迁移能力显著下降。而在使用 Sfrp2进行处理

之前使用 LiCl进行预处理 24h后，U251细胞的迁移能力再次

恢复，差异具有统计学意义（P<0.05, Fig.2A and B）。因为 Wnt

通路与线粒体的融合以及分裂有密切关系，且线粒体分裂可导

致肿瘤细胞迁移能力的下降。因此我们观察了 Sfrp2蛋白对

U251细胞线粒体的影响，结果显示：相较于 Control组的细胞，

Sfrp2组的细胞线粒体出现了大量的碎片，其长轴与短轴的比

值显著下降，而在 Sfrp2处理之前使用 LiCl进行预处理 24h则
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图 3 LiCl预处理可抵消 Sfrp2处理引起的 U251细胞线粒体的分裂

Fig.3 The mitochondrial fission of U251 cells induced by Sfrp2 could be reversed by LiCl pretreatment

Note: A: The U251 cells were stained with Mitotraker(scale bar, 10 滋m).
B: The ratio of major and minor axes was analezed. n=3, a compared with control group P<0.01, b compared with Sfrp2 group P<0.05.

图 2 LiCl预处理可抵消 Sfrp2处理对 U251细胞的迁移能力的抑制

Fig.2 LiCl pretreatment abrogate the low migration capacity of U251 cells induced by Sfrp2

Note: A: The migration capacity of U251 cells were measured by wound healing assay.

B: The Fold-migration. n=3, a compared with control group P<0.05, b compared with Sfrp2 group P<0.05.

可以抵消 Sfrp2所引起的线粒体分裂，差异具有统计学意义 （P<0.05, Fig.3A and B）。

3 讨论

Wnt通路在肿瘤的发生，生长发育，中枢神经系统功能的

维持中发挥了重要作用[12，21]。研究显示在肿瘤细胞中，基因突变

导致Wnt通路被过度激活，茁-catenin蛋白大量进入细胞核内，
与转录因子形成 TCF/LEF-茁-catenin复合体，调节 TCF/LEF转

录调控[22，23]。Sfrp2是 Sfrp2基因所编辑的一种蛋白质，Sfrp2与

Wnt3a竞争细胞表面受体结合位点而抑制Wnt通路[18，24，25]。在

本实验中，我们使用 Sfrp2处理胶质瘤细胞株 U251，结果表明，

Sfrp2蛋白预处理可引起 茁-catenin蛋白的表达显著下降，而使
用 LiCl处理后，茁-catenin蛋白的表达水平在 U251细胞系中又

再次上调。因此我们认为，在胶质瘤细胞中，Sfrp2也可显著抑

制 茁-catenin 蛋白的表达，并且这种抑制作用是通过经典的
Wnt通路来完成的。

胶质瘤是常见的一种颅内恶性肿瘤[26]。研究显示，胶质瘤

的发病普遍与遗传因素，生活环境因素，物理化学因素等密切
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相关[27]。Wnt通路的激活与胶质瘤的发生密切相关[22]。在胶质

瘤的治疗中，其肿瘤细胞强大的增值，侵袭，迁移能力成为肿

瘤复发的重要因素 [23]。而目前对肿瘤细胞具有高度增值，侵

袭，迁移能力的具体分子学机制尚未阐述清楚，因此，我们探

索了 Sfrp2对Wnt通路的调节作用以及对胶质瘤细胞系迁移

能力的影响。在我们的实验中，24h的 Sfrp2蛋白处理可导致

U251细胞迁移能力显著下降。而在使用 SFRP2进行处理之

前使用 LiCl进行预处理 24h 后，U251 细胞的迁移能力再次

恢复，这证明了胶质瘤细胞的迁移能力的发挥主要是依靠经

典Wnt通路来完成的。然而 Sfrp2抑制Wnt通路后是具体如何

影响胶质瘤细胞的迁移能力。为了探明这个问题，我们进行了线

粒体形态学染色。

线粒体为细胞的生长，发育，增值，分化提供大量的 ATP,

肿瘤细胞的线粒体十分发达[11，28，29]。线粒体分裂诱导细胞的凋

亡，线粒体融合保障线粒体有氧呼吸等功能的进行[30]。研究显

示，激活 Wnt通路后，可以显著的促进线粒体融合，保障线粒

体功能的正常进行。而当Wnt通路下调后，线粒体则发生分

裂，最终使细胞走向凋亡[16]。在本实验中，我们发现 Sfrp2预处

理可以导致细胞线粒体大量的碎片化，其长轴与短轴的比值显

著下降，而在 Sfrp2处理之前使用 LiCl进行预处理 24h则可以

抵消 SFRP2所引起的线粒体分裂。这说明 Sfrp2可以通过诱导

线粒体分裂进而降低肿瘤细胞的迁移能力，而Wnt通路在其

中发挥了十分重要的作用。

综上所述，本实验通过Western blot技术发现 SFRP2处理

后 U251细胞内Wnt通路发生下调。并且运用划痕实验和线粒

体形态学染色发现 Sfrp2处理后 U251细胞的迁移能力发生显

著下降且线粒体出现了大量的分裂，而Wnt通路在这些作用

的发挥中具有重要的作用。本研究首次发现了 Sfrp2作为Wnt

通路的关键靶点，可能通过调控线粒体功能以及形态的变化对

胶质瘤的治疗具有重要意义，本实验没有进行动物学实验，

Sfrp2对动物胶质瘤模型线粒体功能等的影响还有待于进一步

的研究。
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