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·基础研究·
过表达CXCR4的骨髓间充质干细胞对
共培养低氧/复氧肾小管上皮细胞的
修复作用

刘楠梅 梅长林 张金元 田军 程劲

【摘要】 目的 构建 CXCR4 质粒并转染小鼠骨髓间充质干细胞（BMSC），与低氧/复氧

（hypoxia/re⁃oxygenation，HR）预处理的肾小管上皮细胞（RTEC）共培养，观察 CXCR4⁃BMSC 对

HR⁃RTEC的修复效应并探讨其机制。 方法 采用基因转染技术获得 CXCR4⁃BMSC（CXCR4⁃
BMSC/eGFP，eGFP 为示踪基因）和 null ⁃ BMSC（BMSC/eGFP），检测转染细胞的 CXCR4 表达。

RTEC于低氧/复氧环境中各培养 12 h获得HR⁃RETC，体外模拟急性肾损伤（AKI）细胞模型。

BMSC与HR⁃RTEC共培养 12 h，免疫荧光法检测HR⁃RTEC的凋亡细胞比例，Western印迹法检

测 HR⁃RTEC 内的凋亡相关蛋白 cleaved Caspase⁃3 和 Bcl⁃2 水平，结晶紫法计数迁移 BMSC 数

量。以 HR⁃RTEC 上清液分别干预 BMSC、CXCR4⁃BMSC 和 null ⁃BMSC，免疫荧光法检测各组

BMSC角蛋白 18（CK18）的表达，ELISA法检测 BMSC上清中骨形态发生蛋白 7（BMP⁃7）、肝细

胞生长因子（HGF）和白细胞介素 10（IL⁃10）的浓度。 结果 成功转染的 CXCR4⁃BMSC可高

效表达 CXCR4。HR⁃RTEC分别与 BMSC、CXCR4⁃BMSC、null⁃BMSC共培养后，凋亡细胞比例均

有下降，尤以与 CXCR4⁃BMSC共培养组降低最为明显，并伴随着细胞内 cleaved Caspase⁃3水平

显著降低、Bcl⁃2表达升高（均 P＜0.05）。结晶紫计数显示 CXCR4⁃BMSC向HR⁃RTEC培养室

的迁移数量最多。经HR⁃RTEC上清液干预后，BMSC、CXCR4⁃BMSC和 null⁃BMSC均仅能微量

表达 CK18，各组间差异无统计学意义。CXCR4 过表达可显著增加 BMSC 的 BMP⁃7、HGF 和

IL⁃10分泌。 结论 过表达 CXCR4的 BMSC对共培养HR⁃RTEC的修复效应增强，BMSC的定

向迁移能力增加和迁移BMSC的分泌能力增强可能是 CXCR4⁃BMSC的作用机制。

【关键词】 骨髓间充质干细胞； 肾小管上皮细胞； 修复； 低氧/复氧； CXCR4
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【Abstract】 Objective CXCR4⁃overexpressing bone marrow⁃derived mesenchymal stem cells
(CXCR4⁃BMSC) were constructed and co⁃cultured with hypoxia/re⁃oxygenation pretreated renal tubular
epithelial cells (HR ⁃RTEC). Repair of HR ⁃RTEC was detected and the possible mechanism was also

中华肾脏病杂志 2013年 11月第 29卷第 11期 Chin J Nephrol, November 2013, Vol. 29, No.11··830



急性肾损伤（AKI）状态下，骨髓间充质干细

胞移植后可优先向肾脏归巢，通过分化 [1-2]及旁分

泌功能 [3-4]参与 AKI 的修复，但修复效能有限 [5-6]。

移植 BMSC 的肾脏归巢能力以及归巢至肾脏的

BMSC分化、分泌功能成为影响AKI修复效率的关

键因素。基质细胞衍生因子 1（stromal cell derived
factor，SDF⁃1）/CXCR4轴是诱导 BMSC定向归巢的

重要生物轴 [7-9]。有学者认为该生物轴参与了对

BMSC分泌效应的调控 [10-11]。AKI状态下肾脏微环

境中的 SDF⁃1水平上升 [12]，但大量体外扩增可显

著降低BMSC表面的CXCR4表达 [13-14]，以致削弱了

SDF ⁃ 1/CXCR4 轴的效应。因此，上调 BMSC 的

CXCR4表达成为提高移植 BMSC的AKI修复效能

的新思路。本实验采用低氧/复氧预处理肾小管

上皮细胞形成HR⁃RTEC，体外模拟缺血再灌注损

伤诱导的 AKI。采用基因转染技术上调 BMSC的

CXCR4表达，通过 transwell小室实现 BMSC与HR⁃
RTEC共培养，观察过表达 CXCR4的 BMSC对HR⁃
RTEC 的修复效应，并通过对 CXCR4⁃BMSC 的归

巢能力和归巢 CXCR4⁃BMSC的分化、分泌能力的

检测探讨其机制，为提高BMSC体内移植治疗AKI
效能提供实验基础。

材料与方法

1. 细胞与试剂：小鼠 BMSC株、小鼠 RTEC株

（美国 ATCC公司）；293FT细胞（中科院上海细胞

所）；Gateway® BP ClonaseTM II Enzyme Mix、Gateway®

LR ClonaseTM II Plus Enzyme Mix 和 Lipofectamine
2000（美国 Invitrogen）；QIAquick Gel Extraction Kit
（德国QIAGEN）；质粒小提试剂盒（北京天根）；PE
标记的 CD44 抗体、FITC 标记的 CD45 抗体（美国

BD Biosciences）；Alexa Fluor 647 标记的抗小鼠

CXCR4 抗体、Alexa Fluor 647 标记的小鼠 IgG2b，
κIsotype Ctrl（美国BioLegend）；Anaero培养袋（日本

MGC）；transwell 小室（美国 Coring）；低糖及无糖

DMEM培养基、胎牛血清（FBS）（美国 Invitrogen）；

Annexin V⁃FITC 细胞凋亡检测试剂盒（武汉碧云

天）；兔抗小鼠 cleaved Caspase⁃3、Bcl⁃2 单克隆抗

体（美国Cell Signaling Technology）；兔抗小鼠角蛋白

18（CK18）多克隆抗体（美国 Bioworld Technology）；

Cy3 标记的羊抗兔二抗（美国 Jackson 公司）；

Hoechest 33342 染液（美国 Sigma）；骨形态发生蛋

白⁃7（BMP⁃7）、肝细胞生长因子（HGF）、白细胞介

素 10（IL⁃10）ELISA检测试剂盒（上海圆创）。

2. CXCR4⁃BMSC 和 null ⁃BMSC 的制备：采用

Gateway 技术获得包含 CXCR4 基因的目的质粒

discussed. Methods CXCR4⁃BMSC (CXCR4⁃BMSC/eGFP, eGFP as the tracer gene) and null⁃BMSC
(BMSC/eGFP) were obtained by gene transfection technique, and the level of CXCR4 in the transfected
cells was detected. RTEC was cultured under hypoxia/re ⁃ oxygenation condition for 12 h, respectively,
to obtain HR⁃RTEC, which was used to simulate AKI in vitro. BMSC and HR⁃RTEC were co⁃cultured
for 12 h, and the proportion of apoptotic cells among the HR ⁃ RTEC was assayed by
immunofluorescence technique. Western blot was used to test the protein levels of cleaved Caspase ⁃ 3
and Bcl ⁃ 2. The number of migrating BMSC was also assayed. After culturing with the HR ⁃ RTEC
culture supernatant, the expression of cytokeratin 18 (CK18) in BMSC was tested by
immunofluorescence staining. Cytokines including bone morphogenetic protein ⁃ 7 (BMP ⁃ 7), hepatic
growth factor (HGF) and interleukin ⁃ 10 (IL ⁃ 10) in the BMSC culture supernatant were detected by
ELISA method. Results Expression of CXCR4 was enhanced in CXCR4⁃BMSC. Proportions of the
apoptotic cells among HR⁃RTEC after being co ⁃ cultured with BMSC, CXCR4⁃BMSC and null ⁃BMSC
were all decreased, especially in the C/H group. The decreased cleaved Caspase⁃3 and enhanced Bcl⁃2
were also observed in HR⁃RTEC. The number of migrating CXCR4⁃BMSC was the highest. Proportions
of CK18 + cells in BMSC, CXCR4 ⁃ BMSC and null ⁃ BMSC were all low and showed no difference.
However, CXCR4 overexpression in BMSC stimulated secretions of BMP ⁃ 7, HGF and IL ⁃ 10.
Conclusions CXCR4⁃overexpressing BMSC has more repair effect on the co⁃cultured HR⁃RTEC, the
enhanced migration ability and secretion ability of CXCR4⁃BMSC are the possible mechanisms.

【Key words】 Bone marrow ⁃ derived mesenchymal stem cells; Hypoxia/re ⁃ oxygenation;
Renal tubular epithelial cells; CXCR4; Repair
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（pLV⁃CXCR4/eGFP，eGFP为示踪基因），同时构建

pLV⁃eGFP 作为空白对照。脂质体法转染 293FT
细胞获得慢病毒原液 lenti ⁃CXCR4/eGFP 和 lenti ⁃
eGFP，稀释后分别感染 BMSC 获得 CXCR4⁃BMSC
（CXCR4 ⁃ BMSC/eGFP）和 null ⁃ BMSC（BMSC/
eGFP），null ⁃BMSC 作为对照。将野生型 BMSC、
CXCR4⁃BMSC 和 null ⁃BMSC 制成单细胞悬液，分

别加入 PE 标记的抗 CD44 抗体、FITC 标记的抗

CD45抗体，室温避光孵育，流式细胞仪检测上述

抗原表达。

3. 转染细胞表面的 CXCR4 表达：PBS 重悬

CXCR4⁃BMSC 和 null ⁃BMSC 制成单细胞悬液，实

验组加入Alexa Fluor 647标记的抗小鼠 CXCR4抗

体，同型对照组加入 Alexa Fluor 647 标记的小鼠

IgG2b,κIsotype Ctrl，空白对照组加入 PBS。4℃避

光孵育 30 min，MACS Quant 流式细胞仪检测分

析。

4. HR ⁃ RTEC 制 备 ：将 4 × 105 个/孔 的 小 鼠

RTEC 接种于 6 孔板中，置于 Anaero 培养袋（3%
O2+92%N2+5%CO2）中用无糖 DMEM 培养基培养

12 h后，移至 CO2培养箱（95%空气+5%CO2）换用

含 10%FBS的低糖DMEM培养基继续培养 12 h获

得HR⁃RTEC，体外模拟AKI[15-16]。
5. 细胞共培养：采用 transwell体系进行细胞

共培养：HR ⁃RTEC 准备完毕后，将 6 孔板嵌入

transwell 小室（小室底部为聚碳酸酯膜，膜孔径

8μm），将重悬的 BMSC、CXCR4⁃BMSC、null⁃BMSC
分别接种于 transwell小室内，接种密度为 1.8×105

个/室，再次置于 CO2培养箱中共孵育 12 h。实验

共分 4 组：对照组（transwell 小室中仅加入低糖

DMEM 培养液）；BMSC/HR⁃RTEC 共培养组（B/H
组）；CXCR4⁃BMSC/HR⁃RTEC共培养组（C/H组）；

null⁃BMSC/HR⁃RTEC共培养组（N/H组）。

6. HR ⁃ RTEC 的凋亡检测: 采用 Annexin V ⁃
FITC 细胞凋亡检测试剂盒检测 6 孔板中 HR ⁃
RTEC 的凋亡，细胞浆呈绿色荧光为凋亡阳性细

胞。每份标本随机选取 10个非重叠视野，计数凋

亡阳性细胞所占百分率，取其均数。

7. HR⁃RTEC凋亡相关蛋白表达: Western印迹

法检测 HR⁃RTEC 中 cleaved Caspase⁃3 和 Bcl⁃2 蛋

白表达水平。裂解液裂解 6孔板中的HR⁃RTEC，
离心取上清，测蛋白浓度。经 SDS⁃PAGE电泳后

将蛋白转移至 PVDF 膜上，封闭后分别加入兔抗

小鼠 cleaved Caspase ⁃3 单抗和兔抗小鼠 Bcl ⁃2 单

抗，4℃孵育过夜，清洗后加入羊抗兔 IgG孵育 1 h。
ECL 作用 1～2 min，将混合液滴加于 PVDF 膜表

面，孵育 1～2 min。用 Fiuorchem HD2凝胶成像分

析系统观察、照相。测量各条带的灰度值，

GAPDH为内参照，蛋白表达强度用二者灰度值的

比值表示。

8. BMSC 的定向迁移：细胞分为 B/H 组、C/H
组和N/H组，共培养结束后取出 transwell小室，棉

签轻轻拭去小室微孔膜上层的细胞，结晶紫染色

法计数迁移至微孔膜下层细胞数量，每组设定 6
个复孔。

9. BMSC的肾向分化能力检测：成功制备HR
⁃RTEC后，收集 6孔板中的上清液，用上清液分别

孵育BMSC、CXCR4⁃BMSC和 null⁃BMSC 12 h，体外

模拟迁移至AKI肾脏微环境中的干细胞。用免疫

荧光染色法检测 BMSC 的 CK18 表达：4%多聚甲

醛固定 30 min，洗涤后加入穿透液轻摇 30 min，室
温封闭 5 min后加入兔抗小鼠 CK18抗体，37℃孵

育 1 h；后加入 Cy3 标记的羊抗兔二抗，37℃避光

孵育 1 h；Hoechest 33342 染液进行核复染，避光孵

育 30 min；洗去染液，荧光显微镜下观察。所有细

胞的细胞核均呈现蓝色，细胞浆同时显示橙红色

为 CK18阳性细胞（CK18+细胞），每份标本随机选

取 10 个非重叠视野，采用计算机图像分析系统

（Image⁃Pro Plus 6.0）计数 CK18+细胞所占百分比，

取其均数。

10. AKI微环境下的 BMSC分泌能力检测：经

HR⁃RTEC 上清液培养 12 h 后，分别收集 BMSC、
CXCR4 ⁃ BMSC 和 null ⁃ BMSC 的培养上清，按照

ELISA检测试剂盒说明书分别检测上清中的 BMP
⁃7、HGF、IL⁃10的浓度。

11. 统计学处理：用 SPSS 17.0统计软件进行

数据分析。计量数据采用 x ± s表示，多组间差异

的比较采用单因素方差分析，两组间比较采用 t
检验，以P＜0.05视为差异有统计学意义。

结 果

1. CXCR4⁃BMSC 的制备：经质粒构建、慢病

毒包装及转染后成功获得 CXCR4⁃BMSC（CXCR4⁃
BMSC/eGFP）和 null ⁃BMSC（BMSC/eGFP）[15]。流式

细 胞 仪 检 测 结 果 显 示 基 因 修 饰 后 的 BMSC
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（CXCR4⁃BMSC 和 null ⁃BMSC）同野生型 BMSC 一

致，均为 CD44高表达、CD45低表达，表明病毒转

染未改变 BMSC的基本表型，以未加抗体的野生

型BMSC为阴性对照。见图 1。
2. 转染 BMSC的 CXCR4表达：流式细胞术结

果提示 null⁃BMSC细胞表面的 CXCR4阳性表达率

较低，经 CXCR4 基因修饰的 BMSC 中，细胞表面

CXCR4阳性（CXCR4+）细胞比率升高，组间比较差

异有统计学意义[（47.53±4.40）%比（7.21±0.36）%，

P＜0.05]。
3. 共培养 HR⁃RTEC 的修复：对照组为单纯

HR⁃RTEC 孵育 12 h，transwell 小室中仅加入低糖

DMEM培养液。与对照组相比，BMSC共培养的 3
组细胞（B/H组、C/H组、N/H组）HR⁃RTEC凋亡阳

性细胞比率下降，以 CXCR4⁃BMSC共培养组（C/H
组）最为显著（P＜0.05）。见图 2。Western印迹结

果显示，与对照组相比，CXCR4⁃BMSC共培养组

（C/H组）HR⁃RTEC中 cleaved Caspase⁃3蛋白表达

水平下降，Bcl ⁃2 蛋白表达水平升高（P＜0.05）。

见图 3。
4. BMSC 的迁移：B/H 组、C/H 组和 N/H 组的

细胞迁移数分别为（19.00±2.37）、（50.83±5.57）和

（20.17±3.76）。空载体转染并不额外影响 BMSC
的迁移能力，而经 CXCR4基因修饰后的 BMSC向

HR⁃RTEC 培养室迁移能力显著增强（P＜0.05）。

见图 4。
5. BMSC的体外分化：用HR⁃RTEC上清液培

养 BMSC，免疫荧光法检测培养 BMSC 的 CK18
（RTEC特异性标志物 [17]）表达。结果显示各组培

养的BMSC均仅微量表达CK18，且BMSC、CXCR4⁃
BMSC和 null⁃BMSC中 CK18阳性细胞比率的差异

无统计学意义，说明 CXCR4 过表达对 BMSC 的

CK18表达无影响。见图 5。
6. 各 组 BMSC 上 清 中 的 细 胞 因 子 水 平 ：

ELISA 法检测模拟 AKI 微环境中培养的 BMSC 分

泌的部分细胞因子水平。与 BMSC相比，CXCR4⁃
BMSC上清中 BMP⁃7、HGF和 IL⁃10水平升高（P＜
0.05）。见表 1。
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图3 各组细胞cleaved Caspase⁃3、Bcl⁃2蛋白的表达（Western印迹）
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讨 论

AKI 是临床常见病，其发病率及病死率均居

高不下 [18]，目前尚无特殊治疗方法阻止疾病进

展。干细胞治疗为肾脏疾病的治疗提供了新的

途径，BMSC是比较理想的移植用“种子细胞”，将

其用于 AKI修复具有重要意义 [1-4]，但现有的研究

结果显示这种修复效能是有限的 [5-6]。

移植细胞向损伤部位的归巢是 BMSC移植治

疗前提，SDF⁃1/CXCR4轴是近年来干细胞迁移及

归巢行为研究的热点。本研究中我们将RTEC进

行HR预处理，体外模拟 AKI，已检测证实在HR⁃
RTEC上清中 SDF⁃1浓度有显著升高 [15-16]。但在正

常状态下 BMSC 细胞表面的 CXCR4 表达率低 [19]，

并且多次的分离培养扩增也降低了 BMSC 的

CXCR4合成 [13-14]，我们通过流式细胞术证实了 null
⁃BMSC表面的 CXCR4低表达。这将导致在 BMSC

移植治疗 AKI 时，AKI 微环境中升高的 SDF⁃1 不

能通过与 CXCR4充分结合介导 BMSC定向迁移，

大大削弱了移植 BMSC的修复效能。为此，我们

以慢病毒为载体将 CXCR4 基因转入体外扩增的

BMSC，实现了 BMSC细胞表面的 CXCR4过表达，

对细胞表面标志物的检测证实了基因修饰并未

改变 BMSC的生物学状态。通过 transwell共培养

体系我们实现了HR⁃RTEC与 BMSC的共培养，共

培养后 HR⁃RTEC 的凋亡比例明显降低，尤以与

CXCR4⁃BMSC共培养组降低最为显著，同时伴随

着HR⁃RTEC内凋亡相关蛋白 cleaved Caspase⁃3水

平降低，Bcl⁃2 水平升高。上述结果提示 CXCR4
基因过表达可增强 BMSC 对共培养 HR⁃RTEC 的

修复效应，而过表达 CXCR4的 BMSC向HR⁃RTEC
培养室的定向迁移数量增加为其机制之一。

归巢至肾脏的 BMSC 的分化、分泌能力是影

响 AKI修复效能的重要因素。然而，AKI后肾组
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图 5 各组 CK18+
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BMP⁃7
37.83±3.55
50.73±2.72a

35.61±4.10

HGF
19.57±3.24
29.20±2.08a

18.52±4.75

IL⁃10
14.16±1.90
22.97±2.12a

16.06±1.62
注：与 BMSC组比较，

aP＜0.05

表 1 各组 BMSC上清中的细胞因子水平比较

（pg/ml，x ± s，n=6）
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织局部常常处于氧化应激状态，归巢至肾脏的

BMSC内活性氧（ROS）大量聚集，会导致 BMSC出

现 应 激 诱 导 的 早 熟 性 衰 老（stress ⁃ induced
premature senescence，SIPS）[20-21]，分化潜能及分泌

能力大幅度降低 [22]，制约了归巢 BMSC 的修复效

能。那么CXCR4基因过表达是否会对迁移至AKI
微环境中的 BMSC的分化、分泌功能产生直接效

应呢？我们采用HR⁃RTEC上清液培养 BMSC，模
拟迁移至HR⁃RTEC培养室的BMSC。免疫荧光检

查结果显示 CXCR4⁃BMSC的胞浆 CK18表达并无

升高，且各组中 CK18 阳性细胞比率均很低。然

而，CXCR4的过表达却导致了 BMSC培养上清中

BMP⁃7、HGF 和 IL⁃10的浓度显著增加，这些均为

促进HR⁃RTEC修复的重要细胞因子 [23-25]。上述结

果表明，迁移至HR⁃RTEC培养室的 BMSC直接肾

向细胞分化效能很低，CXCR4基因修饰并不能增

强迁移 BMSC的分化潜能，然而却可以显著增强

BMSC 的分泌能力，通过旁分泌效应促进 HR ⁃
RTEC修复，这成为CXCR4⁃BMSC增强共培养HR⁃
RTEC修复效能的另一可能机制。

综上，我们认为 BMSC 经 CXCR4 基因修饰后

可显著增强对共培养 HR ⁃ RTEC 的修复效应，

BMSC 的定向迁移能力增加和迁移 BMSC 的分泌

能力增强为 CXCR4 ⁃ BMSC 发挥作用的可能机

制。将其用于体内移植时，有望增强 AKI修复效

应，这一推论还有待于动物实验及临床研究的进

一步证实。
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本刊对来稿中统计学处理的有关要求

针对当前来稿中统计学方法交待不明或选用不合理以及表述不规范等问题，特提醒注意以下方面：

1. 统计学符号：按GB 3358-1982《统计学名词及符号》的有关规定，统计学符号一律采用斜体排印。常用：（1）样本

的算术平均数用英文小写 x（中位数仍用M）；（2）标准差用英文小写 s；（3）标准误用英文小写 Sx；（4）t检验用英文小

写 t；（5）F检验用英文大写 F；（6）卡方检验用希文小写χ2；（7）相关系数用英文小写 r；（8）自由度用希文小写υ；（9）概率

用英文大写P（P值前应给出具体检验值，如 t值、χ2值、q值等）。

2. 研究设计：应告知研究设计的名称和主要方法。如调查设计（分为前瞻性、回顾性还是横断面调查研究），实验

设计（应告知具体的设计类型，如自身配对设计、成组设计、交叉设计、析因设计、正交设计等），临床试验设计（应告知属

于第几期临床试验，采用了何种盲法措施等）；主要做法应围绕 4个基本原则（重复、随机、对照、均衡）概要说明，尤其要

告知如何控制重要非试验因素的干扰和影响。

3. 资料的表达与描述：用 x ± s表达近似服从正态分布的定量资料，用M（QR）表达呈偏态分布的定量资料；用统计

表时，要合理安排纵横标目，并将数据的含义表达清楚；用统计图时，所用统计图的类型应与资料性质相匹配，并使数轴

上刻度值的标法符合数学原则；用相对数时，分母不宜小于 20，要注意区分百分率与百分比。

4. 统计学分析方法的选择：对于定量资料，应根据所采用的设计类型、资料具备的条件和分析目的，选用合适的统

计学分析方法，不应盲目套用 t检验和单因素方差分析；对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的性质和频

数所具备的条件及分析目的，选用合适的统计学分析方法，不应盲目套用χ2检验。对于回归分析，应结合专业知识和散

布图，选用合适的回归类型，不应盲目套用直线回归分析；对具有重复实验数据检验回归分析资料，不应简单化处理；对

于多因素、多指标资料，要在一元分析的基础上，尽可能运用多元统计分析方法，以便对因素之间的交互作用和多指标

之间的内在联系做出全面、合理的解释和评价。

5. 统计结果的解释和表达：当 P＜0.05（或 P＜0.01）时，应说对比组之间的差异具有统计学意义，而不应说对比组

之间具有显著性（或非常显著性）差异；应写明所用统计分析方法的具体名称(如：成组设计资料的 t检验、两因素析因设

计资料的方差分析、多个均数之间两两比较的 q检验等），统计量的具体值（如：t＝3.45，χ2＝4.68，F＝6.79等）；在用不等

式表示 P 值的情况下，一般情况下选用 P＞0.05，P＜0.05 和 P＜0.01 三种表达方式即可满足需要，无须再细分为 P＜
0.001或P＜0.0001。当涉及总体参数（如总体均数、总体率等）时，在给出显著性检验结果的同时，再给出 95%可信区间。
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