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·基础研究·
红细胞生成素对急性肾损伤微环境下
骨髓间充质干细胞定向趋化的影响

刘楠梅 梅长林 张金元 田军 程劲 王巍巍

【摘要】 目的 观察骨髓间充质干细胞（BMSC）在体外模拟的急性肾损伤（AKI）微环境

中的迁移特点，明确红细胞生成素（EPO）干预对 BMSC迁移的影响，并探讨其可能机制。 方

法 肾小管上皮细胞（RTEC）于低氧⁃复氧（HR）环境中各培养 12 h获得HR⁃RETC，体外模拟

AKI。采用 Transwell 体系将 BMSC 与 RTEC 共培养。实验分 7 组：对照组（①组单纯 BMSC 培

养）、BMSC⁃RTEC共培养组（②组）、BMSC⁃HR⁃RTEC共培养＋不同浓度 EPO干预组（③组～⑦
组，EPO浓度：0、1、5、10、50 IU/ml）。共培养 48 h后检测各组 BMSC迁移数量，Western印迹法

分别检测下室RTEC内的基质细胞衍生因子 1（SDF⁃1）表达及上室 BMSC的磷酸化（p）MAPK、

MAPK水平，ELISA法检测RTEC培养上清中的 SDF⁃1浓度。 结果 BMSC向HR⁃RTEC培养室

的迁移数量增加，EPO干预可放大此效应，以 10 IU/ml时最强[与③组比较，（46.67±7.37）个/HP
比（19.00±2.37）个/HP，P＜0.05]。③组HR⁃RTEC的细胞内 SDF⁃1表达水平（0.37±0.01比 0.19±
0.01，P＜0.05）及培养上清中 SDF⁃1 浓度 [（61.64±4.88）μg/L 比（35.26±8.78）μg/L，P＜0.05]均
高于未处理 RTEC（②组），EPO干预可进一步增加其水平，以 10 IU/ml时最强[（⑥组与③组比

较：（173.53±14.66）μg/L比（61.64±4.88）μg/L，P＜0.05]，并伴有 BMSC内MAPK磷酸化增强。

结论 体外模拟的AKI微环境对 BMSC有定向趋化作用，EPO干预可增强其趋化效果，其机制

可能与 SDF⁃1水平增加及 SDF⁃1⁃CXCR4轴下游的信号蛋白MAPK的磷酸化有关。

【关键词】 骨髓间充质干细胞； 红细胞生成素； 低氧⁃复氧； 肾小管上皮细胞； 迁

移

Effect of erythropoietin on the oriented chemotaxis of bone ⁃marrow mesenchymal stem cells
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【Abstract】 Objective To investigate the migration of bone ⁃marrow mesenchymal stem cells
(BMSCs) under acute kidney injury (AKI) microenvironment in vitro and the effect of erythropoietin
(EPO) intervention, and to explore its underlying mechanism. Methods Renal tubular epithelial
cells (RTECs) were cultured in hypoxia/ re ⁃ oxygenation (HR) condition for 12 h, respectively, in order
to establish HR ⁃RTEC. BMSCs and RTECs were co ⁃ cultured by Transwell system and were divided
into 7 groups: control group (group①, only BMSC cultured), BMSC ⁃RTEC co ⁃ culturing group (group
②), BMSC ⁃ HR ⁃ RTEC co ⁃ culturing ＋ EPO intervention groups (group ③ to group ⑦, EPO
concentration: 0, 1, 5, 10, 50 IU/ml). All the groups were cultured for 48 h and the number of migrating
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近年来，许多研究证实，干细胞移植有助于

急性肾损伤（AKI）的修复，而骨髓间充质干细胞

（BMSC）是比较理想的移植用“种子细胞”，它具

有独特的移植后向损伤组织迁移的特点 [1-2]，并锚

定于损伤肾脏发挥修复作用 [3]。但这种迁移效率

是有限的，BMSC 在其他血供丰富的脏器也会有

存留 [4]，因此，在移植有限数量 BMSC的前提下，如

果能够增强 BMSC向肾脏的迁移能力，势必可以

放大其肾脏修复作用。红细胞生成素（EPO）对

AKI治疗的有效性已被广泛证明 [5-7]，但其是否会

对 BMSC的定向迁移产生有益影响，还未见相关

研究。肾小管上皮细胞（RTEC）的凋亡、坏死是

AKI最主要的病理表现，而细胞的缺氧⁃复氧是导

致凋亡、坏死的最主要病理基础。本实验采用低

氧⁃复氧（HR）预处理RTEC诱导其凋亡，获得HR⁃
RTEC，体 外 模 拟 AKI。 利 用 Transwell 体 系 将

BMSC 与 HR⁃RTEC 共培养，观察 BMSC 向 AKI 微
环境的定向迁移特点，以及在 AKI微环境中加入

EPO 干预后 BMSC 迁移的变化，并探讨其可能机

制。

材料与方法

1. 细胞与试剂：小鼠 BMSC株、小鼠 RTEC株

（美国 ATCC），Anaero 低氧培养袋（日本 MGC），

Transwell小室（孔径：8 μm，美国Corning），胎牛血清

（FBS）、低糖DMEM培养基、无糖DMEM培养基（美

国Gibco），兔抗小鼠基质细胞衍生因子1（SDF⁃1）单

抗（英国 Abcam），兔抗小鼠磷酸化（p）MAPK 和

MAPK 单抗（美国 CST），HRP 标记的羊抗兔 IgG
（美国 Southern Biotech）。

2. 实验分组：BMSC、RTEC及HR⁃RTEC均采

用 0.25%胰酶消化，调整细胞密度为 108/ml，培养

液中悬浮 1 h恢复细胞形态备用。其中HR⁃RTEC
是根据预实验将 RTEC 首先置于 Anaero 培养袋

（92%N2＋5%CO2＋3%O2）中使用无糖DMEM培养

基培养 12 h 后，移至 5%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。采用 Transwell体系进行细胞共培

养：Transwell小室嵌入六孔板中，BMSC于上层小

室中培养，RTEC 于下室六孔板中培养。实验分

为 7 组（①组～⑦组）：对照组（①组：上室内为

BMSC，下室内为单纯含 10%FBS的低糖 DMEM培

养基）；BMSC⁃RTEC共培养组（②组）；BMSC⁃HR⁃
RTEC 共培养＋不同浓度 EPO 干预组（③组～⑦
组：下室六孔板内同时加入不同浓度的 EPO（0、
1、5、10、50 IU/ml）。小室内 BMSC 的接种密度为

1.8×105/室，下室 RTEC的接种密度为 4×105/孔，各

组均共培养 48 h。
3. BMSC迁移能力检测：共培养结束后，取出

Transwell 小室，以棉签轻轻拭去 Transwell 微孔膜

上层细胞，微孔膜下细胞进行染色：PBS 清洗 3
遍，4%多聚甲醛固定 20 min，1%结晶紫染色 30
min，PBS清洗至没有紫色为止，显微镜下观察每

张滤膜并随机计数 5 个视野下细胞数，取均值。

每组设定 6个复孔。

BMSCs was detected. Western blotting was applied for the detection of SDF⁃1 expression in RTECs and p⁃
MAPK and MAPK levels in BMSCs. SDF⁃1 concentration in the RTECs culture supernatant was tested by
ELISA. Results The number of BMSCs migrating to the low chamber where HR⁃RTECs were cultured
was increased, and EPO intervention further enhanced this migration which reached the peak at the
concentration of 10 IU/ml [Compared with group③, (46.67±7.37) cells vs (19.00±2.37) cells, P＜0.05].
Intracellular expression level and the secreated level of SDF⁃1 in HR⁃RTECs in group③ were higher than
those in RTECs of group② [0.37±0.01 vs 0.19±0.01, P＜0.05; (61.64±4.88) μg/L vs (35.26±8.78) μg/L,
P＜0.05]. EPO intervention increased above SDF⁃1 levels and reached the peak at the concentration of 10
IU/ml [group⑥ vs group③：(173.53±14.66) μg/L vs (61.64±4.88) μg/L, P＜0.05], accompanied with
enhanced phosphorylation of MAPK in BMSCs. Conclusions AKI microenvironment has obvious
chemotaxis effect on BMSCs, and EPO intervention can strengthen this effect. The increased SDF⁃1 level
and enhanced phosphorylation of MAPK, the downstream signal protein of SDF ⁃ 1/CXCR4 axis, are the
possible mechanism for EPO performance.

【Key words】 Bone ⁃marrow mesenchymal stem cells; Erythropoietin; Hypoxia ⁃ re ⁃ oxygenation;
Renal tubular epithelial cells; Migration
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4. RTEC 细胞内及培养上清中 SDF⁃1 水平检

测：（1）细胞内 SDF ⁃ 1 蛋白表达的检测采用

Western 印迹法。②～⑦组共培养结束后移去

Transwell小室，吸去六孔板内的上清液，加入 80 μl
含有 PMSF 的 RIPA 裂解液冰上充分裂解 RTEC，
离心后取上清，测蛋白浓度。调整上样量总蛋白

量为 100 μg，进行 SDS⁃PAGE 电泳。蛋白转移至

PVDF膜上，封闭后加入兔抗小鼠 SDF⁃1单抗，4℃
孵育过夜，加入羊抗兔 IgG 继续孵育 1 h，ECL 作

用 1～2 min，将混合液滴加于 PVDF 膜表面，孵育

1～2 min，置于 Fiuorchem HD2凝胶成像分析系统

中，观察、拍照。测量条带的灰度值，GAPDH为内

参，蛋白的表达量为二者灰度的比值。（2）培养上

清 SDF⁃1水平检测采用 ELISA法：共培养 48 h后

收集②～⑦组下室的RTEC培养上清，按照 SDF⁃1
ELISA检测试剂盒说明书进行测定。

5. BMSC 内相关信号蛋白的表达：②～⑦组

细胞作用完毕后，将 Transwell小室移至空白六孔

板，加入 80 μl含有 PMSF的RIPA裂解液冰上充分

裂解 BMSC，采用上文描述的Western印迹法进行

检测，加入的一抗分别为兔抗小鼠 p ⁃MAPK 和

MAPK单抗，β⁃actin为内参，蛋白表达量为二者灰

度的比值。

6. 统计学方法：计量数据采用 x ± s表示，多

组间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为差异有统计学意义。用 SPSS
17.0统计软件进行分析。

结 果

1. 体外趋化实验结果：显微镜下紫色为迁移

的 BMSC。HR⁃RTEC 模拟的 AKI 微环境对 BMSC
有显著趋化效应，EPO 干预使得 BMSC 的迁移数

量进一步增加，显示一定的浓度依赖效应，以

EPO 10 IU/ml 最为显著，但进一步增加 EPO 浓度

（50 IU/ml）对BMSC迁移数无更大影响，见图 1。
2. RTEC内 SDF⁃1蛋白表达：HR预处理可显

著增加 RTEC 内的 SDF⁃1 蛋白水平，EPO 干预后

HR⁃RTEC 内的 SDF⁃1 蛋白表达进一步增加，以

EPO 10 IU/ml最为显著，进一步增加 EPO浓度（50
IU/ml），SDF⁃1表达并无明显变化，见图 2。

3. 下室培养上清中的 SDF⁃1 浓度：ELISA检

测结果显示，HR⁃RTEC培养上清液中的 SDF⁃1浓

度增加，EPO干预使得上清中的 SDF⁃1浓度进一

步增加，以 EPO 10 IU/ml 最为显著，50 IU/ml EPO
组与 10 IU/ml EPO组差异无统计学意义，见图 3。

4. BMSC内相关信号蛋白的表达：Western印

迹结果表明，与 HR ⁃ RTEC 共培养的 BMSC 内

p ⁃MAPK 水平显著增加。下室中加入不同浓度
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EPO共培养后，BMSC内的 p⁃MAPK水平进一步上

升，以 10 IU/ml最为显著，见图 4。

讨 论

BMSC移植有助于AKI的修复，其主要机制为

移植后可锚定于损伤肾脏，通过分化及旁分泌功

能参与肾脏修复。但单纯 BMSC移植的肾脏修复

能力非常有限，移植细胞的靶向迁移数量有限以

及 AKI微环境不利于迁移 BMSC的存活是备受关

注的原因。

当组织损伤后，自体骨髓中或外源性移植的

BMSC 会以有限的效率优先向损伤组织迁移，尤

其是缺血组织 [8-9]。肾脏是对缺血再灌注（I/R）损

伤非常敏感的器官之一，RTEC 凋亡、坏死是 I/R
引起 AKI 最主要的病理表现。本研究中我们将

RTEC进行HR预处理，经预实验检测其凋亡率为

（32.82±1.16）%，与AKI小鼠的肾小管上皮组织凋

亡率一致 [10]，可用于体外模拟 AKI。经此预处理

的 RTEC与 BMSC共培养后，BMSC的迁移数量显

著增加，进一步证实了 BMSC优先向损伤组织迁

移的特性 [1-2]。

尽管如此，移植后的 BMSC 在血供丰富的器

官，如肺、肝和脾中也会有存留 [4]，从而降低了移

植修复效率。因此最大限度地增加移植 BMSC向

损伤肾脏迁移的数量成了增强移植修复效能的

关键，SDF⁃1⁃CXCR4轴成为调控的靶点。SDF⁃1
属CXC型趋化因子，在许多脏器中均有表达 [11]，缺

血微环境下其表达上调 [12]。肾脏发生 I/R损伤时，

SDF⁃1 表达亦有上升 [13]。我们的实验也观察到

HR⁃RTEC 细胞内及培养上清中 SDF⁃1 水平均有

明显增加。CXCR4 为 SDF⁃1 的受体，在 BMSC 的

细胞内及细胞表面均有表达 [14]，但通常仅存在于

细胞内 [15]，只在损伤产生的特定细胞因子刺激时

CXCR4才从 BMSC细胞内转移至细胞表面 [16]。损

伤局部释放的 SDF⁃1即可作为这种特定的细胞因

子 [16]，动员 CXCR4 迁移至 BMSC 表面并与之特异

结合形成 SDF⁃1⁃CXCR4轴，介导 BMSC的定向迁

移。研究表明此定向迁移呈现 SDF⁃1 浓度依赖

性 [15-19]，我们的研究即从增强损伤局部的 SDF⁃1浓

度着手。

目前认为，EPO可通过EPO受体（EPOR）对多

种非造血细胞及组织发挥调节作用。已有文献

报道 EPO 干预可增高急性心肌梗死模型大鼠缺

血心肌中的 SDF⁃1 水平 [18-19]。本研究中，我们在

HR⁃RTEC培养上清中加入不同浓度 EPO干预，可

观察到其细胞内及上清液中的 SDF⁃1水平均有升

高，推测 EPO 是通过 RTEC 表面的 EPOR 发挥作

用。但这一效应也存在一定的 EPO浓度限制性，

以 EPO 10 IU/ml 最显著，进一步增加 EPO 浓度，

SDF⁃1水平并无增加，这或许是因为 EPO与 EPOR
的结合已达饱和，尚待今后的实验进一步验证。

我们也观察到，EPO干预后，BMSC向HR⁃RTEC培

养室的迁移数量进一步增加，其增加趋势与 SDF⁃1
水平变化趋势一致。这一现象表明 EPO对 BMSC
迁移能力的调控与增加 SDF⁃1水平有关。

目前对 SDF⁃1⁃CXCR4轴介导 BMSC定向迁移

的信号机制尚未完全清楚，研究较多的是MAPK
信号通路。SDF ⁃ 1 与 BMSC 表面的 CXCR4 结合

后，可使MAPK信号分子活化，进而使得细胞核内

的多种转录因子磷酸化,可增加与细胞运动有关

的肌动蛋白、肌球蛋白等分泌,提高 BMSC迁移能

力；尚可激活纤溶酶，降解纤溶蛋白凝块有助于
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图 3 各组下室上清液中 SDF⁃1浓度（ELISA）

SDF
⁃1（

μg/
L）

组别

② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦组

β⁃actin
p⁃MAPK 44 00042 000

45 000

② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦

0.8
0.6
0.4
0.2
0

p⁃M
AP

K/β
⁃ac

tin

ab

a

abab

组别

注：与②组比较，
aP＜0.05；与③组比较，

bP＜0.05
图 4 各组 BMSC内信号蛋白的表达（Western印迹）
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BMSC 进入损伤组织 [20]。本实验中，我们对各组

BMSC内MAPK活化水平的检测结果显示，与HR⁃
RTEC 共培养的 BMSC 内 MAPK 磷酸化增加，EPO
干预后 BMSC 内的 MAPK 磷酸化水平进一步增

加，推测这也是 EPO干预增强 BMSC定向迁移能

力的下游信号机制。

综上所述，本实验在体外证明了 EPO干预可

增强AKI微环境对 BMSC的趋化效应，SDF⁃1水平

增加以及 SDF⁃1⁃CXCR4 轴下游的 MAPK 磷酸化

增强为 EPO发挥作用的可能机制。推测在 BMSC
移植修复肾损伤时，联合 EPO 干预，将有望增强

移植 BMSC的肾向迁移能力。不过这还有待动物

实验进一步验证。
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