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SDF-1/CXCR4轴活化对BMSCs迁移能力
的影响与关键分子机制研究∗

郝璐1　王倩梅1　尹文1　黄杨1

　　[摘要]　目的:探讨基质细胞衍生因子-1(SDF-1)及其受体-趋化因子受体4(CXCR4)活化对骨髓间充质干

细胞(BMSCs)迁移能力的影响及其中的关键信号机制。方法:①采用 Transwell小室法,分别于常氧(20%O2)和
低氧(5%O2)条件下,检测CXCR4在BMSCs的表达情况;BMSCs的迁移能力;CXCR4阻断剂预处理对 BMSCs
迁移能力的影响。②将BMSCs分别置于常氧(20%O2)和低氧(5%O2)条件培养3d,检测两组 BMSCs中 CX-
CR4下游Jak2、PI3K和(或)Erk1/2三条信号通路标志分子的磷酸化水平,筛选SDF-1/CXCR4轴活化的关键信

号通路。结果:①与常氧细胞培养组相比,低氧条件下CXCR4表达水平极高,已不再需要过表达CXCR4(慢病毒

包装);低氧条件下培养的BMSCs的迁移能力明显提高,且与SDF-1的剂量成正比关系。②在有或无SDF-1刺

激的条件下,特异性阻断SDF-1/CXCR4,低氧组BMSCs的迁移能力与对照组相比均差异无统计学意义。③与常

氧细胞培养组相比,低氧组BMSCs的PI3K和Erk1/2磷酸化水平显著上升,而Jak2磷酸化水平有所下降。④与

无SDF-1组相比,单独应用PI3K或Erk1/2抑制剂组SDF-1刺激BMSCs的迁移作用较强(P<0.05);与无SDF-
1组相比,PI3K和Erk1/2抑制剂联合应用组SDF-1刺激BMSCs的迁移作用差异无统计学意义。⑤特异性阻断

SDF-1/CXCR4,PI3K 和Erk1/2磷酸化水平均显著降低。结论:SDF-1/CXCR4主要通过PI3K 和 Erk通路促进

BMSCs迁移。
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　　Abstract　Objective:ToinvestigatetheeffectsoftheSDF-1activationanditsreceptorCXCR4onthemigra-
tionofBMSCs,andtoidentifytheunderlingmechanisms.Method:①Transwellchamberwasconductedunderthe
conditionsofnormaloxygen(20%O2)andhypoxicculture(5%O2).TheexpressionofCXCR4inBMSCswasde-
tected.ThemigrationofBMSCswasmeasured.TheeffectofCXCR4inhibitorpreconditioningonthemigrationof
BMSCswasobserved.②BMSCswerefed3daysundertheconditionsofnormaloxygen(20%O2)andhypoxic
culture(5%O2).ThecellproteinphosphorylationofdownstreamregulatorsofCXCR4,suchasJak2、PI3Kand/or
Erk1/2inBMSCsweredetectedtoscreenkeysignalingpathwaysofSDF-1/CXCR4activation.Result:①Compared
withthenormoxicculturedBMSCs,theexpressionofCXCR4ofthehypoxicculturedBMSCsincreasedmarkedly.
SotherewasnoneedtoconstructtheCXCR4overexpressionvector(lentivirusPackage).Comparedwiththenor-
moxicculturedBMSCs,themigrationcapacityofthehypoxicculturedBMSCs,whichhadapositiverelationship
withthedoseofSDF-1,wassignificantlyimproved.②InthepresenceorabsenceofSDF-1stimulation,ifSDF-1/

CXCR4wasselectivelyblocked,therewasnosignificantdifferenceinthemigrationcapacityofBMSCsbetween
normaloxygen(20%O2)andhypoxicculture(5%O2)groups.③ComparedwiththenormoxicculturedBMSCs,

thephosphorylationlevelsofPI3KandErk1/2ofthehypoxicculturedBMSCsincreasedsignificantly,whereas
Jak2decreased.④Comparedwiththe“SDF-1 (0ng/ml)”group,theBMSCsofPI3KorErk1/2inhibitoralone
grouphadastrongermigrationcapacity;whereasthecombineduseofPI3KandErk1/2inhibitorgrouphadnosig-
nificantchange.⑤WhenSDF-1/CXCR4wasselectivelyblocked,thephosphorylationlevelsofPI3KandErk1/2of
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thehypoxicculturedBMSCsdecreasedsignificantly.Conclusion:SDF-1/CXCR4inducedmigrationsignals,which
wastransducedbyErk1/2andPI3KinBMSCs.

Keywords　stromalcel1derivedfactor-1;chemokinereceptor4;bonemarrowmesenchymalstemcells;migra-
tion

　　近年来多项研究表明,趋化因子家族及其受体

是操控骨髓间充质干细胞(bonemarrow mesen-
chymalstemcells,BMSCs)动员和迁移的重要因

子,其中最重要的趋化因子是基质细胞衍生因子-1
(stromalcel1derivedfactor-1,SDF-1)及其特异性

受体--趋化因子受体4(chemokinereceptor4,CX-
CR4)〔1-2〕。当机体受到各种打击时,损伤局部的组

织器官多处于低氧微环境;迁移到特定部位的能力

是BMSCs发挥修复损伤组织能力的前提〔3-4〕。然

而目前针对BMSCs迁移信号机制的研究大多建立

在体外常氧培养的基础上,而低氧条件下 BMSCs
迁移的信号机制有无改变仍需进一步研究。本课

题组前期研究已经通过建立百草枯中毒致急性肺

损伤大鼠模型,并证实低氧处理 BMSC-CXCR4对

百草枯中毒致急性肺损伤具有良好的治疗作用〔5〕。
然而,低氧对SDF-1刺激BMSCs迁移的影响与关

键信号机制尚不明确,因此,本研究拟通过观察低

氧条件下BMSCs的迁移能力以及SDF-1/CXCR4
轴活化在其中的作用。
1　材料与方法

1.1　材料

DMEM-F12购自 Gibeo公司,胎牛血清购自

Hyclone公司,Percol1 分离液购自 Sigma公司,
SDF-1、AMD3100(SDF-1/CXCR4通路特异性阻断

剂)、LY294002(PI3K阻断剂)、PD98059(Erk阻断

剂)和 AZD1480(JAK2阻断剂)及相关抗体均购自

Sigma公司。
1.2　低氧条件与CXCR4表达的关系

为首先确定低氧条件与 CXCR4表达的关系,
分别于常氧(37℃、5%CO2、20%O2)和低氧(5%
O2,其他培养条件不变)条件下(常氧和低氧条件后

文不再赘述),检测 BMSCs中 CXCR4的 mRNA
和蛋白表达情况。

采用 TrizolRNA抽提试剂提取 BMSCs细胞

总RNA,紫外分光光度计测定 RNA 纯度和浓度,
反转录,琼脂糖凝胶电泳,分析结果。其中合成

CXCR4的 Realtime-PCR 引物:forward:5'-GAG-
GAAATGGGCTCAGGG-3';reverse:5'-AGTCAG-
CAGGAGGGCAGGGA-3'。按20μL体系(10μL
SYBRGreenMaster,2μL 引物,1μL 模板,7μL
水)进行 Realtime-PCR 检测(95℃10min,95℃30
s,58℃20s,共40个循环)。

另外,常规法提取 BMSCs细胞蛋白,BCA 定

量,SDS-PAGE电泳,转膜,封闭,加入一抗,孵育后

洗膜,加入 HRP标记的二抗,孵育、洗膜、染色,曝
光显影,采集图像。发光试剂盒曝光显影,分析结

果。
1.3　低氧对SDF-1刺激BMSCs迁移的影响

采用 Transwell小室法检测低氧和常氧条件

对SDF-1刺激 BMSCs迁移的能力。将细胞制成

单细胞悬液,加入到 Transwell上室,将不同浓度

的SDF-1(0、50、200ng/ml)分别加入Transwell下

室,置于37℃饱和湿度孵箱内继续培养4~10h,取
出 Transwell小室,擦去上室未迁移的细胞,固定、
染色并计数。
1.4　阻断SDF-1/CXCR4轴对 BMSCs迁移的影

响

特异性阻断SDF-1/CXCR4通路后,采用 Tr-
answell小室法检测低氧对 BMSCs迁移能力的影

响。低 氧 和 常 氧 条 件 下,应 用 CXCR4 阻 断 剂

AMD3100预处理BMSCs细胞30min后,再将一

定浓度SDF-1(0和200ng/ml)加入 Transwell下

室,置于37℃饱和湿度孵箱内继续培养4~10h,取
出 Transwell小室,擦去上室未迁移的细胞,固定、
染色并计数。
1.5　CXCR4下游分子机制的探讨

采用 Westernblot对候选的 Jak2、PI3K 和

(或)Erk1/2三条信号通路标志分子磷酸化水平进

行检测。将BMSCs分别置于低氧培养箱(5%O2)
和普通培养箱中培养3d,消化细胞,裂解,离心,收
集上清,BCA 定量,SDS-PAGE 电泳,转膜,封闭。
加入一抗,孵育后洗膜,加入 HRP标记的二抗,孵
育、洗膜、染色,曝光显影,采集图像。

实验结束后,对磷酸化水平显著上升的相关分

子,应用其特异性抑制剂,采用 Westernblot进一

步观察抑制关键分子对BMSCs迁移的影响。
1.6　统计学处理

应用SPSS11.5统计软件进行统计学处理,计

量资料以■x±s表示,组间比较采用方差分析,以P
<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　低氧条件诱导CXCR4表达升高

BMSCs经低氧处理后,CXCR4的 mRNA 表

达水平显著提高约7.4倍(P<0.01),见图1。与

mRNA水平一致,BMSCs经低氧处理后,CXCR4
的蛋白表达亦显著升高(P<0.01),见图2。该结

果提示低氧处理能够极大地刺激CXCR4表达至一

个很高的水平,已不再需要过表达CXCR4。
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2.2　低氧条件下SDF-1刺激BMSCs迁移

如图3所示,在无SDF-1刺激时,低氧组BM-
SCs的迁移能力强于对照组(P<0.01);在SDF-1
的刺激下,BMSCs迁移能力得到了更大的提升,且
其提升幅度存在一定的剂量依赖性。

图1　低氧条件下BMSCs中CXCR4的 mRNA表达情况

5%O2:低氧组;NC:生理盐水组(对照组)。
图2　低氧条件下BMSCs中CXCR4的蛋白表达情况

5%O2:低氧组;NC:生理盐水组(对照组)。
图3　低氧条件下SDF-1刺激BMSCs迁移

2.3　SDF-1/CXCR4通路在低氧刺激BMSCs迁移

中的作用

应用 AMD3100特异性阻断SDF-1/CXCR4通

路后,低氧组BMSCs的迁移能力与对照组相比差

异无统计学意义;即使加入SDF-1刺激,两组BM-
SCs的迁移能力差异仍无统计学意义。该结果提

示CXCR4激活是BMSCs在低氧状态下迁移能力

增强的关键因素。见图4。
2.4　CXCR4下游分子机制

2.4.1　CXCR4下游信号通路信号分子的筛选　
如图5所示,低氧组BMSCs的PI3K和Erk1/2磷

酸化水平显著上升,而Jak2磷酸化水平有所下降,
该结果提示低氧引起 CXCR4表达升高继而刺激

BMSCs增 殖 的 作 用 ,很 有 可 能 是 通 过PI3K和

AMD3100:SDF-1/CXCR4抑制剂组;DMSO:二甲基亚砜组(抑制剂对照组);5%O2:低氧组;NC:生理盐水组(对照组)。a:

SDF-10ng/ml;b:SDF-1200ng/ml。
图4　阻断SDF-1/CXCR4后低氧对BMSCs迁移的影响

Erk1/2介导的。

2.4.2　抑制PI3K 和 Erk1/2对BMSCs迁移的影

响　分别应用 LY294002和 PD98059特异性抑制

PI3K和Erk1/2的活性,给予200ng/mlSDF-1刺

激BMSCs,结果如图6所示,PI3K和Erk1/2活性

均被有效抑制。

　　单独应用PI3K,Erk1/2抑制剂均可明显抑制

BMSCs迁移,然而与无SDF-1刺激组相比,单独使
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用该两种抑制剂的实验组BMSCs仍具有一定迁移

能力,缘于CXCR4通路并未被完全阻断。同时使

用两种抑制剂的实验组结果提示BMSCs迁移能力

显著下降,且与无SDF-1刺激组相比差异无统计学

意义,该结果提示SDF-1/CXCR4信号通路可能主

要通过PI3K和Erk1/2介导调节BMSCs迁移(图
7)。
2.4.3　阻断SDF-1/CXCR4信号通路对 PI3K 和

Erk1/2磷酸化的影响 　 应用 AMD3100 处理受

200ng/mlSDF-1 刺激的 BMSCs,检测 PI3K 和

Erk1/2激活水平的结果显示(图8),AMD3100可

显著降低PI3K 和Erk1/2磷酸化水平。该结果进

一步表明,激活SDF1/CXCR4通路促进BMSCs迁

移的 作 用 是 通 过 PI3K 和 Erk1/2 活 化 而 介 导

实现的。

5%O2:低氧组;NC:生理盐水组(对照组)。
图5　CXCR4潜在下游信号通路中关键分子的磷酸化水平

LY294002:PI3K抑制剂组;PD98059:Erk1/2NC抑制剂组;

NC:生理盐水组(对照组)。
图6　抑制PI3K和Erk1/2抑制剂的抑制效果

NC:生理盐水组(对照组)。

　　图7　PI3K和(或)Erk1/2抑制剂对BMSCs迁移能力

的影响

AMD3100:SDF-1/CXCR4抑制剂组;DMSO:二甲基亚砜组

(抑制剂对照组)。

　　图8　抑制SDF-1/CXCR4对PI3K 和Erk1/2的磷酸

化水平的影响

3　讨论

骨髓间充质干细胞(BMSCs)是一种存在于骨

髓中的非造血干细胞,体外培养能迅速贴壁、增殖,
并呈现较单一的类成纤维细胞的长梭形。在特定

的微环境和适宜细胞因子作用下具有跨系统、跨胚

层分化潜能,可分化为中胚层和神经外胚层组织细

胞,如成骨细胞、软骨细胞、内皮细胞和神经细胞

等,已成为一种新型的组织修复来源〔6-7〕,在肺损

伤治疗中的应用受到越来越多的关注,这可能为肺

损伤的治疗开辟一条崭新的途径〔8-9〕。
当机体受到各种打击时,损伤的组织器官多处

于低氧微环境中,因此 BMSCs植入后效能的发挥

与损伤部位的低氧环境密切相关,在低氧条件下研

究BMSCs生物学特性的变化,也更符合病理生理

学变化,具有重要意义。有学者认为在绝大多数的

组织培养中,3%~6%的氧浓度更接近生理学浓度

范围〔4,10〕。因此本研究选取5%O2 作为低氧组的

设定标准。
迁移到特定部位的能力是BMSCs发挥修复损

伤组织能力的前提〔11〕。趋化因子家族及其受体,一
直被认为是介导白细胞在正常或炎症条件下的迁
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移和体内重分配的重要因子;也是操控 BMSCs动

员和迁移的重要因子,其中最重要的趋化因子是

SDF-1及其特异性受体CXCR4〔12-13〕。
大量研究显示,在低氧状态下 BMSCs的迁移

显著增加,且 CXCR4对于 BMSCs的迁移作用因

低氧而增强。朱洁等〔14〕研究发现,在3%O2 条件

下能够促进 BMSCs的 CXCR4和 CX3CR1的表

达,认为这可能是体内移植 BMSCs向损伤病灶定

向迁移的机制之一。但目前对BMSCs迁移信号机

制的研究大多建立在体外常氧培养的基础上,因此

本研究主要基于低氧条件下深入探讨BMSCs迁移

变化,结果显示,低氧条件下BMSCs的 CXCR4的

表达水平极高,换言之,欲创造高水平表达 CXCR4
的环境,已不再需要过表达CXCR4处理(慢病毒包

装),使用低氧条件刺激即可。
SDF-1是一种小分子量(8000-13000)的趋化

因子蛋白,是目前发现对骨髓细胞趋化效应最强的

因子,属于 CXC趋化因子家族成员〔15〕。SDF-1主

要由低氧诱导表达,由基质细胞持续分泌,迄今发

现CXCR4是SDF-1的唯一受体,属于 G蛋白偶联

受体 家 族。SDF-1 与 CXCR4 作 用 构 成 SDF-1/
CXCR4轴,转导特定的信号并介导不同的效应,在
胚胎发育、介导免疫和炎症反应、调控干细胞迁移

及归巢等方面发挥重要作用〔16-17〕。
CXCR4在正常组织细胞几乎无表达,而在局

部缺血时表达有所增加。CXCR4存在于 BMSCs
内,损伤产生的细胞因子可刺激 CXCR4从细胞内

转移至细胞表面。SDF-1对表达 CXCR4的 BM-
SCs具有强大的化学吸引作用,其与 CXCR4的特

异结合有利于 BMSCs的定向趋化〔18〕。随着损伤

局部SDF-1浓度的增加,定向迁移的BMSCs数量

也呈增加趋势,这表明 BMSCs的定向迁移可能与

SDF-1浓度相关。本研究结果发现:在无SDF-1刺

激时,低氧条件可增强 BMSCs的迁移能力,而在

SDF-1的刺激下,BMSCs迁移能力得到了更大的

提升,且其提升幅度与SDF-1的剂量呈正比,该结

果强烈提示 BMSCs的定向迁移具有 SDF-1浓度

依赖性。
本研究还应用 AMD3100特异性阻断SDF-1/

CXCR4通路,结果发现低氧条件显著抑制了 BM-
SCs的迁移能力;在该实验条件下,即使加入SDF-
1刺激,对 BMSCs的迁移能力亦无改观。该结果

提示SDF-1/CXCR4轴的活化在BMSCs的定向迁

移中发挥着重要作用,但 CXCR4的下游信号通路

目前仍不十分明确,其与迁移相关的信号可能通过

Jak2、PI3K和/或Erk1/2转导,为深入探讨缺氧引

起的BMSC细胞迁移能力加强的分子机制,我们采

用 Westernblot对候选的3条信号通路标志分子

磷酸 化 水 平 进 行 检 测。结 果 显 示,缺 氧 条 件 下

PI3K和Erk1/2磷酸化水平显著上升,而Jak2磷

酸化水平有所下降,提示缺氧引起的 CXCR4表达

升高,继而刺激BMSC增殖的信号很有可能是通过

PI3K和Erk1/2介导的。
为 进 一 步 验 证 上 述 假 设,我 们 分 别 应 用

LY294002和PD98059特异性抑制PI3K和Erk的

活性,并采用 Westernblot方法确定抑制剂效果良

好。在此基础上,我们应用SDF-1/CXCR4通路特

异性阻断剂 AMD3100阻断SDF-1/CXCR4信号,
结果发现PI3K和Erk1/2的磷酸化水平下降,该结

果进一步表明CXCR4确实可通过PI3K和Erk1/2
进行信号传导。再次采用 Transwell小室实验检

测低氧环境下各组 BMSCs的迁移能力,结果表明

当PI3K和 Erk1/2两条信号通路分别被抑制后,
BMSCs迁移能力均有所下降,而尤其在同时抑制

两条通路后,即使加入SDF-1刺激,BMSCs的迁移

能力也与对照组差异无统计学意义,该结果证实

SDF-1/CXCR4的确是通过PI3K和Erk通路传递

促迁移信号的。上述研究成果从细胞分子层面上

深刻揭示了操控 BMSCs迁移的重要因子 SDF-1
及其受体 CXCR4在低氧微环境中的关键信号途

径,有望为下一步 BMSCs应用于百草枯中毒治疗

的可行性和修复肺损伤的机理和手段提供可靠理

论依据。
综上,低 氧 条 件 下 CXCR4 表 达 显 著 升 高,

SDF-1/CXCR4轴活化,BMSCs的迁移能力显著增

强;SDF-1/CXCR4主要通过 PI3K 和 Erk通路促

进BMSCs迁移;未来可靶定上述关键分子进行基

础与临床百草枯中毒救治药物的研发。
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