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ＳＤＦ１／ＲＵＮＸ１融合蛋白介导的间充质干细胞对造血

干细胞增殖和趋化作用的研究
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３

（重庆医科大学附属第一医院：１．感染科；２．血液科　４０００１６；

３．重庆市渝北区人民医院消化内科　４０１１２０）

　　摘　要：目的　研究基质细胞衍生因子１（ＳＤＦ１）／ＲＵＮＸ１融合蛋白介导的间充质干细胞（ＭＳＣｓ）对造血干细胞（ＨＳＣｓ）增殖

和趋化能力的作用。方法　分离培养人脐带源性 ＭＳＣｓ和人脐血源性ＣＤ３４＋ 干细胞。重组腺病毒ｐＡＤＳＤＦ１（ＧｌｙＳｅｒ）３

ＲＵＮＸ１ＩＲＥＳＧＦＰ感染 ＭＳＣｓ，免疫荧光显微镜下观察感染效率，ＥＬＩＳＡ方法检测上清液中ＳＤＦ１和ＲＵＮＸ１的表达。流式细

胞仪检测感染了重组腺病毒的 ＭＳＣｓ对ＣＤ３４＋干细胞的扩增倍数，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ试验测定ＣＤ３４＋干细胞的迁移指数。结果　重组

腺病毒感染人脐带源性 ＭＳＣｓ后，第３天的转染效率和ＳＤＦ１／ＲＵＮＸ１的表达最高，第７天也有较高表达，两者比较差异无统计

学意义（犘＞０．０５）。感染重组腺病毒的 ＭＳＣｓ和ＣＤ３４＋干细胞共培养第３、７、１４天，Ｂ１、Ｃ１组较 Ａ１组ＣＤ３４＋干细胞显著扩增

（犘＜０．０５）。培养第７、１４天，Ｂ１组中ＣＤ３４＋干细胞的扩增倍数显著高于Ｃ１组（犘＜０．０５）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ试验中，Ｂ２、Ｃ２组的迁移

指数明显高于Ａ２组（犘＜０．０５），并且Ｃ２组的迁移指数明显高于Ｂ２组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ＳＤＦ１／ＲＵＮＸ１融

合蛋白介导的 ＭＳＣｓ可促进ＣＤ３４＋干细胞的增殖和归巢。
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　　骨髓移植是治疗血液病、实体瘤、免疫系统疾病、急性放射

病等疾病的有效方法之一，但移植后的造血重建问题一直是临

床工作的难点。研究发现基质细胞衍生因子１（ＳＤＦ１）／ＣＸ

ＣＲ４生物轴对造血干细胞（ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＨＳＣｓ）的

归巢和植入起到了重要的作用。另外，ＲＵＮＸ１基因作为一种

造血细胞分化早期的关键调控因子，对 ＨＳＣｓ自我更新与分化

间的平衡起着调节作用［１２］。目前，本课题组已经成功构建

ｐＡＤＳＤＦ１（ＧｌｙＳｅｒ）３ＲＵＮＸ１ＩＲＥＳＧＦＰ腺病毒载体。在本

实验中，作者将转染 ｐＡＤＳＤＦ１（ＧｌｙＳｅｒ）３ＲＵＮＸ１ＩＲＥＳ

ＧＦＰ腺病毒载体入间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，

ＭＳＣｓ），并检测 ＳＤＦ１／ＲＵＮＸ１融合蛋白介导的 ＭＳＣｓ对

ＨＳＣｓ增殖和趋化能力的影响。

１　材料与方法

１．１　材料　人脐带标本和脐带血标本，由本院妇产科志愿者

９２１３重庆医学２０１２年１０月第４１卷第３０期
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产妇提供（均系采自健康男性新生儿胎盘的脐血，其孕母排除

病毒性肝炎、艾滋病、梅毒等感染）。

１．２　试剂　采用 Ｍｅｓｅｎｃｕｌｔ培养液（ＳｔｅｍＣｅｌｌ公司）；ＤＭＥＤ

培养基（上海佳和科技生物有限公司）；Ｆｉｃｏｌｌ淋巴细胞分离液

（天津生物技术研究所）；胎牛血清（杭州四季青生物工程材料

有限公司）；ＣＤ２９、ＣＤ１３、ＣＤ４４、ＣＤ３４、ＣＤ３１抗体（ＢＤ公司）；

ＲＵＮＸ１ＥＬＩＳＡ试剂盒（北京华夏远洋科技有限公司）；ＳＤＦ１

ＥＬＩＳＡ试剂盒（厦门慧嘉生物科技有限公司）。

１．３　脐带源性 ＭＳＣｓ的体外培养及生物学鉴定　标本于采集

后６ｈ内，进行间充质干细胞的分离：将脐带剪碎成约１ｍｍ３

的小块后用ＤＨａｎｋｓ液冲洗，先后经０．１％胶原酶Ⅱ、０．２５％

胰酶各消化３０ｍｉｎ，收集悬浮细胞，接种于含１０％胎牛血清、

１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉素的 Ｍｅｓｅｎｃｕｌｔ′培养液，置

于３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度培养箱培养，４～５ｄ后全量换液，

弃去非贴壁细胞，此后每３～４ｄ半量换液，观察细胞至８０％融

合时，用０．２５％胰酶和１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ消化，按１∶３传代。

贴壁细胞常规消化后，以ＣＤ２９、ＣＤ１３、ＣＤ４４、ＣＤ３４、ＣＤ３１抗体

孵育。流式细胞术测定细胞纯度。

１．４　人脐血源性ＣＤ３４
＋干细胞的体外培养及生物学鉴定　

无菌条件下取足月妊娠、正常分娩的新鲜脐血（内加抗凝剂），

标本于采集后６ｈ内分离。按１∶１体积比加入ＤＨａｎｋｓ液稀

释，以Ｆｉｃｏｌｌ淋巴细胞分离液密度梯度离心，１５００ｒ／ｍｉｎ离心

１５ｍｉｎ。吸取血浆层和分离液层之间的白色云雾状有核细胞

层，以低糖ＤＭＥＤ培养液洗涤备用。应用 ＭＡＣＳ免疫磁珠激

活分选系统分离ＣＤ３４＋细胞，过分选柱２次以提高纯度，以流

式细胞术测定ＣＤ３４＋细胞纯度。

１．５　重组腺病毒ｐＡＤＳＤＦ１（ＧｌｙＳｅｒ）３ＲＵＮＸ１ＩＲＥＳＧＦＰ

对人脐带源性 ＭＳＣｓ转染效率的测定　分别用感染指数（ｍｏｉ）

为２５、５０、１００、２００的重组腺病毒感染ＮＩＨ３Ｔ３ 细胞。ＮＩＨ３Ｔ３

细胞接种于２４孔板，密度为２×１０６ 个／毫升，以ＤＭＥＤ培养

液作为阴性对照。１ｈ后吸弃病毒液，加入培养液。此后每１２

ｈ在荧光显微镜下观察细胞ＧＦＰ的表达情况。为后续试验选

择最佳的 ｍｏｉ。ＭＳＣｓ培养至第３代时，调整密度为２×１０５

个／毫升，加入２４孔板中，培养２４ｈ后，选择最佳 ｍｏｉ的重组

腺病毒感染入 ＭＳＣｓ。荧光显微镜下观察感染后１、３、７、１４ｄ

的感染效率。ＥＬＩＳＡ方法检测重组腺病毒ｐＡＤＳＤＦ１（Ｇｌ

ｙＳｅｒ）３ＲＵＮＸ１ＩＲＥＳＧＦＰ感染 ＭＳＣｓ后 ＳＤＦ１和 ＲＵＮＸ１

的表达。

１．６　检测含重组腺病毒 ｐＡＤＳＤＦ１（ＧｌｙＳｅｒ）３ＲＵＮＸ１

ＩＲＥＳＧＦＰ的人脐带源性 ＭＳＣｓ对人脐血源性ＣＤ３４＋干细胞

的扩增作用　调整ＣＤ３４
＋干细胞的密度为２×１０４ 个／毫升。

制备 ＭＳＣｓ细胞滋养层；ＣＤ３４＋细胞种植于有滋养层的２４孔

板中培养，隔日半量换液１次。按照实验目的分３组，Ａ１组：

ＣＤ３４＋干细胞；Ｂ１组：ＣＤ３４＋干细胞和 ＭＳＣｓ；Ｃ１组：ＣＤ３４＋干

细胞和基因修饰后的 ＭＳＣｓ。每组均设３个复孔。培养第１、

３、７、１４天检测ＣＤ３４＋干细胞的扩增倍数。

１．７　检测含重组腺病毒 ｐＡＤＳＤＦ１（ＧｌｙＳｅｒ）３ＲＵＮＸ１

ＩＲＥＳＧＦＰ的人脐带源性 ＭＳＣｓ对人脐血源性ＣＤ３４＋干细胞

的趋化作用　采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ试验，用培养液制成ＣＤ３４＋干细

胞的单细胞悬液，将细胞密度调整为２．５×１０５ 个／毫升。分３

组，Ａ２组：在２４孔板内加入培养液；Ｂ２组：在２４孔板内加入

ＭＳＣｓ；Ｃ２组：在２４孔板内加入基因修饰后的 ＭＳＣｓ（已培养３

ｄ）。培养２４ｈ后检测ＣＤ３４＋干细胞的穿膜细胞数。在１００倍

光镜下，随机挑选５个视野，计算穿膜细胞数并取其平均值，结

果以狓±狊表示。

１．８　统计学处理　运用ＳＰＳＳ１７．０软件进行数据处理，组间

比较采用单因素方差分析。

２　结　　果

２．１　人脐带源性 ＭＳＣｓ的培养及鉴定　人脐带源性 ＭＳＣｓ长

势良好，呈辐射状或涡旋状排列。流式细胞仪检测培养第３代

的 ＭＳＣｓ的表面标记物ＣＤ２９的阳性率为９９．８３％，ＣＤ１３的阳

性率为９８．１２％，ＣＤ４４的阳性率为９８．８９％；不表达 ＣＤ３４、

ＣＤ３１。

２．２　人脐血源性ＣＤ３４
＋干细胞的纯化及鉴定　经２次过分

选柱，每个标本收集 ＣＤ３４＋ 细胞数范围为（２．６～５）×１０６，

０．４％台盼蓝染色计数活细胞率均大于９６％。流式细胞仪检

测２次分选后ＣＤ３４＋细胞纯度在９８．３０％以上。

２．３　重组腺病毒ｐＡＤＳＤＦ１（ＧｌｙＳｅｒ）３ＲＵＮＸ１ＩＲＥＳＧＦＰ

感染人脐带源性 ＭＳＣｓ的效率　当重组腺病毒感染的 ｍｏｉ为

５０ｐｆｕ／细胞时，转染效率最高，可达９０％以上。以 ｍｏｉ为５０

ｐｆｕ／细胞的重组腺病毒感染 ＭＳＣｓ后１、３、７、１４ｄ的转染效率

分别为 （２８．４２±８．１５）％、（８０．５８±９．０５）％、（６８．７７±

６．２７）％、（２１．３４±７．２９）％，见封２图１。ＥＬＩＳＡ方法检测出

重组腺病毒感染 ＭＳＣｓ后３ｄＳＤＦ１和ＲＵＮＸ１的表达最高。

感染后７ｄ，ＳＤＦ１和ＲＵＮＸ１的表达仍然较高（表１）。感染后

１４ｄ时，还有少量ＳＤＦ１和ＲＵＮＸ１表达。

表１　　重组腺病毒感染人脐带源性 ＭＳＣｓ后ＳＤＦ１和

　　ＲＵＮＸ１的表达（狓±狊，μｇ／ｍＬ）

项目 １ｄ ３ｄ ７ｄ １４ｄ

ＳＤＦ１ １．１２５±０．７８５ ３．６５７±０．５４２ ３．１８３±０．６６３＃ ０．９２４±０．００３

ＲＵＮＸ１ １．６５７±０．１２３ ４．４１８±０．６４３ ３．８６６±０．１８２＃ １．１０４±０．２１７

　　：犘＜０．０５，与第１、１４天比较；＃：犘＞０．０５，与第３天比较。

２．４　感染重组腺病毒的人脐带源性 ＭＳＣｓ对人脐血源性

ＣＤ３４＋干细胞的扩增作用　按照１．６中的分组，培养第１天，３

组中ＣＤ３４＋干细胞的扩增倍数比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。培养第３、７、１４天，Ｂ１组、Ｃ１组较Ａ１组ＣＤ３４＋干细胞

显著扩增（犘＜０．０５）。培养第７、１４天，Ｂ１组中ＣＤ３４＋干细胞

的扩增倍数显著高于Ｃ１组（犘＜０．０５），见表２。

表２　　感染重组腺病毒的人脐带源性 ＭＳＣｓ对人脐血

　源性ＣＤ３４
＋干细胞的扩增倍数（狓±狊）

组别 １ｄ ３ｄ ７ｄ １４ｄ

Ａ１组 １．９５７±０．１３４ ３．０６７±０．４１３ ５．９８３±０．８９８ ８．６１４±０．７３２

Ｂ１组 ２．８３９±０．２２５ ６．７９８±０．１８４ １２．６７３±１．０３３＃ １６．５４２±１．５６８＃

Ｃ１组 ２．７０７±０．３４１ ５．８２５±０．２０３ ８．７６５±０．４３２ １０．６３８±１．０３１

　　：犘＜０．０５，与Ａ１组比较；＃：犘＜０．０５，与Ｃ１组比较。

２．５　感染重组腺病毒的人脐带源性 ＭＳＣｓ对人脐血源性

ＣＤ３４＋干细胞的趋化作用　按照１．７中的分组，共培养２４ｈ

后，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测 ＣＤ３４＋ 干细胞的迁移指数分别是：Ａ２组

（３０２±８），Ｂ２组（４３５±２０），Ｃ２组（６１２±１８）。Ｂ２和Ｃ２组的迁
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移指数明显高于Ａ２组（犘＜０．０５），并且Ｃ２组的迁移指数明显

高于Ｂ２组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

干细胞移植后的造血重建过程是一个多阶段、多因素的过

程，其中造血微环境（Ｎｉｃｈｅ）的修复，影响着归巢造血干细胞

ＨＳＣｓ的自我更新、增殖和分化，对于机体重建造血功能具有

重要意义［３６］。但移植后 ＨＳＣｓ归巢率低且自我增殖能力有

限，成为制约骨髓重建的瓶颈问题。

ＭＳＣｓ作为造血微环境主要细胞成分的前体细胞，在造血

调控中发挥重要作用。ＭＳＣｓ分化产生的多种骨髓基质细胞，

表达多种基质分子，通过细胞细胞间接触和分泌多种促造血

细胞因子支持造血，ＭＳＣｓ还诱导归巢受体、分泌基质细胞衍

生因子促使 ＨＳＣｓ归巢到骨髓
［７８］，对 ＨＳＣｓ保持干细胞特性

和造血干细胞归巢具有重要的支持和趋化作用［９１０］。有报道

ＭＳＣｓ与ＨＳＣｓ联合移植可促进ＨＳＣｓ的植活率，缩短无髓期，

减少死亡率。因此，有必要在移植中充分考虑 ＭＳＣｓ的因

素［１１１２］。

研究发现ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４生物轴对 ＨＳＣｓ的归巢和植入

起到了重要的调节作用［１２］。内皮细胞、成骨细胞和其他基质

细胞均表达ＳＤＦ１，而 ＨＳＣｓ表达ＣＸＣＲ４。内皮细胞表达的

ＳＤＦ１通过Ｅ和Ｐ选择素介导 ＨＳＣｓ的跨内皮迁移。作者在

前期试验中发现，体内刺激因子较多，可导致 ＨＳＣｓ过度分化，

使 ＨＳＣｓ自我更新能力下降。所以，应更多地关注干细胞干性

的保持问题。ＲＵＮＸ１基因作为一种造血细胞分化早期的关

键调控因子，即为一个较佳的选择。

作者成功分离培养出人脐带源性 ＭＳＣｓ和人脐血源性

ＣＤ３４＋干细胞，且具有较高的纯度。利用前期构建的ｐＡＤ

ＳＤＦ１（ＧｌｙＳｅｒ）３ＲＵＮＸ１ＩＲＥＳＧＦＰ腺病毒转染入脐带源性

ＭＳＣｓ，经检测转染后第３天，转染效率可高达（８０．５８±

９．０５）％。第７天时，转染效率仍可达（６８．７７±６．２７）％，虽有

所下降，二者比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。同样，作者

用ＥＬＩＳＡ检测出重组腺病毒感染人脐带源性 ＭＳＣｓ后ＳＤＦ１

和ＲＵＮＸ１的表达也是第３天最高，第７天时仍有较高表达。

在ＣＤ３４＋干细胞的扩增试验中，感染了重组腺病毒ｐＡＤ

ＳＤＦ１（ＧｌｙＳｅｒ）３ＲＵＮＸ１ＩＲＥＳＧＦＰ的 ＭＳＣｓ可促进ＣＤ３４
＋

干细胞的增殖，但其扩增程度远不及未感染重组腺病毒的

ＭＳＣｓ。由此说明，该重组腺病毒既有利于扩增 ＣＤ３４＋ 干细

胞，且又不至于让ＣＤ３４＋ 干细胞过度的增殖分化。在 Ｔｒａｎ

ｓｗｅｌｌ趋化试验中，感染了重组腺病毒的 ＭＳＣｓ和未感染重组

腺病毒的 ＭＳＣｓ均可显著促进ＣＤ３４＋干细胞的迁移，且前者

的趋化作用高于后者（犘＜０．０５）。由此说明，该重组腺病毒转

染 ＭＳＣｓ后，有明显的诱导ＣＤ３４＋干细胞归巢的作用。
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［１０］ＫａｄｅｒｅｉｔＳ，ＤｅｅｄｓＬＳ，ＨａｙｎｅｓｗｏｒｔｈＳＥ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐａｎｓｉｏｎ

ｏｆＬＴＣＩｃｓａｎｄｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅｏｆｐ２１ａｎｄＢＣＬ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎｃｏｒｄｂｌｏｏｄＣＤ３４（＋）／ＣＤ３８（－）ｅａｒｌｙｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｓｃｕｌ

ｔｕｒｅｄｏｖｅｒｈｕｍａｎＭＳＣｓａｓａｆｅｅｄｅｒｌａｙｅｒ［Ｊ］．ＳｔｅｍＣｅｌｌｓ，

２００２，２０（６）：５７３５８２．

［１１］ＬｅＢｌａｎｃＫ，ＳａｍｕｅｌｓｓｏｎＨ，ＧｕｓｔａｆｓｓｏｎＢ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓ

ｐｌａｎｔａｔｉｏｎｏｆｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｔｏｅｎｈａｎｃｅｅｎｇｒａｆｔ

ｍｅｎｔｏｆｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｌｅｕｋｅｍｉａ，２００７，２１

（１２）：１７３３１７３８．

［１２］ＰｏｌｏｎｉＡ，ＬｅｏｎｉＰ，ＢｕｓｃｅｍｉＬ，ｅｔａｌ．Ｅｎｇｒａｆｔｍｅｎｔｃａｐａｃｉｔｙ

ｏｆｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｃｅｌｌｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌ

ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓｒｅｃｅｉｖｉｎｇ ｒｅｄｕｃｅｄｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｒｅｇｉｍｅｎ［Ｊ］．Ｌｅｕｋｅｍｉａ，２００６，２０（２）：３２９

３３５．

（收稿日期：２０１２０３１０　修回日期：２０１２０５１２）
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