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基质细胞衍生因子1对转染CXCR4基因支气管上皮细胞的增殖和 

定向趋化作用*★ 

刘  军，任开明，石文君 

 

Effects of stromal cell derived factor-1 on the proliferation and directional migration of bronchial 

epithelial cells transfected by CXCR4 gene    

Liu Jun, Ren Kai-ming, Shi Wen-jun 

Abstract 

BACKGROUND: A key problem of study on tracheal prosthesis is to cover the tracheal mucosa and recover its function. 

Stromal cell derived factor-1/CXCR4 pathway plays an important role in accelerating tissue repair.  

OBJECTIVE: To investigate the effects of stromal cell derived factor-1 on the proliferation and directional migration of 

bronchial epithelial cells transfected by CXCR4 gene.  

METHODS: CXCR4 lentiviral vector was constructed and transfected into human bronchial epithelial cells. In the blank 

group, cells were not infected with any virus. In the control group, cells were infected with non-transfected lentiviral vectors. 

In the experimental group, cells were infected with CXCR4 lentiviral vectors. CXCR4 lentiviral vectors-transfected and 

common human bronchial epithelial cells were processed with different concentrations of stromal cell derived factor-1   

(1 μmol/L, 100, 10, 1, 0.1, 0 nmol/L).  

RESULTS AND CONCLUSION: CXCR4 lentiviral vector was successfully constructed. CXCR4 protein expression was low 

in the normal human bronchial epithelial cells. CXCR4 mRNA and protein expression was high in the CXCR4 gene- 

transfected human bronchial epithelial cells. With increasing concentration of stromal cell derived factor-1, absorbance was 

gradually increased in a concentration-dependent manner (P < 0.05). This suggests that stromal cell derived factor-1 

promotes the proliferation and directional migration of bronchial epithelial cells transfected by CXCR4 gene. 

 

Liu J, Ren KM, Shi WJ. Effects of stromal cell derived factor-1 on the proliferation and directional migration of bronchial 

epithelial cells transfected by CXCR4 gene.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(24): 4476-4480.     

[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

背景：早期的诱导替代物表面的气管黏膜上皮覆盖并恢复其功能，是气管替代物研究中的关键问题。基质细胞衍生因

子 1/CXCR4 通路在加快组织修复中发挥重要作用。 

目的：观察基质细胞衍生因子 1 对转染 CXCR4 基因支气管上皮细胞的增殖和定向趋化作用。 

方法：构建 CXCR4 慢病毒表达载体并转染人支气管上皮细胞。实验分为 3 组，空白组：未感染任何病毒的细胞组；

对照组：感染未转染 CXCR4 的慢病毒细胞组；实验组：转染 CXCR4 慢病毒表达载体的细胞组。将消化好的病毒浸

染的人支气管上皮细胞和普通人支气管上皮细胞悬液以不同浓度基质细胞衍生因子 1(1 μmol/L，100 nmol/L，       

10 nmol/L，1 nmol/L，0.1 nmol/L，0 nmol/L)处理。 

结果与结论：实验成功构建了 CXCR4 慢病毒表达载体。正常人支气管上皮细胞的 CXCR4 蛋白基础表达较低。转染

CXCR4 的人支气管上皮细胞中 CXCR4 mRNA 和蛋白都有较高水平的表达，且随着基质细胞衍生因子 1 浓度增加，

其吸光度逐渐增加，并呈浓度依赖性(P < 0.05)。提示基质细胞衍生因子 1 增强了转染其受体 CXCR4 基因支气管上

皮细胞的增殖作用和定向迁移能力。 

 

关键词：基质细胞衍生因子 1；趋化因子；支气管上皮细胞；基因；转染 
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0  引言 

 

气管组织工程技术是近年来气管替代研究的热点。

缺乏完整的上皮覆盖被认为是替代物瘢痕形成和管腔

狭窄的重要因素，新生上皮的爬行速度是一个必须考虑

的关键问题。近年来有关调控趋化因子基质细胞衍生因

子1/CXCR4通路修复受损组织的研究逐渐增多
[1-4]

，但

在支气管上皮细胞的表达和损伤修复作用尚未见报道。

实验通过构建CXCR4慢病毒表达载体并转染支气管上

皮细胞，观察基质细胞衍生因子1对支气管上皮细胞的

增殖和趋化迁移作用。为今后提高气管上皮细胞的迁移

能力及移植效率提供了新思路和实验依据，并为进一步

开展体内动物实验的相关研究提供了实验基础。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机分组设计，对比观察。 

时间及地点：实验于2010-06/2011-03在中国医科

大学盛京医院实验中心完成。 

材料：人支气管上皮(human bronchi epithelial，

HBE)细胞购自中国医学科学院肿瘤研究所。  

主要试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

HBE细胞制备：无菌条件下切除的人无瘤供体肺组

织，解剖出气管，联合应用酶消化和刷洗法获得支气管

上皮细胞。 

人正常支气管上皮CXCR4的表达：切取3个肺切除标本

中残端无病变的支气管环，苏木精-伊红染色和SP法观

察CXCR4的表达情况。 

CXCR4慢病毒载体的构建和包装：从含有CXCR4基因

的质粒克隆模板中，利用PCR克隆目的基因。将目的基

因纯化后与克隆载体进行连接，选择酶切鉴定和测序正

确的克隆进行双酶切、纯化定向连接或重组到表达载体

上，其产物转化细菌感受态细胞，对长出的克隆进行酶

切鉴定，证明目的基因已经连入到表达载体上。将构建

好的融合蛋白表达载体进行超纯去内毒素抽提，获得包

装好的慢病毒载体。 

HBE细胞中CXCR4 mRNA和蛋白的检测：分别采用实

时荧光定量PCR和Western blot。HBE细胞经胰酶消化

后按4×10
5
/孔接种6孔板，混匀后于37 ℃、体积分数为

5%CO2条件下培养24 h，然后分为3组：未感染任何病

毒的细胞组(空白组)、感染未转染CXCR4的慢病毒细胞

组(对照组)、转染CXCR4慢病毒表达载体的细胞组(实

验组)。对照组和实验组待细胞融合度达30%时，加入稀

释后的病毒，3 d后免疫荧光显微镜观察慢病毒上报告

基因GFP的表达情况，感染5 d后使用Trizol按说明抽提

总RNA，感染7 d后收集细胞蛋白。空白组同法提取

RNA。各组取2 μg总RNA，反转录成cDNA，分别用

CXCR4引物和GAPDH引物进行荧光定量PCR。所有标

本均重复检测3次，并用图像定量分析软件进行分析，

结果以2
-△ △ ct

表示[△ ct=CXCR4平均ct值-GAPDH平均

ct值，△ △ ct=△ Ct(CXCR4)-△ Ct(calibrator)]。对照组

和实验组将收集的细胞蛋白终浓度调整为2 g/L，蛋白按

20 μg上样，进行SDS-PAGE上电泳并转移到PVDF膜

上，分别加CXCR4和GAPDH一抗及相应二抗，ECL显

色后进行X射线显影。 

MTT法测定基质细胞衍生因子1对于CXCR4基因转染后

细胞的增殖作用：将消化好的病毒浸染的HBE细胞和普通

HBE细胞悬液以10
4
/孔接种于96孔培养板中，每孔体积

为200 μL。培养24 h，待培养细胞贴壁后，吸去培养液，

不同浓度基质细胞衍生因子1(1 μmol/L，100 nmol/L，

10 nmol/L，1 nmol/L，0.1 nmol/L，0 nmol/L)处理细胞，

每组设4孔。继续培养48 h后，每孔加入MTT溶液20 μL，

37 ℃继续孵育4 h后，每孔加入150 μL二甲基亚砜，微

量振荡器上振荡10 min，选择490 nm波长，在酶标仪上

测定各孔A值。 

Transwell小室观察HBE细胞的定向迁移：制备HBE单细

胞悬液，浓度为5×10
8
 L
-1
，锥虫蓝检测细胞活力>95%。

Transwell小室的上室加入100 μL细胞悬液，下室为趋化

因子基质细胞衍生因子1溶液500 mL，终浓度分别为0，

1，3，10，30，100，300 nmol/L。将小室置于37 ℃、

体积分数为5%CO2细胞培养箱中培养24 h。在高倍镜下

(×400)随机取5个视野计数附着于聚碳酸酯膜下表面的

细胞，取平均数。 

主要观察指标：免疫组织化学检测正常HBE细胞中

试剂及仪器 来源 

pGEM-T 和 FUGW 载体  

Trizol 和转染试剂 Lipofectamine2000 

限制性内切酶 Age Ⅰ、EcoR Ⅰ和 

T4 DNA 连接酶  

CXCR4 质粒  

SDF-1  

兔抗人抗体  

Transwell 小室  

梯度 PCR 仪  

稳压 DNA 电泳仪  

Promega 公司 

Invitrogen 公司 

NEB 公司 

 

Origene 公司 

R&D 公司 

武汉博士德公司 

Coning 公司 

TAKARA 公司 

BioRad 公司 
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的CXCR4蛋白表达；实时荧光定量PCR和Western blot

检测转染CXCR4的HBE细胞中CXCR4 mRNA和蛋白

表达；MTT法和Transwell实验观察基质细胞衍生因子1

对转染细胞的增殖作用和定向迁移情况。 

统计学分析：由第一作者采用SPSS 15.0软件完成

统计处理，计量资料进行t 检验及单因素方差分析，实

验数据以x
_

±s表示，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  正常支气管上皮CXCR4蛋白的表达  正常人支气

管黏膜上皮的细胞膜和胞浆未见明显红色的CXCR4染

色，其CXCR4的基础表达可能较低，见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  慢病毒克隆载体的PCR鉴定和测序结果  经过筛

选的阳性克隆菌落，提取质粒后进行PCR鉴定。含有插

入CXCR4片段的质粒经PCR扩增后，可在1 100 bp左

右处发现与目的基因大小一致的条带，而没有连接入

CXCR4片段的空载体只有2 500 bp大小的单一条带。取

PCR鉴定阳性的克隆进行测序，测序结果显示含有与设

计的CXCR4的核苷酸序列完全一致的序列，见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  HBE细胞中CXCR4 mRNA和蛋白检测结果  空

白组、对照组、实验组的2
-△△ct

分别为1，1.117 3，    

5.004 9，实验组与其他2组相比，差异有显著性意义      

(P < 0.05)。对照组和实验组的CXCR4蛋白灰度值分

别为2 222，3 914，其与GAPDH灰度值(分别为5 329，

5 017)的比值分别为0.417 0，0.780 1，两组相比，差

异有显著性意义(P < 0.05)。免疫荧光显微镜下可见大

量的集落呈绿色荧光，说明细胞中有慢病毒的包装，

并且GFP激发的CXCR4绿色荧光主要表达在细胞膜，

见图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  MTT法检测支气管上皮细胞的增殖活力  空白组

和实验组随着基质细胞衍生因子1浓度增加，吸光度都

逐渐增加。当基质细胞衍生因子1增加为100 nmol/L和 

1 000 nmol/L时，实验组的吸光度值明显增加，分别为

0.445，0.519，相比低浓度组0.1 nmol/L和1 nmol/L时

的0.223，0.283，差异有显著性意义(P < 0.05)，见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5  HBE 细胞的定向迁移结果  没有转染 CXCR4 的

气管上皮细胞仅有少量 HBE 细胞到达膜的背面，随着

基质细胞衍生因子 1 浓度增加，迁移的 HBE 细胞数量

没有明显变化。实验组下室没有加入基质细胞衍生因子

1 时，有较少细胞穿过微孔膜到达膜的背面，在下室加

入不同浓度的基质细胞衍生因子 1 时，12 h 后有较多的

HBE 细胞穿过微孔膜；当加入的基质细胞衍生因子 1

表 1  各组支气管上皮细胞吸光度比较     
Table 1  Absorbance of human bronchial epithelial cells in each 

group                                      (x
_

±s) 

Stromal cell derived factor-1 

concentration (nmol/L) 

Experimental 

group 
Blank group 

 

1 000 

 

0.519±0.095 

 

0.386±0.029 

100 0.445±0.060 0.355±0.037 

10 0.396±0.059 0.332±0.025 

1 0.283±0.045 0.254±0.049 

0.1 0.223±0.021 0.193±0.032 

0 0.162±0.015 0.176±0.030 

 

Figure 1  Ciliated columnar epithelial cells from the normal 
bronchi (Immunohistochemical SP, ×400) 

图 1  正常支气管的纤毛柱状上皮细胞(免疫组织化学 SP， 
×400) 

Figure 3  Green fluorescence mainly appears in the cell 
membrane as shown by immunofluorescence 
microscope (×400) 

图 3   免疫荧光显微镜观察绿色荧光主要表达在细胞膜
(×400) 

1: 100 bp marker; 2: positive clone; 3: λDNA/HindⅢ marker 

Figure 2  FUGW-CXCR4 enzymatic digestion (AgeⅠ+ 
EcoRⅠ) electrophoretogram 

图 2  FUGW-CXCR4 酶切鉴定(AgeⅠ+EcoRⅠ)电泳图 

                   1                          2                     3 
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900 
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浓度为 300 nmol/L 时穿过微孔膜的 HBE 细胞数显著高

于对照组和未加入基质细胞衍生因子 1时穿过微孔膜的

HBE 细胞数(P < 0.05)；实验组穿过微孔膜的 HBE 细胞

数呈基质细胞衍生因子1浓度依赖性(P < 0.05)，见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

气管组织工程技术是近年来气管替代研究的热点，

其中上皮再生是最具挑战性的难题之一。要构建一个有

活性的组织工程化气管，其黏膜上皮的功能，尤其是纤

毛运动能力的恢复也是一个必须考虑的问题。组织工程

气管不是简单的管道移植，必须达到功能上的替代
[5-6]

。

此外，长节段的气管缺损存在管腔中央狭窄的问题，替

代物中央管腔内上皮再生不良是造成狭窄的主要原因，

缺乏完整的上皮覆盖被认为是瘢痕形成和管腔狭窄的

重要因素。如何早期诱导替代物表面的气管黏膜上皮覆

盖并恢复其功能，尤其是上皮爬行的速度是一个值得研

究的问题
[7-8]

。 

基质细胞衍生因子1是具有较强趋化作用的细胞

因子，通过与其特异性受体CXCR4相互作用，激活G

蛋白偶联的蛋白激酶C途径，随后再激活其下游与黏

附相关的酪氨酸激酶和细胞外信号调节激酶(ERK)等

信号分子，对机体的代谢、基因表达、细胞分化和增

殖起重要的调节作用。基质细胞衍生因子1/CXCR4通

路在定向趋化、迁移和募集修复细胞到达创面参与创

伤愈合的过程中发挥重要作用
[9-10]

。 

近年来CXCR4被认为是一种新的干细胞表面标

记物，除了造血干细胞外，其他类型的组织定向干细

胞(TCSCs)如骨骼肌卫星细胞、神经元干细胞、肝卵

圆细胞、内皮细胞等都功能性地表达。本实验免疫组

织化学结果显示：正常气管黏膜上皮的CXCR4表达较

低，其原因可能有：①正常气管上皮细胞或气管上皮

干细胞的CXCR4基础表达较低。②CXCR4是跨膜蛋

白受体，主要在细胞膜表达，本实验使用的免疫组织

化学方法或抗体不能检测或真实反映气管上皮细胞的

CXCR4表达情况，应该从mRNA水平或蛋白表达水平

检测其表达情况。③没有CXCR4的功能细胞-干细胞

的表达，可能表明气管上皮细胞中存在的干细胞含量

较低，其新生的上皮细胞可能来自血液中的原始干细

胞。 

慢病毒是近几年发展起来的基因工程载体，是一种

具有自我失活功能、无免疫反应的高效基因传递工具，

其容纳外源性目的基因片段大、宿主范围广泛、重组机

会低、可将所携带的目的基因整合到宿主染色体中并稳

定长期表达，安全性较好。实验成功构建了CXCR4慢

病毒表达载体并完成了病毒的包装，通过慢病毒载体转

染后，气管上皮细胞CXCR4在mRNA水平和蛋白水平都

有较高的表达
[11-12]

。 

在MTT 实验中发现，基质细胞衍生因子 1对

CXCR4基因转染组和未转染组支气管上皮细胞的增殖

活力都随着其浓度的增加而逐渐增强，当浓度大于 

100 nmol/L时，两组高浓度的A490值都明显高于低浓度

组的，差异有显著性意义。在相同的基质细胞衍生因

子1浓度时，两组差异无显著性意义，并且没有转染

CXCR4基因的支气管上皮细胞的增殖活力也有基质细

胞衍生因子1浓度增强效应，这表明支气管上皮细胞表

面可能也有微量的CXCR4基础表达。如果继续增加基

质细胞衍生因子1浓度，可能加大两组间的差异，有待

进一步实验验证。 

趋化实验中可以观察到，在下室没有加入趋化因

子基质细胞衍生因子1时，有很少的细胞穿过微孔膜

到达膜的背面，在下室加入浓度为30 nmol/L的基质

细胞衍生因子1时，12 h后较多的上皮细胞穿过微孔

膜。当基质细胞衍生因子1的浓度加大为100 nmol/L

时，穿过微孔膜的细胞明显增加。未经过CXCR4基

因修饰的支气管上皮细胞向基质细胞衍生因子1趋化

的细胞数目明显少于CXCR4基因修饰后的支气管上

皮细胞，即使在基质细胞衍生因子1较低的浓度时，

这种差异也很明显，随基质细胞衍生因子1浓度的加

大，向基质细胞衍生因子1趋化的细胞数目逐渐增多。

以上结果说明基质细胞衍生因子1/CXCR4信号轴具

有定向趋化支气管上皮细胞的作用，且和基质细胞衍

生因子1的浓度相关。 

总之，实验结果显示，支气管上皮细胞的CXCR4

基础表达较低，通过慢病毒载体转染后可上调CXCR4

表达(在mRNA水平和蛋白水平都有较高的表达)。基质

表 2  不同浓度 SDF-1 作用各组迁移的上皮细胞数     
Table 2  Number of human bronchial epithelial cells after 

treatment with different concentrations of stromal cell 
derived factor-1                            (x

_

±s, n) 

Group  Number of human bronchial epithelial cells 

 

Control  

 

34.8±2.3 

Experimental  

0 nmol/L 32.8±2.2 

1 nmol/L 42.8±2.8 

3 nmol/L 47.6±6.2 

10 nmol/L 57.8±3.3 

30 nmol/L 62.4±5.0 

100 nmol/L 89.8±4.7 

300 nmol/L 100.0±4.8 
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细胞衍生因子1增强了其特异受体CXCR4基因转染后

支气管上皮细胞的增殖活力和定向趋化能力。实验结果

为今后提高气管上皮细胞的迁移能力及移植效率提供

了新思路和实验依据。 
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中文 修饰前的英文 修饰后的英文 

神经细胞核固缩较前减轻，细

胞水肿不明显，团状胶质细胞

增生较前增多。 

Swelling of neurons was not obvious. Compared 

to 6-hour post injury group, there was milder 

nuclear condensation of neurons and increased 

proliferation of glial cells. 

There was no evidence of neuronal swelling. 

There was reduced nuclear condensation in 

neurons and increased glial cell proliferation when 

compared to the 6-hour post injury group. 

透射电镜下微血管未见明显形

态学改变；轴索髓鞘肿胀，鞘

板层松散、分离。 

Under TEM, there was no significant morphologic 

change on the microvessels. The myelin sheath 

swelled, lamellar structure became was loose 

and disconnected. 

Under TEM, no significant morphological 

changes were detected in microvessels. 

However, the lamellar structure of the swollen 

myelin sheaths was loose and disconnected. 
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