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１７β雌二醇通过上调ＣＸＣＲ４表达促进骨髓间充质干细胞的趋化迁移

孙欣慰，杨铧琦，徐惠成　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院妇产科）

　　［摘要］　目的　研究１７β雌二醇（１７βｅｓｔｒａｄｉｏｌ，１７βＥ２）对体外骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，
ＢＭＳＣｓ）趋化因子受体ＣＸＣＲ４表达的影响及ＣＸＣＲ４表达变化对ＢＭＳＣｓ趋化迁移的调控情况。方法　 全骨髓法 ＋贴壁
法分离、培养ＢＭＳＣｓ，不同浓度（１０－１０、１０－９、１０－８、１０－７、５×１０－７、１０－６ｍｏｌ／Ｌ）的１７β雌二醇诱导经雌激素受体拮抗剂 ＩＣＩ
１８２７８０处理和未经处理的ＢＭＳＣｓ后于不同时相点（２４、４８ｈ），用ＲＴＰＣＲ法和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分别检测细胞趋化因子受体
ＣＸＣＲ４的表达情况，利用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室体外迁移体系观察１０－７ｍｏｌ／Ｌ１７β雌二醇诱导前后的ＢＭＳＣｓ对于不同浓度基质
细胞衍生因子ＳＤＦ１的定向迁移情况，及采用ＡＭＤ３１００阻断ＳＤＦ１特异性受体ＣＸＣＲ４后对雌激素诱导前后ＢＭＳＣｓ定向
迁移的影响。结果　 ＢＭＳＣｓ在不同浓度１７β雌二醇诱导２４、４８ｈ后，其ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ的表达均有不同程度的升高，其中
以２４ｈ时１０－７ｍｏｌ／Ｌ组升高最为明显（Ｐ＜０．０５）。ＣＸＣＲ４蛋白表达在２４ｈ各浓度组以升高为主，２４ｈ时５×１０－７ｍｏｌ／Ｌ
组升高最为明显，４８ｈ各浓度组以降低为主。雌激素受体拮抗剂ＩＣＩ１８２７８０能够明显抑制１７β雌二醇对 ＣＸＣＲ４表达的
影响（Ｐ＜０．０５）。ＢＭＳＣｓ对ＳＤＦ１的定向迁移有明显的浓度依赖性，且相同条件下１７β雌二醇诱导后的ＢＭＳＣｓ迁移细胞
数显著高于未经诱导的ＢＭＳＣｓ，而 ＣＸＣＲ４阻断剂 ＡＭＤ３１００可明显抑制１７β雌二醇干预前后 ＢＭＳＣｓ的趋化迁移（Ｐ＜
００５）。结论　１７β雌二醇在一定的诱导时间内可提高ＢＭＳＣｓＣＸＣＲ４的表达，进而增强ＳＤＦ１对ＢＭＳＣｓ的体外趋化作用。
　　［关键词］　 雌激素；骨髓间充质干细胞；ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４；迁移
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　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆ１７βｅｓｔｒａｄｉｏｌｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＸＣｃｈｅｍｏｋｉｎｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ４（ＣＸＣＲ４）ａｎｄｉｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ
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ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎ１７βｅｓｔｒａｄｉｏｌｔｒｅａｔｅｄａｎｄｕｎｔｒｅａｔｅｄＢＭＳＣｓ．Ｔｒａｎｓｗｅｌｌｃｈａｍｂｅｒｔｅｓｔｗａｓｕｓｅｄｔｏ
ｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＢＭＳＣｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１０－７ｍｏｌ／Ｌｏｆ１７βｅｓｔｒａｄｉｏｌ，ｗｈｉｃｈｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｓｔｒｏｍａｌｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒ１（ＳＤＦ１）．ＴｈｅｎｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＣＸＣＲ４ａｎｔａｇｏｎｉｓｔＡＭＤ３１００
ｏｎｔｈｅｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆ１７βｅｓｔｒａｄｉｏｌｔｒｅａｔｅｄａｎｄｕｎｔｒｅａｔｅｄＢＭＳＣｓｗａｓｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ１７βｅｓｔｒａｄｉｏｌｆｏｒ２４ａｎｄ４８ｈ，ｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＸＣＲ４ｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ，
ａｎｄｔｈｅｐｅａｋａｍｏｕｎｔａｐｐｅａｒｅｄｗｈｅｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗａｓ１０－７ｍｏｌ／Ｌｆｏｒ２４ｈｏｕｒｓ’ｔｒｅａｔｍｅｎｔ（Ｐ＜０．０５）．
ＴｈｅＣＸＣＲ４ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙ１７βｅｓｔｒａｄｉｏｌｆｏｒ２４ｈ，ｉｎｗｈｉｃｈｔｈｅｐｅａｋｗａｓｗｉｔｈ
ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ５×１０－７ｍｏｌ／Ｌ．ＢｕｔｉｎｔｈｅＢＭＳＣｓｔｒｅａｔｅｄｂｙ１７βｅｓｔｒａｄｉｏｌｆｏｒ４８ｈ，ＣＸＣＲ４ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｒｅｄｕｃｅｄｉｎｍｏｓｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ．ＴｈｅｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｔａｇｏｎｉｓｔＩＣＩ１８２７８０ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔ
ｏｆ１７βｅｓｔｒａｄｉｏｌｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＸＣＲ４（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅＢＭＳＣｓｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙＳＤＦ１ｄｅｐｅｎｄｅｄ
ｏｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＳＤＦ１，ａｎｄｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｍｉｇｒａｔｅｄｃｅｌｌｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌａｒｇｅｒ
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ｉｎｔｈｅ１７βｅｓｔｒａｄｉｏｌｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓｔｈａｎｔｈｅｃｅｌｌｓｕｎｔｒｅａｔｅｄ．ＴｈｅＣＸＣＲ４ｂｌｏｃｋｅｒＡＭＤ３１００ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｄｉｒｅｃ
ｔｉｏｎａｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＢＭＳＣｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒ１７βｅｓｔｒａｄｉｏｌｉｎｄｕｃｅｍｅｎｔ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　１７βｅｓｔｒａｄｉｏｌ
ｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣＸＣＲ４ｉｎＢＭＳＣｓｗｉｔｈｉｎａｃｅｒｔａｉｎｔｉｍｅｐｅｒｉｏｄ，ａｎｄｅｎｈａｎｃｅｓｔｈｅｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＢＭＳＣｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＳＤＦ１．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｅｓｔｒｏｇｅｎ；ｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ｓｔｒｏｍａｌｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒ１／ＣＸＣｃｈｅｍｏｋｉｎｅ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ４；ｍｉｇｒａｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１１７０５３３）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＸｕＨｕｉｃｈｅｎｇ，Ｅｍａｉｌ：５４１２８９３１４＠
ｑｑ．ｃｏｍ

　　骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，
ＢＭＳＣｓ）是一类具有多向分化潜能的干细胞，有易于分
离、培养和扩增的特点，因此被认为是组织工程重要的

种子细胞。干细胞进行移植后在体内向靶组织的定向

迁移情况，直接关系着干细胞移植的治疗效果，因而一

直是组织工程领域备受关注的问题。作为趋化因子家

族的成员，基质细胞衍生因子ＳＤＦ１及其受体 ＣＸＣＲ４
在干细胞迁移归巢、增殖等过程中都发挥重要作

用［１－２］。有研究表明，雌激素可以上调靶细胞 ＣＸＣＲ４
的表达［３－４］，从而可促进细胞的迁移［５］。本实验拟就

不同浓度雌激素诱导ＢＭＳＣｓ后ＣＸＣＲ４表达的情况进
行研究，并在此基础上利用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室体外迁移体
系观察雌激素诱导前后的 ＢＭＳＣｓ向不同浓度 ＳＤＦ１
趋化、迁移的情况，从而为雌激素用于干细胞移植的相

关治疗提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　健康ＳＤ大鼠购于第三军医大学大坪医院野战外科研究所
实验动物中心，３周龄，体质量约１００ｇ，雌性，清洁级。
１．２　主要试剂
　　ＤＭＥＭＦ１２，胰蛋白酶，青、链霉素（ＨｙＣｌｏｎｅ公司），胎牛血
清（ＦＢＳ，Ｇｉｂｃｏ公司），ＦＩＴＣａｎｔｉｒａｔＣＤ４４，ＦＩＴＣａｎｔｉｒａｔＣＤ４５，
ＦＩＴＣａｎｔｉｒａｔＣＤ３１，ＰＥａｎｔｉｒａｔＣＤ２９，ＰＥａｎｔｉｒａｔＣＤ１６６（ｅＢｉｏ
ｓｃｉｅｎｃｅ公司），１７β雌二醇，ＣＸＣＲ４受体拮抗剂ＡＭＤ３１００（Ｓｉｇｍａ
公司），大鼠ＳＤＦ１，ＥＲ拮抗剂ＩＣＩ１８２７８０（Ｒ＆Ｄ公司），兔抗大
鼠ＣＸＣＲ４抗体（Ａｂｃａｍ公司），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ（美国ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），
Ｔｒｉｚｏｌ，ＤＮＡＭａｒｋｅｒ２０００，Ｔａｑ酶（北京天根），ＣＸＣＲ４和βａｃｔｉｎ
内参由上海生工合成。

１．３　引物
　　根据 ＧｅｎＢａｎｋ上所查基因的 ｍＲＮＡ序列，采用 ＧｅｎｅＴｏｏｌ
设计引物，ＣＸＣＲ４上游序列：５′ＧＣＧＣＡＡＧＧＣＣＣＴＣＡＡＧＡＣＴＡＣ
３′，下游序列：５′ＧＧＣＧＴＡＧＡＧＧＡＴＧＧＧＧＴＴＣＡＧ３′；βａｃｔｉｎ上游
序列：５′ＡＣＣＣＣＧＴＧＣＴＧＣＴＧＡＣＣＧＡＧ３′，下游序列：５′ＴＣＣＣＧ
ＧＣＣＡＧＣＣＡＧＧＴＣＣＡ３′。
１．４　实验方法
１．４．１　大鼠ＢＭＳＣｓ的分离、培养与鉴定　　取３周龄 ＳＤ大
鼠颈椎脱臼法处死，７５％酒精浸泡５ｍｉｎ。无菌条件下取双侧
胫骨、股骨，仔细剔除表面肌肉，ＰＢＳ冲洗２～３遍。剪去干骺

端，暴露骨髓腔，注射器抽取含１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭＦ１２反复冲
洗骨髓腔，收集全部冲洗液，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上清
液，加入适量含１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭＦ１２充分吹打成单细胞悬
液，接种至含 １０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭＦ１２培养基中，于 ５％ ＣＯ２、
３７℃、饱和湿度的培养箱中培养。２４ｈ后首次换液，以后每
２～３天换液１次。当观察到细胞铺满瓶底８０％时，按１∶３进行
传代。当细胞传至第３代时，０．２５％胰蛋白酶消化、收集细胞
于ＥＰ管内，ＰＢＳ洗涤３次，弃去部分上清，ＥＰ管内仅余１００μＬ
液体，按说明书加入ＦＩＴＣ标记的兔抗大鼠 ＣＤ４４、ＣＤ４５抗体和
ＰＥ标记的兔抗大鼠 ＣＤ３１、ＣＤ２９、ＣＤ１６６抗体，避光室温孵育
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤 ３次，上流式细胞仪测定细胞表面 ＣＤ４４、
ＣＤ４５、ＣＤ３１、ＣＤ２９、ＣＤ１６６的表达情况。
１．４．２　ＲＴＰＣＲ法测定ＢＭＳＣｓＣＸＣＲ４的表达　　以１０６／孔的
细胞量接种第 ２代 ＢＭＳＣｓ至 ６孔细胞培养板，１０％ＦＢＳ的
ＤＭＥＭＦ１２培养至细胞铺满６０％～７０％时弃去培养基，进行雌
激素干预实验。实验设置２个实验组，每个实验组包括６个Ｅ２
干预孔和 ６个对应的 ＥＲ拮抗孔，每组分别以未经处理的
ＢＭＳＣｓ作为阴性对照，Ｅ２干预组各孔分别加入不同浓度
（１０－１０、１０－９、１０－８、１０－７、５×１０－７、１０－６ｍｏｌ／Ｌ）的１７β雌二醇，
ＥＲ拮抗组各孔细胞先用 １０－８ ｍｏｌ／Ｌ雌激素受体拮抗剂
ＩＣＩ１８２７８０封闭１ｈ，再按照 Ｅ２干预组方法向各孔加入上述
６个浓度的１７β雌二醇和１０－６ｍｏｌ／ＬＩＣＩ１８２７８０。２个实验组
的药物干预时间分别为２４ｈ和４８ｈ。药物干预完成后弃去培
养基并用 ＰＢＳ洗涤。收集 ＢＭＳＣｓ于 １．５ｍＬＥＰ管中，加入
１ｍＬＴｒｉｚｏｌ，按照Ｔｒｉｚｏｌ说明书提取总ＲＮＡ，ＲＴＰＣＲ制备ｃＤＮＡ，
反应总体积２０μＬ，ＲＮＡ模板量 ２μｇ。ＰＣＲ反应：取ｃＤＮＡ
２．０μＬ，反应体积２０．０μＬ，向０．２ｍＬＰＣＲ管内加入ＣＸＣＲ４引
物０．５μＬ或 βａｃｔｉｎ引物 ０．５μＬ，Ｈ２Ｏ７．０μＬ，２×ＭｉｘＴａｑ
１０μＬ，扩增条件：９４℃５ｍｉｎ→（９４℃３０ｓ→５７℃３０ｓ→７２℃
３０ｓ）×３０次循环→７２℃ １０ｍｉｎ。实时荧光定量：应用 ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎⅠ荧光染料技术行实时定量 ＰＣＲ反应，获取各标本的标
准曲线，计算机分析Ｃｔ值。
１．４．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定 ＢＭＳＣｓＣＸＣＲ４的表达　　按上述
方法用１７β雌二醇和 ＩＣＩ１８２７８０处理 ＢＭＳＣｓ，设置阴性对照。
收集各组ＢＭＳＣｓ，加入裂解液后匀浆，离心，取上清液测定蛋白
水平。加上样液于１０％聚丙烯酰胺凝胶进行电泳分离。转移
蛋白至硝酸纤维素膜上，５％脱脂奶粉封闭 ２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜
３次，加入兔抗大鼠ＣＸＣＲ４一抗孵育，４℃摇床过夜。ＴＢＳＴ洗
膜３次，加入抗兔 ＩｇＧ，摇床摇２ｈ。ＴＢＳＴ洗膜３次，ＤＡＢ显色
法显示结果。ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅｖ４．４软件测定印迹条带的灰度值。
蛋白质表达强度＝目的蛋白灰度值／相应βａｃｔｉｎ灰度值。
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１．４．４　微孔隔离穿越实验　　设置２个实验组，第１组ＢＭＳＣｓ
未经１７β雌二醇诱导，第２组 ＢＭＳＣｓ在含１０－７ｍｏｌ／Ｌ１７β雌
二醇的１０％ＦＢＳ培养基中培养２４ｈ。每组设５个孔。无菌条
件下Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室于无血清培养基中浸洗３０ｍｉｎ。收集第２代
ＢＭＳＣｓ，无血清培养基洗涤２次，无血清培养基调整细胞密度
为１×１０５／ｍＬ，每组 １～４孔板下室分别加入含 ０、１００、２００、
３００ｎｇ／ｍＬＳＤＦ１的无血清培养基各５００μＬ，上室加入细胞悬
液各 ２００μＬ，即 ２×１０４／孔。５孔板下室加入含 ２００ｎｇ／ｍＬ
ＳＤＦ１的无血清培养基各５００μＬ，取上述细胞悬液各２００μＬ，
与１００ｎｇ／ｍＬＣＸＣＲ４受体阻断剂 ＡＭＤ３１００孵育３０ｍｉｎ，加入
５孔上室。２４孔细胞培养板置入５％ＣＯ２，３７℃饱和湿度培养
箱内培养２４ｈ。用酒精棉球擦去Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上表面的细胞，
１０％甲醛固定１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２遍，伊红染色３０ｓ，ＰＢＳ淋洗
３遍。显微镜下随机取５个视野（光镜×１００），计数染色细胞。
１．５　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件，行单因素方
差分析。

２　结果

２．１　ＢＭＳＣｓ的分离培养
　　分离２４ｈ首次换液后于光镜下可见大量类圆形折光性较
强的有核细胞悬浮在培养液中，部分 ＢＭＳＣｓ已贴壁，呈长梭
形、三角形或多角形。待细胞铺满瓶底８０％左右时，进行１∶３
传代，细胞传至第３代时形态类似纤维样细胞，漩涡状或鱼群
状生长，形态较均一，多为长梭形，增殖速度快。

２．２　ＢＭＳＣｓ的表型鉴定
　　流式细胞仪法测ＢＭＳＣｓ的表型，高表达ＣＤ４４、ＣＤ２９，低表
达造血干细胞标志物 ＣＤ４５，血管内皮细胞标志物 ＣＤ３１，肿瘤
干细胞标志 ＣＤ１６６。表达率分别为：ＣＤ４４７２４５％、ＣＤ２９
９９５８％、ＣＤ４５１．４９％、ＣＤ３１４．１３％和ＣＤ１６６１４．９６％，符合骨
髓间充质干细胞的表型特征。

２．３　１７βＥ２对ＢＭＳＣｓＣＸＣＲ４表达的影响
　　在 Ｅ２干预组，以不同浓度的 １７βＥ２（１０－１０、１０－９、１０－８、
１０－７、５×１０－７、１０－６ｍｏｌ／Ｌ）分别诱导ＢＭＳＣｓ２４、４８ｈ后，各浓度
对应的ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ表达与阴性对照相比，均有不同程度增
高（图１），诱导２４ｈ时，各浓度对应ＣＸＣＲ４蛋白表达均较阴性
对照升高，４８ｈ各浓度对应蛋白表达以降低为主，即除峰值
（５×１０－７ｍｏｌ／Ｌ）高于阴性对照外，其余浓度均低于阴性对照
（图２、３）。诱导 ２４ｈ时，各浓度对应 ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ表达在
１０－７ｍｏｌ／Ｌ１７βＥ２诱导后增高最为明显，ＣＸＣＲ４蛋白在 ５×
１０－７ｍｏｌ／Ｌ１７βＥ２诱导后达到最高；诱导４８ｈ时，各浓度对应
ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ与蛋白表达的峰值趋于吻合，均在５×１０－７ｍｏｌ／Ｌ
１７βＥ２诱导后表达最高（图４）。在峰值的比较上，２４ｈ各浓度
对应ｍＲＮＡ表达峰值（１０－７ｍｏｌ／Ｌ）高于４８ｈ各浓度对应表达
峰值（５×１０－７ｍｏｌ／Ｌ），２４ｈ各浓度对应蛋白表达峰值（５×
１０－７ｍｏｌ／Ｌ）和第二峰值（１０－７ｍｏｌ／Ｌ）均高于４８ｈ各浓度对应
蛋白表达峰值（５×１０－７ｍｏｌ／Ｌ），此结果也作为后续迁移实验
中处理细胞的１７β雌二醇浓度选择的依据。在 ＥＲ拮抗组，雌
激素受体拮抗剂ＩＣＩ１８２７８０（浓度为１０－８ｍｏｌ／Ｌ时）能够明显
抑制１７βＥ２对ＢＭＳＣｓＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ和蛋白表达的调高作用
（Ｐ＜０．０５）。
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１：阴性对照；２～７：１７βＥ２１０－１０、１０－９、１０－８、１０－７、５×１０－７、
１０－６ｍｏｌ／Ｌ２４ｈ；８～１３：１７βＥ２１０－１０、１０－９、１０－８、１０－７、５×
１０－７、１０－６ｍｏｌ／Ｌ４８ｈ；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｅ２拮抗组比较
图１　荧光定量ＰＣＲ检测１７βＥ２对ＢＭＳＣｓＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ

表达的影响
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１：阴性对照；２～７：１７βＥ２１０－１０、１０－９、１０－８、１０－７、５×１０－７、
１０－６ｍｏｌ／Ｌ２４ｈ；８～１３：１７βＥ２１０－１０、１０－９、１０－８、１０－７、５×
１０－７、１０－６ｍｏｌ／Ｌ４８ｈ
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｅ２干预组ＣＸＣＲ４蛋白的表达

! " # $ % & ' ( ) !* !! !" !#

+,+-$!#)!!*

#

"!

!"./012!$#!!*

#

"!

１：阴性对照；２～７：１７βＥ２１０－１０、１０－９、１０－８、１０－７、５×１０－７、
１０－６ｍｏｌ／Ｌ２４ｈ；８～１３：１７βＥ２１０－１０、１０－９、１０－８、１０－７、５×
１０－７、１０－６ｍｏｌ／Ｌ４８ｈ
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＲ拮抗组ＣＸＣＲ４蛋白的表达
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１：阴性对照；２～７：１７βＥ２１０－１０、１０－９、１０－８、１０－７、５×１０－７、
１０－６ｍｏｌ／Ｌ２４ｈ；８～１３：１７βＥ２１０－１０、１０－９、１０－８、１０－７、５×
１０－７、１０－６ｍｏｌ／Ｌ４８ｈ；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｅ２拮抗组比较

图４　１７βＥ２对ＢＭＳＣｓＣＸＣＲ４蛋白表达的影响

２．４　１７βＥ２对ＢＭＳＣｓ迁移的影响
　　经１０－７ｍｏｌ／Ｌ１７βＥ２干预的ＢＭＳＣｓ在１００、２００、３００ｎｇ／ｍＬ
的ＳＤＦ１条件下细胞迁移数显著高于未经１７βＥ２干预的相应
条件下细胞迁移数（Ｐ＜０．０５）。在２００ｎｇ／ｍＬＳＤＦ１条件下，
未经Ｅ２干预与经过干预的ＢＭＳＣｓ迁移能力均达到最高，更高
浓度（３００ｎｇ／ｍＬ）的ＳＤＦ１不再增加细胞迁移数，且干预前后
的细胞迁移数循 ＳＤＦ１浓度梯度的变化趋势大致相同。
２００ｎｇ／ｍＬＳＤＦ１＋ＡＭＤ３１００条件下，未经干预组细胞迁移数
与阴性对照比较无统计学差异（Ｐ＞０．０５）；经过干预组细胞迁
移数与对应阴性对照比较有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。上述数据
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提示ＢＭＳＣｓ对ＳＤＦ１的定向迁移具有浓度依赖性。在相同的
ＳＤＦ１条件下，除阴性对照外，经１７βＥ２诱导的各 ＳＤＦ１浓度
对应细胞迁移数均要显著高于未经诱导的对应细胞迁移数。

见图５。

! " # $ %

!" &"#$%

&" #$%

'(

%(

$(

#(

"(

!(

(

&
'

(
)

*
+
,
-

)

)

)

)

１：阴性对照；２：１００ｎｇ／ｍＬＳＤＦ１；３：２００ｎｇ／ｍＬＳＤＦ１；４：３００ｎｇ／ｍＬ
ＳＤＦ１；５：２００ｎｇ／ｍＬＳＤＦ１＋ＡＭＤ３１００；ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｅ２干预组
比较

图５　微孔隔离穿越实验检测未干预组与Ｅ２干预组细胞迁移数

３　讨论

　　既往研究已证实，表皮生长因子［６］（ｅｐｉｄｅｒｍａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＥＧＦ）、基质细胞衍生因子（ｓｔｒｏｍａｃｅｌｌｓ
ｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒ１，ＳＤＦ１）、单核细胞趋化蛋白［７］（ｍｏｎｏ
ｃｙｔｅｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ１，ＭＣＰ１）等细胞因子均可在
体内外影响骨髓间充质干细胞的迁移，其中 ＳＤＦ１及
其受体ＣＸＣＲ４的作用尤为重要。ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４作为
ＣＸＣ趋化因子亚家族的成员之一，通过 ＳＤＦ１与其受
体ＣＸＣＲ４结合，不仅参与了骨髓间充质干细胞迁移与
归巢行为的调节，也与造血干细胞、肿瘤细胞的迁移、

炎症反应、ＨＩＶ的感染相关［８］。

　　雌激素是甾体类激素，与乳腺癌［９］、子宫内膜异

位症［１０］、绝经后妇女压力性尿失禁［１１］、骨质疏松［１２］等

雌激素相关疾病的发生、发展有关。临床针对上述疾

病与雌激素的相关性所采取的治疗措施也趋于成熟，

但目前将雌激素作为辅助治疗手段应用于干细胞移植

的相关研究还较少。

　　有研究发现，适当浓度的雌激素可以上调细胞
ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４的表达［１３］。本研究用不同浓度的

１７βＥ２分别干预第２代ＢＭＳＣｓ［１４］２４、４８ｈ后发现，诱
导４８ｈ时各浓度对应ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ和蛋白表达处于
峰值时的干预浓度相同，即５×１０－７ｍｏｌ／Ｌ；而在诱导
２４ｈ时各浓度对应 ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ和蛋白处于峰值时
的干预浓度存在出入，即ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ的峰值干预浓
度为１０－７ｍｏｌ／Ｌ，ＣＸＣＲ４蛋白的峰值干预浓度为５×
１０－７ｍｏｌ／Ｌ。出现这种分歧的原因可能是 ＣＸＣＲ４
ｍＲＮＡ和蛋白的表达过程本身存在时空差异性，随着
表达过程的进行，这种差异逐渐消减，因而 ４８ｈ时
ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ和蛋白达到峰值的干预浓度趋于吻合，
即均在浓度５×１０－７ｍｏｌ／Ｌ干预组出现峰值。２４ｈ时
各浓度Ｅ２干预后ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ和蛋白较阴性对照均

有不同程度的升高。而在４８ｈ时各浓度对应 ｍＲＮＡ
和蛋白表达较２４ｈ各对应浓度的表达反而有所降低。
究其原因，可能是采用雌激素对 ＢＭＳＣｓ进行单次刺激
时，雌激素有一定的作用时间。文献报道，雌激素对

ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４轴的调高作用在其作用２４ｈ后逐渐减
弱至消失［１５］，因而雌二醇干预２４ｈ后 ＣＸＣＲ４表达不
再继续增高，反而因为自身 ＳＤＦ１水平的降低使
ＣＸＣＲ４相应降低，这可能与雌激素的药理作用、半衰
期以及参与该调控过程的相关通路作用有关。

　　此外，本研究利用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室迁移体系观察
Ｅ２干预前后ＢＭＳＣｓ对ＳＤＦ１定向迁移的情况。在Ｅ２
干预浓度的选择上，本实验采用ＣＸＣＲ４蛋白达到第二
高值时的Ｅ２干预浓度１０－７ｍｏｌ／Ｌ，而未采用峰值干预
浓度５×１０－７ｍｏｌ／Ｌ，其原因是虽然５×１０－７ｍｏｌ／Ｌ１７β
Ｅ２可诱导获得更高表达的 ＣＸＣＲ４蛋白，理论上可以
增加趋化的细胞数，但因其高于生理浓度１０－７ｍｏｌ／Ｌ
数倍，在临床应用中可能涉及到安全性的问题，因而我

们选择 １０－７ｍｏｌ／Ｌ作为干预浓度。ＳＤＦ１浓度为
２００ｎｇ／Ｌ时，未经Ｅ２干预的 ＢＭＳＣｓ的细胞迁移数达
到最大，这种诱导趋化作用可以被ＣＸＣＲ４受体阻断剂
ＡＭＤ３１００阻断，提示 ＳＤＦ１在 ＢＭＳＣｓ的定向迁移过
程中起重要作用，且这种作用具有一定的剂量依赖性。

经过Ｅ２干预的ＢＭＳＣｓ在各浓度ＳＤＦ１条件下的细胞
迁移数均明显大于未经干预的 ＢＭＳＣｓ，说明 １７βＥ２
能够通过调高 ＢＭＳＣｓＣＸＣＲ４的表达促进其对 ＳＤＦ１
的定向迁移。未经 Ｅ２干预的 ＢＭＳＣｓ经 ＡＭＤ３１００阻
断后细胞迁移数与阴性对照无明显差异，而经阻断的

ＢＭＳＣｓ的迁移细胞数高于阴性对照，提示 Ｅ２可能通
过除ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４轴外的其他机制促进ＢＭＳＣｓ的迁
移，但ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４轴在诱导定向迁移的过程中起主
要作用。观察发现，ＢＭＳＣｓ在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上的迁移
并不是完全均匀的。靠近 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ膜边缘的迁移细
胞密度要高于膜中心位置，这也是造成不同视野中的

迁移细胞数差异较大的原因。推测出现这种现象的原

因可能是Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ的构造使得膜周边与中心在细胞
迁移的过程中具有不同的物理微环境，膜周边更有利

于迁移细胞通过。

　　综上所述，本实验对雌激素通过调节 ＳＤＦ１／
ＣＸＣＲ４功能从而影响ＢＭＳＣｓ定向迁移的过程进行研
究探讨，为未来雌激素作为辅助措施应用于骨髓间充

质干细胞移植治疗奠定了理论基础。同时为提高干细

胞向靶组织的归巢率，增强干细胞治疗的效果，改善干

细胞移植的预后提供了新的思路。本实验也具有一定

的局限性。干细胞植入体内后，其归巢情况受组织内

微环境中多种因素共同影响，本实验仅就 ＳＤＦ１／ＣＸ
ＣＲ４轴这一主要机制进行了探讨，并提示了进一步研
究的可能性。而干细胞进入体内后具体的归巢和参与
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组织修复情况和雌激素对此的影响，都有待在后续实

验中进一步研究。
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　　（上接６６３页）
经消化道、性接触传播。假鼻疽伯克霍尔德菌在感染宿主后可

长期处于静止期，而在多年后当宿主患有糖尿病、肾衰竭、肝硬

化等使宿主免疫功能降低的疾病时，该病即可暴发，死亡率高

达３０％～５０％［５］，被称为宿主体内“定时炸弹”。

　　假鼻疽伯克霍尔德菌可感染和播散到人体多个器官，主要
感染肺部，也感染皮肤或皮下组织、骨骼等组织［６］。肺类鼻疽

的急性期主要表现为化脓性感染、急性肺炎或急性败血症伴高

热。慢性期与肺结核症状相似。上述临床表现与其他细菌引

起的肺炎临床症状很难区别，导致误诊、漏诊可能性增大。

　　本例患者为老年男性，在发生不全性肠梗阻后出现高热，
伴咳嗽，咳少量黄白色粘痰，活动后气促，影像学检查提示肺部

占位性病变、双肺多发小片状及结节影，血培养确诊为假鼻疽

伯克霍尔德菌感染，与文献［７］报道一致。但有趣的是重庆地
区尚无假鼻疽伯克霍尔德菌疫区报道，同时患者否认曾在疫区

逗留，使得我们无法寻找传染源和传播途径。但根据病史情况

可以推测：首先，患者为老年人，在发病前已经感染了假鼻疽伯

克霍尔德菌，当患有不全性肠梗阻时，可能诱发假鼻疽伯克霍

尔德菌的大量繁殖。其次，该患者生活在农村，卫生水平较差，

与牲畜、土壤接触机会较多，也是感染该细菌的重要原因［８］；第

三，近２０年来，川渝地区大多数农村青壮年去广东、福建乃至
东南亚地区打工，他们生活的地区可能是疫区，他们被感染后

可能无任何症状，但当他们返回家乡后，有可能经粪口等途径
传染给免疫力较弱的老年人。

　　目前尚无针对该病的疫苗，并且假鼻疽伯克霍尔德菌对多
种抗生素天然耐药，仅对头孢他啶、复方新诺明和亚胺培南敏

感，故常规经验治疗往往效果不佳。此外，在临床上肺上叶前

段并非肺脓肿的好发部位，且痰液无臭味，不是典型肺脓肿的

临床表现，在这种情况下临床医师需考虑患者存在其他病原菌

感染的可能。
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