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沉默ＣＸ３ＣＬ１基因对骨髓间充质干细胞生长及其趋化效应的影响

郝　磊，田　洪，牟长河，张玉波，周虎传，宋　川，刘　磊　　（４０００２０重庆，解放军第３２４医院脑血管病中心）

　　［摘要］　目的　构建大鼠趋化因子 ＣＸ３Ｃ的配体１（ｃｈｅｍｏｋｉｎｅＣＸ３Ｃｌｉｇａｎｄ１，ＣＸ３ＣＬ１）基因慢病
毒ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）载体，观测其沉默 ＣＸ３ＣＬ１基因对骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｂＭＳＣｓ）生长及其趋化效应的影响。方法　首先分离、培养大鼠
骨髓ｂＭＳＣｓ，并予以流式细胞术检测鉴定。针对ＣＸ３ＣＬ１基因ｍＲＮＡ序列，筛选３个小干扰ＲＮＡ（ｓｍａｌｌ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）靶点并予以合成。把合成的ｓｉＲＮＡ导入ｂＭＳＣｓ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测其对靶基因编
码蛋白的抑制效应，以此明确最佳 ｓｉＲＮＡ。设计与合成针对最佳 ｓｉＲＮＡ序列的短发夹 ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｈａｉｒ
ＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ），连入ＣＤ５１３Ｂ１慢病毒载体，构建ＣＤ５１３Ｂ１／ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ慢病毒，并行测序鉴定。测
序正确者用２９３Ｔ细胞包装成具有高效感染力的ＣＤ５１３Ｂ１／ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ重组慢病毒，该重组病毒用
于感染ｂＭＳＣｓ。分离培养大鼠脾巨噬细胞，将其与被感染的ｂＭＳＣｓ共培养。倒置显微镜下观测被感染
ｂＭＳＣｓ的绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）的表达情况；ＣＣＫ８检测被感染 ｂＭＳＣｓ的生长变化；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测
被感染ｂＭＳＣｓ的ＣＸ３ＣＬ１与核抗原ＰＣＮＡ基因的表达变化；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测被感染ｂＭＳＣｓ的ＣＸ３ＣＬ１
和ＰＣＮＡ蛋白，与被感染的ｂＭＳＣｓ共培养的脾巨噬细胞的趋化因子ＭＣＳＦ和ＩＬ８的表达变化。结果　
大鼠ｂＭＳＣｓ得以分离、培养和鉴定。筛检得ＣＸ３ＣＬ１基因的最佳干扰序列：ＣＴＣＴＡＴＧＡＧＣＡＡＴＴＡＴＴＴＡ；
测序证实，成功构建重组慢病毒载体ＣＤ５１３Ｂ１／ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ。荧光观察表明，被ＣＤ５１３Ｂ１／ＣＸ３ＣＬ１
ｓｈＲＮＡ病毒感染的ｂＭＳＣｓ明显表达 ＧＦＰ。ＣＣＫ８检测结果显示，与对照细胞比较，沉默 ＣＸ３ＣＬ１的
ｂＭＳＣｓ的生长减慢，４８ｈ开始更为明显（Ｐ＜０．０１）；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果证实，ＣＸ３ＣＬ１
基因的ｓｈＲＮＡ慢病毒能有效沉默ｂＭＳＣｓ的ＣＸ３ＣＬ１，并下调其核抗原基因ＰＣＮＡ及其蛋白的表达，沉默
ＣＸ３ＣＬ１的ｂＭＳＣｓ能下调与其共培养的脾巨噬细胞的趋化因子 ＭＣＳＦ、ＩＬ８的表达。结论　成功构建
ＣＸ３ＣＬ１基因ＲＮＡｉ重组慢病毒载体。该病毒载体能有效沉默 ｂＭＳＣｓ的 ＣＸ３ＣＬ１基因，使 ｂＭＳＣｓ的生
长减慢并下调其核抗原ＰＣＮＡ基因及其编码蛋白的表达。沉默ＣＸ３ＣＬ１的ｂＭＳＣｓ能下调与其共培养的
脾巨噬细胞的趋化因子ＭＣＳＦ、ＩＬ８的表达。
　　［关键词］　 趋化因子ＣＸ３Ｃ的配体１基因；短发夹ＲＮＡ；骨髓间充质干细胞；慢病毒；趋化效应
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ｒａｔｃｈｅｍｏｋｉｎｅＣＸ３Ｃｌｉｇａｎｄ１（ＣＸ３ＣＬ１）ａｎｄｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｉｔｓｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈａｎｄｃｈｅｍｏｔａｘｉｓｅｆｆｅｃｔｏｆｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（ｂＭＳＣｓ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｂＭＳＣｓｗｅｒｅｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｒａｔｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ，
ｃｕｌｔｕｒｅｄａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｗｉｔｈｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．ＴｈｒｅｅｐｏｔｅｎｔｉａｌＲＮＡｉｓｉｔｅｓｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｍＲＮＡ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＣＸ３ＣＬ１ｇｅｎｅａｎｄｔｈｅｎｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ．Ｔｈｅ３ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｓｉＲＮＡｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｉｎｔｏｂＭＳＣｓ，
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ｓｅｑｕｅｎｃｅ．ＴｈｅｎｔｈｅｓｈｏｒｔｈａｉｒＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｓｉＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｗａｓ
ｄｅｓｉｇｎｅｄ，ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄａｎｄｉｎｓｅｒｔｅｄｉｎｔｏＣＤ５１３Ｂ１ｐｌａｓｍｉｄｔｏｆｏｒｍＣＤ５１３Ｂ１／ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ
ｖｅｃｔｏｒ．Ａｆｔｅｒｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＣＤ５１３Ｂ１／ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡｐｌａｓｍｉｄｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅ２９３Ｔ
ｃｅｌｌｓｔｏｐｒｏｄｕｃｅｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｐａｒｔｉｃｌｅｓ．ＴｈｅｂＭＳＣｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｐａｒｔｉｃｌｅｓ．Ａｆｔｅｒｒａｔｓｐｌｅｎｉｃ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｗｅｒｅｉｓｏｌａｔｅｄａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｄ，ａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂＭＳＣｓ．Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ（ＧＦＰ）ｉｎｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂＭＳＣｓｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｉｎｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ．
Ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｋｉｔ８（ＣＣＫ８）ａｓｓａｙｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｔｅｓｔｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂＭＳＣｓ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＣＸ３ＣＬ１ａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ（ＰＣＮＡ）ｉｎｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂＭＳＣｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂＭＳＣｓａｎｄｔｈｏｓｅｏｆＭＣＳＦａｎｄＩＬ８ｉｎｔｈｅｓｐｌｅｎｉｃ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＲａｔｂＭＳＣｓｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｉｓｏｌａｔｅｄ
ｆｒｏｍｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ，ｃｕｌｔｕｒｅｄａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ．ＴｈｅｏｐｔｉｍａｌｓｉＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅＣＴＣＴＡＴＧＡＧＣＡＡＴＴＡＴＴＴＡｗａｓ
ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒＣＤ５１３Ｂ１／ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ．ＴｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂＭＳＣｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄＧＦＰ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＣＣＫ８ａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅ
ｇｒｏｗｔｈｏｆｂＭＳＣｓｗｅｒｅｓｌｏｗｅｒａｆｔｅｒＣＸ３ＣＬ１ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ，ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙｉｎ４８ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔｔｈｅｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒＣＤ５１３Ｂ１／ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｓｉｌｅｎｃｅｄＣＸ３ＣＬ１ａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＣＮＡｉｎｔｈｅｂＭＳＣｓ．ＴｈｅｂＭＳＣｓａｆｔｅｒ
ＣＸ３ＣＬ１ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭＣＳＦａｎｄＩＬ８ｉｎｔｈｅｓｐｌｅｎｉｃｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｗｉｔｈｔｈｅＭＳＣｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＴｈｅｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｍｅｄｉｃａｔｅｄＲＮＡｉｔａｒｇｅｔｉｎｇＣＸ３ＣＬ１ｉｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ，ａｎｄｉｔｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｓｉｌｅｎｃｅＣＸ３ＣＬ１ｇｅｎｅ，ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅＰＣＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ａｎｄｐｒｅｖｅｎｔｔｈｅ
ｇｒｏｗｔｈｉｎｂＭＳＣｓ．ＴｈｅｂＭＳＣｓｗｉｔｈｓｉｌｅｎｃｅｄＣＸ３ＣＬ１ｇｅｎｅｃａｎｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＣＳＦａｎｄＩＬ８
ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｓｐｌｅｎｉｃｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＭＳＣｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｃｈｅｍｏｋｉｎｅＣＸ３Ｃｌｉｇａｎｄ１ｇｅｎｅ；ｓｈｏｒｔｈａｉｒＲＮＡ；ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ

ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ；ｃｈｅｍｏｔａｘｉｓｅｆｆｅｃｔ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＢａｓｉｃａｎｄＦｒｏｎｔｉｅｒＲｅｓｅａｒｃｈＰｌａｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＣ２０１４ｊｃｙｊＡ１００７７）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＬｉｕＬｅｉ，Ｅｍａｉｌ：ｓｈｅｎｊｉｎｇｎｅｉｋｅ３２４＠
１２６．ｃｏｍ

　　脑卒中是致人残疾、死亡的重要疾病之一［１］，其中

缺血性脑卒中占７０％～８７％。缺血性脑卒中时脑组织
发生非特异性炎症反应，过度发生的炎症反应可进一步

加剧脑组织继发性损伤［２］。合理控制脑缺血后炎症反

应可减轻脑组织继发性损伤，在缺血性脑卒中的治疗中

占重要地位。一些抗炎药物能抑制缺血后炎症反应，具

有良好的神经保护作用，但其临床疗效并不显著。近年

来，干细胞在组织再生修复中的作用越来越受到广泛关

注，成为本领域的研究热点之一。间充质干细胞（ｍｅｓ
ｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）可促进脑卒中动物损伤脑组
织与损伤神经的修复［３－４］，但其机制尚不清楚。

　　趋化因子ＣＸ３Ｃ的配体１（ｃｈｅｍｏｋｉｎｅＣＸ３Ｃｌｉｇａｎｄ１，
ＣＸ３ＣＬ１）是内皮细胞表达的具有黏附和趋化双重活性
的细胞因子。ＣＸ３ＣＬ１具有趋化与黏附作用，参与白
细胞尤其是吞噬细胞与淋巴细胞的游走与活化，介导

细胞间的黏附，在炎症反应中发挥重要作用，其受体

ＣＸ３ＣＲ１表达于神经系统的小胶质细胞［５］。在炎症反

应中，由于炎症信号的驱使，ＭＳＣｓ能显著增加小胶质
细胞上与神经保护密切相关的 ＣＸ３ＣＲ１的表达［５］。

因此，ＭＳＣｓ促进脑卒中动物损伤脑组织与损伤神经修
复的机制可能与其分泌ＣＸ３ＣＬ１调控炎症反应密切相
关，但这尚需研究证实。

　　本实验首先分离、培养并鉴定大鼠骨髓间充质干
细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，
ｂＭＳＣｓ），然后采用慢病毒 ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒ
ｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）、ＣＣＫ８、ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等
实验，探讨沉默ＣＸ３ＣＬ１对 ｂＭＳＣｓ生长的影响以及沉
默ＣＸ３ＣＬ１的ｂＭＳＣｓ的趋化效应，以期为研究 ｂＭＳＣｓ
可能通过分泌ＣＸ３ＣＬ１基因调控炎症反应在介导脑卒
中神经功能恢复中的可能机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
　　本实验使用的材料包括 ＤＭＥＭ高糖培养基
（ＨｙＣｌｏｎｅ）；胎牛血清（Ｓｉｇｍａ）；ＣＤ４４、ＣＤ４５及 ＣＸ３ＣＬ１
兔多克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）；ＡｎｔｉＭｏｕｓｅ／ＲａｔＣＤ９０
ＦＩＴＣ抗体（Ｅｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）；质粒抽提试剂盒与胶回收试
剂盒（Ｒｏｃｈｅ）；ＲＴＰＣＲ试剂盒（大连宝生物）；寡核苷
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酸ｏｌｉｇｏｓ、慢病毒载体 ＣＤ５１３Ｂ１、干扰靶序列的 ＤＮＡ
ｏｌｉｇｏ合成、引物合成与测序（上海捷瑞）；ＣＣＫ８试剂
盒（Ｔｏｙｏｂｏ）；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；ＰＣＮＡ
兔多克隆抗体（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）；ＰＶＤＦ膜（ＢｉｏＲａｄ）。
　　２２只ＳＤ大鼠购自第三军医大学实验动物中心，
体质量１９０ｇ左右，生产许可证号为ＳＣＸＫ（渝）２０１２～
０００３，雌雄均有，于恒湿５０％～８０％与恒温１８～２２℃条
件的ＳＰＦ级动物室饲养，自由摄取无菌水与标准饲料。
１．２　方法
１．２．１　ｂＭＳＣｓ的分离、培养及流式细胞术（ＦＣＭ）检
测鉴定　　大鼠ｂＭＳＣｓ的分离、培养参照文献［６－７］
进行，具体如下。陆眠宁Ⅱ肌肉注射（０．２５ｍＬ／ｋｇ）麻
醉大鼠后，颈椎脱臼处死，整体浸泡于７５％的乙醇中
１０ｍｉｎ，取其双侧股骨与胫骨，无菌条件下用 ＤＭＥＭ／
Ｆ１２培养液反复冲洗其髓腔，获得细胞悬液，按 １∶１
（容积比）加入 Ｐｅｒｃｏｌｌ细胞分离液（比重：１．０７３），
２５００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取其交界处白膜层，培养基
洗涤 ２次。将细胞按约 ２×１０７／ｍＬ的密度种植于
ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培养液（含１０％ ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍＬ青霉
素、１００Ｕ／ｍＬ链霉素）中，于３７℃、５％ ＣＯ２及饱和湿
度环境中培养，２４ｈ后换人新鲜完全培养液，以后每
２～３天换液１次，培养６～９ｄ，挑取单克隆细胞，放入
６孔板，相同环境中培养，细胞生长至８０％ ～１００％汇
片时，０．２５％的胰酶（含 ０．０２％ ＥＤＴＡ）消化，按约
６．５×１０３／ｃｍ２的细胞的密度接种传代扩增。
　　取培养４～６ｄ的第３代ｂＭＳＣｓ制成细胞悬液，经
ＰＢＳ洗涤并计数，确保每组细胞不少于１×１０５个。在
细胞样本中分别加入 ＣＤ４４、ＣＤ４５及 ＣＤ９０抗体，避
光，３７℃孵育１．５ｈ，以不加抗体的细胞为对照。ＰＢＳ
再次重悬各待测细胞，流式细胞术分别检测不同抗体

标记的细胞百分率，具体按各抗体说明书进行。实验

重复３次。
１．２．２　ＣＸ３ＣＬ１基因最佳ＲＮＡｉ靶点的确定　　参照
文献［８］进行最佳ＲＮＡｉ靶点的确定，具体如下。从大
鼠ＣＸ３ＣＬ１基因 ｍＲＮＡ序列中筛选出３个 ＲＮＡ干扰
序列，分别为：①ＡＣＣＣＡＧＴＴＣＡＴＡＣＴＧＡＴＡＴ；②ＣＴＣ
ＴＡＴＧＡＧＣＡＡＴＴＡＴＴＴＡ；③ＣＡＡＣＴＣＧＴＴＣＴＧＴＣＴＴＴＧＣ，
并合成其相应 ｓｉＲＮＡｓ。即：①５′ＡＣＣＣＡＧＵＵＣＡＵＡＣ
ＵＧＡＵＡＵＵＵ３′／３′ＵＵＵＧＧＧＵＣＡＡＧＵＡＵＧＡＣＵＡＵＡ５′；
②５′ＣＵＣＵＡＵＧＡＧＣＡＡＵＵＡＵＵＵＡＵＵ３′／３′ＵＵＧＡＧＡ
ＵＡＣＵＣＧＵＵＡＡＵＡＡＡＵ５′；③５′ＣＡＡＣＵＣＧＵＵＣＵＧＵＣ
ＵＵＵＧＣＵＵ３′／３′ＵＵＧＵＵＧＡＧＣＡＡＧＡＣＡＧＡＡＡＣＧ５′。
分别将这３个 ｓｉＲＮＡｓ导入 ｂＭＳＣｓ，以未导入 ｓｉＲＮＡｓ
的细胞为对照，严格按其操作说明进行。采用Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ分别检测３个 ｓｉＲＮＡｓ对 ｂＭＳＣｓ的 ＣＸ３ＣＬ１蛋白

的抑制情况，以此明确ＣＸ３ＣＬ１基因的最优ＲＮＡｉ序列。
具体为将各细胞总蛋白转置ＮＣ膜上，置于含 ＣＸ３ＣＬ１
的兔多克隆抗体的封闭液中，抗体稀释度为１∶８００，置
４℃ 环境２４ｈ，随后与稀释度为１∶７００的相应酶标二
抗共同孵育约１．５ｈ（室温），和发光底物作用８ｍｉｎ左
右。以相对分子质量为４．３×１０４的βａｃｔｉｎ作内参。
１．２．３　ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ慢病毒载体的构建与鉴定　
　设计并合成能生成最佳ｓｉＲＮＡ的ＣＸ３ＣＬ１的短发夹
ＲＮＡ（正义链：５′ＡＡＴＴＣＣＴＣＴＡＴＧＡＧＣＡＡＴＴＡＴＴＴＡＣＴ
ＴＣＣＴＧＴＣＡＧＡＴＡＡＡＴＡＡＴＴＧＣＴＣＡＴＡＧＡＧＴＴＴＴＴＧ３′，
反义链：５′ＧＡＴＣＣＡＡＡＡＡＣＴＣＴＡＴＧＡＧＣＡＡＴＴＡＴＴＴＡ
ＴＣＴＧＡＣＡＧＧＡＡＧＴＡＡＡＴＡＡＴＴＧＣＴＣＡＴＡＧＡＧＧ３′），并
克隆至慢病毒载体ＣＤ５１３Ｂ１的ＥｃｏＲⅠ及 ＢａｍＨⅠ位
点间，构建重组慢病毒载体 ＣＤ５１３Ｂ１／ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ。
转化感受态菌。测序鉴定重组慢病毒载体ＣＤ５１３Ｂ１／
ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ的正确性。
１．２．４　重组慢病毒 ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ的包装及滴度测
定　　将２９３Ｔ细胞种植于６孔板，密度约４．５×１０５细
胞／孔，待细胞生长至６０％～８０％汇片时，在基因转染
试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００与包装质粒的作用下，将测
序正确的 ＣＤ５１３Ｂ１／ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ的 ＤＮＡ导入病
毒包装细胞２９３Ｔ，８ｈ后替换其培养基，再培养４０ｈ，显
微镜下观察细胞的绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）的变化并拍照。
再培养３２ｈ后予以收集，离心１０ｍｉｎ（４℃，４０００×ｇ），
用０．４５μｍ滤器无菌过滤其上清液，滤液经浓缩后分
装，于－８０℃存放备用。
　　用上述病毒液转染接种于２４孔板中的２９３Ｔ细
胞，倍比稀释方法测定并计算其病毒滴度，病毒滴度＝
（Ｐ×Ｎ／１００×Ｖ）／ＤＦ，Ｎ：１０５（每孔细胞数）、Ｐ：ＧＦＰ阳
性克隆数、Ｖ：病毒液稀释体积（ｍＬ）、ＤＦ：稀释倍数。
１．２．５　ｂＭＳＣｓ的 ＣＤ５１３Ｂ１／ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ病毒感
染　　以１∶５０比例（病毒液和培养液体积比）感染种
植于６孔板的第２或第３代ｂＭＳＣｓ，以未感染的ｂＭＳＣｓ
作对照，培养２４～７２ｈ后，用倒置显微镜观察被感染
ｂＭＳＣｓ的ＧＦＰ的表达情况。
１．２．６　重组慢病毒ＣＤ５１３Ｂ１／ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ对ｂＭＳＣｓ
生长的影响　　将第２或第３代 ｂＭＳＣｓ接种到９６孔
板中，每孔１５０μＬ培养液中接种３０００个 ｂＭＳＣｓ，５～
７ｄ后，按病毒液与培养基１∶５０的体积比添加上述经
浓缩的病毒液；正常对照采用空病毒感染的ｂＭＳＣｓ，空
白对照采用常规培养的 ｂＭＳＣｓ。加病毒液后１、２、３ｄ
与４ｄ分别取９６孔板１块，每孔替换新鲜培养基（含
１０μＬ的 ＣＣＫ８），培养约３ｈ后，在酶标仪上检测其光
密度值［Ｄ（４５０）］。以Ｄ（４５０）值为纵坐标，培养时间
为横坐标，绘制细胞增殖曲线图，该实验进行３次。
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１．２．７　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测沉默ＣＸ３ＣＬ１基因的ｂＭＳＣｓ
的ＰＣＮＡ基因的表达变化　　设计并合成大鼠的ＰＣＮＡ
（ＮＭ＿０２２３８１．３）基因引物，上游引物：５′ＴＧＴＣＣＣＡＧＡ
ＣＡＡＧＣＡＡＴＧＴＴ３′，下 游 引 物：５′ＡＧＧＡＧＡＣＡＧＴＧ
ＧＡＧＴＧＧＣＴＴ３′。以经 ＣＤ５１３Ｂ１／ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ病毒
液感染的ｂＭＳＣｓ总ＲＮＡ为模板，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测被
感染ｂＭＳＣｓ的ＰＣＮＡ基因的表达，对照采用空病毒感染
或不感染的用ｂＭＳＣｓ，内参采用βａｃｔｉｎ。
１．２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测沉默 ＣＸ３ＣＬ１基因的 ｂＭＳＣｓ
的ＰＣＮＡ蛋白的表达变化　　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ把
１．２．７的各组ｂＭＳＣｓ总蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜，放入含
ＰＣＮＡ的兔多克隆抗体（１∶６００）的封闭液中，置４℃环
境２４ｈ，随后与稀释度为１∶５００的相应酶标二抗共同
孵育约１．５ｈ（室温），和发光底物作用８ｍｉｎ左右。以
相对分子质量为４．３×１０４的βａｃｔｉｎ作内参。
１．２．９　沉默 ＣＸ３ＣＬ１对 ｂＭＳＣｓ周期的影响　　参照
文献［９］检测沉默 ＣＸ３ＣＬ１对 ｂＭＳＣｓ周期的影响，具
体为，密度为１×１０６个细胞／ｍＬ的经上述病毒感染的
ｂＭＳＣｓ培养４８ｈ，经空病毒感染或未经感染的 ｂＭＳＣｓ
作对照。

　　收集并计数各组 ｂＭＳＣｓ，保证各 ｂＭＳＣｓ样品有
１×１０４～２×１０６个细胞，７５％酒精固定各 ｂＭＳＣｓ样品
２４～７２ｈ，碘化丙啶（ＰＩ）染色，ＦＣＭ检测分析各ｂＭＳＣｓ
样品的周期变化情况，此实验重复３次。
１．２．１０　沉默 ＣＸ３ＣＬ１基因的 ｂＭＳＣｓ趋化效应的
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　参照文献［１０］分离培养大鼠脾
巨噬细胞。以５×１０５个细胞／ｍＬ种植第２或第３代经
上述病毒感染的 ｂＭＳＣｓ于 ６孔板中培养 ２４ｈ，用与
ｂＭＳＣｓ相同密度的脾巨噬细胞接种于和６孔板孔匹配
的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ培养小室，将该小室放入６孔板和经病毒
感染的ｂＭＳＣｓ共培养作第１实验组，在此共培养体系
中加入细胞因子ＣＸ３ＣＬ１作第２实验组，两组４８ｈ后
收集脾巨噬细胞，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测其趋化因子

ＭＣＳＦ、ＩＬ８的表达变化，分别以与空病毒感染的ｂＭＳＣｓ
相同密度共培养的脾巨噬细胞和单纯培养的脾巨噬细

胞的相同检测作对照，具体方法与１．２．８的相同。
１．３　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件的方差分析与 ｔ检验分
别被用于统计比较多组间与两组间数据差异，用 珋ｘ±ｓ
呈现统计比较结果，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｂＭＳＣｓ的分离培养及鉴定
　　倒置显微镜下，初接种的 ｂＭＳＣｓ呈散在集落，细
胞由圆形变为不规则形，大部分细胞呈纺锤样、长梭

形。培养６～９ｄ后，挑取其单克隆培养。经传代扩增
的单克隆ｂＭＳＣｓ，长势良好，待生长至８０％ ～１００％汇
片时进行传代扩增，传代扩增的 ｂＭＳＣｓ分布均匀，形
态较均一，以梭形为主（图１），细胞分裂生长旺盛，生
长速度较原代细胞明显加快，５～７ｄ可传代扩增。流
式细胞术检测结果显示，ｂＭＳＣｓ稳定表达中胚层来源
细胞的表型标志ＣＤ４４、ＣＤ９０，阳性率分别为９４．７％和
８６．５％，微弱表达或不表达造血细胞的表型标志
ＣＤ４５，阳性率为０．９７２％（图２）。
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图１　倒置显微镜下传代扩增的ｂＭＳＣｓ
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图２　流式细胞术检测骨髓间充质干细胞的ＣＤ４４、ＣＤ９０与ＣＤ４５的阳性率变化
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２．２　ＣＸ３ＣＬ１基因最佳ＲＮＡｉ靶点的确定
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，３个小干扰 ＲＮＡ都
能使 ｂＭＳＣｓ的 ＣＸ３ＣＬ１的表达下调，下调程度：靶位
２＞靶位１＞靶位３（图３）。可见最佳 ＲＮＡ干扰序列
为ＣＴＣＴＡＴＧＡＧＣＡＡＴＴＡＴＴＴＡ（靶位２）。
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１：靶位１；２：靶位２；３：靶位３；４：对照

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小干扰ＲＮＡ对ｂＭＳＣｓ的ＣＸ３ＣＬ１

蛋白表达的影响

２．３　慢病毒载体 ＣＤ５１３Ｂ１／ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ的测序
鉴定

　　重组慢病毒载体 ＣＤ５１３Ｂ１／ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ经测
序证实（图４），携带 ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ的重组慢病毒载
体ＣＤ５１３Ｂ１／ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ被成功构建。

图４　重组慢病毒载体ＣＤ５１３Ｂ１／ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ的

测序鉴定结果

２．４　ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ重组病毒的包装和滴度测定
　　把经测序鉴定的 ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ重组病毒的
ＤＮＡ导入２９３Ｔ细胞（图５Ａ），４８ｈ后在显微镜下可见
ＧＦＰ的显著表达（图５Ｂ）。倍比稀释法检测显示，其病

毒滴度约为 １．４×１０８ＴＵ／ｍＬ。

!"" !#

!"" !#

Ａ：正常 ２９３Ｔ细胞；Ｂ：包装有重组慢病毒 ＣＤ５１３Ｂ１／

ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ的２９３Ｔ细胞

图５　荧光倒置显微镜观察包装有重组慢病毒ＣＤ５１３Ｂ１／

ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ的２９３Ｔ细胞中ＧＦＰ表达

２．５　ｂＭＳＣｓ的ＣＤ５１３Ｂ１／ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ病毒感染
　　未经感染的 ｂＭＳＣｓ不表达 ＧＦＰ（图 ６Ａ），经
ＣＤ５１３Ｂ１／ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ病毒感染的ｂＭＳＣｓ，倒置荧
光显微镜下可见ＧＦＰ的明显表达（图６Ｂ）。
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Ａ：未感染的ｂＭＳＣｓ；Ｂ：经重组病毒ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ感染的

ｂＭＳＣｓ

图６　荧光倒置显微镜观察经ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ病毒感染的

ｂＭＳＣｓ中ＧＦＰ表达

２．６　沉默ＣＸ３ＣＬ１对ｂＭＳＣｓ生长的影响
　　ＣＣＫ８检测结果显示，经重组病毒 ＣＤ５１３Ｂ１／
ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ感染的ｂＭＳＣｓ生长慢于经空病毒感染
或未经感染的 ｂＭＳＣｓ，４８ｈ开始表现更加明显（Ｐ＜
００１，图７）。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与各对照组比较

图７　ＣＣＫ８检测重组病毒ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ沉默ＣＸ３ＣＬ１

基因对ｂＭＳＣｓ生长的影响

２．７　沉默ＣＸ３ＣＬ１对 ｂＭＳＣｓ的 ＰＣＮＡ基因及其蛋白
表达的影响

　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果表明，以经病毒 ＣＤ５１３Ｂ１／
ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ感染４８ｈ的细胞总ＲＮＡ作模板，分别
检测结果显示ＣＸ３ＣＬ１微弱表达，ＰＣＮＡ较弱表达；用
空病毒感染４８ｈ的细胞总 ＲＮＡ作模板，均可检测到
ＣＸ３ＣＬ１与ＰＣＮＡ基因的较强表达。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
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结果显示，与空病毒感染的ｂＭＳＣｓ相比，病毒ＣＤ５１３Ｂ１／
ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ感染 ４８ｈ的细胞，也能检测见
ＣＸ３ＣＬ１的微弱和ＰＣＮＡ较弱表达（图８）。这些结果
提示，重组病毒 ＣＤ５１３Ｂ１／ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ可较好的
使ｂＭＳＣｓ的ＣＸ３ＣＬ１基因及其编码蛋白得以沉默，还
可下调ｂＭＳＣｓ的ＰＣＮＡ基因及其编码蛋白的表达。
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１：ＣＸ３ＣＬ１ｓｈＲＮＡ病毒感染的 ｂＭＳＣｓ；２：空病毒感染

的ｂＭＳＣｓ

图８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ｂＭＳＣｓ的ＣＸ３ＣＬ１与

ＰＣＮＡ蛋白表达

２．８　沉默ＣＸ３ＣＬ１对ｂＭＳＣｓ周期的影响
　　细胞周期的ＦＣＭ检测结果显示，与正常对照细胞
［Ｇ１期：（４９．３１±１．６８）％；Ｓ期：（３８．２７±１．１７）％，图
９Ａ］比较，沉默 ＣＸ３ＣＬ１的 ｂＭＳＣｓ，其 Ｇ１期降低
［（１６１６±０．４３）％，Ｓ期细胞增加（１４．２０±０．２５）％，
图９Ｂ］，可见，沉默 ＣＸ３ＣＬ１的 ｂＭＳＣｓ被阻滞于 Ｓ期，
其差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。由此提示，沉默
ＣＸ３ＣＬ１阻抑ｂＭＳＣｓ增殖的机制之一可能是将ｂＭＳＣｓ
阻滞于Ｓ期。
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Ａ：对照ｂＭＳＣｓ；Ｂ：沉默ＣＸ３ＣＬ１的ｂＭＳＣｓ

图９　ＦＣＭ检测沉默ＣＸ３ＣＬ１对ｂＭＳＣｓ周期的影响

２．９　沉默ＣＸ３ＣＬ１基因的ｂＭＳＣｓ趋化效应的Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，和单纯培养的脾巨噬

细胞相比，与经病毒感染的 ｂＭＳＣｓ共培养的脾巨噬细
胞（第１实验组）能检测见其趋化因子 ＭＣＳＦ、ＩＬ８的
最弱表达（图 １０）；共培养体系中加入细胞因子
ＣＸ３ＣＬ１时，脾巨噬细胞（第２实验组）的 ＭＣＳＦ、ＩＬ８
的表达最强；与空病毒感染的 ｂＭＳＣｓ共培养的脾巨噬
细胞的ＭＣＳＦ、ＩＬ８的表达次强。此结果提示，ｂＭＳＣｓ
能分泌ＣＸ３ＣＬ１在炎症反应的趋化效应中发挥重要
作用。
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１：与空病毒感染的ｂＭＳＣｓ相同密度共培养的脾巨噬细胞；

２：单纯培养的脾巨噬细胞；３：第１实验组；４：第２实验组

图１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测沉默ＣＸ３ＣＬ１基因的ｂＭＳＣｓ

趋化效应

３　讨论

　　本研究首先分离、培养大鼠 ｂＭＳＣｓ并予以其表面

标志的ＦＣＭ检测鉴定，结果证实，所获得的 ｂＭＳＣｓ具
有干细胞的形态与表面标志特性，可用于后续实验。

其次构建大鼠 ＣＸ３ＣＬ１基因的 ｓｈＲＮＡ重组慢病毒载
体，实现了慢病毒介导ｓｈＲＮＡ对ｂＭＳＣｓ的ＣＸ３ＣＬ１基
因的有效沉默。

　　趋化因子是结构与功能相关的一类超家族多肽，
其分子序列中大多具有 ４个半胱氨酸残基（Ｃ或
Ｃｙｓ），根据其Ｎ末端保守的２个Ｃｙｓ排列情况，可分成
Ｃ、ＣＣ、ＣＸＣ及 ＣＸ３Ｃ４个亚家族。ＣＸ３ＣＬ１是 ＣＸ３Ｃ
的配体，其独特的结构（黏蛋白样杆状）决定了其以膜

结合型与游离型方式存在，还具有黏附与趋化活

性［１１］。在炎症过程中，ＣＸ３ＣＬ１显著表达于血管内皮
细胞表面，促使中性粒细胞的黏附、趋化并跨越内皮细

胞，迁徙到作用靶位［１１－１２］，其受体 ＣＸ３ＣＲ１主要在内
皮细胞与白细胞表面表达，为一种特异受体（７次跨膜
Ｇ蛋白偶联受体）［１３－１４］。ＣＸ３ＣＲ１是一特殊的黏附分
子，其介导细胞黏附无需其他分子参与。ＣＸ３ＣＬ１作
为趋化因子结合ＣＸ３ＣＲ１参与免疫反应与细胞间信号
转导［１５］。ＣＸ３ＣＬ１还与神经系统关系密切，在大脑内
广泛分布，但主要集中在神经元。ＣＸ３ＣＬ１在神经元
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发育和分化过程中扮演了一定的角色［１６］。

　　缺血性脑卒中是严重危害人类健康和生命安全的
常见难治性疾病，由血栓或栓塞导致血管阻塞引起脑

组织缺血、缺氧，脑组织神经元发生不可逆性死亡，同

时启动了以局部固有免疫细胞的激活和外源性白细胞

的浸润为特征的组织非特异性炎症。炎症主要通过以

下几方面介导脑组织损伤：白细胞机械性堵塞微循环

通道，造成“无再流”现象，缺血区得不到氧和营养物

质的供应；大量蛋白水解酶与氧自由基等可经活化的

白细胞释放而损伤内皮细胞，破坏血脑屏障，导致脑水

肿、脑出血及神经元损伤；白细胞释放的大量炎性介质

和细胞因子，可直接导致脑组织细胞坏死或凋亡。可

见，炎症是缺血性脑卒中病理生理过程中的重要因素，

贯穿了疾病发展的始终，与患者病情严重程度和预后

直接相关。因此，针对炎症反应作用机制的关键环节加

以干预，有可能成为治疗缺血性脑卒中新的治疗途径。

　　ＭＳＣｓ具有自我更新和多向分化的潜能，能在不同
的微环境中分化为其环境所需要的细胞，特别是其能

横向分化为神经细胞的特性，使其广泛应用于神经系

统性疾病的研究［５，１７］。ＭＳＣｓ主要以旁分泌的方式释
放可溶性因子影响组织内细胞的功能行为，展现其显

著的免疫炎症反应调节与中枢神经系统保护能

力［５，１７］。在炎症反应中，ＭＳＣｓ可明显上调小胶质细胞
的ＣＸ３ＣＲ１的表达，而 ＣＸ３ＣＲ１又是 ＣＸ３ＣＬ１的受
体［５］。因此，脑缺血时 ＭＳＣｓ能否通过分泌 ＣＸ３ＣＬ１，
以调控其炎症反应，减轻脑卒中缺血脑组织损伤，促进

神经修复，尚不十分清楚。

　　为了干预缺血性脑卒中的关键环节———炎症反
应，我们首先把广泛应用于神经系统性疾病研究的

ｂＭＳＣｓ与 ＣＸ３ＣＬ１基因（和炎症反应的趋化效应密切
相关）相结合，并将沉默 ＣＸ３ＣＬ１基因的 ｂＭＳＣｓ与巨
噬细胞共培养，以探讨 ＣＸ３ＣＬ１基因对 ｂＭＳＣｓ生长的
影响及沉默 ＣＸ３ＣＬ１基因的 ｂＭＳＣｓ的趋化效应，为
ｂＭＳＣｓ负载ＣＸ３ＣＬ１基因调控炎症反应，治疗脑卒中
奠定基础。ＣＣＫ８检测结果显示，与对照细胞比较，沉
默ＣＸ３ＣＬ１基因的 ｂＭＳＣｓ的生长明显减慢。细胞的
生长、增殖与其核抗原基因 ＰＣＮＡ密切相关。ＰＣＮＡ
合成并存在于胞核内，有可溶性与不溶性两种类型。

不溶性ＰＣＮＡ相当稳定，在细胞周期的 Ｇ１晚期表达明
显增加，其量的变化和 ＤＮＡ合成相一致。ＰＣＮＡ在细
胞中的表达检测是反映细胞增殖的良好指标。Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果表明，沉默ＣＸ３ＣＬ１基

因后，ｂＭＳＣｓ的ＰＣＮＡ基因及其编码蛋白的表达明显
下调。细胞周期检测显示，沉默 ＣＸ３ＣＬ１的 ｂＭＳＣｓ其
周期被阻滞于 Ｓ期，其生长、增殖减慢。这些结果提
示，沉默 ＣＸ３ＣＬ１的 ｂＭＳＣｓ，其 ＰＣＮＡ表达下调、ＤＮＡ
合成减少、细胞周期被阻是 ｂＭＳＣｓ生长、增殖受抑的
可能机制之一。实验结果还显示，与沉默 ＣＸ３ＣＬ１的
ｂＭＳＣｓ相比，经空病毒感染或未经感染的ｂＭＳＣｓ，其生
长、增殖能力明显较强，其细胞周期亦未受抑，且还能

上调巨噬细胞的趋化因子 ＭＣＳＦ、ＩＬ８的表达，因此，
ｂＭＳＣｓ的 ＣＸ３ＣＬ１可能会以自分泌的形式促进其增
殖。上述结果提示，ｂＭＳＣｓ可能通过分泌 ＣＸ３ＣＬ１基
因调控炎症反应在介导脑卒中的损伤组织与神经等的

修复过程中发挥重要作用。

　　我们下一步研究拟将过表达与沉默ＣＸ３ＣＬ１基因
的ｂＭＳＣｓ从尾静脉分别注入脑卒中模型大鼠，观察该
ｂＭＳＣｓ在脑卒中损伤部位的分布、迁移，对损伤部位炎
症及损伤神经等的影响，以期探明 ｂＭＳＣｓ可通过分泌
ＣＸ３ＣＬ１调控脑卒中损伤部位炎症反应，促进其组织
与神经等的修复。
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