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Snail 基因修饰对骨髓间充质干细胞 CXCR4 表达水平及

向 SDF-1 趋化能力的影响 
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摘  要: 为研究 Snail 基因修饰对骨髓间充质干细胞(MSCs)CXCR4 表达水平及向 SDF-1 趋化能力影响, 将重组真核表

达载体(pCAGGSneo-snail-HA)及对照空质粒(pCAGGSneo)转染 MSCs, 采用免疫荧光细胞化学染色、荧光标记流式细胞

仪技术及 RT-PCR 检测细胞 CXCR4 表达水平; 体外跨膜趋化实验评价 MSCs 向 SDF-1 趋化能力, 观察抗 CXCR4 中和

抗体的干预作用。MSCs-Sna 的 CXCR4表达水平明显高于 MSCs-neo。MSCs-Sna 在 SDF-1诱导下细胞迁移量较 MSCs-neo

显著增加(P<0.05)。抗 CXCR4 中和抗体可显著减少 SDF-1α诱导的 MSCs-Sna 趋化运动。研究提示通过上调 Snail 表达

而提高 MSCs 向正调节表达 SDF-1 的受损组织迁移效率的可行性, 为优化 MSCs 迁移力的研究提供了实验基础。 
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Abstract:  In order to investigate the transfer and expression of Snail gene in human bone mesenchymal stem cells (MSCs) and to 
study effects of Snail gene modification on the CXCR4 expression of human MSCs and their capacity of migration to SDF-1 in vitro, 
the plasmid PCAGGSneo-Snail-HA or the control vector of PCAGGSneo was transferred into the cells. Fluorescence activated cell 
sorting analysis, immunofluorescence staining and RT-PCR were used to study the expression of CXCR4 by MSCs. Chemotaxis 
assays were performed to evaluate the migratory capacity of MSCs-Sna and MSCs-neo to SDF-1 in vitro. For the blocking assay, 
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CXCR4 blocking antibody was added into cell culture. CXCR4 expression was higher in MSCs-Sna than that in MSCs-neo (P<0.05). 
Chemotaxis assays showed that SDF-1α stimulated migratory activity of MSCs-Sna more than MSCs-neo in vitro (P<0.05). 
Moreover, the SDF-1α-induced migratory activity of MSCs-Sna was inhibited in a concentration-dependent manner by a 
CXCR4-blocking antibody. It was concluded that Snail enhanced expression of CXCR4 in MSCs, providing a plausible mechanism 
for Snail-mediated MSCs transmigration to damaged tissues in vivo where SDF-1 has been shown to be up-regulated as part of injury 
responses. 

Keywords: mesenchymal stem cells, chemokine, SDF-1, CXCR4, transwell 

骨髓间充质干细胞(MSCs)静脉移植修复受损组

织器官的动物实验研究发现, 通过静脉、动脉直接

注射途径给予的 MSCs 能够优先迁移、聚集到组织

损伤的部位[1,2], 表明损伤组织可以特异吸引 MSCs, 

局部缺血微环境可能表达某些信号以促使循环的

MSCs 迁移到该区域, 其中的机制涉及到趋化因子

及其受体的介导作用, 普遍认为损伤组织某些细胞

因子或趋化因子表达增高, 对表达相应趋化因子受

体的外来或内源性的 MSCs 起到趋化作用, 促使其

定向迁移到受损区域并进一步在局部微环境的影响

下分化为成熟组织, 促进机体器官功能重建。近年

来, 趋化因子受体 CXCR4 与其配体 SDF-1 在其中起

到的介导作用受到关注, Hill 等[3]研究发现, 小鼠在

接受转绿荧光蛋白(GFP)基因小鼠的骨髓移植并经

历短暂大脑中动脉闭塞(MCAO)后 , 正调节表达的

SDF-1 主要集中表达于缺血半暗带, GFP 阳性细胞

与表达 SDF-1 的内皮细胞密切相关。Isabelle 等[4]研

究报道经 G-CSF 动员后 MSCs 表面表达 CXCR4 上

调。这些现象表明, SDF-1、CXCR4 的相互作用可介

导移植的 MSCs 向局部缺血组织的定向迁移。 

此 外 有 研 究 表 明 SDF-1/CXCR4 生 物 学 轴

(SDF-1-CXCR4 biological axis)在多种肿瘤的播散和

器官特异性转移中亦发挥着重要作用[5−7]。 

具有锌指结构的转录因子 Snail, 在诱导肿瘤细

胞的侵袭转移、胚胎发育过程中上皮细胞的间质转

化(Epithelial-mesenchymal transition, EMT)以获得高

侵袭和转移的生物学特性过程中, 发挥重要调控作

用。Snail 以其锌指结构与靶基因 DNA 相关序列结

合, 通过调控粘附分子 E-cadherin 及细胞间的紧密

连接成分等相应基因表达等机制增加细胞的迁徙转

移力, 是调控肿瘤细胞进行迁徙转移的重要调控分

子[8−10]。 

可见 Snail 和 SDF-1/CXCR4 在细胞迁移机制中

均起到重要调控作用, 但两者之间的相互影响如何, 

在机制上的重叠性如何, 目前尚缺乏研究。Snail 与

SDF-1/CXCR4 在干细胞迁移分子机制中是否存在

协同或重叠作用, Snail 对细胞表面 CXCR4 分子是否

存在调控作用, 是否影响干细胞向 SDF-1 的趋化能

力等方面尚待研究。 

在本项研究中, 通过观察 MSCs 在 Snail 基因修

饰后细胞膜表面相应特异性受体 CXCR4 表达水平, 

采用体外跨膜迁移实验(Transwell 实验)分析 MSCs

在 SDF-1 作用下的跨膜迁移能力, 并比较转染 Snail

质粒和转染对照空质粒的 MSCs 迁移力的差异, 旨

在为探索提高 MSCs 移植后向受损器官组织趋化迁

移能力的方法提供参考。  

1  材料和方法 

1.1  主要试剂和仪器 
重组人 SDF-1α购自 Cytolab Ltd.公司 , anti- 

CXCR4-PE 购自 eBioscience 公司, 抗人 CXCR4 抗

体为 R&D 产品, Transwell 24 孔培养板为 Corstar 公

司产品 , Taq DNA 聚合酶 (Fermentas)、 dNTPs、

RevertAidTM first strand cDNA  Synthesis kit 逆转录

试剂盒 (Fermentas)均购自深圳晶美生物有限公司 ; 

引 物 由 上 海 生 工 有 限 公 司 合 成 ; Trizol 试 剂

(Invitrogen 公司)。L-DMEM 培养基(Gibco 公司, 用

三蒸水配制, 调整 PH 值为 7.2 后过滤除菌, 分装后

−20oC 储存, 用前放至 4oC 解冻备用)。新生牛血清

(Gibco 公司 , 用前 56oC、30min 热灭活 , 分装后

−20oC 储存), G418(Sigma 公司), 胰酶(Trypsin)(美国

AMRESCO 公司), Lipofectamine TM2000 脂质体购自

美国 Invitrogen 公司; CD29-PE 和 CD34-PE 单克隆

抗体购自 BD-PharMingen 公司(USA); 兔抗 HA 单克

隆抗体购自 Clonetech 公司(USA); 羊抗 Snail 单克隆

抗体由武汉协和医院王全胜博士惠赠; FACSCalibu

型流式细胞仪由美国 BD 公司生产。 
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1.2  细胞体外分离纯化、扩增培养 
无菌条件下采集正常人骨髓, PBS 洗涤(1000 r/min, 

10 min)后去上清, 用无血清低糖DMEM培养基重悬

制成单细胞悬液 , 并加于比重为 1.073 g/mL 的

Percoll 淋巴细胞分离液上, 2000 r/min 离心 30 min, 

收集中间层单个核细胞, 用 DMEM 重悬所收集的细

胞并洗 2 次, 计数, 并悬于含 20% FBS(体积比)的

DMEM 培养液中, 调整细胞密度为 5×106/mL, 接种

于细胞培养瓶中, 于 37oC、5% CO2、饱和湿度条件

下培养。3 d 后更换培养液 1 次、置于相同条件继续

培养直至细胞铺满瓶底 80%~90%时, 胰蛋白酶消化

传代, 由此继续扩增并逐渐纯化 MSCs。 
1.3  传代 MSCs 表面 CD34 和 CD29 表达情况检测 

传 2~3 代的 MSCs(80%~90%汇合), 0.25%胰酶

消化后, 1000 r/min 离心 5 min, 弃上清, 用含 2% 

BSA 的 PBS 液洗涤制成浓度为 1×106/mL 的 MSCs

单细胞悬液, 加入 4 个离心管中, 每管加 500 μL 细

胞悬液, 其中第 1 管为空白对照; 第 2 管为阴性对照, 

加入 IgG-PE 10 μL; 第 2 和 3 管为实验管, 分别加入

CD34-PE 和 CD29-PE 单克隆抗体各 10 μL, 室温孵

育 20 min。PBS 洗涤 2 次, 流式细胞仪(BD Biosciences, 

San Jose, CA)检测。 

1.4  表达载体的获得及基因转染 
真核细胞表达载体 pCAGGSneo-Snail-HA(携

带人类 Snail 全长 cDNA 及其 C 末端融合 HA 报告

基因的 pCAGGSneo 质粒), 由 Kagoshima 大学的

Ohkubo 及 Ozawa 教授惠赠 [11]。将获赠质粒送于上

海英骏生物技术有限公司测序 , 并将测序序列与

pubmed 的 GenBank 中提供的人类 Snail 全长 cDNA
序列比对(Blast)完全一致。选用原代培养后的第 2
代 MSCs, 细胞生长到汇合率达到 70%~80%, 在
其对数生长期做转染。参照 LipofectamineTM2000
脂质体说明书 , 采用脂质体转染法将质粒导入体

外培养的 MSCs 内 , 48 h 后用 500 μg/mL G418 进

行快速筛选 , 每 3 ~4 d 换液 1 次 , 当细胞停止死亡

并有少量分裂增殖的细胞生长时 , 改为 200 μg/mL 
G418 维持筛选(约维持 12 ~14 d), 细胞阳性克隆

生长到一定数目后原瓶消化 , 至细胞长满瓶底后

进行传代。  
1.5  蛋白印迹(Western blotting)检测 

收集细胞 , 加入适量细胞裂解液 [50 mmol/L 
Tris·HCl (pH 7.5), 100 mmol/L NaCL, 1 mmol/L 

EDTA, 1% TritonX-100, 0.1% SDS, 0.5 mmol/L DTT, 
1 μg/mL Aprotinin, 100 μg/mL PMSF, 1 mmol/L 
Na3VO4, 10 mmol/L NaF], 冰浴 30 min, 离心取上清

液, Brandford 法测蛋白浓度后, 加入上样缓冲液煮

沸 5 min, 取适量样品进行 SDS-PAGE 电泳 , 将

SDS-PAGE 的电泳产物转移至 PVDF 膜, 5%脱脂奶

粉封闭, 兔抗 HA 单克隆抗体(1:1000 稀释度)和羊抗

Snail 单克隆抗体(1:1000)一抗分别孵育膜 4oC 过夜,  

HRP 标 记 的 羊 抗 兔 IgG(1:5000) 或 兔 抗 羊

IgG(1:5000)(各与前一抗相对应)37oC 孵育 45 min,  

ECL 显色 3 min, 曝光及定影显影。 

1.6  RT-PCR 检测细胞 MSCs-neo 和 MSCs-Sna
的 CXCR4 mRNA 和半定量分析 

收集 5×106个细胞, Trizol 试剂提取总 RNA, 逆

转录 cDNA。 

趋化因子受体CXCR4基因(扩增产物大小273 bp) 

PCR 引物序列如下: 

上游引物系列: 5′-GGA CCT GTG GCC AAG 
TTC TTA GTT- 3′ 

下游引物序列: 5′-ACT GTA GGT GCT GAA 
ATC AAC CCA- 3′ 

GAPDH(扩增产物大小为 985 bp)作为内参照, 

引物序列: 

上游序列: 5′-TGA AGG TCG GAG TCA ACG 
GAT TTG GT -3′ 

下游序列: 5′-CAT GTG GGC CAT GAG GTC 
CAC CAC -3′ 

PCR 扩增条件如下: 95oC 预变性 5 min; 94oC 变

性 60 s, 60oC 退火 60 s, 72oC 延伸 60 s, 35 个循环; 周

期结束后于 72oC 延伸 10 min。反应结束后取 5 μL

反应产物行琼脂糖凝胶电泳, PCR 产物凝胶图象扫

描仪拍照并进行条带灰度分析, 以 CXCR4/GAPDH

的比值代表其相对含量。 

1.7  免疫荧光细胞化学染色 
制作 MSCs-Sna、MSCs-neo 细胞爬片(细胞生长

融合至 50%), 在丙酮及无水乙醇(体积比 1:1)新鲜配

制的混合冷固定液中固定 10 min 后, 用蒸馏水洗 2

遍后, 浸入含 1% BSA 的 PBS 中封闭 30 min, 然后

加一抗(兔抗 CXCR4 1:100)4oC 过夜。PBS 洗 3 次, 每

次 5 min, 再与 1:80 稀释的 FITC 标记的羊抗兔 IgG 

室温 2 h, PBS 洗 3 次后, 滴加 DAPI(呈蓝色荧光)室

温孵育 5 min。含 10%甘油的 PBS 封片后尽快用
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Olympus Fluoview FV500 激光扫描共聚焦显微镜

(Olympus Optical Co., Tokyo, Japan)观察。阴性对

照实验中 , 用 PBS 代替一抗以排除非特异性的二

抗结合。  

1.8  流式细胞仪荧光检测 CXCR4 的表达 
应用 CXCR4-PE 单克隆抗体通过流式细胞仪检

测 MSCs-neo 和 MSCs-Sna 趋化因子受体 CXCR4 的

表达阳性率。步骤如下: 弃去细胞培养液后, PBS 洗

涤, 0.25%胰酶消化细胞, PBS 洗涤, 1000 r/min 离心  

5 min, 弃上清, 用含 2% BSA 的 PBS 液洗涤制成浓

度为 1×106/mL 的 MSCs 单细胞悬液, 加入 4 个离心

管中, 每管加 500 μL 细胞悬液, 其中第 1 管为空白

对照, 以 PBS 代替一抗; 第 2 管为阴性对照, 加入

IgG-PE 10 μL; 第 3 和 4 管分别为 MSCs-neo 和

MSCs-Sna, 各加入 CXCR4-PE 单克隆抗体 10 μL。

室温孵育 20 min。PBS 洗涤 2 次, 流式细胞仪(BD 

Biosciences, San Jose, CA)检测。 

1.9  MSCs 对 SDF-1 的体外趋化实验 
用 24孔趋化板(24-wells transwell corning costar, 

US), 纤维连接素膜孔径大小为 8 μm, 将 Matrigel 

(Becton Dickinson, US)融化后, 用无血清培养基以

1:1 稀释, 在上室每孔加入 60 μL, 在 37oC 温箱中放

置 1 h 使其凝固。MSCs-Sna 及 MSCs-neo 在含有 10% 

FCS 的 DMEM 培养基中培养过夜, 调整细胞浓度为

3×104/mL, 上室加 100 μL 细胞培养液 , 下室加  

600 μL含有 SDF-1α(100 ng/mL)的 10% FCS- DMEM

培养基, 阴性对照组下室加 600 μL 含有 10% FCS 的

DMEM 培养基。CXCR4 抗体阻断实验组: 先将 1~  

10 μg/mL 抗 CXCR4 单抗(MAB170/12G5 购自 R&D)

与 MSCs-Sna 或 MSCs-neo 在 5% CO2, 37oC 作用 2 h

后, 再作上述 Transwell 迁移实验。以 IgG 阴性对照

抗体作用作为阴性对照。经过 37oC 温箱孵育 12 h

后, 以棉签轻轻拭去 Matrigel 及微孔膜上层的细胞, 

保留侵袭至微孔膜下表面的细胞 , 无水乙醇固定 

20 min 后, 用 DAPI 染色, 在荧光显微镜下计数。每

组同样行 3 个复孔, 每孔随机计数 5 个视野(×200)

下迁移至微孔膜背面的细胞数。 

1.10  统计学处理 
数据用 SPSS 11.5 for windows 软件包处理, 差

异显著性检验采用 t 检验, P<0.05 认为有显著统计学

差异。 

2  结果 

2.1  MSCs 的生物学特征 
2.1.1  MSCs 的纯化及扩增 

经倒置显微镜观察 , 所分离的 MSCs 培养

24~48 h, 部分细胞贴壁, 72 h后, 多数细胞贴壁并开

始增殖, 细胞形态呈星形、多角形及短梭形。贴壁

细胞逐渐呈集落状生长 , 形成典型的长梭形 , 平行

或旋涡样生长(图 1A)。 

2.1.2  MSCs 表面抗原特性选择性检测 

如图 1B 所示, 本试验所分离纯化扩增的 MSCs

经流式细胞仪选择性检测 2 种表面分子结果为 : 

CD34(−)、CD29(+)。 

2.2  转染 MSCs 细胞 Snail 及报告基因 HA 的表达 
采 用 免 疫 印 迹 法 (Western blotting) 检 测

PCAGGsneo-Snail-HA 转染的 MSCs 报告基因 HA 的

表达及目的基因 Snail 的表达(见图 2)。 

2.3  免疫荧光细胞化学检测细胞 CXCR4 分子表达 
CXCR4 在 MSCs-neo 和 MSCs-Sna 的细胞膜上

均有阳性表达, 但在 MSCs-neo 中为较弱的绿色荧

光, 而在 MSCs-Sna 中 CXCR4 荧光强度明显增强(图

3)。 

2.4  流式细胞仪荧光检测结果 
MSCs-neo 和 MSCs-Sna 细胞表面均有 CXCR4

受体的表达, 其中 MSCs-Sna 的阳性表达率明显高

于 MSCs-neo 的阳性表达率 (64.25%± 7.22% vs. 

7.45%±0.91%, P<0.001) (图 4)。 

2.5  CXCR4 mRNA 在 MSCs-neo、MSCs-Sna 细

胞的表达 
RT-PCR 结果显示, 以 GAPDH mRNA 为内参照, 

在 MSCs-neo、MSCs-Sna 细胞中都有 CXCR4 mRNA

的表达 , 但在 MSCs-Sna 细胞中的表达显著高于

MSCs-neo(0.916±0.102 vs. 0.410±0.050, P<0.001) 

(图 5)。 

2.6  SDF-1α介导 MSCs-neo 及 MSCs-Sna 在体外

迁移 
当含有 SDF-1α的条件培养基加至微孔隔离培

养室的下室, MSCs-Sna能有效地从上室迁移至下室, 

且细胞迁移数量较 MSCs-neo 迁移数量明显增加 , 

即 SDF-1α对 MSCs-Sna 的体外趋化活性明显强于对

MSCs-neo的趋化活性。当阻断性 CXCR4单抗(12G5)
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加于微孔隔离室的上室后可显著减少 SDF-1α诱导

的 MSCs-Sna 趋化运动, 且 10 μg/mL 的 CXCR4 单

抗对 SDF-1α诱导的细胞趋化运动的抑制作用较强

1 μg/mL 的 CXCR4 单抗作用更为明显。同时, IgG

阴性对照抗体对 SDF-1α诱导的 MSCs-Sna 趋化运动

没有抑制效应(图 6)。 

 

图 1  MSCs 生物学特征 
Fig. 1  Biological characteristics of MSCs. (A) The morphologic features of MSCs in vitro studied by light microscopy (×200). (B) Expression of 
cell surface antigens examined by flow cytometry: CD34 (−), CD29 (+). Results are representative of three separate experiments. 
 

 

图 2  免疫印迹技术检测报告基因 HA 及目的基因 Snail
的表达 
Fig. 2  Expression of the marker gene coding HA and      
the destination gene coding Snail observed by Western  
blotting. Results are representative of three separate 
experiments. 

 

图 3  免疫荧光细胞化学染色技术检测 MSCs-neo 和

MSCs-Sna 细胞 CXCR4 受体的表达(×400) 
Fig. 3  Expression of CXCR4 on the surface of MSCs-Sna and 
MSCs-neo examined by immunofluorescence staining. DAPI was 
used to stain the nucleus of MSCs. Results are representative of 
three separate experiments. 
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图 4  MSCs-neo 和 MSCs-Sna 细胞 CXCR4 表达的阳性率(流式细胞仪) 
Fig. 4  Positive rates of CXCR4 expression on MSCs studied by FACS analysis. The right panel shows 63.43% of positive rate on 
MSCs-Sna, however, the left panel shows 7.36% on MSCs-neo. Results are representative of three separate experiments. 

 
 

 

图 5  CXCR4 mRNA 在 MSCs-neo 和 MSCs-Sna 细胞的

表达 
Fig. 5  Expression of CXCR4 mRNA in MSCs examined by 
RT-PCR. 1: MSCs-Sna; 2: MSCs-neo; M: DNA marker (DL 
2000). Results are representative of three separate experiments. 

3  讨论 

MSCs 细胞群没有单一的特异性抗原标志, 因

此未能从混杂细胞群中分离浓缩 MSCs 的单一抗体, 

目前主要依赖细胞形态, 同时一般联合应用多种不

同抗体分子来鉴定人 MSCs。一般认为整合素家族成

员 CD29、粘附分子 CD44、CD166 及 CD105 等是

MSCs 保持未分化状态时较为特异性的表面标志 ,  

 

图 6  SDF-1 对 MSCs 的体外趋化实验及抗 CXCR4 单抗

的阻断作用 
Fig. 6  Chemotaxis of SDF-1 on MSCs and the blocking assay 
with CXCR4 blocking antibody. SDF-1α, a ligand for CXCR4, 
was used as a chemoattractive agent in the lower chamber, to 
evaluate the migratory capacity of MSCs-Sna and MSCs-neo to 
SDF-1 in vitro. For the blocking assay, CXCR4 bloking 
antibody (1 μg/mL, 10 μg/mL) was added into cell culture. Bars 
represent the mean(± SE) from three separate experiments 
(*P<0.05, compared with the control group respectively). 

 
而且 MSCs 不是造血类细胞, 不表达造血细胞表面
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抗原, 如造血前体细胞标志抗原 CD34。本实验用密

度梯度离心、贴壁培养和消化控制相结合的方法从

成人骨髓中分离扩增出所得的成纤维细胞样贴壁生

长的此细胞, 用流式细胞仪检测其表达抗原, CD34

呈阴性, 而 CD29 呈阳性, 细胞均一性在 90%以上, 

这表明我们成功分离了骨髓中区别于造血干细胞的

一群处于未分化状态的呈成纤维样外观的干细胞即

间充质干细胞, 且分离得到的细胞纯度较高。 

SDF-1 是α(CXC)趋化因子家族成员, 是参与炎

症反应的化学小分子。SDF-1 及其受体 CXCR4 在

骨髓干细胞的动员及向损伤组织迁移趋化过程中起

着重要介导作用 [1,2]。SDF-1 对表达 CXCR4 的 MSCs

具有强大的化学吸引作用, 并在外周循环与骨髓之

间的 MSCs 转运(动员和归巢)中起重要作用, 给予粒

细胞集落刺激因子(G-CSF)后 , 激活了中性粒细胞

弹性蛋白酶 , 后者能分开骨髓基质细胞膜耦联的

SDF-1, 解除了对 CXCR4 的束缚, 使表达 CXCR4 的

干细胞流向外周循环[12]。另外, SDF-1 可通过上调基

质金属蛋白酶-9(MMP-9)的表达使 c-Kit 的配体(即

干细胞生长因子)从膜结合形式向可溶形式转变, 进

而使 c-Kit(+)的干细胞/祖细胞进入外周循环[13]。这

些发现提示 SDF-1 的血浆浓度水平与 MSCs 的动员

相关。 

已有研究发现 , 局部缺血组织过度表达的

SDF-1 能增加从外周血募集 MSCs[14]并诱导新生血

管的发生[15]。由于 CXCR4 表达于 MSCs [14,16], 因而

局部缺血损伤区正调节表达的 SDF-1 可能与移植干

细胞向损伤部位聚集相关。Stumm 等[17]研究指出, 损

伤可诱导内皮组织正调节表达 SDF-1; 而 Shyu 等[15]

研究则发现大脑半球局部缺血区 CXCR4 表达增加, 

这表明大脑内皮组织的 SDF-1 可能是外周血细胞的

化学趋化剂。 

此外, 肿瘤领域研究表明 SDF-1/CXCR4 在介导

肿 瘤 细 胞 侵 袭 转 移 中 亦 发 挥 作 用 。 趋 化 因 子

CXCL12(SDF-1)与其特异性受体 CXCR4 所构成的

SDF-1/CXCR4 生物学轴 (SDF-1-CXCR4 biological 

axis)在多种肿瘤的播散和器官特异性转移中发挥着

重要的作用, CXCR4 与 SDF-1 的结合可引起乳腺癌

细胞内骨架蛋白的聚合与再分布, 随后调节细胞的

运动和迁移。在横纹肌肉瘤细胞系, SDF-1 可引起有

丝分裂原激活性蛋白激酶 p42 或 p44 的磷酸化, 细

胞行进(Locomotion), 穿越被覆层粘蛋白、纤连蛋白

或基底膜类似物的膜定向移动, 粘附至层粘蛋白、

纤连蛋白或内皮细胞上 , 增加基质金属蛋白酶

-2(MMP-2)而减少金属蛋白酶组织抑制因子的分泌

等[18]。另外, 有研究报道[8−10, 19]显示, SDF-1/CXCR4

能下调肿瘤细胞间粘附分子(如 E-cadherin)。 

可见, 趋化因子 SDF-1 及其受体 CXCR4 是肿

瘤细胞和干细胞趋化迁移机制中的重要调控分子。

Snail 与 SDF-1/CXCR4 均与瘤细胞迁移侵袭机制密

切相关, 都存在对细胞骨架的调节、促进 MMPs 的

分泌、存在相同的信号转导途径(如 MAPK、PI3K

等 )的活化等。在肿瘤迁移侵袭机制中 , Snail 与

SDF-1/CXCR4 作用机制存在重叠部分, 或者有协同

作用。但两者之间是否存在互相调节作用, 具体的

机制如何, 及两者对 MSCs 迁移力的影响如何, 目

前尚缺乏研究！ 

本实验观察了 MSCs 在 Snail 基因修饰后细胞

膜表面受体 CXCR4 表达水平, 并采用体外跨膜趋

化迁移实验评价 MSCs 向 SDF-1 的趋向迁移能力, 

比较转染 Snail 质粒和转染对照空质粒的 MSCs 的

差异。免疫荧光细胞化学检测显示 CXCR4 在

MSCs-neo 和 MSCs-Sna 的细胞膜上均有阳性表达, 

但 在 MSCs-neo 中 为 较 弱 的 绿 色 荧 光 , 而 在

MSCs-Sna 中 CXCR4 荧光强度明显增强。流式细胞

仪荧光检测的结果也支持转染 Snail 目的基因可上

调 MSCs 趋化因子受体 CXCR4 分子的表达 ; 

RT-PCR 结果亦显示 MSCs-neo、MSCs-Sna 都有

CXCR4 mRNA 的表达, 但 MSCs-Sna 的表达显著高

于 MSCs-neo。这些说明 Snail 基因修饰可显著上调

MSCs 表达趋化因子受体 CXCR4, 但是 Snail 是作

为转录因子直接上调 MSCs 的 CXCR4 基因的表达, 

或是通过调节与 CXCR4 表达相关的某些调节因子

的表达而间接促进 MSCs 的 CXCR4 基因的表达等

机制作用, 还待进一步研究。 

Snail 可上调 MSCs 趋化因子受体 CXCR4 分子

的表达, 这提示 Snail 可通过这一环节促进 MSCs 对

相应趋化因子 SDF-1 的趋化作用。本实验采用

Transwell 体外跨膜趋化迁移实验研究 SDF-1 对细胞

的趋化作用, 上室加细胞悬液, 下室加含有 SDF-1α
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的培养基, 上下室之间隔有一层 Matrigel 纤维连接

素膜(带有孔径大小为 8 μm 的微孔), 上室细胞在下

室 SDF-1 的趋化作用下发生迁移至纤维连接素膜背

面, 在细胞接种浓度、数量、培养条件和迁移时间

相同的条件下, 按计数的细胞迁移数量来衡量细胞

的迁移效率和能力。研究结果发现 MSCs-Sna 在

SDF-1 诱导下的细胞迁移量较 MSCs-neo 显著增加, 

SDF-1α对 MSCs-Sna 的体外趋化活性明显强于对

MSCs-neo 的趋化活性。阻断性 CXCR4 中和抗体加

于微孔隔离室的上室后可显著减少 SDF-1α诱导的

MSCs-Sna 趋化运动, 且 CXCR4 单抗对细胞趋化运

动的抑制作用呈抗体浓度依赖性, 即 SDF-1α诱导的

MSCs-Sna 趋化运动可被 CXCR4 单抗以抗体浓度依

赖性方式所抑制。由此表明 Snail 在 MSCs 中的表达

可上调 SDF-1α诱导的细胞迁移率, 且 SDF-1α诱导

的趋化运动是与细胞表面 CXCR4 特异性结合而介

导。鉴于趋化因子受体 CXCR4 与其配体 SDF-1 在

诱导 MSCs 定向迁移中的介导作用, 结合本实验的

研究结果提示了通过上调 Snail 的表达而提高 MSCs

向正调节表达 SDF-1 的受损组织(例如脑的缺血半

暗带等部位)迁移效率的可行性, 为提高 MSCs 的迁

移能力及移植效率的研究方向提供新思路和实验依

据, 并为以后进一步开展在体实验的相关研究提供

了实验基础。 
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