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SDF-1对骨髓间充质干细胞迁移和细胞外基质形成的影响
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摘 要:目的 探讨基质细胞衍生因子(stromalcell-derivedfactor-1,SDF-1)对大鼠骨髓间充质干细胞(bonemarrow
mesenchymalstemcells,BMSCs)迁移、胶原RNA表达及细胞膜片细胞外基质表达的影响。方法 CCK-8和Transwell
细胞迁移实验观察SDF-1对BMSCs增殖和迁移的影响;实时荧光定量PCR检测BMSCs胶原RNA的表达水平;蛋白

质印迹法检测BMSCs细胞膜片胶原蛋白的表达水平;酶联免疫吸附试验检测BMSCs细胞膜片培养基上清透明质酸

(HA)的表达水平。结果 SDF-1趋化BMSCs迁移作用的强度与浓度相关,对细胞的增殖无明显影响;SDF-1降低BM-
SCsⅠ型胶原与Ⅲ型胶原RNA和蛋白相对表达量的比值,并显著升高BMSCs细胞膜片透明质酸表达水平(P<0.05)。
结论 SDF-1在适宜的浓度范围内,可显著促进BMSCs的迁移,降低Ⅰ型胶原与Ⅲ型胶原RNA和蛋白相对表达量的比

值,并可提高透明质酸的表达水平。
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  Abstract: Objective Toinvestigatetheeffectsofstromalcell-derivedfactor-1(SDF-1)onthemigration,

collagenRNAexpressionandextracellularmatrixexpressionofratbonemarrowmesenchymalstemcells(BM-
SCs). Methods TheeffectsofSDF-1onBMSCsproliferationandmigrationwereobservedbyCCK-8assay
andTranswellcellmigrationassay,respectively.ThecollagenRNAexpressioninBMSCswasdetectedbyreal-
timefluorescencequantitativePCR.ThecollagenproteinexpressioninBMSCscellsheetswasdetectedby
Westernblotting.Thehyaluronicacid(HA)expressioninBMSCscellsheetculturemediumwasdetectedby
enzyme-linkedimmunosorbentassay. Results ThechemotacticeffectofSDF-1onBMSCsmigrationwas
concentration-dependent,whileithadnosignificanteffectoncellproliferation.SDF-1decreasedtheratioof
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RNAexpressiontoproteinexpressionintypeⅠcollagenandtypeⅢcollagen,andsignificantlyincreasedthe
HAexpressionlevelinBMSCscellsheets(P<0.05). Conclusion Withinasuitableconcentrationrange,

SDF-1cansignificantlypromoteBMSCsmigration,reducetheratioofRNAexpressiontoproteinexpressionin
typeⅠcollagentotypeⅢcollagen,andenhanceHAexpressionlevels.
  Keywords: stromalcell-derivedfactor-1;bonemarrowmesenchymalstemcells;cellhoming;collagens;

hyaluronicacid

  临床上,牙髓感染坏死的年轻恒牙因牙根发育停

止,根尖孔敞开,牙根短且根管壁薄,不协调的冠根比

例和弱的牙根抗力使患牙难以承受正常的咬合功能,
常导致牙齿过早丧失。传统的治疗方法如根尖诱导成

形术、根尖屏障术无法解决牙根发育、牙根抗力不足的

难题[1]。组织工程学的发展为解决这一难题提供了新

的思路。牙髓血运重建是无干细胞移植细胞归巢形式

的再生性牙髓治疗,通过对感染根管进行彻底的清理

和消毒,根尖刺激引导血液进入根管,在根管内形成的

血凝块作为天然支架并提供多种生长因子,来自局部,
如根尖区残留牙髓、根尖牙乳头、根周牙周膜和颌骨的

干细胞,以及从其他组织归巢的干细胞进入根管,在根

管内形成新生的牙髓样组织,牙根继续发育[2]。然而,
牙髓再生性治疗所面临的挑战之一是诱导形成的新生

组织中含有大量的骨样/牙骨质样矿化组织,而非真正

意义上的牙髓-牙本质复合体[3],新生组织不具有完

整的牙髓-牙本质复合体功能,广泛及快速的矿化将

使组织失去来自血运提供的营养供给,并导致根管钙

化堵塞[2,4]。
组织修复再生过程中细胞外基质(extracellular

matrix,ECM)的重构至关重要,适当的调控ECM 有

利于受损组织的修复,促进组织的再生愈合,否则新生

组织向非细胞瘢痕组织纤维化方向发展[5]。基质细胞

衍生因子(stromalcell-derivedfactor-1,SDF-1)是趋

化因子家族中的一员,通过与受体CXC趋化因子受体

4(CXCchemokinereceptor4,CXCR4)和CXCR7结

合发挥生物学功能,包括细胞归巢、血管生成、炎症反

应等病理及生理过程[6]。本课题组在前期的研究中将

SDF-1应用于再生性牙髓治疗,动物体内的原位研究

结果显示,在根管中植入SDF-1水凝胶14d和6周,
根管中可见新生的血管丰富的疏松结缔组织,仅少量

钙化组织形成[7-8],为了揭示SDF-1的这一作用机制,
本研究将通过观察SDF-1对骨髓间充质干细胞(bone
marrowmesenchymalstemcells,BMSCs)增殖、迁移

及胶原形成功能的影响,初步探讨SDF-1在再生性牙

髓治疗中可能发挥的作用,为临床转化应用提供科学

依据。

1 材料和方法

1.1 实验动物 14天龄SD大鼠1只,由广西医科大

学动物 实 验 中 心 提 供(许 可 证 号:SCXK 桂2014-
0003)。动物实验经广西医科大学实验动物福利与伦

理委员会审批通过(批准号:202212009)。

1.2 主要实验试剂及器材 BMSCs完全培养基[赛
业(广州)生物科技有限公司]、BMSCs成骨诱导分化

试剂盒[赛业(广州)生物科技有限公司]、BMSCs成脂

诱导分化试剂盒[赛业(广州)生物科技有限公司]、

DMEM/F12培养基(赛默飞世尔科技)、CCK-8试剂

盒(上海百赛生物技术股份有限公司)、流式细胞术抗

体[碧迪医疗器械(上海)有限公司]、大鼠基质细胞衍

生因子[生工生物工程(上海)有限公司]、L-抗坏血酸

(上海麦克林生化科技有限公司)、TRIGene总RNA
提取试剂(北京康润诚业生物科技有限公司)、逆转录

试剂盒(南京诺唯赞生物科技股份有限公司)、实时荧

光定量快速PCR反应试剂盒(北京康润诚业生物科技

有限公司)、GAPDHRabbitAntibody[艾比玛特医药

科技(上海)有限公司]、Anti-CollagenⅠ RabbitpAb
[艾比玛特医药科技(上海)有限公司]、CollagenⅢ
Antibody[艾比玛特医药科技(上海)有限公司]、Goat
Anti-RabbitIgG-HRP[艾比玛特医药科技(上海)有
限公司]、大鼠透明质酸(HA)ELISA科研试剂盒(江
苏酶免实业有限公司)、8μmTranswell细胞小室(广
州洁特生物过滤股份有限公司)。

1.3 实验方法

1.3.1 BMSCs的分离培养与鉴定

1.3.1.1 BMSCs的分离培养 14天龄SD大鼠1
只,颈椎脱臼法处死,消毒后无菌环境下分离股骨和胫

骨,用大鼠骨髓间充质干细胞完全培养基(下称干细胞

培养基)冲洗骨髓腔,收集冲洗液,离心,弃上清。干细

胞培养基重悬细胞,接种于培养瓶中,37℃培养,待细

胞贴壁 生 长 至80%,传 代。后 按 此 方 法 培 养 及 传

代[9]。

1.3.1.2 BMSCs的鉴定 ①成骨诱导:取生长状态

良好的BMSCs按2×104 个/平方厘米的细胞密度接

种至6孔板,待细胞融合达70%,使用成骨诱导分化

培养基诱导2周,茜素红染色;②成脂诱导:同上细胞

接种至6孔板,待细胞融合达100%时,成脂诱导分化

培养基诱导2周,油红 O染色;③流式细胞术对细胞

表面标志物CD29、CD34、CD45和CD90进行检测。
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1.3.2 细胞增殖实验 取BMSCs接种于96孔板(2
×103 个 细 胞/孔),待 细 胞 贴 壁 后 用 含 SDF-1 的

DMEM/F12完全培养基(含10%血清)培养,根据

SDF-1的含量不同分为6组,分别为0ng/mL(对照

组)、500pg/mL、1ng/mL、12.5ng/mL、25ng/mL及

50ng/mL。37℃、5%CO2、饱和湿度条件下培养,分
别于细胞贴壁后0d、1d、3d、5d、7d行CCK-8检测。

1.3.3 细胞迁移实验 实验分组同1.3.2。采用不

含血清的DMEM/F12培养基。取600μL含SDF-1
的培养基至Transwell下室,200μLBMSCs细胞悬液

接种至上室(5×104 个细胞/孔)。37℃、5%CO2 培

养24h,结晶紫染色。显微镜下拍照,每组5个视野,
计数穿膜的细胞数。

1.3.4 实时定量PCR检测胶原RNA的表达 实验

分组同1.3.2。取BMSCs接种到6孔板,细胞贴壁

后,根据分组分别加入含SDF-1的DMEM/F12完全

培养基培养48h。TRIGene试剂提取总RNA,逆转

录试剂盒将其逆转成cDNA,实时荧光定量快速PCR
反应试剂盒进行实时定量PCR扩增。建立20μL的

PCR反应体系[1μLcDNA、0.5μL正向引物(10

μM)、0.5μL反向引物(10μM)、10μL2×PCR预混

液、8μLRNase-freeH2O]。PCR反应条件为:预变

性(95℃,2min),变性(95℃,15s),退火/延伸(60
℃,30s),变性和退火/延伸2个步骤进行40个循环。
检测Ⅰ型胶原和Ⅲ型胶原RNA表达,以GAPDH 作

为内参,基因引物序列由生工生物合成,如表1。

表1 相关基因及引物序列

基因 引物序列(5′→3′)

Gapdh 正向:CAAGTTCAACGGCACAGTCAAGG
反向:ACATACTCAGCACCAGCATCACC

Col1a1 正向:TGGTCCTGCTGGCAAGAATGG
反向:TCTGTCACCTTGTTCGCCTGTC

Col3a1 正向:AGTCGGAGGAATGGGTGGCTATC
反向:CAGGAGATCCAGGATGTCCAGAGG

1.3.5 蛋白质印迹法检测BMSCs细胞膜片胶原蛋

白的表达 取BMSCs消化种板,细胞贴壁后,实验组

用含500pg/mL、12.5ng/mL及50ng/mLSDF-1的

细胞膜片诱导培养基(BMSCs干细胞培养基+L-抗坏

血酸,L-抗坏血酸的终浓度为50μg/mL)培养,对照

组不含SDF-1。培养10d,提取总蛋白,使用蛋白印迹

法检测Ⅰ型胶原与Ⅲ型胶原的蛋白表达,以GAPDH
作为内参。各抗体浓度:GAPDH(1∶12500)、Ⅰ型胶

原(1∶1300)、Ⅲ型胶原(1∶2200)、二抗(1∶8000)。

1.3.6 ELISA检测BMSCs细胞膜片透明质酸的表

达 1.3.5实验中细胞膜片诱导成功后,收集培养基,
在4℃、2500r/min条件下离心20min,收集上清,-
80℃保存备用。检测步骤参考ELISA试剂盒说明书

进行。用标准品的浓度与OD值计算出标准曲线的直

线回归方程,将样品的OD值代入方程式计算出浓度。

1.4 统计学方法 使用GraphPadprism10软件对

数据进行统计分析。数据先进行正态性检验,若数据

为正态分布,以(췍x±s)表示,根据是否配对行两独立样

本t检验或配对t检验。若为多个组,根据方差齐性行

One-wayANOVA或 WelchANOVA,后续行两两比

较;若数据为偏态分布,以 M(QR)表示,行非参数检

验。若为多个组,后续行两两比较。所有实验均重复

3次,以双侧P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 BMSCs的培养和鉴定 如图1A可见细胞贴壁

形成梭形集落;在成骨诱导后,可见细胞间有染成红色

的钙结节沉积(见图1B);成脂诱导后细胞内可见多个

染成红色的脂滴(见图1C),表明分离的细胞具有成骨

向分化及成脂向分化的干细胞多向分化能力;图1D~
1G显示,CD34、CD45为阴性表达,CD29、CD90为阳

性表达,符合间充质干细胞特征[10-11]。

2.2 SDF-1对细胞增殖的影响 如图2细胞培养7
d,各组 间 差 异 有 统 计 学 意 义(H =14.899,P <
0.05),但各组细胞增殖能力与对照组相比差异无统计

学意义(P>0.05)。
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注:A.细胞呈梭形;B.茜素红染色见红色的钙化结节;C.油红O染色显示细胞内红色脂滴;

D.CD34为阴性表达;E.CD45为阴性表达;F.CD29为阳性表达;G.CD90为阳性表达。

图1 BMSCs分离培养及鉴定

图2 不同浓度SDF-1对细胞增殖的影响

2.3 SDF-1对细胞迁移的影响 各组间差异有统计

学意义(F=4.296,P <0.05)。如图3显示SDF-1
浓度为12.5ng/mL时BMSCs从上室迁移至下室的

细胞数量最多[(59±9)个],25ng/mL组次之[(58±
12)个],与对照组相比[(35±9)个],差异有统计学意

义(P<0.05)。6组中50ng/mL组细胞迁移数最少

[(33±17)个],与对照组相比差异无统计学意义(P
>0.05)。

注:A为对照组;B为500pg/mL组;C为1ng/mL组;D为12.5ng/mL组;E为25ng/mL组;

F为50ng/mL组;G为细胞迁移统计图。与对照组相比,*P<0.05。

图3 不同浓度SDF-1对BMSCs迁移的影响

2.4 SDF-1对BMSCs胶原RNA表达的影响 如表

2所示,与对照组相比,1ng/mL组、12.5ng/mL组、

25ng/mL组和50ng/mL组BMSCsColⅠ相对表达

量明显下降(P <0.05);5个浓度组BMSCsColⅢ
相对表达量与对照组相比差异无统计学意义(P >
0.05);与对照组相比,1ng/mL组、12.5ng/mL组和
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25ng/mL组ColⅠ 与ColⅢ相对表达量的比值明显

下降(P<0.05),其中12.5ng/mL组的比值下降最

明显。

表2 SDF-1对BMSCs胶原RNA表达的影响

分组
ColⅠ

相对表达量

ColⅢ
相对表达量

ColⅠ与ColⅢ
相对表达量的比值

对照组 1.01±0.10 0.966(0.914~1.098) 1.01±0.04
500pg/mL组 0.87±0.14 1.049(0.882~1.051) 0.88±0.12
1ng/mL组 0.77±0.11a 0.830(0.783~1.013) 0.86±0.08a

12.5ng/mL组 0.69±0.08a 0.943(0.875~1.067) 0.73±0.10a

25ng/mL组 0.70±0.06a 0.894(0.819~0.953) 0.81±0.11a

50ng/mL组 0.79±0.08a 0.929(0.840~0.943) 0.88±0.09
F 11.230 - 7.195
Z - 7.695 -
P <0.001 0.174 <0.001

 注:①表内正态分布计量资料数据以(췍x±s)表示,非正态分布

计量资料数据以 M(P25~P75)表示。②与对照组相比,a:P
<0.05。

2.5 SDF-1对BMSCs细胞膜片胶原蛋白表达的影响

 如图4及表3显示,各组间COLⅠ的表达差异无统

计学意义(P >0.05);与对照组相比,500pg/mL组

与50ng/mL组的 COL Ⅲ表达量显著上升(P <
0.05);与对照组相比,各组COLⅠ与COLⅢ相对表

达量的比值均显著下降(P<0.05)。

图4 蛋白印迹法检测BMSCs细胞膜片胶原蛋白的表达

表3 SDF-1对细胞膜片胶原蛋白的表达影响

分组
ColⅠ

相对表达量

ColⅢ
相对表达量

ColⅠ与ColⅢ
相对表达量的比值

对照组 0.83±0.07 0.54±0.28 1.35±0.25
500pg/mL组 0.82±0.16 1.08±0.12a 0.75±0.11a

12.5ng/mL组 0.78±0.09 1.03±0.22 0.74±0.08a

50ng/mL组 0.85±0.20 1.20±0.35a 0.73±0.08a

F 0.156 - 11.400
H - 6.883 -
P 0.922 0.049 0.007

注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示。②与对照组相比,a:P

<0.05。

2.6 SDF-1对BMSCs细胞膜片HA的表达的影响 

如表4所示,与对照组相比,SDF-1在浓度为12.5ng/

mL及50ng/mL时,能显著提高细胞外基质HA的表

达(P<0.05),其中12.5ng/mL组提高最明显。

表4 SDF-1对细胞膜片培养基上清 HA的表达影响

分组 浓度/(pg·mL-1)

对照组 636.90±29.39
500pg/mL组 673.59±56.47
12.5ng/mL组 887.59±71.39a

50ng/mL组 814.69±72.94a

F 4.340
P 0.016

注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示。②与对照组相比,a:P
<0.05。

3 讨论

细胞、细胞因子和支架是组织工程的三要素,由于

牙髓被硬组织包绕,牙髓的组织再生修复较身体其他

组织和器官更为困难和复杂。目前临床上开展的再生

性牙髓治疗或是通过根尖损伤引导血液进入根管,或
是在根管内植入各种生物活性物质,如富血小板纤维

蛋白、浓缩生长因子等,这些治疗方法都需要体内的干

细胞归巢到达根管内参与新生组织的形成[12-14],而根

尖周组织中的BMSCs是最有可能参与其中的干细胞

来源之一[15]。

SDF-1是具有趋化功能的细胞因子,其主要的受

体为CXCR4。CXCR4存在于包括BMSCs在内的多

种细胞表面[16],当机体组织受到损伤刺激时,损伤部

位的SDF-1浓度升高[17],通过SDF-1/CXCR4信号通

路趋化体内多种细胞归巢到达根管内参与牙髓组织的

修复和再生[18]。有研究报道,在建立了急性手术伤口

的动物模型上,SDF-1可加速伤口愈合,并且可以减少

瘢痕形成[19],SDF-1的这一作用提示它可能具有调控

细胞外基质重构的作用。细胞外基质的重构在一定程

度上影响着组织再生修复的发展方向,在瘢痕修复中,

Ⅰ型胶原与Ⅲ型胶原的比值上升,HA表达水平降低;
而在再生愈合中该比值则下降,HA表达水平升高[5]。

牙髓组织中的胶原类型主要为Ⅰ型和Ⅲ型,牙髓

中基质的主要成分为 HA[20-21]。目前文献报道的研究

结果显示,牙髓血运重建在根管内形成的新生组织并

非牙髓组织的再生,大量的骨样/牙骨质样矿化组织提

示这一过程是一个瘢痕修复的过程[2]。本课题组的前

期研究结果显示,在无髓根管内植入SDF-1不仅可以

趋化外周血中BMSCs归巢到根管内,新生组织中胶原

纤维的排列更有序,矿化组织的量更少,推测SDF-1
参与了新生组织细胞外基质重构的调控[22]。本研究

结果显示,SDF-1可降低BMSCsⅠ型胶原RNA相对
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表达量,Ⅰ型胶原与Ⅲ型胶原RNA相对表达量的比

值下降;而细胞膜片Ⅰ型胶原蛋白的表达没有明显变

化,但Ⅲ型胶原蛋白的表达水平升高,因此Ⅰ型胶原蛋

白与Ⅲ型胶原蛋白相对表达量的比值也表现为下降。
本研究结果中SDF-1主要影响Ⅰ型胶原 RNA的表

达,而在蛋白水平上主要影响Ⅲ型胶原蛋白的表达,出
现这种差异的原因可能是由于RNA的检测与蛋白质

的检测存在时空上的不同步,但无论是RNA水平还

是蛋白质水平,Ⅰ型与Ⅲ型胶原的比值都是降低的,提
示SDF-1参与了细胞外基质Ⅰ型和Ⅲ型胶原形成的

调控。此外,SDF-1也使 HA的表达水平升高。理论

上,这一调控作用有利于组织的修复向再生愈合的方

向发展,然而,体内环境下参与牙髓再生修复过程的细

胞和细胞因子之间具有非常复杂的网络关系,需要更

多的证据来揭示其复杂的作用机制。
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