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Abstract
AIM: To explore whether mesenchymal stem 
cells (MSCs) overexpressing CXCR4 show in-
creased colonization ability and confer better 
liver regeneration in mice.

METHODS: MSCs were modified with CXCR4 
gene (CXCR4-MSCs) or not (Null-MSCs) through 
lentiviral transduction. The characteristics of 
CXCR4-MSCs and Null-MSCs were determined 
by RT-PCR and flow cytometry. CXCR4-MSCs 
and Null-MSCs were infused intravenously 24 
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CXCR4转染的骨髓间充质干细胞靶向治疗急性肝衰竭

马虎成, 施晓雷, 任昊桢, 袁献温, 丁义涛

®

■背景资料
近些年来基于干
细胞移植治疗肝
脏疾病的研究取
得了令人瞩目的
成就. 但是干细胞
在肝脏较低的定
植率制约了其疗
效. 为解决这一问
题, 本研究通过基
因修饰的方法使
骨髓间充质干细
胞(mesenchymal 
stem cell, MSCs)
高 表 达 C X C R 4 , 
并期望利用SDF-
1α /CXCR4之间
的趋化作用提高
移植MSCs在衰竭
肝脏的定植率. 

h after administration of CCl4 in nude mice. The 
concentration of SDF-1α in the damaged liver 
was detected by ELISA. Transwell migration as-
says were carried out to evaluate the migration 
ability of MSCs toward SDF-1α. The distribution 
of the stem cells, their survival rates, liver func-
tion, histopathology and hepatocyte regenera-
tion were analyzed. 

RESULTS: Transfected MSCs overexpressed 
CXCR4 at both gene and protein levels. In vitro, 
CXCR4-MSCs showed better migration capabil-
ity toward SDF-1α. In vivo imaging showed that 
CXCR4-MSCs migrated to the liver in greater 
numbers than Null-MSCs 5 d after intravenous 
infusion in mice with acute liver failure (ALF). 
Higher colonization led to a longer lifetime and 
better liver function. Immunohistochemistry 
analysis of Ki-67 showed increased cell prolif-
eration in the damaged liver of CXCR4-MSC-
treated animals. 

CONCLUSION: Genetically modified MSCs ex-
pressing CXCR4 show greater colonization abil-
ity and confer better functional recovery of the 
damaged liver. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 提高骨髓间充质干细胞(mesenchymal 
stem cell, MSC)移植治疗急性肝衰竭时在肝脏
的定植率及疗效. 

方法: 采用慢病毒转染使MSC过表达CXCR4

■同行评议者
潘兴华, 副主任医
师, 中国人民解放
军成都军区昆明
总医院干细胞与
组织器官工程研
究中心; 庄林, 主任
医师, 昆明市第三
人民医院肝病科
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■研发前沿
MSCs具有自我更
新、免疫调节和
旁分泌的作用, 被
认为是干细胞移
植研究领域的最
佳细胞来源. 本研
究聚焦于如何提
高移植MSCs在靶
器官的定植率. 诸
多研究证实SDF-
1α/CXCR4轴在干
细胞向损伤组织
的归巢过程中发
挥了重要作用.

基因, RT-PCR和细胞流式检测CXCR4表达. 
ELISA实验检测肝衰竭裸鼠肝脏MSC向基质
衍生因子-1α(stromal cell-derived factor-1α, 
SDF-1α)水平. 迁移实验检测转染的SDF-1α
趋化能力. 20%(V/V)四氯化碳(CCl4)橄榄油溶
液8 μL/g腹腔注射诱导裸鼠急性肝衰竭模型, 
24 h后尾静脉注射CXCR4转染的间充质干细
胞(CXCR4-MSC)和未转染的间充质干细胞
(Null-MSC). 于注射后各时间点活体示踪MSC
分布情况、裸鼠肝功能、生存率、组织病理
学改变和肝细胞增殖情况. 

结果: C X C R4-M S C高表达C X C R4 基因和
CXCR4蛋白, 肝衰竭裸鼠肝脏SDF-1α水平
升高, 与正常裸鼠相比有统计学差异. 体外迁
移实验证实CXCR4-MSC比Null-MSC具有向
SDF-1α更好的迁移能力. 体内活体成像显示
移植后5 d CXCR4-MSC主要定植在肝脏, 而
Null-MSC在肝脏和脾脏都有定植. 高定植率
使得转染组裸鼠比未转染组裸鼠肝细胞受损
更轻且具有更长的生存期, 同时转染组裸鼠肝
细胞增殖明显多于未转染组, 两者有统计学差
异. 我们的实验证实转染CXCR4 基因的骨髓
间充质干细胞能够更好地促进肝再生. 

结论: 基因修饰使骨髓间充质干细胞过表达
CXCR4 基因能够促进干细胞在肝脏的定植, 
改善肝功能, 提高肝细胞的再生和裸鼠的生存
率, 为干细胞移植治疗肝功能衰竭提供了更广
阔的应用途径. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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化因子受体4; 基因修饰

核心提示: 骨髓间充质干细胞(mesenchymal stem 
cell, MSC)移植有望替代肝移植, 成为急性肝衰

竭的新手段. 但干细胞在肝脏较低的定植率制约

了其疗效. 骨髓间充质干细胞向基质衍生因子

-1α(stromal cell-derived factor-1α, SDF-1α)/CXCR4
轴在干细胞向损伤组织的归巢过程中发挥了重

要作用. 我们通过基因修饰的方法使MSCs高表

达CXCR4, 体外活体示踪证实了CXCR4修饰的

MSCs在衰竭肝脏中的定植率要明显高于未修饰

者. 而更高的定植率也导致了更长的生存期和更

好的肝功能恢复. 
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0  引言

近些年来, 骨髓间充质干细胞(mesenchymal stem 
cell, MSC)已被证实具有免疫抑制和修复损伤组

织的能力[1,2]. 并且大量基于干细胞移植治疗的

研究已在医学领域取得了令人瞩目的成果, 为
多种疾病的治疗提供了新的思路. MSC移植也

已被用于治疗包括急性肝衰竭在内的各种终末

期肝病的实验及临床研究[3-6]. 但同时国内外的

许多研究也发现了细胞移植疗效不佳的现象, 
对这一系列文献的回顾性研究发现制约MSC移
植疗效的主要原因是由于移植的MSC在肝脏的

定植率较低, 不能完全发挥MSC损伤修复的作

用[7]. 
目前一系列关于促干细胞归巢的研究已经

证实了基质细胞衍生因子1α(stromal cell-derived 
factor-1α, SDF-1α)在促进移植干细胞向损伤组

织迁移过程中的作用[8-11]. SDF-1α是骨髓基质

细胞产生的CXC类趋化蛋白, 为已知的唯一能

与其受体CXCR4结合并能激活它的天然趋化

因子. SDF-1α和CXCR4广泛地、组成性地表达

于多种细胞和组织中, 包括免疫细胞、脑、心

脏、肝脏、肾、肺和脾. 大量的研究已经表明

SDF-1α/CXCR4轴在机体的损伤修复过程中担

任了非常重要的角色[12]. SDF-1α能够动员骨髓

内的干细胞, 并且通过与分布在干细胞表面的

CXCR4结合促进骨髓干细胞向损伤组织的迁移

与归巢. Zhang等[13]发现SDF-1α/CXCR4轴能够

显著提高移植的干细胞在梗死心肌中的数量, 
并且明显改善心肌功能. Liu等[14]也发现给予低

氧刺激能够加强MSC表达CXCR4, 进而促进了

肾脏损伤部位MSC的募集, 提高了功能恢复, 并
且减少了细胞凋亡. 

虽然损伤组织遭受低氧、内毒素、肿瘤

坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)等
炎症因子的刺激后, 可以提高骨髓内MSC表面

的CXCR4的表达, 但是经过多次传代培养后的

MSC表面低表达CXCR4[15]. 于是, 我们期望通过

慢病毒将CXCR4整合到移植的MSC基因组内, 
使得MSC稳定表达CXCR4, 来提高其向肝脏迁

移的效率和治疗急性肝衰竭的疗效. 

1  材料和方法

1.1 材料 转染和未转染CXCR4基因的人骨髓

间充质干细胞系(CXCR4-MSC和Null-MSC)购
自上海Invitrogen公司; ♂ 裸鼠(nu/nu)30只, 体

2014-06-08|Volume 22|Issue 16|WCJD|www.wjgnet.com
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■相关报道
大量的研究表明, 
SDF-1α/CXCR4
轴 在 干 细 胞 归
巢、趋化、表达
粘附分子、增殖
和存活中起重要
作 用 .  本 研 究 中
我们通过慢病毒
构建CXCR4修饰
的 M S C s 以 提 高
M S C s 的 迁 移 和
归巢能力. 该方法
在治疗急性肝衰
竭的研究中尚属
首 次 .  为 了 追 踪
干细胞在体内的
分 布 ,  本 研 究 利
用 D I R 荧光染料
(波长为700-800纳
米)标记MSCs, 体
内活体成像显示, 
相比Null-MSCs, 
CXCR4-MSCs具
有更强的向受损
肝脏迁移能力.

质量18-22 g, 由南京大学医学院附属鼓楼医院

实验动物中心提供. L-DMEM培养液、特级胎

牛血清、胰蛋白酶购自Gibco公司; RT-PCR试

剂盒(南京Biouniquer公司); APC标记的鼠抗人

CD184(美国BD Pharmingen公司); 四氯化碳, 
SDF-1α(美国Sigma公司); ELISA试剂盒(美国

R&D公司); Ki-67抗体(Abcam公司); Transwell小
室(德国Millipore公司); DiR荧光染料(北京Fanbo 
Biochemicals公司). 
1.2 方法

1.2.1 裸鼠急性肝衰竭模型建立: 将CCl4按照体积

比1∶4溶于橄榄油配成体积分数为20%CC l4橄

榄油溶液; CCl4橄榄油溶液以8 μL/g的量腹腔注

射诱导裸鼠急性肝衰竭(acute liver failure, ALF)
模型. 
1.2.2 RT-PCR检测CXCR4表达: 提取CXCR-MSC
和Null-MSC总RNA, 立即用于逆转录. 使用BU-
SuperScript RT kit试剂盒进行逆转录, 具体如下: 
在EP管中加入10 μL DEPC水, 1 μL引物, 1 μL
模板RNA, 1 μL dNTP, 短暂离心后65 ℃水浴5 
min, 立刻0 ℃冰水浴至少1 min. 短暂离心后冰

上操作: 加入4 μL 5×First-Strand Buffer, 1 μL 0.1 
MDTT, 1 μL RNase Inhibitor, 1 μL SSⅢ逆转录酶, 
短暂离心后50 ℃水浴60 min进行逆转录, 70 ℃
水浴15 min灭火逆转录酶, 立即进行PCR. PCR
反应条件为94 ℃ 1 min, 58 ℃ 50 s, 72 ℃ 90 s, 进
行40个循环, 然后72 ℃ 10 min完成. 引物序列为: 
CXCR4上游引物: 5'-ggtggtctatgttggcgtct-3', 下游

引物: 5'-tcgatgctgatcccaatgta-3'; β-actin上游引物: 
5'-ggcatggggtcagaaggatt-3', 下游引物: 5'-gaggcgta-
cagggatagcac-3'. PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳. 
1.2.3 流式细胞术检测CXCR4表达: 大约1×106

个细胞装入流式管中1500 r/min离心5 min, 加
入1 mL PBS重悬后加入20 μL APC标记的抗人

CD184抗体, 室温避光孵育20 min, 1500 r/min离
心5 min, 1 mL PBS洗3遍. 500 μL PBS重悬, 上流

式细胞仪检测. 
1.2.4 ELISA检测肝衰竭肝脏SDF-1α水平: 取100 
mg冰冻肝衰竭肝脏组织, 加入1 mL PBS, 用玻

璃研磨器制成肝组织匀浆, 匀浆用离心机12000 
r/min离心5 min, 取上清按照说明书用ELISA试

剂盒进行检测, 获得肝衰竭肝组织匀浆SDF-1α
浓度. 
1.2.5 迁移实验: 采用孔径为8 μm的聚碳酸酯膜

(Millipore)进行迁移实验, 将CXCR-MSC和Null-
MSC以2×105个细胞/mL的密度培养在上层小

室, 下层小室为600 μL浓度为30 ng/mL的SDF-
1α溶液. 37 ℃培养10 h, 轻轻挂掉膜上表面的细

胞, 然后将膜用4%的多聚甲醛固定15 min, 再用

0.5%的结晶紫染色10 min, 在显微镜下观察迁移

细胞的数量. 
1.2.6 活体成像示踪移植细胞在体内分布情况: 
细胞移植前将DiR染料(2 mL, 50 μmol/L)加入到

培养瓶里, 与细胞37 ℃孵育20 min, PBS洗两遍, 
加入胰酶消化细胞, 1500 r/min离心5 min, PBS重
悬, 制备成细胞悬液尾静脉注射. 移植后5 d, 用小

动物活体成像系统观察移植细胞在体内的分布. 
1.2.7 肝功能检测和生存期比较: 所有动物建模

后随机分3组, PBS对照组(n  = 25), CXCR4-MSC
组(n  = 25)和Null-MSC组(n  = 25). 各组诱导24 h
后, PBS对照组尾静脉注射PBS 100 μL, CXCR4-
MSC组尾静脉注射CXCR4-MSC悬液100 μL(约
1×106), Null-MSC组尾静脉注射Null-MSC悬液

100 μL(约1×106). 每组随机抽取10只裸鼠进行

生存期的比较. 余下的每组15只移植后1-5 d和
1-3 wk定期抽血检测肝功能、组织病理学改变

并统计3组裸鼠的生存期. 
1.2.8 肝细胞增殖情况检测: 在移植后第2周取肝

组织做石蜡切片并行Ki67免疫组织化学染色, 随
机选择6个高倍视野, 计算肝脏细胞增殖数目, 计
算各组平均值, 观察各组肝脏细胞的增殖情况. 

统计学处理 实验结果用mean±SD表示. 采
用SPSS19.0统计学软件进行数据处理, 组间比

较应用独立样本t检验, 生存期分析采用Kaplan-
Meier曲线, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 CXCR4-MSC的鉴定 RT-PCR显示CXCR4-
MSC高表达CXCR4基因, 而Null-MSC检测不

到CXCR4条带, 表明构建的CXCR4-MSC成功, 
而经过多代培养后的M S C不表达或者低表达

CXCR4基因(图1A). 流式细胞术显示有83.9%的

CXCR4-MSC表达CXCR4蛋白, 表明CXCR4分
布于细胞表面, 是SDF-1α有效结合位置(图1B). 
2.2 CXCR4强化了MSC向SDF-1α的迁移 CCl4

以8 mL/g的量腹腔注射, 并在注射后的第3、5、
7天和第2、3周检测肝脏组织匀浆中的SDF-1α
水平. 结果显示相比较正常肝脏, 给予8 mL/g的
CCl4后, SDF-1α水平明显升高, 并且在3 wk内保

持一个较稳定的水平(图2A). 随后的迁移实验

显示CXCR4修饰过的MSC向SDF-1α的迁移数

量明显多于修饰的MSC(图2B), 分别为CXCR4-

2014-06-08|Volume 22|Issue 16|WCJD|www.wjgnet.com



2232               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2014年6月8日    第22卷   第16期 

■应用要点
本研究证实了修
饰CXCR4 基因可
以提高MSCs向损
伤肝脏的迁移与
定植能力. 因此静
脉移植 C X C R 4 -
MSCs或许是一种
有效和无创的治
疗急性肝衰竭的
新手段.

MSC: 27.4/高倍镜视野, Null-MSC: 9.6/高倍镜视

野, 两者有统计学差异(P <0.01)(图2C). 
2.3 MSC在体内的分布情况 我们采用IVIS系统

示踪移植细胞在体内的分布. 细胞移植后5 d发

现CXCR4组只有在肝脏处检测到一个强烈的近

红外信号, 其余部位均检测不出近红外信号, 表
示移植后5 d CXCR4-MSC全部分布于肝脏; 而
在Null组, 肝脏和脾脏均检测到近红外信号, 且
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图  2  体外迁移实验. A: 不同剂量CCl4肝组织匀浆中SDF-1α浓度; B: CXCR4-MSC和Null-MSC向50 ng/mL SDF-1α迁移

图片; C: 每个高倍镜视野迁移细胞数. 结果为5个视野平均细胞数, aP<0.05. SDF-1α: 基质衍生因子-1α; ALF: 急性肝衰竭.

图  1  CXCR4-MSC的鉴定. A: RT-PCR检测CXCR4基因表达情况. B: 流式细胞术检测MSC细胞膜表达CXCR4蛋白情况.
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■同行评价
该文探讨CXCR4
转染后的骨髓间
充质干细胞向急
性肝衰竭动物肝
脏靶向迁移及疗
效, 获得了有一定
创新性和科学意
义的结果.

A B
图  3  移植细胞活体成像示踪. A: 

CXCR4-MSC在裸鼠体内的分布. 几

乎所有信号均集中于肝脏, 脾脏位置

无信号, 说明CXCR4-MSC主要分

布于肝脏, 其他脏器无定植; B: Null-

MSC在裸鼠体内的分布. 肝脏和脾

脏均有信号, 且强度几乎相等, 说明

Null-MSC主要分布在肝脏和脾脏.
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图   4   转 氨 酶 、 病 理 学 和 生 存 曲
线. A, B: ALT和AST水平. 细胞移植

组(CXCR4-MSC、Null-MSC)与

PBS组相比转氨酶水平均显著降低

(aP<0.05). 而CXCR4组相比Null组转

氨酶水平降低更多, 两者有统计学差

异(aP <0.05); C-F: 肝脏HE染色; C: 

正常肝脏; D: 急性肝衰竭肝脏; E: 肝

衰竭后移植Null-MSC; F: 肝衰竭后

移植CXCR4-MSC; G: 各组裸鼠生

存曲线.
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强度几乎相等, 表明移植的Null-MSC在肝脏和

脾脏均有定植, 对肝脏无靶向性(图3). 
2.4 肝功能、组织病理学和生存曲线 组织病理

学HE染色分析显示正常肝脏颜色均匀, 具有完

整的肝小叶结构(图4A), 而急性肝衰竭肝脏呈

现出大片坏死, 肝细胞肿胀、充血, 肝小叶结构

遭到破坏(图4B). CXCR4-MSC和Null-MSC移
植均减少了肝细胞坏死区域, 而CXCR4-MSC组
坏死区域面积要比Null-MSC组少(图4A-C、图

4A-D). 与对照组相比, CXCR4-MSC组和Null-
MSC组转氨酶水平均有所降低, ALT分别降低

了76.09%和60.88%, AST分别降低了52.00%和

31.11%, CXCR4-MSC组明显降低更多, 两者有

统计学差异(P <0.05)(图4C-F). 而生存率方面, 
CXCR4-MSC组和Null-MSC组4 wk时生存率分

别为80%和50%, 两者有显著差异(图4G). 由以

上数据可以看出CXCR4-MSC相比较Null-MSC
更具有肝保护作用. 
2.5 CXCR4-MSC促进了肝细胞增殖 为了评估干

细胞移植对肝细胞增殖情况的影响, 本研究采

用Ki67免疫组织化学实验. Ki67阳性表达细胞核

着棕黄色, 细小颗粒状, 疏密不等. 细胞移植后

2 wk, 取各组小鼠肝脏制成石蜡切片, 结果显示

PBS组、CXCR4-MSC组和Null-MSC组肝脏组

织阳性细胞数分别为14.6±3.5、66.2±14.5和
41±4.2, 后两组有统计学差异(P <0.05)(图5). 

3  讨论

肝衰竭导致的肝细胞损伤会刺激一系列的细胞

因子和趋化因子的分泌, 而这些因子参与了随

后的损伤修复. SDF-1α是其中非常重要的一种

细胞因子, 在干细胞的募集和归巢方面起了核

心作用. 本实验检测到肝衰竭肝脏组织匀浆中

SDF-1α的浓度明显升高. CXCR4作为SDF-1α
的受体, 与SDF-1α共同了参与了MSC募集的过

程. 但是MSC在体外培养和增殖过程中会逐渐丢

失CXCR4的表达, 导致细胞表面CXCR4数量减

少, 从而对SDF-1α的迁移能力减弱[15]. 因此, 我
们采用慢病毒转染的方法使MSC过表达CXCR4, 
之后我们采用细胞流式术检测了细胞膜上的

CXCR4的表达情况, 结果显示转染组有83.9%的

MSC表达CXCR4, 过表达的CXCR4强化了MSC
对SDF-1α的迁移能力, 同时体内活体示踪实验

也证实: 修饰CXCR4基因后, 除了肝脏之外MSC
在其他器官几乎无定植. 因此, 正如我们所预想, 
修饰CXCR4基因后促进了MSC在受损肝脏的 
定植. 

目前干细胞移植实验已在世界范围内广泛

■同行评价
该方法可有望获
得高质量的肝细
胞并建立冷冻肝
细胞库, 为药理毒
理学研究、生物
人工肝及细胞治
疗提供理想细胞
材料.
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开展, 但是疗效并不能令人十分满意. 一项正在

进行的干细胞治疗临床实验显示通过门静脉注

射的干细胞只有不超过5%能够在肝脏检测到[16]. 
而另一项研究显示采用肝动脉途径注射干细胞, 
能将这一比例提高到20%-30%[17]. 但即便如此, 
大部分的细胞仍然分布在其他脏器, 而目前能

够提高移植干细胞在靶器官定植的方法主要包

括采用支架材料作为载体, 如PCL支架[18]、水凝

胶支架[19]和PLGA支架[20]等. 支架材料具有生物

可降解性、无免疫源性、无毒、易于成型加工

等优点, 但其表面的生物惰性不利于细胞在其

上的黏附, 因此, 这类材料在用作支架材料时必

须进行一定的表面改性, 即表面生物功能化. 这
一点限制了支架材料的应用. 另一种有效的方

式是基因修饰[21,22]. 我们选择慢病毒作为载体, 
慢病毒能够将目的基因整合到宿主细胞染色体

内, 使得宿主细胞在增殖后仍然能够稳定表达

目的基因编码的蛋白. 同时慢病毒具有低免疫

原性和高丰度表达的优点, 特别适合作为基因

修饰的载体[23]. 实验证实我们采用慢病毒构建的

MSC稳定表达CXCR4, 并且CXCR4-MSC具有

肝脏的归巢能力. 
到目前为止, 干细胞修复器官衰竭的具体

机制仍有争议[24,25]. 在MSC移植治疗肝衰竭方

面最早认为干细胞通过转分化作用来替代损

伤坏死肝细胞[26,27], 但是这种说法最近受到了

质疑 ,  有研究者报道在受体体内只能检测到

有限的存活的供体干细胞[28]. 最新的研究更加

支持MSC主要通过旁分泌/自分泌作用的观点
[29,30]. MSC在体外能分泌可溶性物质、 细胞表

面分子以及细胞外基质, 包括血管内皮生长因

子(vascular endothelial growth factor)、肝细胞

生长因子(hepatocyte growth factor)、胰岛素样

生长因子(insulin-like growth factor-1)、内皮生

长因子(epidermal growth factor)、NO、角质细

胞生长因子、SDF-1α、巨噬细胞炎症蛋白1a
和促红细胞生成素(erythropoietin)[31]. 这些释

放的因子对细胞的生存和生存至关重要. 本实

验中我们在CXCR4-MSC组和Nul l-MSC组观

察到了更多的肝细胞增殖. 因此, MSC移植改

善肝功能的其中一个机制就是增加了肝细胞 
增殖. 

总之, 我们证实了采用慢病毒转染CXCR4
基因能够显著促进MSC在衰竭肝脏的定植率, 
并且通过增加肝细胞增殖改善了肝功能, 降低

了死亡率. 因此, 我们认为外周静脉输注CXCR4

基因修饰过的MSC是一种有效和无创的治疗急

性肝衰竭的新型方式. 
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