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高表达CXCR4/CXCR7对小鼠胚胎肝干细胞

增殖、迁移和抗氧化应激损伤的影响
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儿童发育疾病研究教育部重点实验室, 儿童发育重大疾病国家国际科技合作基地, 

儿科学重庆市重点实验室, 重庆 400014)

摘要      该研究探讨了基质细胞衍生因子-1(stromal cell-derived factor-1, SDF-1)/趋化性细胞

因子受体4(chemotaxis cytokine receptor 4, CXCR4)和SDF-1/趋化性细胞因子受体7(CXCR7)对小

鼠胚胎肝干细胞14-19(HP14-19)增殖、迁移和抗氧化应激损伤的影响。重组腺病毒Ad-CXCR4和
Ad-CXCR7感染HP14-19细胞, 流式细胞术和Western blot检测细胞膜上CXCR4/CXCR7受体的表

达; MTT法检测细胞增殖; Transwell法检测细胞迁移; 过氧化氢(H2O2)处理细胞, 建立氧化应激损

伤模型, MTT法检测细胞活力; 酶学法检测乳酸脱氢酶(lactic dehydrogenase, LDH)和超氧化物歧

化酶(superoxide dismutase, SOD)活性。结果显示, 感染腺病毒Ad-CXCR4/CXCR7后, HP14-19细
胞膜CXCR4/CXCR7受体水平显著上调; 高表达CXCR7可增强细胞增殖活性, 而高表达CXCR4对
细胞增殖活性无显著效果; 高表达CXCR4或CXCR7可显著增强SDF-1诱导的HP14-19细胞的迁移

和氧化应激状态下的细胞存活率, 其中, CXCR7对迁移效应较强; 与对照组比较, 高表达CXCR4或
CXCR7可降低H2O2造成的细胞LDH活性, 增强SOD活性。因此, CXCR4参与了SDF-1诱导的HP14-
19细胞增殖作用, 且CXCR4/CXCR7介导SDF-1诱导HP14-19细胞的迁移和抗氧化应激损伤作用。 
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Abstract       The aim of this artical is to investigate the effect of SDF-1 (stromal cell-derived factor-1)/CXCR4 
(chemotaxis cytokine receptor 4) and SDF-1/CXCR7 on the proliferation, migration and anti-oxidative stress of mouse 
embryonic liver stem cells. Recombinant adenovirus which containing CXCR4 or CXCR7 gene was applied to infect 
HP14-19, respectively. Flow cytometry and Western blot were used to detect the expression of CXCR4 or CXCR7 as 
membrane receptors. Cell proliferation activity was detected by MTT assay. Transwell assay was carried out to evaluate 
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the SDF-1 induced migration ability of HP14-19 with CXCR4 or CXCR7 overexpression. HP14-19 was exposed to H2O2 
to establish oxidative injury model. The cell viability with CXCR4 or CXCR7 overexpression was measured by MTT 
assay. Microplate reader was to evaluate the LDH and SOD levels. The expression of CXCR4 and CXCR7 receptor on 
HP14-19 was significantly higher after infection with adenovirus. Overexpression CXCR7 but not CXCR4 could enhance 
the proliferation of HP14-19. Overexpression of CXCR4 or CXCR7 significantly enhanced SDF-1 induced cell migration 
and cell survival rate of oxidative stress, in which CXCR7 showed a stronger migration effect. Compared with the control 
group, overexpression of CXCR4 or CXCR7 could reduce the LDH level and increased SOD activity caused by H2O2. 
The results suggested that overexpression of CXCR4 was involved in the proliferation of HP14-19 mediated by 
SDF-1, and both CXCR4 and CXCR7 mediated the SDF-1 induced migration and anti-oxidative stress of HP14-19.
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肝干细胞移植对终末期肝病治疗具有重要意

义, 目前肝干细胞移植的方式多种多样[1-2]。但移植

后干细胞定植于损伤肝脏的数量有限, 病理微环境

对干细胞的氧化损伤导致细胞存活能力低下等, 这
些大大限制了干细胞移植技术在再生医学中的应

用[3]。如能有效提高干细胞向靶器官的定向迁移归

巢和抗氧化损伤能力, 对于提高干细胞移植治疗效

果无疑是一重大突破。基质细胞衍生因子-1(stromal 
cell-derived factor-1, SDF-1)属于趋化因子蛋白质家族

成员, 是一种由骨髓基质细胞和不成熟的成骨细胞分

泌的细胞因子, 对细胞有强烈的趋化作用[4-5]。SDF-1
及趋化性细胞因子受体4(chemotaxis cytokine receptor 
4, CXCR4)、趋化性细胞因子受体7(CXCR7)构成的

SDF-1/CXCR4/CXCR7途径介导干细胞定向迁移归巢

和抗氧化损伤的作用已受到广泛关注[6], 但在肝脏模

型中尚无相关研究, 且胚胎肝干细胞移植较其他干细

胞在肝脏疾病的临床应用中有更多优势。小鼠胚胎

肝干细胞14-19(HP14-19)稳定表达SV40T抗原, 是一

种可逆的、稳定的、非致瘤性的永生化干细胞, 长期

保持增殖活性和干细胞标志物, 可用于研究干细胞生

物学、肝脏器官形成、干细胞体内移植等多个方面[7], 
其可改善急性肝衰竭小鼠的肝功能, 但体内仅检测到

少量细胞。本研究通过腺病毒介导SDF-1的特异性

受体CXCR4/CXCR7在HP14-19细胞中高表达, 探讨

SDF-1/CXCR4/CXCR7途径对HP14-19细胞增殖、迁

移和抗氧化应激损伤的作用, 为提高肝干细胞移植治

疗终末期肝病的疗效提供理论依据和实验依据。

1   材料与方法
1.1   材料

小鼠胚胎肝干细胞株HP14-19由美国芝加哥大

学医学分子肿瘤实验室合作分离鉴定; 重组腺病毒

Ad-GFP、Ad-RFP、Ad-CXCR4、Ad-CXCR7由本实

验室保存; 胎牛血清、DMEM培养基、胰蛋白酶替代

物购自美国Gibco公司; SDF-1细胞因子购于Peprotech
公司; PE rat anti-mouse CD184(CXCR4)购于美国

Becton, Dickinson and Company公司, APC anti-human/
mouse CXCR7购自Biolegend公司; BCA蛋白质浓度

测定试剂盒购自碧云天生物技术研究所; 全蛋白质

提取试剂盒、MTT试剂盒购自凯基生物公司; LDH
试剂盒、MDA试剂盒、SOD试剂盒购自南京建成

生物研究所。

1.2   方法

1.2.1   检测重组腺病毒感染HP14-19细胞病毒滴度

确定      将HP14-19按30%细胞汇合度接种于24孔
板中, 待细胞贴壁后, 将重组腺病毒Ad-GFP、Ad-
RFP、Ad-CXCR4、Ad-CXCR7倍比稀释感染HP14-
19细胞, 继续培养48 h后, 荧光显微镜观察荧光阳性

表达细胞数, 筛选出最合适的感染滴度。

1.2.2   流式细胞术和Western blot检测HP14-19细胞

CXCR4/CXCR7受体表达      将HP14-19按30%细

胞融合度接种于6孔板中, 细胞贴壁后, 按病毒最适

感染滴度分别感染腺病毒Ad-GFP、Ad-RFP、Ad-
CXCR4、Ad-CXCR7, 48 h后胰蛋白酶替代物消化细

胞吹打均匀, PBS液洗2遍, 离心收集细胞。未处理

细胞作为空白对照组, 实验组分别加入PE rat anti-
mouse CD184和APC anti-human/mouse CXCR7抗体, 
避光孵育30 min, PBS洗2遍, 应用流式细胞仪检测各

细胞膜CXCR4/CXCR7的水平。同样培养的细胞感

染病毒后48 h, 用全蛋白质提取试剂盒提取细胞蛋

白质, BCA法测定蛋白质浓度, 5%浓缩胶、12%分

离胶电泳, 湿转法转膜, 封闭, 一抗4 °C过夜, 二抗室
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温1 h, TBST洗膜3次, ECL发光显影拍照。

1.2.3   MTT法检测HP14-19增殖活性      将HP14-19
按30%细胞汇合度接种于6孔板中, 细胞贴壁后, 按
病毒最适感染滴度分别感染腺病毒, 即Ad-GFP组、

Ad-RFP组、Ad-CXCR4组、Ad-CXCR7组。48 h后胰

蛋白酶替代物消化细胞, 吹打均匀, 按1×103/孔接种于

96孔板中, 每组设置5个复孔, 实验组每孔加入SDF-1
细胞因子(100 ng/mL)。于细胞贴壁后及1、3、5、7 d
分别加入1/10体积MTT试剂, 37 °C反应4 h, 弃上清, 加
入150 μL DMSO并充分振摇, 使结晶溶解后酶标仪于

490 nm波长处测量每孔的吸光度(D)值, 绘制增殖曲线。

1.2.4   Transwell检测HP14-19迁移能力      感染病毒

48 h后, 将以上分组细胞消化、吹打均匀, 分别接种

至Transwell小室中(孔径8 μm), 每组设置2个复孔。

Transwell上腔加入细胞悬液100 μL, Transwell下室

加入500 μL含有100 ng/mL SDF-1细胞因子的培养

基, 于37 °C孵箱培养; 24 h后取出Transwell小室, 吸
去Transwell上室多余液体, PBS清洗2遍, 用棉棒擦

去膜上层细胞。加入结晶紫染液, 染色5 min, PBS洗
2遍, 镜下观察; 100%乙醇200 μL溶解结晶紫, 多功

能酶标仪于570 nm波长测定吸光度。

1.2.5   MTT法检测HP14-19在氧化应激状态下细胞

存活率      将未处理HP14-19按每孔5×105个接种于

96孔板中, 分别设立空白组、对照组、实验组, 每组

5个复孔。待细胞贴壁后换成无血清培养基, 实验

组加入不同浓度H2O2, 使其终浓度分别为50、100、
200、400、800 μmol/L。24 h后每孔加入MTT试
剂50 μL, 37 °C孵育4 h, 弃培养基, 每孔加入150 μL 
DMSO, 多功能酶标仪检测吸光度(D)值, 按以下公

式计算每组细胞存活率, 选出最合适的H2O2浓度。

细胞存活率=(D实验组–D空白组)/(D对照组–D空白组)×100%。

再按对照组、实验组 (Ad-GFP组、Ad-RFP组、Ad-
CXCR4组、Ad-CXCR4+SDF-1组、Ad-CXCR7组、Ad-
CXCR7+SDF-1组, 将腺病毒处理48 h的细胞接种于96
孔板中, 每组5个复孔, 每孔5×105细胞。待细胞贴壁

后换成无血清培养基, 选择最合适的H2O2浓度建立

细胞氧化损伤模型, 同时, Ad-CXCR4+SDF-1组和Ad-
CXCR7+SDF-1组加入100 ng/mL SDF-1细胞因子作

为处理因素, 24 h后MTT法检测吸光度(D)值, 计算每

组细胞存活率。

1.2.6   酶标仪检测LDH、SOD活性      按上述分组

建立细胞氧化损伤模型后, 收集细胞以及细胞培养

液, 按乳酸脱氢酶(lactic dehydrogenase, LDH)试剂盒

和超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)试剂

盒说明书处理细胞及细胞培养液, 多功能酶标仪测

定吸光度, 计算各组LDH、SOD值。

1.3   统计学分析

数据均采用SPSS 19.0统计软件进行统计分析, 
计量资料以均数±标准差(x

_
±s)表示, 采用t检验或单

因素方差分析, 组间比较采用One-Way ANOVA分

析。P<0.05为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   重组腺病毒感染HP14-19细胞

采用Ad-GFP、Ad-RFP、Ad-CXCR4、Ad-CXCR7
感染HP14-19细胞后48 h, 荧光显微镜红/绿色荧光光

路下观察到各组细胞均有荧光表达, 且荧光强度相

当(图1), 说明病毒有效感染了HP14-19细胞。

2.2   流式细胞术与Western blot检测HP14-19细
胞膜受体CXCR4/CXCR7的水平

流式细胞术检测结果显示, CXCR4/CXCR7受体

在对照组水平分别为4.6%和27.5%, 感染Ad-CXCR4、
Ad-CXCR7后, CXCR4/CXCR7受体水平分别为44.3%和

77.4%(图2A~图2D); Western blot结果同样显示, 实验组

CXCR4/CXCR7蛋白质水平也明显高于对照组(图2E)。
2.3   SDF-1/CXCR4/CXCR7对HP14-19细胞增殖

能力的影响

与对照组相比, 高表达CXCR7可明显增加

HP14-19细胞的增殖能力(P<0.01), 高表达CXCR4后
HP14-19细胞的增殖活性稍有增高, 但无统计学意义

(图3)。
2.4   SDF-1/CXCR4/CXCR7对HP14-19细胞迁移

能力的影响

与对照组相比, 高表达CXCR4和CXCR7的
实验组迁移细胞均显著增加(P<0.05), 且高表达

CXCR7的HP14-19细胞组的迁移作用较高表达

CXCR4组更强(图4)。
2.5   SDF-1/CXCR4/CXCR7对HP14-19细胞生存能

力的影响

倒置显微镜下可见, H2O2处理后HP14-19细胞

变圆、皱缩。MTT法显示, 细胞存活率呈H2O2浓

度依赖性。当细胞存活率为70%左右, 即H2O2浓

度为200 μmol/L处理细胞时, 损伤相对适中, 有统

计学意义(P<0.05), 为最适氧化损伤模型浓度。
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图2   HP14-19细胞膜表面CXCR4/CXCR7受体的水平

Fig.2   The protein level of CXCR4/CXCR7 receptor on HP14-19 cell surface

*P<0.05, 与Ad-RFP组比较。

*P<0.05 vs Ad-RFP group.
图3   MTT法检测高表达CXCR4/CXCR7后HP14-19的增殖能力

Fig.3   The effect of CXCR4/CXCR7 on the proliferation of HP14-19 detected by MTT method
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在氧化损伤模型中, 高表达CXCR4/CXCR7本身

对HP14-19细胞的存活率没有显著作用, 且加入SDF-1
作为诱导因素后的细胞组存活率明显高于对照组和

高表达CXCR4/CXCR7细胞组(P<0.05)(图5)。
2.6   SDF-1/CXCR4/CXCR7对氧化损伤的HP14-
19细胞LDH、SOD活性的影响

在200 μmol/L H2O2建立的氧化损伤模型中, 与

对照组相比, SDF-1可诱导高表达CXCR4/CXCR7细
胞组的LDH活性降低, SOD活力增高, 组间比较有统

计学意义(P<0.05)(图6)。

3   讨论
肝干细胞具有高度增殖和自我更新潜能, 且其

作为组织工程种子细胞对于终末期肝病的治疗是目
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图4   Transwell检测高表达CXCR4/CXCR7后HP14-19的迁移能力

Fig.4   The effect of CXCR4/CXCR7 on the migration of HP14-19 detected by Transwell
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A: cell viability of HP14-19 treated with different concentrations H2O2; B: cell viability of different groups HP14-19 treated with 200 μmol/L H2O2. 
*P<0.05 vs CXCR4 group, #P<0.05 vs CXCR7 group.

图5   SDF-1诱导对高表达CXCR4/CXCR7的HP14-19细胞的存活作用

Fig.5   The effect of CXCR4 and CXCR7 on HP14-19 cell viability induced by SDF-1 
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前的研究热点之一, 但干细胞被非靶器官截获、细

胞存活能力低下等大大影响了其治疗效果。基质细

胞衍生因子SDF-1属于CXC(chemotaxis cytokine)家
族趋化因子成员, 是生物体内的一种关键细胞趋化

因子, 可与多种干/祖细胞表面的CXCR受体结合。

大量研究表明, SDF-1/CXCR4/CXCR7途径在干细胞

动员、增殖、迁移、黏附、存活和旁分泌等方面发

挥重要作用, 有助于提高干细胞基础治疗的有效性。

因此, 探索SDF-1/CXCR4/CXCR7途径对HP14-19的
生物学行为的影响, 明确是否有助于提高干细胞对

终末期肝病治疗的有效性奠定基础。

本课题组利用重组腺病毒感染HP14-19, 流式

细胞术及Western blot检测HP14-19细胞成功高表

达CXCR4/CXCR7受体。CXCR4促进干细胞的迁

移与归巢能力受到大家认可, Bhakta等[9]观察到, 提
高干细胞表面CXCR4的表达, 可显著增加SDF-1对
干细胞的趋化作用。高福来等[10]也提出, SDF-1/
CXCR4途径通过磷酸肌醇-3激酶/蛋白激酶C/核因

子-κB(nuclear factor-kappaB, NF-κB)途径、p42/44
促丝裂原活化蛋白激酶/EIk-1途径等几个互补信号

通路相互作用参与肝脏损伤的修复, 对移植的干细

胞定位到肝组织起到了关键作用。本研究发现, 高
表达CXCR4有助于HP14-19细胞的迁移, 但其迁移

能力较高表达CXCR7组稍弱, 且高表达CXCR7可增

加HP14-19细胞增殖能力。CXCR7对SDF-1的亲和

力较CXCR4更强, 且其对细胞增殖、迁移的研究结

果报道不一。有文献表明, SDF-1与受体CXCR7结

合活化, 激发下游信号通路, 从而影响干细胞的增

殖、迁移, 且这种迁移能力可以被抗体抑制, 但anti-
CXCR7对干细胞迁移的抑制作用没有anti-CXCR4
明显[8]。SDF-1激活CXCR7后不引起Ca2+流动, 这也

与CXCR4不同, 这表明CXCR7介导的信号通路与

CXCR4介导的经典G蛋白偶联通路或有不同。此外, 
CXCR7也可作为一种非信号的诱导受体存在。

机体遭受有害刺激时, 可产生氧化应激反应, 
乳酸脱氢酶(LDH)增加, 超氧化物歧化酶(SOD)减
少, 氧化系统和抗氧化系统失调, 有文章详细报道

了胆汁淤积中的氧化应激反应[11]。在干细胞治疗

肝病过程中, 移植干细胞受到机体微环境的不利影

响, 如氧化应激、炎症反应、缺血缺氧等[12-13]。而

SDF-1可通过CXCR7受体调节内皮祖细胞生物行为, 
SDF-1/CXCR4途径也参与抗氧化应激反应, 有利于

肝损伤的修复。故本研究通过SDF-1因子作用于高

表达CXCR4/CXCR7受体的HP14-19发现, HP14-19
在H2O2诱导的氧化应激模型中的生存率增加, LDH
产生减少, 抗氧化酶SOD的表达增加, 证实SDF-1/
CXCR4/CXCR7途径在抗氧化应激中发挥着一定的

作用。

综上所述, SDF-1可通过CXCR4/CXCR7受体影

响HP14-19的增殖、迁移归巢能力, 也可增加HP14-
19在氧化应激环境下的存活率和抗氧化损伤能力, 
这也许可提高干细胞体内移植治疗肝病的有效率, 
为临床应用提供可能途径。我们将进一步在动物

模型中探究高表达CXCR4/CXCR7受体是否有利于

A、B: 200 μmol/L H2O2氧化损伤模型中各组细胞的LDH活性及SOD活力。*P<0.05, 与CXCR4+H2O2组比较; #P<0.05, 与CXCR7+H2O2组比较。

A,B: LDH and SOD activity of cells induced by 200 μmol/L H2O2. *P<0.05 vs CXCR4+H2O2 group, #P<0.05 vs CXCR7+H2O2 group.
图6   SDF-1/CXCR4/CXCR7对氧化损伤HP14-19细胞的LDH、SOD活性的影响

Fig.6   The effect of SDF-1/CXCR4 and SDF-1/CXCR7 on the activity of LDH and SOD in HP14-19 of oxidative stress
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HP14-19细胞在损伤肝脏中的迁移、定植且保持更

高存活率, 并探索其具体作用机制。
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