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基础研究

超声微泡对骨髓间充质干细胞 ＣＸＣ 类趋化因子
受体 ４ 表达的影响
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【摘要】 　 目的　 探讨超声微泡(ＵＭ)对骨髓间充质干细胞(ＢＭＳＣｓ)ＣＸＣ 类趋化因子受体 ４(ＣＸＣＲ４)表
达的影响及可能机制ꎮ 方法 　 取雄性 ＳＤ 大鼠骨髓ꎬ将培养至第 ３ 代生长良好的 ＢＭＳＣｓ 分为对照组、超声

(ＵＳ)组、ＵＭ 组、ＵＭ＋过氧化氢酶组(ＵＭＣ 组)、ＵＭ＋ＡＭＤ３１００ 组(ＵＭＡ 组)、ＵＭ＋抗 ＣＸＣＲ４ 抗体组(ＵＭＣＸ
组)ꎮ 对照组不予特殊处理ꎬＵＳ 组采用频率为 １ ＭＨｚ、强度为 １ Ｗ / ｃｍ２ 的 ＵＳ 辐照 ３０ ｓꎬＵＭ 组在 ＵＳ 组基础上

加入微泡ꎬＵＭＣ 组在 ＵＭ 组基础上加入过氧化氢酶ꎬＵＭＡ 组在 ＵＭ 组基础上加入 ＡＭＤ３１００ꎬＵＭＣＸ 组在 ＵＭ
组基础上加入 ＣＸＣＲ４ 抗体ꎮ 采用 ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 技术测定对照组、ＵＳ 组、ＵＭ 组及 ＵＭＣ 组ＣＸＣＲ４
ｍＲＮＡ 的转录和蛋白表达水平ꎻ干预后即刻、５ ｍｉｎ、１５ ｍｉｎꎬ在显微镜下观察经 Ｆｌｕｏ￣４ / ＡＭ 标记的对照组、ＵＳ
组、ＵＭ 组 ＢＭＳＣｓ 胞内荧光强度ꎻ采用迁移实验观察 ６ 组 ＢＭＳＣｓ 向基质衍生因子￣１α(ＳＤＦ￣１α)的趋化能力ꎮ
结果　 ＵＳ 组 ＢＭＳＣｓ ＣＸＣＲ４ ｍＲＮＡ 转录和蛋白表达水平与对照组比较ꎬ差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ但均低

于 ＵＭ 组(Ｐ<０.０５)ꎻＵＭＣ 组 ＢＭＳＣｓ ＣＸＣＲ４ ｍＲＮＡ 转录和蛋白表达水平均较 ＵＭ 组低(Ｐ<０.０５)ꎮ ＵＳ 组细胞

内的荧光强度与对照组比较ꎬ差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ但均低于 ＵＭ 组(Ｐ<０.０５)ꎮ ＵＳ 组向ＳＤＦ￣１α的移

行细胞数(２２.４±２.２)与对照组(２０.５±２.３)比较ꎬ差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ但均少于 ＵＭ 组(５３.１±３.８)(Ｐ<
０.０５)ꎻＵＭＣ 组(３５.２±３.１)、ＵＭＡ 组(３２.５±２.８)和 ＵＭＣＸ 组(３０.７±２.９)向 ＳＤＦ￣１α 的移行细胞数均较 ＵＭ 组减

少(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 ＵＭ 可以促进 ＢＭＳＣｓ ＣＸＣＲ４ 的转录和表达ꎬ增加 ＢＭＳＣｓ 向 ＳＤＦ￣１α 的移行数ꎬ该效应可

能与钙离子的内流增加有关ꎮ
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∗Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔꎬ Ｚｈｏｎｇｄａ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｓｏｕｔｈｅａｓｔ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ. Ｎａｎｊｉｎｇ ２１０００９ꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: Ｔｏｎｇ Ｊｉａｙｉꎬ Ｅｍａｉｌ: ｊｙｔｏｎｇ８８＠ ａｌｉｙｕｎ.ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ￣ｅｘｐｏｓｅｄ ｍｉｃｒｏｂｕｂｂｌｅｓ (ＵＭ) ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＣＸＣ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４ (ＣＸＣＲ４) ｉｎ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ (ＢＭＳＣｓ) ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ.
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｔａｋｅｎ ｆｒｏｍ ｍａｌｅ Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔｓ. Ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ
ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ (ＵＳ) ｇｒｏｕｐꎬ ａｎ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ￣ｅｘｐｏｓｅｄ ｍｉｃｒｏｂｕｂｂｌｅｓ (ＵＭ) ｇｒｏｕｐꎬ ａ ＵＭ ｐｌｕｓ
ｃａｔａｌａｓｅ (ＵＭＣ) ｇｒｏｕｐꎬ ａ ＵＭ ｐｌｕｓ ＡＭＤ３１００ (ＵＭＡ) ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ａ ＵＭ ｐｌｕｓ ａｎｔｉ￣ＣＸＣＲ４ ａｎｔｉｂｏｄｙ (ＵＭＣＸ) ｇｒｏｕｐ.
Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｎｏｔ ｇｉｖｅｎ ａｎｙ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. Ｔｈｅ ＵＳ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １ ＭＨｚ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ａｔ １ Ｗａｔｔ ｐｅｒ ｓｑｕａｒｅ
ｃｅｎｔｉｍｅｔｒｅ ｆｏｒ ３０ ｓｅｃｏｎｄｓ. Ｔｈｅ ＵＭ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｐｌｕｓ ｍｉｃｒｏｂｕｂｂｌｅｓ. Ｔｈｅ ＵＭＣ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｔｒｅａｔｅｄ
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ｖｅｎｔｉｏｎꎬ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ Ｆｌｕｏ￣４ / ＡＭ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＵＳ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ＵＭ ｇｒｏｕｐ ｕｎｄｅｒ ａ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ. Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ
ＢＭＳＣｓ ｗｉｔｈ ｒｅｓｐｅｃｔ ｔｏ ｓｔｒｏｍａｌ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒ￣１α (ＳＤＦ￣１α) ｉｎ ａｌｌ ｓｉｘ ｇｒｏｕｐｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ
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ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＸＣＲ４ ｍＲＮＡ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＵＳ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ(Ｐ>０.０５)ꎬ
ｂｕｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｔｈｅ ＵＭＣ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＵＭ ｇｒｏｕｐ. Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ￣
ｔｅｎｓｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ＵＳ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ>０.０５)ꎬ ｂｕｔ ｔｈｏｓｅ
ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｂｏｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ＵＭ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５). Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｍｉｇｒａｔｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ＳＤＦ￣１α ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＵＳ (２２.４±２.２) ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (２０.５±２.３). Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｍｉｇｒａｔｉｎｇ ｔｏ ＳＤＦ￣１α ｉｎ ｔｈｅ ＵＭ ｇｒｏｕｐ (５３.１±３.８) ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌａｒｇｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ＵＳ ｇｒｏｕｐꎬ
ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ＵＭＣ ｇｒｏｕｐ (３５.２±３.１)ꎬ ｔｈｅ ＵＭＡ ｇｒｏｕｐ (３２.５±２.８) ａｎｄ ｔｈｅ ＵＭＣＸ ｇｒｏｕｐ (３０.７±２.９) (Ｐ<
０.０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＵＭ ｃａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｍＲＮＡ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＸＣＲ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＢＭＳＣｓꎬ ａｎｄ
ｐｒｏｍｏｔｅ ＢＭＳＣｓ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｔｏ ＳＤＦ￣１α. Ｔｈｉｓ ｍａｙ ｉｎ ｐａｒｔ ｂｅ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｎｆｌｕｘ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ￣ｅｘｐｏｓｅｄ ｍｉｃｒｏｂｕｂｂｌｅｓꎻ　 Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎻ　 ＣＸＣＲ４ꎻ　 Ｃａｌｃｉｕｍ ｉｏｎ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ:Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (ｇｒａｎｔｓ ８１０７００８３ ａｎｄ ８１０７０２６５)ꎻ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖ￣

ｉｎｃｅ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ (ｇｒａｎｔ ＢＫ２０１２３３８)

　 　 近年来ꎬ超声微泡( ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ￣ｅｘｐｏｓｅｄ ｍｉｃｒｏｂｕｂ￣
ｂｌｅｓꎬＵＭ)被逐渐应用于心血管疾病的治疗领域[１]ꎮ
本课题组前期研究发现ꎬ超声(ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄꎬＵＳ)经胸辐
照微泡可以促进骨髓间充质干细胞 ( ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬＢＭＳＣｓ)向缺血心肌的靶向归
巢ꎬ改善心梗后心功能ꎬ提高 ＢＭＳＣｓ 的移植效果[２￣３]ꎮ
Ｚｈｏｎｇ 等[４]和 Ｘｕ 等[５] 也得出类似结论ꎮ 推测 ＵＭ 增
效 ＢＭＳＣｓ 移植可能与局部毛细血管内皮间隙增宽等
因素有关[１￣５]ꎮ 其具体机制及 ＵＭ 对 ＢＭＳＣｓ 的直接生
物学作用尚需进一步研究ꎮ

基质细胞衍生因子￣１α(ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒ￣
１αꎬＳＤＦ￣１α) / ＣＸＣ 类趋化因子受体 ４(ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ＣＸＣ
ｍｏｔｉｆ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４ꎬＣＸＣＲ４)信号轴是采用 ＢＭＳＣｓ 治疗急
性心肌梗死的关键[６]ꎮ ＢＭＳＣｓ 的 ＣＸＣＲ４ 表达增加ꎬ
可以促进 ＢＭＳＣｓ 归巢到局部缺血心肌ꎬ使局部毛细血
管密度增加ꎬ纤维化程度减轻ꎬ进一步改善梗死后心功
能[６￣８]ꎮ 另有研究表明ꎬＢＭＳＣｓ 胞内的钙离子浓度增
加ꎬ可使其自身 ＣＸＣＲ４ 的表达水平增高[９]ꎮ 本研究
通过体外实验观察 ＵＭ 对 ＢＭＳＣｓ ＣＸＣＲ４ 表达的影响ꎬ
并探讨其中的可能机制ꎬ旨在为 ＵＭ 增效干细胞应用
于临床提供新的理论依据ꎮ

材料与方法

一、主要实验动物及试剂
选取雄性无特定病原体 ( ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅꎬ

ＳＰＦ)级 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠 １０ 只ꎬ均由南京医
科大学实验动物中心提供ꎬ本实验经东南大学动物保
护和使用委员会批准后进行ꎮ 主要试剂包括钙离子荧
光探针 Ｆｌｕｏ￣４ / ＡＭ(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司产)、ＣＸＣＲ４
抗体 ( 美 国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公 司 产 )、 ＣＸＣＲ４ 拮 抗 剂
ＡＭＤ３１００ 及 ＳＤＦ￣１α(美国 Ｓｉｇｍａ 公司产)、Ｔｒｉｚｏｌ 试剂
(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司产)ꎮ

二、大鼠 ＢＭＳＣｓ 体外分离、培养和鉴定
将体重约为 １２０ ｇ 的雄性 ＳＤ 大鼠处死消毒后ꎬ剪

掉股骨和胫骨的骨骺端ꎬ采用磷酸盐缓冲液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬ ＰＢＳ) 冲出骨髓ꎬ加入装有等体积
Ｆｉｃｏｌｌ￣Ｐａｑｕｅ 分离液的离心管ꎬ离心后吸出界面层细
胞ꎬ洗涤后进行培养和扩增[１０]ꎮ 参照 Ｄｏｍｉｎｉｃｉ 等[１１]

提出的间充质干细胞(ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬＭＳＣｓ)
鉴定标准ꎬ取培养至第 ３ 代生长良好的 ＢＭＳＣｓ(数量
级为 １０６)ꎬ分别加入单克隆抗体 ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ２９、
ＣＤ４４ꎬ每管设独立阴性对照ꎬ避光于冰上孵育后ꎬ用
ＰＢＳ 洗涤除去未结合抗体ꎬ采用流式细胞仪进行检测ꎮ

三、ＵＭ 预处理
取培养至第 ３ 代、约 ７０％融合状态的 ＢＭＳＣｓꎬ将

其分为对照组、 ＵＳ 组、 ＵＭ 组、 ＵＭ ＋过氧化氢酶组
(ＵＭＣ 组)、 ＵＭ ＋ ＡＭＤ３１００ 组 ( ＵＭＡ 组)、 ＵＭ ＋ 抗
ＣＸＣＲ４抗体组(ＵＭＣＸ 组)ꎮ 对照组不予特殊处理ꎬＵＳ
组采用频率为 １ ＭＨｚ、强度为 １ Ｗ / ｃｍ２ 的 ＵＳ 辐照
３０ ｓꎻＵＭ 组加入微泡(终浓度为 １０６ / ｍＬ)后采用上述
参数的 ＵＳ 辐照 ３０ ｓꎻＵＭＣ 组加入过氧化氢酶(终浓度
为１２５０ Ｕ / ｍＬ)和微泡(终浓度为 １０６ / ｍＬ)后行上述参
数的 ＵＳ 辐照 ３０ ｓꎻＵＭＡ 组加入 ＡＭＤ３１００(终浓度为
１０ μｍｍｏｌ / Ｌ)和微泡(终浓度为 １０６ / ｍＬ)后行上述参
数的 ＵＳ 辐照 ３０ ｓꎻＵＭＣＸ 组加入 ＣＸＣＲ４ 抗体(终浓度
为１ ∶ ２００)和微泡(终浓度为 １０６ / ｍＬ)后行上述参数
的 ＵＳ 辐照 ３０ ｓꎮ ＵＭ 预处理 ＢＭＳＣｓ 示意图ꎬ详见
图 １ꎮ

图 １　 ＵＭ 预处理 ＢＭＳＣｓ 示意图
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四、采用 ｑＰＣＲ 技术测定 ＢＭＳＣｓ ＣＸＣＲ４ 的 ｍＲＮＡ
水平

用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取细胞总 ＲＮＡꎬ逆转录采用 ｃＤＮＡ
合成试剂盒ꎬ具体操作参照说明书完成ꎮ 用美国
Ｂｉｏ￣Ｒａｄ公司产 ＭＪ Ｍｉｎｉ Ｏｐｔｉｃｏｎ 型实时 ＰＣＲ 仪进行荧
光定量 ＰＣＲ 扩增ꎮ 结果由分析软件自动进行统计和
计 算ꎮ 引 物 序 列: ａｃｔｉｎ ｍＲＮＡ Ｆ 的 序 列 为 ５′
ＧＣＴＣＧＴＣＧＴＣＧＡＣＡＡＣＧＧＣＴＣ３′ꎬａｃｔｉｎ ｍＲＮＡ Ｒ 的序
列为 ５′ＣＡＡＡＣＡＴＧＡＴＣＴＧＧＧＴＣＡＴＣＴＴＴＴＣ３′ꎬＰＣＲ 产
物大 小 为 ３５３ ｂｐꎻ ＣＸＣＲ４ ｍＲＮＡ Ｆ 的 序 列 为 ５′
ＧＧＧＣＡＡＴＧＧＧＴＴＧＧＴＡＡＴＣ３′ꎬＣＸＣＲ４ ｍＲＮＡ Ｒ 的序
列为 ５′ＡＣＡＡＴＧＧＣＡＡＧＧＴＡＧＣＧ３′ꎬＰＣＲ 产物大小为
２５７ ｂｐꎮ

五、采用Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法测定 ＢＭＳＣｓ ＣＸＣＲ４ 的
蛋白表达水平

取等量的细胞裂解液(含细胞蛋白 ７０ μｇ)上样行
电泳ꎮ 电泳条件:浓缩胶恒压 ８０ Ｖꎬ约 ３０ ｍｉｎꎬ分离胶
恒压 １００ Ｖꎬ约 ９０ ｍｉｎꎮ 恒流 ２００ ｍＡꎬ电转移 １００ ｍｉｎ
至聚偏二氟乙烯膜 ( ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬ ＰＶＤＦ)ꎮ
于 ５％脱脂奶粉封闭液中封闭(室温ꎬ４ ｈ)ꎬ加入封闭液
和适量 ＣＸＣＲ４ 抗体孵育过夜ꎮ 用含 ５％脱脂奶粉的
洗涤液( ｔｒｉｓ￣ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ ａｎｄ ｔｗｅｅｎꎬＴＢＳＴ)漂洗后ꎬ
将膜与辣根过氧化酶标记的二抗于室温下摇荡孵育
２ ｈꎬ经 ＴＢＳＴ 充分洗膜后ꎬ利用增强化学发光法( ｅｎ￣
ｈａｎｃｅｄ ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅꎬＥＣＬ)显色成像ꎮ 相应蛋白
表达值＝条带的灰度值 / ａｃｔｉｎꎮ

六、ＢＭＳＣｓ 胞内钙离子浓度测定
按照 Ｆｌｕｏ￣４ / ＡＭ 说 明 书 进 行 操 作ꎮ 在 ２ ｍＬ

ＢＭＳＣｓ ( １０６ / ｍＬ ) 悬 液 中 加 入 ２ μＬ Ｆｌｕｏ￣４ / ＡＭ
(１ ｍｍｏｌ / Ｌ)母液孵育 １０ ｍｉｎꎬ洗涤重悬后移入 ２４ 孔
板ꎬ分为对照组、ＵＳ 组和 ＵＭ 组进行干预ꎮ 干预后即
刻、５ ｍｉｎ、１５ ｍｉｎꎬ分别在荧光显微镜下观察细胞内荧
光强度ꎬ激发波长为 ４９４ ｎｍꎬ发射波长为 ５１６ ｎｍꎮ 每
孔随机选择 ６ 个细胞观察并拍照ꎬ用 Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ
６.０版分析软件测定每个细胞的荧光强度值ꎬ以荧光强
度值作为ＢＭＳＣｓ胞内的钙离子浓度ꎮ

七、迁移试验
向 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 下室中加入含有 ＳＤＦ￣１α(终浓度为

１００ ｎｇ / ｍＬ)的培养液 ５００ μＬꎬ向上室中加入 ＢＭＳＣｓ 悬
液 ２００ μＬ(含细胞数约为 ２×１０４)ꎮ 加入微泡并行 ＵＳ
辐照后继续培养 ２４ ｈꎮ 取出小室ꎬ用棉签擦去上室内
的细胞ꎬ用无水乙醇固定细胞 ３０ ｍｉｎꎬ风干ꎮ 用 ０.１％
结晶紫染色 １０ ｍｉｎꎬ于倒置显微镜下观察ꎮ 随机选取
１０ 个视野ꎬ进行细胞计数ꎮ

八、统计学方法
采用 ＳＰＳＳ １７.０ 版统计学软件对数据进行处理ꎬ

计量资料采用(ｘ－±ｓ)形式表示ꎬ两组之间比较采用 ｔ 检
验ꎬ多组之间比较采用单因素方差分析ꎬＰ<０.０５表示
差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、ＢＭＳＣｓ 表面分子标记的鉴定
采用流式细胞仪检测 ＢＭＳＣｓ 表面分子标记ꎬ培养

至第 ３ 代的大鼠 ＢＭＳＣｓ ＣＤ４４、ＣＤ２９ 的阳性率分别为
９９.３４％、９９.３５％ꎻＣＤ３４、ＣＤ４５ 表达呈阴性ꎬ阳性率分
别为 １.４７％、１.５６％ꎮ

二、ＵＭ 对 ＢＭＳＣｓ ＣＸＣＲ４ ｍＲＮＡ 转录的影响
ｑＰＣＲ 结果显示ꎬＵＳ 组 ＣＸＣＲ４ ｍＲＮＡ 的转录水平

与对照组比较ꎬ差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ ＵＭ 组
ＣＸＣＲ４ ｍＲＮＡ 转录水平高于 ＵＳ 组和对照组 ( Ｐ<
０.０５)ꎬＵＭＣ 组 ＣＸＣＲ４ ｍＲＮＡ 的转录水平低于 ＵＭ 组
(Ｐ<０.０５)ꎮ

三、ＵＭ 对 ＢＭＳＣｓ ＣＸＣＲ４ 蛋白表达水平的影响
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示ꎬＵＳ 组 ＣＸＣＲ４ 的蛋白

表达水平与对照组比较ꎬ差异无统计学意义 ( Ｐ>
０.０５)ꎮ ＵＭ 组 ＣＸＣＲ４ 的蛋白表达水平高于 ＵＳ 组和
对照组(Ｐ<０.０５)ꎬＵＭＣ 组 ＣＸＣＲ４ 的蛋白表达水平低
于 ＵＭ 组(Ｐ<０.０５)ꎮ 详见图 ２ꎮ

图 ２　 ４ 组 ＢＭＳＣｓ ＣＸＣＲ４ 蛋白表达水平

四、ＵＭ 对 ＢＭＳＣｓ 胞内钙离子浓度的影响
荧光显微镜观察结果显示ꎬＵＳ 组细胞在 ＵＳ 干预

后即刻、５ ｍｉｎ、１５ ｍｉｎ 的荧光强度与对照组比较ꎬ差异
无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ提示 ＵＳ 干预不能显著增加
ＢＭＳＣｓ 内的钙离子浓度ꎮ ＵＭ 组细胞在 ＵＭ 干预后即
刻、５ ｍｉｎ 的荧光强度均高于 ＵＳ 组和对照组 ( Ｐ<
０.０５)ꎬ提示 ＵＭ 可使 ＢＭＳＣｓ 胞内的钙离子浓度增加ꎮ
随着时间推移ꎬ荧光强度迅速衰减ꎬ在干预后 １５ ｍｉｎꎬ
ＵＭ 组细胞的荧光强度低于干预后即刻的荧光强度
(Ｐ<０.０５)ꎬ与 ＵＳ 组和对照组比较ꎬ差异无统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎮ 详见图 ３ꎮ

五、ＵＭ 对 ＢＭＳＣｓ 向 ＳＤＦ￣１α 趋化的影响
体外迁移试验表明ꎬＵＳ 组向 ＳＤＦ￣１α 的移行细

胞数与对照组比较ꎬ差异无统计学意义(Ｐ> ０.０５)ꎮ
ＵＭ 组向 ＳＤＦ￣１α 的移行细胞数多于 ＵＳ 组和对照组
(Ｐ<０.０５)ꎮ ＵＭＣ 组、ＵＭＡ 组和 ＵＭＣＸ 组向 ＳＤＦ￣１α
的移行细胞数均较 ＵＭ 组减少 ( Ｐ< ０.０５)ꎮ 详见
图 ４ꎮ
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　 　 注:ａ、ｂ、ｃ 为对照组 ＢＭＳＣｓ 干预后即刻、５ ｍｉｎ、
１５ ｍｉｎ 的钙离子(Ｆｌｕｏ￣４ / ＡＭ 荧光探针ꎬ×４００)ꎻｄ、ｅ、
ｆ 为 ＵＳ 组 ＢＭＳＣｓ 干预后即刻、５ ｍｉｎ、１５ ｍｉｎ 的钙离

子(Ｆｌｕｏ￣４ / ＡＭ 荧光探针ꎬ × ４００)ꎻ ｇ、 ｈ、 ｉ 为 ＵＭ 组

ＢＭＳＣｓ 干预后即刻、５ ｍｉｎ、１５ ｍｉｎ 的钙离子(Ｆｌｕｏ￣４ /
ＡＭ 荧光探针ꎬ×４００)

图 ３　 ＢＭＳＣｓ 胞内钙离子的荧光标记鉴定

　 　 注:ａ 为对照组向 ＳＤＦ￣１α 移行的细胞(结晶紫染色ꎬ×２００)ꎻｂ 为 ＵＳ 组向 ＳＤＦ￣１α 移行的细胞(结晶紫染色ꎬ×２００)ꎻｃ 为 ＵＭ 组向 ＳＤＦ￣１α 移

行的细胞(结晶紫染色ꎬ×２００)ꎻｄ 为 ＵＭＣ 组向 ＳＤＦ￣１α 移行的细胞(结晶紫染色ꎬ× ２００)ꎻｅ 为 ＵＭＡ 组向 ＳＤＦ￣１α 移行的细胞(结晶紫染色ꎬ
×２００)ꎻｆ 为 ＵＭＣＸ 组向 ＳＤＦ￣１α 移行的细胞(结晶紫染色ꎬ×２００)

图 ４　 ＵＭ 预处理对各组 ＢＭＳＣｓ 向 ＳＤＦ￣１α 趋化的影响

讨　 　 论

本课题组近期行荟萃分析显示ꎬＢＭＳＣｓ 移植可以
使急性心肌梗死患者的心功能在标准治疗的基础上得
到改善ꎬ但患者心功能的改善程度多为轻至中度ꎬ移植
疗效亟待进一步提高[１２]ꎮ 既往研究发现ꎬ给心肌梗死
后猪经冠脉内注入微泡和 ＢＭＳＣｓꎬ同时用 ＵＳ 经胸辐照
(１ ＭＨｚ、２ Ｗ / ｃｍ２ꎬ连续辐照 ９０ ｓ)心肌梗死区ꎬ６ 周后
发现与无 ＵＳ 辐照组相比ꎬＵＳ 辐照组心功能改善更为
明显ꎬ且心肌梗死区及边缘区归巢的 ＢＭＳＣｓ 显著增
多ꎬ提示 ＵＭ 可以显著促进 ＢＭＳＣｓ 向缺血心肌归巢[２]ꎮ
近期本研究组还发现ꎬＵＳ 联合一氧化氮微泡可以较普
通微泡进一步增加心梗后大鼠心肌局部的毛细血管密
度ꎬ改善梗死后心功能[３]ꎮ Ｚｈｏｎｇ 等[４] 建立狗的心梗
模型后ꎬ将干细胞经冠脉内注入ꎬ发现 ＵＭ 可以促进干
细胞向受损心肌的靶向归巢ꎮ Ｘｕ 等[５] 也得到相似的

结果ꎮ 目前认为该效应可能是由于 ＵＭ 的声孔效应和
空化效应ꎬ使得局部毛细血管等微环境发生改变[１￣５]ꎮ
但其具体机制尤其是 ＵＭ 对 ＢＭＳＣｓ 的直接生物学作用
尚不清楚ꎮ

本研究发现ꎬ ＵＭ 体外干预 ＢＭＳＣｓ 后ꎬ可以使
ＢＭＳＣｓ ＣＸＣＲ４ 的 ｍＲＮＡ 转录和蛋白表达水平增加ꎬ向
ＳＤＦ￣１α 的迁移也相应增加ꎻ而 ＣＸＣＲ４ 抗体和 ＣＸＣＲ４
特异性拮抗剂 ＡＭＤ３１００ ( 选择性抑制 ＳＤＦ￣１α 与
ＣＸＣＲ４结合)均可以抑制 ＢＭＳＣｓ 的迁移ꎬ提示 ＣＸＣＲ４
至少部分介导了 ＵＭ 所致的 ＢＭＳＣｓ 的迁移增加ꎮ
ＳＤＦ￣１ / ＣＸＣＲ４ 轴在介导干细胞向梗死心肌归巢的过
程中发挥着关键作用[６]ꎮ Ｌｉａｎｇ 等[７] 将基因转染后高
表达水平ＣＸＣＲ４的 ＢＭＳＣｓ 移植于心梗大鼠ꎬ结果发现
该组与未转染ＣＸＣＲ４组相比ꎬ新生血管增加ꎬ梗死面积
减小ꎬ梗死后心功能和心室重构明显改善ꎮ 既往研究
发现[８]ꎬ低氧预适应可增加心脏祖细胞的 ＣＸＣＲ４ 表
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达ꎬ移植于心梗小鼠后可进一步改善其梗死后心功能ꎬ
而 ＡＭＤ３１００ 可抑制该获益ꎬ提示 ＳＤＦ￣１ / ＣＸＣＲ４ 可能
部分介导了干细胞向缺血心肌的归巢和修复作用ꎮ

研究发现ꎬ增加培养液中的钙离子浓度ꎬ可以使
ＢＭＳＣｓ 的 ＣＸＣＲ４ 基因转录和蛋白表达增加ꎬ使其向
ＳＤＦ￣１α 的迁移增加ꎬ而钙敏感受体特异性抗体可抑制
该效应[１０]ꎮ Ｗｕ 等[９] 用氯化钙干预 ＢＭＳＣｓꎬ发现在细
胞钙内流增加的同时ꎬ细胞的 ＣＸＣＲ４ 表达增加ꎬ钙敏
感受体抗体亦可抑制此效应ꎮ 上述研究结果提示钙离
子浓度与 ＢＭＳＣｓ 的 ＣＸＣＲ４ 表达水平密切相关ꎮ 近年
来ꎬ有学者应用扫描电镜和原子力显微镜技术进行研
究ꎬ发现 ＵＭ 体外干预细胞后ꎬ其声流、微射流等均可
导致细胞表面物理孔的存在[１３]ꎮ 表面物理孔可导致
细胞内外的物质交换ꎬ从而引起多种生物学效应[１３￣１５]ꎮ
本研究对钙离子在 ＵＭ 增加 ＣＸＣＲ４ 表达中的作用进
行了探讨ꎬ结果发现 ＢＭＳＣｓ 在 ＵＭ 的干预下ꎬ细胞内钙
离子浓度会随着时间的推移发生一过性增加ꎬ这一机
制可能部分介导了 ＵＭ 对 ＣＸＣＲ４ 表达的促进作用ꎮ
Ｊｕｆｆｅｒｍａｎｓ 等[１４]发现ꎬ用 ＵＭ 干预原代培养的牛主动脉
内皮细胞ꎬ可以增加内皮细胞膜对钙离子的通透性ꎬ使
钙离子流入增加ꎻ而特异的钙通道阻滞剂可使得 ＵＭ 引
起的钙离子内流减少[１５]ꎮ Ｐａｒｋ 等[１６]也发现了相似的现
象ꎬ提示 ＵＭ 可以促使细胞内的钙离子浓度增加ꎮ 另有
研究发现ꎬ细胞膜在 ＵＭ 作用下发生的通透性增加为一
过性ꎬ细胞膜通透性一般在 ＵＳ 干预后 ３０ ｓ 内恢复到干
预前状态ꎬ在此段时间内ꎬ细胞内钙离子浓度可持续增
加ꎬ随后细胞内的钙离子通过外溢、胞内钙池的摄入等
建立钙稳态ꎬ此过程约在３ ｍｉｎ内完成[１３]ꎮ

此外ꎬＪｕｆｆｅｒｍａｎｓ 等[１７] 的研究表明ꎬＵＭ 引起大鼠
心肌细胞内钙离子的浓度增加ꎬ可能与 ＵＭ 引起的过
氧化氢产生增加有关ꎮ 我们在实验中发现ꎬ过氧化氢
酶可以抑制 ＵＭ 引起的 ＢＭＳＣｓ ＣＸＣＲ４ ｍＲＮＡ 转录和
蛋白表达增加ꎬ且能抑制 ＵＭ 引起的 ＢＭＳＣｓ 向 ＳＤＦ￣１α
的趋化增加ꎬ提示过氧化氢在 ＵＭ 促进 ＢＭＳＣｓ 向缺血
心肌的归巢中可能起着一定的作用ꎮ

总之ꎬＵＭ 干预 ＢＭＳＣｓ 的过程是一个复杂的物理
化学过程ꎬ可能涉及到多种因素和机制ꎮ 本研究发现ꎬ
ＵＭ 可能通过增加 ＢＭＳＣｓ 内的钙离子浓度ꎬ进而促进
其 ＣＸＣＲ４ 表达ꎬ从而增加 ＢＭＳＣｓ 向缺血组织的归巢ꎬ
这一结果为 ＵＭ 增效干细胞应用于临床提供了新的理
论依据ꎮ
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