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过氧化物酶体增殖物激活受体 p反义 

寡脱氧核苷酸促进肿瘤坏死因子 

介导的 HaCaT细胞凋亡的实验研究 

杨兴华 梁鹏飞 蒋碧梅 黄晓元 

【摘要J 目的 观察过氧化物酶体增殖物激活受体(PPAR)13反义寡脱氧核苷酸(asODN)在肿 

瘤坏死 因子 (TNF)ot介导 的 HaCaT细胞凋亡中的作用。 方法 常规 复苏 HaCaT细胞 ，随机分 为正 

常对 照组 (不行转 染 )、对 照组 (单纯 用脂质 体处 理 )、错 义寡 脱氧 核苷 酸 (scrODN)组 (转 染 PPARI3 

scrODN)、asODN组 (转染 PPARI3 asODN)、TNF—ot组 (受 TNF—ot刺激 )、scrODN+TNF—ot组(同 scrODN 

组处理后受 TNF—ot刺激 )、asODN+TNF—ot组 (同 asODN组处理 后受 TNF—ot刺激 )，PPARI3 scrODN或 

asODN均 为 4 Ixmol／L，TNF—d为 10 pLg／L。采 用逆 转 录聚合 酶链 反应 和蛋 白质 印迹法 观 察 PPARI3 

mRNA及其蛋 白质的表达水平；采用 hoechst 33258荧光染色 ，观察细胞的形态学改变并计算 凋亡 核百 

分率 ；采用噻唑蓝法测定存活细胞数 ；采用半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶(caspases)比色测定试剂盒检测 

caspase一3的活化情 况。 结果 正常对 照组 、对照组 、scrODN组 PPARI3 mRNA及其蛋 白质的表达水 

平相近 ；asODN组则明显下降。正常对照 组 、scrODN组 及 asODN组 凋亡核 百分率 低下 ，存活 细胞数 

较 多 ，easpase一3活性也 处 于低 水 平。TNF—a组 、scrODN+TNF—d组 凋 亡 核 百 分率 分 别 为 (33．1± 

2．7)％ 、(32．9±3．0)％ ，存活细胞数较少 ，caspase一3活性 较高 ；asODN+TNF—ot组 凋亡 核百 分率增至 

(58．8±4．6)％ ．且存活细胞数 、caspase一3活性 分别 明显低 于和高 于前 2组 (P <0．05)。 结论 

PPARI3 asODN能促进 TNF—d介导的 HaCaT细胞 凋亡 。 
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Study on the antisense oligonueleotide against peroxisome proliferator-activated receptors promoting TNF- 

mediated apoptosis of HaCat eeUs YANG Xing—bua ，LlANG Peng—fei．jIANG Bi-mei．HUANG Xiao— 

yuan． *Departnent of Burns and Plastic Surgery，Xiangya Hospital，Central South University ，Changsha 

4looo8 ．P．R． china 

Corresponding author：HUNAG Xiao-yuan ．Email：huxzhong@ yahoo．com．cn ．Te|：o73l一4327006 

【Abstract】 Objective To investigate the influence of antisense ph0sph0r0thi0ate oligonucleotides on 
Deroxisome proliferator—activated receptors(PPARI3)in the TNF—ot mediated apoptosis of HaCat cells． 

Methods HaCat cells were resuscitated and randomly divided into normal control(without transfection)， 

sham(merely with liposome transfection)。scrODN(with transfection of 4 ixmoL／L PPARI3 scrODN)，asODN 

(with transfection of 4 Ixmol／L PPARI3 asODN)，TNF—ot(with transfection of 10 Ixmol／L TNF—ot)，scrODN 

+TNF—ot(with l0 Ixmol／L TNF—ot stimulation after transfection of 4 Ixmol／L PPARI3 scrODN)，asODN+ 

TNF—ot(with l0 Ixmol／L TNF—ot stimulation after transfection of 4 Ixmol／L PPARI3 asODN)groups．The 

mRNA and protein levels of PPARI3 were determined with RT—PCR and Western blotting．respectivly．The 

changes in cell morphology were observed with Hoechst 33258 fluorescent staining to quantitate apoptotic rate 

0f nuclei．The effect of PPAR[3 asODN on HaCat cell viability was assayed with MTT method．Activation of 

caspase一3 was evaluated with caspase colorimetric analysis kit． Results The mRNA and protein expres— 

sion of PPARI3 in normal control。sham．scrODN groups were similar，but it decreased obviously in asODN 

group．The nuclear apoptotic rate in normal control。scrODN and asODN groups were rather low，and the 

caspase一3 activity in these groups was also low． After 24 hours of culture，the nuclear apoptotic rate in TNF—ot 

and scrODN+TNF—ot groups were(33．1±2．7)％ and(32．9±3．0)％ ，respectively，while that in asODN 

+TNF—ot group was obviously increased(58．8±4．6)％ ，with the caspase一3 activity significantly higher， 

but the number of live cells markedly lower than that in the former 2 groups(P <0．05)． Conclusion 

PPARI3 expression can promote the apoptosis of HaCat cells mediated by TNF—ot． 
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烧伤创面愈合的速度及质量是评价治疗水平高 

低的可靠指标之一 ，它常取决于角质形成细胞的功 

能⋯。近年来观察到，在皮肤创伤修复过程中，过 

氧化物酶体增殖物激活受体 (peroxisome proliferator— 

activated receptors，PPAR)B可以诱导角质形成细胞 

增殖、分化、迁移，从而有利于创面修复 。本实验 

拟采用 PPAR13反义寡脱氧核苷酸 (asODN)下调其 

在人永生化角质形成细胞株——HaCaT细胞中的表 

达，观 察 PPAR13在 肿 瘤 坏 死 因 子 (TNF) 所 致 

HaCaT细胞凋亡中的作用 。 

材料与方法 

1．主要材料来源 ：HaCaT细胞 (美 国 ATCC公 

司)，MEM培养基 、Trizol试剂(美国 Gibco公司)，无 

支原体胎牛血清(杭州四季青 生物工程材料有限公 

司)，噻唑蓝 (MTT)、hoechst 33258、辣根过氧化物 

酶 (HRP)标记的兔抗鼠 IgG或羊抗兔 IgG(美国 

Sigma公司 )，PPAR13多克隆抗体 (美 国 Santa Cruz 

公司)，TNF． (美国 Promega公 司)，半胱氨酸天冬 

氨酸蛋白酶(caspases)比色测定试 剂盒 (美国 R&D 

公司)，二氨基联苯胺 (DAB)显色试剂盒 (武汉博士 

德生物工程有限公司)；脂质体试剂盒 (美 国英杰公 

司)。荧光显微镜 (日本 Olympus公司)，1601型紫 

外分光光度计 (日本 岛津公司 )，PCR扩增仪(美 国 

Gene公司)，酶标仪(美国 Perkin Elmer公司)。 

2．细胞培养与 2种寡脱氧核苷酸的合成 ：常规 

复苏 HaCaT细胞后 ，接种于加有 MEM 培养基 (1 L 

MEM培养基含丙酮酸钠 0．11 g、NaHCO 2 g、非必 

需氨基酸 10 ml、胎牛血清 150 m1)的培养瓶中，置 

37℃ 、体 积 分数 5％ CO：培 养 箱 中培 养 。PPAR13 

asODN及其错义寡脱 氧核苷酸 (scrODN)由上海博 

亚生物技术有限公司合成后硫代修饰，高压液相色 

谱纯化而成。序列 如下：asODN，5 ．TACCTCGTCG— 

GTGTCCTCCT-3 ；scrODN ，5 -ACGCCTTTGCCTCCT— 

GTCGT一3 。 

3．细胞转染与分组 ：待细胞生长达亚融合时 ，将 

细胞传代(1：3)并贴壁 24 h，随机分为：(1)正常对 

照组 ，不进行转染 ；(2)对照组 ，单纯用脂质体处理 ， 

根据试剂盒转染说明 书操作 ；(3)scrODN组 ，转染 

PPAR13 scrODN；(4)asODN组 ，转染 PPAR13 asODN； 

(5)TNF． 组 ，受 TNF- 刺激；(6)scrODN+TNF- 

组 ，同 scrODN 组 处理 后，受 TNF一 的刺 激 ；(7) 

asODN+TNF． 组 ，同 asODN组处理后 ，受 TNF- 

的刺激。PPAR13 scrODN或 asODN均为 4~mol／L， 

TNF- 为 10 g／L。各组细胞于 37℃ 、含体积分数 

5％ CO：的培养箱中孵育不同时间。 

4．采用逆转录聚合酶链反应 (RT．PCR)观察前 

4组细胞 PPAR13 mRNA的表达水平 ：以 Trizol试剂 

抽提 HaCaT细胞的总 RNA，采用 Primer 3软件设计 

引物 ，PPAR13的上游引物 ：5 一GAGCAGCCACAGGAG． 

GAAGCC一3 ，其下游引物 ：5 -CCGTCACAGCCCATC． 

TGCAGT-3 。以 HaCaT细胞的总 RNA为模板 ，采用 

PCR扩增仪进行 RT-PCR，以甘油醛一3一磷酸脱氢酶 

(GAPD)为内参照。扩增产物经 20 g／L琼脂糖凝胶 

电泳 ，溴乙啶染色后照相。 

5．应用蛋 白质 印迹 (Western blot)法分析前 4 

组细胞 PPAR13蛋白质的表达水平：用十二烷基硫酸 

钠加样缓冲液裂解 培养 24 h的细胞 ，收集蛋 白质 ， 

采用 Bradford法 进行蛋白定量。将制备好的蛋 白 

样品置于 一80℃冰箱中保存备用 。以每泳道 20 g 

蛋白上样 ，经聚丙烯酰胺凝胶 电泳后 ，电转膜至硝酸 

纤维膜 ，封闭后加入 PPAR13多克隆抗体 ，室温孵育 

2 h，再加入 HRP标记的羊抗兔 IgG或兔抗鼠 IgG孵 

育 40 min，DAB显色 ，拍摄照片。 

6．细胞的凋亡情况 ：将各组培养24 h时的细胞 

(对照组 除外 )常规涂 片、固定 ，hoechst 33258染 色 

后封片。荧光显微镜下 ，正常细胞核呈弥散 、均匀的 

绿色荧光，凋亡细胞则呈深染 、致密颗粒的块状绿色 

荧光。计数 500个细胞核 ，凋亡核百分率 =凋亡细 

胞核数量 ÷500×1O0％，各组重复测定 3次。 

7．采用 MTT比色测定法观察细胞的存活情况 ： 

将细胞以 1×10 ／：E接种于 96孔板中培养 24 h后 ， 

除不设对照组外基本 同上分组 ，继续培养 24 h。每 

孔加入 5 g／L的 MTT 25 l，37 oC下孵育 4 h后，小 

心吸弃孔 内上清液并终止培养 ，加入 150 Izl裂解缓 

冲液，振荡 10 min并以裂解缓 冲液调零 ，采用酶标 

仪于波长 490 nm下测定 吸光度 (A)值 ，各组重复 

测定 3次 。 

8．caspase一3活性 的检测 ：按 照 caspases比色测 

定试剂盒说明书操作 。将各组培养 12 h的细胞 (对 

照组 除外 )用裂解液 (2×10 个细胞 ／ 1)在冰上 裂 

解 10 min，于 4℃下 12 000×g离心 1 min，取 5 l 

上清液进行蛋 白定量 。用紫外分光光度计测定波长 

595 nm的 A 9 值 ；另取 45 l上清液 ，加 50 l 2 

倍浓缩的反应缓 冲液及 5 l反应底物 ，于 37℃下 Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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图 5 各组 HaCaT细胞 的存 活情况。l、正常对照组 ；2、 

scrODN组 ；3、asODN组 ；4．TNF一(it组 ；5．scrODN+ TNF一(it 

组 ；6、asODN+TNF一(It组 ；与第 l组 比较， P (0、05， 

#P <0．0l；与第 4、5组比较．△ P <0、05 

5．与正常对照组 比较 ，asODN组或 scrODN组 

细胞 caspase-3活 性无 明显 改变 ；scrODN+TNF-Or． 

组 、TNF-Or．组 caspase-3的活性升高 (P <0．05)，而 

asODN+TNF-Or．组 caspase-3活性则进一步升高(P < 

0．01)。见图 6。 

1 2 3 4 5 6 

图 6 各组 HaCaT细胞 caspase-3活性 的 比较 。l、正常 

对照 组 ；2、scrODN 组 ；3．asODN组 ；4．TNF一(It组 ；5、 

scrODN+ TNF一(It组 ；6．asODN+TNF一(It组 ；与第 l组 比 

较 ， P <0、05，#P <0、0l；与第 4、5组 比较 ，△ P < 

0．05 

讨 论 

皮肤是机体的保护性屏障，当机体遭受各种侵 

袭与损伤导致皮肤的完整性丢失时，在损伤部位需 

优先重建有效的皮肤屏障以防止水 、电解质的丢失 

和各种病原微生物感染的发生。创面愈合是烧伤治 

疗的最终 目标 ，很大程度上取决 于角质形成细胞 

的功能⋯。角质形成细胞是创 面修 复的两种关键 

细胞之一 ，也是创面再上皮化的源泉 。如何增加 

创面中角质形成细胞的存 活数 ，成为烧伤治疗 的首 

要问题。烧伤治疗中另一个重要 问题是炎性因子的 

增加。有研究表 明，烧伤后 TNF-Or．水平 明显 升高， 

与烧伤的严重程度显著相关 。血清 中 TNF—Or．水 

平的升高可促使角质形成细胞凋亡。本研究结果显 

示，HaCaT细胞经 10 I~g／L TNF—Or．损伤后可 出现大 

量凋亡细胞 ，凋亡核百分率 明显 升高，MTT法检测 

显示细胞存 活数减少。表 明 TNF-Or．导致 了 HaCaT 

细胞凋亡。 

PPARI3是核激素受体家族成员中配体诱导激 

活的转录因子。当配体与它结合时 ，其 与维 甲酸 x 

受体(RXR)形成异源体 ，进而使 PPARI3．RXR异源 

二聚体结合到靶基因上游的 DNA反应元件上，调节 

基因的转 录。Michalik等 的研究证 明，皮肤修复 

过程中角质形成细胞内 PPARI3的表达均上调 ，而且 

皮肤结构正常的 PPARI3“一杂合子鼠皮肤创面修复 

的时间较 PPARI3“ 野生型鼠推迟 2～3 d。此外 ， 

PPARI3 一杂合子鼠的角质形成细胞不能形成合适 

的细胞外基质，缺乏细胞与细胞的联系，从而不能迁 

移 到 创 面 边 缘 。 Schmuth等 应 用 PPARot、 

PPARI3的双激动剂 GW1514促进角质形成细胞分 

化 ，是由 PPARI~所介导 ，且激活 PPARI~的促分化效 

果较经典的增加角质形成细胞培养基钙离子浓度诱 

导分化的效果更加明显 。还有研究表 明，PPARI3直 

接通过上调整合素连接激酶(ILK)、磷酸依赖激酶 

(PDK)1激活 Aktl来调节抗凋亡效应 。本实验 

也证明，PPARI3 asODN促进 了TNF-Or．诱导的 HaCaT 

细胞凋亡。 

asODN是人工合成的单链小片段核 苷酸 ，它进 

入细胞内 ，与基 因组 DNA发生特异性结合 ，进而阻 

断 mRNA的转录过程 。本研究结果表明，用 PPARI3 

asODN转染受 TNF-Or．刺激的 HaCaT细胞 ，可明显减 

轻胞 内 PPARI3 mRNA的转录及蛋白质表达，并增加 

凋亡核百分率 、减少存 活细胞数 、增强 caspase．3的 

活性。因此笔者设想 ，人为地干预 、调控 PPARI3在 

机体内的表达 ，或使用 PPARI3配体类药物激活它并 

加强其表达来阻止角质形成细胞的凋亡，将有望为 

创面修复开辟新的途径。 
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深度烧伤创面切削痂植皮术对肾功能的改善作用 

涂家金 方瑞红 周华 黄毅 邓勇军 

临床资 料：笔 者单 位 2004年 l0月一2o05年 l0月 收治 

烧伤患者 48例 ，其中男 32例 、女 l6例 ，年 龄 9个 月 ～78岁 

[(30．0±0．6)岁 ]，烧伤总面积 l8％ ～96％，其中深 Ⅱ度 

l6％ ～3l％ 、Ⅲ度 25％ ～63％TBSA。致 伤原因 ：开水 烫伤 28 

例 、火焰烧伤 l0例 、电烧伤 6例 、化学烧 伤 4例。合并 吸人 

性损伤 2例 ，全身性感染 34例 。肾功能损害情况 ：患 者的血 

肌酐值均升高 ；少尿 型者 4例．多 尿型者 44例 ；尿 钠增 高者 

36例：尿比重 <1．012者35例；血容量不足者 34例。 

治疗方法 ：参照 文献 [1]于伤后 3—7 d切除患 者的坏死 

组织 ，每次切 削痂 面积 为 l5％ ～50％TBSA。切削痂后 ，43例 

患者行 邮票皮 移植 术，5例行微 粒皮移 植 +异体皮 覆盖 术 

按常规处理烧伤创面并行全身抗感染、营养支持、内脏保护 

等对症治疗 。 

肾功能评分标准 及疗效评价 ：(1)血容量不足 、尿量约 

40 ml／h、尿 钠 及 InL肌 酐正 常 者 ，肾功 能 损 害 程 度 为 1分。 

(2)血容量不 足 、20 ml／h<尿量 <40 ml／h、应用呋 塞米 后尿 

量可增多 、尿 钠 20～30 mmol／L、血肌 酐约 为 l76．8 l~mol／L 

者 ，肾功 能损 害程 度为 2分。 (3)血 容 量不 足 、无尿 或少 尿 

(尿量 <20 ml／h，并且持续 6 h以上)、应用 呋塞米 冲击 后尿 

量不增 多、尿钠 >40 mmol／L、血肌 酐 >l76．8 p,mol／L、尿 比 

重 ≤1．0l2，肾功能损害程度为 3分 。(4)无 上述情况 者为 0 

分 。术后 l周评 价肾功能情况 (分次手术者以末次 手术为起 

算时间 )：肾功能损害程度 为 0分 者视 为治愈 ；与术 前相 比， 

减少 l～2分为好转 ；评分 未减少或评分增加视为无效 。 

结果 ：术后 l周 ，47例患 者血肌酐 水平低 于术前 (36例 

达正常水平 )，多尿 2例 ，尿钠增 高 2例 ，l例 尿 比重 略低 于 

1．012，无少尿 、血容量不足现 象。术后 l周 肾功能情况 的评 

价 ：治愈 36例 ；好转 l0例(术前 3分 、术后 2分者 2例 ，术前 

3分 、术后 1分者 2例 ，术前 2分 、术 后 1分者 6例 )；无效 2 

例 (术前 、术后 均为 3分 )。其 中术后 3 d肾功能 明显好 转者 

30例。无效 的 2例患者于术后 3周治愈。 

讨 论 多种体液介质 及细 菌毒 素 、细胞 因子 、代谢物 蓄 

积等是 直接导致 肾功能损害 的主要原 因 。烧伤 组织坏死 、 

分解及创 面细菌 繁殖 易引起全 身反应 ，所产 生的大量毒性 产 

物 ，包括细菌毒素 、创 面坏死物质 、体 内异 常代谢产物或 中间 

作者 位 ：341000 -7]：两省赣州市立医院烧伤整形科 

· 经 验 交 流 · 

产物 (如氧 自由基)、体 液炎性介 质 、细胞 因子 等会直接 导致 

脏器功能损害，引发多器官功能衰竭(MOF)。创面组织坏死 

分解所引发的烧伤毒血症是引起脏器功 能损害的重要 因素。 

烧伤毒血症中的毒素具有两种意义 ：(1)创面毒素 ：为烧 伤坏 

死组织的分解产物 。(2)细菌毒素 ：包括 内毒素和外毒 素，以 

内毒素为主。 已发现的创面毒素有数 十种之 多，主要 包括凝 

血坏死蛋白质降解所产生的多肽类物质、脂质过氧化物、脂 

蛋 白复合物 、长 链脂 肪酸 。研究 表明 ，烧伤 毒素具 有如 下特 

性 ：(1)致小 白鼠死亡 。(2)具有抗 原性 ，可引起免疫 功能 

紊乱。(3)对内脏具有明显的损伤作用。(4)使红细胞脆性 

增加 ，发生溶血现象 。(5)毒素要 达到一 定浓度 时才 能表 现 

出作用。 

表面看来，切削痂植皮术是一种创伤性手术，对肾功能 

有一定的损害 ，实质上可及时去除坏死组 织并修复深 度烧伤 

创面 ，减轻炎性反应 ，减少烧伤后毒素 的吸 收，最终缓 解烧伤 

毒血症 ，有利于脏器功能 的恢复。 即使烧伤 患者 出现 肾功能 

损害，只要其生命体征平稳、一般情况允许，即可进行切削痂 

植皮术 ；若 面积太 大 ，可 分期 进行 手术 ，对 出现感 染且 欠 干 

燥 、欠清洁 的深度创面应优先处理 。切 削痂 的深度太 浅会影 

响植皮成活率，若过深既加重损伤又影响预后美观 。四肢 

切削痂过深时，应常规使用止血带止血，以防失血过多。术 

后 3 d，本组患者肾功能恢复的有效率达 62．5％，术后 l周达 

95．8％ ，术后 3周 达 lO0．0％。由此表 明，烧伤后立 即行切削 

痂植皮术，除能更快修复烧伤创面外，还有利于肾功能的恢 

复。 
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