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过氧化物酶体增殖物激活受体 p(PPAR~)可诱 导 

角质形成细胞增殖 、分化 、迁移和抗凋亡 ，从而利于 

皮肤伤 13愈合及创面修复 。但 它是否在 EGF的 

信号转导过程中起作用 ，目前 尚不清楚。本研究中 

笔者采用肿瘤坏死因子 仅(TNF一仅)介导体外培养的 

HaCaT细胞发生凋亡 ，分析 EGF对其的影 响，观察 

HaCaT细胞中 PPAR~的表达情况。 

1 材 料 与方 法 

1．1 主要材料 

HaCaT细胞株 (美 国 ATCC公 司)，MEM 培养 

基(美国 Gibco公司 )，噻唑蓝(MTT)、TNF一仅(美 国 

Promega公 司)，PPAR~多克隆抗体 (美 国 Santa Cruz 

公司)，半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3(caspase．3)荧光 

检测试剂 盒 (美 国 R&D公 司 )，辣 根过 氧化 物 酶 

(HRP)标记的羊抗兔 IgG及兔抗 鼠 IgG、EGF(美 国 

Sigma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)。倒置相差显 微镜 、 

紫外透射仪(日本 Olympus公司)，1601型紫外分光 

光度计(日本岛津公 司)，酶标仪 (美国 Perkin Elmer 

公司)，PCR仪(德国 Biometra公 司)。 

1．2 细胞培养与分组 

常规复苏 HaCaT细胞 ，接种于含 MEM培养液 

的培养瓶 ，于 37℃ 、体积分数 5％CO 的培养箱中培 

养，调整细胞浓度为 1×10 个／ml。分 为正常对照 

组 (不 作任 何处 理 )、TNF一仅小剂 量组 (10 ng／ml 

TNF一仅处理)、TNF．仅大剂量组 (20 ng／ml TNF．仅处 

理 )、EGF+TNF一仅小剂量组 、EGF+TNF．仅大剂量 

组 ，后 2组采用 20 ng／ml EGF培养 4 h后 ，分别 以 

10、20 ng／ml TNF·仅处理 。 

1．3 细胞凋亡率的测定 

将细胞按分组 要求处理后 刮下，收集 于 10 ml 

离心管中，1000×g离心 8 min，弃上清液。以 5 ml 

4℃预冷的磷酸盐缓 冲液 (PBS)重 新悬浮 细胞 ，缓 

慢加入 一20℃预冷的体积分数 95％乙醇 15 ml，使 

其体积分数为 70％。重新悬浮细胞 ，冰浴 30 min固 

定，并尽量吹打成单 细胞 ，采用 PBS将细胞浓度调 

至 1×10 个／ml。将等体积的单细胞悬液 和碘化丙 

啶染液混合 ，4℃下放置 20～30 min。测定前将样 

品用 300目尼龙膜过滤 ，采用流式细胞仪检测 HaCaT 

细胞的凋亡情况并计算凋亡率。重复检测 3次。 

1．4 caspase．3活性的测定 

参照 caspase-3荧光 检测试 剂盒说 明 书操 作。 

采用裂解液(1×10 个细胞／ 1)将各组细胞置于冰 

上裂解 10 min，4℃ 下 12 000 g离心 1 min。取上 

清液 5 l采用 Bradford法行蛋 白定量 ，应用紫外分 

光光度计测定波长 595 nm下吸光度 (A )值 ；另 

取 45 l上清液 ，加入50 l 2倍反应缓冲液及 5 l底 

物(caspase 3)，37℃下孵育 1 h，测定波长405 nm下的 

A 4()5 值，计算 caspase一3活性(A 4()5 值／A 59 值)。 

均重复检测 3次。 

1．5 细胞存活率的测定 

取对数生长期细胞接种于 96孔培养板(1×10 

个／孔)，以含体积分数 10％新 生小牛血清的 MEM 

培养液培养 12 h，按分组要求处理细胞后 ，向每孔加 

入 5 mg／ml MTT 20 l继续培养 4 h。终止培养 ，弃 

上清液 ，加入二甲亚砜 150 l，于 37℃下振荡至蓝 

紫色的甲肷结 晶完全溶 解。采用 酶标仪测 量波长 

490 nm下 A 。 值 ，并计算存活率 。重复检测 3次。 

1．6 细胞 PPAR~mRNA的表达水平 

采用 D—Hank平衡盐溶液将 EGF配制成T作液 

(浓度为 50 g／L)，再将 EGF加入培养液中，使其终 

浓度分别 为 5、10、20、40 ng／ml。将 HaCaT细胞 采 

用不同浓度的 EGF处理 4 h后 ，Trizol试剂抽提细胞 

的总 RNA，以 Primer3软件(上海博亚生物技术有限 

公 司)设 计 引物 ，PPAR~上游 引物 ：5 ．GAGCAGC． 

CACAGGAGGAAGCC． 3，下 游 引 物 ：5 ．CCGTCA． 

CAGCCCATCTGCAGT．3 。以细胞总 RNA为模板行 

反转录．PCR，甘油醛．3一磷酸脱氢酶为内参照。扩增 

产物经 20 g／L琼脂糖凝胶电泳 ，溴乙啶染色 ，照相。 

1．7 细胞 PPAR~蛋 白的表达水平 

将 HaCaT细胞采用上述 4种浓 度的 EGF处理 

24 h后 ，以十二烷 基硫酸钠加样缓 冲液 裂解 细胞 ， 

收集蛋 白，采用 Bradford法进行蛋 白定量。将制备 

好的蛋白样品置于 一80℃冰箱内保存备用。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 PPAR~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。 

1．8 统计学处理 

数据以 ±s表示，采用 SPSS for Windows软件 

包进行检验 ，两组 间比较用 t检验 、多组间比较行单 

因素方差分析。 

2 结果 

2．1 EGF对 TNF．仅介导 HaCaT细胞凋亡的影响 

正常对照组细胞凋亡率为(8±4)％ ，无凋亡峰。 

TNF．仅小剂量组 、TNF．仅大剂量组细胞凋亡率分别为 Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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号级联反应。EGFR的信号级联反应包括 ：Ras一丝裂 

原活化蛋白激酶途径 、磷脂酶 c一 途径 、磷脂酰肌醇 

3一激酶途径 、信号转导子和转录激活子途径等 ，这 

种信号转导的级联反应最终引起靶基因的转录和表 

达，调节细胞的增殖 、迁移 、分化和抗凋亡作用，从而 

影响创面修复。 

转录因子 PPARI3主要参与某些启动子 区含有 

其结合元件基因的转 录。研究 表明，正常情况下采 

用 RNA酶保护法在 皮肤 中检测不 到 PPARI3的表 

达。当皮肤损伤时 ，PPARI3的表达被炎性因子再次 

激活，其机制是促炎性 细胞 因子通过应 激活化蛋 白 

激酶通路 ，使激活蛋白 1转 录复合物的表达增强 ，同 

时这些炎性细胞因子也刺激其内源性配体的产生而 

增加活性受体的数量 ，被再次激活的 PPARI3影响着 

修复过程 中角质形成 细胞 的存活 、增殖和分化 。 

修复的早期 ，PPARI3通过 Aktl调节角质 形成细胞 

的抗凋亡情况 ，以增加 它存活的数量 ；晚期 PPARI3 

则促进角质形成细胞的增殖 和分化 。 由配体 

激活的 PPARI3可 以增加伤 口及创面中角质形成细 

胞总的存活数 ，迅速启动再上皮 化。那么同样可以 

影响角质形成细胞存 活、增殖 、分化和迁 移的 EGF 

与 PPARI3，是否存在某种 内在 的联系呢?本研究结 

果表明，EGF可上调细胞 中 PPARI3 mRNA及蛋 白表 

达 ，且其浓度为 20 ng／ml时达到峰值。提示 EGF在 

促进创面修复时 ，除了启动上述的信号级联反应外 ， 

还可能通过增强 PPARI3的作用发挥其生物学功能。 

EGF是否增 强 了 PPARI3的转 录活性 ，以及 由此活 

化的 PPARI3是否可增加角质形成细胞的存活率 ，均 

有待进一步研究。 
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《中华烧伤杂志》关于增聘国际编委的公告 · 肖 自、· 

经中华医学会批准，国际烧伤学术界知名学者 Basil A．Pruitt教授与 David N．Herndon教授2007年被聘为中华烧伤杂志第 

二届编辑委员会成员，并授予聘书。Basil A．Pruitt教授现任(Journal of Trauma))杂志主编，目前已主编专著 13部、参编专著 

168部 、发表论文 444篇。David N．Herndon教授现任《shock》等国际知名杂志编委 ，目前已主编专著6部、参编专著93部
、发表 

论文 542篇。 

相信两位 国际编委 的加 入 ，将有助于进一步提高我 刊的学 术水 平 ，扩大 国际影 响力 ，促进国际问学术 交流
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