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ｐ３８在机械张应力诱导皮肤成纤维细胞运动中的作用

黄文，赵建武

（重庆医科大学附属第一医院血管外科，重庆 ４０００１３）

［摘要］　目的：观察ｐ３８在周期性张应力诱导皮肤成纤维细胞运动中的作用，探讨机械张应力诱导成纤
维细胞运动的信号转导机制。方法：将成纤维细胞培养于预敷胶原蛋白基质的６孔柔性培养板，对柔性培养
孔施加１０次／ｍｉｎ的负压（－１３５ｍｍＨｇ）。以倒置显微镜观察细胞旋转角度以及ｐ３８抑制剂ＳＢ２０３５８０处理后
的细胞运动，免疫印迹观察细胞内ｐ３８磷酸化。结果：机械张应力刺激成纤维细胞４ｈ后，８０％的细胞垂直于
张应力方向旋转６０°～９０°。张应力刺激５ｍｉｎ后，细胞内ｐ３８磷酸化达到峰值，ｐ３８抑制剂ＳＢ２０３５８０部分抑
制成纤维细胞运动。结论：机械张应力通过诱导ｐ３８磷酸化调控皮肤成纤维细胞运动。
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　　皮肤成纤维细胞（ｄｅｒｍａｌｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ）和所有细胞
一样，生存于有各种机械张应力的生理环境，例如肺

组织成纤维细胞可感受肺扩展的张应力，皮肤组织

成纤维细胞感受肢体运动所致的张应力，而一些治

疗手段如皮肤扩张器对细胞施加更大强度的机械应

力。有报道［１］，一种新的伤口治疗仪器伤口负压治

疗仪（ｖａｃｕｕｍａｓｓｉｓｔｅｄｃｌｏｓｕｒｅ，ＶＡＣ）可促进伤口愈合

加快，但其具体机制尚不清楚。成纤维细胞在伤口

愈合过程中的作用非常重要，成纤维细胞由伤口周

围向创面移动、增生；而体外培养同样发现机械应力

影响成纤维细胞迁移、增生、蛋白合成和基因表

达［２］。机械应力调控成纤维细胞运动的机制尚不

明了。

丝裂素活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
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ｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）属于丝蛋白／苏氨酸激酶，是一类将
胞外刺激信号转换至细胞核内的重要分子，其家族

成员包括ＪＮＫ，ｐ３８和ＥＲＫ蛋白，具有参与基因表达
调控、细胞增殖和死亡的重要机制，在多种受体信号

转导途径中均具有关键性作用。研究［３４］报道该蛋

白家族与细胞运动有密切关系；但何种蛋白介导细

胞运动还不清楚。在不同细胞类型以及细胞外基质

中，ＪＮＫ，ｐ３８和ＥＲＫ扮演的作用不同［３］，ｐ３８参与血
管平滑肌细胞的迁移，却与内皮细胞迁移无关［４］。

ｐ３８在机械张应力诱导的人皮肤成纤维细胞运动中
的作用还不十分清楚。本实验拟研究周期性机械张

应力（ｃｙｃｌｉｃｓｔｒａｉｎ，ＣＳ）对人皮肤成纤维细胞运动的
影响，旨在探讨 ｐ３８在人皮肤成纤维细胞运动中的
作用。

１　材料与方法

１．１　主要材料
细胞为正常人体包皮成纤维细胞（ｈｕｍａｎｆｏｒｅ

ｈｅａｄｄｅｒｍａｌｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＨＦＦ），ＤＭＥＭ细胞培养液为美
国ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司产品、胎牛血清为美国 Ｇｅｍｉｎｉ公
司产品。免疫印迹实验兔抗人ｐ３８抗体和二抗为羊
抗兔辣根过氧化酶 ＩｇＧ抗体为美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公
司产品；ＳＢ２０３５８０为美国 Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公司产品；细
胞培养板为６孔柔性细胞培养板，系美国Ｆｌｅｘｃｅｌｌ公
司产品。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养

人体包皮成纤维细胞经过原代培养、传代，实验

采用６～１０代细胞。实验细胞转种于Ⅰ型胶原蛋白
预处理的 ６孔柔性细胞培养板，实验细胞密度为
７０％～８０％。
１．２．２　周期性应变施加

Ｆｌｅｘｃｅｌｌ负压仪（Ｘ－４０００；Ｆｌｅｘｃｅｌｌ公司）对柔性
培养孔施加周期性负压（－１３５ｍｍＨｇ，１０次／ｍｉｎ）。
由于柔性培养孔的物理特性，培养孔具有恒定张应

力变化曲线，培养孔中心没有张应力，最大张应力位

于培养孔外周，外周细胞被施以１０％ ～２４％幅度张
应力［５］。

１．２．３　细胞旋转角度测量
预实验显示细胞在４ｈ张应力暴露后出现明显

旋转，故将细胞张应力暴露时间点设为０，４ｈ。部分
４ｈ张应力暴露组细胞用ｐ３８抑制剂ＳＢ２０３５８０预处
理（３０μｍｏｌ／Ｌ，４ｈ），观察 ＳＢ２０３５８０对细胞旋转的
影响。采用丙酮固定细胞，姬姆萨细胞染色。以倒

置显微镜拍摄细胞于培养孔中央无张力处和外周张

应力最大处（２４％张应力，距中央９．７ｍｍ）。用 Ｓｃｉ
ｏｎＩｍａｇｅ软件测量细胞角度，每张照片测量７０～１００
个细胞，由于预实验显示多数细胞在张应力作用下

作垂直张应力方向旋转约６０°～９０°，故设定细胞长
轴与张应力方向平行的细胞角度为０°，细胞长轴垂
直于张应力方向为９０°；将０°～２９°定义为无旋转，
３０°～５９°定义为Ⅰ°旋转，６０°～９０°定义为Ⅱ°旋转，
计算不同旋转幅度细胞数的构成比。

１．２．４　ｐ３８磷酸化免疫印迹
根据预实验结果和文献［６］，张应力暴露时间点

为０，１５ｓ，１ｍｉｎ，５ｍｉｎ，３０ｍｉｎ。静止时间点细胞的
ｐ３８磷酸化作为背景对照。以冰 ＰＢＳ冲洗细胞，细
胞裂 解 液 溶 解 细 胞，收 集 上 清 液，等 量 上 样

（３８μｇ／孔），１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，醋酸纤维膜
转膜，１％ＢＳＡ封闭１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤，分别以一抗兔抗
人ｐｐ３８抗体（１∶５００）孵育（４℃、过夜），羊抗兔辣
根过氧化酶ＩｇＧ二抗（１∶１０００）孵育（３７℃，１ｈ），Ｘ
光片放射自显影。其中总 ｐ３８为上样对照，条带灰
度以图像软件ＩｍａｇｅＪ处理分析。
１．３　统计学处理

细胞旋转资料分析采用 χ２检验。对 ｐ３８免疫
印迹采用ＡＮＯＶＡ分析，均数比较采用ｔ检验。所有
分析采用ＪＭＰ软件（ＳＡＳＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，Ｉｎｃ．，Ｃａｒｙ，ＮＣ）。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　张应力诱导成纤维细胞旋转
４ｈ张应力暴露后，培养孔 ２４％张应力区域

（９．２～１０．７ｍｍ）８０％细胞角度为６０°～９０°（Ⅱ°旋
转），２４％张应力区域与０张应力区域（０～１．７ｍｍ）
比较，其细胞角度差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，
图１）。
２．２　ｐ３８抑制剂 ＳＢ２０３５８０阻断张应力诱导的细胞
旋转

张应力暴露组予以ＳＢ２０３５８０预处理，细胞暴露
周期性张应力 ４ｈ，发现在 ２４％张应力区域（９．７
ｍｍ）仅５９％的细胞角度为６０°～９０°（Ⅱ°度旋转）；
而无 ＳＢ２０３５８０应力暴露组８０％细胞角度为６０°～
９０°（Ⅱ°旋转），二者比较差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５，图２）。经ＳＢ２０３５８０处理的静止对照组和未经
ＳＢ２０３５８０处理的静止对照组细胞角度变化没有差
别（实验结果未附）。
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图１　１０次／ｍｉｎ张应力作用４ｈ诱导成纤维细胞旋转。
Ａ：静止对照组（姬姆萨染色，×１００）；Ｂ：０张应力区
域（×１００）；Ｃ：２４％张应力区域，箭头示张应力方向
（×１００）。Ｄ：２４％张应力细胞６０°～９０°旋转的构
成比与静止对照、０张应力比较差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。

Ｆｉｇ．１　Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｒｏｔａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙ１０ｃｐｍ ｃｙｃｌｉｃ
ｓｔｒａｉｎｆｏｒ４ｈ．Ａ：Ｓｔａｔｉｃｇｒｏｕｐ（Ｇｅｍｓｉａｓｔａｉｎｉｎｇ，
×１００）；Ｂ：０ｃｙｃｌｉｃｓｔｒａｉｎ（×１００）；Ｃ：２４％ ｃｙ
ｃｌｉｃｓｔｒａｉｎ．Ａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｓｔｒａｉｎｄｉｒｅｃｔｉｏｎ（×
１００）；Ｄ：Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎ２４％ ｃｙｃｌｉｃ
ｓｔｒａｉｎａｎｄｓｔａｔｉｃｏｒ０ｃｙｃｌｉｃｓｔｒａｉｎ（Ｐ＜０．０５）．
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图２　ＳＢ２０３５８０预处理后细胞旋转角度变化。Ａ：静止对
照组（×１００）；Ｂ：张应力对照组（×１００）；Ｃ：ＳＢ２０３５８０
预处理张应力暴露组（×１００），箭头示张应力作用方
向；Ｄ：ＳＢ２０３５８０预处理组细胞６０°～９０°旋转的构成
比明显低于张应力对照组（Ｐ＜０．０５）。

Ｆｉｇ．２　ＣｅｌｌｒｏｔａｔｉｏｎａｆｔｅｒＳＢ２０３５８０ｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ａ：Ｓｔａｔｉｃ
ｇｒｏｕｐ（×１００）；Ｂ：Ｃｙｃｌｉｃｓｔｒａｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（×
１００）；Ｃ：ＣｙｃｌｉｃｓｔｒａｉｎａｎｄＳＢ２０３５８０ｅｘｐｏｓｕｒｅ
ｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｐｒｏｐｏｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｓｒｏｔａｔｅｄｆｒｏｍ６０°ｔｏ９０°
ｉｎＳＢ２０３５８０ｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐｈａｄａｓｔａｔｉｓｔｉｃｄｅｃｒｅａｓｅ
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｔｒａｉｎｃｏｎｔｒｏｌ（Ｐ＜０．０５）．

２．３　张应力诱导成纤维细胞内 ｐ３８磷酸化水平
升高

免疫印迹显示实验组细胞 ｐ３８磷酸化水平在张
应力暴露５ｍｉｎ时达峰值，５ｍｉｎ和１０ｍｉｎ组明显高
于静止细胞ｐ３８磷酸化水平（Ｐ＜０．０５，图３）。
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图３　１０次／ｍｉｎ张应力刺激皮肤成纤维细胞 ｐｐ３８水平
的变化。Ａ：不同张应力作用时间点的细胞 ｐｐ３８
免疫印迹条带，ｔｐ３８免疫印迹条带为上样控制；Ｂ：
细胞ｐｐ３８水平在张应力暴露５ｍｉｎ和１０ｍｉｎ时有
明显升高（Ｐ＜０．０５）。

Ｆｉｇ．３　Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆｐ３８ｉｎｃｅｌｌｓｅｘｐｏｓｅｄｔｏ１０
ｃｐｍｃｙｃｌｉｃｓｔｒａｉｎ．Ａ：Ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｏｆｐｐ３８ａｔｄｉｆ
ｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔ，ａｎｄｂｌｏｔｏｆｔｐ３８ａｓｌｏａｄｉｎｇｃｏｎ
ｔｒｏｌ；Ｂ：Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆｐ３８ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｃｅｌｌｓｅｘｐｏｓｅｄｔｏｃｙｃｌｉｃｓｔｒａｉｎｆｏｒ５ｍｉｎ
ａｎｄ１０ｍｉｎ（Ｐ＜０．０５）．

３　讨　　论

细胞运动是由于细胞表面运动方向一侧细胞膜

伸出板状伪足（ｌａｍｅｌｌｅｐｏｄｉａ）所致，板状伪足上黏着
斑形成明显增多，与细胞外基质相互作用，黏着增

强；而细胞其他部位的黏着斑（ｆｏｃａｌａｄｈｅｓｉｏｎｓ）与细
胞外基质黏附减弱［７］；在细胞内，黏着斑与细胞骨架

连接，细胞骨架的收缩和重组导致细胞运动［８］。细

胞运动迁移在炎症、组织修复重建以及肿瘤侵袭等

病理生理过程扮演重要角色。细胞的理化环境的改

变可以诱导细胞迁移运动，比如生长因子、趋化因子

的作用。很多研究［９１０］发现机械张力同样诱导细胞

运动迁移，在二维培养基质上的细胞接受周期性机

械力刺激后，细胞垂直旋转于作用力方向，其细胞内

骨架在１５ｍｉｎ内发生重排列，而细胞重排列发生于
１２～４８ｈ。该现象可见于多种类型的细胞：牛血管平
滑肌细胞和内皮细胞、人脐静脉内皮细胞以及人牙周

成纤维细胞。本实验将成纤维细胞培养在预敷胶

５６３
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原蛋白的柔性培养孔上，对成纤维细胞施加频率为

１０次／ｍｉｎ的周期性张应力，结果显示与施加张应力
前细胞形态比较，静息状态的成纤维细胞随机分布；

而张应力施加４ｈ后，８０％的成纤维细胞旋转垂直于
牵引方向。提示机械张应力同样引起人皮肤成纤维

细胞运动。

不同外界因素诱导细胞运动的信号转导途径完

全不同，例如血小板释放生长因子（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦ）是通过细胞表面 ＰＤＧＦ受体发
挥作用。研究［１１１３］发现机械力信号通过细胞表面受

体整合素（ｉｎｔｅｇｒｉｎ）转导，激活 Ｒｈｏ以及致密斑激酶
ＦＡＫ，然后激活下游蛋白 ＭＡＰＫ家族蛋白。ＭＡＰＫ
家族成员在信号转导途径中的作用不同，３种蛋白
何种蛋白介导的细胞运动也与细胞种类及细胞基质

有关［３］，Ｋｉｔｏ等［１４］报道机械张应力刺激牛肺动脉内

皮细胞ｐ３８蛋白磷酸化升高，ｐ３８抑制剂不能抑制细
胞的运动，提示ｐ３８与牛肺动脉内皮细胞迁移无关。
但是Ｑｉ等［１３］报道发现机械张应力诱导的大鼠血管

平滑肌细胞迁移 ｐ３８磷酸化升高，抑制 ｐ３８的磷酸
化即可抑制细胞运动。本研究发现１０次／ｍｉｎ周期
性张应力刺激皮肤成纤维细胞后，细胞内 ｐ３８磷酸
化水平在５ｍｉｎ时达到峰值，ｐ３８抑制剂 ＳＢ２０３５８０
可以部分抑制细胞的重排列，提示 ｐ３８的磷酸化和
人皮肤成纤维细胞运动有关。而ｐ３８磷酸化后激活
下游底物ＭＡＰＫ激活蛋白激酶２（ＭＫ２），然后激活
热休克蛋白２７（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ２７，ＨＳＰ２７），通过
热休克蛋白介导细胞骨架重建而影响细胞运动［３］。

本研究同时发现皮肤成纤维细胞旋转仅能被

ＳＢ２０３５８０部分抑制，提示张应力信号的转导也许存
在其他途径。Ｂｏｃｃａｆｏｓｃｈｉ等［１５］报道成纤维细胞既激

活Ｒｈｏ，也激活Ａｋｔ，抑制Ａｋｔ蛋白表达时，则在机械
力诱导的致密斑形成出现障碍，而致密斑的形成是

细胞运动的关键环节，因而 Ａｋｔ可能也参与调控张
应力诱导细胞运动。

本研究表明机械张应力诱导成纤维细胞垂直于

张应力方向旋转；ｐ３８部分调控张应力诱导的皮肤
成纤维细胞运动。
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