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线粒体转录因子Ａ对表皮干细胞生物学功能的调节作用

袁　希，李世荣，柴琳琳，曹　川，毕　胜　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院整形美容科）

　　［摘要］　目的　探讨下调线粒体转录因子 Ａ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＡ，ＴＦＡＭ，也称为
ｍＴＦＡ）对人表皮干细胞（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＥＳＣ）增殖、凋亡等的影响。方法　将 ＴＦＡＭ基因干扰慢病
毒转染至ＥＳＣ中，得到目标ＥＳＣ为干扰组，并取对照病毒转染ＥＳＣ作为对照组。对比分析两组中 ＥＳＣ
的增殖与克隆成型率、凋亡以及端粒酶反转录酶表达水平等生物学特征的差异。结果　两组比较，干扰
组ＥＳＣ克隆形成率及凋亡均显著高于对照组，而增殖率显著低于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；在细胞端粒酶反转录酶水平测定中，两组均为阳性，但干扰组经定量分析，其平均光密度与阳性
面积值均显著低于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论　ＴＦＡＭ基因的沉默可导致 ＥＳＣ体外
增殖活性降低，促进其凋亡过程，通过增加克隆形成效率而利于维持干细胞特性，并可能进一步抑制创

面的愈合。

　　［关键词］　线粒体转录因子Ａ；人表皮干细胞 ；慢病毒；线粒体
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　　目前临床上各类创伤、烧伤及糖尿病顽固性皮肤
溃疡等造成的广泛皮肤组织缺损仍没有良好的治疗方

法。近年来国内外及我们前期的研究均发现，人表皮

干细胞（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＥＳＣ）拥有强大的自我更
新、增殖与分化的潜能等特点［１－２］，且在促进创面愈合

过程中扮演重要角色，因此研究 ＥＳＣ特性已成为国内
外的焦点。通过前期研究结果提示线粒体缺失在ＥＳＣ
生物学特征及相关疾病研究中具有重要作用［３］，我们

认为ＴＦＡＭ基因可能通过对细胞线粒体的调控在ＥＳＣ
的特征中扮演着重要角色，因此，我们此次研究期望观

察ＴＦＡＭ通过影响线粒体功能，进一步起到调节 ＥＳＣ
细胞特性的作用。实验将前期构建的ＴＦＡＭ基因沉默
慢病毒［４］转染至ＥＳＣ中，通过与慢病毒对照组ＥＳＣ的
比较，观察ＴＦＡＭ与 ＥＳＣ生物学特征之间的关联，为
进一步研究ＥＳＣ增殖及凋亡等机制提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　资料及试剂
　　标本取材于２０１４年６－９月第三军医大学西南医
院泌尿外科包皮环切术患者，患者年龄均小于１８岁，
经患者及家属知情同意，并经伦理委员会批准后取做

实验研究用。主要试剂包括：ＤＫＳＦＭ 培养基及
ＤｉｓｐａｓｅⅡ溶液（Ｇｉｂｃｏ公司），人胎盘Ⅳ型胶原（Ｓｉｇｍａ
公司），鼠抗人β１ｉｎｔｅｇｒｉｎ单克隆抗体、鼠抗人角蛋白
Ｋ１９单克隆抗体及鼠抗人 ＴＥＲＴ抗体（Ａｂｃａｍ公司），
山羊抗鼠荧光二抗、山羊抗鼠ＨＲＰ标记二抗、ＤＡＰＩ及
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试剂盒（碧云天），ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司），ＲＴＰＣＲｋｉｔ（ＴａＫａＲａ公司），兔抗 Ｃａｓｐａｓｅ３多克
隆抗体、ＣＣＫ８ｋｉｔ（广州锐博生物），鼠抗ＧＡＰＤＨ抗体
（上海康成）。

１．２　方法
１．２．１　ＥＳＣ的分离培养及鉴定　　所有标本的获取
均获得患者知情同意并签署了知情同意书，采用Ⅳ型
胶原快速黏附法对 ＥＳＣ进行分离培养。在无菌条件
下将新鲜取材的人包皮组织修剪为约０．５ｃｍ×１ｃｍ
大小的皮片，０．２５％ ＤｉｓｐａｓｅⅡ溶液４℃消化过夜，分
离表皮与皮下组织，收集表皮，ＰＢＳ清洗，０．０５％胰蛋
白酶０．０２％ＥＤＴＡ溶液３７℃消化１５ｍｉｎ，２００目滤网
过滤后，细胞接种于Ⅳ型胶原包被的培养瓶，加入
ＤＫＳＦＭ（含１０％胎牛血清）于３７℃５％ ＣＯ２孵箱传代
培养。采用免疫荧光两步法标记ＥＳＣ表面标志物β１
ｉｎｔｅｇｒｉｎ及Ｋ１９，对ＥＳＣ进行鉴定［５］。

１．２．２　慢病毒转染 ＥＳＣ并检测 ＴＦＡＭ干扰效率　　
采用磷酸钙共沉淀法转染２９３ＦＴ细胞制备得到实验
用慢病毒，进行超速离心法纯化浓缩。将 ＥＳＣ接种于

２４孔板中，每孔中加入５×１０４细胞和５００μＬＤＫＳＦＭ
培养基，次日，感染前更换新鲜培养基，然后将所需慢

病毒直接加入培养基中，２４ｈ后更换新鲜培养基，继
续培养４８ｈ后，即可在细胞中观察到绿色荧光蛋白
（ＧＦＰ）表达。病毒感染后第１０天取样，采用ＴＲＩｚｏｌ法
提取细胞ＲＮＡ，测量浓度后取０．８μｇＲＮＡ按照ＴａＫａＲａ
逆转录试剂盒说明书进行逆转录和 ｑＰＣＲ检测。
ＴＦＡＭ的引物：上游５′ＣＡＡＡＧＧＡＴＧＡＴＴＣＧＧＣＴＣＡＧ３′，
下游５′ＡＡＧＣＴＧＡＡＴＡＴＡＴＧＣＣＴＧＣＴＴＴＴＣ３′；ＧＡＰＤＨ的
引物：上游５′ＴＧＴＧＴＣＣＧＴＣＧＴＧＧＡＴＣＴＧＡ３′，下游５′
ＴＴＧＣＴＧＴＴＧＡＡＧＴＣＧＣＡＧＧＡＧ３′。
１．２．３　病毒感染后 ＥＳＣ表面标志物 β１ｉｎｔｅｇｒｉｎ和
Ｋ１９的表达　　收集第２代ＥＳＣ细胞，ＰＢＳ冲洗２次，
计数并离心，使其为 １×１０５细胞／管，１％Ｔｒｉｔｏｎ孵育
２５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗 ２次，用含 １％ ＢＳＡ的 ＰＢＳ稀释抗
体，室温孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗２次，用含１％ＢＳＡ的
ＰＢＳ稀释二抗，冰上避光孵育２０ｍｉｎ，４％ ＰＦＡ室温固
定细胞２０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗２次后 ＦＡＣＳ检测表达荧光
细胞数目。

１．２．４　观察体外 ＥＳＣ的增殖能力　　采用第 ２代
ＥＳＣ将细胞接种于９６孔板，１００μＬ／孔，即２×１０３个／
孔，边缘孔用无菌 ＰＢＳ填充，５％ＣＯ２、３７℃孵育 ２～
１０ｄ，倒置显微镜下观察细胞状态。按ＣＣＫ８ｋｉｔ说明
书操作并于全波长酶标仪上测量４５０ｎｍ处各孔的光
密度值［Ｄ（４５０）］，记录结果。
１．２．５　ＥＳＣ体外克隆形成率的变化　　取干扰组及
对照组中的第２代 ＥＳＣ，病毒处理１０ｄ后，用Ⅳ型胶
原快速黏附法将 ＥＳＣ以 ２００～５００／皿接种于直径
１００ｍｍ的培养皿中，置于 ３７℃、５％ＣＯ２孵箱培养
２周。４％多聚甲醛固定，Ｇｉｅｍｓａ染色后显微镜下观
察，以克隆内细胞数≥３２（２５）个为一个克隆，连续观
察并记录克隆形成数。克隆形成率 ＝克隆数／接种细
胞数×１００％。
１．２．６　端粒酶反转录酶表达水平检测　　使用ＥｎＶｉ
ｓｉｏｎ两步法对第２代经病毒处理１０ｄ的ＥＳＣ细胞按照
产品说明书进行端粒酶反转录酶（ＴＥＲＴ）免疫细胞化学
染色，分别取两组染色玻片，使用ＨＰＩＡＳ１０００彩色高清
晰度病理分析报告系统进行相应图像分析，除去背景色

后随机取５个视野，对其阳性细胞与光密度进行测定，
并求得平均阳性面积（Ｓ）和平均光密度（Ａ）。
１．２．７　ＥＳＣ的凋亡检测　　ＲＩＰＡ裂解液提取细胞蛋
白，冰上裂解１０ｍｉｎ，４℃１４０００×ｇ条件下离心５ｍｉｎ，取
上清即得总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度后取３０μｇ蛋
白加入上样缓冲液，于１００℃沸水浴中变性５ｍｉｎ，冷
却后上样电泳，转膜，５％脱脂奶粉于室温封闭 １ｈ，
Ｃａｓｐａｓｅ３一抗４℃过夜，二抗室温１．５ｈ，化学发光试
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剂盒显色后凝胶成像仪检测。

　　将ＥＳＣ以１×１０５个／孔接种于 ６孔板中，干扰组
与对照组各组重复３孔。收集各组细胞加入结合液
１９５μＬ混匀 ，加入 ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ５μＬ避光反应
１０ｍｉｎ，加入适量 ＰＢＳ离心清洗取沉淀后，加入结合
液 １９０μＬ混匀 ，加入 ＰＩ１０μＬ，３０ｍｉｎ内流式细胞
仪（ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ，美国 ＢＤ公司）检测。
１．３　统计学分析
　　使用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学分析，计量资料
用 珋ｘ±ｓ表示，采用ｔ检验。计数资料用百分比（％）表
示，采用卡方检验，组间比较采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　ＥＳＣ体外培养及鉴定
　　采用Ⅳ型胶原快速黏附法可有效将 ＥＳＣ从角质
形成细胞中分离出来，ＥＳＣ可在体外进行培养扩增并
保持干细胞基本特性，可在以后 ＥＳＣ的研究中表达稳
定的干细胞特性。倒置相差显微镜观察示，快速黏附

于Ⅳ型胶原的细胞群细胞呈圆形，分散较均匀，细胞体
积较小，细胞核大，核质比大，折光率较强；孵育 ３ｄ
后，细胞贴壁牢固并形成明显克隆，符合 ＥＳＣ特征
（图１）。通过免疫荧光染色观察，能够检测出β１ｉｎｔｅ
ｇｒｉｎ和Ｋ１９两种表面标志物（图２），且表达明显荧光，
说明本实验培养方法有效，可利用细胞体外培养得到

ＥＳＣ，为进一步研究细胞的特性奠定了基础。
２．２　ＥＳＣ的慢病毒转染及干扰效率的鉴定
　　如图３所示转染４８ｈ后在２９３ＦＴ细胞中观察到

明显的绿色荧光，干扰组与对照组２９３ＦＴ细胞形态无
明显变化。将在２９３ＦＴ细胞内包装的慢病毒进行浓
缩纯化后可高效感染ＥＳＣ，并可在 ＥＳＣ中稳定高效的
表达，为我们下一步研究 ＴＦＡＭ下调对 ＥＳＣ功能的调
控打下了基础。并通过实时荧光定量 ＰＣＲ检测干扰
组ＥＳＣ和对照组ＥＳＣ的ＴＦＡＭ基因表达水平，其干扰
效率超过８３％。

图１　倒置相差显微镜观察ＥＳＣ形态学变化　（×１００）

２．３　慢病毒感染ＥＳＣ后β１ｉｎｔｅｇｒｉｎ和Ｋ１９表达的变化
　　经慢病毒感染的ＥＳＣ在体外培养１０ｄ，通过流式
细胞仪分别计数观察干扰组 ＥＳＣ和对照组 ＥＳＣ中表
达β１ｉｎｔｅｇｒｉｎ和Ｋ１９的荧光标记细胞比例，如图４所
示两组ＥＳＣ均能够检测出两种表面标志物，但干扰组
β１ｉｎｔｅｇｒｉｎ和Ｋ１９阳性细胞均分别高于对照组（Ｐ＜
００５），提示ＴＦＡＭ基因下调会利于 ＥＳＣ保持未分化
状态和维持干性，可能减少分化的发生。
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图２　β１ｉｎｔｅｇｒｉｎ和Ｋ１９免疫荧光染色鉴定ＥＳＣ　（荧光显微镜×１００）
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表１　ＴＦＡＭ干扰对不同培养时间ＥＳＣ增殖的影响（Ａｂ值）

组别 ２ｄ ４ｄ ６ｄ ８ｄ １０ｄ

对照组 ０．０７３±０．００２ ０．１４０±０．００６ ０．２８９±０．０３５ａ ０．５６８±０．０６６ａ ０．６８６±０．０４２ａ

干扰组 ０．０７４±０．００２ ０．０８４±０．００２ ０．０９１±０．０３ ０．１０４±０．００７ ０．１３７±０．００８

ａ：Ｐ＜００５，与干扰组比较
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图３　荧光显微镜观察转染４８ｈ后２９３ＦＴ细胞的变化　
（×１００）
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ａ：Ｐ＜００５，与对照组比较
图４　ＦＡＣＳ检测ＥＳＣ表面β１ｉｎｔｅｇｒｉｎ和Ｋ１９的表达

２．４　ＴＦＡＭ对ＥＳＣ增殖能力的影响
　　将慢病毒感染的 ＥＳＣ在体外进行较短时间
（１０ｄ）的培养，采用 ＣＣＫ８法隔日检测，以观察干扰
组ＥＳＣ和对照组ＥＳＣ的生长增殖变化，如表１所示随
着培养时间的延长细胞数量逐渐增多，在第４～８天时
增殖较快，第８～１０天受培养条件限制增殖变缓。培
养２ｄ后慢病毒开始表达并发挥干扰作用，第４天时
干扰组ＥＳＣ增殖率开始下降，且培养至第６、８天和第
１０天均出现统计学差异（Ｐ＜００５）；结果提示，慢病毒干
扰ＴＦＡＭ基因后ＥＳＣ生长增殖能力明显降低。
２．５　观察ＥＳＣ克隆形成率的变化
　　经过筛选后，显微镜下连续观察１０ｄ两组 ＥＳＣ，
并每天记录ＥＳＣ的克隆数量，按照公式统计比较克隆

形成率。经统计学比较发现干扰组 ＥＳＣ克隆形成率
［（５６．５±１．７）％］比对照组［（２５．８±４．１）％］高，差
异有统计学意义（Ｐ＜００５）。进一步说明下调 ＴＦＡＭ
基因表达后，更加有利于 ＥＳＣ保持干细胞特性，减少
分化事件的发生。

２．６　ＥＳＣ端粒酶反转录酶表达水平比较
　　两组人ＥＳＣ端粒酶反转录酶表达均为阳性，干扰
组人 ＥＳＣ端粒酶反转录酶表达呈弱阳性，对照组人
ＥＳＣ端粒酶反转录酶表达呈强阳性。对其表达进行定
量分析，结果显示：干扰组平均光密度低于对照组，阳

性面积值也低于对照组，差异均有统计学意义（Ｐ＜
００５，图５，表２）。结果证明，下调ＴＦＡＭ后，ＥＳＣ中端
粒酶反转录酶表达受到抑制，且其表达水平与 ＴＥＲＴ
正性相关。

! "

Ａ：干扰组；Ｂ：对照组
图５　免疫细胞化学染色检测两组端粒酶反转录酶表达　

（ＥｎＶｉｓｉｏｎ两步法 ×１００）

表２　两组人ＥＳＣ中ＴＥＲＴ表达水平比较 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

　　 组别 平均光密度（Ａ） 阳性面积值（Ｓ）
　　干扰组 ０．０７８±０．０２５ａ １３８７．８４±４５６．８０ａ

　　对照组 ０．１１２±０．０３５ １８５４．０５±４２５．１５

ａ：Ｐ＝０．０００，与对照组比较

２．７　ＥＳＣ凋亡检测结果
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关蛋白表达的变化，结果
显示：干扰组 ＥＳＣ中 Ｃａｓｐａｓｅ３的表达高于对照组
ＥＳＣ（图６）。用Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件计算条带灰度值，并
用Ｃａｓｐａｓｅ３与 ＧＡＰＤＨ的比值作为相对表达值，统计
３次重复的结果显示干扰组 ＥＳＣ中 Ｃａｓｐａｓｅ３的表达
（１．２２±０．０８）与对照组 ＥＳＣ（０．４０±０．０２）相比差异
具有统计学意义（Ｐ＜００５），说明下调 ＴＦＡＭ蛋白表
达，对ＥＳＣ凋亡具有促进作用。
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图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测两组ＥＳＣ中Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达

　　ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ染色流式细胞仪检测细胞凋亡如图
７，重复３次流式细胞仪检测结果后统计分析：对照组
ＥＳＣ的凋亡率为（１．３０±０．１２）％，干扰组ＥＳＣ的凋亡
率为（４．００±０．１５）％，其差异具有统计学意义（Ｐ＜
００１），同Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果一致，说明ＴＦＡＭ基因
干扰后促进了ＥＳＣ的凋亡。
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Ａ：对照组；Ｂ：干扰组
图７　流式细胞仪检测两组ＥＳＣ凋亡的变化

３　讨论

　　ＥＳＣ作为皮肤基底层的一群细胞，是一种具有周
期性慢、克隆形成率高、增殖能力强和多能分化等显著

特性的皮肤组织特异性干细胞。在体外环境中寿命较

短，容易发生干细胞特征丢失而进入终末分化阶段，细

胞的增殖、克隆形成率及凋亡等是反映 ＥＳＣ生长情况
的重要生物学特征［６］。

　　通过前期研究结果提示线粒体缺失在 ＥＳＣ生物
学特征及相关疾病研究中具有非常重要的作用［７］。

随着ＥＳＣ逐渐成为国内外的研究热点，关于线粒体对
其生物学特征影响的研究显得尤为迫切［８］。而线粒

体转录因子 Ａ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＡ，
ＴＦＡＭ）是调节线粒体基因复制和转录的主要调控因
子［９］，参与了线粒体的转录激活，保护线粒体不受氧

化应激影响，在改善线粒体功能方面发挥了一定的作

用。因此，我们推测 ＴＦＡＭ基因可能通过对细胞线粒
体的调控在ＥＳＣ的特征中扮演着重要角色，但其对于
ＥＳＣ生物学特征的影响尚不十分清楚。
　　本研究通过慢病毒转染对 ＴＦＡＭ基因沉默的人
ＥＳＣ的干细胞生物学特性进行观察。结果表明，干扰
组ＥＳＣ下调ＴＦＡＭ基因表达水平后，其干细胞增殖比

例低于对照组，这与 Ｆｌｏｒｅｓ等［１０］研究结果相符；其克

隆形成率和干细胞标志物阳性比例均高于对照组，说

明下调ＴＦＡＭ基因有利于保持 ＥＳＣ的特性，并可能避
免分化事件的发生。提示ＴＦＡＭ基因的正常表达有助
于维持其生物学特征、调控其增殖水平、延长其寿命，

而ＴＦＡＭ基因的沉默可导致人的 ＥＳＣ体外增殖活性
降低，凋亡率增加。

　　染色体末端端粒（由重复 ＤＮＡ序列 ＴＴＡＧＧＧ组
成）的序列丢失，已被公认为与细胞的老化、凋亡有

关［１１］。细胞每次分裂，该段端粒均会发生５０～２００ｂｐ
的丢失，而当其缩短至一定程度，染色体就无法受其保

护而免受重组与降解，使细胞分裂控制点得到信号并

停止分裂，最终进入老化、死亡的过程。染色体末端端

粒主要由ＲＮＡ、端粒酶相关蛋白以及端粒酶反转录酶
组成，而后者则是端粒酶活性中的关键酶。人体端粒

酶主要存在于生殖细胞、恶性肿瘤细胞、干细胞及其他

有再生能力的细胞中。有研究发现，端粒酶活性与肿

瘤细胞的恶性增殖能力呈正相关。而在干细胞中，端

粒酶活性会随着干细胞的不断分化而逐渐降低，直至

终末分化细胞。因此，维持 ＥＳＣ中端粒酶活性能够提
升ＥＳＣ的体外复制与扩增能力［１２］。研究表明，ＴＦＡＭ
能够维持ＥＳＣ端粒酶中的反转录酶的正常表达，可能
与ＴＦＡＭ能够帮助细胞抗脂质过氧化，进而避免 ＤＮＡ
损伤有关［１３－１５］。在本研究中，我们观察了ＴＦＡＭ基因
沉默的ＥＳＣ中的端粒酶活性，结果发现，干扰组的活
性显著低于对照组，提示 ＴＦＡＭ基因的沉默可通过降
低端粒酶活性促进ＥＳＣ的凋亡。同时，本实验通过对
凋亡相关蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ３的半定量对比分析［１６］，发现

下调ＴＦＡＭ基因后可以增加 ＥＳＣ的凋亡率，进一步说
明ＴＦＡＭ对于维持 ＥＳＣ中端粒酶反转录酶的正常表
达具有重要作用。

　　综上所述，ＴＦＡＭ基因的沉默可导致 ＥＳＣ体外增
殖活性降低，减少 ＥＳＣ的分化可能，并通过降低端粒
酶活性促进其凋亡过程，其正常表达对维持人 ＥＳＣ体
外增殖活性、保持干细胞的干性具有重要意义。这些

研究结果将对揭示干细胞的组织再生与修复规律，进

一步完善创面愈合的基础理论以及指导临床应用，提

高创伤早期治愈率具有一定的指导意义。
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