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肉桂醛促进高糖条件下皮肤成纤维细胞迁移及机制研究
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　　［摘要］　目的　探讨肉桂醛（ｃｉｎｎａｍｉｃａｌｄｅｈｙｄｅ，ＣＡ），核因子 Ｅ２相关因子（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ
ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ，ＮＲＦ２）通路激动剂对高糖条件下成纤维细胞迁移的影响及可能机制。方法　
体外培养ＨＳ２７细胞，分为正常对照组（ＮＧ，５．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、高糖组（ＨＧ，３０ｍｍｏｌ／Ｌ）、高糖（３０ｍｍｏｌ／Ｌ）＋
肉桂醛（２０μｍｏｌ／Ｌ）组、高糖（３０ｍｍｏｌ／Ｌ）＋ＣｏｎｓｉＲＮＡ组、高糖（３０ｍｍｏｌ／Ｌ）＋ＮＲＦ２ｓｉＲＮＡ组。迁移
实验观察ＣＡ对高糖条件下ＨＳ２７迁移的影响。采用ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析ＣＡ干预后ＮＲＦ２及下游ＨＯ１，增
殖和凋亡相关蛋白Ｐ２１和Ｐ５３的表达情况。２′，７′二氯荧光素二醋酸（ＤＣＦ）法检测 ＣＡ对高糖条件下
细胞内活性氧簇（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平的影响。采用 ＮＲＦ２ｓｉＲＮＡ抑制 ＮＲＦ２通路，观察
ＨＳ２７细胞迁移和氧化应激的变化。结果　与正常对照组相比，ＨＳ２７在高糖情况下，迁移能力明显降低
（Ｐ＜０．０５），ＣＡ干预后，高糖对ＨＳ２７迁移能力的抑制作用得到改善（Ｐ＜０．０５）。进一步研究发现，ＣＡ
上调ＮＲＦ２和ＨＯ１，减轻高糖导致的ＲＯＳ增加（［（４３６０９３５±１４４５７２３）ｖｓ（１９８２６７３±２０８１０９），Ｐ＜
０．０５］）。然而，高糖条件下敲除ＮＲＦ２后，细胞内ＲＯＳ产生进一步增多，并加剧对成纤维细胞迁移能力
的抑制［（０．０４６±０．０１８）ｖｓ（０．３１８±０．０３２），Ｐ＜０．０５］。结论　ＣＡ促进高糖情况下成纤维细胞迁移、
缓解氧化应激损伤，并有可能部分依赖于ＮＲＦ２通路激活。
　　［关键词］　 肉桂醛；高糖；成纤维细胞；核因子Ｅ２相关因子；迁移
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　　糖尿病溃疡（ｄｉａｂｅｔｅｓｕｌｃｅｒｓ，ＤＵｓ）慢性迁延不愈，
是导致糖尿病患者截肢的重要因素之一。创口愈合是

一个复杂的精细的过程，主要分为四个阶段：止血期，

炎症期，增殖期和组织重塑期［１］。各阶段由多种组织

和细胞通过迁移和增殖的交互作用来闭合创缘［２－３］。

在这些细胞中，成纤维细胞在愈合的各个阶段都发挥

着至关重要的作用，其正常的增殖和迁移对维持皮肤

正常的结构和生理功能具有重要意义［４－５］。与正常创

口相比，ＤＵｓ患者长期处于高血糖的状态，已有研究表
明该因素或为溃疡处各种细胞的行为学功能发生显著

变化的因素之一［６］。在人皮肤中，间质细胞如真皮成

纤维细胞为表皮角质细胞的功能发挥提供重要的微环

境［７］。

　　我们前期研究表明，ＤＵｓ创缘皮肤处于高氧化应
激损伤状态，高糖会使机体氧化与抗氧化反应失衡，导

致体内活性氧簇（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）增多，
从而影响细胞功能。核因子 Ｅ２相关因子（ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ，ＮＲＦ２）是氧化还原敏感
转录因子，通过调控其下游数十种抗氧化酶和Ⅱ相解
毒酶表达，中和过多的 ＲＯＳ，维持细胞氧化还原平
衡［８］。激活ＮＲＦ２可改善高糖导致的氧化应激损伤，
有助于糖尿病溃疡愈合［９］。

　　几个世纪以来，桂皮一直作为中药或者香料被广
泛使用，其主要活性成分是肉桂醛（ｃｉｎｎａｍｉｃａｌｄｅｈｙｄｅ，
ＣＡ）。许多研究报道 ＣＡ具有广泛生物和药理活性，
可显著改善糖尿病［１０－１１］及糖尿病肾病［１２］。我们的前

期研究已经证实，ＣＡ作为一种 ＮＲＦ２激动剂，显著促
进角质细胞迁移，促进糖尿病鼠创口愈合［９］。另一方

面，成纤维细胞在高糖情况下的迁移能力受损［１３］，迄

今为止激活 ＮＲＦ２对成纤维细胞的影响尚无研究报
道。本研究拟观察ＣＡ对高糖条件下皮肤成纤维细胞
功能的影响，并分析 ＮＲＦ２在其中的作用，为 ＣＡ应用
于ＤＵｓ治疗提供进一步实验依据。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂
　　人皮肤成纤维细胞系 ＨＳ２７由亚利桑那癌症中心
Ｄｒ．ＴｉｍＢｏｗｄｅｎ教授惠赠，ＤＭＥＭ培养基、胰酶（Ｈｙ
Ｃｌｏｎｅ公司）；Ｈａｎｋｓ平衡盐溶液（Ｈａｎｋｓｂａｌａｎｃｅｄｓａｌｔ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＨＢＳＳ）（Ｇｉｂｉｃｏ）；发 光 液 （Ｍｉｎｉｐｏｒｅ，Ｎｏ．
ＷＢＫＬＳ０５００）；胎牛血清（ＦＢＳ，Ｇｉｂｉｃｏ公司）；ＣＡ、２′，
７′二氯荧光素二醋酸（２′，７′ｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅ
ｔａｔｅ，ＤＣＦ）、Ｄｇｌｕｃｏｓｅ（Ｇ８２７０）均购自 Ｓｉｇｍａ公司（Ｓｔ．
Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）；抗体 ＮＲＦ２，ＨＯ１，Ｐ５３，Ｐ２１、βａｃｔｉｎ及
结合辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；Ｃｏｎ
ｓｉＲＮＡ（１０２７２８１）和 ＮＲＦ２ｓｉＲＮＡ（Ｓ１００６５７９３７）及所
用转染试剂购自Ｑｉａｇｅｎ公司（Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ）。
１．２　ＨＳ２７细胞培养与分组
　　ＨＳ２７细胞置于含 １０％ ＦＢＳ的正常糖（ＮＧ，
５．５ｍｍｏｌ／Ｌ）ＤＭＥＭ培养液中于 ３７°Ｃ，５％ ＣＯ２孵箱
中培养。实验前，细胞于正常糖无血清培养基中饥饿

培养２４ｈ，然后分别在正常糖或高糖（ＨＧ，３０ｍｍｏｌ／Ｌ）
含１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ中培养 ２天。实验分为 ５组：
①正常对照组（ＮＧ组）：培养基含５．５ｍｍｏｌ／ＬＤｇｌｕ
ｃｏｓｅ；②高糖组（ＨＧ组）：培养基含３０ｍｍｏｌ／ＬＤｇｌｕ
ｃｏｓｅ；③高糖＋肉桂醛（ＨＧ＋ＣＡ）：培养基含３０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｄｇｌｕｃｏｓｅ和２０μｍｏｌ／ＬＣＡ；④高糖＋ＣｏｎｓｉＲＮＡ（ＨＧ＋
ＣｏｎｓｉＲＮＡ）：培养基含 ３０ｍｍｏｌ／ＬＤｇｌｕｃｏｓｅ和 Ｃｏｎ

４２４ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ｓｉＲＮＡ；⑤高糖＋ＮＲＦ２ｓｉＲＮＡ：培养基含３０ｍｍｏｌ／ＬＤ
ｇｌｕｃｏｓｅ和ＮＲＦ２ｓｉＲＮＡ。
１．３　细胞迁移能力检测
　　ＨＳ２７细胞在 ＮＧ或 ＨＧ中培养２天后，ＨＧ组加
入２０μｍｏｌ／ＬＣＡ干预 ２４ｈ后移去聚二甲基硅氧烷
（ｐｏｌｙｄｉｍｅｔｈｙｌｓｉｌｏｘａｎｅ，ＰＤＭＳ）膜形成宽度为１ｍｍ的空
间检测ＨＳ２７细胞的迁移能力。使用 ＰＤＭＳ膜从而以
对细胞损伤最小的方式制造细胞迁移空间，具体迁移

实验步骤如文献所述［１４］。将紫外消毒的 ＰＤＭＳ膜
（１ｍｍ×２ｃｍ）置于６孔板中间，确保膜的底部和培养
板底面紧贴，避免留有空隙。将对数生长期的 ＨＳ２７
细胞以１×１０５个／孔接种于６孔板中，待单层细胞融合
后，用镊子移除ＰＤＭＳ膜即可产生１ｍｍ宽度的划痕。
ＰＢＳ洗净脱落细胞后分别加入 ＮＧ和 ＨＧ培养基，每
２４ｈ换液并予ＣＡ干预，拍照收集图片分析实验结果。
将 ＣｏｎｓｉＲＮＡ或 ＮＲＦ２ｓｉＲＮＡ干扰（详见后）后的
ＨＳ２７细胞以１×１０５个每孔细胞密度接种于６孔板中，
干扰４８ｈ后细胞融合形成单层，如上述方法，观察细
胞７２ｈ迁移情况。
１．４　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测蛋白表达。
　　用１×上样缓冲液［５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ

!

ＨＣｌｐＨ６．８，
２％ 十二烷基硫酸钠（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ，ＳＤＳ），
１０％ 甘油，１００ｍｍｏｌ／Ｌ十二烷基硫酸钠（ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉ
ｔｏｌ，ＤＴＴ），０．１％ 溴酚蓝］提取干预后的 ＨＳ２７细胞蛋
白，沸水煮５ｍｉｎ后经细胞超声粉碎仪裂解细胞蛋白，
行聚丙烯酰胺凝胶（５％浓缩胶和８％分离胶）电泳，经
电转膜仪将蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜上，以５％脱脂牛奶
封闭，敷一抗（ＮＲＦ２、ＨＯ１、Ｐ５３、Ｐ２１、βａｃｔｉｎ）及二抗
进行免疫印迹检测，运用发光液在曝光仪（ＦＵＳＩＯＮ
ＦＸ５Ｓ）上曝光，得到蛋白灰度图像后分析目的蛋白相
对表达水平。

１．５　ＨＳ２７细胞内ＲＯＳ水平检测
　　细胞内活性氧（ＲＯＳ）检测采用 ＤＣＦ非标记的氧
化敏感荧光探针。细胞接种于 ＮＧ或 ＨＧ培养基，
２０μｍｏｌ／ＬＣＡ每隔 ２４ｈ干预一次，４８ｈ后，细胞经
ＨＢＳＳ液洗涤２次后，换用含１０μｇ／ｍＬＤＣＦ的 ＨＢＳＳ
液在３７°培养箱避光孵育３０ｍｉｎ。然后 ＨＢＳＳ液洗涤
３次后置于荧光显微镜（ＺｅｉｓｓＯｂｓｅｒｖｅｒ．Ｚ１）下采用激
光和放射波长为４８５ｎｍ和 ５３０ｎｍ之间检测荧光强
度。采用 Ｓｌｉｄｅｂｏｏｋ５．０软件分析荧光图像。运用
ＩｍａｇｅＪｓｏｆｔｗａｒｅ分析每组随机３个区域的相对荧光强

度从而代表细胞内ＲＯＳ的水平。
１．６　ｓｉＲＮＡ转染技术
　　按照产品说明书，运用 ＨｉＰｅｒｆｅｃｔ转染试剂盒
（Ｑｉａｇｅｎ）将非特异性的 ＣｏｎｓｉＲＮＡ或 ＮＲＦ２ｓｉＲＮＡ转
染至ＨＳ２７细胞中。简单概述如下，细胞分别在ＮＧ和
ＨＧ培养基中培养 ２ｄ，然后分别转染 ＣｏｎｓｉＲＮＡ和
ＮＲＦ２ｓｉＲＮＡ后进行下一步实验。拟行 ＲＯＳ检测的
ＨＳ２７细胞先于 ＮＧ环境中分别转染 ＣｏｎｓｉＲＮＡ和
ＮＲＦ２ｓｉＲＮＡ，２４ｈ后将细胞转为 ＨＧ环境中培养并实
施预定干预。另外，拟行迁移能力检测的 ＨＳ２７细胞，
转染ＣｏｎｓｉＲＮＡ和ＮＲＦ２ｓｉＲＮＡ４８ｈ后移去ＰＤＭＳ膜，
于高糖条件下培养，每２４小时观察细胞迁移情况。
１．７　统计学处理
　　上述实验均重复３次，数据以 珋ｘ±ｓ形式记录。使
用ＳＰＳＳ１０．０进行了统计检验。运用非配对 ｔ检验分
析两组平均值。２组以上组间比较采用单因素方差分
析和Ｔｕｋｅｙｐｏｓｔｈｏｃｔｅｓｔ检验。

２　结果

２．１　ＣＡ对高糖条件下皮肤成纤维细胞迁移的影响
　　迁移实验所示，ＮＧ组，ＨＧ组和 ＨＧ＋ＣＡ组培养
的ＨＳ２７细胞在前２４ｈ的迁移并无明显差异。然而，
４８ｈ时，与ＮＧ组相比，ＨＧ组 ＨＳ２７细胞迁移显著受
阻［（０．４１０±０．０５３）ｖｓ（０．６４２±０．０２０），Ｐ＜０．０５，图
１］，给予 ＣＡ干预后，ＨＧ＋ＣＡ组 ＨＳ２７细胞迁移得到
显著改善［（０．６４２±０．０２０）ｖｓ（０．４４３±０．０５３），Ｐ＜
００５，图１］。６０ｈ时，与 ＮＧ组相比，ＨＧ组 ＨＳ２７细
胞迁移显著受阻［（０．０６８±０．０５２）ｖｓ（０．４６７±００２３），
Ｐ＜０．０５，图１］。观察至７２ｈ，ＮＧ组已完全愈合，ＨＧ
组仅约７０％的愈合率，ＨＧ＋ＣＡ组几乎完全愈合。上
述结果表明，ＣＡ可显著改善高糖对 ＨＳ２７迁移的抑制
作用。

２．２　ＣＡ对 ＨＳ２７细胞 ＮＲＦ２、ＨＯ１及增殖和凋亡相
关蛋白Ｐ２１和Ｐ５３表达水平的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与ＨＧ组相比，ＨＧ＋ＣＡ组
ＮＲＦ２及其下游靶蛋白ＨＯ１表达水平显著升高（图２），
表明ＣＡ可显著激活ＨＧ环境下成纤维细胞的ＮＲＦ２通
路，并上调 ＨＯ１表达。此外，与 ＨＧ组相比，ＨＧ＋ＣＡ
组ＨＳ２７细胞的Ｐ２１和Ｐ５３表达水平并无显著改变。表
明ＣＡ激活高糖条件下ＨＳ２７细胞的ＮＲＦ２通路，但并不
影响细胞增殖和凋亡相关蛋白Ｐ２１、Ｐ５３的表达水平。

５２４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（５）



! " #$ " $% " &! " '( "

)
*
!

+
*
!

+
*
,
-
.
!

图１　光镜实时观察各组ＨＳ２７细胞的迁移变化
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Ａ：阴性对照；Ｂ：阳性对照；Ｃ：ＮＧ组；Ｄ：ＨＧ组；Ｅ：ＨＧ＋ＣＡ组
图３　ＤＣＦ法检测各组ＨＳ２７细胞内ＲＯＳ水平
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１：ＨＧ组；２：ＨＧ＋ＣＡ组
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＳ２７细胞ＮＲＦ２、ＨＯ１、Ｐ５３、Ｐ２１表达

２．３　ＣＡ对高糖条件下ＨＳ２７细胞ＲＯＳ水平的影响
　　采用ＤＣＦ法检测ＨＳ２７细胞内ＲＯＳ水平，经定量
分析，ＨＧ组和ＨＧ＋ＣＡ组的相对荧光强度均以ＮＧ组
平均荧光强度值作为标准对比分析。与 ＮＧ组相比，
ＨＧ组 ＲＯＳ水平显著升高［（１３７８５１３±１５４５４４）ｖｓ
（４３６０９３５±１４４５７２３），Ｐ＜０．０５，图３］，而在 ＨＧ＋
ＣＡ组 ＲＯＳ水平较 ＨＧ组显著减弱［（４３６０９３５±
１４４５７２３）ｖｓ（１９８２６７３±２０８１０９），Ｐ＜０．０５，图３］，
提示ＣＡ可以抑制高糖诱导ＨＳ２７细胞的ＲＯＳ水平升高。

２．４　干扰 ＮＲＦ２对 ＨＳ２７细胞增殖和凋亡相关蛋白
Ｐ２１和Ｐ５３表达水平的影响

　　ＮＲＦ２ｓｉＲＮＡ和 ＣｏｎｓｉＲＮＡ和转染至 ＨＳ２７细胞
后，提取细胞蛋白检测 ＮＲＦ２、ＨＯ１、Ｐ５３及 Ｐ２１等蛋
白的表达水平。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与 ＨＧ ＋Ｃｏｎ
ｓｉＲＮＡ组相比，ＨＧ ＋ＮＲＦ２ｓｉＲＮＡ组 ＮＲＦ２、ＨＯ１的
表达显著降低，增殖和凋亡相关蛋白 Ｐ２１和 Ｐ５３表达
水平并无改变（图４）。表明阻断 ＮＲＦ２通路，并不影
响细胞增殖和凋亡相关蛋白Ｐ２１和Ｐ５３的表达水平。
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１：ＨＧ＋ＣｏｎｓｉＲＮＡ组；２：ＨＧ＋ＮＲＦ２ｓｉＲＮＡ组
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＳ２７细胞ＮＲＦ２、ＨＯ１、Ｐ５３、Ｐ２１表达
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２．５　干扰ＮＲＦ２对ＨＳ２７细胞ＲＯＳ水平的影响
　　ＤＣＦ法检测 ＨＧ＋ＮＲＦ２ｓｉＲＮＡ组和 ＨＧ＋Ｃｏｎ
ｓｉＲＮＡ组ＲＯＳ水平，与 ＨＧ＋ＣｏｎｓｉＲＮＡ相比，ＨＧ＋
ＮＲＦ２ｓｉＲＮＡ组 ＲＯＳ水平显著升高［（２３６８４３８±
３１３６６９）ｖｓ（３３１０１０８±６５８３５１），Ｐ＜０．０５，图５］，提
示ＮＲＦ２通路是调节高糖所致ＲＯＳ增加的重要因素。
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Ａ：ＨＧ＋ＣｏｎｓｉＲＮＡ组；Ｂ：ＨＧ＋ＮＲＦ２ｓｉＲＮＡ组
图５　ＤＣＦ法检测干扰ＮＲＦ２对高糖情况下ＨＳ２７细胞内ＲＯＳ

水平的影响

２．６　干扰ＮＲＦ２对成纤维细胞迁移能力的影响
　　迁移实验显示，前 ４８ｈＨＧ＋ＮＲＦ２ｓｉＲＮＡ组与
ＨＧ＋ＣｏｎｓｉＲＮＡ组ＨＳ２７细胞迁移并无显著差异，６０ｈ
时，与ＨＧ＋ＣｏｎｓｉＲＮＡ组相比，ＨＧ＋ＮＲＦ２ｓｉＲＮＡ组
ＨＳ２７细胞迁移显著减弱［（０．０４６±０．０１８）ｖｓ（０．３１８±
０．０３２），Ｐ＜０．０５，图６］。７２ｈ时，ＨＧ＋ＣｏｎｓｉＲＮＡ组
完全愈合，ＨＧ＋ＮＲＦ２ｓｉＲＮＡ组愈合率仅约２４％，提
示阻断ＮＲＦ２通路抑制成纤维细胞迁移。

３　讨论

　　ＤＵｓ是糖尿病的重要并发症，是导致非创伤性截
肢的主要因素之一，严重影响患者的生活质量。创口

愈合的各个时期并不能严格区分，大致可分为止血期、

炎症期、增殖迁移期（包括细胞外基质沉积）和重塑
期［１５］。各时期彼此重叠，需要多种细胞参与进程，包括

上皮层（角质上皮细胞、黑色素细胞、朗格汉斯细胞）、

真皮层（成纤维细胞和肌成纤维母细胞）、血管、附件

结构及皮下脂肪层［１６］。糖尿病所致的体内代谢紊乱、

血管神经病变及炎症反应使上述参与创口愈合的多种

细胞行为学功能紊乱，包括成纤维细胞的增殖和迁移

受阻，导致 ＤＵｓ愈合延迟［５，１７］。体外多项实验表明，

高糖环境可显著抑制角质细胞及成纤维细胞的迁

移［５，９，１８－２０］。本研究亦证实了ＨＧ培养人皮肤成纤维
细胞（ＨＳ２７ｃｅｌｌｓ），与 ＮＧ组相比，人皮肤成纤维细胞
的迁移能力明显降低。并且ＨＧ组ＨＳ２７细胞ＲＯＳ堆
积，而经ＣＡ干预激活 ＮＲＦ２通路后细胞内 ＲＯＳ水平
降低，细胞迁移能力显著增强。提示 ＣＡ可望通过改
善成纤维细胞的行为学功能促进糖尿病溃疡愈合。

　　糖尿病溃疡作为糖尿病的主要并发症之一，慢性
迁延不愈，有着不同于一般溃疡的特有的病理生理机

制。既往研究亦证实，高糖抑制细胞迁移其机制之一

为ＲＯＳ堆积导致氧化应激损伤［２１］。有研究表明，对

比高糖（ＨＧ，３０ｍｍｏｌ／Ｌ）与正常糖（ＮＧ，５．５ｍｍｏｌ／Ｌ）
培养的人原代包皮成纤维细胞（ＨＳＦｓ），ＨＧ组 ＲＯＳ生
成增多，细胞迁移能力受损，经 ｂＦＧＦ（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ）干预降低 ＲＯＳ水平后，成纤维细胞迁移
能力得以改善［２０］，这与本研究采用高糖 （ＨＧ，
３０ｍｍｏｌ／Ｌ）培养人皮肤成纤维细胞（ＨＳ２７）发现其
ＲＯＳ水平较正常糖（ＮＧ，５．５ｍｍｏｌ／Ｌ）培养的 ＨＳ２７细
胞显著升高相一致。此外，本课题组近期研究发现，糖

尿病溃疡患者创缘处皮肤较非糖尿病患者创缘处皮肤

氧化应激损伤更严重，ＮＲＦ２通路代偿性激活；进一步，
在ＳＴＺ诱导的糖尿病溃疡动物模型中，通过 ＣＡ和 ＳＦ
（Ｓｕｌｆｏｒａｐｈａｎｅ）激活ＮＲＦ２通路显著促进糖尿病创口愈
合［９］，表明ＮＲＦ２通路在糖尿病溃疡中有重要作用。深
入研究发现，高糖导致角质细胞内ＲＯＳ堆积，经ＮＲＦ２
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图６　光镜实时观察各组ＨＳ２７细胞的迁移变化
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特异性激动剂 ＳＦ和 ＣＡ干预后，其 ＲＯＳ水平明显下
降，细胞迁移能力得到显著改善［９］。在此研究基础

上，本研究进一步证实了ＲＯＳ对成纤维细胞迁移的影
响：ＣＡ，一种ＮＲＦ２的特异性激动剂，干预成纤维细胞
４８ｈ后可使得高糖条件下细胞内增高的 ＲＯＳ水平明
显降低，迁移能力增强。进一步，阻断成纤维细胞中的

ＮＲＦ２通路后，ＲＯＳ水平进一步升高，成纤维细胞迁移
的抑制效应加剧。提示，高糖环境下成纤维细胞胞内

ＲＯＳ水平可能与迁移能力负相关。因此，本研究发现
激活ＮＲＦ２通路可明显缓解高糖对成纤维细胞迁移能
力的影响，进一步充实了 ＮＲＦ２激动剂应用于糖尿病
溃疡治疗的科学依据。

　　此外，成纤维细胞的增殖、凋亡同样参与创口闭合
过程。高糖（３０ｍｍｏｌ／Ｌ和６０ｍｍｏｌ／Ｌ）处理 ＨＳＦｓ细
胞７２ｈ后，细胞损伤相关蛋白Ｐ５３，ｃＣａｓｐａｓｅ３，ＴＮＦα
和ＰＡＩ１水平显著升高，但并不影响细胞的增殖活
性［２０］。Ｐ２１抑制细胞周期蛋白 ｃｙｃｌｉｎ／ＣＤＫ家族的活
性，并且过表达 Ｐ２１抑制人皮肤成纤维细胞增
殖［２２－２３］。Ｐ５３的水平改变诱导细胞活性丧失进而导
致细胞凋亡［２４］。因此，我们检测了 ＣＡ干预后成纤维
细胞Ｐ２１和Ｐ５３的表达水平，发现Ｐ２１和Ｐ５３的表达水
平并无显著改变。鉴于成纤维细胞的增殖与多种因素

相关，如丝裂原活化蛋白激酶ｐ４２ｍａｐｋ和ｐ４４ｍａｐｋ［２５］、
ＴＧＦβ１［２６］等成纤维细胞增殖的重要调节因子。因
此，ＣＡ对成纤维细胞增殖和凋亡有无影响尚不明确，
仅提示ＣＡ并不影响Ｐ２１或 Ｐ５３相关增殖或凋亡的信
号通路，但对其他因素有无作用尚未可知，需进一步通

过其他方法检测不同时间点细胞增殖情况并进一步探

讨其他相关信号通路的影响。

　　另一方面，为进一步阐释 ＮＲＦ２及 ＲＯＳ水平在调
控成纤维细胞迁移、增殖及凋亡中的重要作用，本研究

还发现阻断 ＮＲＦ２通路后成纤维细胞的 ＲＯＳ水平进
一步增加，迁移能力严重受损，而增殖和凋亡相关蛋白

表达并无明显改变。故此，继发现 ＮＲＦ２在糖尿病肾
病［１２，２７］、糖尿病肌萎缩［２８］、糖尿病心肌病［２９］及糖尿

病溃疡（角质细胞）［９］等糖尿病并发症中的重要作用，

本研究证实了ＮＲＦ２在糖尿病溃疡中对成纤维细胞的
重要保护作用，进一步丰富了氧化应激参与调控糖尿

病及其并发症发生发展的重要理论。

　　未来进一步的研究应该包括敲除ＮＲＦ２后进一步
观察ＣＡ对成纤维细胞的影响，以探讨ＣＡ促进成纤维
细胞迁移是否完全依赖于 ＮＲＦ２通路。此外，成纤维
细胞是间质细胞的主要类型，参与细胞外基质（ＥＣＭ）
的沉积［３０］，那么ＣＡ对成纤维细胞高糖条件下ＥＣＭ表

达水平的调节是否有利，尚值得进一步探讨。

　　综上所述，本研究证实了 ＣＡ降低高糖诱导的皮
肤成纤维细胞内ＲＯＳ水平，改善高糖对皮肤成纤维细
胞迁移的抑制作用，进一步探索其可能机制，发现 ＣＡ
经由ＮＲＦ２通路调节高糖条件下皮肤成纤维细胞的功
能，为ＣＡ应用于ＤＵｓ的临床治疗提供了实验依据。
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