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高糖环境下抑瘤素对人皮肤成纤维细胞增殖和细胞外基质分泌的影响
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　　［摘要］　目的　探讨高糖环境下抑瘤素（ｏｎｃｏｓｔａｔｉｎＭ，ＯＳＭ）对人皮肤成纤维细胞（ｈｕｍａｎｄｅｒｍａｌ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＨＤＦｓ）增殖和细胞外基质分泌的影响及其可能的作用机制。方法　①高糖模型建立：人皮肤
成纤维细胞分为５组，分别给予５、１０、１５、２０、２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖处理；采用 ＭＴＴ检测高糖培养２４、３６、
４８ｈ各组细胞的增殖活力，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测对照组（５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）和高糖组（２０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）
细胞培养２４、３６、４８ｈ后ＥＲＫ、ｐＥＲＫ和ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达。②探讨ＯＳＭ对高糖模型作用的最佳浓度：
细胞分为５组，对照组给予２０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖处理，其余各组分别给予２０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖＋２５、５０、１００、
２００ｎｇ／ｍＬＯＳＭ处理；采用ＭＴＴ检测各组细胞培养２４、３６、４８ｈ后的增殖活力；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细
胞ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白表达。③探讨ＯＳＭ对高糖模型的作用的机制：将细胞分为对
照组、高糖组、高糖＋ＯＳＭ组、高糖＋ＯＳＭ＋抑制剂 ＰＤ９８０５９组。流式细胞仪测定各组细胞周期，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测ＥＲＫ、ｐＥＲＫ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ等相关因子的蛋白表达，ｑＰＣＲ验证
各组细胞ＥＲＫ１／２、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ基因相对表达量的差异。结果　与对照
组比较，经２０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖处理后，ＨＤＦｓ的增殖活力显著降低（Ｐ＜０．００１），Ｇ１期细胞增多（Ｐ＜
０．０１），Ｓ期细胞显著减少（Ｐ＜０．０１）；ＥＲＫ、ｐＥＲＫ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白表
达显著降低（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）。与高糖组比较，１００ｎｇ／ｍＬＯＳＭ处理高糖组４８ｈ后，细胞的增殖活力
显著增高（Ｐ＜０．００１）；Ｇ１期细胞减少（Ｐ＜０．０５），Ｓ期细胞显著增多（Ｐ＜０．０５）；ＥＲＫ、ｐＥＲＫ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、
ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的蛋白表达显著增高（均 Ｐ＜０．０１）；ｑＰＣＲ结果与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
基本一致，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。当ＥＲＫ通路特异性小分子抑制剂ＰＤ９８０５９阻断ＥＲＫ信号
通路后，上述效应显著减弱（Ｐ＜０．０５）。结论　ＯＳＭ可能通过 ＥＲＫ信号通路逆转高糖对 ＨＤＦｓ增殖和
细胞外基质分泌的抑制作用。

　　［关键词］　抑瘤素；人皮肤成纤维细胞；高糖；细胞增殖；ＥＲＫ；细胞外基质
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　　近年来，糖尿病发病率持续上升，伤口难愈是糖尿
病进程中严重的并发症之一［１－２］。伤口愈合是一个

复杂的病理生理过程，包括组织再生、修复、重建等。

在这个过程中，人皮肤成纤维细胞（ｈｕｍａｎｄｅｒｍａｌ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＨＤＦｓ）的增殖、迁移，肉芽组织形成，胶原分
泌和创口胶原化，瘢痕形成、改建为主要影响因

素［３－６］。在长期高糖因素的刺激下，伤口中血管神经

病变以及炎症反应等因素导致参与伤口愈合的多种细

胞功能紊乱［７］，其中 ＨＤＦｓ表达水平下降、生长因子功
能活性降低，导致创面愈合速度减慢，是慢性难愈合创

面形成的重要原因［８－９］。因此，改善高糖环境下 ＨＤＦｓ
的增殖、迁移、细胞外胶原的分泌等功能状态，是促进

糖尿病创面愈合的关键。

　　抑瘤素（ｏｎｃｏｓｔａｔｉｎＭ，ＯＳＭ）属于白介素６家族成
员，主要由激活的 Ｔ细胞和单核细胞产生，作为一种
多功能的细胞生长调节因子，通过与细胞膜受体

ｇｐ１３０结合，激活下游 ＳＴＡＴ３、ＭＡＰＫ和 ＰＩ３Ｋ等多种
信号通路［１０］。ＯＳＭ可以抑制多种实体肿瘤及白血病
细胞的生长，但是ＯＳＭ对成纤维细胞的作用与其对肿
瘤细胞的作用完全不同［１１］。已有研究表明，在急性心

肌梗死时，ＯＳＭ水平增加，通过促进心肌纤维细胞的
增殖促进创伤愈合［１２］，ＯＳＭ对成纤维细胞的增殖及细

胞外胶原的分泌有促进的作用［１０］。但 ＯＳＭ促进
ＨＤＦｓ在高糖环境下的增殖和细胞外胶原分泌的作用
和具体机制仍不清楚。因此，本研究主要通过体外实

验建立ＨＤＦｓ高糖模型，ＯＳＭ处理高糖环境下 ＨＤＦｓ，
观察高糖环境中 ＯＳＭ对 ＨＤＦｓ增殖及细胞外胶原分
泌的影响及机制，为ＯＳＭ用于糖尿病伤口愈合的治疗
提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
　　细胞 ＨＤＦｓ购于重庆莱博斯生物技术有限公司。
主要实验试剂：ＤＭＥＭ／ＨｉｇｈＧｌｕｃｏｓｅ培养基购于美国
Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血清购于德国 ＰＡＮ公司；蛋白预染
Ｍａｒｋｅｒ购于美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；ＳＹＢＲＧｒｅｅｂＰＣＲ试剂
盒、反转录试剂盒购于日本 ＴａＫａＲａ公司；胰酶购于美
国Ｇｉｂｃｏ公司、重组人抑瘤素Ｍ购于美国Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公
司、兔抗人 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＥＲＫ、ｐＥＲＫ抗体、荧光二抗购于
英国 Ａｂｃａｍ公司；兔抗人 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ抗体购于美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；山羊抗兔
二抗、βａｃｔｉｎ、ＧＡＰＤＨ单克隆抗体购于中国博士德生
物公司；ＲＩＰＡ裂解液、ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液
（５×）、ＢＣＡ蛋白定量试剂盒、ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳试
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剂盒购于中国碧云天生物技术公司。

１．２　方法
１．２．１　采用 ＭＴＴ比色法检测 ＨＤＦｓ的增殖活力　　
取第３～５代对数生长期的 ＨＤＦｓ，按２×１０３／孔分别接
种于９６孔板。依据 ＤＭＥＭ培养基中所含葡萄糖浓度
不同将 ＨＤＦｓ分为 ５组，分别给予 ５、１０、１５、２０、
２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖处理，每组 ５个复孔。对照组加入
０．１％的ＤＭＳＯ，分别于培养２４、３６、４８ｈ后加入２０μＬ
的ＭＴＴ，在培养箱中继续培养 ４ｈ，弃掉孔内培养液，
加入１５０μＬ的ＤＭＳＯ，振荡混匀１０ｍｉｎ，用酶标仪测定
４９０ｎｍ处的Ｄ值。接着将细胞分为５组，对照组给予
２０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖处理，其余各组分别给予２０ｍｍｏｌ／Ｌ
葡萄糖＋２５、５０、１００、２００ｎｇ／ｍＬＯＳＭ处理。分别于培
养２４、３６、４８ｈ后，同上述方法检测Ｄ（４９０）值。
１．２．２　采用流式细胞术检测 ＨＤＦｓ的细胞周期　　
取对数生长期的细胞按１×１０５／孔接种于６孔板，对照
组、高糖组、高糖＋ＯＳＭ组、高糖＋ＯＳＭ＋抑制剂ＰＤ９８０５９
组，每组设置３个复孔。对照组加入０．１％的 ＤＭＳＯ。
每组细胞培养４８ｈ后进行流式细胞仪检测，探讨ＯＳＭ
对高糖环境下ＨＤＦｓ细胞周期的影响。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关蛋白的表达　　①为检
测不同时间段２０ｍｍｏｌ／Ｌ高糖组相对于对照组相关蛋
白的表达差异，将贴壁后的 ＨＤＦｓ分为：对照组
（５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）、高糖组（２０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖），分
别培养２４、３６、４８ｈ。②为检测 ＯＳＭ对高糖组相关蛋
白表达的影响及其机制，将细胞分为：对照组、高糖组、

高糖＋ＯＳＭ组、高糖＋ＯＳＭ＋抑制剂 ＰＤ９８０５９组，各组
细胞连续培养４８ｈ。培养完成后，分别提取细胞蛋白
检测 ＥＲＫ、ｐＥＲＫ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ和
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白的表达水平。ＲＩＰＡ细胞裂解液提取
ＨＤＦｓ总蛋白，用 ＢＣＡ法测定蛋白浓度。取２０μＬ蛋
白经１０％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳后，转移至 ＰＶＤＦ膜上，
加 ５％脱脂牛奶封闭２ｈ后，分别加入兔抗人ＣｙｃｌｉｎＤ１
（１∶５００），兔抗人ＥＲＫ１／２抗体（１∶９００），兔抗人ｐＥＲＫ
抗体（１∶５００），兔抗人 ＣｏｌｌａｇｅｎＩ（１∶５００），ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ
（１∶５００）、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ（１∶１０００），βａｃｔｉｎ（１∶１０００）、
ＧＡＰＤＨ（１∶５０００），４℃ 孵育过夜。次日 ＴＢＳＴ洗
３次，以１∶５０００加入辣根过氧化物酶标记的二抗室温
孵育 ２ｈ，然后加入显影液后在 ＬＡＳ４０００图像分析系
统进行采图，用ＩｍａｇｅＪ软件分析进行灰度值分析。
１．２．４　实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＥＲＫ、
ＣｏｌｌａｇｅｎＩ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ及 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的转录水平　　各
组细胞培养４８ｈ后，ＴＲＩｚｏｌ法分别提取各组细胞中总
ＲＮＡ，加入２０μＬＤＥＰＣ水，至完全溶解，紫外分光光

度计分析测定提取的ＲＮＡ的浓度，反转录制备ｃＤＮＡ，
浓度测量方法同前。ＰＣＲ反应体系（总体系２０μＬ）：
２．０μＬｃＤＮＡ、０．６ｍＬＰｒｉｍｅｒｓ、１０μＬ２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ、
７．４μＬ无菌水。ＰＣＲ程序为两步法，ｑＰＣＲ：９５℃、
１５ｓ预变性，之后每一步变性 ９５℃、５ｓ；退火延伸
６０℃，３０ｓ；共进行４５个循环，每个样本设３个复孔，
重复３次，取光密度值均数。以 ＧＡＰＤＨ为内参，实时
荧光定量 ＰＣＲ检测 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＥＲＫ１／２、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、
ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、ＦｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎｍＲＮＡ相对表达量。反应结束
后以２－△△Ｃｔ法表示各组目的基因相对表达水平。
１．３　统计学分析
　　上述实验均重复 ３次，数据以 珋ｘ±ｓ记录。使用
ＳＰＳＳ２０．０软件和 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７软件进行作图及
统计分析。两组资料比较采用 ｔ检验，多组资料之间
的比较采用单因素方差分析。当Ｐ＜０．０５表示差异具
有统计学意义。

２　结果

２．１　ＯＳＭ促进高糖人皮肤成纤维细胞的增殖
２．１．１　细胞增殖活力　　ＭＴＴ检测结果显示，与对
照组（５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）比较，ＨＤＦｓ的增殖活性随着
葡萄糖浓度的增加而不断降低，呈浓度依赖性。

２０ｍｍｏｌ／Ｌ高糖组较对照组细胞增殖活性下降（Ｐ＜
０．０１），在培养 ４８ｈ后细胞增殖活性下降显著（Ｐ＜
０．０１），２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组较２０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组细
胞增殖活性差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图１）。因此
选择２０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖培养 ４８ｈ作为建立高糖模型
的条件。
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图１　ＭＴＴ检测不同浓度葡萄糖作用后 ＨＤＦｓ增殖能力
的变化　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

　　与高糖模型组（０ｎｇ／ｍＬＯＳＭ）相比，１００ｎｇ／ｍＬ
ＯＳＭ组细胞增殖活力显著提高（Ｐ＜０．０１）；与１００ｎｇ／ｍＬ
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ＯＳＭ组相比，２００ｎｇ／ｍＬＯＳＭ组细胞活性开始降低（Ｐ＜
０．０５，图２）。１００ｎｇ／ｍＬＯＳＭ组处理４８ｈ与１００ｎｇ／ｍＬ
ＯＳＭ组处理２４、３６ｈ相比，细胞增殖活力显著提高（均
Ｐ＜０．０１）。结果表明 １００ｎｇ／ｍＬＯＳＭ处理高糖模型
４８ｈ，对细胞的增殖促进作用最显著。
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图２　ＭＴＴ检测不同浓度 ＯＳＭ作用于高糖成纤维细胞
增殖能力的变化　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．１．２　细胞周期　　流式细胞仪检测结果显示，与对
照组相比，高糖组的Ｓ期细胞数减少（Ｐ＜０．０５）、Ｇ１期
细胞数增多（Ｐ＜０．０５）；与高糖组相比，高糖＋ＯＳＭ组
的Ｓ期细胞数增加（Ｐ＜０．０５）、Ｇ１期细胞数减少（Ｐ＜
０．０５）；与高糖＋ＯＳＭ组相比，高糖＋ＯＳＭ＋抑制剂
ＰＤ９８０５９组的Ｓ期细胞数减少（Ｐ＜０．０５）、Ｇ１期细胞

数增多（Ｐ＜０．０５）。与对照组相比，在周期分布上，高
糖环境使成纤维细胞出现了 Ｇ０／Ｇ１期阻滞（图 ３）；
ＯＳＭ处理后促进细胞Ｇ１期向 Ｓ期转化；加入 ＥＲＫ抑
制剂ＰＤ９８０５９后促进效应消失。
２．１．３　ＥＲＫ、ｐＥＲＫ和 ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达　　
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与对照组比较，高糖组
ＥＲＫ、ｐＥＲＫ和ＣｙｃｌｉｎＤ１表达显著降低（均 Ｐ＜０．０１），
培养时间为４８ｈ时影响最为显著（图 ４）。与高糖组
相比，高糖＋ＯＳＭ组 ＥＲＫ、ｐＥＲＫ和 ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表
达明显增高（Ｐ＜０．０１）；与高糖组比较，高糖＋ＯＳＭ＋
ＰＤ９８０５９组蛋白表达差异无统计学意义（图５）。
２．１．４　ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＥＲＫｍＲＮＡ表达　　采用 ｑＰＣＲ
验证各组细胞中 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＥＲＫ１／２ｍＲＮＡ表达的差
异，与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果基本一致，差异均有统计学意
义（Ｐ＜０．０１，图６）。结果表明ＯＳＭ可以从转录水平促
进ＨＤＦｓＣｙｃｌｉｎＤ１的表达，并且这种作用可能是通过
ＥＲＫ通路实现。
２．２　ＯＳＭ促进人皮肤成纤维细胞外基质的分泌
２．２．１　ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白表达
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与高糖组比较，２５、５０、
１００、２００ｎｇ／ｍＬＯＳＭ处理高糖模型４８ｈ后人皮肤成纤
维细胞ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白表达增
加，在浓度为１００ｎｇ／ｍＬ时达到最大，浓度为２００ｎｇ／ｍＬ
时蛋白表达开始下降（均Ｐ＜０．０１，图７），表明１００ｎｇ／ｍＬ
ＯＳＭ为促进ＨＤＦｓ细胞外基质分泌的最适浓度。
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图３　流式细胞术检测各组细胞周期变化
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１：５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖培养２４ｈ；２：２０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖培养２４ｈ；３：５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖培养３６ｈ；４：２０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖培养３６ｈ；
５：５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖培养４８ｈ；６：２０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖培养４８ｈ；Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：ＥＲＫ蛋白相对表达量；Ｃ：ｐＥＲＫ蛋白
相对表达量；Ｄ：ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白相对表达量　ａ：Ｐ＜０．０１，与５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖培养组比较

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测高糖对ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＥＲＫ和ｐＥＲＫ的蛋白表达的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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１：对照组；２：高糖组；３：高糖＋ＯＳＭ组；４：高糖＋ＯＳＭ＋抑制剂 ＰＤ９８０５９组　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：ＥＲＫ蛋白相对表达量；
Ｃ：ｐＥＲＫ蛋白相对表达量；Ｄ：ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白相对表达量；ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与高糖组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与
高糖＋ＯＳＭ组比较

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＥＲＫ和ｐＥＲＫ的蛋白相对表达量　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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１：对照组；２：高糖组；３：高糖＋ＯＳＭ组；４：高糖＋ＯＳＭ＋抑制剂ＰＤ９８０５９组；Ａ：ＥＲＫｍＲＮＡ相对表达量；Ｂ：ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ相对
表达量　ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与高糖组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与高糖＋ＯＳＭ组比较

图６　ｑＰＣＲ检测ＣｙｃｌｉｎＤ１和ＥＲＫ１／２的ｍＲＮＡ的相对表达　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

９５９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１０）



　　选取最适浓度后，为探究 ＯＳＭ促进细胞外基质
分泌的机制，将细胞分为对照组、高糖组、高糖＋ＯＳＭ
组、高糖＋ＯＳＭ＋抑制剂ＰＤ９８０５９组。结果显示，高糖
组较对照组 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋
白表达明显减弱（均 Ｐ＜０．０１）；高糖＋ＯＳＭ组较高糖
组 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白表达明显
增高（均 Ｐ＜０．０１）；高糖＋ＯＳＭ＋抑制剂 ＰＤ９８０５９组
与高糖组相比蛋白表达差异无统计学意义（图 ８）。
综上结果表明 ＯＳＭ可能通过 ＥＲＫ通路促进 ＨＤＦｓ

的 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的表达。
２．２．２　ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、ＦｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎｍＲＮＡ表达
　　采用ｑＰＣＲ验证各组细胞中ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ，Ｃｏｌｌａｇｅｎ

Ⅲ、ＦｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎｍＲＮＡ表达的差异。与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结
果基本一致，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图 ９）。
结果表明ＯＳＭ可以从基因层面促进人真皮成纤维细
胞ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ和Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的表达，并且这
种作用可能是通过ＥＲＫ通路实现的。
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１：对照组；２：高糖组；３～６分别为高糖＋ＯＳＭ２５、５０、１００、２００ｎｇ／ｍＬ组　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ蛋白相对表达量；
Ｃ：ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ蛋白相对表达量；Ｄ：Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白相对表达量　ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与高糖组比较

图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ和Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白表达　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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１：对照组；２：高糖组；３：高糖＋ＯＳＭ组；４：高糖＋ＯＳＭ＋抑制剂ＰＤ９８０５９组；Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ蛋白相对表达量；
Ｃ：ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ蛋白相对表达量；Ｄ：Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白相对表达量　ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与高糖组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，
与高糖＋ＯＳＭ组比较　　

图８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ和Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白表达　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

０６９ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



!"#

!"$

$%#

&

'
(
)
)
*
+
,
-
!
.
/
0
1

相
对
表
表
达
量

! 2 3 4

*

5

1

6

2"&

!"#

!"&

&"#

&

'
(
)
)
*
+
,
-
"

.
/
0
1

相
对
表
达
量

! 2 3 4

*

5

7

6

!"#

!"&

&"#

&

8
9
6
:
(
-
,
5
;
9
-
.
/
0
1

相
对
表
表
达
量

! 2 3 4

*

5

'

6

１：对照组，２：高糖组，３：高糖＋ＯＳＭ组，４：高糖＋ＯＳＭ＋抑制剂 ＰＤ９８０５９组；Ａ：ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ ｍＲＮＡ相对表达量；Ｂ：ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ
ｍＲＮＡ相对表达量；Ｃ：ＦｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎｍＲＮＡ相对表达量　ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与高糖组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与高
糖＋ＯＳＭ组比较

图９　ｑＰＣＲ检测各组细胞中ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ和Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的ｍＲＮＡ表达　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

　　糖尿病在世界范围内属于高发性疾病，伤口愈合
延迟导致难愈性创面的形成是糖尿病的严重并发症之

一，因缺乏有效的治疗手段，导致全球约１％的糖尿病
患者因糖尿病足而截肢［１３］。伤口愈合通常经历如下

阶段：止血、炎症、增殖、收缩和重塑［４］，各时期彼此重

叠。正常伤口愈合过程需要多种细胞的协调与同步，

其中包含角质形成细胞、表皮细胞、表皮干细胞、成纤

维细胞、肌成纤维母细胞以及血管和皮肤附属器

等［６］。ＨＤＦｓ在创伤愈合的各个阶段都发挥着至关重
要的作用，在创伤发生时迅速增殖和迁移，组成肉芽组

织填补创口，分泌胶原，最终参与瘢痕形成。因此，

ＨＤＦｓ的生物学行为一定程度上决定了创面的愈合情
况［１４］。已有研究证明，糖尿病所导致的体内代谢紊

乱、血管神经病变及炎症反应等使 ＨＤＦｓ细胞增殖活
性与细胞外基质的改变是引起糖尿病伤口难愈的重要

因素［１５］。因此，若能通过某种手段逆转高糖环境下

ＨＤＦｓ的生物学行为，可能对糖尿病伤口难愈问题提
供有效的治疗手段。

　　ＯＳＭ属于白介素６家族成员，主要由激活的Ｔ细
胞、单核细胞产生，作为一种多功能的细胞生长调节因

子，在器官发育、组织损伤与再生等方面起到重要的调

控作用［１０－１２］。在体内，ＯＳＭ可以通过与细胞膜受体
ｇｐ１３０结合，选择性地活化下游转录调节因子丝裂原
活化 蛋 白 激 酶 （ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，
ＭＡＰＫ）信号通路或者磷脂酰肌醇三激酶（ＰＩ３Ｋ）／苏
氨酸激酶（ＡＫＴ）信号通路，上调细胞外调节蛋白激酶
（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ１／２，ＥＲＫ１／２）、
ｃＪｕｎ氨基末端激酶（ｃＪｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）、
Ｐ３８ＭＡＰＫ以及ＮＦκＢ水平［１６－１８］。当ｇｐ１３０通过激活

Ｓｒｃ同源酪氨酸磷酸酶激活 ＭＡＰＫ信号通路中的
ＥＲＫ１／２时，ＯＳＭ受体通过募集 Ｓｈｃ聚集，起到辅助作
用，增 强 ＥＲＫ１／２、Ｐ３８ＭＡＰＫ 及 ＪＮＫ 的 激 活 水
平［１９－２０］。ＥＲＫ为 ＭＡＰＫ家族的一员，其信号传递途
径涉及调节细胞生长发育和细胞分裂［２１］。已有实验

证实，ＯＳＭ能刺激肺部成纤维细胞受体后激活丝裂原
活化蛋白激（ＭＡＰＫ）信号转导途径，通过 ＭＡＰＫ途径
调节肺成纤维的活性从而参与肺损伤修复［２２－２３］。但

ＯＳＭ促进ＨＤＦｓ在高糖环境下的增殖和细胞外胶原的
分泌的作用和具体机制目前尚未探明。本研究使用高

糖培养ＨＤＦｓ建立高糖模型，探讨 ＯＳＭ能否通过逆转
高糖对ＥＲＫ信号通路的抑制作用，促进成纤维细胞的
增殖以及细胞外胶原的分泌。

　　Ｇ１／Ｓ期的转换是调控细胞周期的关键限制点，而
ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白是推动细胞越过Ｇ１／Ｓ限制点的关键分
子［２４－２５］。本研究结果显示，高糖组相比于对照组

ＨＤＦｓ细胞出现明显的Ｇ１期阻滞，ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达
显著降低，ＨＤＦｓ的增殖能力明显降低。与对照组相
比，高糖环境下ＨＤＦｓ增殖相关的 ＥＲＫ信号通路蛋白
表达显著降低，因此推测高糖可能通过抑制ＥＲＫ信号
通路从而抑制ＨＤＦｓ的增殖活性。１００ｎｇ／ｍＬＯＳＭ作
用于 ＨＤＦｓ后，经 ＥＲＫ信号通路传入至胞核后引起
ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白的表达显著增加，进而推动细胞周期由
Ｇ１向Ｓ期转化，促进细胞的分裂增殖。加入 ＥＲＫ通
路抑制剂的各组ＨＤＦｓ增殖能力降低，提示 ＥＲＫ信号
通路可能在 ＯＳＭ促进高糖环境下 ＨＤＦｓ的增殖起到
一定的作用。

　　同时，成纤维细胞是细胞外基质产生和重组的关
键。细胞外基质作为细胞与细胞、细胞与基质、基质与

蛋白之间相互作用的媒介，是促进伤口愈合的重要成

分，起初细胞外基质以纤维蛋白凝块的形式存在，接着

１６９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１０）



参与肉芽组织的形成，起到填补缺损组织的作

用［２６－２７］。在糖尿病大鼠中，Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ、ⅩⅣ和
ⅩⅦ型胶原的表达都有所降低［２８］。皮肤的胶原蛋白

主要包括Ⅰ型、Ⅲ型胶原蛋白，主要分布在皮肤的真皮
层［２９］。纤连蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）是肉芽组织的重要
组成成分，研究发现，糖尿病小鼠皮肤中的 ＦＮ明显
减少，外用ＦＮ基质类似物能够促进糖尿病小鼠伤口
愈合［３０］。本研究结果表明，ＯＳＭ能够增加人皮肤成纤
维细胞 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ及 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的 ｍＲＮＡ
及蛋白的表达水平，从而起到促进细胞外基质分泌的

作用。并且这种作用在使用 ＥＲＫ通路小分子抑制剂
ＰＤ９８０５９后消失。因此推测 ＯＳＭ促进高糖环境下
ＨＤＦｓ细胞外基质分泌的作用可能与ＯＳＭ上调磷酸化
ＥＲＫ表达有关。但是本实验只涉及体外实验，且不排
除 ＯＳＭ可能还具有激活其他信号通路等作用，与
ＯＳＭ有关的相关分子机制还需要借助分子生物学、动
物模型等实验进行深入验证。

　　综上所述，本研究建立了高糖模型，证实了 ＯＳＭ
可能通过激活 ＥＲＫ通路，作用于相关转录因子，促进
蛋白激酶等多种底物进入细胞核，从而调节ＣｙｃｌｉｎＤ１、
ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ及 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ等相关基因的转
录，进而参与 ＨＤＦｓ的增殖和细胞外基质分泌等生理
过程，缓解高糖对 ＨＤＦｓ的抑制状态，为 ＯＳＭ应用于
糖尿病慢性难愈性伤口的临床治疗提供参考。
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