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Ｓｔａｔｈｍｉｎ通过促进伪足形成介导ＴＮＦα诱导的皮肤成纤维细胞迁移
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　　［摘要］　目的　探索 ｓｔａｔｈｍｉｎ在肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）刺激模拟的创面愈合早期炎症反应中，
对皮肤成纤维细胞迁移的作用及初步机制。方法　ＴＮＦα刺激人真皮成纤维细胞模拟体外创面愈合早
期炎症反应，通过免疫荧光观察ＴＮＦα对伪足生成的影响，细胞划痕实验观察迁移的改变，免疫荧光及
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ观察ＴＮＦα对ｓｔａｔｈｍｉｎ表达的影响；细胞松弛素 Ｂ刺激细胞和小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＳＴＭＮ）干扰
ｓｔａｔｈｍｉｎ表达后，通过免疫荧光观察伪足的改变，细胞划痕实验观察迁移的变化。结果　ＴＮＦα处理人
真皮成纤维细胞后，伪足明显增加，并且细胞迁移显著增强（Ｐ＜０．０５），ｓｔａｔｈｍｉｎ表达显著增加（Ｐ＜０．０５）；
细胞松弛素Ｂ导致伪足生成减少，细胞迁移显著减弱（Ｐ＜０．０５）；干扰ｓｔａｔｈｍｉｎ表达后，细胞伪足减少，迁
移能力显著减弱（Ｐ＜０．０５）。结论　在早期炎症中，ｓｔａｔｈｍｉｎ可能通过促进伪足形成介导皮肤成纤维细
胞的迁移。
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　　创面修复大致分为炎症期、增殖期和重塑期，各期
有序进行且彼此重叠。适度的炎症刺激能够快速启动

创面修复，此观点已得到广泛认可，但是炎症启动创面

修复的机理还远未阐明［１］。肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、
白细胞介素１（ＩＬ１）和 ＩＬ６等是重要的炎症因子，对
皮肤创面组织的修复具有重要的作用［２］。成纤维细

胞是参与创面修复过程的重要成员［３］，它既可以通过

活化促进细胞外基质的形成，又可以分泌生长因子和

细胞因子，还能够参与免疫调节，成纤维细胞功能的异

常会显著延迟创面愈合的速度［４］。同时炎症是启动

人真皮成纤维细胞迁移的关键因素，但炎症如何调节

成纤维细胞迁移尚不十分清楚。近年来，细胞骨架，尤

其是微丝被认为是调节细胞迁移的重要环节，细胞松

弛素Ｂ作为经典研究微丝骨架的常用药物，可以抑制
各种依赖于微丝的运动［５－６］。同时，作为细胞骨架蛋

白的重要成员的ｓｔａｔｈｍｉｎ广泛表达于多种组织和细胞
中。细胞骨架及其蛋白的动态变化控制着细胞迁移，

微管与微丝在这一过程中具有相互协调的作用［７］。

不仅如此，ｓｔａｔｈｍｉｎ还参与调节肿瘤细胞、表皮细胞或
内皮细胞迁移。但ｓｔａｔｈｍｉｎ参与调节人真皮成纤维细
胞的研究鲜有报道［８－９］。本研究旨在丰富炎症促进创

面修复新机理，阐明 ｓｔａｔｈｍｉｎ在炎症介导人真皮成纤
维细胞迁移中的作用和初步机制，为临床干预创面治

疗提供新靶点和策略。

１　材料与方法

１．１　材料
　　人真皮成纤维细胞（ｈｕｍａｎｄｅｒｍａｌｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，
ＨＤＦ）购自 ＡＴＣＣ；胎牛血清（ＦＢＳ）、ＤＭＥＭ高糖培养
基购自 Ｇｉｂｃｏ公司；ＰＢＳ缓冲液干粉购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ公
司；青霉素链霉素双抗、０．２５％胰酶（含 ＥＤＴＡ）、电转
液、ＴＢＳＴ、ＢＣＡ蛋白测定试剂盒、４％多聚甲醛、免疫染
色封闭液、免疫染色一抗稀释液和抗荧光淬灭封片剂

购自碧云天公司；ＴＮＦα重组蛋白、Ｓｔａｔｈｍｉｎ抗体购自
Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；丝裂霉素购自 Ｓｅｌｌｅｃｋ公司；细胞松
弛素Ｂ购自ＭＡＣＫＬＩＮ公司；ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶配制试剂
盒购自上海生工公司；ＰＶＤＦ膜购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公
司；电泳缓冲液粉剂购自赛维尔公司；细胞裂解液购自

北京鼎国公司；ＥＣＬ超敏发光液购自硕华公司；小干扰
ＲＮＡ购自吉玛基因公司；ＧＡＰＤＨ抗体ＡｎｔｉｒａｂｂｉｔＩｇＧ、
ＨＲＰｌｉｎｋｅｄ抗体购自 ＣＳＴ公司；共聚焦培养皿购自
ＮＥＳＴ公司；罗丹明标记的鬼笔环肽染料购自ＡＢｃｌｏｎａｌ
公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养及体外炎症模拟　　配制含１０％胎
牛血清的双抗 ＤＭＥＭ高糖培养基用于培养人真皮成
纤维细胞。于３７℃、５％ＣＯ２的培养箱中培养２ｄ，细
胞融合到８０％时进行传代，选择对数生长期细胞用于
后续实验。ＴＮＦα重组蛋白２０ｎｇ／ｍＬ处理细胞２４ｈ，
模拟体外早期炎症。实验均重复３次。
１．２．２　细胞划痕实验　　用丝裂霉素ｃ（终浓度：
５μｇ／ｍＬ）在３７℃孵育２ｈ抑制细胞增殖，对照组不做
任何处理，ＴＮＦα组使用 ＴＮＦα处理 ２４ｈ，细胞松弛
素组使用细胞松弛素Ｂ（１０μｍｏｌ／Ｌ）处理３０ｍｉｎ；小干
扰相关组别同小干扰ＲＮＡ转染部分。用１ｍＬ的枪头
在３．５ｃｍ平板上对培养及处理的成纤维细胞进行划
痕，然后用ＰＢＳ缓冲液清洗２～３遍冲掉细胞碎片。采
用倒置光学显微镜（ＩＸ７３，Ｏｌｙｍｐｕｓ）拍照记录。将细
胞迁移定义为创面愈合率，创面愈合率＝划痕距离
（０ｈ）－划痕距离（２４ｈ）／划痕距离（０ｈ），使用ＩｍａｇｅＪ
软件对其进行分析。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　人真皮成纤维细胞培养
至对数生长期，对照组不做任何处理，ＴＮＦα组使用
ＴＮＦα处理２４ｈ。处理好的细胞用 ＲＩＰＡ裂解液裂解
后，在４℃以１３７００×ｇ离心１５ｍｉｎ，获取上清液。然
后使用ＢＣＡ蛋白测定试剂盒进行蛋白定量分析。蛋
白样品通过 ＳＤＳＰＡＧＥ加载和分离，然后转移到
ＰＶＤＦ膜上。转膜完毕后封闭１ｈ，膜与特异性的一抗
（ａｎｔｉｓｔａｔｈｍｉｎ，ＧＡＰＤＨ）在４℃下孵育过夜。ＴＢＳＴ洗
３遍后，二抗共孵 １ｈ，ＴＢＳＴ再洗 ３遍，并使用
ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ系统（ＣｈｅｍｉＤｏｃ，ＢｉｏＲａｄＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）
曝光显影。

１．２．４　小干扰ＲＮＡ转染　　用ｓｔａｔｈｍｉｎ（ｓｉＳＴＭＮ）特
异性的ｓｉＲＮＡ或相应的对照ｓｉＲＮＡ（ｓｉＮＣ）与转染试剂
转染细胞，并按照使用说明操作。根据处理条件分为

ｓｉＮＣ组（只转染 ｓｉＮＣ２４ｈ）、ｓｉＳＴＭＮ组（只转染
ｓｉＳＴＭＮ２４ｈ）、ｓｉＮＣ＋ＴＮＦα组（转染ｓｉＮＣ２４ｈ后再加
ＴＮＦα处理 ２４ｈ）、ｓｉＳＴＭＮ＋ＴＮＦα组（转染 ｓｉＳＴＭＮ
２４ｈ后再加ＴＮＦα处理２４ｈ）。
１．２．５　免疫荧光检测　　Ｓｔａｔｈｍｉｎ抗体染色：细胞培
养于共聚焦培养皿上培养过夜，培养至对数生长期，对

照组不做任何处理，ＴＮＦα组使用 ＴＮＦα处理 ２４ｈ。
使用免疫染色洗涤液洗 ３遍后，４％多聚甲醛固定
２０ｍｉｎ，使用免疫染色封闭液封闭１ｈ。与配好的ａｎｔｉ
ｓｔａｔｈｍｉｎ抗体在 ４℃孵育过夜，继续使用免疫染色洗
涤液洗３遍，然后与 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８荧光二抗室温避
光孵育１ｈ，免疫染色洗涤液洗３遍，与ＤＡＰＩ染料室温
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避光孵育５ｍｉｎ，免疫染色洗涤液洗３遍，使用抗荧光淬
灭封闭液进行封片，荧光显微镜观察拍照并采集图像。

　　微丝染色：细胞培养于共聚焦培养皿上培养过夜，
培养至对数生长期，对照组不做任何处理，ＴＮＦα组使
用ＴＮＦα处理２４ｈ；细胞松弛素组使用细胞松弛素 Ｂ
（１０μｍｏｌ／Ｌ）处理 ３０ｍｉｎ；小干扰相关组别同小干扰
ＲＮＡ转染部分。处理后，使用免疫染色洗涤液洗３遍
后，４％多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，与配好的罗丹明标记的
鬼笔环肽染料室温避光孵育１ｈ，继续使用免疫染色洗
涤液洗３遍，与 ＤＡＰＩ染料室温避光孵育 ５ｍｉｎ，再使
用免疫染色洗涤液洗３遍后，加抗荧光淬灭封闭液进
行封片，激光共聚焦显微镜观察拍照并采集图像。

１．３　统计学分析
　　使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８进行统计分析。结果均表
示为 珋ｘ±ｓ。两组间比较采用独立样本 ｔ检验。多组间
比较采用单因素方差分析，多重比较采用 Ｔｕｋｅｙ’ｓ检
验。当Ｐ＜０．０５时认为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　炎症刺激对人真皮成纤维细胞伪足的影响
　　罗丹明标记的鬼笔环肽染色观察伪足，结果显示：

当ＴＮＦα处理细胞２４ｈ后，通过免疫荧光检测发现，
ＴＮＦα处理组细胞伪足较对照组增多。提示早期炎症
刺激促进人真皮成纤维细胞伪足的形成（图１）。
２．２　ＴＮＦα对人真皮成纤维细胞迁移的影响
　　细胞划痕实验观察细胞迁移，结果显示：当ＴＮＦα
（２０ｎｇ／ｍＬ）处理细胞２４ｈ后，细胞迁移较对照组明显
增加（Ｐ＜０．０５）。提示早期适当的炎症刺激可以促进
人真皮成纤维细胞迁移（图２）。
２．３　伪足对人真皮成纤维细胞迁移的影响
　　细胞松弛素 Ｂ（１０μｍｏｌ／Ｌ）处理３０ｍｉｎ后，免疫
荧光检测细胞伪足，细胞划痕实验观察细胞迁移，结果

显示：细胞松弛素Ｂ处理组伪足较对照组减少（图３），
细胞迁移较对照组显著减慢（Ｐ＜０．０５，图４），提示伪
足增加促进人真皮成纤维细胞迁移。

２．４　ＴＮＦα对人真皮成纤维细胞ｓｔａｔｈｍｉｎ表达的影响
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（图 ５Ａ、Ｂ）及免疫荧光（图 ５Ｃ）检测
人真皮成纤维细胞ｓｔａｔｈｍｉｎ表达，结果显示：ＴＮＦα处
理细胞２４ｈ后，ＴＮＦα处理组 ｓｔａｔｈｍｉｎ表达均较对照
组显著增加（Ｐ＜０．０５）。提示早期炎症刺激促进人真
皮成纤维细胞ｓｔａｔｈｍｉｎ表达。
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图１　免疫荧光检测ＴＮＦα对人真皮成纤维细胞伪足的影响
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图２　细胞划痕实验观察ＴＮＦα对人真皮成纤维细胞迁移的影响
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图３　免疫荧光检测细胞松弛素Ｂ对人真皮成纤维细胞伪足的影响
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图４　细胞划痕实验观察细胞松弛素Ｂ对人真皮成纤维细胞迁移的影响
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图５　ＴＮＦα对人真皮成纤维细胞ｓｔａｔｈｍｉｎ表达的影响
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２．５　伪足增加可能是炎症微环境下 ｓｔａｔｈｍｉｎ介导人
真皮成纤维细胞迁移的机制

　　免疫荧光检测细胞伪足，结果显示：ＴＮＦα处理人
真皮成纤维细胞２４ｈ后，细胞伪足较对照组增加，当

使用小干扰 ＲＮＡ干扰 ｓｔａｔｈｍｉｎ表达后，小干扰 ＲＮＡ
（ｓｉＳＴＭＮ）组和小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＳＴＭＮ）＋ＴＮＦα组细胞
伪足明显减少。提示伪足增加可能是炎症微环境下

ｓｔａｔｈｍｉｎ介导人真皮成纤维细胞迁移的机制（图６）。
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图６　伪足增加在炎症微环境下ｓｔａｔｈｍｉｎ介导人真皮成纤维细胞迁移中的作用
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Ａ：细胞划痕实验观察ｓｉＳＴＭＮ转染前后ＴＮＦα对人真皮成纤维细胞迁移的影响；Ｂ：细胞划痕实验的定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５

图７　ｓｔａｔｈｍｉｎ对炎症介导人真皮成纤维细胞细胞迁移的影响

２．６　ｓｔａｔｈｍｉｎ对炎症介导人真皮成纤维细胞迁移的
影响

　　细胞划痕实验观察细胞迁移，结果显示：ＴＮＦα处
理人真皮成纤维细胞２４ｈ后，细胞迁移较对照组显著
增加（Ｐ＜０．０５），当使用小干扰ＲＮＡ干扰ｓｔａｔｈｍｉｎ表达
后，小干扰ＲＮＡ（ｓｉＳＴＭＮ）组和小干扰ＲＮＡ（ｓｉＳＴＭＮ）＋
ＴＮＦα组细胞迁移被显著抑制（Ｐ＜０．０５）。提示ＴＮＦα
可能通过上调ｓｔａｔｈｍｉｎ表达促进人真皮成纤维细胞迁
移（图７）。

３　讨论

　　创面愈合是人体复杂却能精确调节的生物过程［１０］。

机体受伤时，炎症因子可通过激活和趋化众多的免疫

细胞、补体和抗体等向局部破损创面聚集，抑制或清除

细菌，激活机体对创伤的免疫应答，促进皮肤创面组织

的愈合，是创面修复不可或缺的关键环节［１，１１－１３］。

ＴＮＦα、ＩＬ１和ＩＬ６等是重要的炎症因子，对皮肤创面
组织的修复具有重要的作用［２］。并且有临床研究发

现激活血清ＴＮＦα、ＩＬ６等炎症因子的表达，可加速糖

尿病足患者皮肤创面的愈合［１４］。虽然炎症环境被认

为是创面愈合的关键启动因素［１５－１６］，并且成纤维细胞

在这一过程中发挥了重要作用［１６－１７］，但两者之间潜在

的机制尚不十分清楚。本研究选取创面形成后机体释

放的内源性ＴＮＦα刺激人真皮成纤维细胞，从而模拟
体外炎症微环境。研究结果发现：早期的炎症刺激会

促进人真皮成纤维细胞ｓｔａｔｈｍｉｎ的表达并且促进细胞
迁移。Ｓｔａｔｈｍｉｎ是一种经典的细胞骨架蛋白，参与广
泛的生理和细胞功能（如细胞周期、增殖和迁移

等）［１８］。然而，ｓｔａｔｈｍｉｎ是否参与早期炎症诱导的人真
皮成纤维细胞迁移作用仍然不清楚。为了阐明这一假

设，本研究构建了ｓｔａｔｈｍｉｎ小干扰ＲＮＡ并将其转染到
人真皮成纤维细胞中，结果显示：在炎症微环境下，

ｓｔａｔｈｍｉｎ小干扰ＲＮＡ对人真皮成纤维细胞的迁移具有
显著的抑制作用，提示 ｓｔａｔｈｍｉｎ参与炎症介导的人真
皮成纤维细胞在创面愈合过程中的迁移运动。

　　细胞迁移在创面愈合过程中起着关键作用。微丝
在细胞前方通过肌动蛋白形成伸长的伪足，在细胞后

方由肌球蛋白介导而收缩是细胞迁移驱动力的主要来
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源［１９－２０］。细胞松弛素 Ｂ通过作用于微丝可以抑制各
种依赖于微丝的运动［５］，本研究使用细胞松弛素 Ｂ作
用于真皮成纤维细胞，通过观察伪足及细胞迁移的改

变，判断伪足与细胞迁移之间的关系。Ｓｔａｔｈｍｉｎ是一
种微管解聚蛋白，已有的研究大多说明 ｓｔａｔｈｍｉｎ通过
调控微管解聚来影响肿瘤细胞的转移［２１－２２］。但在正

常细胞中，迁移这一复杂的过程需要细胞骨架蛋白微

管与微丝的动态变化来提供主要动力，并且通过肌动

蛋白、微管和中间丝之间的持续串扰来确保动力学的

稳定［２３］。其中微管的前缘通过携带调节肌动蛋白骨

架的ｍＲＮＡ，影响肌动蛋白的聚合以及细胞的突起［２４］

进而对细胞迁移产生影响。而本研究证明了伪足增多

会促进成纤维细胞迁移并且可能是ｓｔａｔｈｍｉｎ促进早期
炎症微环境下人真皮成纤维细胞迁移的初步机制，但

其中是否涉及微管与微丝之间的相互调节作用还需进

一步研究。

　　综上所述，本研究发现 ＴＮＦα促进人真皮成纤维
细胞迁移的作用可能与ｓｔａｔｈｍｉｎ表达增加继而促进伪
足增多有关。这一发现有望为将来临床干预创面愈合

提供新的潜在靶点和治疗策略。
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ｓ４１３８８０１８０４９３８．

［２３］ＳＥＥＴＨＡＲＡＭＡＮＳ，ＥＴＩＥＮＮＥＭＡＮＮＥＶＩＬＬＥＳ．Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔａｌ
ｃｒｏｓｓｔａｌｋｉｎｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０２０，３０
（９）：７２０－７３５．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｔｃｂ．２０２０．０６．００４．

［２４］ＭＡＲＤＡＫＨＥＨＦＫ，ＰＡＵＬＡ，ＫＭＰＥＲＳ，ｅｔａｌ．Ｇｌｏｂａｌ
ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍＲＮＡ，ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ，ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ：
ｌｏｃａｌｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｉｓａｋｅｙｒｅｇｕｌａｔｏｒｏｆｃｅｌｌｐｒｏｔｒｕｓｉｏｎｓ［Ｊ］．
ＤｅｖＣｅｌｌ，２０１５，３５（３）：３４４－３５７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．
ｄｅｖｃｅｌ．２０１５．１０．００５．

（收稿：２０２１１２１５；修回：２０２２０１２４）

（编辑　邓强庭）

８３６ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　




