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骨母细胞特异性因子２介导间充质干细胞调控瘢痕疙瘩样瘤体生长的研究
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［摘　要］　目的　探讨骨母细胞特异性因子２（Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ）调控瘢痕疙瘩间充质干细胞（ＫＭＬＳＣｓ）对体外及裸鼠体内瘢痕疙瘩
样瘤体生长的影响。方法　从瘢痕疙瘩中分离培养ＫＭＬＳＣｓ，设置实验Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ干扰组、空载体组和未转染组，根据干预目的构建
Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ慢病毒载体并转染对应组细胞。利用ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ技术体外检测各组细胞 Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ、α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）和血管内
皮生长因子（ＶＥＧＦ）的表达情况；制备丝素蛋白－壳聚糖支架复合体，与细胞共培养后，扫描电镜观察支架的结构、ＫＭＬＳＣｓ的生长
情况。建立裸鼠皮下瘢痕疙瘩样瘤体移植模型，移植８周后取出瘤体，测量３组肿瘤体积，通过荧光共聚焦技术检测各组组织中
Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ、αＳＭＡ、ＶＥＧＦ以及ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ技术评估Ｅｒｋ的表达情况。结果　体外培养的３组 ＫＭＬＳＣｓ中 Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ在空载体组和未
转染组有表达，而干扰组则表达微弱；同时３组细胞均不表达αＳＭＡ和ＶＥＧＦ。制备的支架复合体呈多孔结构，ＫＭＬＳＣｓ在复合体
支架中生长良好；各分组瘤体移植模型在体内裸鼠皮下成活良好。干扰组中 Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ表达下调后，瘤体体积显著减小，同时 α
ＳＭＡ、ＶＥＧＦ、Ｅｒｋ表达减弱，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），并呈现一致性。结论　Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ可能通过调控ＫＭＬＳＣｓ的功能，参与了模
型中瘢痕疙瘩样肿块的生长。
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　　在机体损伤修复过程中，细胞外基质的分泌与重
塑，以及毛细血管新生促肉芽组织的形成是关键过

程［１５］。异常修复时，肌成纤维细胞持续增殖，组织

过度增生，形成瘢痕疙瘩。瘢痕疙瘩生物学行为类似良

性肿瘤［６８］。有研究发现，骨母细胞特异性因子

２（Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ）是肿瘤微环境的关键成分，与间充质干细
胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）相互作用，通过促进
细胞增殖、细胞迁移、血管新生等介导肿瘤的恶性演

变［９１２］。我们前期研究发现，瘢痕疙瘩组织中Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ
的表达显著升高，并可促进体外瘢痕疙瘩间充质干细
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胞（ｋｅｌｏｉｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＫＭＬＳＣｓ）增殖。
Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ可促进瘢痕疙瘩成纤维细胞上调ＶＥＧＦ，激活
Ｅｒｋ／ＶＥＧＦ信号通路而促进体外血管形成，最后参与
瘢痕疙瘩的形式［８］。此外，相关研究还发现，Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ
可促进细胞阳性表达 αＳＭＡ、肌成纤维细胞的形成，
从而促进组织过度增生［１，１３１４］。Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ是否通过介
导体内ＫＭＬＳＣｓ参与细胞外基质的形成和血管新生等
促进瘢痕疙瘩的发展，目前未见相关文献报道。为此，

我们拟通过制备裸鼠瘢痕疙瘩体内模型，利用

ＫＭＬＳＣｓ体外培养、Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ载体构建等分子技术，研
究体内Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ与ＫＭＬＳＣｓ之间的相互作用及其对瘢
痕疙瘩样瘤体形成的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
本研究５例所需组织由陆军军医大学第一附属医

院提供，患者年龄５～３０岁。本研究经院伦理批准并获
患者知情同意。Ｂｂｃ免疫缺陷小鼠由陆军军医大学动
物中心提供，人骨髓间充质干细胞完全培养基和 ＦＢＳ
购自于中国赛业公司，０．２５％胰蛋白酶 ＋１ｎｍｏｌＥＤＴＡ
购自于美国 Ｇｉｂｃｏ公司，ＤｉｓｐａｓｅⅡ和Ⅳ型胶原酶购自
于美国 Ｓｉｇｍａ公司，鼠抗人 αＳＭＡ、ＶＥＧＦ和抗人
ＧＡＰＤＨ以及 Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ抗体购自于 Ａｂｃａｍ公司，胶回
收试剂盒购自于美国Ｑｉａｇｅｎ公司，倒置相差显微镜和
扫描电镜购自于日本ＯＬＹＭＰＵＳ公司，恒温培养箱、酶
标仪购自于美国Ｔｈｅｒｍｏ公司，共聚焦显微镜等由陆军
军医大学公共实验平台提供。

１．２　ＫＭＬＳＣｓ体外培养以及载体构建
ＫＭＬＳＣｓ培养、Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ慢病毒干扰表达载体、空

载体的构建以及慢病毒转染均由陆军军医大学第一附

属医院烧伤科实验室完成，参照文献［１５］中报道方法
进行。

１．３　实验分组
根据细胞处理的不同将其分为３组，即干扰组、空

载体组和未转染组。干扰组：构建 Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ慢病毒干
扰载体，完成载体转染至ＫＭＬＳＣｓ内，实现Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ基
因干扰；空载体组：构建Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ慢病毒空载体并转染
细胞，Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ基因未被干扰；未转染组：常规培养，细
胞不做处理，Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ基因未被干扰。
１．４　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
１．４．１　细胞蛋白 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ　　细胞体外培养时，
分别收集处于对数生长期的 ＫＭＬＳＣｓ，ＰＢＳ溶液清洗，
４℃下离心 ８～１０ｍｉｎ，加入细胞裂解液，冰上裂解
３０ｍｉｎ，煮沸变性 １０ｍｉｎ，冰上复性 ５ｍｉｎ，超声粉碎

３０ｓ，１２０００ｇ离心０．５ｈ，留上清。ＢＳＡ法测定蛋白质
浓度。取３０μｇ总蛋白在１０％ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电
泳分离后，转移至 ＮＣ膜。稀释一抗（αＳＭＡ抗体
１∶３００稀释，ＶＥＧＦ抗体 １∶５０稀释，ＧＡＰＤＨ抗体
１∶２０００稀释），与膜室温孵育２ｈ，洗涤３次，稀释二抗
（ＨＲＰ标记山羊抗兔 ＩｇＧ１∶２０００稀释），与膜室温孵
育２ｈ后洗涤，最后ＥＣＬ法显色。
１．４．２　组织蛋白ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ　　体内瘢痕疙瘩模型
制备后，取下各组瘤体组织，液氮冷冻，提取组织蛋白，

测量总蛋白浓度，后续步骤同１．４．１（一抗稀释：Ｐｅｒｉ
ｏｓｔｉｎ抗体１∶５００稀释，αＳＭＡ抗体１∶３００稀释，ＶＥＧＦ
抗体１∶５０稀释，Ｅｒｋ抗体 １∶５００稀释，ＧＡＰＤＨ抗体
１∶２０００稀释）。
１．５　复合支架与细胞共培养

称取适量冻干法制备壳聚糖丝素蛋白复合支架，
紫外光照射消毒。将无菌的复合支架随机分为２组，
即支架－细胞共培养组和支架组（每组重复３次），分
别将支架置于 ２４孔板中，共培养组将浓度为
２×１０６／ｍＬ的 ＫＭＬＳＣｓ沿支架中心加入 １ｍＬ细胞悬
液，而同时支架组对应加入无细胞培养基１ｍＬ，分别
在３７℃、５％ＣＯ２培养箱中静置３ｈ，随后各组加入培
养基２ｍＬ，共培养４ｄ。取样清洗，戊二醛固定，锇酸
固定，梯度酒精脱水，醋酸戊酯置换，六甲基二硅胺烷

ＨＭＤＳ干燥，表面喷镀，电镜扫描仪扫描。
１．６　裸鼠体内瘢痕疙瘩样瘤体模型制备

移植前，将支架分为３组，每组１２个，置于２４孔
板中，分别标记为干扰组、空载体组和未转染组，各组

对应加入ＫＭＬＳＣｓ１ｍＬ（２×１０６／ｍＬ），细胞培养箱中
静置３ｈ后，沿孔壁加入 ２ｍＬ细胞培养基，共培养
４ｄ，进行裸鼠皮下移植。

将４～５周龄裸鼠随机分为３组，雌雄不限，每组
３只，裸鼠背部碘伏消毒，６％水合氯醛按照０．３ｍｇ／ｇ
的剂量进行腹腔麻醉，用手术刀在脊柱两侧上下各制

备１个长约５～１０ｍｍ的切口，共４个，分离裸鼠皮下
组织，对应将支架复合体植入皮下，７０尼龙线缝合皮
肤，最后在每只裸鼠背中部做一个相同切口，单纯移植

支架复合体作为空白对照组，空白对照组小鼠皮下植

入仅含等量培养基的支架复合体，不含细胞，术后裸鼠

进行ＳＰＦ级喂养，随后３ｄ在各移植点分别进行对应
组细胞的注射，注射体积为０．１ｍＬ（１×１０６ｃｅｌｌｓ），监
测瘤体的形成情况，８周后脊髓断裂法处死裸鼠，游标
卡尺测量瘤体长径和短径，体积（Ｖｏｌｕｍｅ）＝（长径 ×
短径２）／２，取下瘤体组织进行下一步实验。
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１．７　激光共聚焦检测αＳＭＡ和ＶＥＧＦ
切取下的组织用浓度为３０％的蔗糖溶液进行脱

水，４％多聚甲醛溶液固定，ＯＣＴ包埋剂包埋组织，
－８０℃速冻，冰冻切片机切片（厚度为４μｍ），制备组
织切片，－２０℃保存备用。取出切片室温回温，ＰＢＳ
清洗，血清封闭液封闭，孵育一抗（αＳＭＡ抗体 １∶５０
稀释，ＶＥＧＦ抗体１∶２５稀释），ＰＢＳ溶液清洗，室温避
光孵育二抗，封片剂封片，激光共聚焦显微镜下观察。

１．８　统计学分析
采用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，计量资料

用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间差异采用单因素方

差分析，组内两两比较采用 ｔ检验分析，检验水准为
α＝０．０５，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　体外培养ＫＭＬＳＣｓ表达Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ的变化
为了检测基因被干扰后ＫＭＬＳＣｓ中Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ的表

达是否下降，利用ｑＰＣＲ和ＷｅｓｔｒｎＢｌｏｔ进行检测，结果
显示，未转染组和空载体组 Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ基因和蛋白的表
达无差异，干扰组的表达较前２组显著减弱，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５），表明 Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ基因干扰成
功（图１）。

ａ：ｑＰＣＲ检测各组ＰｅｒｉｓｏｔｉｎｍＲＮＡ水平的表达；ｂ：ＷｅｓｔｅｎＢｌｏｔ检测各组Ｐｅｒｉｓｏｔｉｎ蛋白表达；ｃ：Ｐｅｒｉｓｏｔｉｎ表达的半定量分析　：与未
转染组和空载体组比较，Ｐ＜０．０５

图１　体外培养的各组ＫＭＬＳＣｓ中Ｐｅｒｉｓｏｔｉｎ的表达

２．２　体外培养ＫＭＬＳＣｓ表达αＳＭＡ和ＶＥＧＦ的情况
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测体外培养条件下 ３组 ＫＭＬＳＣｓ

中αＳＭＡ和 ＶＥＧＦ的表达情况，结果显示，各组细胞
内αＳＭＡ和 ＶＥＧＦ２种蛋白的表达强度均较弱，且表
达差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见图２。
２．３　ＫＭＬＳＣｓ在壳聚糖－丝素蛋白复合支架上的生长情况

大体观察可见支架为圆柱体，呈乳白色，具有一定

ａ：ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测αＳＭＡ和ＶＥＧＦ的表达；ｂ：αＳＭＡ和ＶＥＧＦ
两种蛋白的半定量分析

图２　体外培养的各组ＫＭＬＳＣｓ中αＳＭＡ和ＶＥＧＦ的表达

的弹性，边缘整齐，大小约为５ｍｍ×３ｍｍ（图３ａ）。在
扫描电镜下观察可见，复合支架为三维网状的多孔立

体结构，空隙边缘相互连接贯通，紧密结合（图３ｂ），当
与ＫＭＬＳＣｓ共同培养时，可见细胞的结构为三维结构，
紧密依附于网状结构上，胞体朝向孔内，早期胞体皱

缩，逐渐延伸，生长良好（图３ｃ）。
２．４　裸鼠体内瘤体组织 ＫＭＬＳＣｓ中 Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ、Ｅｒｋ、

αＳＭＡ和ＶＥＧＦ的表达情况
体外通过慢病毒载体干预ＫＭＬＳＣｓ中Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ基

因的表达后，依据不同的干预处理，分别移植到裸鼠皮

下。喂养８周后取出瘤体组织，将提取的组织蛋白进
行ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测，发现干扰组中 Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ蛋白、
Ｅｒｋ、αＳＭＡ和ＶＥＧＦ的表达水平显著低于未转染组和
空载体组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图４。
２．５　移植裸鼠体内瘤体情况

裸鼠皮下植入８周后，可见每只裸鼠背部皮下的
空白对照点所植入的细胞支架共培养复合体均降解，

未见任何瘤体。手术取下瘤体，肉眼可见局部瘤体内

形成血管网，形态较规则，通过测量瘤体长径和短径进

行大小分析，干扰组瘤体体积明显小于未转染组和空

载体组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图５。
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ａ：丝素蛋白－壳聚糖支架复合体大体观察；ｂ：扫描电镜下单纯支架复合体的结构；ｃ：扫描电镜下细胞与支架共培养下细胞的形态
（箭头所指为细胞）

图３　丝壳聚糖－丝素蛋白支架复合体形态和结构观察（×８００）

ａ：移植后裸鼠大体照片；ｂ：裸鼠体内瘤体组织Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ、Ｅｒｋ、αＳＭＡ和ＶＥＧＦ的表达；ｃ：Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ、Ｅｒｋ、αＳＭＡ和ＶＥＧＦ蛋白的半定量
分析　：Ｐ＜０．０５

图４　移植后裸鼠图片及各组组织中Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ、Ｅｒｋ、αＳＭＡ和ＶＥＧＦ的表达

ａ：瘤体大体观；ｂ：瘤体大小比较　：Ｐ＜０．０５
图５　瘤体观察和大小比较

２．６　下调Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ后组织中 αＳＭＡ和 ＶＥＧＦ的表达
情况

下调Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ后，利用激光共聚焦技术检测裸鼠瘤
体组织中αＳＭＡ和ＶＥＧＦ的表达情况，结果显示，未转
染组和空载体组出现２种蛋白的表达，而干扰组中２种
蛋白的表达减弱，使用ＩｍａｇｅＰｌｕｓ软件进行进一步的分
析，ＩｍａｇｅＰｌｕｓ是一款强大的医学影像处理软件，现已被
广泛用于测量各种细胞、组织染色面积、强度测定、计数

阳性率等。结果显示干扰组 αＳＭＡ和 ＶＥＧＦ明显降
低，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图６。

ａ：激光共聚焦技术检测瘤体组织中αＳＭＡ和ＶＥＧＦ的表达；ｂ：
αＳＭＡ和ＶＥＧＦ蛋白表达的半定量分析　：Ｐ＜０．０５
图６　下调Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ后各组组织中αＳＭＡ和ＶＥＧＦ的表达

３　讨论

瘢痕疙瘩形成的病理生理过程是细胞外基质

（ＥＣＭ）的过度沉积与异常，肌成纤维细胞以及血管再
生在该过程中发挥重要作用［１６１８］。已有研究发现，在

瘢痕疙瘩成纤维细胞以及相关肿瘤细胞的体外培养

中，可发现细胞高表达 αＳＭＡ［１７，１９２０］。我们通过
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ技术，检测体外 ＫＭＬＳＣｓ中 αＳＭＡ的表
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达情况，结果显示，各组细胞中αＳＭＡ的表达均很弱，
３组细胞未见明显差异，这说明 Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ的表达变化
与体外ＫＭＬＳＣｓ中αＳＭＡ的表达可能无关，该结果与
Ｍｏｏｎ等［２１］认为通过血管再生为瘤体组织提供营养一

致。本研究通过检测Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ的表达变化来确定其是
否会引起体外ＫＭＬＳＣｓ参与血管再生的调节，Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ结果显示，在体外条件下，干扰组、空载体组和未
转染组细胞均弱表达ＶＥＧＦ。这个发现初步证明了在
体外条件下，Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ单独调控 ＫＭＬＳＣｓ参与瘤体血
管再生的作用较弱，需要特定微环境的协同作用。

为了更好地研究Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ介导ＫＭＬＳＣｓ的生物学
行为和调控瘢痕疙瘩浸润性生长的病理生理学过程，

我们实验小组制备了体外的壳聚糖－丝素蛋白支架可
降解复合体，与细胞进行共培养后再移植到裸鼠皮下，

最大程度地模拟人瘢痕疙瘩的体内环境［８，２２］。在体

外检测的过程中，我们制备了多孔立体结构的细胞支

架，与细胞三维共培养后，细胞可在复合支架上良好生

长［２３２４］。随后建立裸鼠瘢痕疙瘩模型，研究 Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ
对ＫＭＬＳＣｓ参与瘢痕疙瘩形成的机制。通过观察瘤体
形成情况以及测量并分析瘤体体积大小，结果显示，３
组瘤体大小差异具有统计学意义，干扰组的瘤体体积

显著小于未转染组和空载体组，而未转染组和空载体

组瘤体体积未见明显变化。该结果表明，下调

ＫＭＬＳＣｓ中Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ的表达后裸鼠体内瘤体的形成能
力显著减弱，提供了 Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ与瘢痕疙瘩样瘤体形成
有关的证据。

本研究利用激光共聚焦技术检测组织中 αＳＭＡ
和ＶＥＧＦ的表达情况，进一步评估瘢痕疙瘩组织内血
管和细胞外基质的形成情况，结果显示，与干扰组比

较，空载体组和未转染组组织中均阳性表达αＳＭＡ和
ＶＥＧＦ，差异具有统计学意义。随后 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ技术
进一步判断αＳＭＡ和ＶＥＧＦ的表达，结果与激光共聚
焦检测一致，说明体内 Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ对 ＫＭＬＳＣｓ的生物学
调控异于体外。αＳＭＡ和 ＶＥＧＦ分别是肌成纤维细
胞标志物和新生血管的形成标志，我们的实验均在瘤

体内检测到αＳＭＡ和ＶＥＧＦ的表达，而体外培养时并
未检测到两者的表达，说明未转染组和空载体组组织

内可能出现了肌成纤维细胞，并可能促进血管的形成；

而干扰组则未见该现象，分析出现该种情况的原因可

能是ＫＭＬＳＣｓ移植到皮下后，未转染组和空载体组中
Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ仍然呈现高表达状态，形成了一个干细胞的
支持环境，可保障该环境中干细胞的分化能力，启动相

关信号通路，始动ＫＭＬＳＣｓ参与瘢痕疙瘩的生长，刺激
ＫＭＬＳＣｓ转化成阳性表达αＳＭＡ的肌成纤维细胞，并

维持肌成纤维细胞的高活性状态，导致大量基质纤维

的形成与分泌；同时肌成纤维细胞发生收缩，促使组织

重塑，变强变硬；此外，不断升高的 Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ进一步刺
激微环境，使基质不断更新、异化和沉积，导致局部缺

氧，低氧环境刺激局部大量分泌 ＶＥＧＦ，促使 ＫＭＬＳＣｓ
向血管内皮细胞转化，促进毛细血管形成［６，２５２６］。高

Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ环境又正反馈刺激肌成纤维细胞的活化，最
终导致瘤体的形成。一旦 Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ的表达下调，这种
正向刺激和不断被放大的信号中断，则该效应被抑制。

有研究显示，Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ引起的促肿瘤血管再生与
ＶＥＧＦ／Ｅｒｋ信号通路激活有关［２２］。为了验证这一点，

我们利用ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ实验进一步评估瘤体中 Ｅｒｋ的
表达，结果显示，３组中均发现 Ｅｒｋ的表达，但 Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ
的表达下调后 Ｅｒｋ的表达显著减弱，这说明在体内，
Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ作用于ＫＭＬＳＣｓ介导的瘢痕疙瘩样肿瘤的形
成可能涉及ＶＥＧＦ／Ｅｒｋ信号通路。

瘢痕疙瘩中 Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ的表达升高与瘢痕疙瘩的
ＥＣＭ重塑以及血管再生密切相关，需要我们更深入地
研究，进一步揭示在瘢痕疙瘩内Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ调控ＫＭＬＳＣｓ
引起的血管再生和ＥＣＭ重塑的具体机制，为瘢痕疙瘩
的临床治疗提供理论依据。
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