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ＬＡＴＳ１ＹＡＰ信号通路对人皮肤成纤维细胞增殖及细胞外基质合成的调控
卢　昊，刘　婷，陈　宇，毛彤春，雷泽源，樊东力　（第三军医大学新桥医院整形外科，重庆 ４０００３７）

　　［摘　要］　目的　探讨ＬＡＴＳ１ＹＡＰ信号通路对人皮肤成纤维细胞活力及细胞外基质合成的调控作用。方法　实验分为未干
预组、ＬＡＴＳ１ｓｉＲＮＡ干预组和ＹＡＰｓｉＲＮＡ干预组。构建ＬＡＴＳ１ｓｉＲＮＡ和ＹＡＰｓｉＲＮＡ，ＬＡＴＳ１ｓｉＲＮＡ干预组利用 ＬＡＴＳ１ｓｉＲＮＡ转染
人皮肤成纤维细胞株ＨＳ２７，ＹＡＰｓｉＲＮＡ干预组利用ＹＡＰｓｉＲＮＡ转染ＨＳ２７。转染后４８ｈ利用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ观察ＬＡＴＳ１、ＹＡＰ和ｃｏｌ
ｌａｇｅｎⅠ的表达情况，应用ＭＴＴ检测ＨＳ２７细胞株的细胞活力情况。结果　ＬＡＴＳ１ｓｉＲＮＡ转染４８ｈ后 ＬＡＴＳ１蛋白表达显著降低，
ＹＡＰ蛋白和ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ蛋白表达升高，细胞活力显著增高；ＹＡＰｓｉＲＮＡ转染４８ｈ后 ＬＡＴＳ１蛋白表达无变化，ＹＡＰ蛋白和 ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ
蛋白表达降低，细胞活力显著降低。结论　ＬＡＴＳ１ＹＡＰ信号通路可调控人皮肤成纤维细胞活力和细胞外基质的合成，可能成为皮
肤创伤后修复以及阻止创伤后瘢痕形成提供潜在治疗靶点。

　　［关键词］皮肤成纤维细胞；ＬＡＴＳ１ＹＡＰ信号通路；增殖；细胞外基质
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　　皮肤成纤维细胞是皮肤真皮中最主要的细胞成
分，在合成分泌纤维和细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａ
ｔｒｉｘ，ＥＣＭ）中扮演着重要的角色。在皮肤受到创伤后，
皮肤成纤维细胞作为主要修复细胞，在趋化因子的作

用下由创周向创面移位，并分泌细胞外基质成分，如Ⅰ
型胶原蛋白（ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ）、层联蛋白等，成纤维细胞与
ＥＣＭ相互作用，在皮肤创伤修复过程中发挥着关键作
用。而当皮肤创伤修复过程中成纤维细胞过度增殖，

则会导致瘢痕或瘢痕疙瘩的出现，影响形体的美观，乃

至影响功能。故如何调控皮肤成纤维细胞的增殖成为

皮肤创伤修复和阻止瘢痕形成的关键环节，但目前调

控皮肤成纤维增殖的机制尚不清楚。本研究旨在探讨

ＬＡＴＳ１ＹＡＰ信号通路对人皮肤成纤维细胞ＨＳ２７增殖

及细胞外基质合成的调控作用，以期为皮肤创伤后修

复以及阻止创伤后瘢痕形成提供潜在治疗靶点。

１　材料与方法

１．１　主要材料和实验分组
　　人皮肤成纤维细胞ＨＳ２７购自ＡＴＣＣ。ＤＭＥＭ培养基、优等
胎牛血清、胰蛋白酶购自美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，ＬＡＴＳ１ｓｉＲＮＡ、ＹＡＰ
ｓｉＲＮＡ由上海生物工程有限公司合成。ＬＡＴＳ１兔单克隆抗体、
ＹＡＰ兔单克隆抗体、ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ兔单克隆抗体均购自英国Ａｂｃａｍ
公司。蛋白提取试剂盒、二抗辣根酶标记山羊抗兔、ＧＡＰＤＨ兔
多克隆抗体均购自北京天德悦生物科技公司。ＢｅｙｏＥＣＬｐｌｕｓ
（超敏ＥＣＬ化学发光试剂盒）购自江苏碧云天生物技术有限公
司。ｌｉｐｏｆｅｃｔｍｉｎｅ２０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
　　ＬＡＴＳ１ｓｉＲＮＡ干预组：使用 ＬＡＴＳ１ｓｉＲＮＡ对 ＨＳ２７细胞进
行干预；ＹＡＰｓｉＲＮＡ干预组：使用ＹＡＰｓｉＲＮＡ对ＨＳ２７细胞进行
干预；未干预组ＨＳ２７细胞只加入等量的培养基。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　将人皮肤成纤维细胞 ＨＳ２７培养于含
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１０％ＦＢＳ的高糖 ＤＭＥＭ培养基中，于３７℃、５％ＣＯ２细胞培养
箱中培养传代，实验中选用对数生长期细胞。

１．２．２　ＬＡＴＳ１ｓｉＲＮＡ和 ＹＡＰｓｉＲＮＡ的转染　　转染前１ｄ将
对数生长期的 ＨＳ２７细胞分别接种６孔细胞培养板，每孔１×
１０５个细胞。倒置显微镜下观察细胞生长情况，待培养板中细
胞约６０％融合时开始转染。取无血清ＤＭＥＭ培养基２４０μｌ与
１０μｌｌｉｐｏｆｅｃｔｍｉｎｅ２０００混匀，再取无血清 ＤＭＥＭ培养基２４０μｌ
与１０μｌＬＡＴＳ１／ＹＡＰｓｉＲＮＡ混匀，放置５～１０ｍｉｎ后将上述２种
溶液混合，再放置２０ｍｉｎ。将６孔细胞培养板中培养基吸出，用
ＰＢＳ洗涤１次后将脂质体 ｓｉＲＮＡ混合液加入培养板，孵育６ｈ
后吸取培养基，换为１０％ＦＢＳ的高糖ＤＭＥＭ，继续培养４８ｈ。
１．２．３　检测 ＬＡＴＳ１、ＹＡＰ和 ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ蛋白表达　　收集各组
细胞，加细胞蛋白提取液提取总蛋白，置于冰中裂解约２０ｍｉｎ
后，用细胞刮收集细胞于ＥＰ管中，４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，取上清用核酸蛋白检测仪测蛋白浓度，将蛋白浓度调成
一致，加入５×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ后在沸水中煮５ｍｉｎ变性。配制
８％分离胶、５％浓缩胶后进行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，３００ｍＡ湿
转１２０ｍｉｎ，将ＰＶＤＦ膜置于５％脱脂奶粉室温封闭２ｈ，分别加
入５％脱脂奶粉稀释的 ＬＡＴＳ１、ＹＡＰ和 ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ一抗（稀释浓
度均为１∶１０００）中４℃孵育过夜，次日用ＴＢＳＴ漂洗６次，每次
５ｍｉｎ，放入５％脱脂奶粉稀释的辣根过氧化物酶标记山羊抗兔
ＩｇＧ（１∶５０００）抗体中室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ漂洗６次，每次５ｍｉｎ，
ＥＣＬ化学发光法显色，以ＧＡＤＰＨ内参蛋白校正。
１．２．４　检测 ＨＳ２７细胞的活力　　以每孔１０３个细胞将 ＨＳ２７
细胞接种于９６孔培养板中，每孔体积２００μｌ，每组设５个复孔，
置３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ后进行转染，待转染４８ｈ
后每孔加入５ｍｇ／ｍＬ的ＭＴＴ溶液２０μｌ，继续孵育４ｈ，小心吸
弃培养孔内上清液。每孔加入１５０μｌＤＭＳＯ，轻微振荡１０ｍｉｎ，
使结晶物完全溶解，酶标仪选择４９０ｎｍ波长，测定各孔吸光度
（Ａ）值，空白对照孔调零。实验重复３次。

１．３　统计学分析
　　使用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ１０．０对电泳图像进行分析；使用 ＳＰＳＳ
１６．０统计学软件对数据进行分析，各实验至少重复３次，２组均
数间比较用配对ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　不同干预条件下ＬＡＴＳ１蛋白的表达
　　ＬＡＴＳ１ｓｉＲＮＡ干预组 ＬＡＴＳ１蛋白表达显著低于未干预组
（Ｐ＜０．０５），ＹＡＰｓｉＲＮＡ干预组 ＬＡＴＳ１蛋白表达与未干预组无
显著差异（Ｐ＞０．０５），ＬＡＴＳ１ｓｉＲＮＡ干预组 ＬＡＴＳ１蛋白的表达
显著低于ＹＡＰｓｉＲＮＡ干预组（Ｐ＜０．０５），见图１。

２．２　不同干预条件下ＹＡＰ蛋白的表达
　　ＬＡＴＳ１ｓｉＲＮＡ干预组 ＹＡＰ蛋白表达显著高于未干预组
（Ｐ＜０．０５），ＹＡＰｓｉＲＮＡ干预组ＹＡＰ蛋白表达显著低于未干预
组（Ｐ＜０．０５），ＬＡＴＳ１ｓｉＲＮＡ干预组 ＹＡＰ蛋白的表达显著高于
ＹＡＰｓｉＲＮＡ干预组（Ｐ＜０．０５），见图２。

２．３　不同干预条件下ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ蛋白的表达
　　ＬＡＴＳ１ｓｉＲＮＡ干预组ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ蛋白表达显著高于未干预

组（Ｐ＜０．０５），ＹＡＰｓｉＲＮＡ干预组ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ蛋白表达显著低于
未干预组（Ｐ＜０．０５），ＬＡＴＳ１ｓｉＲＮＡ干预组 ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ蛋白的表
达显著高于ＹＡＰｓｉＲＮＡ干预组（Ｐ＜０．０５），见图３。
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１：未干预组；２：ＬＡＴＳ１ｓｉＲＮＡ干预组；３：ＹＡＰｓｉＲＮＡ干预组；
：与未干预组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与 ＬＡＴＳ１ｓｉＲＮＡ干预组比较，
Ｐ＜０．０５

图１　ＬＡＴＳ１蛋白的表达
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１：未干预组；２：ＬＡＴＳ１ｓｉＲＮＡ干预组；３：ＹＡＰｓｉＲＮＡ干预组；
：与未干预组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与 ＬＡＴＳ１ｓｉＲＮＡ干预组比较，
Ｐ＜０．０５

图２　ＹＡＰ蛋白的表达
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１：未干预组；２：ＬＡＴＳ１ｓｉＲＮＡ干预组；３：ＹＡＰｓｉＲＮＡ干预组；
：与未干预组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与 ＬＡＴＳ１ｓｉＲＮＡ干预组比较，
Ｐ＜０．０５

图３　ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ蛋白的表达

２．４　不同干预条件下ＨＳ２７的活性
　　ＬＡＴＳ１ｓｉＲＮＡ干预组ＨＳ２７细胞活力显著高于为未干预组
（Ｐ＜０．０５），ＹＡＰｓｉＲＮＡ干预组ＨＳ２７细胞活力显著低于未干预
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组（Ｐ＜０．０５），ＬＡＴＳ１ｓｉＲＮＡ干预组 ＨＳ２７细胞活力显著高于
ＹＡＰｓｉＲＮＡ干预组（Ｐ＜０．０５），见图４。
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１：未干预组；２：ＬＡＴＳ１ｓｉＲＮＡ干预组；３：ＹＡＰｓｉＲＮＡ干预组；

：与未干预组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与 ＬＡＴＳ１ｓｉＲＮＡ干预组比较，
Ｐ＜０．０５

图４　ＨＳ２７细胞的活性变化

３　讨论

　　皮肤是人身体最大的器官，主要承担着保护身体、
排汗、感觉冷热和压力的功能，使体内各种组织和器官

免受物理性、机械性、化学性和病原微生物侵袭。当皮

肤受到损伤后，身体中多种细胞内外信号通路激活，使

成纤维细胞、免疫细胞（如中性粒细胞、单核细胞、树突

细胞）、内皮细胞等胞内一些相关基因表达、细胞的极

性发生显著的改变，导致细胞的增殖、迁移、分化，从而

修复皮肤创伤［１２］。多数皮肤受损后修复时会出现成

纤维细胞的过度增殖和ＥＣＭ的紊乱，从而导致瘢痕的
出现［３］，极少数皮肤创伤修复中会出现异常增生和恶

变［４］，但目前尚无有效方法阻止瘢痕的形成甚至恶变，

其主要原因是调控真皮层成纤维细胞增殖的机制尚不

清楚。

　　ＬＡＴＳ１和 ＹＡＰ蛋白是 Ｈｉｐｐｏ信号通路中的关键
元件。Ｈｉｐｐｏ信号通路具有调节器官体积、保持细胞增
殖凋亡平衡、参与细胞接触性抑制调控等作用［５６］，而

该通路的异常或失活可导致细胞的异常增殖以及肿瘤

的形成［７］。研究发现 ＬＡＴＳ１基因敲除后，小鼠常死于
胚胎阶段，即使存活下来也伴有肿瘤发生［８］，提示

ＬＡＴＳ１在细胞增殖、分化以及抑制肿瘤发生中发挥着
重要作用。ＹＡＰ是经典 Ｈｉｐｐｏ通路的主要效应因子，
被其上游Ｗｔｓ磷酸化而失活，ＹＡＰ的过度表达会造成
组织器官的增大，相反ＹＡＰ的失活会造成组织器官萎
缩。Ｈｉｐｐｏ通路中其他因子的突变（如 ＬＡＴＳ１）受到抑
制能增加ＹＡＰ的活性，导致下游转录因子 ｃｙｃｌｉｎＥ、ＤＩ
ＡＰ１等表达增加，促进细胞增殖，抑制细胞凋亡［９］。本

研究同样证实了抑制 ＬＡＴＳ１，增加了 ＹＡＰ的表达，从
而促进了细胞的活力，相反 ＹＡＰ受到抑制后，ＨＳ２７细
胞活力也显著下降。

　　皮肤中存在多种胶原蛋白，其中 ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ是含量

最丰富的胶原蛋白，占其干重的９０％以上［１０］。真皮层

ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ的减少是皮肤皱纹形成的主要原因，同时皮
肤创伤修复时紊乱 ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ是形成瘢痕的关键环
节［１１］，提示胶原蛋白的合成对维持组织的完整性发挥

着重要作用。研究发现 ＴＧＦβ和其他的细胞因子可
促进ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ ｍＲＮＡ的翻译和转录［１２１３］，而ＭＭＰｓ可
负性调节 ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ的表达［１４］。其他研究指出抑制

Ｓｍａｄ２／３的表达可显著下调 ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ合成［１５］。本研

究发现当抑制 ＬＡＴＳ１时，ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ的合成增加，相反
抑制 ＹＡＰ时，ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ蛋白表达显著下调，提示
ＬＡＴＳ１ＹＡＰ信号通路可调控ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ的表达，但其机
制尚不清楚，需进一步进行研究。
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用材料的溶血率试验要求。另通过将血管浸提液接触

培养细胞，检测血管对体外细胞的毒性，细胞贴壁生长

良好，细胞呈棱形或不规则三角形，血管浸提液培养的

细胞相对增殖率（ＲＧＲ）为３５１．０５３７％（＞１００），毒性
为０级，说明血管具有较好的细胞相容性。此外通过
将血管浸提液对家兔进行皮内刺激试验，验证得出血

管进入体内后没有潜在的刺激性，刺激性方面亦符合

临床使用的要求。

　　人源性小口径血管移植物材料的供应不足使同种
异体脱细胞血管材料的应用受到极大的限制，经过脱

细胞处理的猪血管来源丰富，且具备较好的生物力学

性质，同时具有良好的血液相容性和细胞相容性，通过

检测符合生物医用植入物的国家标准，这为小口径血

管移植物提供了很好的基质材料来源。
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