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自细胞蛋白酶抑制因子对真皮问充质干细胞增殖的影响 
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【摘 要】目的：研究白细胞蛋白酶抑制因子(SLPI)在真皮问充质干细胞(dMSCs)中的表达以及促dMSCs增殖的作用。方法： 

采用前期建立的技术分离、纯化并扩增真皮多能干细胞，在大鼠背部置入聚乙烯酒精海绵收集伤后 1天伤口液，用 Tripure细胞 

裂解液提取伤口液刺激前后 dMSCs和创伤前后大鼠皮肤组织中总 RNA。通过 RT—PCR检测伤 口液刺激前后 dMSCs和创伤前 

后大鼠皮肤组织中 SLPI mRNA的表达。用 M—PER抽提细胞蛋白，了解伤 口液刺激前后 dMSCs中SLPI蛋白表达的变化。无血 

清IMDM培养液培养细胞48h，加入不同浓度的SLPI因子刺激dMSCs，通过[H3]Thymidine掺入实验研究SLPI对真皮间充干细 

胞的增殖作用。结果：分离的大鼠dMSCs呈梭形，在体外显示多向分化潜能。RT-PCR和Western blot提示 SLPI在 dMSCs中表 

达，伤口液刺激后表达增强。通过[H3]Thymidine掺入实验发现加入 SLPI因子后，细胞增殖明显增强。结论：SLPI在 dMSCs中表 

达，能够促进 dMSCs的增殖 ，通过高表达 SLPI可能是 dMSCs参与创伤修复的重要途径之一。 
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【Abstract】 Objective：To investigate the expression ofSLPI in dMSCs and the effect ofSLPI on growth regulaton ofdMSCs．Method： 

Isolated stem cellsfromthe rat skintissue．Twopiecesofsterilepolyvinyl alcohol spongeswereinserted subcutaneouslyinthedorsumofthe 

ratand collected thewoundfluid lday afterinjury．Isolated RNA oftwo groups：dMSCs beforeand afterthe stimulation bywoundfluid； 

skintissuebeforeand aftertrauma．SLP1was detectedto know howthey changedin dMSCsandinthe skinbeforeand aftertheinjare by 

using RT—PCR and Western blot method，【H3】Thymidine incorporation Was used to evaluate the mitogenie influence of SLPI．Res,tdts： 

Most of the neonatal dMSCs were spindle—shaped cells an d exhibited multilineage potential in vitro． It Was shown in the result of RT-PCR 

and western blot that SLPI expressed in dMSCs an d increased after the ceils being stimulated by wound fluid． A coneentration—dependent 

proliferation promotion were demonstrated in dMSCs incubated for 24h in the pmen~ of SLPI． Conclusions： SLPI Can be detected in 

dMSCs and support the growth ofdMSCs in serum-frL：~ medium in vitro． In view of the multiple functions of SLPI， we supposed that it 

acted as an important role when dMSCs participated in the reparing of cutaneous injury． 

【Key words】Secretory leukocyte protease inhibitor；Stem cells；Proliferation 

基因的差异表达是创伤修复启动的关键因素【l】。 

国内外很多学者在研究中已经发现了很多有意义 

的差 异表达基 因 ，包括 NF—K B，TGF—B，EGF， 

FGF，P53等。为了进一步阐明创伤修复启动的分子 
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机制，我们应用抑制消减杂交建立了创伤前后差异 

表达基因的文库，并通过基因芯片进行反向鉴定， 

实验发现白细胞蛋白酶抑制因子 (Secretory leuko— 

cyte protease inhibitor SLPI)在伤口液刺激后真皮间 

充质干细胞 (dermal Mesenchymal Stenl Cells dM— 

SCs)和创伤后皮肤组织中表达升高。本实验拟通过 

RT-PCR和 Western blot证实 SLPI在 dMSCs中的 

表达，并进一步探讨 SLPI促 dMSCs增殖的作用。 
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1 材料和方法 

1．1 材料和试剂 

l天和 3个月的 Wistar雄性大鼠从第三军医大学动物 

中心购得。Tripure细胞裂解液购 自罗氏试剂公司，RT—PCR 

试剂盒和 DL-2000分子量标准购 自大连宝生物公司，DEPC 

购 自Sigma公司，琼脂糖购自Gibcobrl公司，蛋白抽提试剂 

M—PER购自PIERCE公司，蛋白Marker购自华舜公司，培养 

瓶和平板购买自Coming公司。所有引物由北京赛百盛公司 

合成。羊抗小鼠SLPI多克隆抗体购自SantaCruz公司，HRP- 

兔抗羊 I 购 自中山生物技术公司。 

1．2 细胞培养 

取出生 l天的 Wistar雄性大鼠，无菌条件下，剪取背部 

全层皮肤。置于0．25％的胰酶中，4~C消化过夜。加入胎牛血 

清终止反应。分离真皮组织，制成单细胞悬液，接种于 5Oral 

一 次性塑料培养瓶中，培养条件为含 10％胎牛血清的 IMDM 

培养液，37~C，5％c()2，饱和湿度。培养 6h后，弃去悬浮细胞， 

将贴壁细胞继续培养，低密度接种法筛选出一高增殖活性的 

细胞克隆，取第三代的贴壁细胞在盖玻片上培养，加入不同 

浓度的地塞米松进行多向分化诱导，并用免疫组织化学 ABC 

法检测Ⅷ因子，Vimentin和 Pancytokemtin的表达，一抗为小 

鼠抗大鼠的单克隆抗体，工作浓度为 l：100。细胞鉴定后， 

取第 10代细胞用于研究 31。 

l_3 伤口液的提取 

3个月的成年 Wistar大鼠用戊巴比妥钠麻醉，两条消毒 

的聚乙烯酒精海绵被置入背部皮下 7cm长切口中。伤后 3天， 

海绵在无菌条件下取出，4℃条件下挤压获取液体，2000r／min 

离心去除细胞成分，得到的伤口液被用于下一步实验 。 

1．4 dMSCs和大鼠皮肤组织 RNA的提取 

dMSCs在无血清培养基条件下饥饿 48h，使细胞生长同 

步化阎；然后加入 10％伤口液 ，作用 24 h后收集细胞 (实验 

组)，并以未加伤口液作用者为对照组。实验组和对照组细 

胞融于Tripure细胞裂解液中，按照标准程序提取 RNA。溶解 

于 4o l DEPC处理的纯净水中，55~C孵育 15min。取少量样 

本分光光度计定量，甲醛变性胶电泳质检。 

大鼠背部皮肤消毒后，纵行制作长约 6cm的皮肤切割 

伤，深至皮下，常规缝合 ，伤后 l天麻醉下取 500mg伤口皮肤 

组织 (实验组 )，同时取 500mg正常大鼠皮肤组织作为对照， 

迅速在液氮中研成粉末 ，用 Tripure细胞裂解液抽提实验组 

和对照组皮肤的总 RNA。 

1．5 RNA反转录 

取 l gRNA转录成 cDNA，在 EP管中先后加入 MgCl 

2I．Ll，10×PCRbuffer l l，RNasefree H2O 3
．75I．Ll，dNTP l l， 

RNase inhibor 0．25 I．L l，AMV逆转 录酶 0．5 l，Oli dT接头 

引物 0．5 l，RNA样品 l g，按照如下条件进行逆转录反应 

3O℃ 10min，42℃ 40rain，99℃ 5min，50℃ 5min。 

1．6 半定量 RT-PCR 

根据 已知基因序列设计引物，SLPI上游引物：5 一TGC 

TCCTYG CTCTGGGTGTCCTG一3 。下游引物 ：5 一GCC 

GTC A1TrCTGGCACTYA1TrGG一3 。目的基因共 295bp，内 

参照选用 GAPDH，上游引物：5 一ACC ACA GTC CAT GCC 

ATC AC一3 。下游引物：5 一 rcC ACC ACC CTGTI'G Crc 

TA一3 ，扩增片断 440bp。以反转录的 cDNA为模板，在 EP 

管 中依 次加入 下列 物质 ：Taq酶 0．25 l，10×PCR buffer 

1O l，纯净水 27．75 l，特异性上下游引物各 0．5 l，内对照 

G3PDH上 下游 引 物 各 0．5 l(30 mol／L)，cDNA产 物 

l0 l，按照以下条件进行 PCR反应。94％预变性 5 rain，94℃ 

30s，58~C30s，72~C 30s，30个循环后，72~C延伸7 min。产物于 

琼脂糖凝胶中电泳。 

1．7 Western blot 

取前面步骤中准备好的标本 ，移去培养基 ，使用 M—PER 

提取细胞蛋白，Bradford法检测蛋白浓度，一70~C冻存样本用 

于下一步实验。通过含 15％丙烯酰胺的 SDS—PAGE胶分离 

蛋白质，每泳道等量加入 60ug样本，电泳后将标本电转至硝 

酸纤维膜 ，在封闭液中孵育 3h；PBS漂洗 l×15min，2×5min 

后加入羊抗小 鼠SLPI多克隆抗体 ，4~C孵育过夜，PBS-T漂 

洗三遍后加入 HRP-兔抗羊 IgG，室温下反应 2h，PBS-T漂 

洗 3遍后，通过 DAB显色检测杂交信号。 

1．8 SLPI的促增 殖活性 

我们通过[H3]Thymidine掺入实验来检测 SLPI对 dMSCs 

的促增殖活性 。取第 l0代dMSCs细胞，生长 80％融合时 

换用无血清 IMDM培养液饥饿细胞 48h。实验组加入不同浓 

度 SLPI因子 (100～500ng／m1)，对照组不加入因子 ，培养 24h 

后加入 2 Ci[3H]thymidine标记细胞 ，继续孵育 4h，通过液 

闪计数仪计数掺入的[3H]th-ymidine．数目。每组实验使用不同 

时间分离的细胞重复3次。 

1．9 统计学处理 

所有数据均以均数 ±标准差表示 ，采用 SPSS11．0软件， 

进行配对 t检验 ，P<0．05为差异有显著性。 

2 结 果 

2．1 dMSCs的分 离和鉴 定 

原代培养的 dMSCs形态多样，传至第三代，细 

胞形态较为一致 ，主要为梭形 (图 1)，细胞呈克隆 

性生长，我们采用低密度接种法筛选出高增殖活性 

克隆，体外传代培养，经地塞米松诱导 4周后，组织 

染色证实细胞具有成脂分化、成骨分化 、成肌分化 

等多向分化潜能(图2)。免疫组织化学法发现体外 

分离培养的细胞Ⅷ因子和 Pancytokeratin表达为阴 

性，可以排除内皮细胞和角质细胞的可能，Vimentin 

表达呈阳性，提示该细胞为间质来源。 
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图6 SLPI促进 dMSCs增殖的效应 

题仍未完全阐明，特别是创伤微环境与组织修复细 

胞之间的作用机理及调控环节 ，创伤后，在微环境 

作用下，组织修复细胞出现特异性基因表达，并通 

过多种途径启动组织修复过程。通过增殖、迁移、分 

化等参与创伤愈△【-．21。我们用伤口液刺激 dMSCs， 

以此来模拟干细胞在创伤微环境中的变化[21。在此 

基础上，为了寻找伤口液刺激后的变化基因，我们 

建立了抑制消减杂交差异基因表达文库，并通过基 

因芯片进行反向鉴定，实验发现 SLPI在 dMSCs中 

表达，伤口液刺激后表达增强。我们通过 RT-PCR 

和 Western blot证实 了 SLPI在伤 口液刺激前后 

dMSCs中的差异表达，而且 ，SLPI在大鼠皮肤组织 

中也有表达，伤口液刺激后表达增强。 

SLPI是一个由两个半胱氨酸富集区域组成的 

12．7kD的蛋白，其蛋白酶抑制位点位于羧基端。 

SLPI能够抑制多种蛋白酶的活性，例如中性粒细胞 

弹性蛋白酶，肥大细胞分泌的胰蛋白酶，角质层的 

糜蛋白酶等。除了抗蛋白酶活性外，SLPI还有抗细 

菌，抗炎，控制细胞内酶合成，抑制单核细胞基质金 

属蛋白酶等多种活性。SLPI首先在腮腺的分泌液中 

被发现，后来报道能够被上皮细胞、中性粒细胞，巨 

嗜细胞等多种细胞分泌。由于 SLPI的合成水平相 

对较低，因此主要在组织局部发挥作用。 

大量研究显示 SLPI在创伤愈合中发挥重要作 

用，SLPI能够对抗由内毒素激发的单核细胞和巨嗜 

细胞释放的促炎症介质的释放，例如 SLPI可以通过 

降低 TGF—B和 NF—K B的活性来减轻炎症反应 ， 

从而促进伤 口愈合IS一，这一点在炎症反应和细菌感 

染严重的伤口组织中尤其关键。SLPI的抗蛋白酶活 

性在创伤愈合中也发挥重要作用。创伤后，中性粒细 

胞释放的蛋白酶能够造成广泛的病理损害，影响组 

织的愈合，蛋白酶和其蛋白抑制因子活性的失衡是 

影响伤口愈合的重要因素[10．II】。在 SLPI缺失的动物 

模型中，伤口愈合明显延迟，炎症反应加剧，蛋白酶 

活性增强，基质沉积延迟【-21。SLPI在创伤过程中的高 

表达有着重要的意义。干细胞在创伤修复中发挥重 

要作用，分泌细胞因子是其参与创伤修复的主要途 

径之一 ，SLPI在 dMSCs中表达以及变化对于认识 

dMSCs参与创伤修复的分子机制有重要意义。 

组织细胞被激活后 ，通过增殖、迁移 、分化等多 

种途径参与组织修复【l】。我们的研究发现，SLPI能够 

促进dMSCs的增殖，其效应浓度同经典生长因子发 

挥作用的浓度相似，随着浓度增加，dMSCs增殖明 

显增强。 

近年来 ，SLPI在多项研究中展示了潜在的促细 

胞增殖活性 ，但其机制仍不清楚。人们发现 SLPI在 

上皮细胞癌中表达升高，继而人们发现 SLPI在卵 

巢，子宫内膜，呼吸道，神经来源的肿瘤或癌细胞中 

表达升高。SLPI能够促进无血清条件下造血干细胞 

的增殖，并且在肺成纤维细胞中促进肝细胞生长因 

子的产生[13．14】。多项研究提示 SLPI能够促进子宫内 

膜腺上皮的DNA合成，刺激细胞增殖。这些同本研 

究的结果一致[15,16】。 

细胞因子是细胞生长增殖微环境的主体1171，我们 

推测dMSCs含有SLPI等多种自分泌和旁分泌细胞 

因子及其受体，同其他细胞分泌的细胞因子共同组 

成了干细胞复杂的细胞因子调控微环境 ，维持干细 

胞的正常分化和增殖，创伤后，因子分泌大量增加，细 

胞增殖加快。SLPI调控生长增殖的机制目前仍不清 

楚，SLPI促增殖的具体通路，是否通过膜受体发挥作 

用以及具体的功能区域都有待于进一步研究。 
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心肌损伤 ；(2)可能通过降低炎性介质 (如 TNF— 

ot)的表达间接抑制 NF—K B的激活。本实验结果 

还显示：两预处理组抑制 NF—K B的激活，可被 ATP 

敏感性钾通道阻断剂格列本脲阻断。这提示我们预 

处理可能通过 ATP敏感性钾通道开放直接或间接 

抑制 NF—K B激活。我们推测可能与 ATP敏感性钾 

通道开放保护线粒体功能，减少氧自由基 (其是 

NF—K B的激活的主要因素 )的产生，进而间接抑制 

NF—K B的激活有关。 

本实验发现预处理可能通过开放 ATP敏感性 

钾通道直接或间接抑制 NF—K B的激活，进而减轻 

心肌缺血再灌注损伤，这可能是预处理心肌保护的 
一 个作用机制。但目前预处理的心肌保护作用机制 

仍未明确，其与 ATP敏感性钾通道以及 ATP敏感 

性钾通道与 NF—K B的关系有待于进一步探讨。 

(黄燕现工作单位：重庆医科大学附属第二医院麻醉科) 
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