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尿激酶型纤溶酶原激活物对毛囊外根鞘细胞增殖的影响

崔志鸿 ,杨　恬 ,高强国 ,杨　进　　(第三军医大学基础医学部细胞生物学教研室 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨尿激酶型纤溶酶原激活物(Urokinase-type plasminogen activator , uPA)对体外培养的毛囊外根鞘(Outer root

sheath , ORS)细胞增殖的作用。方法　体外培养了小鼠 ORS 细胞;用MTT 法研究了 uPA 促进因子肝细胞生长因子(Hepatocyte growth

factor ,HGF)和 uPA 抑制因子Amiloride 处理后ORS 细胞的增殖变化;用 RT-PCR方法研究了ORS 细胞的 uPA mRNA的表达情况 , 以及

HGF和 Amiloride处理ORS 细胞后 uPA 的mRNA表达的变化。结果　体外培养的ORS 细胞有 uPA表达;HGF可促进 uPA mRNA 的表

达并促进ORS 细胞的增殖;Amiloride抑制 uPA mRNA表达并抑制 ORS细胞增殖。结论　毛囊ORS 细胞表达uPA ,HGF促进 uPA 的表

达并促进ORS 细胞增殖 , Amiloride通过抑制 uPA的表达和其活性抑制 ORS 细胞的增殖。
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The effects of uPA in the proliferation of outer root sheath cells
CUI Zhi-hong , YANG Tian , GAO Qiang-guo , YANG jin(Department of Cell Biology , Third Military Medical University , Chongqing , 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the roles of urokinase-type plasminogen activator(uPA)in the proliferation of cultured outer root sheath

(ORS)cells.Methods　The ORS cells of the mouse vibrissa follicle were cultured in vitro.The effects of hepatocyte growth factor(HGF) and

Amiloride on the proliferation of ORS cells were observed with MTT.ORS cells treated with HGF and Amiloridewere analyzed by RT-PCR of the uPA

gene.Results　The ORS cells expressed uPA mRNA;HGF promoted and Amiloride inhibited the uPA mRNA production and the proliferation of

ORS cells.Conclusion　ORS cells could express uPA mRNA , HGF might promote the expression of uPA and the proliferation of ORS cells through

inhibiting the expression and the activation of uPA , Amiloride inhibit the proliferation of ORS cells.
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　　尿激 酶型纤 溶酶原 激活 物(Urokinase-type
plasminogen activator , uPA)是蛋白酶家族的成员 ,在体
内广泛参与纤溶 、排卵 、组织修复 、细胞迁移等过程。
作者以前的工作发现 ,人和小鼠毛囊发育的早期在毛
囊的外根鞘(Outer root sheath ,ORS)及毛母质等角质形
成细胞中有 uPA强表达 ,推测其表达与角质形成细胞
的快速增殖有关[ 1] 。为了验证此假说 ,本实验体外培
养了小鼠毛囊角质形成细胞的主要成分 ORS细胞 ,加
入uPA 的促进剂肝细胞生长因子(Hepatocyte growth

factor ,HGF)[ 2]及 uPA 的抑制剂 Amiloride[ 3] ,观察二者
对ORS 细胞增殖的影响及对 ORS 细胞 uPA mRNA表

达的影响 ,以期获得 uPA促进角质形成细胞增殖的直

接证据。

1　材料与方法

1.1　小鼠毛囊 ORS细胞的原代培养

　　取生后 2 d 小鼠 , 75%酒精消毒后 , 剪下触须区皮肤迅速
放入 D-Hank' s液中 , 反复冲洗 , 置于解剖镜下小心地用小号针

头分离触须毛囊 ,取形态完整 , 处于生长期的触须毛囊接种于
25 ml培养瓶中 , 用含 10%胎牛血清(FCS)(Hyclone)的 DMEM/

F12(Hyclone)培养基于 37 ℃, 5%CO2孵箱培养。
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1.2　ORS 细胞的纯化

　　对原代培养细胞中混杂的少量成纤维细胞, 按本室常规方法

用0.25%胰蛋白酶消化, 待成纤维细胞脱壁后倾去消化液, 用含
10%FCS 的DMEM/ F12培养基冲洗瓶壁 ,得到纯化的ORS 细胞。

1.3　ORS 细胞的鉴定
　　用ORS 细胞特异性表达角蛋白19(Cytokeratin 19 , CK19)抗体确
认培养的细胞为ORS 细胞。将原代细胞消化后 ,按2×105/ ml接种

于盖玻片上,次日取出用 4%多聚甲醛固定 30 min , PBS 漂洗 5 min

×3次后进行免疫细胞化学染色 , CK19抗体为小鼠抗人和动物
CK19(博士德),用山羊抗小鼠SABC 试剂盒(博士德)进行免疫细胞
化学染色 ,另以正常山羊血清代替CK19抗体设阴性对照。

1.4　MTT(四唑盐)实验
　　2×105/ ml的细胞悬液按每孔 100 μl接种于 96 孔板中。HGF
处理组中加HGF(邦定)至终浓度为 0.5 、1、2、4 、8μg/ml , Amiloride
处理组中加入 Amiloride(Sigma)至终浓度为 0.025、0.05、0.1、0.2、0.4
mmol/ L,加 DMEM/F12至 180μl ,加 FCS 至 200 μl , 每个浓度均作 3

个平行孔 ,另设不加细胞空白调零孔及不加处理试剂对照孔,放入
37 ℃5%CO2培养箱中培养。72 h 后取出加MTT(Sigma)(5 mg/ml)
20μl ,再培养 4 h ,去上清,加二甲亚砜 200μl/孔 ,振摇 5 min ,于酶标
仪上 490 nm 下,空白调零,测 OD值,绘制细胞增殖曲线。

1.5　ORS的 uPA RT-PCR检测
　　1×105/ ml细胞2 ml接种于 25 ml培养瓶中, 待细胞贴壁后在
HGF处理组中加 HGF 至终浓度为 2 μg/ ml , Amiloride处理组中加
Amiloride至终浓度为 0.1 mmol/ L, 分别于处理后 0、24、48、72 h 用

Tripure(Bohringer Mannheim)提取细胞总 RNA , 进行 uPA RT-PCR扩

增。
　　引物序列为:
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　　uPA:上游引物:5′TGCCCAAGGAAATTCCAGGG 3′
　　 　　下游引物:5′GGCAATCTGCACATAGCACC 3′可扩增255 bp

片段。
　　β-actin:上游引物:5′ATGGATGACGATATCGCTGC 3′
　　　　　下游引物:5′GCTGGAAGGTGGACAGTGAG 3′可扩增 1040

bp 片段。
　　按 RT-PCR试剂盒(Amersham Pharmacia Biotech)要求的量加入
细胞总 RNA及引物 ,反应总体积 50 μl ,反应条件为:逆转录:42 ℃

30 min ,95 ℃灭活逆转录酶 5 min;PCR条件:95 ℃ 1 min , 55 ℃ 1

min , 72 ℃1 min ,共32个循环,加强延伸72 ℃10 min。

1.6　图像分析及统计学处理
　　PCR扩增产物经琼脂糖凝胶电泳后用 Bio-rad凝胶扫描系统采
集图像, Quantity one软件进行图像分析。所有数据采用Student' s t

检验。

2　结果

2.1　ORS细胞培养
　　以初生小鼠触须毛囊为材料培养了小鼠触须的ORS 细胞。将
小鼠触须毛囊贴于瓶壁上后 ,第 2天即有少量细胞从毛囊 ORS 部

位长出,细胞形态上是典型的上皮型角质形成细胞 ,ORS细胞特异
性CK19 免疫细胞化学染色阳性。细胞 7～ 10 d 后即可融合 ,见图
1。并可传代 ,此后每7 d 左右可传一代 ,传代 3～ 4次后细胞逐渐

老化 ,胞质内出现空泡,细胞增殖能力下降。

图 1　原代培养的小鼠 ORS细胞

Fig 1　Primary-cultured mouse ORS cells

2.2　HGF 及 Amiloride对 ORS细胞增殖的影响

　　低剂量的HGF(0.5μg/ ml)作用于 ORS 细胞后即可促进细

胞增殖 ,细胞增殖随 HGF 剂量的增加而增加 , 增殖曲线呈上升
趋势 ,但 HGF 达到一定量后(4μg/ ml),随 HGF量的增加细胞增

殖不再明显 ,见图 2。Amiloride 抑制 ORS 细胞增殖的作用也很

明显 , 低剂量的 Amiloride(0.025 mmol/ L)即可抑制 ORS 细胞增

殖 ,细胞增殖随 Amiloride剂量的增加而减少 , 增殖曲线呈下降
趋势 ,见图 3 , Amiloride达到一定量后(0.2 mmol/ L),对细胞有毒
性作用 , 细胞形态发生改变 , 胞质内出现空泡化 , 少数细胞
脱壁。

图 2　HGF处理后对 ORS细胞的增殖变化　(×100)

Fig 2　Proliferation changes of ORS cells after treated with HGF　(×100)

图 3　Amoloride处理后 ORS细胞的增殖变化

Fig 3　Prolif eration changes of ORS cells after t reatedwith Amiloride

2.3　HGF 及Amiloride 对 uPA mRNA表达的影响

　　根据HGF 及 Amiloride对 ORS 细胞作用后的增殖曲线 , 选

取对ORS 细胞增殖有明显促进作用的HGF浓度(2 μg/ ml)及对

ORS 细胞增殖有明显抑制作用的 Amiloride 浓度(0.1 mmol/ L),

分别处理ORS 细胞 24 、48、72 h。处理后对 ORS 细胞的 RNA 进

行 RT-PCR扩增后发现:用相同量的总 RNA扩增 , 得到的 β-actin

的扩增产物条带片段大小一致 , 亮度无显著差异 , 说明 RNA 可

靠 ,扩增条件恰当;而 uPA的扩增产物片段大小一致 , 但亮度有

所差异 ,见图 4 , 其灰度分析结果见表 1。

M:marker;1 、2 、3:treated with HGF 72、48 、24 h;4:Control;

5 、6 、7:treated with Ami loride 24 、48 、72 h

图 4　HGF 、Amiloride处理后 ORS细胞 uPA 的 RT-PCR

Fig 4　uPA RT-PCR of ORS cells after treated with HGF and

Amiloride

表 1　HGF及 Amiloride 处理ORS细胞后 ORS细胞的

uPA RT-PCR 产物灰度分析

Fig 1　The volume analysis of the uPA RT-PCR production of the

ORS cells treated by HGF and Amiloride

Group OD Group OD

Control 17.525 Control 17.525

HGF 24 h 18.248 Amiloride 24 h 8.966

HGF 48 h 18.725 Amiloride 48 h 4.967

HGF 72 h 22.175 Amiloride 72 h 5.819

　　HGF 对 uPA 的 mRNA 表达有促进作用 , Amiloride 对 uPA

mRNA的表达有抑制作用。

3　讨论

　　Yang[ 5] 对人头发毛囊的 ORS 细胞作了培养 ,

Reynolds[ 6]用大鼠的触须也成功培养出了 ORS 细胞 ,
但小鼠 ORS 细胞的培养迄今尚未见报道。我们以小
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鼠触须为材料培养出了小鼠的 ORS 细胞。这种细胞

形态上是典型的角质形成细胞 , 有 uPA mRNA 表达 ,
CK19的免疫细胞化学染色呈阳性 , CK19是在体毛囊

ORS细胞表达的特异性角蛋白。以上实验证据表明 ,
这种细胞具有在体ORS细胞的生物学特征 ,可以作为

体外研究ORS 细胞的良好模型。
　　HGF 是由间充质细胞分泌的一种细胞因子 ,但其
作用是旁分泌性的 ,即不对分泌它的间充质成分起作

用 ,而促进邻近的上皮细胞增殖 ,是上皮 —间充质相互
作用的重要细胞因子[ 7] 。毛囊的间充质成分 —毛乳头

细胞分泌 HGF[ 8] ,本实验证明 ,HGF 可以促进毛囊的
上皮成分—ORS细胞的增殖 ,说明 HGF 也是在毛囊上

皮—间充质相互作用中的重要因子之一 。
　　HGF 促进上皮细胞的作用是可能通过以下两条

途径:①HGF 促进 uPA mRNA及蛋白的表达
[ 2]
,uPA通

过与其受体结合 ,通过信号传导作用调节细胞增殖[ 9] ,

本实验发现 ,HGF 可以促进ORS 细胞 uPA mRNA的表

达 ,并促进ORS细胞的增殖 ,二者呈伴随现象 ,支持此

途径的存在;②HGF 与 uPA 的直接底物纤溶酶原有

70%的结构域相同 ,也是 uPA的底物之一 ,上皮细胞分
泌的 uPA水解前体 HGF ,使 HGF 活化 ,活化的 HGF 是

上皮细胞的有丝分裂因子 ,促进上皮细胞增殖[ 7] 。无
论是通过哪条途径 ,总之 uPA 与 HGF 是上皮-间充质

相互作用的一对因子 ,二者相互作用 ,促进上皮细胞增
殖。在毛囊中 ,二者的作用亦如此 ,毛囊的间充质成分

—毛乳头细胞分泌 HGF , 上皮成分-ORS 细胞分泌
uPA ,二者相互作用 ,促进 ORS细胞的增殖。

　　Amiloride是一种 Na
+
通道阻遏剂 ,它特异性地抑

制uPA的活性[ 3] 。Amiloride 处理后 , uPA 的酶活性丧

失 ,另外Amiloride 还有抑制肿瘤细胞 uPA mRNA合成

的作用[ 10] ,但 Amiloride 不抑制 PA 的另一种形式-tPA
(Tissue type PA),即组织型纤融酶原激活物 。uPA在很

多肿瘤中有促进肿瘤细胞侵润的作用 , 现已证明

Amiloride 可以通过抑制 uPA活性有阻止肿瘤细胞侵润

的作用
[ 10]

。本实验用 Amiloride 处理 ORS 细胞后 ,
Amiloride 导致 uPA mRNA 的合成的减少 , 而且由于

Amiloride 抑制 uPA的活性 ,导致 uPA促 ORS细胞增殖

的能力消失 ,从而导致 ORS 细胞增殖水平的下降 ,这

也从另一方面证明了 uPA 在毛囊发育中具有重要的

促ORS细胞增殖的能力 。
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　　(上接 276页)
为 60岁以上的老年人 , 女性为多 , 男性之比为 1∶3[ 1] 。胆囊扭

转的病因尚不明确 , 但体质瘦弱 , 驼背 , 体位改变 , 剧烈运动等

考虑是扭转的诱发因素[ 2] 。 老人由于脂肪减少 , 组织萎缩 , 弹

性降低 , 内脏下垂 ,易形成胆囊系膜 ,同时脊柱后凸畸形亦可使

胆囊更为悬垂 ,加之患者本身的胆囊畸形 , 胆囊在腹腔内活动

度增大 , 一旦胆囊胆汁淤积充盈 , 致下垂加重 , 在体位突然改

变 ,腹内压升高 , 临近脏器的强裂蠕动 , 即可促进扭转的发生。

本病在临床上无特殊表现 , 常与急性胆囊炎 、急性阑尾炎及上

消化道穿孔等急腹症有相似之处 , 故在诊断上应注意与鉴别。

如不及时处理可因胆囊急性梗阻 , 胆汁排空障碍 , 导致胆囊坏

疽旦孔甚至中毒性休克。故早期诊断较为重要 , B 超对本病的

诊断具有一定意义[ 3] 。治疗上早期手术切除胆囊是最有效的

方法。

　　目前随着我国人口老龄化程度的增高 , 本病的发生率也可

能会逐步升高 ,故在诊疗过程中应对本病有足够的认识。

　　关键词:胆囊扭转;胆囊切除;手术
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