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EGF对小鼠角质形成细胞中组织型纤溶酶原激活剂表达的调节

连小华 ,杨　恬　　(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　探讨小鼠表皮角质形成细胞(KC)中 , EGF对组织型纤溶酶原激活剂(tPA)表达的影响。方法　应用免疫组化及

原位杂交技术 ,结合图像分析 , 定性及定量检测在 EGF 作用下的小鼠表皮角质形成细胞中 , tPA mRNA/蛋白质的表达。结果　小鼠
表皮 KC 经 EGF处理 12 、24、48、72 h 后 , tPA mRNA/蛋白质的量均增加(P <0.01), tPA mRNA 表达的高峰出现于 EGF作用 24 h 时 ,

tPA蛋白质表达的高峰则出现于 EGF作用 48 h时。 EGF 联合0.5、1.0、1.5 mmol/L Ca2+作用小鼠表皮KC 48 h ,与 EGF单独作用小鼠

表皮KC 48 h 时 , tPA mRNA/蛋白质的表达 ,均显著降低(P<0.001)。结论　小鼠表皮 KC 中 , EGF 可以时间依赖方式促进 tPA mR-

NA/蛋白质的表达 ,但受 Ca2+浓度的影响。
　　关键词:tPA;EGF;表达调节
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Regulation of tissue plasminogen activator expression by EGF in epidermal ker-
atinocytes of mouse
LIAN Xiao-hua , YANG Tian(Department of Cell Biology , Thi rd Military Medical University , Chongqing 400038, China)

　　Abstract:Objective　To explore the effect of EGF on the expression of tissue plasminogen activator(tPA)in cultured mouse epidermal kera-

tinocytes(KC).Methods　In situ hybridization , immunohistochemical methods and image analysis were employed to study the effects of EGF on the

tPA expression in cultured mouse epidermal KC qualitatively and quantitatively.Results　When the mouse epidermal KC were incubated with EGF

for 12 , 24 , 48 , 72 h , the expression of tPA mRNA/ protein was significantly increased compared with the control(P <0.01), and that of mRNA

reached the peak in 24 h and of tPA protein in 48 h after EGF treatment.The expression of tPA mRNA/protein was significantly decreased (P <

0.001)with the treatment of EGF combined with calcium at 0.5 , 1.0 , 1.5 mmol/ L concentrations or alone.Conclusion　In mouse epidermal ker-
atinocytes , the expressions of tPA mRNA and protein were enhanced by EGF in a time-dependent manner , but this process can be interfered by

calcium.
　　Key words:tissue plasminogen activator;EGF;regulation of expression

　　组织型纤溶酶原激活剂(Tissue plasminogen activa-
tor , tPA)是常见于牛皮癣 、天庖疮患者的受损表皮中的
一种蛋白水解酶 ,与患者非受损表皮及正常人表皮相
比 ,其在表皮角质形成细胞(Keratinocyte , KC)中的含
量异常增高 ,但相关的原因却属未知[ 1] 。表皮生长因
子(Epidermal growth factor ,EGF)是牛皮癣 、天庖疮患者
的受损表皮中作用较为活跃的一种细胞因子 ,可促进
多种与这些疾病相关的蛋白质的表达 ,如:银屑病蛋
白 、角蛋白 6/16 、核糖体蛋白 S6激酶等[ 2] ,并受 Ca2+

浓度的影响[ 3 , 4] 。EGF 对 tPA表达的调节在其它组织

细胞中已得到证实[ 5] ,类似的作用是否也存在于表皮

KC中 ,本研究将对此加以探讨。

1　材料与方法

1.1　细胞培养
　　小鼠表皮KC的培养:取胚胎龄为 21 d 的小鼠胚胎皮肤 , 按

文献[ 4] 的方法 , 进行表皮 KC 的培养 , 培养基选用 10%FBS/
DMEM。 5 d 后 ,细胞经 0.25%胰酶消化 ,接种于多聚赖氨酸处
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理过的盖片上 ,于 10%FBS/ DMEM 中继续培养。

　　EGF处理组:将上述传代 3 d的细胞在 D-Hanks 液中清洗 3

遍 ,置于含有 20 ng/ml EGF(购自 Sigma , USA)的 KC 无血清培养

基(购自 Gibco , USA)中 ,分别于 0、12 、24 、48 、72 h 后 ,用 D-Hanks
液清洗 , 4%多聚甲醛固定 , 以备作免疫组化及原位杂交检测。

　　EGF+Ca2+处理组:将上述传代 3 d的细胞在 D-Hanks液中
清洗 3 遍 ,置于含有 20 ng/ml EGF(购自 Sigma, USA)、Ca2+浓度

分别为 0、0.5、1.0、1.5 mmol/ L的 KC 无血清培养基(购自 Gib-
co , USA)中 ,培养 48 h 后 , D-Hanks 液清洗 , 4%多聚甲醛固定 , 以

备作免疫组化及原位杂交检测。

1.2　免疫组化
　　已固定的细胞 ,经羊血清封闭 30 min , 按 ABC 法进行免疫

组化染色。 tPA 单抗(购自 American dianostica inc)工作浓度为
5 μg/ml , K10单抗及二抗 、三抗 、封闭用羊血清均为即用型试剂

(购自武汉博士得公司), DAB 显色用 DAB 显色试剂盒(购自武
汉博士得公司)。以 PBS 代替一抗作为阴性对照 , 阳性对照为

已知 tPA阳性的 、培养的人包皮 KC。

1.3　原位杂交
　　探针的制备及标记:含小鼠 tPA cDNA的重组 Psp65 质粒

(American Type Culture Collection), 按常规方法进行转化 ,用质粒
提取试剂盒(Boehringer Mannheim)提纯 , 经 Hind Ⅲ 线性化

(Boehringer Mannheim)及酚/氯仿纯化 、乙醇沉淀后 , 用 Dig-RNA
标记试剂盒(Boehringer Mannheim)进行标记。分别以正义探针

及空白杂交液替代 tPA cDNA 探针 ,作为阴性对照 ,阳性对照为
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已知 tPA阳性的 、培养的人包皮 KC。

　　原位杂交:TritonХ-100%/ DEPC-H2O 处理已固定的培养细

胞 ,室温下 7 min , PBS/DEPC-H2O 漂洗 5 min×3 , 滴加已标记探

针(杂交液 1∶100 稀释), 43 ℃杂交 26 h。 4×SSC、2×SSC、1×
SSC 、0.5×SSC 漂洗 5 min×3 , 羊血清封闭 15 min , 加抗 Dig抗体

(Boehringer Mannheim ), 4 ℃过夜 , 0.05 mol/L PBS 、TSM1、TSM2

各漂洗 5 min×3 ,NBT/BCIP显色。

　　分别将上述免疫组化及原位杂交染色的细胞脱水 、透明 、
封片。于光镜下观察细胞形态 、大小及阳性产物的分布部位 、

着色的深浅程度。

1.4　图像分析及统计学处理
　　用Tiger图像分析软件 , 测定各种处理条件下 ,培养的小鼠

KC免疫组化及原位杂交阳性产物的平均积分光密度(AOD)值 ,
作统计学处理 , 各组间行 t 检验(微软 EXCEL2000 student t

test)。

2　结果

2.1　EGF 对小鼠表皮KC 中 tPA mRNA/蛋白质表达的
调节

2.1.1　小鼠表皮 KC tPA ISH 光镜观察　　结果见图 1A ,从图

A-a可以看到 , 在未受 EGF作用时 , 小鼠表皮 KC 中部分细胞有

阳性产物的表达 ,阳性颗粒较细 , 均匀分布于胞质中 , 主要呈淡
蓝色 ,为弱阳性表达;在经 EGF 作用12 h 后 ,阳性 KC 的数量及

阳性颗粒的分布均无明显的变化 , 见图 A-b;经 EGF 作用 24 h

后 ,阳性 KC 明显增多 , 阳性颗粒主要分布于胞核中 ,呈蓝紫色 ,

为强阳性表达 ,见图 A-c;EGF作用 48 h后 , 阳性KC 的数量未见

明显变化 , 阳性颗粒则主要分布于胞质 , 且在核膜周围较为集

中 ,阳性颗粒均呈蓝紫色 , 为强阳性表达 ,见图 A-d;EGF作用 72

h 后 ,阳性KC 的数量无明显变化 , 阳性颗粒主要分布于胞质

中 ,着色程度变浅 、呈蓝色 ,为阳性表达 , 见图 A-e。
2.1.2　小鼠表皮 KC tPA ICC 光镜观察　　结果见图 1B ,在图

B-a、b 中可以看到 ,未受 EGF作用及 EGF 作用 12 h 的小鼠表皮

KC中 , 均仅有部分细胞有阳性产物的表达 , 阳性颗粒细小 , 在

胞质中分布较为均匀 , 呈浅黄色 , 为弱阳性表达;在图 B-c中 ,

经 EGF作用 24 h 的小鼠表皮 KC , 阳性 KC 增多 , 阳性颗粒较均
匀分布于胞质中 , 呈黄色 , 为阳性表达;在图 B-d 中 , 经 EGF 作

用48 h后 , 阳性 KC 的数量明显增多 ,阳性颗粒分布于胞质中 ,
且在核膜周围较为集中 ,阳性颗粒颜色加深 , 呈深黄色 , 为强阳

性表达;图 B-e 为经 EGF作用 72 h后的小鼠表皮 KC , 此时阳性
KC的数量明显减少 ,阳性颗粒分布于胞质的局部 ,可集中于核

膜附近或胞质的一侧而延伸至胞膜 ,呈浅黄色 ,为弱阳性表达。

图 1　EGF(20 ng/ml)对小鼠表皮角质形成细胞中 tPA表达的影响

A:tPA mRNA 的表达　(原位杂交×400);B:tPA 抗原的表达　(ABC×400)

a:EGF 作用 0 h;b:EGF 作用 12 h;c:EGF 作用 24 h;d:EGF 作用 48 h;e:EGF作用 72 h

Fig 1　Effect of EGF on expression of tPA in mouse epidermal keratinocyte

A:Expression of tPA mRNA　(in situ hybradization×400);B:Expression of tPA antigen　(ABC×400)

a:0 h after EGF treatment;b:12 h af ter EGF treatment;c:24 h after EGF treatment;d:48 h after EGF treatment;e:72 h after EGF treatment
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2.1.3　小鼠表皮 KC tPA ISH/ ICC 阳性产物的 AOD值　　变化

曲线见图 2 , 从图上可以看到:小鼠表皮 KC 经 EGF处理 12 h ,
tPA ISH 阳性产物的 AOD值为 0.10±0.07 , 与未经 EGF 处理时

之值(0.08±0.08)相比 , 无明显差异(P >0.05);EGF 处理 24、
48 、72 h 后 , tPA ISH 阳性产物的 AOD 值分别为 0.29 ±0.04、

0.28±0.04、0.25±0.05 ,与未经 EGF 处理 、EGF 处理 12 h 时相

比 ,均显著增加 , 差异非常显著(P<0.001), EGF作用 24 h , AOD

值最高 , EGF作用 48 h , AOD 值约有下降 , 但与前一时相点的
AOD值间 , 差异显著(P >0.05);EGF 作用 72 h , AOD值与前两

个时相点相比 , AOD值则明显降低(P<0.01)。
　　小鼠表皮KC 经EGF处理12 h , tPA ISH 阳性产物的AOD值

为(0.21±0.03),与未经 EGF处理时之值(0.20±0.04)相比 , 差
异显著(P>0.05);小鼠表皮KC 经 EGF处理 24、48、72 h 后 , tPA

ICC 阳性产物的 AOD值分别为 0.3±0.03、0.34±0.05、0.22±

0.08 , 与未经 EGF处理 、EGF处理 12 h 时相比 , 均发生了显著的
增加(P <0.01), tPA ICC 阳性产物的 AOD最大值出现于 EGF

作用 48 h , 与 EGF作用 24 h 相比 , AOD 值有显著的增加(P <
0.05), EGF 作用72 h , AOD值明显下降 ,与前两个时相点的 AOD

值间差异非常显著(P<0.001)。

图 2　EGF(20 ng/ml)对小鼠表皮角质形成细胞中 tPA

表达影响的定量分析

Fig 2　Quantitative analysis of effects of EGF on tPA

expression in mouse epidermal keratinocyte

2.2　Ca2+浓度对 EGF 调节作用的影响
　　不同的 Ca2+浓度下 ,经 EGF 作用 48 h 的小鼠表皮 KC 中 ,

tPA ISH/ ICC 阳性产物 AOD值变化曲线见图3。

图 3　小鼠表皮角质形成细胞中 Ca2+浓度对 EGF作用的影响

Fig 3　Calcium concentration interfering the effect of EGF

in mouse epidermal keratinocyte

　　EGF联合 0.5、1.0、1.5 mmol/ L Ca2+作用小鼠表皮 KC 48 h ,

tPA ISH 阳性产物 AOD 值分别为 0.17±0.04、0.16 ±0.03、

0.14±0.04 ,与 EGF单独作用小鼠表皮 KC 48 h 时之值 0.28±
0.04相比 , 均显著降低(P<0.001), 0.5 ～ 1.0 mmol/ L Ca2+、1.0
～ 1.5 mmol/ Ca2+浓度之间 ,其 tPA ISH 阳性产物AOD 值差异不

显著(P>0.05);EGF联合 0.5、1.0、1.5 mmol/ L Ca2+作用小鼠

表皮 KC 48 h , tPA ICC 阳性产物 AOD 值分别为 0.28±0.03、
0.27±0.03、0.26±0.04 ,与 EGF单独作用小鼠表皮 KC 48 h 时

之值(0.34±0.05)相比 ,也发生了显著降低(P<0.001), 而上述
3 种不同的 Ca2+浓度之间 , 其 tPA ICC 阳性产物 AOD 值差异均

不显著(P>0.05)。

3　讨论

　　EGF 可促进 tPA 表达 ,这在 HeLa 细胞 、粒细胞及
微血管内皮细胞中 ,已得到证实[ 5] ,但类似的情况是否
也存在于表皮 KC中 ,目前还未见报道。在本实验中 ,
培养的表皮KC经EGF 作用后 ,其 tPA蛋白质及 mRNA

的量均发生了明显增加 , 从而表明 ,在小鼠表皮 KC

中 , tPA的表达也受到 EGF 的调节 ,且调节发生于转录
水平 ,并呈时间依赖方式 ,过程较为缓慢 。
　　因本实验中 ,在 EGF 作用期间 , tPA mRNA 表达的
部位最初大量聚集于胞核 ,然后逐渐转移至胞质 ,从而
提示 ,小鼠表皮KC中 ,在 EGF 作用的初期 , tPA mRNA

伴随着其量的增加 ,在胞核中发生了一定程度的滞留。
已证实 ,mRNA 3′端的加工及剪接过程的某些变化 ,均
可导致核内 mRNA 向胞质中转移的速率减慢 , 造成
mRNA在核中的滞留[ 6] , 本实验中 EGF 所致的 tPA

mRNA在胞核中的滞留 ,是否也与此相关 ,有待于进一
步的证实 。
　　从本实验中还可发现 ,当 EGF 作用时间延长至
72 h , tPA蛋白质量呈现出比 mRNA更为显著的降低 ,
推测此时 tPA发生了向胞外的分泌 。EGF 可促进 tPA

分泌 ,这在人子宫内膜细胞 、鼠塞尔托利氏细胞 、莱迪
希氏细胞相关研究中均有报道[ 7 ,8] ,本实验中 ,在 tPA

蛋白质量显著降低的同时 ,其在胞质中的分布趋向于
不均一 ,并集中于胞膜附近 ,从而表明 ,EGF 对 tPA的

分泌的促进作用 ,也可能存在于小鼠表皮KC中。
　　在表皮 KC中 ,Ca2+浓度的升高 ,可使 EGF 受体的
数量减少 、与 EGF 的亲和性降低 ,EGF 的作用将由此
减弱

[ 3]
。已经知道 ,Ca

2+
能抑制 EGF 对 ras基因产物

p21ras活性的诱导[ 4] ,与此类似 ,本实验中 ,随着 Ca2+

浓度的加入及升高 ,经 EGF 促进的 tPA mRNA/蛋白质
量均显著降低 ,从而表明 ,在小鼠表皮 KC 中 , EGF 对
tPA表达的调节 ,也受 Ca2+浓度的影响 。
　　在牛皮癣患者受损表皮处 , tPA 在基底层上层细
胞表达异常增高 ,可能与上述 EGF 对 tPA的调节作用

有关 ,因为 EGF 受体在这些受损表皮中也存在异常 ,
其分布由局限于基底层而扩展到整个基底层上
层[ 9 ,10] ,结果可使 EGF 对基底层上层细胞的作用增

强
[ 11]
, tPA在这些细胞中的表达也将因此得到促进 ,但

这对于牛皮癣的发病机制有何意义 ,值得深入的探讨。
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文章编号:1000-5404(2001)09-1097-01 个案与短篇
药物性肝病 92例临床分析

Clinical analysis of 92 cases of drug-induced hepatic diseases

赵　丽 ,房殿春　　(第三军医大学附属西南医院全军消化专科中心 ,重庆 400038)

　　近年随着临床用药种类的增加 ,药物性肝病(Drug-induced
hepatic disease , DIHD)的发生率也有增加的趋势。 迄今为止 , 国
内外报道的大约有 1 000 余种药物可能导致肝损害[ 1] 。为提高
对本病诊治水平 , 本研究对 1990-2000 年我院临床诊断的药

物性肝病 92例患者进行了回顾性总结和分析。

1　资料与方法

　　观察对象:病例来自我院 1990-02-2000-12 临床诊断药物
性肝病的住院患者 , 共 92 例 , 男 42 例 , 女 50 例。 年龄 15 ～ 68

岁 ,平均 40.5岁。
　　观察内容:从以下几方面进行观察和分析:①临床特点;②
相关辅助检查;③病理活检;④治疗和预后。

　　临床诊断和分型标准:参考《肝脏病学》等有关资料确定药
物性肝病的诊断和分型标准。

2　结果

　　DIHD的年龄分布:92例 DIHD各年龄组分布:以 31 ～ 40 岁

年龄组病例最多 37 例(40.22%), 41 ～ 50 岁 20 例(21.74%),
21 ～ 30 岁 15 例(16.30%), 51～ 60岁 13例(14.13%), 61 ～ 68 岁

4 例 , 15 ～ 20 岁 3 例。
　　DIHD的病因:92例 DIHD中 ,由抗结核药引起者 42 例(45.
7%),消核片(治疗乳腺增生)18 例(19.7%), 中草药 8 例

(8.7%),抗肿瘤药物(阿霉素 、环磷酰胺和卡铂等)4 例 , 抗生
素 、抗精神病药和药名不详各 3 例 , 抗甲状腺药物 、对乙酰氨基
酚和减肥药各 2 例 , 其他柳氮黄胺嘧啶 、三苯氧胺 、丙酸睾丸
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酮 、苯巴比妥和抗风湿药各 1 例。
　　致病药物使用时间:DIHD 的发病高峰位于 2 ～ 8 周 , 共 54

例(58.70%);12～ 24周 31 例(33.76%);1 周以内和大于 1年发

病较少分别为 4例(4.35%)和 3 例(3.26%)。
　　临床症状及体征:多数 DIHD 患者表现为乏力失眠 80 例

(86.96%)、消化道症状 75例(纳差 、厌油 、恶心 、呕吐和返酸等)
75 例(81.52%)、黄疸 62 例(67.39%), 相对少见的表现 ,包括肝
区疼痛 、肝或脾肿大 、腹水 、过敏症状(皮疹 、瘙痒和发热)、意识
障碍或昏迷和其他器官损害 ,个别患者无任何症状和体征。
　　辅助检查结果:92 例 DIHD患者均有 ALT 或 AST 异常 , 73
例(79.35%)血清胆红素增 高 , 合并病毒性肝 炎 16 例

(17.39%), 部分患者 TP、AIB、A/ G、GGT、 ALP、 TBA 和 PT 等均

有异常。
　　DIHD的临床类型和病理类型:DIHD的主要临床类型为急
性 DIHD, 80例(86.96%);慢性 DIHD5 例(5.43%);亚临床 DI-
HD7 例(7.61%)。有 22例行肝穿刺活检 , 根据病理特点分为以
下几种类型:①肝细胞损害型 13 例 , 多为急性或亚临床 DIHD。

②慢性肝炎型 5 例 , 多为慢性或亚临床 DIHD。 ③肝硬化型 2

例 ,临床上为慢性 DIHD。 ④淤胆型 1例 , 为急性 DIHD。 ⑤脂肪
肝型 1例 , 为慢性 DIHD。
　　治疗和预后:92 例患者临床诊断一经确立 , 除 10 例患者因

原发病严重而采取药物减量外 , 其余均立即停用了相关药物。
83 例(90.22%)预后良好 ,临床症状在短期内消失 ,各种肝功能
化验指标也恢复正常。 6 例患者自动出院未随访。 3 例(3.
26%)病情较重 , 死于肝功能衰竭。

3　讨论

　　近年来 ,随着临床用药种类和非处方用药量的增加 , DIHD
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