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摘要　目的　观察不同浓度松弛素２（ＲＬＮ２）对人永生角质（ＨａＣａＴ）细胞增殖、迁移能力的影响。方法　将ＨａＣａＴ细胞在不
同浓度ＲＬＮ２的培养基中培养，以不含ＲＬＮ２的培养基培养的细胞作为对照组，应用 ＣＣＫ８试剂检测其对细胞增殖影响，细
胞划痕实验检测其对细胞迁移能力的影响，流式细胞术检测其对细胞生长周期的影响，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞周期蛋白 Ｃｙｃｌｉｎ
Ｂ１和ＣｙｃｌｉｎＡ２表达情况。结果　以ＲＬＮ２浓度为１０～１００ｎｇ／ｍｌ培养ＨａＣａＴ细胞２４ｈ后，相比对照组，增殖逐渐加快、迁移
能力逐渐增强，相关细胞周期蛋白ＣｙｃｌｉｎＢ１和ＣｙｃｌｉｎＡ２表达水平增高，处于 Ｓ期和 Ｇ２／Ｍ期细胞比例增加，并在１００ｎｇ／ｍｌ
处达到峰值；ＲＬＮ２浓度２００ｎｇ／ｍｌ培养的ＨａＣａＴ细胞相比１００ｎｇ／ｍｌ组增殖减慢、迁移能力下降，相关细胞周期蛋白 Ｃｙｃｌｉｎ
Ｂ１和ＣｙｃｌｉｎＡ２表达水平下降，处于Ｓ期和Ｇ２／Ｍ期细胞比例下降。结论　ＲＬＮ２在适当浓度范围内能增强ＨａＣａＴ细胞的迁
移能力，同时也可通过促进相关细胞周期蛋白表达，提高处于Ｓ期和Ｇ２／Ｍ期细胞比例促进细胞增殖。
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ｍａｉｌ：ｌｉｘｉａｏｊｉｎｇ５＠１６３．ｃｏｍ

　　人永生角质（ＨａＣａＴ）细胞是人表皮主要细胞之
一，经增殖、迁移和分化后形成皮肤表皮及其他成

分，并能增强底层真皮结构的修复能力，与创面愈合

密切相关［１］。松弛素在人类多器官系统中具有不

同分布和功能，其成员松弛素２（ｒｅｌａｘｉｎ２，ＲＬＮ２）
能够促进多种上皮组织修复，如通过刺激细胞增殖

和抑制凋亡来促进子宫颈及阴道的上皮积累，也能

刺激支气管上皮细胞增殖迁移参与损伤修复［２］。

近年来研究［３］发现，ＲＬＮ２在动物实验中有预防瘢
痕增生和促进伤口愈合作用，机制为抑制成纤维细

胞增殖及抗纤维化，同时具有抗感染、抗氧化、诱导

血管生成和刺激血管扩张作用［４］。但 ＲＬＮ２对人
皮肤表皮细胞生长状态的影响及机制鲜有文献报

道。该研究将以 ＲＬＮ２作用于体外培养的 ＨａＣａＴ
细胞，在增殖、迁移、细胞周期、细胞周期相关蛋白表

达方面对其探究，以探讨可能影响临床创面愈合的

机制，为明确ＲＬＮ２的更多作用提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　主要试剂　ＲＬＮ２购自以色列 ＰｒｏＳｐｅｃ公
司；ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基及胎牛血清（ＦＢＳ）均购自维
森特生物技术（南京）有限公司；０２５％胰蛋白酶购
自美国Ｇｉｂｃｏ公司；ＣＣＫ８试剂、细胞周期试剂盒均
购自上海碧云天生物有限公司；细胞周期蛋白抗体

ＣｙｃｌｉｎＢ１和ＣｙｃｌｉｎＡ２、ＧＡＰＤＨ抗体、ＨＲＰ标记山羊
抗兔抗体均购自杭州华安生物技术有限公司。

１．１．２　实验细胞　所用 ＨａＣａＴ细胞购自中国医学
科学院基础医学研究所。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　以含有１０％ＦＢＳ和１％双抗的
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、０２５％胰蛋白酶按常规细胞培
养流程每２ｄ传代１次，传代比例为１∶３，取生长状
态良好第 ３次传代的 ＨａＣａＴ细胞进行正式实验。
根据预实验结果，ＲＬＮ２以 ＰＢＳ溶液预制成浓度为
５μｇ／ｍｌ，在－２０℃保存备用，细胞实验时加入培养
基稀释为１０、２０、５０、１００、２００ｎｇ／ｍｌ的５个浓度实验
组，对照组不加ＲＬＮ２。
１．２．２　ＣＣＫ８法检测细胞增殖　调整细胞浓度为
１×１０４个／ｍｌ接种到９６孔板，每孔１００μｌ，设６组，
每组设置６个复孔。３７℃孵育２４ｈ贴壁后，设置５
个浓度梯度实验组及空白组，此时记为０ｈ，并在２４
ｈ时每孔避光加入１０μｌＣＣＫ８溶液，避光孵育１ｈ，
随后在酶标仪上（调整波长４５０ｎｍ）检测各孔吸光
度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，根据公式：细胞活力（％）
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＝［ＯＤ（加药）－ＯＤ（空白）］／［ＯＤ（０加药）－ＯＤ
（空白）］×１００％，计算ＲＬＮ２对细胞增殖活力的影
响。

１．２．３　细胞划痕实验检测细胞迁移　接种细胞到
６孔板中，以含１０％ ＦＢＳ和１％双抗的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２
培养基培养２４ｈ，获得细胞贴壁铺满状态，以２００μｌ
枪头垂直板面匀速划线，加入无血清ＤＭＥＭ／Ｆ１２培
养基，设置５个浓度梯度实验组及空白组，此时记为
０ｈ，并于０、１２、２４ｈ在光镜下同一视野拍照保存，以
ＩｍａｇｅＪ处理分析，根据公式：细胞迁移率（％）＝
（划痕初始面积－２４ｈ划痕面积）／划痕初始面积 ×
１００％，得出各组２４ｈ细胞迁移率。
１．２．４　流式细胞术检测细胞周期　接种细胞到６
孔板中，以含１０％ ＦＢＳ和１％双抗的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培
养基培养２４ｈ，获得细胞贴壁６０％左右状态，设置５
个浓度梯度实验组和空白组，细胞培养箱孵育２４ｈ。
取消化下的细胞，以 ＰＢＳ清洗２次，７０％冰乙醇过
夜固定，按细胞周期试剂盒操作说明加入试剂，样品

制备完成后于流式细胞仪上机检测，检测数据结果

用Ｆｌｏｗｊｏ１００分析，根据公式：增殖指数ＰＩ＝（Ｓ期
＋Ｇ２／Ｍ 期）／（Ｇ０／Ｇ１ 期 ＋Ｓ期 ＋Ｇ２／Ｍ 期）×
１００％，根据指数大小判断细胞增殖情况。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞周期蛋白　按细胞
周期检测实验相同处理获得６组贴壁细胞，提取细
胞总蛋白，以１２５％蛋白分离胶电泳，转膜封闭，以
１∶１０００稀释抗体 ＣｙｃｌｉｎＢ１、ＣｙｃｌｉｎＡ２、ＧＡＰＤＨ作
为一抗，４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ漂洗，完成后以 １∶
５００００稀释二抗继续孵育２ｈ，ＴＢＳＴ再次漂洗，滴加
化学发光液后曝光成像，图像以ＩｍａｇｅＪ处理分析。
１．３　统计学处理　每个实验重复３次收集结果，采
用ＳＰＳＳ２００统计软件对数据进行分析，计量数据
以珋ｘ±ｓ表示，行ｔ检验或方差分析，Ｐ＜００５为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　ＲＬＮ２对 ＨａＣａＴ细胞增殖的影响　ＣＣＫ８
结果显示：在２４ｈ时１０～２００ｎｇ／ｍｌ各组细胞活力
相比对照组细胞活力增高，差异有统计学意义（Ｆ＝
１７５７９７，Ｐ＜００５），且 １００ｎｇ／ｍｌ组与 １０、２０、５０、
２００ｎｇ／ｍｌ组相比，细胞活力最高，差异有统计学意
义（ｔ＝９６６４、５１６１、３４４７、３６００，Ｐ＜００５）。见图
１。
２．２　ＲＬＮ２对 ＨａＣａＴ细胞迁移的影响　细胞划
痕结果显示：各实验组对比对照组迁移率增加，差异

图１　ＲＬＮ２对ＨａＣａＴ细胞增殖的影响

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＲＬＮ２ｏｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨａＣａＴｃｅｌｌｓ
Ｐ＜００５ｖｓｔｈｅ０ｎｇ／ｍｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５ｖｓｔｈｅ１００ｎｇ／ｍｌｇｒｏｕｐ

有统计学意义（Ｆ＝５３１５２，Ｐ＜００５）。１００ｎｇ／ｍｌ
组与１０、２０、５０、２００ｎｇ／ｍｌ组相比，迁移率最大，差
异有统计学意义（ｔ＝１２１８４、８９２３、４８０６、６７１３，Ｐ
＜００５）。见图２。
２．３　ＲＬＮ２对 ＨａＣａＴ细胞细胞周期的影响　流
式细胞周期实验结果显示，相比对照组，各实验组细

胞处于Ｓ期、Ｇ２／Ｍ期的细胞比例增高，差异有统计
学意义（Ｆ＝９０５，Ｐ＜００５）。１００ｎｇ／ｍｌ组与 １０、
２０、５０、２００ｎｇ／ｍｌ组相比，处于Ｓ期、Ｇ２／Ｍ期的细胞
比例占比最高，差异有统计学意义（ｔ＝４０４５、
３４６７、２９１０、３００１，Ｐ＜００５）。见图３。
２．４　ＲＬＮ２对 ＨａＣａＴ细胞细胞周期相关蛋白表
达的影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ蛋白条带结果显示，相比对
照组，各实验组细胞周期蛋白 ＣｙｃｌｉｎＢ１和 Ｃｙｃｌｉｎ
Ａ２表达水平增高，差异有统计学意义（Ｆ＝１８１８、
１７０４，Ｐ＜００５）。１００ｎｇ／ｍｌ组与 １０、２０、５０、２００
ｎｇ／ｍｌ组相比，ＣｙｃｌｉｎＢ１、ＣｙｃｌｉｎＡ２蛋白表达水平最
高，差异有统计学意义（ｔ＝５１６９２、４１１２４、２９４７８、
１５７００，Ｐ ＜００５；ｔ＝４５２２０、１７２１３、８９２４、
５５８９９，Ｐ＜００５）。见图４。

３　讨论

　　皮肤是人体抵御外界损伤刺激的天然屏障，其
完整性能够防止有害物质入侵和体液流出［５］。在

皮肤受到创伤后，创面中的 ＨａＣａＴ细胞通过增殖和
迁移参与创面的愈合，此过程受多种因素的影响。

首先ＨａＣａＴ细胞自身能够分泌许多生物活性物质，
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图２　ＲＬＮ２对ＨａＣａＴ细胞迁移的影响

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＲＬＮ２ｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＨａＣａＴｃｅｌｌｓ

　　Ａ：Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓｗｅｒｅｔａｋｅｎｔｏｒｅｃｏｒｄｔｈｅｓｃｒａｔｃｈｗｉｄｔｈｓｏｆｃｅｌｌｓｉｎ

ｅａｃｈｇｒｏｕｐａｔ０ｈ，１２ｈ，ａｎｄ２４ｈ×４０；Ｂ：Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｅｌｌｓｃｒａｔｃｈ

ｈｅａｌｉｎｇｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐａｔ２４ｈ；Ｐ＜００５ｖｓｔｈｅ０ｎｇ／ｍｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ

＜００５ｖｓｔｈｅ１００ｎｇ／ｍｌｇｒｏｕｐ．

图３　ＲＬＮ２对ＨａＣａＴ细胞细胞周期的影响

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＲＬＮ２ｏｎｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＨａＣａＴｃｅｌｌｓ

　　Ａ：Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙａｎａｌｙｚｅｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｉｎｔｈｅＳｐｈａｓｅａｎｄＧ２／Ｍｐｈａｓｅ；Ｐ＜

００５ｖｓｔｈｅ０ｎｇ／ｍｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５ｖｓｔｈｅ１００ｎｇ／ｍｌｇｒｏｕｐ．

刺激皮肤细胞增殖［６］；其次在体外细胞培养条件

下，在剂量－反应关系上多种体内外因素可表现出
对ＨａＣａＴ细胞的增殖具有正面刺激和负面毒性作
用，进而可能影响创面愈合，如纳米材料［７］、表皮生

长因子［８］等。此外，人体产生的多种激素，也可能

在伤口愈合的过程中发挥着整体或局部作用，例如

糖皮质激素能够抑制ＨａＣａＴ细胞增殖［９］，而雌激素

则表现为积极作用［１０］。除了目前已发现的体内外

影响因素，探明更多人体内激素，如 ＲＬＮ２对
ＨａＣａＴ细胞的生长影响，显得尤为必要。
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图４　ＲＬＮ２对ＨａＣａＴ细胞细胞周期相关蛋白表达的影响

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＲＬＮ２ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＨａＣａＴｃｅｌｌｓ

　　Ａ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｐｒｏｔｅｉｎｓｃｙｃｌｉｎＢ１ａｎｄｃｙｃｌｉｎＡ２ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＡｎａｌｙｚｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓＣｙｃｌｉｎＢ１ａｎｄＣｙｃ

ｌｉｎＡ２；Ｐ＜００５ｖｓｔｈｅ０ｎｇ／ｍｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５ｖｓｔｈｅ１００ｎｇ／ｍｌｇｒｏｕｐ．

　　细胞周期相关蛋白ＣｙｃｌｉｎＡ２和ＣｙｃｌｉｎＢ１表达
是细胞增殖的必要条件之一。ＨａＣａＴ细胞分裂经历
Ｇ１期、Ｓ期、Ｇ２期、Ｍ期，Ｇ１期为 ＤＮＡ复制的主要
阶段，Ｇ１后期 ＣｙｃｌｉｎＡ２促使细胞从 Ｓ期过渡到 Ｇ２
期进行有丝分裂［１１］，而ＣｙｃｌｉｎＢ１驱动细胞从Ｇ２期
向Ｍ期转变，在相应周期过后两蛋白即降解［１２］，其

表达水平可反映细胞所处分裂的不同时期活跃程

度。本研究中，实验组相比对照组这两种细胞周期

蛋白表达水平均增高，说明 ＲＬＮ２在细胞有丝分裂
的Ｓ期到Ｍ期过程中都发挥了促进细胞分裂作用，
进而促进细胞增殖。伤口愈合不仅与细胞增殖有

关，细胞迁移能力也是重要因素。ＲＬＮ２促进
ＨａＣａＴ细胞迁移的实验结果显示，其具有加速皮肤
愈合的潜力。但该研究也显示，ＲＬＮ２达到一定浓
度后，相关细胞周期蛋白的表达水平下降，ＨａＣａＴ细
胞增殖能力以及迁移能力下降，提示 ＲＬＮ２干预浓
度须控制在合理区间才能在伤口愈合研究方面挖掘

更多价值。研究［１３］表明细胞外调节蛋白激酶（ｅｘ
ｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＥＲＫ）信号途径
和磷脂酰肌醇 ３－激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉ
ｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）信号途径参与了 ＨａＣａＴ细胞增殖与分
化的调节，为深入研究 ＲＬＮ２的作用机制提供了方
向。

　　外源性给予松弛素具有改善心功能、扩血管、抗
纤维化和抑制凋亡等多种作用［１４］。ＲＬＮ２作为多
肽类物质，在血清蛋白存在情况下能有效维持其结

构完整性和生物学功能，也可经封包或修饰后更加

保证其稳定性及生物活性［１５］。目前已有报道［１６］负

载ＲＬＮ２新材料制成缓释型制剂应用于大鼠关节

抗纤维化，并取得积极成果，为进一步在动物实验中

研究ＲＬＮ２在创面愈合过程中对 ＨａＣａＴ细胞的效
应提供了给药方法。由于 ＲＬＮ２兼有抗纤维化的
作用，结合本细胞实验结果，ＲＬＮ２在特定条件下可
能既促进创面愈合，又能减少瘢痕组织的形成。综

上所述，研究 ＲＬＮ２对 ＨａＣａＴ细胞的影响机制，可
为创面愈合的治疗提供新思路。
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