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　　［摘要］　目的　通过体外实验在角质细胞中过表达或沉默叉头框蛋白Ｏ１（犉犗犡犗１）基因，研究其对血管内皮生

长因子Ａ（ＶＥＧＦＡ）蛋白水平和转录活性的影响。方法　采用体外细胞培养和转染方法，分别用ＯＮＴＡＲＧＥＴｐｌｕｓ

ＳＭＡＲＴｐｏｏｌ人犉犗犡犗１ｓｉＲＮＡ和对照ｓｉＲＮＡ（ＯＮＴＡＲＧＥＴｐｌｕｓＮｏｎｔａｒｇｅｔｉｎｇＣｏｎｔｒｏｌＰｏｏｌ）转染人永生化牙龈角

质细胞（ｈｕｍａｎｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄｇｉｎｇｉｖａｌｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅ，ＨＩＧＫ），用免疫荧光法检测ＨＩＧＫ中ＦＯＸＯ１和ＶＥＧＦＡ的免疫荧

光强度，荧光酶素实验分别检测犉犗犡犗１过表达和犉犗犡犗１沉默时ＶＥＧＦＡ的活性。结果　与未转染组相比，使用

犉犗犡犗１ｓｉＲＮＡ转染的ＨＩＧＫ中ＶＥＧＦＡ的蛋白水平降低了５７％ （犘＜０．０５）。荧光酶素实验分析结果显示，在

ＨＩＧＫ中过表达犉犗犡犗１后ＶＥＧＦＡ的转录活性增加了２．１倍（犘＜０．０５），而犉犗犡犗１沉默时ＶＥＧＦＡ的转录活性减

少了２０％～４３％（犘＜０．０５）。结论　角质细胞中犉犗犡犗１参与ＶＥＧＦＡ的表达调控。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（３）：３１８３２２］

　　口腔黏膜损伤有很多易感因素，如感染、自体免

疫紊乱、外科损伤或自伤等，同时还包括牙龈或牙周

炎的因素。然而，对口腔黏膜损伤愈合的影响因素

却少有报道［１］。伤口愈合是十分复杂的过程，包括
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第３期．陆永健，等．角质细胞叉头框蛋白Ｏ１基因调节血管内皮生长因子Ａ的表达

多种不同类型细胞的相互作用，不同生长因子、细胞

外基质蛋白的相互作用等［２］。在伤口区域的上皮组

织中富含类炎性介质，如白介素１（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１，

ＩＬ１）、肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，

ＴＮＦα）等；同样还含有生长因子，如血管内皮生长

因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）

等。伤口中的角质细胞可以通过产生和释放可溶性

细胞因子来调节成纤维细胞的转化以及血管内皮细

胞的生成，从而影响伤口愈合［３］。

ＶＥＧＦ是最强的血管生成因子之一，也是伤口

愈合过程中最主要的血管生成因子，其产物能够刺

激毛细血管生长，从而给伤口区运送足够的营养物

质、氧气和炎性细胞。在伤口愈合过程中，ＶＥＧＦＡ

主要来源于结缔组织中的角质细胞、巨噬细胞、成纤

维细胞等［４６］。

叉头框蛋白Ｏ１（ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘＯ１，ＦＯＸＯ１）是叉

头转录因子大家族中的一员，参与多种细胞进程，包

括细胞周期阻滞、ＤＮＡ修复、细胞凋亡、氧化压力的

抵抗和糖代谢等［７］。近年来研究发现，ＦＯＸＯ１在伤

口愈合过程中可能扮演了关键角色。Ｍｏｒｉ等
［８］研究

表明，皮肤出现伤口１ｄ后基底层和边缘角质细胞中

ＦＯＸＯ１显著激活。Ｐｏｎｕｇｏｔｉ等
［９］研究显示，在普通

伤口处上调转化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）能提高犉犗犡犗１的表达。在角质细

胞中特异性敲除犉犗犡犗１能干扰角质细胞在普通皮肤

伤口和黏膜伤口中的迁徙［９１１］。本实验运用体外实验

方法特异性沉默角质细胞中的犉犗犡犗１基因，评价

犉犗犡犗１对ＶＥＧＦＡ的调节作用，探究犉犗犡犗１能否

诱导ＶＥＧＦＡ的转录激活和表达，从而调节伤口

修复。

１　材料和方法

１．１　细胞培养与转染　人永生化牙龈角质细胞

（ｈｕｍａｎｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄｇｉｎｇｉｖａｌｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅ，ＨＩＧＫ）

由 Ｊｅｆｆｒｅｙ Ｊ． Ｍａｎｓ （Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｆｌｏｒｉｄａ，

Ｇａｉｎｅｓｖｉｌｌｅ，ＦＬ）提供。ＨＩＧＫ保存在含有角质细

胞生长因子的ＫＧＭ２培养基中（ＬｏｎｚａＩｎｃ．，ＵＳ）。

所有细胞培养均在含有５％ＣＯ２的３７℃培养箱中进

行。将实验细胞分为 ３ 组：空白组 （ＮＴ 组）、

ｓｃｒａｍｂｌｅｄｓｉＲＮＡ 转染组 （ｓｉＳｃｒ组）和 犉犗犡犗１

ｓｉＲＮＡ 转染组 （ｓｉＦＯＸＯ１ 组）。ＮＴ 组不进行

ｓｉＲＮＡ转染，ｓｉＳｃｒ组使用ＯＮＴＡＲＧＥＴｐｌｕｓＮｏｎ

ｔａｒｇｅｔｉｎｇＣｏｎｔｒｏｌＰｏｏｌｓｉＲＮＡ（ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ，ＵＳ）

进行转染，ｓｉＦＯＸＯ１组使用 ＯＮＴＡＲＧＥＴｐｌｕｓ

ＳＭＡＲＴ ｐｏｏｌ 抗 人 犉犗犡犗１ ｓｉＲＮＡｓ （ＧＥ

Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ，ＵＳ）进行转染。转染时使用ＧｅｎＭｕｔｅ

ｓｉＲＮＡ转染剂 （ＳｉｇｎａＧｅｎＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，ＵＳ）。实验

前２ｄ将细胞、ｓｉＲＮＡ和转染试剂共同培育６ｈ进

行转染。转染完成后冲洗细胞，转移回相应培养基

中继续培养。分别使用基本培养基（ｂａｓａｌｍｅｄｉａ）与

模拟正常细胞环境和生长因子富集的培养基

（ｅｎｒｉｃｈｅｄｍｅｄｉａ）模拟伤口愈合时的细胞环境。

１．２　体外免疫荧光分析　使用９６孔板分别培养转

染 了 犉犗犡犗１ 或 ｓｃｒａｍｂｌｅｄｓｉＲＮＡ 的 ＨＩＧＫ。

ＫＢＭ２基质培养２４ｈ后，用１０％甲醛溶液固定细

胞，０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００使细胞膜通透，分别加入一

抗 抗 ＦＯＸＯ１ 抗 体 （ｒａｂｂｉｔ； Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．），抗 ＶＥＧＦＡ 抗体 （ｒａｂｂｉｔ；

ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．）和阴性对照ＩｇＧ

后于４℃过夜。二抗使用生物素化二抗，用链霉亲

和 素 标 记 的 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ○
Ｒ

５４６（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ

ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ○
Ｒ

５４６，Ａｂｃａｍ）进行染色。染

色过 程 中 使 用 ＡＢＣ（ａｖｉｄｉｎｂｉｏｔｉｎ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ

ｅｎｚｙｍｅｃｏｍｐｌｅｘ，ＶｅｃｔｏｒＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）和 ＴＳＡ

（ｔｙｒａｍｉｄｅ ｓｉｇｎａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，Ａｄｉｐｏｇｅｎ，Ｓａｎ

Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ，ＵＳＡ）进行信号放大，细胞核进行

ＤＡＰＩ染色。使用荧光显微镜（Ｎｉｋｏｎ）和 ＮＩＳ

ＥｌｅｍｅｎｔｓＡＲｓｏｆｔｗａｒｅ（Ｎｉｋｏｎ）软件进行图像捕捉

和平均免疫荧光强度（ｍｅａｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，

ＭＦＩ）测量。实验重复３次。

１．３　 荧 光 素 酶 实 验 　 在 ４８ 孔 板 中 使 用

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）进行荧光酶素报告

子转染实验。在培养基中培养ＨＩＧＫ５ｄ后，分别

用ＶＥＧＦＡ荧光酶素报告子、活化的ＦＯＸＯ１ＡＡＡ

质粒、ｐＲＬＴＫｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｃｏｎｔｒｏｌｖｅｃｔｏｒ进行转染。

然后采用犉犗犡犗１和ｓｃｒａｍｂｌｅｄｓｉＲＮＡ转染细胞，

转染２ｄ后裂解细胞，使用双荧光酶素报告子试剂

盒 （Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）测量荧光素酶报告活
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性。实验重复３次。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据

处理，所有结果以珔狓±狊珔狓表示。免疫荧光结果使用方

差分析（ＡＮＯＶＡ），并进行事后比较鉴定（Ｓｃｈｅｆｆｅ’ｓ

ｐｏｓｔｈｏｃｔｅｓｔ）；荧光素酶实验结果使用２ｔａｉｌｅｄ

Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ狋检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　体外细胞转染实验结果　结果（图１Ａ）显示，

生长因子富集培养基中ＮＴ组和ｓｉＳｃｒ组细胞中

ＦＯＸＯ１的表达相比基本培养基均增加（犘＜０．０１），

而两种培养基中ｓｉＦＯＸＯ１组细胞中ＦＯＸＯ１的表

达水平差异无统计学意义。在两种培养基中，

ｓｉＦＯＸＯ１组 ＨＩＧＫ中ＦＯＸＯ１的表达水平均低于

ｓｉＳｃｒ组（犘＜０．０５），分别降低了８０％和８５％。结果

表明在两种培养基中，犉犗犡犗１ｓｉＲＮＡ 转染后

ＨＩＧＫ中ＦＯＸＯ１的表达受到了显著抑制。

生长因子富集培养基中的３组细胞ＶＥＧＦＡ

的表达均高于基本培养基（犘＜０．０１）。此外，在生

长因子富集培养基中，ｓｉＦＯＸＯ１ 组 ＨＩＧＫ 中

ＶＥＧＦＡ的表达低于ｓｉＳｃｒ组，降低了５７％（犘＜

０．０５；图１Ｂ，图２）。结果提示在模拟伤口愈合环境

的富集培养基中，犉犗犡犗１沉默显著降低了 ＨＩＧＫ

中ＶＥＧＦＡ的表达。

图１　各组犎犐犌犓中犉犗犡犗１（犃）和犞犈犌犉犃（犅）的犕犉犐

犉犻犵１　犕犲犪狀犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犻狀狋犲狀狊犻狋狔（犕犉犐）狅犳犉犗犡犗１（犃）

犪狀犱犞犈犌犉犃（犅）犻狀犺狌犿犪狀犻犿犿狅狉狋犪犾犻狕犲犱

犵犻狀犵犻狏犪犾犽犲狉犪狋犻狀狅犮狔狋犲（犎犐犌犓）

ＦＯＸＯ１：ＦｏｒｋｈｅａｄｂｏｘＯ１；ＶＥＧＦＡ：Ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒＡ；ＮＴ：Ｎｏｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ｓｉＳｃｒ：Ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇｓｃｒａｍｂｌｅ

ＲＮＡ；ｓｉＦＯＸＯ１：Ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ犉犗犡犗１ＲＮＡ．犘＜０．０１ｖｓ

ｂａｓａｌｍｅｄｉａ；△犘＜０．０５ｖｓｓｉＳｃｒｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊珔狓

２．２　荧光素酶实验　荧光素酶分析结果显示，过表

达犉犗犡犗１使细胞中ＶＥＧＦＡ的转录表达活性增加

了２．１倍（犘＜０．０５，图３Ａ）。而犉犗犡犗１沉默时，细

胞中ＶＥＧＦＡ的转录表达活性减少了２０％～４３％

（犘＜０．０５，图３Ｂ）。结果提示角质细胞中犉犗犡犗１

表达与ＶＥＧＦＡ的转录表达活性呈正相关。

图２　各组犎犐犌犓中犞犈犌犉犃的免疫荧光图像比较

犉犻犵２　犚犲狆狉犲狊犲狀狋犪狋犻狏犲犻犿犪犵犲狊狅犳犞犈犌犉犃犻犿犿狌狀狅犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犻狀犺狌犿犪狀犻犿犿狅狉狋犪犾犻狕犲犱犵犻狀犵犻狏犪犾犽犲狉犪狋犻狀狅犮狔狋犲（犎犐犌犓）

ＶＥＧＦＡ：ＶａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＡ；ＮＴ：Ｎｏｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ｓｉＳｃｒ：ＳｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇｓｃｒａｍｂｌｅＲＮＡ；ｓｉＦＯＸＯ１：Ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ

犉犗犡犗１ＲＮＡ；ＦＯＸＯ１：ＦｏｒｋｈｅａｄｂｏｘＯ１．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０
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第３期．陆永健，等．角质细胞叉头框蛋白Ｏ１基因调节血管内皮生长因子Ａ的表达

图３　犎犐犌犓中犞犈犌犉犃的荧光酶素报告活性

犉犻犵３　犔狌犮犻犳犲狉犪狊犲犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犞犈犌犉犃犺狌犿犪狀犻犿犿狅狉狋犪犾犻狕犲犱

犵犻狀犵犻狏犪犾犽犲狉犪狋犻狀狅犮狔狋犲（犎犐犌犓）

Ａ：犉犗犡犗１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｂ：犉犗犡犗１ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ．ＶＥＧＦＡ：

ＶａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＡ；ＦＯＸＯ１：ＦｏｒｋｈｅａｄｂｏｘＯ１；

ｓｉＳｃｒ：ＳｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇｓｃｒａｍｂｌｅＲＮＡ；ｓｉＦＯＸＯ１：Ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ

犉犗犡犗１ＲＮＡ；ＲＬＵ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｉｇｈｔｕｎｉｔ．犘＜０．０５．狀＝３，珔狓±狊珔狓

３　讨　论

ＶＥＧＦＡ被认为是最有效和特异性的血管生长

因子之一［１２］，它具有促使内皮细胞分裂［１３］、趋化［１４］

和诱导血管渗透［１５］等作用。ＶＥＧＦＡ能够影响伤

口愈合的多个阶段，包括伤口愈合过程中的血管生

成、再上皮化和胶原沉积［１６］。Ｒｏｓｓｉｔｅｒ等
［１７］通过抑

制小鼠角质细胞中ＶＥＧＦＡ的表达，发现小鼠黏膜

伤口中的血管减少，愈合减慢。Ｄｅｔｍａｒ等
［１８］通过

培养人上皮角质细胞，研究生长因子对血管通透因

子（ＶＰＦ）／ＶＥＧＦｍＲＮＡ和蛋白的表达影响，以及

ＶＰＦ／ＶＥＧＦ对人上皮毛细管内皮细胞生长的影响，

结果发现未血管化的上皮角质细胞可以通过旁分泌

的方式分泌ＶＥＧＦＡ，从而调节上皮生长。这些研

究结果说明ＶＥＧＦＡ在伤口愈合过程中具有重要

作用。

上皮角质细胞是ＶＥＧＦＡ的主要来源
［１７，１９２０］。

在正常皮肤内ＶＥＧＦＡ的表达水平很低，但当皮肤

损伤后其表达水平会大大提高［１９］，这与本研究的观

点一致。本研究使用生长因子富集培养基模拟损伤

环境，发现犉犗犡犗１未沉默的ＨＩＧＫ中ＶＥＧＦＡ的

表达水平相比正常培养基大大增加。

此外，在体外实验中，使用犉犗犡犗１ｓｉＲＮＡ沉默

ＨＩＧＫ中的犉犗犡犗１后，ＶＥＧＦＡ蛋白的表达水平

显著减少，犞犈犌犉犃 启动子活性也明显降低；同时，

在荧光素酶实验中使 ＨＩＧＫ过表达犉犗犡犗１，可发

现犞犈犌犉犃启动子活性显著增加。实验结果表明

上皮角质细胞中犉犗犡犗１基因与ＶＥＧＦＡ的表达相

关。有学者还提出，伤口愈合过程中角质细胞中

犉犗犡犗１的缺失和血管生成能力的降低也会影响结

缔组织的愈合能力，主要体现为成纤维细胞增殖降

低和凋亡增加［２１］。这些改变可能是通过间接减少

血管生成或者直接改变 ＶＥＧＦＡ 而产生的
［２２］。

ＶＥＧＦＡ在慢性伤口中的表达异常低，从而导致伤

口没有有效的血管形成而愈合不良［２２］。Ｂｒｅｍ等
［２１］

证实ＶＥＧＦＡ能直接影响成纤维细胞在伤口愈合

中的行为，包括成纤维细胞的迁移等。这些结果提

示ＦＯＸＯ１可能通过调节ＶＥＧＦＡ的活性来影响其

对伤口愈合的作用；同时还提示ＦＯＸＯ１不仅能影

响上皮组织的愈合，还能影响结缔组织的愈合，但具

体机制尚未明确报道。

当然，关于ＦＯＸＯ１对伤口愈合的影响机制也

存在一些不同观点。有研究显示，ＦＯＸＯ１能显著抑

制内皮细胞的迁徙［２３］，并且能够调节抗血管生成因

子［２４］。但本实验发现，犉犗犡犗１基因似乎有着相反

的作用。从实验结果来看，上皮细胞来源的犉犗犡犗１

能正向调节ＶＥＧＦＡ表达。分析其原因可能是来

自不同细胞的ＦＯＸＯ１在不同的组织中对伤口愈合

的作用机制不同，尚需进一步研究探讨。

综上所述，ＶＥＧＦＡ是调节血管生成和组织愈

合的重要一员，其表达和转录的变化可能会影响伤

口的愈合进程。同时，角质细胞中的犉犗犡犗１能够

调节ＶＥＧＦＡ的表达，从而影响伤口愈合。本实验

结果为进一步的研究提供了基础，未来我们拟在动

物模型上皮中特异性敲除犉犗犡犗１，评价伤口中血管

生成数量，成纤维细胞、肌成纤维细胞数量的变化，

为本研究设想提供更全面的论证。
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