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[摘要] 目的 通过体外研究探索人脂肪干细胞（hADSC）促进海水浸泡创面愈合的可能机制。方法 利用 
人表皮细胞系 HaCaT 细胞和人工模拟海水建立海水浸泡创面导致细胞损伤的体外模型。从人脂肪组织分离、培养 
hADSC 并进行鉴定，建立 HaCaT 细胞与 hADSC 共培养体系。利用活细胞计数试剂盒（CCK-8）、5-乙炔基-2’-脱
氧尿苷（EdU）细胞增殖检测试剂盒与细胞划痕实验等评估 HaCaT 细胞增殖、迁移能力，并通过蛋白质印迹与实

时定量 PCR 技术检测表皮生长因子受体（EGFR）/细胞外调节蛋白激酶（ERK）信号通路活化情况。结果 在添

加了 10% 海水的培养液中，HaCaT 细胞的增殖活力已受到明显抑制，与不添加海水培养的细胞相比差异有统计学

意义（P＜0.05）。利用成功分离的 hADSC 与 HaCaT 细胞共培养模型，发现添加 10% 海水培养的 HaCaT 细胞增殖

与迁移能力均低于不添加海水培养的 HaCaT 细胞及与 hADSC 共培养且添加 10% 海水培养的 HaCaT 细胞（P 均＜ 

0.05），而不添加海水培养的 HaCaT 细胞和与 hADSC 共培养且添加 10% 海水培养的 HaCaT 细胞增殖与迁移能力

差异无统计学意义（P＞0.05）。添加 10% 海水培养的 HaCaT 细胞 EGFR/ERK 信号通路表达受到抑制，与不添加海

水培养的 HaCaT 细胞及与 hADSC 共培养且添加 10% 海水培养的 HaCaT 细胞相比差异有统计学意义（P＜0.05）；

不添加海水培养的 HaCaT 细胞和与 hADSC 共培养且添加 10% 海水培养的 HaCaT 细胞 EGFR/ERK 信号通路表达差

异无统计学意义（P＞0.05）。结论 海水可阻碍 EGFR/ERK 信号通路的激活、抑制 HaCaT 细胞的增殖与迁移；

hADSC 可促进 EGFR/ERK 信号通路的激活，减轻海水对 HaCaT 细胞增殖与迁移能力的抑制作用。
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Adipose-derived stem cells alleviate the inhibition effect of seawater against epidermal cell proliferation and 
migration through EGFR/ERK pathway
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[Abstract]　Objective　To explore the possible mechanism of human adipose-derived stem cells (hADSCs) promoting 
seawater immersion wound healing in vitro. Methods Human epidermal cell line HaCaT cells and artificially simulated 
seawater were used to establish an in vitro model of cell damage induced by seawater immersion. hADSCs were isolated from 
human adipose tissues, and a co-culture system of HaCaT cells and hADSCs was established. The proliferation and migration 
abilities of HaCaT cells were detected by cell counting kit-8 (CCK-8), 5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EdU) cell proliferation 
detection kit and cell scratch test. The activation levels of epidermal growth factor receptor (EGFR)/extracellular-regulated 
protein kinase (ERK) signaling pathway were detected by Western blotting and real-time quantitative PCR. Results The 
proliferation of HaCaT cells cultured with the medium containing 10% artificial seawater was significantly inhibited compared 
with the cells cultured without artificial seawater (P＜0.05). The proliferation and migration abilities of seawater-cultured 
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HaCaT cells were significantly lower than those cultured without seawater and those with hADSCs and seawater (all P＜0.05), 
but there were no significant differences in cell proliferation or migration abilities between the HaCaT cells cultured without 
seawater and those co-cultured with hADSCs and seawater (P＞0.05). The expression of EGFR/ERK signaling pathway in 
seawater-cultured HaCaT cells was significantly inhibited compared with the cells cultured without seawater and those co-
cultured with hADSCs and seawater (P＜0.05), while the expression of EGFR/ERK signaling pathway was not significantly 
different between the HaCaT cells cultured without seawater and those co-cultured with hADSCs and seawater (P＞0.05). 
Conclusion Seawater can block the activation of EGFR/ERK signaling pathway and inhibit the proliferation and migration 
of HaCaT cells. hADSCs can promote the activation of EGFR/ERK signaling pathway and reduce the inhibition effect of 
seawater against proliferation and migration of HaCaT cells.

[Key words]　seawater; epidermal cells; human adipose-derived stem cells; cell proliferation; cell migration
[Acad J Sec Mil Med Univ, 2019, 40(10): 1062-1068]

随着海上事业的发展，海上作业人员的各种

开放性损伤屡见不鲜。海水是一种复合的高渗碱性

溶液，其化学成分主要是 NaCl，还包括不同比例

的 KCl、CaCl2、MgCl2 和 MgSO4 等；此外，海水

中还含有大量微生物，尤其是革兰阴性菌[1]。研究

表明，损伤组织受到海水长时间浸泡后，容易造成

组织坏死范围增大、渗出物增多、炎症反应增强、

组织修复延缓等病理变化，导致创面愈合困难，愈

合时间延长[2-5]。

人脂肪干细胞（human adipose-derived stem 

cell，hADSC）是从人体脂肪组织中分离的多向分

化潜能干细胞[6]。研究发现，hADSC 可迁移到受

损部位，分化为皮肤附属器官修复受损皮肤；还可

旁分泌多种生长因子，如表皮生长因子（epidermal 

g r o w t h  f a c t o r，E G F）、血管内皮生长因子

（vascular endothelial growth factor，VEGF）和碱

性成纤维生长因子（basic fibroblast growth factor，

bFGF）等，促进表皮生成和创面愈合[7-10]。上皮化

效应是皮肤创面修复的重要组成部分，其中 EGF 

是创面上皮化的重要生长因子[11]。本研究拟观察

海水对表皮细胞增殖与迁移能力的影响及 hADSC 

能否减轻海水的损伤作用，并从表皮生长因子受

体（epidermal growth factor receptor，EGFR）/细

胞外调节蛋白激酶（extracellular-regulated protein 

kinase，ERK）通路探讨相关机制，以期为减轻海

水的损伤效应提供新的治疗策略。

1　材料和方法

1.1 细胞与试剂 人永生化表皮细胞系 HaCaT 细

胞购自美国模式培养物集存库，Ⅰ型胶原酶、胎牛

血清（fetal bovine serum，FBS）、青霉素/链霉素双

抗溶液、胰蛋白酶购自美国 Gibco 公司，低糖培养

液、高糖培养液、磷酸盐缓冲液（phosphate buffer 

saline，PBS）购自美国 HyClone 公司，流式抗体 

CD29、CD105、CD45、人白细胞 DR 抗原（human 

leukocyte antigen DR，HLA-DR）购自美国 BD 公司，

甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase，GAPDH）抗体购自美国 CST 公司，

PrimeScript RT reagent kit with gDNA Eraser、TB 

Green Premix Ex TaqⅡ购自日本 TaKaRa 公司，成骨

诱导培养液与成脂诱导培养液套装均购自广州赛业

生物有限公司，活细胞计数试剂盒（cell counting kit-

8，CCK-8）购自上海碧云天生物技术有限公司，5-乙

炔基-2’-脱氧尿苷（5-ethynyl-2’-deoxyuridine，EdU）

细胞增殖检测试剂盒购自广州锐博生物技术有限公

司，TRNzol 总 RNA 提取试剂盒购自天根生化科技

（北京）有限公司。PCR 引物由苏州金唯智生物科技

有限公司合成。

1.2 hADSC 的分离与培养 人体皮下脂肪标本取

自海军军医大学（第二军医大学）长海医院 5 名健

康女性的腹部吸脂术后组织。使用眼科剪将脂肪

组织剪碎并用低糖培养液多次洗涤以除去大量脂

滴，然后将洗涤后的脂肪组织置于含有Ⅰ型胶原酶

（1 mg/mL）的低糖培养液中，于 37 ℃ 水浴中温

和搅拌消化 40 min。最后，将样品用 70 μm 筛网

过滤，300×g 离心 30 min 后去上清。细胞沉淀使

用含有 10% FBS 和 1% 青霉素/链霉素双抗溶液的

低糖培养液重悬，并置于 5% CO2 细胞培养箱中培

养。待细胞贴壁后，隔天更换含有 10% FBS 的新

鲜低糖培养液，并进行传代培养[12]。本研究经海军

军医大学（第二军医大学）长海医院伦理委员会审

批，所有组织标本的使用均取得患者知情同意。
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1.3 hADSC 的特性鉴定

1 .3 .1  成骨（成脂）诱导与鉴定  待第  3  代 
hADSC 细胞生长至 80%～90% 融合度时，更换为

成骨或成脂分化培养液诱导培养 4 周。hADSC 诱
导 4 周后，使用 4% 中性甲醛溶液固定 30 min 并
用 PBS 洗涤 2 次。随后，成骨诱导细胞使用茜素

红 S 染液染色 5 min，成脂诱导细胞使用油红 O 染
液染色 30 min。染色结束后，使用 PBS 多次洗涤

染色细胞以除去多余染料，在光学显微镜（日本 
Olympus 公司）下观察并捕获图像，以观察和评估

成骨分化或成脂分化的状态。

1.3.2 hADSC 的流式鉴定 用胰蛋白酶消化第 
3 代 hADSC 并离心，使用 PBS 重悬细胞沉淀并

进行细胞计数。取 100 μL 含有约 1×106 个细胞

的 PBS 悬液，加入异硫氰酸荧光素（fluoresceine 
isothiocyanate，FITC）标记的 CD29、CD105、
CD45、HLA-DR 抗体，室温避光孵育 20 min 后
通过流式细胞仪（ImageStreamX MarkⅡ，美国 
Amnis 公司）计算阳性细胞比例[13]。

1.4  人工海水的配制  根据文献报道的方法 [4]

配制人工海水，主要指标：渗透压（1  250.0 0± 

11.52）mmol/L，pH 值 8.2，钠离子浓度（630.00± 

5.33）mmol/L，钾离子浓度（10.88±0.68）mmol/L，氯

离子浓度（658.80±5.25）mmol/L。实验用人工海水

需经 0.22 μm 过滤器过滤后使用。

1.5 细胞分组与培养方式 将 HaCaT 细胞分为 
3 组。对照组：用普通高糖培养液培养 HaCaT 细
胞；海水组：用混有一定比例海水的高糖培养液

培养 HaCaT 细胞；hADSC 共培养组：用混有一定

比例海水的高糖培养液培养细胞，将 HaCaT 细胞

与 hADSC 分别在培养皿与 Transwell 小室中共培 
养[14]，即将 hADSC（1×105/孔）接种到 Transwell 
小室的 0.4 μm 聚碳酸酯膜上，下室接种 HaCaT 细
胞（1×104/孔），共培养 2 d。
1.6 细胞增殖实验

1.6.1 CCK-8 检测细胞增殖 将 HaCaT 细胞以  
2 000/孔的密度接种在 96 孔板中。待培养 12 h 细
胞贴壁后，再以含不同比例（体积分数为 5%、10%、

20%）海水的高糖培养液培养 24、48 或 72 h。向处

理后的细胞培养孔中加入 10 μL CCK-8 试剂，并置

于 5% CO2 细胞培养箱中孵育 2 h。最后，将培养

皿置于酶标仪（美国 Thermo Scientifc 公司）上，

于 450 nm 波长处检测光密度值。

1.6.2 EdU 试剂盒检测细胞增殖[15] 将 HaCaT 细
胞以 1×105/孔的密度接种至 24 孔板并正常培养

至 70%～80% 融合度后，根据分组情况更换为对

应的培养方式培养 48 h。将 EdU 试剂盒 A 液以  
1 000∶1 的稀释比例添加到细胞培养液中并孵育  
2 h，孵育后丢弃细胞培养液并用 PBS 洗涤细胞，随

后每孔加入 500 μL 多聚甲醛溶液固定 30 min。固定

完成后，每孔加入 500 μL 甘氨酸溶液（2 mg/mL） 
中和过量甲醛。然后，每孔加入 0.5％ Triton X-100 
渗透剂处理 10 min 并用 PBS 洗涤 5 min。细胞

荧光染色：将  Apol lo 反应溶液加入培养皿中，

在室温下避光孵育 30 min；每孔再次加入 0.5% 
Triton X-100 渗透剂处理 10 min；将 Hoechst33342 
反应溶液加入培养皿中并在室温下避光孵育  
30 min。染色结束后，使用  PBS 清洗细胞  2～3 
次，并于荧光显微镜（德国  Ze i s s  公司）下拍照 
观察。

1.7  细胞划痕迁移实验 [ 16 ]  将  H a C aT  细胞

以  1×106/孔接种于  6 孔板中并正常培养细胞至 
80％～90％  融合度。用  10 μL 无菌移液枪头尖

端刮擦细胞，使之形成一道竖直划痕，用 PBS 洗
涤细胞并根据分组情况更换对应的细胞培养方

式。最后，使用倒置相差显微镜（德国  Zeiss  公
司）于 4 个时间点（0、12、24 和 36 h）观察划痕修

复状况并拍照，计算修复面积：修复面积（%）＝ 

（初始划痕面积－测量时残留划痕面积）/初始划

痕面积×100%。

1.8 EGFR 蛋白表达与  ERK 通路的激活状况 
检测 使用蛋白质印迹法检测各组 HaCaT 细胞 
EGFR 蛋白表达水平，实时定量 PCR 检测 ERK 通
路 mRNA 的表达。将 HaCaT 细胞以 1×105/孔接种

于 6 孔板中，正常培养至 70%～80% 融合度后，

根据分组情况更换为对应的培养方式培养 48 h。
收集 1×106 个细胞，提取总蛋白与总 RNA。

蛋白质印迹法：经电泳与转膜后，置于 5% 小牛血

清液中室温封闭 2 h，加入一抗 GAPDH（1∶1 000）
与 EGFR（1∶1 000）抗体 4 ℃ 避光孵育过夜。使

用 TBST 溶液洗膜 3～4 次，加入二抗（1∶4 000）
室温孵育 2 h 后采用电化学发光法显影，然后使用 
ImageJ 软件分析条带蛋白表达量。

实时定量 PCR：将 RNA 反转录为 cDNA，并

以 cDNA 为模板、以 GAPDH 为内参基因进行实时

定量 PCR。引物序列：GAPDH 正义引物为 5'-TGT 
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GGG CAT CAA TGG ATT TGG-3'，反义引物为 5'-
ACA CCA TGT ATT CCG GGT CAA T-3'；ERK 正义

引物为 5'-TAC ACC AAC CTC TCG TAC ATC G-3'，
反义引物为 5'-CAT GTC TGA AGC GCA GTA AGA 
TT-3'。反应体系为 20 μL。反应条件：95 ℃ 预变性 
30 s，95℃ 10 s、60 ℃ 10 s、72 ℃ 10 s 重复 40 个
循环。以目的基因与 GAPDH 表达量的比值来校准

表达量。

1.9 统计学处理 采用 GraphPad Prism 7.0 软件

和 SPSS 15.0 软件进行统计学分析。所有数据均以

x±s 表示，组间比较采用单因素方差分析，两两

比较采用 LSD-t 检验。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 hADSC 特性鉴定 将分离培养的 hADSC 进
行成骨分化或成脂分化培养 4 周后，茜素红 S 染
色可见成骨细胞特有的钙结节，证实 hADSC 具有

成骨分化的能力（图 1A）；油红 O 染色可见脂肪

细胞特有的饱满脂滴，证实 hADSC 具有成脂分化

的能力（图 1B）。流式干细胞表面标志物检测结

果显示 CD29、CD105 表面标志物呈强阳性，但 
CD45、HLA-DR 表面标志物呈阴性（图 1C）。上

述结果证实我们分离制备的 hADSC 符合行业内通

常评价标准，可以用于研究[13]。

2.2 海水对 HaCaT 细胞增殖的影响 将人工海

水以不同比例（体积分数为 5%、10%、20%）混

入细胞培养液中，通过 CCK-8 细胞增殖实验检测 
HaCaT 细胞的增殖活力，结果显示在 5% 海水组

中，HaCaT 细胞的增殖活力与未添加海水的对照

组比较差异无统计学意义；然而在 10% 与 20% 海
水组中，细胞增殖活力受到抑制，与未添加海水的

对照组比较差异均有统计学意义（P 均＜0.05），

并且随着培养时间的延长，抑制效应持续存在（图 
2）。选择 10% 海水作为后续实验条件。

图 1 hADSC 特性鉴定

Fig 1 Characterization of hADSCs
A: Alizarin red S staining; B: Oil red O staining; C: hADSC surface marker detected by flow cytometry. hADSC: Human adipose-

derived stem cell; HLA-DR: Human leukocyte antigen DR. Original magnification: ×200 (A, B)

图 2 海水对 HaCaT 细胞增殖的影响

Fig 2 Effect of seawater on proliferation of HaCaT cells
*P＜0.05, **P＜0.01 vs control group. n＝3, x±s
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2.3 hADSC 共培养对海水浸泡的 HaCaT 细胞增

殖影响 通过 EdU 细胞增殖实验观察 hADSC 共

培养对海水浸泡细胞增殖的影响，结果（图3）显

示在 10% 海水组中，HaCaT 细胞增殖受到抑制，

细胞的增殖活力与未添加海水的对照组比较差异有

统计学意义 [（26.0±0.9）% vs （37.4±1.3）%，

P＜0.01]；而 hADSC 共培养组 HaCaT 细胞增殖

活力并未受到明显抑制，细胞的增殖活力高于

海水组且差异有统计学意义[（36.3±2.3）% vs 

（26.0±0.9）%，P＜0.01]。

2.4 hADSC 共培养对海水浸泡的 HaCaT 细胞迁

移的影响 细胞划痕实验结果显示，与不添加海

水的对照组相比，10% 海水组 HaCaT 细胞迁移

能力在 12 h 即显示出划痕闭合延缓，并持续至  

36 h，修复面积与对照组相比差异有统计学意义

（P＜0.01）；而在同一观测时间点，hADSC 共培

养组细胞的迁移能力相较于海水组显示出较高的

愈合效率，修复面积与海水组相比差异有统计学

图 3 hADSC 共培养对海水浸泡 HaCaT  

细胞增殖的影响

Fig 3 Effect of co-culture with hADSCs on proliferation 

of HaCaT cells cultured with seawater
hADSC: Human adipose-derived stem cell; EdU: 5-ethynyl-2’-

deoxyuridine. Original magnification: ×100

2.5  hADSC 共培养通过  EGFR/ERK 通路干

预海水浸泡  HaCaT 细胞的增殖与迁移  蛋白 

质印迹分析结果显示， 1 0 %  海水组  H a C a T 

细 胞  E G F R  蛋 白 表 达 量 低 于 对 照 组 及 

h A D S C  共培养组，差异有统计学意义（P＜ 

0.01）；而对照组与 hADSC 共培养组 EGFR 蛋白

表达量差异无统计学意义（P＞0.05，图 5A）。实

时定量 PCR 结果显示，10% 海水组 HaCaT 细胞 

ERK mRNA 表达量低于对照组及 hADSC 共培养

组，差异有统计学意义（P＜0.01）；而对照组与 

hADSC 共培养组 ERK mRNA 表达量差异无统计学

意义（P＞0.05，图 5B）。

意义（P＜0.01）。在 36 h 观测时间点，对照组与 

hADSC 共培养组细胞划痕几乎完全愈合，而海水

组仍留有较大的划痕区域（图 4）。

图 4 hADSC 共培养对海水浸泡 HaCaT 细胞迁移能力的影响

Fig 4 Effect of co-culture with hADSCs on migration of HaCaT cells cultured with seawater
A: Three sets of scratch repairs at different time points; B: Migration area analysis results. hADSC: Human adipose-derived stem cell. 

Original magnification: ×50 (A). **P＜0.01 vs control group; △△P＜0.01 vs seawater group. n＝3, x±s
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100% 海水，随组织层次深入，海水渗入的浓度可

能递减，本研究结果显示 10% 的海水已经对细胞

的增殖能力具有较大的影响。

干细胞疗法是组织再生工程的重要组成部

分。已有研究表明，hADSC 可通过自身分化、旁

分泌和抗氧化凋亡等多种机制促进皮肤创面（尤

其是慢性皮肤创面）的修复[22-24]。因此，我们将 

HaCaT 细胞与 hADSC 在含 10% 海水的培养液中

共培养，探讨 hADSC 对海水浸泡的 HaCaT 细胞增

殖与迁移能力的影响。结果显示 hADSC 共培养组 

HaCaT 细胞增殖和迁移能力相较于海水组明显增

强，差异有统计学意义（P＜0.01）。

Morino-Koga 等[11]研究表明 EGF 的表达可激

活 ERK 信号通路并促进细胞增殖。同时，EGF 

是皮肤创面再上皮化最重要的生长因子。本研究

通过蛋白质印迹法和实时定量 PCR 比较了对照

组、海水组和 hADSC 共培养组 3 组 HaCaT 细

胞 EGFR/ERK 通路的激活情况，结果显示海水组 

HaCaT 细胞 EGFR/ERK 通路的激活水平低于对照

组及 hADSC 共培养组 HaCaT 细胞，而对照组与 

hADSC 共培养组 HaCaT 细胞 EGFR/ERK 通路的

激活水平无明显差异。上述结果提示海水通过阻

碍 EGFR/ERK 通路的激活，抑制 HaCaT 细胞的增

殖与迁移，而 hADSC 可通过激活上述通路蛋白的

表达，减少海水对 HaCaT 细胞增殖与迁移的不利

影响，促进 HaCaT 细胞的增殖与迁移。Chen 等[25]

通过抗体阵列技术比较了干细胞和干细胞外泌体中

细胞因子的组成，结果显示干细胞外泌体相较于

干细胞可显著富集 EGF。因此，我们猜测在共培

养体系中，hADSC 可能分泌富含多种生长因子的

外泌体，从而上调细胞 EGFR 的表达，进而促进 

HaCaT 细胞的增殖和迁移。

本研究从表皮再生（创面再上皮化）的角度

对海水浸泡加重创面损伤的机制及 hADSC 促进海

水浸泡创面愈合的机制进行探讨，发现海水可通过

阻碍 EGFR/ERK 通路的激活，抑制表皮细胞的增

殖与迁移能力，而 hADSC 却可激活 EGFR/ERK 通

路，降低海水对表皮细胞的抑制效应。本研究结

果有助于进一步探索海水浸泡创面产生的内在机

制，也为海水浸泡皮肤创面的再生提供了新的治疗 

思路。

3 讨 论

既往动物实验发现，创伤合并海水浸泡后，

可导致伤口愈合时间明显延长，形成慢性创面[3]。

海水浸泡后的创面组织细胞严重变性坏死，加重创

面损伤[17]；创面局部炎症反应增强，局部炎症期延

长，使创面修复延缓[18]；此外，大量研究表明，海

水浸泡可导致创面中 VEGF 表达减少，创面新生

血管内皮细胞和内皮祖细胞增殖受到抑制，创面

新生血管化受到阻碍，造成创面愈合延缓[19-21]。但

目前尚未见关于海水是否影响表皮细胞增殖与迁移

的研究报道。本研究将人表皮细胞系 HaCaT 细胞

作为创面上皮化的代表细胞，观察海水对其增殖与

迁移的影响。真实环境下，创面最表面应该接触 

图 5 hADSC 共培养通过 EGFR/ERK 通路干预海水浸泡  

HaCaT 细胞的增殖与迁移

Fig 5 Co-culture with hADSCs interfering proliferation 

and migration of HaCaT cells cultured with seawater  

via EGFR/ERK pathway
A: EGFR protein expression detected by Western blotting;  

B: ERK mRNA expression detected by real-time quantitative 

PCR. hADSC: Human adipose-derived stem cell; EGFR: 

Epidermal growth factor receptor; ERK: Extracellular-regulated 

protein kinase. **P＜0.01 vs control group; △△P＜0.01 vs 

seawater group. n＝3, x±s
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