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矾冰纳米乳对表皮干细胞骨桥蛋白表达的影响
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［摘要］ 目的 探讨矾冰纳米乳治疗烧伤的可能作用机制。 方法 将表皮干细胞分为中药低、中、高剂量
组和正常组、对照组，中药低、中、高剂量组分别加入 8. 15、16. 3、32. 6 mg /L的矾冰纳米乳 1 ml，对照组
加入湿润烧伤膏 1 ml，正常组单纯加入 DefinedK-SFM培养基 1 ml。用 ＲT-PCＲ、免疫印迹法分别在第 24 h 及
3、5、7 天检测表皮干细胞骨桥蛋白及其 mＲNA表达。 结果 ＲT-PCＲ检测结果显示，与对照组比较，中药
中、高剂量组各时间点骨桥蛋白 mＲNA 表达均明显降低 ( P ＜ 0. 05) ，且明显低于同时间的低剂量组 ( P ＜
0. 05) 。Western blot检测结果显示，与对照组比较，第 3、5、7 天中药中、高剂量组骨桥蛋白表达明显降低
( P ＜ 0. 05) ; 与中药低剂量组比较，第 3、5、7 天中药中、高剂量组骨桥蛋白表达明显降低 ( P ＜ 0. 05 ) 。
结论 矾冰纳米乳治疗烧伤可能与调控表皮干细胞骨桥蛋白基因的表达有关，并且以 8. 15 mg /L浓度最优。
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烧伤是物理、化学、放射等诸多因素作用于机
体所造成的一种极其复杂的外伤性疾病［1］。矾冰
液是湖南中医药大学第一附属医院的院内制剂，具

有清热解毒、凉血活血、收敛止痛之效［2］。我们
在矾冰液的基础上，应用纳米技术，制成的矾冰纳

米乳应用于临床，治疗烧伤疗效确切［3 － 4］。前期实
验结果显示，矾冰纳米乳能够调控烧伤表皮干细胞

的增殖分化［5］。为探讨矾冰纳米乳治疗烧伤的可
能作用机制，本研究观察其对表皮干细胞中骨桥蛋

白的表达的影响，报告如下。

1 材料

1. 1 皮片取材
皮片取材于 2014 年 3 月至 2015 年 1 月湖南中

医药大学第一附属医院烧伤整形科住院的烧伤患

者，年龄 ( 14 ± 4) 岁。一般 1 次取 1 或 2 名患者
烧伤后第一次植皮手术剩余的皮片混合用于实验。
1. 2 药品及试剂
矾冰纳米乳 ( 湖南中医药大学第一附属医院

院内制剂，批号: 20140130 ) ，由明矾、冰片等量
组成，制备成浓度分别为 8. 15、16. 3、32. 6 mg /L。

湿润烧伤膏 ( 汕头美宝制药有限公司，国药准字

Z200000004) ，1 g 加入乳化剂 ( 德国 Wekling 公
司，批号 OE61206A) 0. 5 ml 中，搅拌均匀后，加
入 1 ml的 PBS稀释，高压蒸汽消毒灭菌，4℃保存
备用。矾冰纳米乳和湿润烧伤膏与角质细胞无血清
培养基 ( DefinedK-SFM) 均按照 1 ∶ 1000 混合均匀
后使用。

DefindK-SFM ( 美 国 Gibco 公 司， 批 号
10744019) ，Ⅳ型胶原 ( 美国 Gibco 公司，批号
17104019 ) ，胰蛋白酶 ( 美国 Gibco 公司，批号
25300054) ，中性蛋白酶 ( 北京索莱宝科技有限公
司，批号 520A025 ) ，DMEM ( 美国 Gibco 公司，
批号 12492015) ，胎牛血清 ( 美国 Gibco 公司，批
号 10082139) ，兔抗人 β1 整合素单克隆抗体 ( 英
国 Abcam公司，批号 ab179471) ，鼠抗人 CK19 单
克隆抗体 ( 英国 Abcam 公司，批号 ab52625 ) ，山
羊抗兔 ( 北京康为世纪生物科技有限公司，批号

CW0102) ，山羊抗鼠二抗 ( 北京康为世纪生物科
技有限公司，批号 CW0102 ) ，反转录试剂盒 ( 美
国 GeneCopoeia 公司，批号 AOＲT-0050 ) ，BCA 法
蛋白测定试剂盒 ( 上海碧云天生物技术有限公司，

批号 P0010 ) ，ECL 化学发光检测试剂盒 ( 美国
Advansta公司，批号 K-12045 － D50) 。
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1. 3 主要仪器
水套式 CO2 培养箱 ( TC2300，美国 Sheldon

Manufacturing公司) ，电泳仪 ( DYY-2C，北京六一
仪器厂) ，紫外分光光度计 ( DU-640，美国 Beck-
man公司) ，超净工作台 ( SW-CJ-1BU，美国 NU-
AIＲE公司) ，荧光倒置式生物显微镜 ( TS100，日
本尼康公司) ，电热鼓风干燥箱 ( 10K-1，上海实
验仪器总厂) ，荧光定量 PCＲ 仪 ( JS-1065P，上海
培清科技有限公司) 。

2 方法

2. 1 表皮干细胞的制备
2. 1. 1 表皮干细胞的分离［6 － 7］ 用含有 1%双抗
( 青霉素、链霉素) 的 PBS 冲洗皮片 8 ～ 10 次，无
菌条件下剔除皮下组织，将皮片剪成 1. 0 cm ×
0. 5 cm，置于 0. 25 g /L 中性蛋白酶中，4℃条件下
消化 12 ～ 15 h，吸弃上清液，分离表皮和真皮。把
分离好的表皮置于培养皿中，用 PBS 冲洗 1 次，
加入 0. 25% 胰蛋白酶，在 37℃的恒温箱中消化
5 ～ 10 min，并充分搅拌均匀，后加入含有 10%胎
牛血清的 DMEM终止消化，1000 r /min 离心 10 min
后吸去上层液体，用 70μm的滤膜过滤两次，然后
加入 DefinedK-SFM 吹打成单细胞悬液，接种于预
先铺有Ⅳ型胶原的培养瓶中，置于 37℃、5% 的
CO2 恒温培养箱中孵育 20 min使细胞贴壁，吸去未
贴壁的角朊细胞后，加入 DefinedK-SFM继续培养，
即为表皮干细胞。
2. 1. 2 表皮干细胞的鉴定 1 ) 取表皮干细胞和
角朊细胞第 2 代快速贴壁细胞按 200 个 /孔的密度
接种至Ⅳ型胶原包被的培养板中，行平板克隆形成
实验［8］。培养 2 周后，计录克隆数和克隆维持时
间，并计算克隆形成率 ( 克隆形成率 =细胞克隆
数 /接种细胞数 × 100% ) ［8］。2 ) 取表皮干细胞和
角朊细胞第 2 代快速贴壁细胞爬片各 10 张 ( 每张
爬片上细胞数为 200 个) ，40g /L 多聚甲醛室温下
固定 10 min，所有爬片均采用 Envision 两步法进行
免疫组织化学染色。滴加体积分数为 0. 03 的
H2O2，37℃孵育 10 min，以消除内源性过氧化物酶
活性。用非免疫性动物血清封闭后滴加抗人 β1 整
合素单克隆抗体 ( 1 ∶ 60 ) 、鼠抗人 CK19 单克隆
抗体 ( 1 ∶ 30) ; 4℃过夜，滴加辣根过氧化物酶标
记的山羊抗兔，山羊抗鼠二抗，37℃孵育 20 min
( 以上各步间均用 PBS 充分振洗) ，DAB 显色，苏
木精复染，常规脱水、透明、封固。荧光显微镜观

察角蛋白 19 和整合素 β1 的表达，DAB 显色按无
着色、淡黄色、棕黄色和棕褐色分别计 0 ～ 3 分;
阳性细胞数评分，无阳性细胞计 0 分，阳性细胞 ＜
25%计 1 分，25% ～ 50%计 2 分， ＞ 50%计 3 分。
上述两者相加，得 0 ～ 2 分为阴性表达，3 ～ 6 分为
阳性表达［9］。整合素 β1 与角蛋白 19 同时染色后
呈阳性，且具有干细胞的非成熟特征，如慢周期

性、强增殖潜能、强克隆形成力等，故所培养细胞
为表皮干细胞［10］。
2. 2 表皮干细胞分组及药物干预
取对数生长期的表皮干细胞按照 5 × 105 /孔接

种于预先铺有Ⅳ型胶原的 4 块 6 孔板中，每块 6 孔
板中的一个孔加入 PBS 填充，24 h 待细胞贴壁后，
分为中药低、中、高剂量组和正常组、对照组，中
药低、中、高剂量组分别加入 8. 15、16. 30、
32. 60 mg /L的矾冰纳米乳 1 ml，对照组加入湿润烧
伤膏 1 ml，正常组加入 DefinedK-SFM 培养基 1 ml。
置于 37℃、5%的 CO2 恒温培养箱中进行培养，共

培养 7 天。
2. 3 ＲT-PCＲ法检测细胞骨桥蛋白 mＲNA的表达
各组细胞分别于培养第 24 h及第 3、5、7 天按

照反转录试剂盒说明提取细胞总 ＲNA。用紫外分
光光度计测定所提取 ＲNA 的浓度，并以琼脂糖电
泳观察 ＲNA的纯度。以骨桥蛋白及内参 β-actin 为
引物，PCＲ扩增出相应的目的片段，并以内参 β-
actin的相对含量为标准。相对定量常用的方法为
2 －△△CT 法，△△CT = ( CT 靶 基 因 － CT 内
参) 中药组或对照组 － ( CT靶基因 － CT内参) 正常组。
2. 4 Western blot法检测细胞骨桥蛋白的表达
各组细胞分别于培养第 24 h及第 3、5、7 天加

入 ＲIPA强裂解液 ( 含 PMSF) 。充分裂解后转入
1. 5 ml的 EP管，4℃下 1000 r /min 离心 20 min。取
上清液， － 80℃保存，随后使用 BCA 试剂盒法测
量蛋白浓度。12% SDS-PAGE 电泳，湿转至硝酸纤
维素膜上 ( 50V，2 h ) ; 室温下 5% 脱脂奶粉
( TBST配制) 封闭 1h; 一抗 4℃过夜; 二抗室温
下孵育 2 h; 加入 ECL 发光剂后暗室压片显影。利
用 Bio-Ｒad公司 Quantity One 4. 62 软件分析骨桥蛋
白的相对表达量。
2. 5 统计学方法
采用 SPSS 19. 0 统计软件，计量数据用均数 ±

标准差 ( 珋x ± s) 表示，组间比较符合正态分布用方
差分析，两两比较用 LSD检验。

·334·中医杂志 2016 年 3 月第 57 卷第 5 期 Journal of Traditional Chinese Medicine，2016，Vol． 57，No． 5



3 结果

3. 1 表皮干细胞体外培养的形态学结果
原代分离的人表皮干细胞呈贴壁生长，露珠

状，孵育培养 24 h 后，贴壁细胞逐渐形成铺路石
样改变。原代表皮干细胞生长周期缓慢，在
DefinedK-SFM培养基中需 10 ～ 14 天才能铺满 80%
左右的培养瓶底。
3. 2 表皮干细胞体外培养鉴定结果
表皮干细胞克隆数为 ( 21. 8 ± 1. 9 ) 个，克隆

形成率为 11. 13% ; 角朊细胞克隆数为 ( 10. 2 ±
1. 7) 个，克隆形成率为 5. 07%，表皮干细胞克隆
数及克隆形成率均明显高于角朊细胞 ( P ＜ 0. 05) 。
表 1 示，表皮干细胞中整合素 β1 和角蛋白 19 阳性
细胞数评分均明显高于角朊细胞( P ＜ 0. 05) 。

表 1 表皮干细胞与角朊细胞阳性细胞数
评分比较 ( 分，珋x ± s)

细胞
细胞数
( 个)

整合素 β1 角蛋白 19

表皮干细胞 200 5. 0 ± 1. 263* 4. 5 ± 0. 547*

角朊细胞 200 1. 0 ± 0. 894 1. 5 ± 1. 049

注: 与角朊细胞比较，* P ＜ 0. 05

3. 3 各组细胞不同时间骨桥蛋白表达比较
表 2 示，与正常组比较，中药中、高剂量组和

对照组在第 24 h及第 3、5、7 天时骨桥蛋白表达均
明显升高，中药低剂量组在第 3、5、7 天时亦明显
升高 ( P ＜ 0. 05 ) 。与对照组比较，中药中、高剂
量组在第 3、5、7 天时骨桥蛋白表达明显降低，中
药低剂量组在第 24 h 及第 5 天亦明显降低 ( P ＜
0. 05) 。与中药低剂量组比较，中药中、高剂量组
在第 24 h时骨桥蛋白表达升高，但在第 3、7 天时

表达则降低 ( P ＜ 0. 05) 。
3. 4 各组细胞不同时间骨桥蛋白 mＲNA表达比较
表 3 示，与对照组比较，中药中、高剂量组各

时间点骨桥蛋白 mＲNA 表达均明显降低 ( P ＜
0. 05) ; 与中药低剂量组比较，中药中、高剂量组
各时间点骨桥蛋白 mＲNA 表达亦明显降低 ( P ＜
0. 05) 。中药中、高剂量组各时间点骨桥蛋白
mＲNA比较差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。

4 讨论

矾冰纳米乳是以传统中药制剂矾冰液为模型药

物，以纳米乳为载体制备的水包油型复合纳米乳，

油相载冰片，水相载白矾，充分提高了冰片的溶解

度和分散度，并发挥与白矾的协同作用，增加了药

物的透皮吸收，提高了皮肤的贮药浓度，延长了药

物作用时间，达到提高载药量、提高疗效等目的［11］。
骨桥蛋白是一种磷酸化酸性糖蛋白，广泛存在

于多种组织中，包括肾、胆囊、肺部、乳房、肠胃
以及尿道。骨桥蛋白含有特异的与细胞贴附有关的
ＲGD序列，通过与其受体整合素、CD44 等结合来
促进细胞的趋化、黏附和迁移［12］。Miyazaki K等［13］

发现骨桥蛋白与角膜成纤维细胞的黏附和迁移有

关，在创口的愈合过程中骨桥蛋白为正性调节，说

明骨桥蛋白调节了创面愈合相关的成纤维细胞的行

为。研究表明，骨桥蛋白参与了皮肤创伤愈合，尤
其在创伤修复的炎症期及细胞外基质沉积期［14］。
本实验结果显示，克隆形成率及免疫荧光染色

整合素 β1 和角蛋白 19 阳性细胞评分，表皮干细胞
均明显高于角朊细胞，说明通过酶解法和Ⅳ型胶原
贴附法所得细胞即为表皮干细胞。ＲT-PCＲ法在第

表 2 各组细胞不同时间骨桥蛋白表达比较 ( /actin值，珋x ± s)

组别 孔数 第 24 h 第 3 天 第 5 天 第 7 天

正常组 5 0. 14 ± 0. 015 0. 13 ± 0. 010 0. 26 ± 0. 010 0. 37 ± 0. 010
对照组 5 0. 36 ± 0. 010* 0. 60 ± 0. 036* 0. 99 ± 0. 017* 0. 83 ± 0. 010*

中药低剂量组 5 0. 22 ± 0. 020△ 0. 50 ± 0. 030* 0. 59 ± 0. 010＊△ 0. 86 ± 0. 026*

中药中剂量组 5 0. 34 ± 0. 010＊▲ 0. 33 ± 0. 030＊△▲ 0. 58 ± 0. 026＊△ 0. 47 ± 0. 030＊△▲

中药高剂量组 5 0. 35 ± 0. 010＊▲ 0. 33 ± 0. 021＊△▲ 0. 49 ± 0. 010＊△▲ 0. 46 ± 0. 010＊△▲

注: 与正常组比较，* P ＜ 0. 05; 与对照组比较，△P ＜ 0. 05; 与中药低剂量组比较，▲P ＜ 0. 05

表 3 各组细胞不同时间骨桥蛋白 mＲNA表达比较 ( 2 －△△CT，珋x ± s)

组别 孔数 第 24 h 第 3 天 第 5 天 第 7 天

对照组 5 2. 642 ± 0. 426 5. 917 ± 1. 338 9. 302 ± 1. 400 2. 857 ± 0. 113
中药低剂量组 5 2. 342 ± 0. 217 4. 940 ± 0. 308 7. 690 ± 1. 503 2. 544 ± 0. 618
中药中剂量组 5 2. 115 ± 0. 522＊△ 3. 227 ± 0. 200＊△ 4. 789 ± 0. 957＊△ 1. 660 ± 0. 312＊△

中药高剂量组 5 2. 097 ± 1. 083＊△ 3. 195 ± 0. 558＊△ 4. 691 ± 1. 086＊△ 1. 650 ± 0. 173＊△

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05; 与中药低剂量组比较，△P ＜ 0. 05
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24 h及第 3、5、7 天比较，中药中、高剂量组骨桥
蛋白 mＲNA表达明显低于中药低剂量组和对照组，
而中药低剂量与对照组比较没有统计学意义。
Western blot 法测得在第 3、5、7 天对照组骨桥蛋
白表达优于中药中、高剂量组，与中药低剂量组比
较没有统计学意义，以上结果说明，湿润烧伤膏与

8. 15 mg /L的矾冰纳米乳在调控骨桥蛋白基因表达
的方面疗效基本相当。相比湿润烧伤膏，矾冰纳米
乳是纯中药制剂，是在矾冰液这种水溶液的基础上

乳化而成，为水剂，因而更能被患者接受。
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Impact of Alum-Borneol Nanoemulsion on the Expression of Epidermal Stem Cells Osteopontin
XIONG Jiaqing1，LIU Lifang2，FAN Hongqiao2，ZHOU Liang2，WANG Yue2，TAN Huihong2

( 1． Graduate School of Hunan University of Chinese Medicine，Changsha，410007; 2． First Affiliated Hospital of Hunan University of
Chinese Medicine)
ABSTＲACT Objective To explore the possible mechanism of alum-borneol nanoemulsion for burn． Methods
Epidermal stem cells were divided into low，middle and high dose herb groups，the normal group，as well as the
control A and control B groups． Low，middle and high dose herb groups were given 1 ml of 8. 15，16. 3，or 32. 6 mg /
L of alum-borneol nanoemulsion，respectively． The control A group was given 1 ml of moisture exposed burn ointment
( 湿润烧伤膏) ． The control B group was given 1 ml of DefinedK-SFM medium alone． The expression of epidermal
stem cells osteopontin was detected with the method of Ｒeverse Transcription Polymerase Chain Ｒeaction ( ＲT-PCＲ)
and immunoblotting at the time points of the 24th hour，3rd day，5th day and 7th day． Ｒesults Ｒesults from ＲT-
PCＲ detecting showed that，compared with the control groups，the expression of osteopontin in middle and high dose
herb groups decreased significantly at all time points ( P ＜ 0. 05) ，and it was lower than that in low dose herb group
( P ＜ 0. 05 ) ． Ｒesults of Western blot detecting showed that，compared with the control groups，the expression of
osteopontin in middle and high dose herb groups decreased significantly on the 3rd，5th and 7th day ( P ＜ 0. 05 ) ．
Compared with the low dose herb group，the expression of osteopontin in middle and high dose herb groups decreased
significantly on the 3rd，5th and 7th day ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion Alum-borneol nanoemulsion could regulate the
expression of epidermal stem cells osteopontin gene． The most effective concentration is 8. 15 mg /L． It might relate to
increasing the expression of osteopontin．
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