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缝隙连接蛋白 ４３ 在长波紫外线诱发
人皮肤光老化中的作用
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　 　 摘要： 目的　 探讨缝隙连接蛋白 ４３ （ｃｏｎｎｅｘｉｎ ４３， Ｃｘ４３） 在长波紫外线 （ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ Ａ， ＵＶＡ） 诱发人皮肤光

老化中的作用。 方法　 （１） 体外培养原代人皮肤成纤维细胞 （ｈｕｍａｎ ｄｅｒｍａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ， ＨＤＦｓ）， 分为对照组、 ＵＶＡ
照射组， 采用 ＣＣＫ⁃８ 实验筛选出安全条件后， 使用 ５ Ｊ ／ ｃｍ２ ＵＶＡ 照射实验组细胞 １ ｈ； 在照射后 ０ ｈ、 ６ ｈ、 １２ ｈ、 ２４ ｈ
分别收集细胞及培养上清液， 采用 ＥＬＩＳＡ 法检测细胞上清中基质金属蛋白酶⁃１ （ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ⁃１， ＭＭＰ⁃１）
和 ＭＭＰ⁃９ 的水平； 采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞内 Ｃｘ４３ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达水平。 （２） 瞬时转染

Ｃｘ４３⁃ｓｉＲＮＡ， 采用 ＥＬＩＳＡ 法检测细胞上清中ＭＭＰ⁃１ 和ＭＭＰ⁃９ 的水平。 （３） 将 ＨＤＦｓ 分为对照组、 ＵＶＡ 组、 ＵＶＡ＋ＴＮＦ
受体 １ 中和抗体组， 经 ＵＶＡ 照射后， 采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 ＥＬＩＳＡ 法检测细胞中 Ｃｘ４３ ｍＲＮＡ 表达和上清中肿瘤坏死因子⁃α
（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α） 和 ＭＭＰ⁃１ 水平。 结果　 （１） 与对照组相比， ＵＶＡ 组 ＭＭＰ⁃１ 和 ＭＭＰ⁃９ 水平呈时间依

赖性上升 （Ｐ＜０ ００１）， 同时 Ｃｘ４３ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平均明显下降 （Ｐ＜０ ０１）； （２） Ｃｘ４３⁃ｓｉＲＮＡ 显著下调 Ｃｘ４３ 表

达后， ＭＭＰ⁃１ 和ＭＭＰ⁃９ 水平显著上升 （Ｐ＜０ ００１）； （３） 与对照组相比， ＵＶＡ 组 ＴＮＦ⁃α 和ＭＭＰ⁃１ 水平显著上升 （Ｐ＜
０ ０１）， 同时 ＵＶＡ＋ＴＮＦ 受体 １ 中和抗体组 Ｃｘ４３ 和 ＭＭＰ⁃１ 水平无明显升高。 结论　 Ｃｘ４３ 可能参与介导了 ＵＶＡ 通过诱

导 ＴＮＦ⁃α 信号通路引发的皮肤光老化过程， 这种介导作用可能是通过 Ｃｘ４３ 对皮肤中 ＭＭＰ⁃１ 的调控得以实现。
关键词： 缝隙连接蛋白 ４３ （Ｃｘ４３）； 长波紫外线 （ＵＶＡ）； 肿瘤坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃α）； 光老化
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ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｆｔｅｒ ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ， ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＭＰ⁃１ ａｎｄ ＭＭＰ⁃９ ｉｎ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓ ｂｙ ＥＬＩＳＡ， ｍｅａｓｕｒｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｘ４３
ｍＲＮＡ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＨＤＦｓ ｂｙ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． （２） Ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｃｘ４３⁃ｓｉＲＮＡ，
ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＭＰ⁃１ ａｎｄ ＭＭＰ⁃９ ｉｎ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ Ａｆｔｅｒ ＵＶＡ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｃｘ４３ ｍＲＮＡ
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ｉｎ ｃｅｌｌ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｎｄ ＥＬＩＳＡ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ （１） Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＭＰ⁃１ ａｎｄ ＭＭＰ⁃９ ｉｎ ＵＶＡ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ａ ｔｉｍｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ （Ｐ＜０ ０１）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ
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　 　 皮肤是保护人体免受外界损伤的第一道屏障， 它

不仅会因内源性因素而自然老化， 还会因包括紫外线

（ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ， ＵＶ）、 红外线、 化学烟雾等各种外界刺

激而加速老化， 称为 “光老化”。 在诸多外部因素

中， 尤以紫外线辐射 （ＵＶ ｒａｄｉａｔｉｏｎ， ＵＶＲ） 最为重

要， 长期辐照还可诱发皮肤过早老化、 炎症、 免疫抑

制及恶性肿瘤等［１，２］。 缝隙连接蛋白 （ｃｏｎｎｅｘｉｎ， Ｃｘ）
是构成细胞间缝隙连接 （ｇａｐ ｊｕｎｃｔｉｏｎ， ＧＪ） 的基础，
ＧＪ 作为相邻细胞间的通道性结构， 允许小分子物质

互相传递， 实现缝隙连接细胞间通讯 （ｇａｐ ｊｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎ， ＧＪＩＣ）。 研究表明， Ｃｘ 以

及 ＧＪ 介导的 ＧＪＩＣ 对于细胞的存活、 老化、 增殖、 分

化以及内环境稳定等多种生理及病理过程都有重要作

用［３，４］。 Ｃｘ４３ 是 Ｃｘ 家族中分布最广、 表达最丰富的

亚型， 在人类皮肤中主要分布在表皮的角化细胞和真

皮的成纤维细胞。
近期研究表明， ＵＶＲ 可影响人皮肤中 Ｃｘ４３ 的

表达、 磷酸化水平及其构成的 ＧＪＩＣ 功能［５，６］， 在皮

肤、 心脏、 脑 等 组 织 器 官 发 生 肿 瘤 坏 死 因 子⁃α
（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α） 介导的炎症反应中

Ｃｘ 的表达及其构成的 ＧＪＩＣ 均受到显著影响［７⁃９］。
早期的研究显示［１０］， 在人皮肤成纤维细胞 （ ｈｕｍａｎ
ｄｅｒｍａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ， ＨＤＦｓ） 中 Ｃｘ４３ 作为重要因子参

与了细胞外基质 （ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ， ＥＣＭ） 主要降

解酶 基 质 金 属 蛋 白 酶 （ ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，
ＭＭＰｓ） 的调控。 鉴于 ＭＭＰｓ 在皮肤光老化中的重要

作用， 我们推测 Ｃｘ４３ 很可能介导了 ＵＶＲ 通过 ＴＮＦ⁃α
炎症反应诱发皮肤光老化的过程， 而这种介导作用主

要通过 Ｃｘ４３ 对皮肤中 ＭＭＰｓ 的调控来实现。 为此，
本研究选用长波紫外线 （ＵＶＡ） 照射 ＨＤＦｓ 建立皮肤

光老化模型， 旨在探讨 Ｃｘ４３ 在 ＵＶＡ 诱导皮肤光老化

过程中的作用及机制。

１　 材料与方法

１ １　 主要试剂和仪器 　 原代 ＨＤＦｓ， 中乔新舟；
ＤＭＥＭ 高糖培养基、 胎牛血清、 青⁃链霉素、 丙酮酸

钠、 磷酸盐缓冲液 （ＰＢＳ） 和胰蛋白酶⁃ＥＤＴＡ 消化

液， Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ 公司； 二甲基亚砜 （ＤＭＳＯ），
北京兰博利德公司。 ＣＣＫ⁃８ 试剂盒， Ａｂｃａｍ 公司； 人

ＴＮＦ⁃α、 ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃９ ＥＬＩＳＡ 试剂盒， 联科生物；
Ｃｘ４３⁃ｓｉＲＮＡ， 吉 玛 基 因； Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ， Ｇｉｂｃｏ 公 司；
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ２０００， Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司； ＴＮＦ 受体 １ 中和

抗体， Ｂｉｏ⁃Ｔｅｃｈｎｅ 公司； 抗 Ｃｘ４３ 抗体， Ｓｉｇｍａ 公司；
抗 ＧＡＰＤＨ 抗体， Ｍｅｒｃｋ Ｍｉｌｌｐｏｒｅ 公司； 抗 ＭＭＰ⁃１、

ＭＭＰ⁃９ 抗 体， Ａｂｃａｍ 公 司； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 用 二 抗

ＤｙＬｉｇｈｔ ６８０ ／ ８００ Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ， Ｉｍｍｕｎｏ Ｒｅａｇｅｎｔｓ 公司；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试剂盒， Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司， 上海碧云天

生物技术有限公司； ＲＮｅａｓｙＴＭＭｉｎｉ 试剂盒， ＱＩＡＧＥＮ
公司； ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ ＶＩＬＯＴＭ ｃＤＮＡ 合成试剂盒， Ｌｉｆｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司； ｉＱＴＭ ＳＹＢＲ 绿色荧光染料， Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ 公司。 ＺＦ⁃１Ａ型三用紫外分析仪， 北京北信科仪

分析仪器有限公司。
１ ２　 方法

１ ２ １　 ＨＤＦｓ 培养　 将 ＨＤＦｓ 置于含 １５％ＰＢＳ、 １％青⁃
链霉素、 １％丙酮酸钠的 ＤＭＥＭ 完全培养基中， 于

３７℃、 ５％ＣＯ２的培养箱中培养， 按 １ ∶ ２ 传代， 取 ３～
８ 代细胞进行实验。
１ ２ ２　 细胞活性检测　 使用 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＵＶＡ 辐

照后 ＨＤＦｓ 的相对活力。 将细胞以 １ ０×１０４个 ／孔的

密度接种于 ９６ 孔板中， 细胞贴壁后将培养基换成

ＰＢＳ， 分别以 ３６５ ｎｍ 波长的 ５、 １０、 ２０、 ４０ Ｊ ／ ｃｍ２

ＵＶＡ 辐照细胞 １ ｈ， 换培养基继续于 ３７℃培养 ２４ ｈ
每孔加入 １０ ∶ １ ＣＣＫ⁃８ 试剂， 孵育 ２ ｈ 后用酶标仪以

４６０ ｎｍ波长测定吸光度 （吸光度与细胞相对活力成正

比）， 最后基于吸光度统计细胞的相对活力。
１ ２ ３　 光老化 ＨＤＦｓ 模型　 将 ＨＤＦｓ 接种至 ４ 个 ６０
ｍｍ 培养皿中， 待细胞密度为 ８０％ ～ ９０％时， 弃掉培

养基， ＰＢＳ 清洗 ２ 次， 加入 ２ ｍｌ ＰＢＳ， 将细胞置于距

光源 ５ ｃｍ 处进行 ＵＶＡ 辐照 １ ｈ， 取出培养皿， 辐照

后立即（０ ｈ 组）收集其中 １ 个培养皿的 ＰＢＳ 上清和细

胞， 其余 ３ 个培养皿弃掉 ＰＢＳ， 以完全培养基继续培

养至 ６ ｈ、 １２ ｈ、 ２４ ｈ， 收集培养上清和细胞， 于

－８０℃冻存待测。
１ ２ ４　 瞬时转染 ｓｉＲＮＡ　 将 ＨＤＦｓ 接种到 ６ 孔板中，
密度为 １ ０ × １０５ 个 ／孔， 待细胞融合度达到 ６０％ ～
７０％， 在 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 培养基中利用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎＴＭ２０００
试剂将阴性对照 ｓｉＲＮＡ 和 Ｃｘ４３⁃ｓｉＲＮＡ 分别转染， 终

浓度为 ２０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ。 培养 ６ ｈ 后弃去培养基， 以上述

完全培养基培养 ４８ ｈ。 阴性对照 ｓｉＲＮＡ、 ｓｉＲＮＡ⁃１ 和

ｓｉＲＮＡ⁃２ 由课题组设计， 吉玛生物公司合成。 见表 １。
１ ２ ５　 酶联免疫吸附实验 （ＥＬＩＳＡ） 　 检测前将所

有试剂、 样本平衡至室温。 设定 ７ 个标准品孔 （Ｓ１～
Ｓ７） 和 １ 个空白对照孔， Ｓ１ ～ Ｓ７ 依次加入 １００ μｌ
２ 倍比稀释的标准品， 空白孔加入 １００ ∶ １ 培养基；
样本孔分别加入 １００ ∶ １ 的样本， 以上各孔均设 ４ 个

复孔。 严格按照说明书步骤进行实验， 终止显色后使

用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 和 ５７０ ｎｍ 处测定吸光度值， 再通

过标准曲线换算出相应物质的真实浓度。
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表 １　 引物序列

引物 正义链 （５′⁃３′） 反义链 （５′⁃３′）

阴性对照 ｓｉＲＮＡ ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ

人 Ｃｘ４３⁃ｓｉＲＮＡ⁃１ ＧＧＵＧＵＧＧＣＵＧＵＣＡＧＵＡＣＵＵＴＴ ＡＡＧＵＡＣＵＧＡＣＡＧＣＣＡＣＡＣＣＴＴ

人 Ｃｘ４３⁃ｓｉＲＮＡ⁃２ ＵＧＣＵＧＣＧＡＡＣＣＵＡＣＡＵＣＡＵＴＴ ＡＵＧＡＵＧＵＡＧＧＵＵＣＧＣＡＧＣＡＴＴ

１ ２ ６　 实时荧光定量聚合酶链反应（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ） 　
根据 ＲＮｅａｓｙＴＭＭｉｎｉ Ｋｉｔ 操作手册， 提取总细胞样本的

总 ＲＮＡ， 并依据 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭＶＩＬＯＴＭ ｃＤＮＡ 合成试剂

盒的说明书将总 ＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡ， 利用 ＳＹＢＲ
绿荧光染料进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 Ｃｘ４３ 的 ｍＲＮＡ 水平。
ＧＪＡ１（ Ｃｘ４３ 基因） 引物上游 ５′⁃ＧＴＴＴＡＣＡＣＴＴＧＣＡ⁃
ＡＡＡＧＡＧＡＴＣ⁃３′， 下游 ５′⁃ＧＡＧＣＡＧＣＣＡＴＴＧＡＡＡＴＡＡ
ＧＣ⁃３′。 反应条件： ９５℃预变性 ２ ｍｉｎ， ９５℃变性 １５ ｓ，
５３℃退火 ３０ ｓ， ４０ 个循环。 以 １８Ｓ ｒＲＮＡ 为参照， 使

用相对定量法进行统计分析。
１ ２ ７　 蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ） 　 将细胞裂解后

以 ＢＣＡ 法蛋白定量， １００℃ 变性 ５ ｍｉｎ 后进行 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 凝胶电泳， 转印至 ＰＶＤＦ 膜后用含 ５％ ＢＳＡ 的

ＰＢＳ⁃Ｔｗｅｅｎ ２０ （ＰＢＳＴ） 室温下封闭 １ ｈ， 再置于一抗

溶液中 ４℃过夜。 １ ∶ ５ ０００ 荧光标记二抗中避光孵育

２ ｈ后使用 Ｏｄｙｓｓｅｙ 双色红外成像系统扫描采集图像，
并进行剪切处理， 整理制作成蛋白条带的实验结果。
１ ３　 统计分析　 数据均以 ｘ±ｓ 表示， 采用 Ｓｉｇｍａ Ｓｔａｔ
３ ５ 软件进行统计分析， 两组间比较采用 ｔ 检验， 多组

间比较采用单因素方差分析 （Ｏｎｅ⁃Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）， Ｐ＜
０ ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２ １　 不同剂量 ＵＶＡ 对 ＨＤＦｓ 活力的影响　 为选择合适

安全的 ＵＶＡ 剂量， 分别以 ５、 １０、 ２０、 ４０ Ｊ ／ ｃｍ２ＵＶＡ 照

射 ＨＤＦｓ， 并采用 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞相对活力。 与对照

组相比， ５ Ｊ ／ ｃｍ２ ＵＶＡ 照射后 ＨＤＦｓ 相对活力的差异无

统计学意义 （Ｐ＞０ ０５）； 当辐照剂量≥１０ Ｊ ／ ｃｍ２时， 与

对照组相比细胞相对活力显著降低 （Ｐ＜０ ００１）。 见表

２。 因此， 本研究选用 ５ Ｊ ／ ｃｍ２ ＵＶＡ 作为辐照剂量。

表 ２　 不同剂量 ＵＶＡ 辐照后 ＨＤＦｓ 的相对活力 （ｘ±ｓ）

组别 ｎ 细胞相对活力 （％）

对照组 １２ １００ ００
ＵＶＡ 照射组

　 ５ Ｊ ／ ｃｍ２ １２ ９７ ７５±０ ８７
　 １０ Ｊ ／ ｃｍ２ １２ ７４ ２０±１ ７１ｂ

　 ２０ Ｊ ／ ｃｍ２ １２ ４２ １５±２ ８０ｃ

　 ４０ Ｊ ／ ｃｍ２ １２ ２３ ４６±０ ２８ｃ

　 　 注： 与对照组比较， ｂ， Ｐ＜０ ０１； ｃ， Ｐ＜０ ００１。

２ ２　 ＵＶＡ 辐照对 ＭＭＰ⁃１ 和 ＭＭＰ⁃９ 的影响　 ＥＬＩＳＡ 法

检测结果显示， 与对照组比较， ＵＶＡ 显著增加了皮肤光

老化指标 ＭＭＰ⁃１ 和 ＭＭＰ⁃９ 在细胞外液中的水平 （Ｐ＜
０ ００１）， 且在 ２４ ｈ 内呈时间依赖性上升。 见表 ３。

表 ３　 ＵＶＡ 辐照后不同时间 ＨＤＦｓ 中 ＭＭＰ⁃１
和 ＭＭＰ⁃９ 的相对水平 （ｘ±ｓ）

组别　 　 　 　 　 ｎ ＭＭＰ⁃１ ＭＭＰ⁃９

对照组 １２ １ １
ＵＶＡ 照射组

　 辐照后时间（ｈ）　 ０ １２ １ ２５±０ １７ １ １４±０ １４
　 　 　 　 　 　 　 　 　 ６ １２ １ ５８±０ ２７ ２ ５８±０ １７ｃ

　 　 　 　 　 　 　 　 １２ １２ ３ ２８±０ ３８ｃ ４ １９±０ ４６ｃ

　 　 　 　 　 　 　 　 ２４ １２ ５ ００±０ ５０ｃ ４ １１±０ ４１ｃ

　 注： ｃ， 与对照组比较 Ｐ＜０ ００１。

２ ３　 ＵＶＡ 辐照对 ＨＤＦｓ 中 Ｃｘ４３ 表达的影响 　 使用

５ Ｊ ／ ｃｍ２ＵＶＡ 辐照细胞， ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测结果显示，
与对照组相比， ＵＶＡ 辐照后 １２ ｈ 内， ＨＤＦｓ 中 Ｃｘ４３
ｍＲＮＡ 水平明显降低 （Ｐ＜０ ０５）。 见表 ４。

表 ４　 ＵＶＡ 辐照后不同时间 ＨＤＦｓ 中 Ｃｘ４３ ｍＲＮＡ 和

蛋白表达的相对水平 （ｘ±ｓ）

组别　 　 　 　 　 ｎ Ｃｘ４３ ｍＲＮＡ Ｃｘ４３

对照组 １２ １ １
ＵＶＡ 照射组

　 辐照后时间（ｈ）　 ０ １２ ０ ４２±０ ０５ｃ ０ ５２±０ ０４ｃ

　 　 　 　 　 　 　 　 ６ １２ ０ ５８±０ ０４ｃ ０ ５３±０ ０７ｃ

　 　 　 　 　 　 　 　 １２ １２ ０ ８８±０ １０ａ ０ ６４±０ ０９ｂ

　 　 　 　 　 　 　 　 ２４ １２ ０ ９５±０ ０８ ０ ８５±０ １２

　 　 注： 与对照组比较， ａ， Ｐ＜０ ０５； ｂ， Ｐ＜０ ０１； ｃ， Ｐ＜０ ００１。

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 显示， 与对照组相比， ＵＶＡ 辐照 １２ ｈ
内 ＨＤＦｓ 中 Ｃｘ４３ 蛋白水平明显降低 （Ｐ＜０ ０１）， ２４ ｈ
后接近正常水平 （图 １）， 说明 ＵＶＡ 可以下调 ＨＤＦｓ
中 Ｃｘ４３ 蛋白的表达。
２ ４　 Ｃｘ４３ 表达降低对 ＭＭＰ⁃１ 和 ＭＭＰ⁃９ 的影响　 设

计并订购合成了两种分别作用于 Ｃｘ４３ 基因 ＧＪＡ１ 不

同位点的 ｓｉＲＮＡ， 分别瞬时转染 ４８ ｈ。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
显示 ｓｉＲＮＡ⁃１ 和 ｓｉＲＮＡ⁃２ 都明显抑制了 Ｃｘ４３ 的蛋白

水平 （Ｐ＜０ ００１）， 说明两种 ｓｉＲＮＡ 转染成功， 且能

有效沉默 Ｃｘ４３ 的表达。 见表 ５。
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注： ＮＰ、 Ｐ１、 Ｐ２ 为 Ｃｘ４３ 不同程度磷酸化的条带

图 １　 ＵＶＡ 对 ＨＤＦｓ 中 Ｃｘ４３ 蛋白表达的影响

表 ５　 转染 Ｃｘ４３ ｓｉＲＮＡ 后 ＨＤＦｓ 中 Ｃｘ４３、 ＭＭＰ⁃１
和 ＭＭＰ⁃９ 的相对水平 （ｘ±ｓ）

组别　 　 ｎ Ｃｘ４３ ＭＭＰ⁃１ ＭＭＰ⁃９

空白对照组 ３ １ １ １
阴性对照组 ３ １ １２±０ ０５ １ １１±０ ４５ １ ０６±０ ０７
ｓｉＲＮＡ⁃１ 组 ３ ０ ３１±０ ０９ｃ ２ ９８±０ ５３ｃ ３ ２５±０ ４１ｃ

ｓｉＲＮＡ⁃２ 组 ３ ０ ４２±０ １０ｃ ３ ３１±０ ７２ｃ ２ ９３±０ ４３ｃ

　 　 注： ｃ， 与阴性对照组比较 Ｐ＜０ ００１。

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 显示， 与阴性对照组比较， 瞬时转

染 ｓｉＲＮＡ⁃１ 和 ｓｉＲＮＡ⁃２ 组中 ＭＭＰ⁃１ 和 ＭＭＰ⁃９ 的水平

显著上升 （Ｐ＜０ ０１）， 说明 Ｃｘ４３ 参与调控了光老化

的过程。 见图 ２。

图 ２　 Ｃｘ４３ 表达降低对 ＭＭＰ⁃１ 和 ＭＭＰ⁃９ 的影响

２ ５　 ＵＶＡ 辐 照 对 ＨＤＦｓ 中 ＴＮＦ⁃α 的 影 响 　 由于

ＴＮＦ⁃α 生物学特性不同于 ＭＭＰ⁃１， 选择不同时间点

（０、 ２、 ４、 ６ ｈ） 检测 ＵＶＡ 对 ＴＮＦ⁃α 产生水平的影

响。 ＥＬＩＳＡ 法检测结果显示， 与对照组相比， ＵＶＡ
辐照明显诱导了 ＴＮＦ⁃α 的产生 （Ｐ＜０ ０１）， 且在辐

照后 ２ ｈ 达到峰值， 约 ６ ｈ 后接近正常水平。 见

表 ６。

表 ６　 ＵＶＡ 辐照后 ＨＤＦｓ 产生 ＴＮＦ⁃α 的相对水平 （ｘ±ｓ）

组别　 　 　 　 ｎ ＴＮＦ⁃α

对照组 １２ １
ＵＶＡ 照射组

　 辐照后时间（ｈ） 　 ０ １２ ２ ０５±０ ３１ｂ

　 　 　 　 　 　 　 　 ２ １２ ２ ７８±０ ５５ｂ

　 　 　 　 　 　 　 　 ４ １２ １ ３４±０ １６
　 　 　 　 　 　 　 　 ６ １２ １ １８±０ ２０

　 　 注： ｂ， 与对照组比较 Ｐ＜０ ０１。

２ ６　 ＴＮＦ 受体 １ 中和抗体对 ＨＤＦｓ 中 Ｃｘ４３ 和 ＭＭＰ⁃１
水平的影响　 为验证 Ｃｘ４３ 下降是否与 ＴＮＦ⁃α 信号通

路相关， 采用 ＴＮＦ 受体 １ 中和抗体阻断 ＴＮＦ⁃α 受体。
首先用 ＴＮＦ 受体 １ 中和抗体 （ １０ μｇ ／ ｍｌ） 预处理

ＨＤＦｓ １ ｈ， 再对细胞 ＵＶＡ 辐照。 ＥＬＩＳＡ 法检测结果

显示， ＵＶＡ 辐照细胞 １２ ｈ 后， 与对照组相比， ＵＶＡ
组 ＭＭＰ⁃１ 水平显著升高 （Ｐ＜０ ００１）， ＵＶＡ＋抗体组

ＭＭＰ⁃１ 水平的差异无统计学意义 （Ｐ＞０ ０５）。 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 法检测结果显示， ＵＶＡ 辐照细胞 ２ ｈ 后， 与对照组

相比， ＵＶＡ 组 Ｃｘ４３ ｍＲＮＡ 表达显著降低 （Ｐ＜ ０ ００１），
ＵＶＡ＋抗体组 Ｃｘ４３ 水平的差异无统计学意义 （Ｐ＞０ ０５）。
提示 ＵＶＡ 可能通过 ＴＮＦ⁃α 炎症信号通路影响 Ｃｘ４３， 再

通过 Ｃｘ４３ 对ＭＭＰ⁃１的调节作用实现对皮肤光老化的调

控。 见表 ７。

表 ７　 ＴＮＦ 受体 １ 中和抗体对 ＨＤＦｓ 中 Ｃｘ４３ 和

ＭＭＰ⁃１ 相对水平的影响 （ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＭＭＰ⁃１ Ｃｘ４３ ｍＲＮＡ

对照组 １２ １ １
ＵＶＡ 组 １２ ３ １９±０ ６３ｃ ０ ５４±０ ０５ｃ

ＵＶＡ＋抗体组 １２ １ ３９±０ ３２ ０ ８７±０ ０７
抗体组 １２ ０ ８９±０ １０ １ １５±０ ０２

　 　 注： ｃ， 与对照组比较 Ｐ＜０ ００１。

３　 讨　 论

日光中的 ＵＶＡ （３２０～４００ ｎｍ） 占可及地表紫外线

的 ９５％以上， 约 ９８％的 ＵＶＡ 可穿透臭氧层到达地表，
引起人皮肤真皮深层光老化和损伤［１１］； 另外， 某些特

殊职业的人群也会长期受到紫外线刺激而导致眼部组

织及体表皮肤的损伤。 其机制主要包括氧化应激、
ＤＮＡ 损伤、 炎症反应、 ＭＭＰｓ 降解作用等。 大量研究

证实， ＵＶＲ 可刺激皮肤角质化细胞、 黑色素细胞、 成

纤维细胞、 朗格汉斯细胞等释放更多的炎症因子， 包

括 ＴＮＦ⁃α、 白细胞介素 （ＩＬ⁃１、 ＩＬ⁃２、 ＩＬ⁃３、 ＩＬ⁃６ 等）、
转化生长因子⁃β、 干扰素 γ 等， 其中以 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１
的变化最为显著［１２⁃１５］。 ＴＮＦ⁃α 除了可以通过与自身受

体结合诱导细胞凋亡外， 还可通过皮肤细胞因子介导

诱发皮肤炎症， 促进皮肤光老化。
人真皮成纤维细胞中分布丰富的 Ｃｘ４３， 在大鼠

和小鼠的成纤维细胞中 ＴＮＦ⁃α 可以通过 ｖ⁃Ｓｃｒ 和

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路实现对 Ｃｘ４３ 及其构成的 ＧＪ 进行调

节［７］。 此外， 在多种组织器官中， ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１ 等炎

性因子均可通过 ＭＡＰＫ、 ＮＦ⁃κＢ 等通路对 Ｃｘ４３ 的表

达及功能产生影响［１６，１７］。 同时， 在 ＨＤＦｓ 中 Ｃｘ４３ 作

为重要因子可以对光老化指标 ＭＭＰｓ 进行调控。 本研

·３１１·　 　 中国工业医学杂志　 ２０２２ 年 ４ 月第 ３５ 卷第 ２ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊ Ｉｎｄ Ｍｅｄ　 Ａｐｒｉｌ ２０２２， Ｖｏｌ． ３５ Ｎｏ． ２



究显示， 在原代培养的 ＨＤＦｓ 中， ＵＶＡ 辐照可呈时间

依赖性地提高 ＨＤＦｓ 中光老化指标 ＭＭＰ⁃１ 和 ＭＭＰ⁃９
的水平， 符合 ＭＭＰｓ 的合成、 释放属性。 同时， 细胞

中 Ｃｘ４３ 的表达明显下降， 说明 Ｃｘ４３ 可能参与了

ＵＶＡ 诱导皮肤光老化的过程。 在瞬时转染 ｓｉＲＮＡ 对

Ｃｘ４３ 基因沉默以后， ＭＭＰ⁃１ 和 ＭＭＰ⁃９ 的水平也出现

了显著升高， 进一步说明了 Ｃｘ４３ 与此过程的相关性。
对 ＴＮＦ 受体 １ 拮抗以后， 本被 ＵＶＡ 下调的 Ｃｘ４３ 表

达及上调的 ＭＭＰ⁃１ 水平都有所恢复， 且接近正常水

平， 说明 ＵＶＡ 可能通过促进 ＴＮＦ⁃α 炎症信号通路影

响 Ｃｘ４３ 表达， 再通过 Ｃｘ４３ 对光老化指标 ＭＭＰ⁃１ 的

调节作用实现对皮肤光老化的调控。 有研究表明［１８］，
ＴＮＦ⁃α 可通过 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ、 ＪＮＫ、 ＮＦ⁃κＢ 等信号通路，
在多种组织器官中影响 Ｃｘ４３ 蛋白的自身结构、 表达

水平、 磷酸化水平、 ＧＪ 的构成方式及其构成的 ＧＪＩＣ
功能。 关于 ＵＶＡ 诱导的 ＴＮＦ⁃α 炎症反应究竟是通过

何种机制调控 Ｃｘ４３， 进而诱发光老化尚有待进一步

深入探讨。
综上， Ｃｘ４３ 可能参与介导了 ＵＶＡ 通过 ＴＮＦ⁃α 诱

导炎症反应诱发皮肤光老化的过程， 而这种介导作用

可能通过 Ｃｘ４３ 对皮肤中 ＭＭＰ⁃１ 的调控来实现， 这可

能为 ＵＶＲ 诱发的皮肤老化及损伤提供一条新机制，
有助于为防治 ＵＶＲ 相关的职业病、 开发新的抗皮肤

老化甚至肿瘤的药物提供新的理论基础。
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·声　 明·
关于网络上出现假冒 “中国工业医学杂志网站” 及在线投稿的声明

《中国工业医学杂志》 官网地址 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｚｇｇｙｙｘ ｉｊｏｕｒｎａｌｓ ｃｎ， 作者注册登录后可在线投稿。 目前， 网络上出现的假冒 “中国

工业医学杂志网站” 及在线投稿系统与本刊无关， 望广大作者和读者认真鉴别， 谨防受骗。
本刊编辑部
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