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肿瘤坏死因子α诱导人皮肤角质形成细胞β-防御素的体外表达***★ 
陈  洁，陈莉莉，杜星颜，刘加荣 

 
 

文章亮点：肿瘤坏死因子 α对皮肤角质形成细胞免疫分子 β-防御素及 Toll 样受体的表达有着确定的诱导效应，肯定

了其在增强上皮内源性抗感染能力的潜力及应用前景。 

关键词：肿瘤坏死因子 α；组织工程；β-防御素；Toll 样受体；角质形成细胞 
 
摘要 

背景：人 β-防御素在皮肤的固有免疫中占据重要地位，同时由于其广谱的抗菌活性，从而成为抗感染临床研究中的

热点。 

目的：观察原代培养人皮肤角质形成细胞在浓度梯度肿瘤坏死因子 α 的刺激下，其免疫分子 β-防御素及 Toll 样受

体的表达情况。 

方法：取 8 例 30 岁以下患者包皮组织，分别原代培养获取角质形成细胞，并采用浓度梯度肿瘤坏死因子 α(10，50，
100，150，200 μg/L)进行刺激，实时荧光定量 PCR 检测 β-防御素 1，2，3 及 Toll 样受体 2，4 的基因表达水平。 

结果与结论：肿瘤坏死因子 α对 β-防御素 1，2，3 基因表达均有明显诱导作用，且在 150 μg/L 时达到最大效应(P < 
0.05)，相对于对照组分别出现明显的升高，而在 200 μg/L 时又出现明显降低，呈现出浓度依赖性趋势。肿瘤坏死因

子 α诱导角质形成细胞后，Toll 样受体 2，4 的表达规律类似于 β-防御素。结果可见肿瘤坏死因子 α对体外培养的

皮肤角质形成细胞有显著的免疫诱导效应。 

 
 
Expression of human beta-defensins in skin keratinocytes under the induction of tumor  
necrosis factor alpha    
 
Chen Jie, Chen Li-li, Du Xing-yan, Liu Jia-rong 

 
Abstract 

BACKGROUND: Human β-defensin plays an important role in the innate immune of the skin. Because of its broad 
spectrum antibiotic activity, human β-defensin has become one of the hotspots in the clinical anti-inflammation 
research.    

OBJECTIVE: To show the inducible expression of human β-defensin and Toll-like receptor in human skin keratinocytes 
by graded concentrations of tumor necrosis factor alpha (TNF-α).   

METHODS: Healthy foreskin tissue samples were obtained from eight patients aged less than 30 years undergoing 
prepucectomy. Cultured primary human skin keratinocytes from the foreskin were stimulated with graded 
concentrations of TNF-α (10, 50, 100, 150, and 200 μg/L). Real-time PCR was performed to quantify mRNA expression 
of β-defensin 1, 2, 3 and Toll-like receptor 2, 4 from the stimulated cells.  

RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the control group, the expressions of β-defensin 1, 2, 3 and Toll-like 
receptor 2, 4 in keratinocytes induced by TNF-α were up-regulated apparently and the strongest inducible effect was at 
the concentration of 150 μg/L (P < 0.05) and down-regulated again at the concentration of 200 μg/L, presenting a 
dose-dependent manner. Skin keratinocytes showed a marked inductive capacity to produce human β-defensin 1, 2, 3 
and Toll-like receptor 2, 4 in response to TNF-α. 
 
Chen J, Chen LL, Du XY, Liu JR. Expression of human beta-defensins in skin keratinocytes under the induction of 
tumor necrosis factor alpha. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(50): 9431-9436.     
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0  引言 

 
皮肤是抵抗外界微生物的第一道防线，除了

作为物理屏障外，皮肤上皮组织的角质形成细胞

还可以分泌抗菌多肽，参与先天性免疫[1]。人防

御素是近年来研究较多的抗菌肽，它不仅具有广

谱抗菌活性，而且能够通过Toll样受体的介导，

连接先天和获得性免疫应答，保护上皮组织不受

病原微生物入侵，成为抗感染研究热点之一[2-3]。

由于外源性β-防御素获取难度大、费用昂贵，在

体内的活性可能被体液抑制等原因，难以应用于

临床，故探索内源性β-防御素的诱导表达对于临

床抗感染治疗具有重要意义。 

肿瘤坏死因子α是单核-巨噬细胞受细菌毒

素、组织损伤和肿瘤激活时产生的细胞毒性蛋

白，具有广泛的生物学活性，是很强的炎症细胞

因子[4-5]。实验在体外培养人皮肤角质形成细胞，

利用梯度浓度肿瘤坏死因子α诱导角质形成细

胞，实时定量PCR检测角质形成细胞β-防御素1，

2，3 mRNA的表达，为体内β-防御素的诱导分泌

及在抗感染免疫中的应用提供研究基础。 

 

1  材料和方法 

 

设计：体外分子水平实验。 

时间及地点：实验于2010年7月至2011年8

月在华中科技大学同济医学院附属协和医院中

心实验室完成。 

材料： 

主要试剂和仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

标本：选取在华中科技大学同济医学院附属

协和医院泌尿外科行包皮切除术的30岁以下健

康患者，无菌条件下取包皮组织8份。患者同意

用于科学研究，并签署知情同意书。 

实验方法： 

皮肤角质形成细胞的体外培养：无菌条件下取

包皮组织，30 min内将标本组织转移至超净工

作台，按照Liu等[6-7]的方法获取原代角质形成细

胞。标本经PBS(含100 U/L青霉素，100 U/L链

霉素)彻底冲洗，去除皮下脂肪组织，用无菌眼

科剪将上皮组织剪成条索状，置于1.2 U/mL 

dispaseⅡ中4 ℃过夜消化。次日超净台内轻轻

刮下表皮，置于无菌安瓿瓶内充分剪碎，于

0.25%胰蛋白酶中37 ℃消化15 min，终止消化

后吹打成细胞悬液，200目无菌不锈钢滤网过

滤，1 000 r/min离心5 min去除消化液，KSFM

培养液重悬细胞，37 ℃，体积分数为5% CO2

条件下静置培养。细胞融合至85%左右传代。

原代培养的角质形成细胞会混有少量长梭形成

纤维细胞，传代时，根据这两种细胞不同的消

化特性，先使用0.25%胰蛋白酶消化1 min，弃

去消化液，去除已被消化脱落的成纤维细胞，

继续加入0.25%胰蛋白酶消化2.0-3.0 min，    

1 000 r/min离心5 min，弃去上清，KSFM培养

液重悬细胞，继续培养。角质形成细胞传至第2，

3代时即已较纯，可选取用于后续实验检测[8]。 

MTT检测肿瘤坏死因子α对细胞的毒性作用：取

第2，3代角质形成细胞以2×104密度种96孔板，

待细胞融合至约85%时，加入梯度浓度的肿瘤

坏死因子α，实验组选择质量浓度分别为10，

50，100，150，200 μg/L，对照组选择空白对

照。37 ℃孵育24 h后，无菌条件下加入5 g/L

的MTT，37 ℃避光孵育4 h，每孔加入150 μL

二甲基亚砜溶解结晶，酶标仪检测490 nm波长

处的吸光度值。 

梯度浓度的肿瘤坏死因子α诱导角质形成细胞：

取第2，3代生长良好的角质形成细胞，均匀接

种于6孔板，待细胞融合至约85%时，使用梯度

浓度的肿瘤坏死因子α 37 ℃孵育24 h，所设实

验分组与MTT实验相同，按照RNA提取试剂盒，

提取细胞总RNA，使用紫外线分光光度仪检测

各样本RNA浓度，分别取500 ng RNA反转录为

cDNA。反转录反应条件为37  15℃  min，85  ℃

试剂及仪器 来源 

KSFM 培养基、胰蛋白酶 
DispaseⅡ、二甲基亚砜 
肿瘤坏死因子 α 
Trizol、反转录试剂盒、荧光

定量试剂盒 
引物 
 
MTT 试剂盒 
 
CO2培养箱 
倒置相差显微镜 
台式低温冷冻高速离心机 
实时荧光定量 PCR 仪 
酶标仪  

Gibco，美国 
Sigma，美国 
Peprotech，美国 
TAKARA，日本 
 
宝生物工程(大连)有限 
公司 

武汉博士德生物工程 
有限公司 

NUAIRE，美国 
Olymlus，日本 
Eppendorf，德国 
Applied Biosystems，美国

Tecan，瑞士 
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5 s，4 ℃终止反应，反应体系按照反转录试剂盒说明书

进行，将得到的反应液保存于-20 ℃，准备用于下一步

的PCR反应。实验重复3次。 

Real-time PCR ：使用StepOnePlusTM Real-Time 

PCR体系，Sybgreen荧光定量联机运行软件为StepOne 

Software v2.1，按照TAKARA real-time PCR说明书混

合样品，即10 μL体系包含50 ng的总RNA以及Premix、

ROX Dye、灭菌双蒸水和200 nmol/L的引物，每个样本

使用3个复孔。β-防御素1，2，3及Toll样受体2，4的引

物序列见表1，使用GAPDH作为内参。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

反应程序：95 ℃预变性30 s，95 ℃变性5 s，60 ℃

退火30 s。40个循环；95  15℃  s，60 ℃到95 ℃每1 min

升高1 ℃制作熔解曲线。实验重复3次。反应数据被计

算机收集并输出。 

主要观察指标：β-防御素1，2，3及Toll样受体2，4

的基因表达水平。 

统计学分析：使用SPSS 17.0软件进行数据分析：

实验组与对照组之间的比较采用单因素方差分析，P < 

0.05为差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  原代细胞培养结果  刚接种的细胞为圆形，混杂

有少量体积较大不规则细胞。细胞接种约第3天，细胞

折光性强，形态多样，大多为椭圆形，轮廓清晰光滑。

随着细胞贴壁后集落增殖，数个角质形成细胞形成小集

簇，细胞逐渐伸展，轮廓变得不规则，细胞变平变大，

折光性减低，细胞核清晰，可见核分裂相。细胞长满单

层后，呈多边形，细胞间紧密连接呈典型的铺路石状，

见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  MTT检测细胞增殖情况  各组细胞的增殖情况见

图2。由图2可见肿瘤坏死因子α 37 ℃孵育24 h后，角质

形成细胞的增殖速率明显低于空白对照组(P < 0.05)，

最低降至空白对照组的1/3，随着质量浓度升高，各组

间差异无显著性意义。由于肿瘤坏死因子α对细胞的增

殖有一定的抑制作用，这便为其在后阶段的应用中浓度

的选择上给予一定的指导意义，提示所选择的浓度梯度

需控制在一定范围内。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  Real-time PCR检测结果  各组 Ct△ 值见表2，用

2- Ct△△ 值进行单因素方差分析，各目的基因的相对表达

量见图3，图4。由图3可见浓度梯度的肿瘤坏死因子α

刺激角质形成细胞24 h后，在150 μg/L质量浓度β-     

防御素的表达量有最显著的增加，随着质量浓度升高至

200 μg/L，β-防御素的表达量又明显降低。相对于对照

组，β-防御素3升高约1 000多倍(P < 0.05)，β-防御素2

升高约900多倍(P < 0.005)，β-防御素1升高约约60多

倍(P < 0.05)。由图4可见Toll样受体的表达量与β-防御

素的趋势相同，于150 μg/L显著升高，而在200 μg/L又

明显降低，与对照组相比，在使用浓度梯度的肿瘤坏死

因子α刺激后，Toll样受体2升高约200多倍(P < 0.005)，

表 1  β-防御素 1，2，3 及 Toll 样受体 2，4 的引物序列 
Table 1  Primer sequences of human β-defensin (HBD) 1, 2, 3 

and Toll-like receptor 2, 4 

Gene F(5’-3’) R(5’-3’) Product 
size

 
HBD-1 

 
GAT CAT TAC AAT TGC 
GTC AGC AGT GG 

 
CTC ACT TGC AGC ACT 
TGG CCT TC 

 
112 bp

HBD-2 ATC TCC TCT TCT CGT 
TCC TC 

ACC TTC TAG GGC AAA 
AGA CT 

126 bp

HBD-3 TGT TTG CTT TGC TCT 
TCC TG 

CTT TCTT CGG CAG 
CAT TTT C 

179 bp

TLR2 TGT GAA CCT CCA GGC 
TCT 

GTC CAT ATT TCC CAC 
TCT CAG G 

256 bp

TLR4 ACA GAA GCT GGT GGC 
TGT G 

TCT TTA AAT GCA CCT 
GGT TGG 

291 bp

GAPDH GGC ACA GTC AAG GCT 
GAG AAT G 

ATG GTG GTG AAG 
ACG CCA  GTA 

143 bp

Figure 1  Primary culture of keratinocytes at 10 d (×200) 
图 1  培养第 10 天原代角质形成细胞 (×200) 

Figure 2  Effect of graded concentrations of tumor necrosis 
factor alpha (TNF-α) on the proliferation of 
keratinocytes 

图 2  不同质量浓度肿瘤坏死因子 α对细胞增殖效应的 
影响 
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Toll样受体4升高约60多倍(P < 0.005)。由上述结果可

见，肿瘤坏死因子α对这两类免疫分子在角质形成细胞

的表达均有显著的诱导促进作用。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

皮肤的天然特性之一就是分泌内源性的抗菌肽来

抵御病原微生物感染，防御素作为皮肤抵御微生物感染

的重要成分，具有广谱的抗菌活性，能够识别各类G+、

G-菌，以及真菌和某些病毒[9-10]。它不仅通过直接杀伤

各类病原物质而发挥重要的固有免疫效应，还可通过趋

化因子受体活化T细胞和树突状细胞而成为沟通固有免

疫与获得性免疫的桥梁[11-12]。β-防御素对病原微生物的

作用是直接破坏或诱导杀伤及吞噬作用，其免疫反应是

不伴随炎症损伤的。且这种固有免疫反应过程中，病原

菌很难对其产生耐药性[13]，这些特性均增加了其在临床

应用中的价值[14-15]，为今后设计新类型的抗菌药物提供

了可能[16-17]。皮肤固有免疫密切相关的β-防御素有3类，

分别是β-防御素1，2，3。β-防御素1在各类上皮组织固

有表达，如肺、肾及角化的上皮组织，β-防御素1表达

水平比较恒定，不因正常或急慢性炎症感染而发生明显

变化[18-19]。而β-防御素2是发现的第一个具有可以通过

炎症因子调节的特性，β-防御素2表达受各种炎性递质

表 2  不同处理组各目的基因 Real-time PCR △Ct 值 
Table 2  △Ct value of target genes in different groups    (x

_

±s)

Group HBD-1 HBD-2 HBD-3 TLR2 TLR4 
 
Control 

 
 5.80±0.05 

 
11.67±0.25 

 
11.61±0.08 

 
 6.63±0.16

 
8.16±0.13

10 μg/L  5.19±0.10 15.03±0.22 7.81±0.05  7.34±0.17 6.22±0.05
50 μg/L  5.83±0.08 9.81±0.07 7.08±0.02  5.26±0.03 4.18±0.07
100 μg/L  4.81±0.11 8.81±0.10 6.15±0.11  4.88±0.05 4.90±0.07
150 μg/L -0.22±0.12 1.83±0.06 0.95±0.07 -1.13±0.04 2.20±0.77
200 μg/L  2.37±0.03 5.98±0.25 3.64±0.10  2.64±0.09 7.03±0.06

Figure 3  Expression of human β-defensin (HBD) in skin 
keratinocytes under the induction of graded 
concentrations of tumor necrosis factor alpha 
(TNF-α) 

图 3  不同质量浓度的肿瘤坏死因子 α处理后 β-防御素的
表达水平 
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Figure 4  Expression of Toll-like receptor (TLR) in skin 
keratinocytes under the induction of graded 
concentrations of tumor necrosis factor alpha 
(TNF-α) 

图 4  不同质量浓度的肿瘤坏死因子 α 处理后 Toll 样受体
的表达水平 
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或细胞因子刺激发生明显变化[20]。β-防御素3则是在受

到各类炎症因素刺激的情况下才表达[21- 22]。 

本实验体外分离培养人皮肤角质形成细胞，利用肿

瘤坏死因子α诱导β-防御素的表达，结果显示，肿瘤坏

死因子α不仅可以诱导β-防御素2，3的表达，同时可以

使β-防御素1的表达增加，β-防御素3经诱导后表达水平

最强，其次为β-防御素2，而β-防御素1对外界的诱导反

应相对较弱。这种趋势可以解释为β-防御素1在角质形

成细胞是固有表达，而β-防御素2, 3是由炎症因子诱导

表达，所以前者对外界的反应相对后两者较弱一些。可

见肿瘤坏死因子α对皮肤角质形成细胞免疫分子的表达

有着确定的诱导效应，肯定了其在增强上皮内源性抗感

染能力研究中的潜力及应用前景。本实验选择出了最佳

的诱导条件，即选取150 μg/L的肿瘤坏死因子α诱导角

质形成细胞24 h，可使其内免疫分子β-防御素及Toll样

受体的诱导表达效果达到最大。这一研究结果可用于指

导后期体内实验，为研究提高上皮组织内免疫分子如防

御素表达的研究提供依据，进而为提高上皮组织抗感染

能力的研究奠定基础。 

Toll样受体是一类重要的模式识别受体，表达于各

类免疫细胞及某些非免疫细胞表面参与固有免疫，目前

在哺乳动物中已发现Toll样受体的12个亚类[23]。Toll样受

体2及Toll样受体4这两类为目前研究最多最为成熟的两

类，与上皮组织免疫防御功能密切相关，发挥着相互协

同的作用。研究表明，Toll样受体2主要通过识别G+菌的

磷壁酸和脂蛋白以及某些病毒的抗原决定簇[24]，Toll样

受体4主要通过识别G-菌的脂多糖成分、热休克蛋白等

内源性抗原以及病毒信封蛋白来发挥固有免疫作用[25]。 

Paolillo等[26]研究使用Toll样受体2中和抗体封闭Toll

样受体2后，β-防御素对外界的反应性表达降低，提示

Toll样受体2是实现β-防御素的诱导效应的途径之一。

Birchler等[27]则更深入地探讨了Toll样受体与β-防御素

之间联系的分子机制。使用失活突变型白细胞介素1受

体相关蛋白酶2，抑制Toll样受体2，同样证明了这一结

论。Redfern等[28]用各种Toll样受体激动剂刺激体外培养

的眼表皮细胞，证明Toll样受体2,4,5等的激动剂可升高

β-防御素2的表达。本实验中，肿瘤坏死因子α对Toll样

受体2，4的诱导表达也出现了跟β-防御素相同的规律，

均在150 μg/L时出现最佳诱导效应，且对Toll样受体2的

诱导效应强于Toll样受体4。提示β-防御素对外界的反应

性表达可能依赖Toll样受体途径，然而具体的信号通路

还不是很明确，提示有必要在前述研究基础上进一步深

入研究β-防御素和Toll样受体的相互联系机制。 
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