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沿面空气等离子体对 HaCaT 细胞因子 mＲNA
表达及分泌的影响
钟世玉1，2，董颖颖1，2，刘定新2，3，肖生祥1，孔刚玉2 － 4

［摘 要］ 目的 探讨等离子体对 HaCaT 细胞活性、细胞因子表达的影响及作用机制，为其在皮肤创伤愈合的应

用提供理论依据。方法 CCK-8 法测定不同时间等离子体处理对 HaCaT 细胞活性的影响，流式细胞

术检测处理后细胞内活性氧水平改变，并与有 NAC 存在条件下的改变进行比较; 酶标仪检测处理介质

PBS 中 H2O2浓度; 采用 ELISA 及 Ｒealtime PCＲ 方法分析等离子体处理后 HaCaT 生成细胞因子在蛋白

和 mＲNA 水平的改变。结果 沿面空气等离子体对 HaCaT 细胞具有细胞毒性，呈剂量-时间依赖性。
等离子体处理可升高细胞内 ＲOS 水平，NAC 能够明显抑制等离子体处理引起的 HaCaT 细胞活性下降

及细胞内 ＲOS 水平的增加。与对照组相比，等离子体照射可在不同程度上引起细胞因子 IL-1β mＲNA
水平的增加，可明显增加 IL-6、IL-8、VEGF 蛋白及 mＲNA 的水平。结论 空气沿面等离子可通过提高

细胞内 ＲOS 水平发挥细胞毒性作用，其一定程度上的促炎作用及促进生长因子的分泌作用可能在创

伤愈合治疗中具有重要意义。
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［Abstract］ Objective To investigate the effects and mechanism of plasma treatment on cell viability and cytokines ex-

pression of HaCaT cells and to provide theoretical basis for its application in wound healing． Methods The
viability of HaCaT cells exposed to plasma for 0 ～ 3 min was measured by CCK 8 assay at 4h、24h and 48h，

respectively． Flow cytometry was used to detect the intracellular reactive oxygen species ( ＲOS) level and
compared the results with that in the presence of NAC． H2O2 concentration was analyzed by microplate read-
er． By ELISA and Ｒealtime PCＲ analysis，the changes of cytokines generated by plasma － treated HaCaT
cells were observed in both protein and mＲNA levels． Ｒesults Surface air plasma had cytotoxicity effect on
HaCaT cells with a dose and time dependence pattern． Plasma treatment could increase intracellular ＲOS
level，whereas NAC could significantly inhibit the toxic effect and decrease the intracellular ＲOS level．
Compared with the control，the plasma irradiation could induce the levels of IL-1β mＲNA and increase the
expression of IL-6，IL-8 and VEGF in both protein and mＲNA levels． Conclusion Surface air plasma in-
duces cytotoxicity by enhancing the level of intracellular ＲOS． The proinflammatory role and the secretion of
growth factors may be of a great significance in plasma therapy of wound healing．

［Key words］ Cold atmospheric plasma; Keratinocytes; Intracellular reactive oxygen species ( ＲOS) ; Cytokine; Wound
healing; Plasma medicine



图 1 空气中沿面等离子体装置及细胞处理模式图

Fig. 1 Schematic setup of the surface air plasma source and the cell sample under
treatment

随着等离子体医学的不断发展，利用其产生的带

电粒子、自由基、紫外线等各种活性成分，等离子体在

皮肤科领域的应用受到了人们的极大关注［1］，被应用

于皮肤美容［2］、皮肤创口愈合［3］等多个方向。然而，

低温等离子体对皮肤发挥生物学效应的有效成分及具

体作用机制尚不完全清楚，这在一定程度上阻碍了其

在皮肤科领域的进一步拓展应用。本研究采用空气中

沿面放电等离子体装置处理 HaCaT 细胞，观察并探讨

对细胞活性、细胞因子分泌及 mＲNA 表达水平的影

响，为其在皮肤科的临床应用尤其是创伤愈合治疗方

面提供理论依据。
1 材料与方法

1. 1 主要仪器与试剂 酶标仪( Thermo，3001 ) ，流式

细 胞 仪 ( BD，Accuri C6 ) ，透 射 电 镜 ( HITACHI，
H7650 ) ，MEM-EBSS 培 养 基 ( Hyclone ) ，PBS ( Cor-
ning) ，胎牛 血 清 及 0. 25% 胰 酶 /EDTA 消 化 液 ( Gib-
co) ，青 /链霉素( PAA) ，CCK-8 试剂( 七海生物) ，NAC
( Sigma) ，Annexin V-FITC 凋亡检测试剂盒Ⅰ ( BD) ，

DCFH-DA 及过氧化氢检测试剂盒( Invitrogen) ，细胞因子

ELISA 检测试剂盒( Ｒ＆D) 逆转录试剂盒( Fermentas)。
空气中沿面等离子体装置由西安交通大学电气学

院等离子体生物医学研究中心制造并提供，见图 1。
装置采用聚四氟乙烯板作为阻挡介质，六边形不锈钢

微孔网作为放电电极，Vpp = 10kV，f = 10kHz 工作条件

下六边形微孔处可见均匀放电形成等离子体，经测定

能量密度约为 0. 06 W/cm2。
1. 2 细胞培养及处理过程 HaCaT 细胞株购于北京

协和细胞资源中心。细胞培养在 MEM 完全培养基

( 含 10% 胎 牛 血 清 及 100μg /mL 青 /链 霉 素) ，置 于

37℃并含 5%CO2培养箱进行培养，取对数生长期的细

胞按一定密度接种到相应的培养板或培养皿中。96
孔细胞培养板用于细胞活性检测，直径 35mm 细胞培

养皿用于后续其他实验。处理 96 孔板前，将培养基更

换为 50μL PBS 作为处理介质进行处理; 35mm 培养皿

处理前，吸出培养基后加入 1mL PBS。处理结束后，更

换新鲜的 MEM 完全培养基继续培养。
1. 3 细胞活性检测 处理结束后继续培养 4h，24h 和

48h 后分别进行细胞活性检测。实验采用 CCK-8 试剂

盒( Cell Counting Kit-8 ) ，按 10μL /孔加入待测孔中。
培养箱中孵育 2h 后，酶标仪在 450nm 波长测定吸光

度。实验观察了在无或有抗氧化剂 N-乙酰半胱氨酸

( N-acetylcysteine，NAC) 存在条件下，等离子体处理对

HaCaT 细胞活性的影响。
1. 4 细胞内活性氧测定 利用荧光探针 2'，7'-二氯

荧光素二乙酸酯 ( 2'，7' -Dichlorofluorescin diacetate，

DCFH-DA) ，观察在无或有 NAC 存在的处理条件下，

细胞 内 ＲOS 水 平。除 去 细 胞 培 养 液，加 入 1mL 含

DCFH-DA 终浓度为 10μmol /L 的 PBS 溶液，培养箱中

继续孵育 30min，每隔 5min 轻晃数次。胰酶消化并收

集细胞，PBS 洗涤细胞 3 次后，500μL PBS 重悬细胞，

1h 内上流式细胞仪检测细胞内 ＲOS 水平。
1. 5 PBS 溶液中 H2O2 含量 应用商业化 H2O2 检测

试剂盒，对 PBS 溶液及接受不同剂量等离子体处理的

PBS 溶液分别进行溶液内 H2O2 含量的测定。按说明

书进行操作。酶标仪测定 560nm 波长处吸光度，根据

标准曲线求得各样本中 H2O2水平。
1. 6 ELISA 方法检测 IL-1β、IL-6、IL-8、VEGF 水平

处理后的细胞继续培养 24h，收集细胞上清液，4℃、
3 000r /min离心 15min，取上清。采用商品化的 ELISA
试剂盒测定上清液中各细胞因子的水平。操作严格按

照说明书执行，酶标仪测 量 450nm 波 长 处 吸 光 度，

540nm 作为校正波长。根据标准曲线间接地求出各样

品中细胞因子 IL-1β、IL-6、IL-8、VEGF 含量。
1. 7 Ｒealtime PCＲ 检测 IL-1β、IL-6、IL-8、VEGF 水平

处理后细胞继续培养 24h，用 Trizol 试剂按说明提取

细胞总 ＲNA，取 1μgＲNA，在 20μL 反应体系中逆转录

合成 cDNA。应用 SYBＲ Green 荧光染料及相应引物

进一步扩增目的产物。引物由上海生工公司合成，实

验中每组设 2 个复孔。从扩增曲线获得 Ct 值，基因相

对表达量 = 2 － ΔΔ Ct，ΔΔCt = ( Ct目的基因 － Ct管家基因 ) 实验组 －
( Ct目的基因 － Ct管家基因) 对照组。

1. 8 统计学处理 每组实验均重复 3
次，计量资料以均数 ± 标准差表示，所有

数据采用 SPSS 17. 0 统计软件进行处理，

采用 t 检验或单因素方差分析方法进行

统计分析，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意

义。Graph Prism 5 软件绘制统计图。
2 结果

2. 1 对细胞活性的影响 由图 2 可见，

随着等离子体处理时间从 0 ～ 3min 的延
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VS control，＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001; VS 3min group，

# P ＜ 0. 05，## P ＜ 0. 01，### P ＜ 0. 001
图 2 空气中沿面等离子体与NAC 对HaCaT 细胞活性的影响

Fig. 2 Effect of surface air plasma and NAC on cell viability of
HaCaT cells

长，HaCaT 细胞活性逐渐降低，且随着观察时间的推

移，细胞活性也依次下降。其结果表明，等离子体处理

对 HaCaT 细胞具有细胞毒性，且具有剂量及时间依赖

性。相比于无 NAC 加入的 3min 处理组，当 NAC 存在

条件下可观察到细胞活性升高，但仍低于对照组的

水平。
2. 2 对细胞内 ＲOS 的影响 由图 3 可见，与对照组

相比，处理组细胞内 ＲOS 水平明显升高，且随着处理

时间的延长而不断升高。抗氧化剂 NAC 的存在能够

减少等离子体诱导的细胞内 ＲOS 水平升高，但仍高于

对照组水平。
2. 3 PBS 中 H2O2 含量的测定 由图 4 可见，未处理

的 PBS 溶液中 H2O2含量极低，而随着等离子体处理时

VS control，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001; VS 3min group，## P ＜ 0. 01
图 3 空气中沿面等离子体与 NAC 对 HaCaT 细胞内 ＲOS 水平的影响

Fig. 3 Effect of surface air plasma and NAC on intracellular ＲOS level in HaCaT cells

间的增加，溶液中 H2O2 的浓度逐渐升高，与对照组相

比，差异均有统计学意义( P 均 ＜ 0. 001) 。
2. 4 对 IL-1β、IL-6、IL-8、VEGF 蛋白水平的影响 由

表 1 可见，静息状态的 HaCaT 细胞即可以分泌一定量

的 IL-6、IL-8、VEGF ( 分别为 72. 31 ± 11. 94，596. 92
± 53. 01 及 1587. 96 ± 242. 87，单 位 为 pg /mL，下

同) ，等 离 子 体 处 理 能 够 增 加 细 胞 因 子 IL-6、IL-8、
VEGF 的分泌。不同处理时间对各细胞因子分泌的影

响略有差异，与对照组相比，1min 等离子体处理即可

引起 VEGF 水平明显升高 ( 2139. 04 ± 287. 29，P ＜

0. 001) ，2min 等离子体处理可引起 IL-8 分泌水平的显

著升高( 1454. 11 ± 245. 42，P ＜ 0. 001 ) ，而当处理时

间达 到 3min 时 才 引 起 IL-6 分 泌 水 平 的 显 著 升 高

( 445. 28 ± 36. 94，P ＜ 0. 001 ) 。对照组及处理组的

IL-1β 水平均低于可检测水平。
2. 5 对 IL-1β、IL-6、IL-8、VEGF mＲNA 水平的影响

如图 5 所示，接受等离子体处理的 HaCaT 细胞，其 IL-6、
IL-8、VEGF mＲNA 表达明显增加，其中 3min 处理可导

致 IL-6 mＲNA 表达增加( P ＜ 0. 001) ，2min 及 3min 处

理均可引起 IL-1β、IL-8 及 VEGF mＲNA 的表达明显增加
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表 1 空气中沿面等离子体对 HaCaT 细胞因子蛋白水平的影响 ( pg /mL)

Tab. 1 Concentrations of various cytokines in culture supernatants from DBD
plasms-treated HaCaT cells ( pg /mL)

Group IL-6 IL-8 VEGF

Control 72. 31 ± 11. 94 596. 92 ± 53. 01 1587. 96 ± 242. 87

1min 43. 47 ± 2. 37 378. 11 ± 76. 05 2139. 04 ± 287. 29＊＊＊

2min 118. 70 ± 20. 41 1454. 11 ± 245. 42＊＊＊ 2786. 50 ± 428. 14＊＊＊

3min 445. 28 ± 36. 94＊＊＊ 3996. 40 ± 370. 71＊＊＊ 2505. 95 ± 349. 49＊＊＊

VS control，＊＊＊P ＜ 0. 001

图 4 空气中沿面等离子体处理 PBS 溶液中 H2O2浓度

Fig. 4 The concentration of H2O2 in surface air plasma-treated PBS

＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001
图 5 空气中沿面等离子体对 HaCaT 细胞因子 mＲNA 表达

的影响

Fig. Effect of surface air plasma on mＲNA level of cytokines
in HaCaT cells

( P ＜ 0. 01 及 P ＜ 0. 001 ) ，mＲNA 表达的影响与蛋白

水平的改变基本趋于一致。
3 讨论

等离子体医学兴起之初，人们的研究主要集中在

等离子体灭菌方面，细菌定植的慢性伤口的治疗是低

温等离子体在皮肤科临床应用的初步探索［4-6］。随着

瘙痒性 皮 肤 病［7］、家 族 性 慢 性 良 性 天 疱 疮［8］、银 屑

病［9］等疾病治疗的有效性报道，提示低温等离子体生

物学效应的产生并不完全归于其灭菌效应，还可能会

通过其他途径来发挥作用。HaCaT 细胞是最常用于皮

肤研究的细胞模型，当前针对低温等离子体对 HaCaT
细胞作用的研究报道有限，均未提及与临床研究有效

性之间的联系。因此，本研究进一步观察了等离子体

处理对 HaCaT 细胞活性、细胞内 ＲOS 水平、细胞因子

分泌及 mＲNA 表达的影响并对其发挥临床有效性的

可能机制进行初步探索。
本研究结果证明等离子体处理对 HaCaT 细胞具

有细胞毒性，并呈剂量和时间依赖性。由于各研究中

所用装置、工作气体、电压等条件的差异，以及细胞活

性检测方法的不同，其结果无法进行直接的比较，但这

种作用的趋势基本相同，与之前报道的研究结论均

一致［10-12］。
作为可参与多种生物学效应发生的信号分子，

ＲOS 可诱导细胞凋亡和介导皮肤光老化等。应用不

同工作气体产生等离子体时所产生的 ＲOS 种类和粒

子浓度不同［13］。鉴于本研究中装置的结构，一般认为

短寿命的活性粒子如 O 和 OH 等不会产生重要的生物

学效应，因此本研究对处理后 PBS 溶液中长寿命的

H2O2进行测定，结果显示等离子处理的 PBS 溶液中

H2O2水平显著升高，说明随着等离子体处理时间的延

长，产生的 ＲOS 渐增多。与处理介质 PBS 中 H2O2 水

平改变一致，HaCaT 细胞内 ＲOS 水平亦出现随处理时

间延长而渐升高的趋势。加入抗氧化剂 NAC 的处理

组，细胞内 ＲOS 水平相应下降，同时细胞活性增加。
以上研究结果提示，等离子体产生的 ＲOS 可穿过细胞

膜进入细胞内部，从而引起一系列生物学效应，故认为

ＲOS 在 等 离 子 体 对 HaCaT 细 胞 的 作 用 中 具 有

重要作用［11］。
皮肤创伤愈合是一个涉及到一系列精密协调反应

的复杂动态过程，由凝血期、炎症期、增生期、组织重建

期组成连续性阶段［14］，在此过程中，各种细胞因子形

成网络式的相互调节作用。本研究针对 HaCaT 细胞

分泌的参与皮肤创伤愈合过程的细胞因子 IL-1β、IL-
6、IL-8、VEGF 进行研究，结果表明一定剂量的等离子

体处理可以诱导这些细胞因子的表达和分泌。在皮肤

损伤发生后，IL-1β、IL-6 及 IL-8 等促炎症因子即可由

角质形成细胞等分泌，发挥趋化和激活炎症细胞的作

用［14］，参与 到 创 伤 愈 合 的 早 期 炎 症 过 程

中。角质形成细胞分泌的各种生长因子在

随后的愈合过程中发挥着重要的作用，其

中 VEFG 是一种与血管再生相关的细胞生

长因子，在伤口炎症晚期和修复增生期可

以促进真皮毛细血管的新生和管腔扩张，

促进伤口表皮再生，从而促进皮肤溃疡的

愈合过程［15-16］。Arndt 等［17］在皮肤创伤愈

合的研究中，应用氩等离子体处理成纤维

细胞，亦发现可促进 IL-6、IL-8 等表达。本
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研究的结果在一定程度上为低温等离子体可促进皮肤

创伤愈合提供了理论基础。
低温等离子体应用于皮肤科领域仅数年时间，随

着研究的不断深入，在部分皮肤疾病的治疗方面取得

一定的成就。沿面放电等离子体与其他结构的低温等

离子体装置相比，可形成相对较大的处理面积，更适合

应用于皮肤疾病的治疗中。在不断完善作用机制的基

础上，通过进一步调整装置结构、放电气体的种类和配

比等，降低过量 ＲOS 的产生，在达到治疗疾病目的的

同时，以期对正常细胞及组织的损伤达到最小，减少不

良反应的发生。
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