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重组 hFGF-10 腺病毒对 HaCat 细胞影响的蛋白质组学研究 

吴晓萍, 曾耀英* 

(暨南大学组织移植与免疫实验中心, 广东 广州 510632) 

摘要: 研究重组腺病毒导入人成纤维细胞生长因子 10 (hFGF-10) 对 HaCat 细胞蛋白质组的影响, 由鉴定的

差异蛋白质推测 hFGF-10 对 HaCat 细胞作用的可能机制。采用双向凝胶电泳结合串联飞行时间质谱技术, 对空

载体腺病毒 Ad 感染细胞和重组腺病毒 rAd-hFGF-10 感染细胞的总蛋白图谱上的差异蛋白点进行鉴定, 并通过半

定量 RT-PCR 和 Western blotting 在转录和翻译水平对差异蛋白进行确证。结果显示, 获得了蛋白质分离效果较好

的双向凝胶电泳图谱, 鉴定了 4 种与细胞凋亡、细胞骨架调控、蛋白质降解等相关的差异蛋白质, 并在转录和翻

译水平确证了差异蛋白质 VDAC2 在导入目的基因 hFGF-10 的 HaCat 细胞中表达上调, 提示 VDAC2 可能在

hFGF-10 的生物学功能中发挥作用。 
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Proteomic study of the effect of recombinant hFGF-10  
adenovirus on HaCat cells 
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Abstract: This study is to investigate the effect of recombinant hFGF-10 adenovirus on the proteome     
of HaCat cells, and to speculate further the possible mechanism of the effect of hFGF-10 on HaCat cells via  
differentially expressed proteins identified.  Two-dimensional gel electrophoresis (2-DE) combined with tandem 
time-of-flight mass spectrometry was applied to identify the differentially expressed protein spots on the 2-DE 
maps of the whole-cell proteins from Ad infected and rAd-hFGF-10 infected HaCat cells.  The mRNA and  
protein levels of the differentially expressed proteins were confirmed with semi-quantitative RT-PCR and   
Western blotting.  The results showed that the 2-DE maps with high resolution were obtained, and four selected 
differentially expressed proteins involved in cell apoptosis, cytoskeleton regulation and protein degradation  
were identified with MALDI-TOF/TOF.  The mRNA and protein levels of one of the differentially expressed 
proteins, VDAC2, were up-regulated in HaCat cells infected with the recombinant hFGF-10 adenovirus.  The 
differentially expressed protein, VDAC2, may be related to the bioactivities of hFGF-10. 
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 角质形成细胞 (keratinocyte, KC) 是表皮的主

要组成细胞, 与表皮正常功能的发挥息息相关。KC
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的细胞行为受到一些细胞因子的影响, 其中人成纤

维细胞生长因子 10 (hFGF-10) 是影响 KC 细胞行为

的主要细胞因子之一。FGF-10 与 FGF-7 属于 FGFs
家族的同一亚家族[1]。FGF-10 通过结合并激活细胞

表面的受体 FGFR2 bⅢ 及 FGFR1b, 促进上皮细胞的

增殖、分化和迁移, 加速创伤和移植皮肤的愈合, 具
有潜在的临床应用前景。 
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尽管一些实验室已对 hFGF-10 的蛋白质结构、

生物学功能、作用机制和临床应用等方面进行了一系

列的研究, 但尚未发现从 hFGF-10 引起角质形成细

胞蛋白质组变化这一角度进行的研究。蛋白质组学 
方法是一种整体性、高通量和系统性的技术方法, 因
此应用蛋白质组学方法, 可获得对药物作用机制较

完整的认识[2]。在前期研究工作中, 作者通过在大肠

杆菌内同源重组的方法构建了分泌表达重组 hFGF-10
的腺病毒表达载体, 包装获得的重组 hFGF-10 腺病

毒感染角质形成细胞  (HaCat) 后可分泌表达重组

hFGF-10[3]。本研究进一步通过重组 hFGF-10 腺病毒

感染HaCat细胞, 结合双向凝胶电泳和串联飞行时间

质谱分析, 研究 hFGF-10 对角质形成细胞蛋白质组

的影响, 从筛选鉴定的差异表达蛋白质, 探讨hFGF-10
影响 KC 细胞行为的可能机制。 
 

材料与方法 
细胞株  人皮肤角质形成细胞株 HaCat 购自中

国典型培养物保藏中心。 
仪器与试剂  PROTEAN IEF 等电聚焦仪、垂直

电泳系统、GS-800 透射扫描仪和 PDQuest 图像分析

软件 (Bio-Rad); Milli-Q 超纯水系统 (Millipore); 串
联飞行时间质谱仪 (ABI 4700 TOF-TOF, ABI)。 

IPG 预制胶条 (pH 3～10, 17 cm, NL)、尿素、硫

脲、3-［3-(胆酰胺基丙基 ) 二甲氨基］丙磺酸盐 
(CHAPS)、二硫苏糖醇 (DTT)、碘乙酰胺、丙烯酰胺、

三羟甲基氨基甲烷 (Tris)、甘氨酸 (Bio-Rad); 苯甲

基磺酰氟 (PMSF)、DNase I、RNase A、考马斯亮蓝

R-250、胰酶 (Sigma); Trizol (Gibco)。一步法 RT-PCR
试剂盒  (Qiagen); 山羊抗人 VDAC2 多克隆抗体 
(Abcam); 辣根过氧化物酶标记的兔抗山羊 IgG 抗体 
(Dako)。 

重组腺病毒感染角质形成细胞的总蛋白提取  
HaCat细胞按细胞数 2×106/瓶接种于 75 cm2的细胞培

养瓶中, 待细胞生长至 80%融合时, 用空载体腺病毒

Ad 和重组腺病毒 rAd-hFGF-10 分别感染 HaCat 细胞; 
培养 48 h 后, 收集细胞, 按 1∶3 (v/v) 的比例加入裂

解缓冲液  (7 mol·L−1 尿素 , 2 mol·L−1 硫脲 , 4% 
CHAPS, 20 mmol·L−1 Tris, 65 mmol·L−1 DTT, 0.5% 
IPG buffer, 1 mmol·L−1 PMSF, 1 μg·mL−1 DNase I, 1 
μg·mL−1 RNase A) , 超声破碎细胞, 离心取上清液。

Bradford 法测定上清液中的总蛋白浓度。 
双向电泳及凝胶图像分析  双向电泳主要参考

Gorg等[4]报道的方法和Bio-Rad双向电泳实验指南进

行。选取 17 cm 非线性 IPG 胶条, 将一定体积的总蛋

白提取液与水化液混匀上样, 总体积为 350 μL。20 ℃
被动水化 18 h 后, 按设置的聚焦程序 (150 V 慢速升

压 1 h; 250 V慢速升压 1.5 h; 500 V慢速升压 1 h; 1 000 
V 慢速升压 2 h; 5 000 V 快速升压 3 h; 10 000 V 快速

升压聚焦 70 000 Vh) 进行等电聚焦。待聚焦结束后

取出胶条, 依次在平衡液Ⅰ (6 mol·L−1 尿素, 2% SDS, 
0.05 mol·L−1 pH 8.8 Tris·C1, 20%甘油, 20 g·L−1 DTT) 
和平衡液 (6 mol·LⅡ −1 尿素, 2% SDS, 0.05 mol·L−1 
pH 8.8 Tris·C1, 20%甘油, 25 g·L−1碘乙酰胺)中振荡平

衡 15 min。将平衡后的 IPG 胶条置于配制好的 12% 
SDS-PAGE 凝胶上, 用低熔点琼脂糖封闭胶条。电泳

起始时采用低电流 (12 mA/gel, 16 ℃), 待样品完全

走出 IPG 胶条、浓缩成一条线后, 再加大电流 (25 
mA/gel, 16 ℃)。待溴酚蓝指示剂到达底部边缘时停止

电泳。将凝胶取出置于考马斯亮蓝染色液中染色过夜, 
换考染脱色液进行脱色, 直至背景清楚为止。 

用 Bio-Rad GS-800 扫描仪进行透射扫描, 获得

脱色后的双向凝胶电泳图谱, 再用 PDQuest 软件对

样品的双向凝胶电泳图谱进行分析比较, 找出差异

蛋白质点。 
串联飞行时间质谱鉴定差异蛋白点  在考染凝

胶上, 将选取的差异蛋白质点切下, 胰蛋白酶水解后

得到该蛋白质的多肽片段混合物, 再采用串联飞行

时间质谱仪 ABI 4700 TOF-TOF 进行质谱分析 (激光

源波长为 355 nm, 重复速率为 200 Hz, 加速电压为

20 000 V, 扫描质量范围为 700～3 200 Da, 最优质量

分辨率为 1 200 Da。以胰蛋白酶消化的肌红蛋白作为

内标校正质谱仪)。最后通过 MASCOT 在线检索工具 
(http://www.matrixscience.com), 将质谱检测得到的

数据在 NCBInr 数据库进行检索, 寻找匹配的相关蛋

白质。主要检索条件: 肽质量控制在 800～4 000 Da; 
肽片段分子质量最大容许误差控制在 ± 0.5 Da; 物种

来源为人类; 最小匹配肽片段数为 4; 固定修饰为半

胱氨酸碘乙酰胺化, 可变修饰为蛋氨酸氧化。质谱鉴

定由复旦大学蛋白质组学研究中心 (上海) 完成。 
一步法 RT-PCR 确证差异蛋白质  参照 Trizol

产品说明书, 分别提取空载体腺病毒 Ad 和重组腺 
病毒 rAd-hFGF-10 感染的 HaCat 细胞的总 RNA。根

据质谱鉴定的差异蛋白质 VDAC2 基因序列, 设计合

成引物 (正向引物: 5'-CTACCTTCTCACCAAACAC 
AG-3', 反向引物: 5'-CCAGAGCAGAGAGTGTAAGC- 
3'), 内参为 GAPDH 基因 (正向引物: 5'-GTCTTCAC 
CACCATGGAGAAGGCTG-3', 反向引物: 5'-TGAGG  
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TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3')。冰浴条件下准备

反应体系 (5×Buffer 5 μL, 10 mmol·L−1 dNTP 1 μL, 10 
μmol·L−1 正反向引物各 1 μL, RT-PCR 酶混合液 1 μL, 
总 RNA 0.5 μg, 加 DEPC 水至总体积 25 μL)。RT-PCR
的反应条件: 50 ℃ 30 min − 95 ℃ 15 min − (94℃   
45 s − 58 ℃ 40 s − 72 ℃ 40 s) × 35 − 72 ℃ 10 min, 1%
琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物。 

Western blotting 确证差异蛋白质  以空载体腺

病毒 Ad和重组腺病毒 rAd-hFGF-10感染 HaCat细胞, 
培养 48 h 后, 收集细胞, 加入 RIPA buffer, 混匀后于

冰上放置 30 min, 离心收集上清液进行 SDS-PAGE
电泳和转膜; 转膜完成后, 在两张膜中分别加入山羊

抗人 VDAC2 多克隆抗体 (1∶1 000 PBS 稀释) 和兔

抗人 β-actin多克隆抗体 (1∶300 PBS稀释), 4 ℃孵育

过夜; PBS 洗膜 3 次, 分别加入相应的二抗孵育 1.5 h, 
PBS 洗膜 5 次后 ECL 显色。 
 

结果 
1  重组腺病毒感染 HaCat 细胞的双向凝胶电泳图

谱模式 
考染的 Ad 感染组和重组腺病毒 rAd-hFGF-10 感

染组细胞总蛋白质的双向凝胶电泳图谱 (图 1) 可见,  
 

 
Figure 2  Partial magnification of differentially expressed  
protein spot 1 on 2-DE maps.  a: HaCat cells infected with Ad;  
b: HaCat cells infected with rAd-hFGF-10 

两者的蛋白质组模式相似, 蛋白质点的等电点和分

子质量分布范围广泛, 且等电点多数集中在中性区

附近, 分子质量集中在 20～100 kDa 的区域范围。采

用 PDQuest 图像分析软件, 对凝胶电泳图谱进行匹

配和分析, 结果表明, Ad 感染组和 rAd-hFGF-10 感染

组的蛋白质斑点数分别为 535 和 587, 匹配率分别为

70.0%和 76.8%。 
2  重组腺病毒感染 HaCat 细胞的差异蛋白质点的

质谱鉴定和分析 
采用 PDQuest 软件对图 1 中两组细胞总蛋白的

双向凝胶电泳图谱进行差异蛋白质点分析, 采用串

联飞行时间质谱对选取的 4 个差异蛋白质点 (见图 1
箭头所示) 进行质谱分析, 获得了相应的肽质量指纹

图谱 (PMF)。图 2 为差异蛋白质点 1 的局部放大图, 
图 3 为其肽质量指纹图。利用 MASCOT 在线检索工

具, 将质谱检测得到的数据在 NCBInr 数据库进行检

索, 根据检索结果鉴定的差异蛋白质点的相关数据

见表 1。 
3  RT-PCR 确证差异蛋白质 VDAC2 

分别提取两组细胞的总 RNA, 定量后通过一步 
 

 
Figure 3  Peptide mass fingerprints of differentially expressed 
protein 1 

 

 
Figure 1  Comparison of the protein expression patterns between HaCat cells infected with Ad (panel A), and HaCat cells infected with 
rAd-hFGF-10 (panel B).  The proteins were separated with 2-dimensional gel electrophoresis and stained with coommasie brilliant blue.  
Identified protein spots are indicated by numbers 
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Table 1  The database inquiry results of the differentially expressed proteins between Ad infected and rAd-hFGF-10 infected HaCat 
cells 

Rank Protein name Accession No. Protein Mw/Da Protein pI Protein score 

1 VDAC2 gi|48146045 30 393 6.81 216 

2 Proteasome alpha 1 subunit, isoform 2 gi|13543551 29 578.9 6.15 225 

3 Gelsolin-like capping protein gi|63252913 38 474.5 5.82 163 

4 Protein disulfide isomerase-associated 3 precursor gi|21361657 56 746.8 5.98 397 

 
法 RT-PCR 检测质谱鉴定的差异蛋白质 VDAC2 在两

组细胞中的 mRNA 水平, 以 GAPDH 作为内参 (图
4)。结果显示, 与空载体腺病毒 Ad 感染组相比, 重组

腺病毒 rAd-hFGF-10 感染 HaCat 细胞后, 使 VDAC2
的基因转录水平增强, 表明在角质形成细胞中导入

hFGF-10, 可使 VDAC2 在基因转录水平发生改变。 
 

 
Figure 4  The mRNA levels of VDAC2 in HaCat cells infected 
with the recombinant adenovirus.  Total RNA was extracted 
with Trizol and subjected to one-step RT-PCR, which was   
performed as follows: 50  for 30 min℃  − 95  for 15 min℃  −  
(94  for 45 s℃  − 58  for 40 s℃  − 72  for 40 s)℃  × 35 cycles −  
72  for 10 min. ℃  a: HaCat cells infected with Ad; b: HaCat 
cells infected with rAd-hFGF-10 
 
4  Western blotting 确证差异蛋白质 VDAC2 

在半定量 RT-PCR 确证导入 hFGF-10 可上调

VDAC2 mRNA 水平的基础上, 分别提取两组细胞的

总蛋白, 定量后通过 Western blotting 检测 VDAC2 的

表达在两组细胞中的差异, 以细胞骨架蛋白 β-actin
作为内参 (图 5)。结果显示, 与空载体腺病毒 Ad 感

染组相比, 重组腺病毒 rAd-hFGF-10 感染 HaCat 细胞

后, 使 VDAC2 的蛋白表达水平增强, 表明在 HaCat
细胞中导入 hFGF-10, 可改变 VDAC2 的蛋白表达水

平, 与蛋白质组学方法鉴定的结果相吻合。 
 

 
Figure 5  Expression of VDAC2 in HaCat cells infected    
with the recombinant adenovirus detected by Western blotting.  
Samples were separated on a 12% SDS-PAGE gel, transferred to 
a PVDF membrane, and blotted with anti-VDAC2 antibody.  
Signals were detected by an ECL kit.  β-Actin was used as a 
control.  a: HaCat cells infected with rAd-hFGF-10; b: HaCat 
cells infected with Ad 

讨论 
本文通过双向凝胶电泳结合串联飞行时间质谱

技术, 鉴定了 4 种目的基因 (hFGF-10) 导入 HaCat 细
胞后表达上调的差异蛋白质为: VDAC2、Proteasome 
alpha 1 subunit, isoform 2、Gelsolin-like capping protein
和 Protein disulfide isomerase-associated 3 precursor。这
些蛋白质是与细胞凋亡、细胞骨架调控和蛋白质降解

等相关的, 除了已通过半定量 RT-PCR 和 Western 
blotting 在转录和翻译水平确证 VDAC2 在导入目的

基因的 HaCat 细胞中表达上调外, 其余 3 种蛋白质的

表达水平变化有待进一步确证。 
VDAC2 是电压依赖性阴离子通道 (VDAC) 的

一种异构体。近年来, 对 VDAC 研究的一个重大进展

是认识到 VDAC 参与调控细胞生存和死亡。在哺乳

动物中存在 3 种 VDAC 异构体 (VDAC1、VDAC2 和

VDAC3), 它们可能具有各自独特的功能[5−7]。Cheng
等[8]曾报道 VDAC2 在体内的一种作用是作为 BAK
依赖的线粒体凋亡的特异抑制子, VDAC2 与 BAK 单

体非活性形式结合, 调节 BAK 活性, 过表达 VDAC2
可选择性阻止 BAK 活化, 抑制线粒体凋亡途径。 

FGF-10 是上皮细胞特异性的细胞因子, 具有抗

凋亡生物学功能, 研究显示, FGF-10的抗凋亡保护作

用可能通过 MAPK/ERK 依赖途径[9], 但确切机制尚

不清楚。从查阅的相关文献资料中, 尚未发现 VDAC2
参与 hFGF-10 的生物学功能调控的报道。本研究结

果显示, hFGF-10 可上调 VDAC2 在 HaCat 细胞中的

表达, 提示 VDAC2 可能在 hFGF-10 的生物学功能中

发挥作用, 而 hFGF-10是否通过增强VDAC2的表达, 
选择性阻止促凋亡蛋白 BAK 的活化, 抑制线粒体凋

亡途径而发挥抗细胞凋亡作用, 则有待进一步的研

究。 
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