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粉防己碱对增生性瘢痕成纤维细胞增殖的影响

冯幼平
（华中科技大学同济医学院附属同济医院整形美容外科，武汉　４３００３０）

［摘　要］　目的　观察粉防己碱（ｔｅｔｒａｎｄｒｉｎｅ，Ｔｅｔ）对增生性瘢痕成纤维细胞增殖及ＭＥＫ／ＥＲＫ、ＭＫＰ１信号通路的
影响。方法　培养增生性瘢痕成纤维细胞，四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）比色法、［３Ｈ］ＴｄＲ掺入率测定不同浓度 Ｔｅｔ对细胞
增殖的抑制作用；免疫沉淀法纯化蛋白并细胞外信号调节激酶（ＥＲＫ）试剂盒测定 ＥＲＫ活性；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定 ｐ
ＭＥＫ１／２、ｐＥＲＫ１／２及蛋白激酶磷酸酶１（ＭＫＰ１）表达。结果　ＭＴＴ实验、［

３Ｈ］ＴｄＲ掺入率均显示 Ｔｅｔ明显抑制细胞增
殖，同时Ｔｅｔ明显抑制ＥＲＫ活性，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示Ｔｅｔ明显抑制ｐＭＥＫ１／２及ｐＥＲＫ１／２表达，同时提高ＭＫＰ１表达。结论
　粉防己碱明显抑制增生性瘢痕成纤维细胞增殖，机制与下调ＥＲＫ活性，抑制ＭＥＫ／ＥＲＫ通路及上调ＭＫＰ１表达有关。
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ＫＥＹＷＯＲＤＳ　Ｔｅｔｒａｎｄｒｉｎｅ；Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ；Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ

　　皮肤损伤后成纤维细胞增殖，胶原蛋白、氨基多聚
糖等细胞外基质的过度沉积可形成增生性瘢痕，严重

者可影响人的美观并导致功能障碍，然治疗效果并不

理想。故对增生性瘢痕的形成机制和防治的研究一直

是整形美容外科领域一个非常重要的课题。我国传统

中药粉防己的有效成分粉防己碱（ｔｅｔｒａｎｄｒｉｎｅ，Ｔｅｔ）具
有抗炎、镇痛、降血压等药理作用，临床上主要用于治

疗心律失常、心肌缺血、肺纤维化等疾病，具有良好疗

效［１］。近年来的研究表明，Ｔｅｔ可作为一种潜在的抗
纤维化药物［２］，但其对瘢痕成纤维细胞的作用笔者尚

未见报道。因此笔者拟探讨Ｔｅｔ对瘢痕成纤维细胞株
生长作用及ＭＥＫ／ＥＲＫ、ＭＫＰ１信号通路的影响，探索
其抑制增生性瘢痕成纤维细胞生长的可能机制，为从

阻断信号通路角度治疗增生性瘢痕提供实验依据。

１　材料与方法　
１．１　试剂　 Ｔｅｔ（浙江金华制药厂，批准文号：国药准

［收稿日期］　２００８０３１４　　　［修回日期］　２００８０４２４
［作者简介］　冯幼平（１９６３－），男，湖北武汉人，主治医

师，硕士，主要从事整形美容外科工作。电话：０２７－６１３４１３９６，
Ｅｍａｉｌ：ｆｅｎｇｙｏｕｐｉｎｇ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ。

字Ｚ３４０２０９１１），溶解于二甲亚砜（ＤＭＳＯ，终浓度为
０．０２％，一般认为 ＤＭＳＯ＜０．１％时，不引起细胞生物
学性状的改变），过滤除菌保存，临用时以适量的培养

液稀释到实验所需浓度。胰蛋白酶、ＤＭＥＭ培养基及
胎牛血清购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；四甲基偶氮唑蓝
（ＭＴＴ）购自武汉众一生物公司。细胞外信号调节激
酶（ＥＲＫ）活性测定试剂盒购于 Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司。
ＰＭＳＦ、ａｐｒｏｔｉｎｉｎ购自 Ｓｉｇｍａ公司；小鼠抗大鼠 ｐ
ＭＥＫ１／２、ｐＥＲＫ１／２、蛋白激酶磷酸酶１（ＭＫＰ１）单克隆
抗体、化学发光试剂 ＥＣＬ购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。垂直
电泳仪及转膜系统购自 Ｂｉｏｒａｄ公司。其余试剂均为
国产分析纯。

１．２　瘢痕组织取材　 增生性瘢痕标本取自华中科技
大学同济医学院附属同济医院整形美容外科２００５年
８～１０月切取的烧伤后形成的增生性瘢痕。实验完成
时间为２００５年１２月 ～２００６年１月。取材标准：①增
生性瘢痕，瘢痕色泽红，质硬，高出皮肤表面，均为烧伤

创面愈合＞３个月，但瘢痕仍持续增生，瘢痕局部无感
染和溃疡，均未曾使用抗瘢痕药物、弹力加压、放疗等

方法治疗；②患者无高血压、肝硬化、肺纤维化、慢性肾
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炎、心肌梗死等疾病；③患者无全身感染、肿瘤；④无结
缔组织疾病或可能影响结缔组织代谢的疾病，未全身

应用皮质类固醇等药物治疗。

１．３　成纤维细胞的培养　采用组织块法进行原代培
养，将手术中切下的符合条件的增生性瘢痕在无菌条

件下切除其表皮，在少量胎牛血清中将标本切成大小

为１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ组织块置于培养瓶中，９５％空
气，５％二氧化碳（ＣＯ２）、３７℃，饱和湿度条件下培养
６～８ｈ，使组织块牢固黏附在瓶壁上，加入含１０％胎牛
血清的ＤＭＥＭ培养基继续培养，３～４ｄ换液１次，２～
３周后，原代细胞生长成单层，按１３的比例传代，实
验用第３～５代细胞。待细胞基本长满瓶后，加入Ｔｅｔ。
根据所加试剂不同分为４组，对照组（培养基）、实验Ａ
组 （Ｔｅｔ１０ μｍｏｌ· Ｌ－１）、实 验 Ｂ 组 （Ｔｅｔ
２０μｍｏｌ·Ｌ－１）、实验 Ｃ组（Ｔｅｔ４０μｍｏｌ·Ｌ－１），观察
其对成纤维细胞的作用。

１．４　ＭＴＴ比色　消化对数增殖期细胞以每孔２×１０４

个细胞接种于９６孔板，在３７℃、５％二氧化碳、饱和湿
度培养。当细胞达到接近汇合状态时，每孔加入２００
μＬ无血清培养液，１２ｈ后弃培养液。加入如上分组的
不同浓度Ｔｅｔ及培养液。各组继续培养４８ｈ后，每孔
加ＭＴＴ溶液（５ｇ·Ｌ１）２０μＬ。孵育４ｈ后弃培养液，
每孔加入ＤＭＳＯ１５０μＬ，振荡１０ｍｉｎ，用酶联免疫检测
仪读取每孔吸光度（Ａ）（测量波长６２０ｎｍ，参考波长
４９０ｎｍ）。根据公式计算细胞增殖率（％）：实验组 Ａ／
对照组Ａ×１００％。
１．５　ＤＮＡ合成（［３Ｈ］ＴｄＲ掺入率）的测定　成纤维
细胞接种到２４孔培养板，贴壁生长至汇合状态后，更
换无血清培养液，继续培养４８ｈ，使成纤维细胞处于
Ｇ０／Ｇｌ期。更换新的培养液（含 ０．４％ＦＣＳＤＭＥＭ及
０．３ｍｍｏｌ·Ｌ１维生素 Ｃ），加人上述浓度的 Ｔｅｔ干预，
同时每孔加人３７×１０６Ｂｑ·Ｌ１的［３Ｈ］ＴｄＲ，共育２４ｈ
后，０．２５％胰酶消化并收集细胞。在孔径０．２２μｍ的
醋酸纤维素微孔滤膜上负压抽滤，０．９％氯化钠溶液和
１０％三氯乙酸冲洗滤膜，９５％乙醇溶液脱色，烘干后置
人闪烁瓶中，加人二甲苯闪烁液４ｍＬ，静置过夜后，在
液体闪烁仪计数器（Ｔｒｉｃａｒｂ２３００，美国 Ｐａｃｋａｒｄ公司）
上进行放射性强度的测定。

１．６　细胞质蛋白提取　细胞先经过冷磷酸盐（ＰＢＳ）
液冲洗 ３遍，置于 ４００μＬ冰浴缓冲液 （ＨＥＰＥＳ
１０ｍｍｏｌ·Ｌ１，ｐＨ７．９；氯化钾 １０ｍｍｏｌ·Ｌ１、ＥＤＴＡ
０．１ｍｍｏｌ·Ｌ１、ＥＧＴＡ ０．１ ｍｍｏｌ· Ｌ１、ＤＴＴ
１ｍｍｏｌ·Ｌ１、ＰＭＳＦ０．５ｍｍｏｌ· Ｌ１、ａｐｒｏｔｉｎｉｎ１和
ｌｅｕｐｅｐｔｉｎ１）充分匀浆。匀浆液冰浴 ３０ｍｉｎ后加入

３３μＬ１０％ＮＰ４０并剧烈振荡 ３０ｓ。匀浆液于 ４℃
１１０００ｇ离心１ｍｉｎ，含细胞质蛋白的上清液进行定量
后冻存于－７０℃。
１．７　ＥＲＫ活性测定　取０．５ｍＬ蛋白样品，加入抗
ＥＲＫ抗体１０μＬ，４℃孵育１２ｈ。加入含５０％体积比
蛋白 Ａ的琼脂糖 ２０μＬ，于 ４℃孵育 ２ｈ。然后经
１８００ｒ·ｍｉｎ１，４℃离心１ｍｉｎ，弃上清液，加入１ｍＬ
裂解液，４℃孵育１０ｍｉｎ后离心；再重复两次，第３次
用适量激酶活性测定缓冲液代替裂解液。弃去上清

液，沉淀的蛋白进行激酶活性测定，在酶标仪４５０ｎｍ
处读取吸光度。计算实验组吸光度／对照组吸光度
（活性比），以此比值来衡量各组ＥＲＫ活性。
１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　以上述提取的细胞质蛋白和核蛋
白点样，每泳道２０μｇ，经 ＳＤＳ／ＰＡＧＥ电泳后，电转至
硝酸纤维膜。室温封闭 ３ｈ，加 ｐＭＥＫ１／２、ｐＥＲＫ１／２、
ＭＫＰ１一抗，室温下孵育２ｈ，再加辣根过氧化物酶标
记二抗，室温下孵育１ｈ，采用 ＥＣＬ显色试剂盒进行
２～５ｍｉｎ显色，拍摄照片，记录结果。
１．９　统计学方法　所有数据均采用均数 ±标准差
（ｘ±ｓ）表示，采用统计程序软件包（ＳＰＳＳ１０．０ｆｏｒ
Ｗｉｎｄｏｗｓ）进行方差分析，以Ｐ＜０．０５为差异有显著性。
２　结果　
２．１　细胞增殖率　以对照组增殖率为（１００．００±
０．００）％。ＭＴＴ比色法结果显示（ｎ＝６），实验组（１０，
２０，４０μｍｏｌ·Ｌ－１）细胞增殖率分别为（８５．２６±
７．３３）％，（７５．３２±９．２６）％，（６７．１５±８．５６）％，与对
照组比较明显降低（Ｐ＜０．０５）。
２．２　ＤＮＡ合成（［３Ｈ］ＴｄＲ掺入率）　以对照组
［３Ｈ］ＴｄＲ掺入率为（１００．００±０．００）％。结果显示
（ｎ＝６），实验组（１０，２０，４０μｍｏｌ·Ｌ－１）［３Ｈ］ＴｄＲ掺
入率分别为（８３．１２±９．６３）％ ，（７１．５６±８．６２）％ ，
（６０．５８±７．３９）％，与对照组比较明显降低 （Ｐ＜
０．０５）。提示Ｔｅｔ可有效抑制成纤维细胞ＤＮＡ合成。
２．３　成纤维细胞 ＥＲＫ活性　以对照组 ＥＲＫ活性为
（１００．００±０．００）％。实验组（１０，２０，４０μｍｏｌ·Ｌ－１）
ＥＲＫ活性分别为（８２．９７±８．１５）％ ，（７３．７１±
９．７７）％，（６９．７８±７．７８）％，与对照组比较明显降低
（Ｐ＜０．０５）。
２．４　ｐＭＥＫ１／２、ｐＥＲＫ１／２及 ＭＫＰ１表达　为证实 Ｔｅｔ
抑制成纤维细胞增殖的机制，用免疫印迹法检测各组

ｐＭＥＫ１／２、ｐＥＲＫ１／２及ＭＫＰ１表达，结果显示Ｔｅｔ显著
降低 ｐＭＥＫ１／２、ｐＥＲＫ１／２表达同时上调 ＭＫＰ１表达
（ｎ＝６）。见表１。
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　　表１　Ｔｅｔ对成纤维细胞 ｐＭＥＫ１／２、ｐＥＲＫ１／２、ＭＫＰ１表达
的影响　 ｘ±ｓ

组别 ｐＭＥＫ１／２ ｐＥＲＫ１／２ ＭＫＰ１
Ａ组（Ｔｅｔ１０μｍｏｌ·Ｌ－１）０．８０±０．１０１０．８３±０．１３１０．５８±０．０９１

Ｂ组（Ｔｅｔ２０μｍｏｌ·Ｌ－１）０．７０±０．０９２０．７０±０．０９２０．７１±０．１０２

Ｃ组（Ｔｅｔ４０μｍｏｌ·Ｌ－１）０．６１±０．０７２０．６２±０．０８２０．７９±０．０６２

对照组 ０．８８±０．０９ ０．９４±０．１１ ０．４９±０．１１

　　与对照组比较，１Ｐ＜０．０５，２Ｐ＜０．０１

３　讨论　
创伤愈合是人体组织修复的过程，而瘢痕超常形

成是过度愈合或愈合紊乱的结果。成纤维细胞大量增

殖和胶原蛋白过度合成是形成瘢痕疙瘩的主要原因。

研究表明，任何非手术治疗瘢痕有效的方法，均应直接

或间接针对抑制成纤维细胞增殖和调整胶原代谢异常

这一重要环节［３］。Ｔｅｔ作为一种潜在抗纤维化药物，
对瘢痕成纤维细胞增殖可能具有抑制作用，有望成为

治疗增生性瘢痕的新药。

ＥＲＫ信号通路是细胞增殖机制的重要一环［４］，处

于细胞质信号转导通路的终末位置，主要被各种生长

因子、离子射线、过氧化氢等激活而磷酸化（ｐＥＲＫ），
进入细胞核作用于 ｃｍｙｃ、ＡＰ１、ＮＦκＢ等转录因子，
促进某些基因的转录与表达，与细胞的增殖密切相关，

在细胞生长、发育、分裂、死亡及恶性转化等过程中起

重要作用［４，５］。而作为ＥＲＫ上游的信号分子，ＥＲＫ激
酶（ＭＥＫ）可磷酸化ＥＲＫ使其激活［６，７］，而丝裂原活化

蛋白激酶磷酸酶１（ＭＫＰ１）可使 ＥＲＫ去磷酸化失活
而起负反馈调节作用，直接影响ＥＲＫ激活的数量和活
化的持续时间。

本研究利用培养的瘢痕疙瘩成纤维细胞，以 ＭＴＴ
比色法、［３Ｈ］ＴｄＲ掺入率测定不同浓度 Ｔｅｔ对成纤维
细胞增殖的影响，显示各浓度 Ｔｅｔ均明显抑制成纤维
细胞增殖；ＥＲＫ免疫沉淀活性试剂盒测定 Ｔｅｔ对 ＥＲＫ
活性的影响，结果显示 Ｔｅｔ明显抑制 ＥＲＫ活性；进一
步用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定ｐＭＥＫ１／２、ｐＥＲＫ１／２及ＭＫＰ１表

达，数据显示其显著抑制ｐＭＥＫ１／２及ｐＥＲＫ１／２表达，说
明Ｔｅｔ对ＭＥＫ／ＥＲＫ通路的活化具有抑制作用。同时
Ｔｅｔ可上调 ＭＫＰ１表达，说明其还可通过增加磷酸酶
的表达而加强 ＥＲＫ的去磷酸化失活。综上所述，Ｔｅｔ
成纤维细胞增殖的核心机制可能是调控ＥＲＫ通路，一
方面通过调控ＭＥＫ，抑制ＥＲＫ的活化，另一方面通过
上调ＭＫＰ１表达，促进ｐＥＲＫ去磷酸化。

Ｔｅｔ抑制成纤维细胞增殖的作用为治疗增生性瘢
痕提供了新的思路，但其药理作用是否存在其他机制，

而体内对增生性瘢痕作用及毒副作用如何，均待深入

研究。
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