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丝裂霉素Ｃ对瘢痕疙瘩成纤维细胞ＴＧＦβ和Ｓｍａｄｓ表达的影响
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（承德医学院附属医院烧伤整形外科，河北承德０６７０００）

　　摘　要：目的　探讨丝裂霉素Ｃ（ＭＭＣ）对瘢痕疙瘩成纤维细胞（ＫＦＢ）转化生长因子β（ＴＧＦβ）／Ｓｍａｄｓ通路作用及机制。方

法　采用不同浓度的 ＭＭＣ作用于体外培养的ＫＦＢ，通过采用ＲＴＰＣＲ方法，检测 ＭＭＣ对体外培养的ＫＦＢＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ表

达的影响，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测 ＭＭＣ作用下体外培养ＫＦＢ中Ｓｍａｄ２／３、Ｓｍａｄ４、Ｓｍａｄ７蛋白的表达。结果　ＲＴＰＣＲ方

法显示：ＭＭＣ干预组ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ相对表达量明显低于正常对照组，从１２．５μｇ／ＬＭＭＣ开始具有显著的统计学差异（犘＜

０．０５），随 ＭＭＣ浓度增大，ＭＭＣ干预组ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ相对表达量呈逐渐降低趋势。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测显示：１２．５μｇ／Ｌ

ＭＭＣ开始对ＫＦＢ中Ｓｍａｄ７蛋白的表达具有明显增强效应（犘＜０．０５），５０μｇ／ＬＭＭＣ对Ｓｍａｄ２／３蛋白的表达开始有减弱效应

（犘＜０．０５），而对Ｓｍａｄ４蛋白的表达无明显变化。结论　ＭＭＣ对ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ的表达具有明显减弱效应；加入不同浓度的

ＭＭＣ能明显增加ＫＦＢ中Ｓｍａｄ７蛋白的表达，减弱ＫＦＢ中Ｓｍａｄ２／３蛋白的表达，而对Ｓｍａｄ４蛋白的表达无变化。
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Ｓｍａｄ４；Ｓｍａｄ７

　　瘢痕疙瘩是皮肤损伤后伤口愈合过程中出现成纤维细胞

过度增殖、胶原大量沉积，也是皮肤损伤后组织异常修复的结

果。目前，对瘢痕发生的机制仍知之甚少，因而临床上亦远未

找到切实有效的防治措施。瘢痕疙瘩多采用局部药物注射、压

迫治疗、手术和激光治疗等进行综合治疗，但效果不是很理想，

因而瘢痕疙瘩也成了当今整形外科领域的一个研究热点和难

点［１］。现将丝裂霉素Ｃ（ｍｉｔｏｍｙｃｉｎＣ，ＭＭＣ）对瘢痕疙瘩成纤

维细胞（ｋｅｌｏｉｄｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＫＦＢ）转化生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）／Ｓｍａｄｓ通路作用及机制报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２００９年６月至２０１０年６月本院收治的

瘢痕疙瘩进行整形手术的患者１３例，其中，男９例，女４例；年

龄１２～４６岁。取材部位：上肢５例，面部３例，躯干５例。入选

标准为病程短且生长活跃的瘢痕疙瘩组织，未接受任何抑制瘢

痕增生的治疗，均无系统性疾病史，且对所取组织均知情同意。

１．２　标本的制作　将手术切下的瘢痕疙瘩组织采用组织块贴

壁培养法进行体外培养。在无菌条件下切除表皮及皮下脂肪，

将标本制成１ｍｍ３ 左右的组织块，置于培养瓶中，在９５％空

气、５％ＣＯ２、３７℃、饱和湿度条件下培养８～１２ｈ。然后加入含

１５％胎牛血清的达氏修正依氏培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａ

ｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）适量，继续培养，３～４ｄ换液１次。２～

３周后，原代细胞生长成单层，用０．２５％胰蛋白酶消化后，按

１∶３的比例传代培养。常规培养ＫＦＢ２４ｈ后，吸去培养液和

未贴壁细胞，更换含不同药物浓度的培养液，实验分为对照组

和 ＭＭＣ干预组，正常对照组用 ＤＭＥＭ 培养液；ＭＭＣ干预

组：ＭＭＣ的终末浓度分别为２．５０、１２．５０、５０．００、１００．００、

２００．００μｇ／Ｌ。

１．３　ＴＧＦβ１ 在 ｍＲＮＡ 水平的检测　将成纤维细胞按１０

ｃｍ２／ｍＬ比例加入Ｔｒｉｚｏｌ，用Ｔｒｉｚｏｌ总ＲＮＡ 提取试剂盒提取

细胞总ＲＮＡ，经紫外分光光度计（日本导津 ＵＶ２２０１型）测定

总ＲＮＡ浓度和纯度，重复测定３次，Ａ２６０和 Ａ２８０之比值应

在１１８～２１０，计算样品总ＲＮＡ浓度。引物序列为ＴＧＦβ１ｃＤ
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ＮＡ扩增的上游引物为５′ＣＴＧＣＴＴＣＡＧＣＴＣＣＡＣＡＧＡ

ＧＡＡＧＡ３′，下游引物为５′ＡＡＧＴＴＧＧＣＧＴＧＧＴＡＧＣＣＣ

ＴＴ３′，产物片段长度为１１１ｂｐ。取１μｇ总ＲＮＡ，加入Ｏｌｉｇｏ

（ｄＴ）１８Ｐｒｉｍｅｒ，７０℃温育５ｍｉｎ；迅速放入冰浴中，加入１０

ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，ＲＮＡ酶抑制剂，５倍缓冲液，４２℃温育５ｍｉｎ；

冰浴中加入５Ｕ／μＬＡＭＶ逆转录酶，加入ＤＥＰＣ处理水至总

体积２０μＬ，４２℃温育６０ｍｉｎ，７０℃１０ｍｉｎ，立置冰上，－８０

℃冰箱保存备用。将反应管置于ＰＣＲ 仪上，９５℃预变性１０

ｍｉｎ后，进入９５℃变性１ｍｉｎ，５０℃退火１５ｍｉｎ，７２℃延伸１０

ｍｉｎ的循环，共３４次，最后７２℃充分延伸１０ｍｉｎ。反应完成

后取１０μＬＰＣＲ 反应液，经１％琼脂糖凝胶电泳，用 ＰＣＲ

Ｍａｒｋｅｒ作相对分子质量标准。电泳完毕后在紫外荧光数字成

像仪下观察结果。以每例ＴＧＦβ１ 与βａｃｔｉｎ扩增产物条带吸

光度的比值作为ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ的相对表达量。

１．４　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测Ｓｍａｄ２／３、Ｓｍａｄ４、Ｓｍａｄ７蛋白　取对

数生长期的ＫＦＢ，以５×１０５／ｍＬ接种于２５ｍＬ培养瓶内，ＣＯ２

孵箱内，１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ 培养液培养２４ｈ，更换含不

同药物的培养液培养２４ｈ，彻底去除上清液，加入适量细胞裂

解液并加入ＰＭＳＦ（使ＰＭＳＦ终浓度为０．１７４ｍｇ／ｍＬ），冰上

作用４０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心２０ｍｉｎ，取上清液，以考马

斯亮蓝法测定蛋白浓度。按４∶１比例加入５×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆ

ｅｒ，封好ＥＰ管口，置水浴箱中变性５ｍｉｎ，进行稳压电泳，以２

ｍＡ／ｃｍ２ 恒流转膜，βａｃｔｉｎ４ ℃转膜２ｈ，Ｓｍａｄ２／３、Ｓｍａｄ４、

Ｓｍａｄ７４ ℃ 转 膜 ３ｈ。２．５％ 封 闭 液 配 制 抗 体 稀 释 液，

Ｓｍａｄ２／３、Ｓｍａｄ４及Ｓｍａｄ７１∶１０００稀释，βａｃｔｉｎ１∶１０００稀

释。将聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜置于杂交袋中，加适量的抗体

稀释液于ＰＶＤＦ膜上有蛋白的一面，压紧四角。４℃孵育过

夜。ＴＢＳＴ液洗膜后，加适量的抗体稀释液于ＰＶＤＦ膜上有蛋

白的一面，室温作用２ｈ，ＴＢＳＴ液洗ＰＶＤＦ膜后，暗室曝光，１０

ｓ～３ｍｉｎ，常规方法显影、定影，直至显影出电泳带，拍照的图

像用灰度扫描软件ＢａｎｄＳｃａｎ４．５进行扫描，取得目的条带灰

度值，用该灰度值和内参βａｃｔｉｎ灰度值相比，用相对灰度值在

Ｅｘｃｅｌ中作图分析。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．５统计学软件进行数据分

析，计量资料以狓±狊表示，进行方差分析，组间比较采用ＬＳＤ

狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

不同浓度的 ＭＭＣ 对 ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ 表达，对照组和

２．５０、１２．５０、５０．００、１００．００、２００．００μｇ／Ｌ的 ＭＭＣ干预组的

ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ相对表达量分别为０．８８±０．０７、０．８０±０．０６、

０．５１±０．０４、０．４７±０．０５、０．３６±０．０３和０．２２±０．０２。ＭＭＣ

干预组ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ相对表达量明显低于正常对照组，见图

１～２。两组Ｓｍａｄ２／３、Ｓｍａｄ４、Ｓｍａｄ７蛋白的表达见表１。

表１　　两组Ｓｍａｄ２／３、Ｓｍａｄ４、Ｓｍａｄ７蛋白的

　　　表达（狓±狊，狀＝１３）

组别 ＭＭＣ浓度（ｇ／Ｌ） Ｓｍａｄ２／３ Ｓｍａｄ４ Ｓｍａｄ７

对照组 － ０．１１±０．０２ ０．３４±０．０４ ０．０４±０．０１

干预组 ２．５０ ０．１０±０．０４ ０．４０±０．０３ ０．０６±０．０２

１２．５０ ０．１０±０．０２ ０．３６±０．０８ ０．１０±０．０３

５０．００ ０．０８±０．０２ ０．３３±０．１０ ０．１８±０．０８

１００．００ ０．０６±０．０１ ０．３６±０．０３ ０．２１±０．１０

２００．００ ０．０５±０．０２ ０．３９±０．０３ ０．３６±０．１７

　　－：表示无数据。

　　Ａ：ＴＧＦβ１；Ｂ：βａｃｔｉｎ。１：０ｇ／Ｌ；２：２．５０ｇ／Ｌ；３：１２．５０ｇ／Ｌ；４：５０．００ｇ／Ｌ；５：１００．００ｇ／Ｌ；６：２００．００ｇ／Ｌ；７：Ｍａｒｋｅｒ。

图１　　ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ对ＫＦＢ的表达

图２　　ＭＭＣ对Ｓｍａｄ２／３、Ｓｍａｄ４、Ｓｍａｄ７

βａｃｔｉｎ蛋白的表达

３　讨　　论

ＭＭＣ是一种抗肿瘤药物，还是一种强有力的抑制成纤维

细胞增殖的药物。ＭＭＣ在耳鼻喉科、眼科、神经外科等领域

中治疗组织粘连比较广泛，但在治疗瘢痕增生的临床及基础研

究较少。研究表明，ＭＭＣ对ＫＦＢ增殖有抑制作用，使细胞周

期停滞于Ｇ１／Ｓ期而实现
［２］，并有时间依从性，同时与剂量密

切相关［３］。有研究表明，手术切除瘢痕疙瘩后，局部使用丝裂

霉素取得了满意的临床效果［４］。于冬梅等［５］研究表明，ＭＭＣ

对体外培养ＫＦＢ增殖的抑制作用与药物浓度、处理时间有关。

刘莺等［６］通过 ＭＴＴ检测证实１００μｇ／ＬＭＭＣ对ＫＦＢ的增殖
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抑制效果为最佳，为该药物临床应用提供了有力的实验依据。

ＴＧＦβ１ 是目前公认的与瘢痕疙瘩形成最为密切的细胞因

子［７］。ＴＧＦβ家族成员对表皮细胞的生长、分化、凋亡及肿瘤

形成具有调控作用［８］。ＴＧＦβ细胞表面受体主要分为Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ型。其中ＴＧＦβ１ 直接刺激血管生成，刺激ＦＢ增殖及细胞

中葡萄糖与氨基酸的转运和糖酵解的进行，同时也抑制基质金

属蛋白酶活性和促进基质金属蛋白酶组织抑制剂纤溶酶原激

活物抑制剂１基因的表达，进而抑制细胞外基质的降解；还介

导血小板源性生长因子、结缔组织生长因子的致纤维化作

用［９］；促进纤维粘连蛋白和胶原基质的黏附，促进瘢痕的形成。

陈伟等［１０］研究发现，ＴＧＦβ１ 的存在会不断刺激 ＫＦＢ诱导基

质产生，导致细胞基质的过度沉积。曹艳杰等［１１］研究发现，丹

参涂膜剂可改善增生期瘢痕微循环局部缺氧状态，进而抑制瘢

痕组织内细胞因子ＴＧＦβ１ 的表达。本研究结果显示，干预组

较对照组ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ降低，随作用时间增加ＴＧＦβ１ ｍＲ

ＮＡ表达变化越为明显，在处理７２ｈ后ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ表达变

化最为明显，不同浓度 ＭＭＣ作用下ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ表达量差

异有统计学意义。提示 ＭＭＣ可能通过减少ＴＧＦβ１ 表达，从

而起到抑制瘢痕增生的作用。

ＴＧＦβ信号主要由Ｓｍａｄ家族介导，其作为配体形成受体

复合物，激活Ｓｍａｄ，转移到细胞核内与ＴＧＦβ诱导基因的特

定序列直接结合，共同激活或抑制其调节的靶基因转录［１２］。

Ｓｍａｄ家族作为细胞质内ＴＧＦβ下游的信号转导因子，在瘢痕

疙瘩的发生、发展过程中起关键作用。根据结构和功能，Ｓｍａｄ

蛋白分成ＲＳｍａｄ、ＣｏＳｍａｄ和ＩＳｍａｄ３个亚家族。受体激活

型或通路特异性主要包括 Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ５、

Ｓｍａｄ８。共同通路型主要是Ｓｍａｄ４，其不能与ＴＧＦβ受体相互

作用，但它可以与磷酸化的 ＲＳｍａｄｓ相互作用形成稳定的异

源三聚体［１３１４］。抑制型包括Ｓｍａｄ６和Ｓｍａｄ７，它们主要通过

竞争性地与激活的Ⅰ型体结合抑制ＲＳｍａｄｓ的磷酸化作用，Ｉ

Ｓｍａｄｓ作为一种负反馈调节信号调节ＴＧＦβ的信号转导
［１５］。

ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路是通过正、负反馈的调节通路自我调控

的，一方面，Ｓｍａｄ２／３发挥正反馈调节作用；另一方面，Ｓｍａｄ７

与激活的ＴＧＦβ１ 型受体结合，阻止ＲＳｍａｄ磷酸化，阻断信号

的传导。已有研究表明，５氟尿嘧啶（５ＦＵ）有可能提高抑制型

Ｓｍａｄ（Ｓｍａｄ６和Ｓｍａｄ７）在胞质中的表达，使Ｓｍａｄ３免受磷酸

化，进而减少Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ４杂络物的生成，最终阻碍信号进一

步下传［１６］。积雪草甙对增生性瘢痕内ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ有明显

的抑制作用，能提高抑制型Ｓｍａｄ７蛋白在胞质中的表达
［１７］。

本研究显示，加入不同浓度的 ＭＭＣ能明显增加 ＫＦＢ中

Ｓｍａｄ７蛋白的表达，减弱 ＫＦＢ中Ｓｍａｄ２／３蛋白的表达，并且

对ＫＦＢ中Ｓｍａｄ７蛋白的增强效应强于对Ｓｍａｄ２／３蛋白的减

弱效应，对Ｓｍａｄ４蛋白的表达无变化。这可能是由于 ＭＭＣ

通过增加Ｓｍａｄ７蛋白的表达，通过竞争性占据ＴＧＦβ１ 型受体

而抑制受体蛋白激酶对 ＲＳｍａｄ（Ｓｍａｄ２／３）的磷酸化，抑制

ＴＧＦβ的病理性作用，从而达到抑制瘢痕增生的作用。

ＭＭＣ依靠其强大的抑制成纤维细胞的功能广泛应用于临

床，但目前对于其治疗不同类型瘢痕的方法、剂量以及不良反应

还没有大样本的临床统计学资料。对于ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路

作用研究获得了迅猛发展，但仍有大量问题有待于深入研究。
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ｖｉａｃＪｕｎＮＨ２ｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ／ａｃｔｉｖａｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ１ａｃｔｉｖａ

ｔｉｏｎ［Ｊ］．ＭｏｌＰｈａｒｍａｃｏｌ，２００３，６４（３）：７０７７１３．

［１７］ＴａｔｅｓｈｉｔａＴ，ＯｎｏＩ，ＫａｎｅｋｏＦ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｌｌａｇｅｎｍａ

ｔｒｉｘｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＴＧＦ）ｂｅｔａ（Ｉ）

ｏｎｗｏｕｎｄｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＤｅｒｍａｔｏｌＳｃｉ，２００１，２７（２）：１０４

１１３．

（收稿日期：２０１２１０３０　修回日期：２０１２１１１９）
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