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黄芪总苷液对瘢痕疙瘩成纤维细胞增殖凋亡的影响
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　　［摘要］　目的　探讨黄芪总苷液对人瘢痕疙瘩成纤维细胞增殖与凋亡的影响。方法　不同浓度黄芪总苷液（１０、２０、４０

ｎｇ／ｍＬ）干预瘢痕疙瘩成纤维细胞，噻唑蓝（ＭＴＴ）法检测细胞增殖；实时（ｒｅａｌｔｉｍｅ）ＰＣＲ测定成纤维细胞凋亡抑制基因ｓｕｒｖｉｖｉｎ

及细胞凋亡因子ｐ５３及Ｂｃｌ２的表达；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测成纤维细胞ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ｐ５３及Ｂｃｌ２蛋白水平表达。结果　ＭＴＴ法检测发

现，与对照组（不加黄芪总苷液）比较，各黄芪总苷液各浓度组细胞４９０ｎｍ处吸光度（Ａ）值明显降低，瘢痕疙瘩细胞增殖均明显受

抑制且呈剂量依赖性 （犘＜０．０５）。ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，黄芪总苷液对瘢痕疙瘩成纤维细胞的凋亡相关

因子ｓｕｒｖｉｖｉｎ、Ｂｃｌ２有不同程度的抑制作用，对Ｐ５３有不同程度的促进作用，且呈浓度依赖性。结论　黄芪总苷液能抑制瘢痕疙

瘩成纤维细胞的增殖，调控其凋亡，从而达到有效治疗瘢痕疙瘩的效果。
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　　瘢痕疙瘩是一种常见的皮肤纤维组织增生疾病，该病理组

织成纤维细胞增殖异常且胶原蛋白异常合成。黄芪总苷是从

豆科植物膜荚黄芪或蒙古黄芪中提取出来的主要有效部位［１］。

近年来，黄芪的药理作用及其机制有大量研究，学界在黄芪对

增生性瘢痕的作用研究中发现了它对瘢痕有明显的抑制作

用［２］。因此，深入认识黄芪总苷对人瘢痕疙瘩皮肤成纤维细胞

增殖的影响很有必要，本研究以在抑制细胞非程序化凋亡过程

中寻找新的治疗方法，为瘢痕疙瘩的治疗提供新思路。

１　材料与方法

１．１　材料　ＤＭＥＭ 培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）。实时荧光定量

ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）试剂盒（ＫＡＰＡ 公司），蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ

（Ｔｈｅｒｍｏ公司），Ｔｒｉｚｏｌ（Ａｍｂｉｏｎ公司），实时荧光定量ＰＣＲ引

物（南京金斯瑞生物科技有限公司）。

１．２　方法

１．２．１　瘢痕疙瘩组织成纤维细胞的培养　取手术切除的瘢痕

疙瘩组织，将表皮和皮下组织去除干净后用少量含有１５％胎

牛血清ＤＭＥＭ培养液于３７℃，５％ ＣＯ２ 孵箱中进行原代培

养。取第３～６代生长状态良好、对数生长期的细胞进行研究。

１．２．２　噻唑蓝（ＭＴＴ）法检测瘢痕成纤维细胞的增殖　取对

数生长期的瘢痕成纤维细胞，加入不同浓度的黄芪总苷液（１０、

２０、４０ｎｇ／ｍＬ），２４ｈ后观察细胞形态学，收集对数期细胞，调

整细胞悬液浓度，分别接种于９６孔板，每孔１８０μＬ，每种细胞

每块板接种３个同样的孔作为复孔，１×１０３～５×１０３ 个／孔，以

１００μＬ培养液做空白对照，３７℃培养过夜；按分组加入不同浓

度的黄芪总苷液，继续培养适当时间。小心吸去上清液，加入

９０μＬ新鲜培养液，再加入１０μＬＭＴＴ 溶液，继续培养４ｈ。

然后吸掉上清液，每孔加入１１０μＬＦｏｒｍａｚａｎ溶解液，置摇床

上低速振荡１０ｍｉｎ，使结晶物充分溶解。在酶联免疫检测仪

４９０ｎｍ处测量各孔的吸光度（犃）。同时设置对照孔（细胞、相

同浓度的药物溶解介质、培养液、ＭＴＴ、Ｆｏｒｍａｚａｎ溶解液），每

组设定３个复孔。细胞生长抑制率（％）＝（１－试验组犃 值／

空白对照组犃值）×１００％。

１．２．３　ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ　细胞总 ＲＮＡ提取严格按 Ｔｒｉｚｏｌ提取

液说明书进行，按照相应的ＰＣＲ试剂盒逆转录合成ｃＤＮＡ；按

表１引物进行ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ扩增。扩增条件：预变性９５℃５

ｍｉｎ；变性９５℃１ｍｉｎ，退火５８℃１ｍｉｎ，延伸７２℃９０ｓ，循环

３５次；最后７２℃７ｍｉｎ延伸。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　于加药后２４ｈ收集各实验组细

胞，以含有蛋白酶和磷酸酶抑制剂的裂解液分别处理细胞，收

集细胞总蛋白，ＢＣＡ法定量后经十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺
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凝胶电冰（ＳＤＳＰＡＧＥ），电转膜，免疫抗体反应，最后化学增强

发光法（ＥＣＬ）显带。

表１　　ＲＴＰＣＲ所用引物序列

基因 引物
扩增片段

长度（ｂｐ）

βａｃｔｉｎ 上游５′ＣＣＡＣＴＣＣＴＣＣＡＣＣＴＴＴＧ３′ ２７１

下游５′ＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴ３′

ｐ５３ 上游５′ＴＡＣＴＣＣＣＣＴＧＣＣＣＴＣＡＡＣＡＡＧＡ３′ １４３

下游５′ＡＣＡＡＣＣＴＣＣＧＴＣＡＴＧＴＧＣＴＧＴＧ３′

Ｂｃｌ２ 上游５′ＴＧＧＧＡＴＧＣＣＴＴＴＧＴＧＧＡＡＣＴＡＴ３′ ３２８

下游５′ＧＣＴＧＡＴＴＴＧＡＣＣＡＴＴＴＧＣＣＴＧＡ３′

ｓｕｒｖｉｖｉｎ 上游５′ＡＧＧＡＡＡＧＣＧＣＡＡＣＣＧＧＡＣＧ３′ ２５０

下游５′ＧＣＴＣＣＧＧＣＣＡＧＡＧＧＣＣＴＣＡＡ３′

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据分析，计量

资料采用狓±狊表示，比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　ＭＴＴ法检测各组细胞增殖活性　不同浓度的黄芪总苷

液处理２４、４８、７２ｈ后，通过 ＭＴＴ法检测发现犃值明显降低，

瘢痕疙瘩细胞增殖均明显受抑制，且呈剂量依赖性 （犘＜

０．０５），见图１。

图１　　黄芪总苷液对成纤维细胞增殖的作用

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　不同浓度的黄芪总苷液处理２４

ｈ后，ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ｐ５３、Ｂｃｌ２蛋白的表达水平与黄芪总苷液呈药物

浓度依赖性，随着药物浓度增高，ｓｕｒｖｉｖｉｎ、Ｂｃｌ２蛋白表达水平

降低，Ｐ５３蛋白表达水平增高。ｓｕｒｖｉｖｉｎ在瘢痕疙瘩成纤维细

胞中高表达。见图２。

图２　　不同浓度黄芪总苷液干预的成纤维细胞中

ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ｐ５３、Ｂｃｌ２蛋白表达

２．３　ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测结果　不同浓度的黄芪总苷液处理

４８ｈ后，瘢痕疙瘩细胞ｓｕｒｖｉｖｉｎ、Ｂｃｌ２的表达水平见图３。黄

芪总苷液与ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ｐ５３、Ｂｃｌ２呈药物浓度依赖性，随着药物

浓度增高，ｓｕｒｖｉｖｉｎ、Ｂｃｌ２基因表达水平降低，Ｐ５３基因表达表

水升高，与蛋白表达结果一致。

图３　　不同浓度黄芪总苷液干预的成纤维细胞中

ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ｐ５３、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达

３　讨　　论

　　瘢痕疙瘩是皮肤创伤后增殖异常的一种特殊瘢痕
［３］，是创

面愈合后形成的良性肿瘤。目前有很多方法治疗瘢痕疙瘩，但

无一种方法持久有效。随着细胞生物学和分子生物学技术的

迅猛发展，试验研究表明瘢痕疙瘩的病理特征是成纤维细胞的

过度增殖和胶原蛋白的过度累积［４］，高表达的生长因子受

体［５］，成纤维细胞增生及凋亡、胶原、胞外基质合成等生理活动

失衡。在多种发病机制中，成纤维细胞的增殖及凋亡水平失衡

占重要地位，因此通过基因工程手段有目标地针对性诱导改变

瘢痕疙瘩成纤维细胞的增殖与凋亡水平成为治疗瘢痕疙瘩的

新途径。

ｓｕｒｖｉｖｉｎ是凋亡抑制蛋白（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｐｒｏ

ｔｅｉｎ，ＩＡＰ）家族成员，是迄今为止发现的最强凋亡抑制因子之

一［６］。ｓｕｒｖｉｖｉｎ在人类肿瘤细胞系（如肺癌细胞、胰腺癌细胞、

乳腺癌细胞）中高表达，其异常表达与肿瘤细胞增殖、发展、血

管生成、抗治疗及预后不良相关。潜在的分子机制研究表明，

ｓｕｒｖｉｖｉｎ参与了细胞质分裂和细胞周期相关因子的调节
［７］，促

进ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达水平可以使ＹＡＰ（Ｙｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ）核

蛋白发生累积，促使阿霉素诱导细胞衰老［８］。ｓｕｒｖｉｖｉｎ抑制剂

ＹＭ１５５能通过上调电压依赖型 Ｋ＋通道促进肺动脉平滑肌细

胞的凋亡［９］。于冬梅等［１０］研究发现瘢痕中ｓｕｒｖｉｖｉｎ过度表达

能抑制促凋２蛋白的活化，导致细胞凋亡过程关键酶的异常表

达。Ｃａｏ等
［１１］前期工作发现瘢痕疙瘩中ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达明显

高于正常皮肤，推测与细胞凋亡有关的ｓｕｒｖｉｖｉｎ因子可以作为

瘢痕疙瘩的潜在治疗新靶点。ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因能抑制成纤维细

胞的程序化死亡，从而导致细胞增殖异常及恶性转化［１２］，与瘢

痕疙瘩的形成有密切联系。

细胞凋亡因子ｐ５３是最常见的肿瘤抑制基因，能引起细胞

周期阻滞、细胞衰老凋亡，影响癌细胞的发展［１３］。ｐ５３可以作

为针对乳腺癌治疗的候选靶基因［１４］，有超过５０％的人类癌症

体细胞中ｐ５３发生了突变
［１５］。在一些非皮肤恶性肿瘤中，基

因突变率为４６．７％～９５．０％，而在皮肤瘢痕肿瘤细胞中的突

变率更低，但皮肤瘢痕肿瘤细胞多由于烧伤、烫伤或机械性创

伤等损伤后细胞过度增生引起，这可能是细胞发生基因突变的

诱导因素［１６］。ｐ５３突变能通过线粒体和内质网两种体内信号

途径来调控细胞［１７］，在发生ＤＮＡ损伤的情况下，ｐ５３诱导下

游通路Ｂｃｌ２、ｂａｘ等蛋白表达，从而调节细胞周期和凋亡
［１８］。

瘢痕疙瘩成纤维细胞中Ｂｃｌ２蛋白的表达较正常皮肤明显增

加，抑制了ＣｙｔＣ的释放，导致线粒体膜通透性降低，进而影响

线粒体途径下游凋亡信号的传递［１９］。

黄芪有多种药理作用，如影响代谢、抗氧化、抗衰老和抗肿
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瘤等［２０］。黄芪根部植物化合物质能保护皮肤组织免受紫外线

的损伤［２１］，黄芪萃取物在小鼠结肠癌移植瘤模型中的研究显

示，黄芪萃取物对肿瘤细胞有良好的抑制作用且对动物无明显

毒副作用［２２］。黄芪多糖可以通过ＴＬＲ４调控ＲＡＷ３６４．７细

胞因子蛋白激酶 ＭＡＰＫＳ及核转录因子 ＮＦκＢ的表达水

平［２３］。黄芪在肿瘤细胞中对细胞因子 ＴＧＦβ表达具有一定

的影响，因此黄芪在肿瘤中的应用成为近期研究热点。有研究

显示，黄芪对肿瘤微环境中的巨噬细胞有较好的调节作用，而

巨噬细胞增多与肿瘤患者良好预后相关，能干扰抗肿瘤

免疫［２４］。

本实验中，黄芪总苷液能明显抑制瘢痕疙瘩成纤维细胞的

增殖活性，并呈浓度依赖性。检测凋亡抑制因子ｓｕｒｖｉｖｉｎ、Ｂｃｌ

２、促凋亡因子ｐ５３的表达水平，均与药物浓度呈线性负相关。

结合课题前期实验结果，黄芪总苷液通过经典 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ

通路中过表达Ｓｍａｄ２及抑制Ｓｍａｄ３表达水平从而抑制成纤维

细胞的生长。确定黄芪总苷液通过调控凋亡相关因子的表达，

调节成纤维细胞的增殖、凋亡平衡状态，为治疗瘢痕疙瘩提供

理论依据。
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ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ：ａｍａｊｏｒｐｌａｙｅｒｉｎｈｕｍａｎｃａｎｃｅｒｓ［Ｊ］．Ｉｎｔ

ＡｒｃｈＡｌｌｅｒｇｙＩｍｍｕｎｏｌ，２０１４，１６４（１）：１３２６．

（收稿日期：２０１６１０２１　修回日期：２０１６１１１９）

８４７ 重庆医学２０１７年２月第４６卷第６期


