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三羟基异黄酮抑制增生性瘢痕成纤维细胞转分化作用的研究

曹+ 川，李世荣，覃+ 霞，陈艳清，姚+ 恒，冯+ 智，李+ + + （第三军医大学西南医院整形外科，重庆 %"""*’）

+ + 摘+ 要：目的+ 观察三羟基异黄酮（,-./01-/.）对人增生性瘢痕（234-515642/7 0785，9:）成纤维细胞向肌成纤维细胞转
分化的影响，探讨其抑制组织纤维化的作用机制。方法+ 体外培养人 9: 成纤维细胞，分别以 &$、$"、!"" !;6< = > 浓度的
,-./01-/.进行处理，流式细胞术检测体外培养 9:成纤维细胞中 "#:?@阳性细胞率；A-01-5. B<61检测细胞 "#:?@蛋白的
表达；观察 9:成纤维细胞三维培养组织的收缩情况。结果+ 在 ,-./01-/.作用下，"#:?@阳性细胞率及 "#:?@蛋白表达
与对照组比较均降低（! C "D "$）；其中 $"、!"" !;6< = >组与对照相比较具有非常显著性差异（! C "D "!）。9:成纤维细胞
三维培养组织持续收缩，加入 ,-./01-/.作用后，组织块的收缩现象减弱，第 %’、(& 小时，$" !;6< = > 与 !"" !;6< = > 组收缩
指数（EF）显著低于对照组（! C "D "!），呈现明显的时效#剂量关系。结论+ ,-./01/-.能抑制 9:成纤维细胞向肌成纤维细
胞的转分化，可能是其抗组织纤维化的作用机制之一。
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+ + 细胞在特定的生理和病理情况下可发生形态、结
构和功能的改变，这种细胞表型转化的现象称为转分

化（ 158.0Z/VV-5-.1/81/6.）［!］。研究表明肌成纤维细胞
（;36V/B56B<801）有强大的促细胞外基质沉积和组织收
缩的作用，与器官纤维化的发生、发展有着密切关系，

成纤维细胞转分化为肌成纤维细胞是增生性瘢痕
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（234-515642/7 0785，9:）形成的重要机制之一［&］。
$，(，%’#三羟基异黄酮（,-./01-/.）是来源于豆类的植
物雌激素，它是一种特异性酪氨酸蛋白激酶（ 13560/.-
4561-/. ^/.80-，YW_）抑制剂，对多种肿瘤和组织器官纤
维化有显著的抑制作用。我们在前期的研究中证实

,-./01-/. 具有体外抗瘢痕纤维化作用［*］，本研究进一
步观察 ,-./01-/.对体外培养的 9:成纤维细胞转分化
作用的影响，以明确 ,-./01-/. 抗瘢痕组织纤维化的作
用机制，为临床应用异黄酮类药物治疗病理性瘢痕提

供理论基础。
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第 ! 期" 曹" 川，等#三羟基异黄酮抑制增生性瘢痕成纤维细胞转分化作用的研究"

!" 材料与方法

$# $" 材料
$# $# $" 主要试剂" " %&’()*&(’（美国 +(,-.公司）；/010培养
液、胎牛血清、胰蛋白酶（美国 23456’& 公司）；活性胶原蛋白
（四川铭让生物科技有限公司）；大鼠抗人 ! 平滑肌肌动蛋白
（!7+08）单克隆抗体（北京中山生物技术有限公司）；9:;4 标
记羊抗鼠 :,%抗体（北京中杉金桥生物技术有限公司）。
$# $# <" 主要设备" " =>7?!@ 型超净工作台（苏州安泰空气技
术公司）；倒置相差显微镜（日本 A53-BC)公司）；;%D7$E%型台
式离心机（上海安亭科学仪器厂）；0(’(7FGA;18H 型垂直电泳
槽、%&57/6I <JJJ型凝胶成像系统（美国 K(67G.L公司）；1D:;17
1+F型流式细胞仪（美国 K&’I*6’ /(IM(’)6’公司）。
$# $# N" 标本来源" " 实验用瘢痕组织为我科室 E 例深" O#
度烧伤后 ? 个月至 $ 年增生性瘢痕患者行整形手术所切取的
瘢痕组织标本。瘢痕外观充血发红、质硬，高出皮面 $ I- 以
上，处于增生活跃期并伴有显著的挛缩表现。所有标本经病理

检查确诊。

$# <" 方法
$# <# $" 增生性瘢痕成纤维细胞体外分离培养" " 按文献［N］
的方法进行 2+成纤维细胞分离培养及传代，实验用第 N O @ 代
细胞。

$# <# < " 流式细胞术检测 !7+08 阳性细胞率 " " FK+ 冲洗细
胞，J# <@P胰蛋白酶消化分离细胞，调整细胞数为 $ Q $JE R -5，
接种于 E 孔板，每孔 < -5；$< S 后换为无血清培养基继续培养
<T S。实验组加入 /0+A 配制的终浓度为 <@、@J、$JJ $-65 R D
的 %&’()*&(’，对照组加同体积的 /0+A，继续培养 T? S。收集细
胞悬液，<P多聚甲醛冰浴固定，;U(*6’7V$JJ 及枸橼酸钠作用细
胞打孔后，加入鼠抗人 !7+08一抗反应 NJ -(’；FK+ 漂洗后加
入 9:;4标记羊抗鼠 :,% 避光孵育NJ -(’，FK+ 漂洗后重悬细
胞，TJJ 目筛网过滤除去成团细胞，流式细胞仪测定 !7+08 阳
性细胞的百分数，以 FK+代替一抗作阴性对照。
$# <# N" W&)*&U’ X56* 检测细胞 !7+08 蛋白表达" " 换无血清
/010培养基培养 <T S，再按上述浓度分组加入 %&’()*&(’反应
T? S。常规收集细胞，加入预冷的细胞裂解液 G:F8 和胰蛋白
酶抑制剂 F0+9冰上静置 NJ -(’裂解细胞，T Y振荡离心，收集
上清；D6ZU3法测定蛋白含量。加适量上样缓冲液 $JJ Y热变
性 @ -(’，取 $JJ $, 总蛋白在 $JP聚丙烯酰胺凝胶上进行电
泳；再将凝胶中的蛋白质低温电转移至硝酸纤维素膜；用含 @P
脱脂奶粉的 ;K+;溶液室温封闭 $ S，加入 !7+08 一抗（$[ @JJ
稀释）T Y过夜；;K+;清洗后再加入 9:;4标记的二抗（$[ < JJJ
稀释）室温孵育 < S。用荧光成像分析系统采集蛋白电泳条带，
观察 !7+08的表达量变化。以 %7.I*(’为内参照蛋白，\C.’,*(7
*3 A’&软件分析计算得到蛋白表达指数。表达指数（1:）]（目
的蛋白条带面积 Q灰度）R（内参照蛋白条带面积 Q灰度）。
$# <# T" 增生性瘢痕成纤维细胞三维培养及胶原收缩指数的检
测" " 参照文献［T］的方法建立2+成纤维细胞体外三维培养模
型：取 N O @ 代对数生长期细胞，J# <@P胰蛋白酶消化后用含
$JP小牛血清的 /010重悬细胞，调整细胞数为@ Q$JE R -5，按细

胞悬液[小牛血清[ @ Q /010[胶原蛋白溶液 ] $[ $[ <[ E（体积）
的比例混合上述各种成分；将该成纤维细胞7胶原蛋白混悬液
加入直径 N@ -- 的细胞培养皿中，每培养皿 < -5，置于 @P
4A<、N! Y细胞培养箱中培养；当细胞悬液形成凝胶状时，加入
含体积分数 $@P胎牛血清的 /010 培养基，使凝胶块与培养
皿表面分离。按上述浓度分组加入 %&’()*&(’培养液培养 !< S，
于加药后第 <T、T?、!< 小时分别用透明坐标纸测定凝胶块的最
大和最小直径，计算收缩指数。收缩指数（4:）]［$ ^（/ R
/J）

<］Q $JJP，其中 /为凝胶块最大与最小直径的均数，/J为

培养皿凝胶组织块的初始直径（NN --）。

$# N" 统计学方法
" " 采用 +F++ $J# J 统计软件，实验结果以 !! _ " 表示；两两比
较用 #检验，组间比较采用单因素方差分析。

#" 结果

<# $" 2+成纤维细胞 !7+08阳性细胞百分比的变化
" " 流式细胞检测结果显示 <@ $-65 R D %&’()*&(’ 对 !7+08 阳
性细胞百分比无影响作用，与对照组相比无显著性差异（$ ‘
Ja J@）；@J、$JJ $-65 R D %&’()*&(’作用 T? S 后 !7+08 阳性细胞
数量显著减少，与对照组比较差异具有显著性意义（$ b Ja J@，
表 $）。

<# <" 2+成纤维细胞 !7+08蛋白表达量的变化
" " W&)*&U’ X56*检测结果显示，培养的 2+成纤维细胞有一定
量的 !7+08蛋白表达，加入 %&’()*&(’ 作用后各组 !7+08 蛋白
表达均有减少（$ b Ja J@），其中 @J、$JJ $-65 R D 组与对照相比
较具有非常显著性差异（$ b Ja J$，图 $，表 $）。
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$：对照组；<：<@ $-65 R D；N：@J $-65 R D；T：$JJ $-65 R D
图 !" $%&’%() *+,’检测 -.成纤维细胞 !/.01蛋白表达结果

表 !" 2%)3&’%3)对 -.成纤维细胞 !/.01表达的影响（!! _ "）

组别 !7+08阳性细胞百分率（P） !7+08蛋白表达（1:）
对照组 <T# N< _ J# c$ J# NE _ J# J@

<@ $-65 R D <<# $@ _ J# @@ J# <N _ J# $<.

@J $-65 R D $?# NE _ J# Nc. J# <J _ J# J!.

$JJ $-65 R D $<# !$ _ $# ?@X J# $@ _ J# J?X

.：$ b Ja J@，X：$ b Ja J$，与对照组比较

<# N" 2+成纤维细胞三维培养组织收缩情况
" " 随着时间的延长，对照组 2+ 成纤维细胞三维培养组织持
续收缩，说明其转分化的肌成纤维细胞的活性作用使组织块收

缩。加入 %&’()*&(’作用后，组织块的收缩现象减弱。第 T? 小
时与第 !< 小时，@J $-65 R D 与 $JJ $-65 R D 组收缩指数与对照
组相比具有非常显著性差异（$ b Ja J$）；@J $-65 R D组在 T? S，
$JJ $-65 R D 在 T?、!< S与各自浓度组 <T S时相点的 4:相比差
异不明显（$ ‘ Ja J@）。说明大剂量的 %&’()*&(’ 可有效抑制 2+
成纤维细胞三维培养模型的挛缩，这种抑制作用在早期即较为

显著（表 <）。
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表 !" #$%&’($&%对 )*成纤维细胞三维培养组织收缩效应的影响

［!"，（!! # "）$］

组别% % &’ ( ’) ( *& (

对照组 ’+, -. # ., )) .), &/ # 0, *.1 *2, 00 # ), -*1

&. !345 6 7 ’&, 0* # /, 0* ’/, 0. # *, ++89 +-, .0 # -&, ’):1

.2 !345 6 7 0*, ’0 # /, &.8 0), +* # ., //: ’-, .. # -2, &/:9

-22 !345 6 7 &+, ’/ # *, -2: &/, 0+ # ), 0/: 02, -. # +, )*:

8：# ; 2< 2.，:：# ; 2< 2-，与对照组比较，9：# ; 2< 2.，1：# ; 2< 2-

与 &’ (组比较

+" 讨论

% % 转分化发生的原因可能为控制发育方向的转录因
子表达发生改变，从而使成体干细胞或已分化细胞的

分化状态发生改变［-］。转分化对机体具有修复损伤

或加重病变的双重生物学意义：一方面，机体通过细胞

转分化来代替或修复受损组织和功能；但另一方面长

期存在的转分化作用使得细胞功能异常，引起组织的

过度增生、纤维化、钙化以及肿瘤形成。

% % 器官纤维化病变的形成与细胞转分化有密切的关
系。研究表明，增生性瘢痕组织中有大量的肌成纤维

细胞，其可同时表达平滑肌细胞和结缔组织细胞抗原，

在超微结构上兼有成纤维细胞与平滑肌细胞二者特

征，是产生细胞外基质和组织挛缩的主要因素。

"=>?@是肌成纤维细胞的标志性蛋白［.］，作为细胞骨
架蛋白，通过跨膜复合物 AB:C4DEFGH 与成纤维细胞外
纤维黏连蛋白相连，后者又与细胞外基质或其他成纤

维细胞连接，从而把肌成纤维细胞的收缩效应传导至

整块组织，引起瘢痕的挛缩［+，*］。此外，肌成纤维细胞

合成和分泌胶原蛋白的功能极为旺盛，是细胞外基质

沉积的主要因素，因此肌成纤维细胞的数量和功能在

很大程度上决定了 I> 形成的速度和程度，抑制成纤
维细胞向肌成纤维细胞转分化是抗组织纤维化的重要

策略［&，)，/］。

% % JEDBHKEBD是异黄酮类药物的主要成分，研究表明
其具有抗肿瘤和治疗多种器官纤维化的作用，这种作

用主要通过其特异性抑制 LMN 活性从而抑制细胞的
增殖与功能而实现。LMN在细胞增殖与分化中具有重
要的作用。有研究表明，表皮生长因子 OJA 可协同
LJA=#- 诱导肾小管上皮细胞转分化为间充质细
胞［-2］；此外 JEDBHKEBD 对酸性成纤维细胞生长因子
（8AJA）诱导的肾小管上皮细胞的转分化具有抑制作
用，并呈一定剂量效应关系［--］。我们在前期的研究中

已证实 JEDBHKEBD可抑制 I> 的增殖与胶原合成［0］，而
JEDBHKEBD作为特异性酪氨酸蛋白激酶抑制剂，能拮抗

这类生长因子的生物学作用。本实验应用不同浓度的

JEDBHKEBD干预体外培养的 I> 成纤维细胞，对肌成纤
维细胞标志物 "=>?@的表达强度以及 "=>?@ 阳性细
胞率进行了检测，结果观察到后两者均随应用

JEDBHKEBD的浓度增高而下降，说明 JEDBHKEBD 可抑制成
纤维细胞向肌成纤维细胞的转分化；进一步实验观察

到 JEDBHKEBD能显著抑制三维细胞培养凝胶模型的收
缩，且具有剂量与时间依赖效应，说明 JEDBHKEBD 具有
体外抗瘢痕组织挛缩的作用。瘢痕形成过程中，多种

生长因子的异常表达可引起成纤维细胞内 LMN 的过
度激活，继而经过下游一系列信号分子传递到核内，引

起 "=>?@ 异常表达等转分化现象，使成纤维细胞转化
为肌成纤维细胞，导致组织收缩。本实验结果提示

JEDBHKEBD可能通过阻断此信号传递途径而发挥其抑制
细胞转分化、抗组织挛缩的作用，为防治组织纤维化提

供了一条新的研究思路。
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