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三羟基异黄酮对人瘢痕疙瘩成纤维细胞增殖及侵袭作用的影响

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

+ + 摘+ 要：目的+ 观察 $，(，%’#三羟基异黄酮（,-./01-/.）对体外培养的人瘢痕疙瘩成纤维细胞生长及侵袭作用的影响，
探讨其抗纤维化作用的机制。方法+ 以 &$、$"、!"" !234 5 6 浓度 ,-./01-/.处理体外培养的人瘢痕疙瘩成纤维细胞，788
法检测细胞增殖活性，* 9#脯氨酸掺入法检测细胞胶原合成，8:;.0<-44 小室趋化运动模型检测细胞侵袭能力。结果 +
,-./01-/.作用后，瘢痕疙瘩成纤维细胞的增殖及胶原合成作用降低，细胞的侵袭能力显著下降。随着药物浓度增加，对细
胞的这种抑制作用也增强。结论+ ,-./01-/.具有体外抗瘢痕疙瘩成纤维细胞纤维化与侵袭的作用，可成为治疗病理性瘢
痕及纤维化疾病的有效药物。
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H3D1C<-01 930P/1;4，8C/:U 7/4/1;:T 7-U/S;4 V./W-:0/1T，AC3.IO/.I %"""*’，AC/.;）
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+ + 瘢痕疙瘩（Y-43/U）是一种以胶原等细胞外基质过
度沉积为特征的皮肤纤维化疾病，具有侵袭性生长的

特性。目前对瘢痕疙瘩的发病机制仍不明确，也无满

意的治疗药物，手术切除极易复发［!，&］。$，(，%’#三羟
基异黄酮（ I-./01-/.）是一种特异性酪氨酸蛋白激酶
（ 1T:30/.- P:31-/. Y/.;0-，8R[）抑制剂，对多种肿瘤和纤
维化疾病具有治疗作用［* \ $］。此外，,-./01-/. 还能抑
制恶性肿瘤细胞的侵袭转移［)，(］。我们既往的研究已

证实，,-./01-/. 对病理性瘢痕中增生性瘢痕（ CTP-:#
1:3PC/S 0S;:，9H）的增殖与活性具有抑制作用［’］。本实
验进一步探讨 ,-./01-/. 对瘢痕疙瘩成纤维细胞增殖
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和侵袭作用的影响，为临床应用 ,-./01-/. 治疗瘢痕等
纤维化疾病提供理论依据。

:; 材料与方法

!? !+ 主要仪器与试剂
+ + 苏州 L_#’($ 型超净工作台、美国 H9N6# 6@‘!’!$8A 型二
氧化碳培养箱、美国 ‘-SY2;. 6H&)$"" 液体闪烁计数仪、美国
‘FB#=@E $$" 型酶标仪。8:;.0<-44 小室（滤膜为 !&!2 孔径的
无聚碳酸脂聚乙烯吡咯烷酮多孔滤膜）和 7;1:/I-4（ ‘-S13.
E/SY/.03.，美国）、,-./01-/.（H/I2;，美国）、E7N7 细胞培养基
（9TA43.-，美国）、四甲基偶氮唑蓝（788）（H/I2;，美国）、* 9#脯
氨酸（北京中国原子能科学研究所）、=R7F#!)%"（,/XS3，美
国）。

!? &+ 标本来源
+ + 组织均取自我科 &"") 年 ) 月至 &""( 年 !" 月瘢痕疙瘩患
者，手术切除共 !" 例，其中男性 * 例，女性 ( 例，年龄 !’ a %$
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岁。瘢痕疙瘩的临床诊断标准为初始病因轻微或不明，发展较

缓慢，外观隆起、质硬、高出皮面 ! %& 以上，边缘可见与正常皮
肤间红色的浸润带，常超过原创伤范围，并不断扩大。取材局

部无感染和溃疡，手术切除前未经药物及放射治疗。所有标本

经病理学检查证实。

!$ ’# 人瘢痕疙瘩成纤维细胞体外培养
# # 采用组织块法行瘢痕疙瘩成纤维细胞（ ()*+,- .,/0+/*123，
45）原代培养［6］。将切下的瘢痕组织去除表皮，切成 ! &&’左

右的组织块置于培养瓶，在 78 9:;、’" <、饱和湿度条件下培
养 = > 6 ?，使组织块贴壁，加入适量 @ABA 培养基继续培养，’
>C -换液 ! 次；当细胞达到 6D8融合时行传代培养，每 C > 7
天传代 ! 次，实验用第 ’ > 7 代细胞。

!$ C# AEE法检测细胞增殖
# # 将处于对数生长期的 45细胞用 D$ ;78胰蛋白酶消化，制
成单细胞悬液接种于 F= 孔平面培养板中，调整细胞数为 ;$ 7 G
!DC&* H!，每孔细胞悬液 ;DD !*。实验组分别加入 FF8@AI:配
制的终浓度为 ;7、7D、!DD !&+* J K的 L)M,23),M，对照组只加同体
积的 @AI:（加入细胞培养液后 @AI:终浓度低于 !8，该浓度
对细胞活性没有影响）；各组设 ’ 个复孔，继续培养 C6 ?。再分
别于每孔加入 D$ 78AEE溶液 ;D !*，’"<继续培养 C ?，小心吸
弃上清，每孔加入 !7D !* @AI: 震荡 !7 &,M，振荡待紫蓝色结
晶完全溶解，以酶标仪在 7"D M& 波长检测各孔的光密度值
［!（7"D）］，每组实验重复 ’ 次。

!$ 7# ’NO脯氨酸掺入法检测细胞胶原合成率
# # 将 45单细胞悬液以 ;$ 7 G !DC&* H!接种于 F= 孔培养板，按
上述分组方式及药物浓度加入 L)M,23),M培养 C6 ?，完后每孔加
入’NO脯氨酸（!$ 67 G !DCPQ J孔）、维生素 9、"O氨基丙腈混合液
共 !DD !* 继续培养 !D ?，吸弃上清，D$ ;78胰蛋白酶消化细胞，
加入 @ON1M(2液洗涤细胞后，用多头细胞收集器收集细胞于玻
璃纤维纸上，用三氯醋酸和甲醇冲洗滤纸数次，6D<烘干 ; ?，
液闪测定仪行液闪计数。实验结果以每分钟衰变数（-,2,M3)O
R013,+M2 S)0 &,MT3)，@UA）表示。

!$ =# E01M2V)**小室趋化运动模型检测细胞侵袭能力
# # A130,R)*按说明稀释后铺于 E01M2V)**无聚碳酸脂聚乙烯吡
咯烷酮多孔滤膜（!; !&）的上表面，每孔 7D !*，置于 ;C 孔培养
板 ’"<重建 ! ?，形成一个模拟的基质屏障层。以上分组浓度
L)M,23),M处理 C6 ?后的 45 细胞用 D$ ;78胰酶消化成单细胞
悬液，无血清 WUAX!=CD 调整细胞数至 ! G !D7 K H!。将 E01MO
2V)**小室放入 ;C 孔板，上室中加入 ;DD !*细胞悬液，下室中加
入常规细胞培养液，于 78 9:;、’"<培养 ;C ?。完后取出滤
膜，UPI冲洗，用棉签轻轻擦去滤膜上层未过膜细胞，甲醛固定
7 &,M，苏木精染色后镜下观察。每个滤膜随机选取 7 个不重叠
的 ;DD 倍视野，计算穿膜细胞数。以穿膜细胞的相对数量表示
45细胞的侵袭能力，以侵袭抑制率表示药物的抑制效应。侵
袭抑制率（8）Y（! H实验组穿膜细胞数 J对照组穿膜细胞数）
G !DD8。每组平行设 ’ 个小室，计算平均数。

!$ "# 统计学处理
# # 采用 IUII !D$ D 统计软件进行统计分析，实验结果以 !" Z #
表示，组间比较采用单因素方差分析。

!" 结果

;$ !# L)M,23),M对 45细胞增殖与胶原合成代谢的影响
# # 各组 L)M,23),M 共培养 C6 ? 后，45 细胞的增殖均受到抑
制，与对照组相比具有显著性差异（$ [ D$ D7），且抑制作用随药
物浓度的增加而增强。当 L)M,23),M 浓度为 !DD !&+* J K 时，细
胞的增殖与对照组相比差异非常显著（$ [ D$ D!）。’NO脯氨酸掺
入法检测显示，L)M,23),M共培养 C6? 后 45 细胞的胶原合成下
降，与对照组相比差异具有显著性意义（ $ [ D$ D7）。当
L)M,23),M浓度为 !DD !&+* J K时，胶原合成率与对照组相比差异
非常显著（$ [ D$ D!）（表 !）。

表 #" $%&’()%’&对 *+细胞增殖及胶原合成的影响（% Y !D，!" Z #）

L)M,23),M浓度 细胞增殖［!（7"D）］ 胶原合成（@UA）#
D !&+* J K D$ "’7 Z D$ D== # ! !’7 Z ;’D
;7 !&+* J K D$ =!D Z D$ !;71 # # FF" Z !;=1

7D !&+* J K D$ ’=6 Z D$ !!"1 # # 6"’ Z "F1

!DD !&+* J K D$ ;;F Z D$ DF!/ # # 7’; Z !"=/

1：$ [ D$ D7，/：$ [ D$ D!，与 D !&+* J K浓度组比较

;$ ;# L)M,23),M 对 45细胞侵袭能力的作用
# # 结果显示，各组 L)M,23),M 作用 C6? 均能有效抑制 45 细胞
的侵袭能力，穿过到滤膜下的细胞数量减少，与对照相比具有

显著性差异（$ [ D$ D7），并呈剂量依赖关系。随着药物浓度的
增加，L)M,23),M对细胞的侵袭抑制率逐渐增强（表 ;，图 !）。

表 !" $%&’()%’&对 *+细胞侵袭能力的影响（% Y !D，!" Z #）

L)M,23),M浓度 穿膜细胞数 侵袭抑制率（8）
D !&+* J K !;7$ " Z ;6$ ; —

;7 !&+* J K "7$ ’ Z !=$ ’1 CD$ !
7D !&+* J K ’"$ F Z !;$ 7/ =F$ 6
!DD !&+* J K ’;$ C Z !!$ ’/ "C$ ;

1：$ [ D$ D7，/：$ [ D$ D!，与 D !&+* J K比较

!! !"

!# !$
\：D !&+* J K；P：;7 !&+* J K；9：7D !&+* J K；@：!DD !&+* J K

图 #" ,-.&(/%00细胞迁移模型检测不同浓度 $%&’()%’&对 *+细胞侵袭
的影响作用"（苏木精 G ;DD）

1" 讨论

# # 瘢痕疙瘩是病理性瘢痕的一种，其本质是成纤维

7C=!



细胞的异常增殖和以胶原为主的细胞外基质过度沉

积。瘢痕疙瘩不仅影响功能与外观，产生痛痒症状，与

增生性瘢痕相比，还能向周围正常组织浸润，具有肿瘤

样生长的特性，且手术切除极易复发，治疗效果较差。

寻求有效治疗瘢痕疙瘩的药物一直是医学界的重要研

究课题。

! ! 病理性瘢痕的发生与多种信号转导异常有关。
"#$是与细胞生长发育有密切关系的一类重要的信号
转导通路，其信号异常是多种增殖性病变发生的内在

原因。研究表明，刺激瘢痕疙瘩形成的刺激信号主要

经由其受体偶联的丝氨酸 %酪氨酸激酶&’()*+ 通道传
递［,］；病理性瘢痕组织中表皮生长因子受体（-./0）
高于正常皮肤，磷酸化酪氨酸蛋白表达也增强，病理性

瘢痕的形成是这种信号失衡造成的非正常结局［12］。

此外，细胞的迁移运动证实也与 "#$ 信号有关［11］，
"#$信号的异常参与了肿瘤细胞的一些恶性性状（如
侵袭与转移等）的形成。瘢痕疙瘩虽为一种良性病

变，但由于其能侵入到周围正常组织，在某种程度上与

恶性肿瘤细胞的转移侵袭具有相似性。研究表明，瘢

痕疙瘩患者血浆中胰岛素生长因子&!（ 3./&!）的水
平异常增高，成纤维细胞表达的 3./&!受体数量增
加，提示 3./&!与 3./&!受体途径的活化与瘢痕疙瘩
成纤维细胞的侵袭性有关［14］。加用 3./ 因子可促进
体外瘢痕疙瘩成纤维细胞的侵袭活性，而使用 3./ 抗
体可阻断这种侵袭作用［15］。#6./刺激能提高瘢痕疙
瘩成纤维细胞的增殖和趋化作用，这种促进作用较正

常皮肤成纤维细胞更强，并主要通过 "#$ 家族信号途
径发挥作用［17］。

! ! .89:+;8:9作为一种特异性 "#$ 抑制剂，能阻断生
长因子受体酪氨酸蛋白激酶信号转导途径，从而影响

细胞的增殖和分化，对多种恶性肿瘤和纤维化疾病具

有治疗作用。此外，.89:+;8:9 作为 "#$ 抑制剂，还可
对肿瘤细胞中由于细胞 <细胞外基质的粘附以及相互
作用引起的蛋白酪氨酸磷酸化产生明显的抑制作用，

并通过干扰细胞外基质信号，影响细胞侵袭的起始，进

一步影响侵袭相关性质，如细胞运动、基质蛋白酶活性

等［1=］。我们既往的研究已证实 .89:+;8:9 能抑制增生
性瘢痕成纤维细胞的增殖与胶原合成［>］，本实验结果

显示 .89:+;8:9对瘢痕疙瘩成纤维细胞也具有类似的作
用，且同样表现为剂量依赖效应。除了抑制细胞的增殖

与胶原合成，还具有较强的抑制瘢痕疙瘩成纤维细胞的

侵袭作用，通过引起细胞侵袭能力下降而阻止瘢痕疙瘩

的发展，这一点对揭示瘢痕疙瘩的发病机制以及特异性

治疗具有更为重要的意义。本研究进一步证实了

.89:+;8:9具有多途径抑制组织纤维化的作用，可望开发

成为有效的抗纤维化疾病药物。目前 .89:+;8:9 应用于
治疗纤维化疾病还处于初步阶段，对其影响瘢痕增殖和

信号转导作用的具体过程还有待进一步研究。

参考文献：

［1］6);?@A&BCAD9 6 6E $8FA:*+：) C8G:8D AH ;I8 F:;8C);?C8［J］E BC J #F)+;
’?CK，1,,2，75（1）：L2 < LLE

［4］MF&M;;)C M，N8++ ’，"IA()++89 J N，!" #$E $8FA:* O);IAK898+:+ )9*
;C8);(89;［J］E #F)+; 08PA9+;C ’?CK，422Q，11L（1）：4>Q < 522E

［5］’I:( R S，#)CT J R，#):T R 6，!" #$E .89:+;8:9&:9*?P8* )OAO;A+:+ AH
I?()9 @C8)+; P)9P8C NU/&L P8FF+ :9GAFG8+ P)FO):9&P)+O)+8 )9* )OAO;A&
+:+ +:K9)F:9K T:9)+8 1&O5> (:;AK89&)P;:G);8* OCA;8:9 T:9)+8 )P;:G);:A9
P)+P)*8+［J］E M9;:P)9P8C 6C?K+，422L，1>（Q）：Q7, < Q=LE

［7］’)CT)C / R，M*+?F8 ’，#)*IV8 ’，!" #$E "I8 CAF8 AH K89:+;8:9 )9* +V9&
;I8;:P *8C:G);:G8+ AH :+AHF)GA98 :9 P)9P8C OC8G89;:A9 )9* ;I8C)OV［ J］E
N:9: 08G N8* UI8(，422Q，Q（7）：721 < 72LE

［=］齐荔红，康鲁平，张俊平，等E 染料木素和槲皮素体外抗肝纤维化
作用［J］E 药学学报，4221，5Q（,）：Q7> < Q=1E

［Q］’TAK+8;I R，/AFF8+;)* "，W)C++A9 -，!" #$E "C)9+PC:O;:A9 F8G8F+ AH :9&
G)+:A9&C8F);8* K898+ :9 OCA+;);8 P)9P8C P8FF+ )C8 (A*:H:8* @V :9I:@:;AC+
AH ;VCA+:98 T:9)+8［J］E M#N3’，422Q，117（=）：5Q7 < 5L1E

［L］刘晓霞，丰有吉，赵凤娣，等E 7，=，L&三羟基异黄酮对绒癌耐药细
胞株 JM0 % N"X 增殖、凋亡和侵袭的影响及相关机制［ J］E 中国病
理生理杂志，422L，45（4）：45Q < 471E

［>］曹! 川，李世荣，覃! 霞，等E 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［J］E 第三军医大学学报，422>，52（L）：
Q1> < Q41E

［,］R8F*:9 U R，N:V)YA9A $，;89&6:ZT8 #E "./&@8;) +:K9)FF:9K HCA( P8FF
(8(@C)98 ;A 9?PF8?+ ;ICA?KI ’NM6 OCA;8:9+［ J］E [);?C8，1,,L，5,2
（QQ=,）：7Q= < 7L1E

［12］程! 飚，付小兵，盛志勇，等E 增生性瘢痕与正常皮肤内的磷酸化
酪氨酸蛋白及表皮生长因子受体的变化及意义［ J］E 中华实验外

科杂志，4224，1,（5）：4>5E
［11］’PIF)8OH8C 6 6，N:;C) ’ $，3F:P 6E UA9;CAF AH (A;:F8 )9* :9G)+:G8 P8FF

OI89A;VO8+ @V HAP)F )*I8+:A9 T:9)+8［ J］E B:API:( B:AOIV+ MP;)，
4227，1Q,4（4 < 5）：LL < 124E

［14］#I)9 " "，W:( 3 J，B)V B R，!" #$E 0AF8 AH 3./ +V+;8( AH (:;AK89+
:9 ;I8 :9*?P;:A9 AH H:@CA@F)+; OCAF:H8C);:A9 @V T8FA:*&*8C:G8* T8C);:9A&
PV;8+ %& ’%"()［J］E M( J #IV+:AF U8FF #IV+:AF，4225，4>7（7）：U>Q2
< U>Q,E

［15］SA+I:(A;A R，3+I:I)C) R，\I;+?C? M，!" #$E \G8C8]OC8++:A9 AH :9+?&
F:9&F:T8 KCAD;I H)P;AC&1（ 3./&3）C8P8O;AC )9* ;I8 :9G)+:G898++ AH P?F&
;?C8* T8FA:* H:@CA@F)+;+［ J］E M( J #);IAF，1,,,，1=7（5）：>>5 <
>>,E

［17］R):+) N，\TAPI: R，.CA;89*AC+; . 0E -F8G);8* F8G8F+ AH #6./ )FOI)

C8P8O;AC+ :9 T8FA:* H:@CA@F)+;+ PA9;C:@?;8 ;A )9 89I)9P8* C8+OA9+8 ;A
#6./［J］E J 39G8+; 68C();AF，1,,7，125（7）：=Q2 < =Q5E

［1=］$A?+:*A? \ UI，"Y)9)T)T:+ . [，$)C)()9A+ [ $E -HH8P;+ AH ;I8 9);&
?C)F :+AHF)GA9A:* K89:+;8:9 A9 KCAD;I，+:K9)F:9K O);ID)V+ )9* K898 8]&
OC8++:A9 AH ();C:] ()PCA(AF8P?F8+ @V @C8)+; P)9P8C P8FF+［ J］E N:9:
08G N8* UI8(，422Q，Q（5）：551 < 55LE

（编辑! 汪勤俭）

Q7Q1 ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! 第 ! 三 ! 军 ! 医 ! 大 ! 学 ! 学 ! 报 ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! 第 52卷


