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法舒地尔对ＴＧＦβ诱导尿道成纤维细胞增殖、迁移以及胞外基质合成的影响
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［摘　要］　目的　探究法舒地尔对ＴＧＦβ诱导尿道成纤维细胞增殖、迁移以及胞外基质合成的影响。方法　无菌条件下获
得家兔尿道瘢痕组织，采用酶解法提取原代尿道成纤维细胞，用１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ或者联合不同浓度（０，２５，５０μＭ）法舒地尔处理
后，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测αＳＭＡ、胶原蛋白Ⅰ、胶原蛋白Ⅲ和自噬以及迁移相关蛋白的表达。采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验和ＭＴＴ实验分别
检测成纤维细胞迁移以及增殖能力。结果　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＴＧＦβ明显上调了αＳＭＡ蛋白、胶原蛋白Ⅰ、胶原蛋白Ⅲ，法舒
地尔下调了胞外基质蛋白表达（Ｐ＜０．０５），并且呈浓度依赖性。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验和 ＭＴＴ实验显示，ＴＧＦβ增加了细胞迁移数量和细
胞活性（Ｐ＜０．０５），而法舒地尔抑制了细胞迁移数量（Ｐ＜０．０５），下调了细胞活性（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果还显示，ＴＧＦβ显
著下调了ｐＡＫＴ、ｐｍＴＯＲ和ｐ６２等蛋白表达（Ｐ＜０．０５），上调了ＡＴＧ７、ＡＴＧ５、ＬＣ３等自噬相关蛋白表达（Ｐ＜０．０５）；而法舒地尔上调
了ｐＡＫＴ、ｐｍＴＯＲ和ｐ６２等蛋白表达（Ｐ＜０．０５），抑制了ＡＴＧ７、ＡＴＧ５、ＬＣ３等自噬相关蛋白表达（Ｐ＜０．０５）。结论　法舒地尔可以
通过激活细胞自噬从而抑制ＴＧＦβ诱导的成纤维细胞增殖、迁移以及胞外基质合成，其作用与促进ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路相关。
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　　尿道狭窄是泌尿外科常见的疾病，伤口创面过度
修复，形成增生性瘢痕，破坏尿道完整性，形成功能性

狭窄，是尿道狭窄的诱因之一［１３］。近年来，创伤性、炎

症性、医源性尿道狭窄患者和手术后复发患者数量显

著增加，术后 ２年内尿道狭窄的复发率为 ５０％ ～
７０％［４］。尿道狭窄扩张手术—再狭窄的恶性循环使

得尿道狭窄的临床治疗成为难题［５］。目前，尿道狭窄

以药物治疗及尿道内切开手术治疗为主，但均存在远

期疗效不佳、容易复发的缺点。因此，亟需寻找有效治

疗尿道狭窄的药物。
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尿道狭窄由尿道瘢痕增生引起，而转化生长因子β
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）诱导的成纤维细
胞增生是尿道瘢痕形成的关键因素［６７］。成纤维细胞

的主要作用是修复细胞，该过程受 ＴＧＦβ调控［８９］。

尿道成纤维细胞在正常情况下处于静止状态，在尿道

损伤时经ＴＧＦβ调控可进行表型转换。活化的成纤
维细胞大量增殖，表现出较强的分泌和胶原沉积的能

力，致使细胞外基质如胶原蛋白过度合成和沉积，最终

导致尿道瘢痕形成。近年来有研究报道，法舒地尔在

肺纤维化和尿道瘢痕形成中发挥了重要作用，参与肺

成纤维细胞和尿道瘢痕成纤维细胞的表型转化以及胶

原的异常合成［１０１１］。本研究拟提取尿道狭窄家兔的

原代尿道成纤维细胞，通过体外培养给药后，探究法舒

地尔对尿道成纤维细胞迁移和增殖能力以及胞外基质

合成的影响，以探索法舒地尔对 ＴＧＦβ诱导的成纤维
细胞转型的作用，为尿道狭窄的治疗提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１０％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶（ＢｉｏＲａｄ）、αＳＭＡ抗体（Ｓｉｇ

ｍａ）、Ａｋｔ抗体（Ｓｉｇｍａ）、ｐＡＫＴ抗体（Ｓｉｇｍａ）、ｍＴＯＲ抗
体（Ｓｉｇｍａ）、胶原蛋白Ⅰ抗体（ＣＳＴ）、胶原蛋白Ⅲ抗体
（ＣＳＴ）、ＬＣ３抗体（ＣＳＴ）、Ｅ钙黏蛋白抗体（ＣＳＴ）、波形
蛋白抗体（ＣＳＴ）、纤维黏连蛋白抗体（ＣＳＴ）、Ｎ钙黏蛋
白抗体 （ＣＳＴ）、ＡＴＧ５抗 体 （ＣＳＴ）、ＡＴＧ７抗 体
（Ａｂｃａｍ）、ＩｇＧＨＲＰ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）二抗、ＤＡＰＩ（Ｂｅｙｏ
ｔｉｍｅ）、侵袭小室（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　在无菌条件下获得家兔体内少
量的尿道瘢痕组织，将组织标本洗涤并浸泡在平衡盐

溶液中，然后切成大小为１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ的标
本［１２１３］。将标本置于３７℃、０．１％胶原酶中消化５０ｍｉｎ
后过滤，组织悬浮液以１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，在含
２０％灭活胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液中复苏，获得原代
尿道成纤维细胞，并采用免疫组织化学染色法进行细

胞鉴定。取第３代细胞进行细胞爬片、固定、灭活过氧
化物酶，按顺序滴加血清封闭液、波形蛋白（成纤维细

胞的特异性标记蛋白）Ⅰ抗、Ⅱ抗及 ＡＢＣ复合物，以
ＤＡＢ显色，然后脱水、透明、封片，显微镜观察。成纤
维细胞在 ＤＭＥＭ培养基（含 １０％胎牛血清、青霉素
１００μ／ｍＬ、链霉素１００μｇ／ｍＬ、丙酮酸１０ｍｍｏｌ／Ｌ、谷
酰胺 １０ｍｍｏｌ／Ｌ、非必需氨基酸 ２０ｍｍｏｌ／Ｌ）中于
３７℃、５％ＣＯ２条件下培养。

１．２．２　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞迁移　　小室嵌片置
于含２×１０４／Ｌ细胞的２４孔板内，１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ或
５０μＭ法舒地尔与１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ共同处理２４ｈ，分
为对照组、ＴＧＦβ组和法舒地尔（Ｆａｓｕ）５０μＭ＋ＴＧＦβ
组。取出小室内庭，用 ＰＢＳ洗涤，４％多聚甲醛固定。
内庭上部细胞用０．１％结晶紫染色。细胞迁移数量用
ＩｍａｇｅＪ软件计算。
１．２．３　ＭＴＴ实验检测细胞增殖　　成纤维细胞按每
孔２×１０３／Ｌ接种于 ９６孔板，１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ或
５０μＭ法舒地尔与１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ共同处理２４ｈ，分
为对照组、ＴＧＦβ组和 Ｆａｓｕ５０μＭ＋ＴＧＦβ组。然后
用５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ溶液１０μＬ处理４ｈ，弃去培养液加
入二甲基亚砜，并于 ５７０ｎｍ处测量光密度值（ＯＤ
值）。细胞增殖率 ＝［（实验组 ＯＤ值 －空白组 ＯＤ
值）／（正常组ＯＤ值－空白组ＯＤ值）］×１００％。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　　测量细胞外基
质蛋白和自噬相关蛋白表达情况时，成纤维细胞按每

孔５×１０４／Ｌ接种于细胞皿，用１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ或者
联合不同浓度（０，２５，５０μＭ）的法舒地尔共同处理
２４ｈ，分别设为对照组、ＴＧＦβ组、Ｆａｓｕ２５μＭ＋ＴＧＦβ
组和Ｆａｓｕ５０μＭ＋ＴＧＦβ组。收集细胞，用冷 ＰＢＳ溶
液洗２次，加入 ３００μＬ裂解液（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ
ｐＨ７．６、１６０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、１ｍｍｏｌ／ＬＥＧＴＡ、１％脱氧胆
酸、１％Ｔｒｉｔｏｎ、０．１％ＳＤＳ）于冰上裂解 ５ｍｉｎ后，以
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，上清液于 －８０℃储存。总
蛋白用１０％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶分离，并转移到 ＰＶＤＦ膜
上。分别孵育αＳＭＡ蛋白、胶原蛋白Ⅰ、胶原蛋白Ⅲ、
ｐ６２、ＬＣ３、ＡＴＧ５、ＡＴＧ７（１∶２０００稀释），４℃过夜，二抗
用ＩｇＧＨＲＰ室温孵育１ｈ。显影后用 ＩｍａｇｅＪ软件计
算蛋白浓度。测量细胞迁移相关蛋白以及 ＡＫＴ／
ｍＴＯＲ信号通路相关蛋白时，成纤维细胞按每孔
５×１０４／Ｌ接种于细胞皿，用１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ或者联合
５０μＭ法舒地尔共同处理 ２４ｈ，分别设为对照组、
ＴＧＦβ组、Ｆａｓｕ５０μＭ组和 Ｆａｓｕ５０μＭ＋ＴＧＦβ组。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ操作步骤除一抗孵育环节替换为波形蛋
白、纤维黏连蛋白、Ｎ钙黏蛋白、Ｅ钙黏蛋白、Ａｋｔ／
ＰＫＢ、ｐＡＫＴ、ｍＴＯＲ、ｐｍＴＯＲ（１∶２０００稀释）等抗体稀释
液，其余步骤一致。

１．３　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行分析。使用ＰＰ图

及ｔｔｅｓｔ对所有的数据行正态性及方差齐性检验；符合
正态分布的计量资料采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。
２组间均数比较采用独立样本 ｔ检验，多组检验用
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ＡＮＯＶＡ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　法舒地尔对成纤维细胞外基质相关蛋白的影响
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示（图 １），相比于对照组，

ＴＧＦβ组的αＳＭＡ蛋白、胶原蛋白Ⅰ和胶原蛋白Ⅲ表
达明显增加（Ｐ＜０．０５）。相比于 ＴＧＦβ组，其余各组
的αＳＭＡ蛋白、胶原蛋白Ⅰ和胶原蛋白Ⅲ等细胞外基
质蛋白表达明显下降（Ｐ＜０．０５）。

ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ电泳图；ｂ：αＳＭＡ相对表达量；ｃ：胶原蛋白Ⅰ相对表达量；ｄ：胶原蛋白Ⅲ相对表达量　：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；
＃：与ＴＧＦβ组比较，Ｐ＜０．０５

图１　法舒地尔对成纤维细胞外基质相关蛋白的影响

２．２　法舒地尔对成纤维细胞增殖、迁移的影响
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示（图２ａ～ｂ），ＴＧＦβ组的

细胞迁移数量显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），Ｆａｓｕ
５０μＭ＋ＴＧＦβ组的细胞迁移数量显著低于ＴＧＦβ组
（Ｐ＜０．０５）。ＭＴＴ结果实验显示（图 ２ｃ），相比于
ＴＧＦβ组，对照组及Ｆａｓｕ５０μＭ＋ＴＧＦβ组的细胞增

殖率显著较低（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示（图
２ｄ～ｈ），相比于对照组，ＴＧＦβ组的波形蛋白、纤维黏
连蛋白、Ｎ钙黏蛋白表达显著上升，Ｅ钙黏蛋白表达显
著下降（Ｐ＜０．０５）；相比于 ＴＧＦβ组，Ｆａｓｕ５０μＭ＋
ＴＧＦβ组的波形蛋白、纤维黏连蛋白、Ｎ钙黏蛋白表达
显著下降，Ｅ钙黏蛋白表达显著上升（Ｐ＜０．０５）。

ａ：细胞迁移结晶紫染色图（×２０）；ｂ：细胞迁移数量定量分析；ｃ：细胞增殖定量分析；ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ电泳图；ｅ：Ｅ钙黏蛋白相对表达量；ｆ：波
形蛋白相对表达量：ｇ：纤维黏连蛋白相对表达量；ｈ：Ｎ钙黏蛋白相对表达量　：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ＴＧＦβ组比较，Ｐ＜０．０５

图２　法舒地尔对成纤维细胞增殖、迁移的影响

２．３　法舒地尔对ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路的影响
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，相比于对照组，ＴＧＦβ组

的ｐＡＫＴ蛋白表达显著下降（Ｐ＜０．０５），但 ｐｍＴＯＲ表

达无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。与 ＴＧＦβ组相比，Ｆａｓｕ
５０μＭ＋ＴＧＦβ组的ｐＡＫＴ和ｐｍＴＯＲ蛋白表达明显上
升Ｐ＜０．０５），见图３。

５６４局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０２１，３０（６）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ电泳图；ｂ：ｐＡＫＴ蛋白相对表达量；ｃ：ｐｍＴＯＲ蛋白相对表达量　：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ＴＧＦβ组比较，Ｐ＜０．０５
图３　法舒地尔对ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路的影响

２．４　法舒地尔对成纤维细胞自噬相关蛋白的影响
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，相比于对照组，ＴＧＦβ组

的 ＡＴＧ７、ＡＴＧ５、ＬＣ３自噬相关蛋白表达显著上升
（Ｐ＜０．０５），Ｐ６２蛋白表达显著下降（Ｐ＜０．０５）；相比

于ＴＧＦβ组，Ｆａｓｕ２５μＭ＋ＴＧＦβ组和 Ｆａｓｕ５０μＭ＋
ＴＧＦβ组的ＡＴＧ７、ＡＴＧ５、ＬＣ３自噬相关蛋白表达明显
下降（Ｐ＜０．０５），Ｐ６２蛋白表达显著上升（Ｐ＜０．０５），
见图４。

ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ电泳图；ｂ：ＡＴＧ７蛋白相对表达量；ｃ：ＡＴＧ５蛋白相对表达量；ｄ：Ｐ６２蛋白相对表达量；ｅ：ＬＣ３蛋白相对表达量　：与
对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ＴＧＦβ组比较，Ｐ＜０．０５

图４　法舒地尔对成纤维细胞自噬相关蛋白的影响

３　讨论

尿道狭窄是一种慢性创伤性疾病，其特征是尿道

内纤维组织的形成增加。其病理过程包括创面过度修

复，尿道黏膜及海绵体组织纤维化，尿道腔增生、压迫

或堵塞，最终导致尿道梗阻等功能紊乱［１４］。尿道瘢痕

狭窄的形成是瘢痕成纤维细胞、细胞因子和细胞外基

质共同作用的结果。细胞外基质含有蛋白质、多糖等

大分子物质，包括胶原蛋白、弹力蛋白、纤维蛋白、蛋白

多糖等，这些生物大分子的无序合成和降解最终导致
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瘢痕形成［１５］。因此，抑制成纤维细胞的异常生物学活

性和基质在瘢痕组织中的过表达是预防瘢痕组织增生

挛缩的有效途径。

尿道瘢痕成纤维细胞是尿道狭窄主要的效应细

胞［１６］，其增殖和迁移在尿道瘢痕形成中具有重要意

义。ＴＧＦβ可以诱导纤维细胞增殖、迁移。除此之外，
ＴＧＦβ可诱导尿道成纤维细胞转换成肌成纤维细胞，
增加αＳＭＡ蛋白的合成和表达，αＳＭＡ蛋白和胶原蛋
白的过表达是尿道瘢痕形成的主要原因［１７］。αＳＭＡ
蛋白组成细胞骨架基本结构，是成纤维细胞转换成肌

成纤维细胞的特殊标志。尿道损伤后 ＴＧＦβ诱导
αＳＭＡ蛋白表达并促进其转换［１８１９］。同时胶原蛋白Ⅰ
和胶原蛋白Ⅲ是胞外基质的主要成分。尿道狭窄海绵
体由８３．９％的胶原蛋白Ⅰ和１６．１％的胶原蛋白Ⅲ组
成［２０］。本研究中 ＴＧＦβ显著提高了 αＳＭＡ蛋白、胶
原蛋白Ⅰ和胶原蛋白Ⅲ的表达量，促进了细胞迁移和
增殖，与上述研究结果一致。进一步研究发现，法舒地

尔的各个剂量组显著降低了αＳＭＡ蛋白、胶原蛋白Ⅰ
和胶原蛋白Ⅲ的表达量，从而抑制了成纤维细胞向肌
成纤维细胞转化，高浓度的法舒地尔明显抑制了ＴＧＦβ
刺激下成纤维细胞的增殖与迁移能力。同时本研究观

察到经法舒地尔处理后，波形蛋白、纤维黏连蛋白、

Ｎ钙黏蛋白表达显著下降，Ｅ钙黏蛋白表达显著上升，
提示法舒地尔也抑制了 ＴＧＦβ诱导的成纤维细胞向
肌成纤维细胞转换。

自噬是细胞再利用细胞内组分包括大分子来维持

细胞稳态的分解代谢通路，近年来发现，其在纤维化疾

病的发生发展过程中也发挥了极大的作用［２１］。

ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路是一个重要的真核细胞通路，可
以参与到免疫抑制、细胞增殖、凋亡以及自噬等过程。

研究表明，ｍＴＯＲ介导的自噬途径可以抑制成纤维细
胞增殖，预防硬膜外纤维化粘连［２２］。Ｋｉｙｏｎｏ等［２３］证

明通过调节 ＡＭＰＫ驱动的 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ和 ＴＧＦβ／
ＳＭＡＤ３通路可以缓解异丙肾上腺素诱导的心肌纤维
化。在肝肿瘤细胞和哺乳动物肿瘤细胞中 ＴＧＦβ可
以快速刺激细胞自噬，但具体机制尚不明确。Ｈｅ
等［２４］的研究证明 ＴＧＦβ诱导的纤维形成可以被
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ介导的自噬抑制。本研究结果显
示，ＴＧＦβ组的ｐＡＫＴ、ｐｍＴＯＲ和 ｐ６２蛋白表达显著下
降，ＡＴＧ７、ＡＴＧ５、ＬＣ３等自噬相关蛋白上调，提示自噬
过程被抑制；而法舒地尔不仅上调了 ｐＡＫＴ、ｐｍＴＯＲ、
ｐ６２等蛋白，抑制了ＡＴＧ７、ＡＴＧ５、ＬＣ３等自噬相关蛋白，
同时还抑制了成纤维细胞的增殖、迁移以及胞外基质合

成，表明法舒地尔可以通过激活 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路

激活自噬，进而抑制ＴＧＦβ诱导的成纤维细胞转型。
综上所述，本实验初步证实了法舒地尔可以通过

激活ＡＫＴ／ｍＴＯＲ介导的自噬从而抑制 ＴＧＦβ诱导的
成纤维细胞增殖、迁移以及胞外基质合成，提示法舒地

尔可能在尿道狭窄中发挥治疗作用。
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某儿童医院术后切口感染病原菌及耐药性分析

林　海１，王　燕２　（海南省妇女儿童医学中心药学部，海南 海口 ５７１１００）

［摘　要］　目的　分析儿童医院外科手术后切口感染病原菌及耐药性情况，为预防和治疗术后感染提供科学依据。方法　收
集海南省妇女儿童医学中心外科手术后创口分泌物及脓液送检标本，采用 ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物药敏分析仪进行细菌培
养鉴定和药敏试验，采用ＷＨＯＮＥＴ５．６软件进行统计学分析。结果　２９２例外科手术后切口感染患者的创口分泌物和脓液标本中
共分离出１６９株病原菌，其中革兰氏染色阳性球菌占５９．２％，主要为金黄色葡萄球菌；革兰氏染色阴性杆菌占３３．７％，主要为大肠
埃希菌、肺炎克雷伯菌、铜绿假单胞菌、鲍曼不动杆菌；真菌占７．１％，主要为白色念珠菌。药敏结果方面，金黄色葡萄球菌多重耐药
以苯唑西林敏感性实验作为标准，耐药率为４８．３％，革兰氏染色阴性杆菌中大肠埃希菌对 β内酰胺类抗生素的耐药性略高，肺炎
克雷伯菌对β内酰胺类抗生素有较高的耐药性，铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌对各类抗生素都较敏感。结论　外科手术后切口感
染以金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌为主，细菌耐药情况仍然比较严峻，合理的术前准备工作和有效的使用抗菌药物

治疗尤为重要，应尽量减少或避免经验用药，同时应当加强抗生素使用的监管，杜绝滥用，以减少耐药菌株的产生。

［关键词］儿童医院；外科手术；手术部位感染；医院感染；致病菌；耐药性
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