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槲皮素活化 roTOR信号通路对 L929成纤维细胞增殖的影响 

董海良 ，张 颖 ，黄谢梅 ，黄 宏z，郭 撵z，邢 伟 z，郝 进 t，徐 祥。 

(1．重庆医科大学附属第二医院皮肤科，重庆 400010；2．第三军医大学大坪医院野战外科研究所第一研究室， 

创伤、烧伤与复合伤国家重点实验室，重庆 400042) 

【摘 要】目的：探讨槲皮素(Quercetin，QU)对L929成纤维细胞增殖的影响及其分子机制。方法：采用四甲基偶氮唑蓝(M rITI1)法 

检测Qu对L929细胞增殖的影响，荧光素酶报告基因法检测QU对蛋白质翻译调控的影响、Western blot法检测 Qu对mT0R 

介导的蛋白质翻译调控通路关键基因mTOR、P～4E—BP1(翻译起始因子4E的结合蛋白)的磷酸化，细胞周期调控蛋白cyclin D1 

的表达及 mTOR通路阻断实验。结果：MTT法检测结果显示在 36 h干预点，浓度为 lxl0 、1．5x10-4,2x10-~,2．5xlO。mol／L时，QU 

可明显促进 L929细胞增殖(P<0．01)；荧光素酶报告基因检测系统结果显示：在 36 h干预点，2．5x10 mol／L Qu与对照组相比， 

RLU(相对光单位)值明显增加(P<0．001)；Western blot法检测结果显示，mTOR、eyelin、D1和 P一4E—BP1的表达明显增加。100 

ng／ml的雷帕霉素作用 36 h后，与对照组相比，QU组 P一4E—BPI、mTOR、cyclin D1蛋白表达明显增加，雷帕霉素组明显减少 ，雷 

帕霉素+QU组蛋白表达明显增加，但较 QU组有所减少。结论：QU可通过诱导 mTOR信号通路活化，进而促进细胞周期调控蛋 

白cyclin DI的表达 ，诱导 L929细胞的增殖。 
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The effect of quercetin on mouce fibrob—last eellIine L929 proliferation 

through activating mTOR signal pathway 

DONG Hai—lianf，ZHANG Ying，HUANG Xie—meil,HUANG HOngz，GUO Wei2,XING Wei2,HA0 JitL1,XUXiang~ 
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the Third Military University) 

【Abstract]Objective：To determine the effect of quercetin on mOllCe fibrob—last cell line L929 proliferation and explore it(s molecular 

mechanism．Methods：The effect of mouce fibctrob—last cell line L929 proliferation was measured by MTY assay；the effect of quercetin 

on protein regulation was detected by luciferase reporter assay；the effect of quercetin on the expressions of mTOR，cyclin D 1 and 

p一4E—BP1，key genes in the mTOR～mediated protein translation pathway，was determined by Western blotting analysis．Results：A— 

mong the high concentration groups(1，1．5，2，2．5)x10 mol／L at the point of 36 hours，quereetin significantly induced proliferation of 

mouce Compared with the control group，the RLU(relative light units)of 2．5x10 mol／L quercetin value fibrob—last cell line L929：the 

Luciferase reporter gene detection system showed as follows：increased significantly at the point of 36 hours；Quercetin increased the 

expression of mTOR and cyclin D1，and the phosphorylation of 4E-BP1 in mouce fibro—blast cell line L929 by Western blotting
，and 

roTOR pathway blocking experiments．After 1 O0 ng／ml rapamycin for 36 h，compared with the control group
，the P一4E—BP1，mTOR 

and cyclin D I protein expressions of quercetin group were significantly increased；those of rapamycin group were significantly re— 

duced；and those of rapamycin+quercetin group were increased
，but decreased compared with quercetin group．Conclusion：Quercetin 

can induce mouce fibrob—last cell line L929 proliferation through activating roTOR signal pathway to increase expression of cyclin 

D1． 
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槲皮素(Quercetin．QtJ)是一种广泛存在于植物界的黄酮 

类化合物，是中药槲树皮的主要提取物之一。因其具有抗炎、 

抗过敏、解痉、强心、降压降脂、扩张冠脉、抗心率失常、抗血小 

板聚集、抗氧化、抗肿瘤等广泛的药理作用，而备受关注 j。 

有研究证实，小剂量 Qu(10 tool／L)抑制细胞增殖 ，而较大 

剂量(10 mol／L)．~ll促进平滑肌细胞增殖 ，其机制可能是由 

于不同浓度的 QtJ对 ~IAPK(促分裂素原活化蛋白酶)有着不 

同的影响，而致高低剂量作用不同。还有 QU对溃疡 、创面具 

有保护作用 并能促进伤口愈合，但其促进伤口愈合的作用 

机制目前仍不清楚l7 】。本研究拟以鼠皮肤结缔组织纤维母 

细胞L929细胞株为细胞模型，充分探讨 QU在促进伤I21愈合 

和细胞增殖中的分子机制，为 Qu在伤口愈合治疗中的应用 

提供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 细胞 L929成纤维细胞株购自南京凯基生物科技发 

展有限公司。在含 10％新生小牛血清的高糖DMEM培养基、 

37~C 5％的 CO 饱和湿度条件下培养 ，每 3 d换液传代，实验 

选用对数生长期的细胞。 

1．1．2 试剂 QU购自西安飞达有限公司，并用培养基稀释 

成2．5xlO~tool／L；OMEga(改良Eagle培养基)培养基购自美国 

Gibco公司；新生小牛血清购自HyClone公司；四甲基偶氮唑 

蓝(MTI")和二甲基亚砜(DMSO)购 自Sigma公司；荧光素酶 

报告基因检测试剂盒购自Promega；子质体 PolyJetTM Reagent 

购自美国SignaGen；鼠抗P一4E一13P1单克隆抗体购自Cell Si 

naling公司；鼠抗 GAPDH单克隆抗体、兔抗 mTOPt单克隆抗 

体购自sanIa Cruz；I-IP,P标记的lIj羊抗鼠IgG二抗、HRP(辣根 

过氧化酶)标记的山羊抗兔 IgC二抗购自中杉金桥。 

1．2 方法 

1．2．1 Mrrr法检测细胞生长增殖率 L929细胞按 0．2xlO 

个／m1密度接种于 96孔板，按终浓度不同，设对照组(O g，n 1) 

和实验组(1xlO 、1．5xlO-4,2xlO-~,2．5xlO mol／L)，分别于 36 

h后进行 MTr试验检测。步骤如下：向每孑L内加入 2O M1rr 

(5 g／L)溶液，37~C、5％ CO 培养箱内培养细胞 4 h，弃去孑L内 

培养液，每孔加入 150 Ix]DMSO，摇床振荡 10 rain，使结晶物 

充分溶解 ，在酶标仪上测 490 11111波长处各孔的光密度值 

D49o。细胞生长增殖率=(实验组 D49O-1)／对照组 Dg~oX100％ 

1．2．2 荧光素酶报告基因检测 皮肤 L929成纤维细胞常规 

培养至对数生长期，细胞按 5x10 个／ml密度接种于 6孑L板， 

总体积为 2 ml。培养 24 h后按如下分组处理细胞：实验共分 

为 2组，对照组为只加培养基的正常细胞组，等到细胞长到 

5O％左右进行细胞换液，分别用含 1．0 Ixg PeDNA—LUC质粒和 

3．0 Ixl PolyJetTM Reagent子质体混匀后转染 L929细胞，10 h以 

后换液用 2．5xlO mol／L Qu加入细胞培养基中，继续培养 36 

h，4cc预 冷 PBS洗 3遍 ，然后 Glo Lysis Buffer裂解 5 rain，按 

Steady—Glo⑧荧光素酶报告基因检测试剂盒说明进行操作，采 

用 GOMAX Promega发光计检测 ．重复3次。 

1．2．3 免疫印迹法检测 P一4E—BP1、roTOR、cyclin DI蛋白的 

表达 选用生长状态 良好的 L929细胞 ．常规培养至对数生 

长期，细胞按 lxl0 个，ml密度接种于6 em板，总体积为 3 rnl。 

培养 24 h后按如下分组处理细胞：实验共分为 2组．设只加 

培养基的正常细胞对照组，2．5x104 mol／L QU组，培养 36 h。参 

照试剂盒说明书，分组提取总蛋白，采用 BCA法测定蛋白浓 

度，使每个样品蛋白浓度稀释到 1 咖 l，每个样品取 50 珩 

10％SDS—PAGE，半干转移至PVDF(聚偏氟乙烯)膜上，5％ 

脱脂奶粉室温封闭2 h，分别加入兔抗P-4E—BP1单克隆抗体 

(1：500)、鼠抗 GAPDH单克隆抗体(1：500)、兔抗roTOR单 

克隆抗体(1：500)，兔抗 cyclin D1单克隆抗体 ，4℃孵育过夜， 

TPBS充分洗膜后分别加入 HRP标记的山羊抗 鼠IgG二抗 

(1：15 000)和山羊抗兔 IgG二抗(1：15 000)，室温孵育 2 h， 

TBST洗膜后，ECL试剂显色，在 x光洗片机(HQ一320XT)上 

曝光，实验重复 3次。 

1．2．4 mTOR通路阻断实验 实验分为 4组，设只加培养基 

的正常细胞为对照组，100 ng／ml的雷帕霉素组[18,191。2．5x10 

mol／L 0u组 ，100 n#ml的雷帕霉素+2．5x10 mol／L OU组 ， 

药物刺激 36 h后，提取蛋白．然后用 Western blot检测 P-4E— 

BP1、roTOR、eyelin DI蛋白的表达(方法同上)。 

1．3 统计学处理 

所有数据均采用均数±标准差( ±s)表示，数据分析采用 

统计程序软件包(SPSS10．0)进行方差分析 ，两组之间比较采 

用 t检验，多组之间比较采用方差分析，以 P<0．05为差异有 

统计学意义。 

2 结 果 

2．1 QU对 L929细胞的增殖效应 

经不同浓度的 Qu处理，培养 36 h后对 L929成纤维细 

胞生长增殖结果表明：①在较大剂量(>10。mol／L)浓度下，随 

着药物浓度的增加，细胞存活数量增加，成增长趋势(图1)。 

②<l0r4 mol／L浓度下则相反。 

Qu对L929成纤维细胞增值的影响 

+对照组 OD值 

+ 药物 OD值 

浓度 ×l0r4mol／L 

0 0．5 1 1．5 2 2．5 3 

图 1 不同浓度的QU在 36 h后对 L929细胞的影响 

2．2 QU对细胞增殖的影响 

Qu作用于 L929细胞 36 h后，Steady—Glo~荧光素酶报 

告基因检测系统结果显示：2．5x10 mol／L QU与对照组相 
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的磷酸化．并通过雷帕霉素阻断实验I 】，4E—BP1的磷酸化 

表达显著下调。由此提示，QU通过活化 mTOR信号通路 ．进 

而增加 4E—BP1的磷酸化 ，启动帽依赖性蛋白质的翻译。其 

中eIF一4F(翻译起始因子一4F)的形成是帽依赖性蛋白的翻 

译起始的关键限速步骤之一。本研究发现 QU正是通过激活 

mTOR信号通路，进而启动蛋白质翻译起始复合物的形成。 

而调控 L929细胞的蛋 白质翻译。cyclin D1作为mTOR信 

号通路和 eIF4E的靶基因，其翻译过程也是通过帽依赖性蛋 

白质的翻译途径进行。本研究也证实，QU也可上调 cyclin D1 

的表达。cyclin D1增加，可刺激细胞从 G 期进提前进入 s期 ， 

从而促进成纤维细胞的增殖和分泌 。 

本研究显示 QU在一定浓度范围内可通过诱导 mTOR 

的表达，活化此信号通路，进而调控细胞周期调控蛋白cyclin 

Dl的表达，促进皮肤 L929细胞的增殖，在皮肤溃疡、创面愈 

合的促愈中发挥重要的作用。目前的研究尚未解决 QU是否 

存在靶受体，传递致细胞增殖信号具体转导途径等关键问 

题。因此进一步研究将明确 Qu促进细胞增殖作用机制、探 

索可能的分子作用靶点。 
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