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青蒿琥酯对体外瘢痕疙瘩成纤维细胞的抑制作用 

江 川，贺光照，冯登超 

(重庆医科大学附属第一医院烧伤整形科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨青蒿琥酯对瘢痕疙瘩(Keloid)成纤维细胞(Fibroblast，Fb)的增殖抑制作用及其作用机制。方法：将 60 mg／L 

的青蒿琥酯作用于体外培养的瘢痕疙瘩成纤维细胞 24 h，MTF法检测细胞生长抑制率，免疫细胞化学和western blotting法检测 

分化抑制因子 1(Inhibitorofdifferentiation 1，Id1)的表达情况。结果：在青蒿琥酯的作用下，成纤维细胞的 Idl表达降低。结论： 

青蒿琥酯抑制成纤维细胞的机制可能与抑制 Idl的表达有关。 

【关键词】青蒿琥酯钠；瘢痕疙瘩；成纤维细胞；分化抑制因子 l(Id1) 
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Inhibition of artemisinin of fibroblasts derived frOm human keloid in vitro 

JIANG Chuan，et al 

(Department ofthe BurningandPlastic，the FirstAffiliatedHospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the inhibition of artesunate on fibroblasts in vitro derived from human keloid．Methods：60mg／L 

artesunate was added to the medium ．The effects of artesunate on fibroblasts in vitro were observed after 24h．The inhibitory rate of the 

cellular growth was meassured using MTI"assay．The expression of Id l protein was detected by immunohistochemistry and western blotting． 

Results：The data indicated that the expression of Idl of fibroblasts derived from keloid were depressed by artesunat．Conclusion：Th e 

mechanism of inhibit fibroblast proliferation by artesunat might be related to the depression of protein expression of Id 1． 

【Key words】Artesunate；Keloid；Fibroblast；Inhibitor of differentiation 1(Id 1) 

在创伤后组织修复的过程中，常有病理性瘢痕 

形成，造成机体的形态和功能障碍。成纤维细胞(Fi— 

broblast，Fb)为瘢痕组织 中主要细胞成分 ，其过度增 

殖构成了病理性瘢痕形成的生物学基础 ，抑制病理 

性瘢痕成纤维细胞的增殖是防治瘢痕形成与发展的 

关键。本实验旨在观察青蒿琥酯影响体外培养的瘢 

痕疙瘩(Keloid)成纤维细胞的分化抑制因子 1(Inhi． 

bitor ofdifferentiation，Id1)的表达变化 ，为 临床防治 

瘢痕提供实验依据。 

1 材料与方法 

1．1 试 剂 

青蒿琥酯纳 (纯度 99．99％，桂林制药厂)，MTT(SIGMA 

公司美国)，DMEM培养 (HyClone—PIERCE公司)，胎牛血 

清(杭州四季青生物制品研究所 )，胰蛋白酶(SIGMA公司 美 

国)，二甲基亚砜(DMSO，SIGMA公司)。兔抗人 Idl多克隆抗 
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体(美国 Santa Cruz公司)、辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 

二抗(美国Santa Cruz公司)、SP免疫组化试剂盒(福建迈新 

生物技术开发公司)，DAB显色剂等。ECL化学发光试剂盒 

(美国 Santa Cruz公司)、BCA蛋 白浓度测定试剂盒 (百泰克 

斯公司)、RIPA裂解液(百泰克斯公司)、B—actin(美国Santa 

Cruz公司)、PVDE膜(Millipor公司)、预染蛋白分子量 marker 

(Fermentas公司 )。 

1．2 实验方法 

1．2．1 成纤维细胞的培养 组织标本共 14例，其中男 8例 ， 

女 6例，年龄分布在 t2～30岁，病程为 3—5年，其中耳垂瘢 

痕疙瘩 4例、胸前瘢痕疙瘩 5例、肩部瘢痕疙瘩 5例，近期无 

使用抗瘢痕药物史，不伴有其他严重疾病。应用组织块贴壁 

法行成纤维细胞原代培养，定期观察细胞生长情况，每 2～3 

d换液一次，待细胞爬满瓶底 ，0．2％的胰酶消化，进行传代培 

养。本实验所用细胞为第4～6代。 

1．2．2 MTF法测成纤维细胞生长抑制率 

1．2．2．1 青蒿琥酯钠对瘢痕疙瘩成纤维细胞体外药敏实验 

将青蒿琥酯纳稀释成 10、20、40、80、160 mg／L的含药培 

养液 ，作为实验组。M1Tr以 0．1 mol／LpH为 7．4的PBS溶解成 

5 g／L的溶液。选生长状态良好的成纤维细胞 ，以每孔 5×10 

个细胞接种于 96孔培养板中，共 3块，置 5％CO 孵箱中，在 

37qC、饱和湿度下培养 24 h后，实验组按实验设计换所需浓 
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度的含青蒿琥酯纳培养液，空白对照组仅加入等量培养液， 

分别培养6、12、24 h后，取出1块培养板，以MTr法测其光 

密度值(OpticM density，OD)。 

1．2．2．2 成纤维细胞抑制率的计算 以各实验组与对照组 

平均吸光值的比值求出细胞存活率，根据浓度一存活率求出 

其存活率为50％的药物浓度(Ic )。计算各组平均OD值及 

抑制率。抑制率 =(1一实验组 0D 值 ／对照组 OD 值 )X 

100％ 。 

1．2．3 免疫组织化学法检测成纤维细胞 Idl的表达变化 

细胞爬片后分为对照组和实验组，实验组加含 60 myL青 

蒿琥酯的 10％胎牛血清 DMEM培养液，对照组加 10％胎牛 

血清的 DMEM培养液，37~E，5％C0：，饱和湿度培养 24 h后， 

取出进行免疫细胞化学染色，检测 Idl在成纤维细胞的蛋白 

表达。按常规免疫组织化学检测，DAB染色，具体步骤参照说 

明书进行。 

1．2．4 Western blomng检测成纤维细胞 中Idl的表达变化 

提取 Fb蛋白，行 10％的 SDS—PAGE，每孔上样量 50 g蛋 

白，电泳后将蛋白转印至PVDF膜上，用 3％BSA封闭膜 2 h， 

分别加入一抗，37oC孵育2 h，TBST洗膜3次，二抗37~E~育 

1 h，TBST洗膜 3次，然后以增强型化学发光试剂(Enhanced 

chemiluminescence，ECL)显色，凝胶成像仪采取图像，分子条 

带为 15×10，～17 X 10 Du的位置出现条带为 Idl蛋白表达 

阳性。再用 Quanti~One分析软件进行分析。以目的蛋白条与 

B—actin的平均灰度值比值表示 Idl的相对表达水平。 

2 结 果 

2．1 青蒿琥酯对瘢痕疙瘩成纤维细胞体外药敏实 

验 

青蒿琥酯对瘢痕疙瘩成纤维细胞体外药敏实 

验的 MTr法检测结果 ，6 h组 ，12 h组和 24 h组分 

别见后表 1。计算得青蒿琥酯中效剂量在 6 h组为 

130 mg／L；在 12 h组为 110 mg／L：在 24 h组为 60 

ms／L。图 1示 ：青蒿琥酯对成纤维细胞的生物活性 

随药物浓度的递增而减弱。我们在根据 Dm值确定 

实验浓度时，为了方便 ，取 24 h组青蒿琥酯 Dm为 

60 mg／L，即IC∞，作为以后实验的药物作用浓度。 

2。2 免疫细胞化学检测 Idl蛋白表达 

细胞化学检测发现，对照组胞浆和胞核均有 Idl 

表达，胞核着色较胞浆深，呈棕黄色。青蒿琥酯实验 

组胞浆和胞核也有Idl表达，着色较对照组浅 (图 

2)。细胞免疫化学结果显示，原代培养的瘢痕疙瘩成 

纤维细胞中有 Idl蛋白表达，经过青蒿琥酯处理的 

瘢痕疙瘩成纤维细胞中Idl蛋白表达有所减少。 

2．3 Western blotting检测 Id1蛋白表达 

以 B—aetin蛋白特异反应条的亮度带作为标 

准，可以发现，与对照组相比较，青蒿琥酯实验组瘢 

痕疙瘩成纤维细胞中，Idl反应条带减弱 (表 2、图 

3)。图象分析Idl蛋白下调约 30．76％(图3)。 

3 讨 论 

瘢痕疙瘩是整形美容外科棘手的问题之一，因 

其增生及挛缩而产生畸形及功能障碍，在增殖过程 

中产生的痒感和刺痛感也严重影响患者的生活。但 

瘢痕疙瘩产生的机制尚不清楚，临床疗效还尽不如 

人意。因此，寻找有效而方便的药物治疗瘢痕疙瘩， 

成为关注的焦点。20世纪 70年代，我国学者从中药 

黄花蒿中分离出有效单体成分青蒿素，又陆续合成 

了多种有效衍生物。通过对该类药物作用的深人研 

究，发现青蒿素类药物除了有很好的抗疟作用外， 

还有免疫调节、抗炎、抗纤维化和抗肿瘤作用。有研 

究【lj发现青蒿素对实验性矽肺有明显的治疗作用， 

而矽肺的发生是由于成纤维细胞增生，胶原合成增 

多导致肺内胶原沉积所致。这提示青蒿素具有抗纤 

维化作用。而瘢痕疙瘩也是成纤维细胞过度增生的 

结果，与矽肺有相似性，这就提示青蒿素可能对瘢 

痕疙瘩也有治疗作用。贺光照等[2】观察到青蒿素治 

疗增殖性瘢痕的临床疗效，发现它具有明显的抗瘢 

痕作用，可使瘢痕软化、变平。随后对人瘢痕成纤维 

细胞进行体外培养，试验中观察并分析了青蒿素对 

增殖性瘢痕成纤维细胞的增殖活力及胶原合成功 

表 1 青蒿琥酯对瘢痕疙瘩成纤维细胞体外杀伤实验平均OD值( ± ) 
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图 1 青蒿琥酯 处 理 后 瘢 痕 疙瘩 成 纤维细 胞 O D 值 的变 化

表 2 I d l 蛋 白表 达 光 密度 值 与 ~ -

a c t i n 的光 密 度值 比率

A B

A ． 对 照 组 B ． 治疗 组

图 2 瘢 痕 疙 瘩 成 纤 维 细 胞 I d l 蛋 白免疫 细 胞 化 学 染 色 ×4 0 0

1 2 1 2

I d l 镶 —r 1 ——l -

a c t i n
。 — ～ ； 0 ～

1 ． 对 照 组 2 ． 实验组

图 3 W e s t e m b l o t t i n g 检 测 瘢 痕 疙 瘩 成 纤 维 细

胞 中 I d l 蛋 白的表 达

能 的 影 响 ． 结 果 表 明 ， 青 蒿 素 可 呈 剂 量 和 时 间 依 赖

性 地 抑 制 成 纤 维 细 胞 的 增 殖 。 并 明 显 降 低 细 胞 外 胶

原 量 『3]
。 但 青 蒿 素 抑 制 瘢 痕 成 纤 维 细 胞 增 殖 的 机 制

尚不 清 楚 。

I d 蛋 白家族 属 于 H L H ( H e I i x
— l o o p

— H e l i x ) 蛋 白 ，

其 结 构 中 不 含 有 与 D N A 特 异 性 结 合 的 碱 性 区 ， 与

很 多 H L H 转 录 因 子 结 合 形 成 无 功 能 的 异 二 聚 体 ，

是 b H L H 家 族 的 负 调 控 因 子 。 I d 蛋 白生 物 学 效 应 复

杂 ， 主 要 在 细 胞 生 长 、 分 化 调 控 及 肿 瘤 生 成 等 方 面

发 挥 重 要 作 用 14 4 1
。 I d l 是 I d 蛋 白 的 一 种 ， 在 多 种 组

织 和 细 胞 内 均 有 表 达 。 有 研 究 表 明 I d l 的 过 度 表 达

可 延 缓 细 胞 老 化 或 导 致 细 胞 永 生 化 【7 ' ”
。 在 多 种 实 体

瘤 组 织 中发 现 I d l 呈 高 表 达 趋 势 ， 其 表 达 水 平 与 肿

瘤 细 胞 的 恶 性 程 度 、 发 展 及 不 良 预 后 有 密 切 关 系 【9 一

n ]
。 在 正 常 的 子 宫 内 膜 中 ， 未 发 现 I d l 蛋 白表 达 ， 而

在 子 宫 内膜 癌 细 胞 中发 现 有 I d l 的 表 达 ， 并 且 表 达

量 与 子 宫 内 膜 癌 的 组 织 学 恶 性 程 度 以 及 癌 细 胞 浸

润 程 度 明 显 相 关 【12]
。 有 研 究 表 明 I d l 可 通 过 灭 活 肿

瘤 抑 制 因 子 和 激 活 生 长 促 进 通 路 ， 促 进 细 胞 的 增 殖

和 细 胞 周 期 的 进 行 ， 在 肿 瘤 增 殖 中起 着 非 常 重 要 的

作 用 I”J
。 瘢 痕 疙 瘩 表 现 为 局 部 增 生 样 改 变 ， 且 能 超 出

原 有 损 伤 范 围 ， 向 正 常 皮 肤 浸 润 ， 持 续 时 间 久 且 有

不 断 扩 大 的 趋 向 ， 其 在 一 定 时 问 内 生 长 失 控 ， 与 肿

瘤 有 一 定 的 相 似 性 l l。l
。 推 测 I d l 调 节 细 胞 增 殖 的 机

理 可 能 为 ：I d l 通 过 与 b H L H 类 转 录 因 子 ( 如 H E B 、

E 1 2 ，E 4 7 、 E 2 — 2 a 等 ) 结 合 形 成 异 源 二 聚 体 ， 阻 止

b H L H 蛋 白 与 D N A 增 强 子 E — b o x 结 合 从 而 抑 制 基

因 的 转 录 。 当 I d l 功 能 活 跃 时 ， 可 使 b H L H 转 录 因 子

与 细 胞 周 期 蛋 白 激 酶 抑 制 因 子 p 2 1 、 p 1 6 启 动 子 中

E — b o x 的 结 合减 少 ， p 2 1 、 p 1 6 的 表 达 降 低 ， 促 进 了 细

胞 增 殖 ；反 之 ，
I d l 功 能 抑 制 时 ， 将 抑 制 细 胞 增 殖 115]

。

本 实 验 发 现 ， I d l 蛋 白在 瘢 痕 疙 瘩 成 纤 维 细 胞

中 存 在 表 达 ， 并 且 在 青 蒿 琥 酯 作 用 于 瘢 痕 疙 瘩 成 纤

维 细 胞 后 ， 其 表 达 较 用 药 前 有 明显 降低 ， 说 明 I d l 蛋

白可 能 与 瘢 痕 疙 瘩 成 纤 维 细 胞 的 增 殖 有 关 。 青 蒿 琥

酯 抑 制 瘢 痕 疙 瘩 的 增 殖 可 能 是 通 过 减 少 成 纤 维 细

胞 的 I d l 的 表 达 来 实 现 抑 制 成 纤 维 细 胞 的 增 殖 、 分

化 及 胶 原 合 成 。 I d l 在 瘢 痕 疙 瘩 的 发 生 、 发 展 中可 能

起 着 重 要 作 用 ， 但 其 参 与 瘢 痕 疙 瘩 增 殖 的 具 体 过 程

及 其 上 游 调 控 机 制 仍 需 要 进 一 步 的 研 究 ， 这 有 可 能

将 有 助 于 揭 示 病 理 性 瘢 痕 的 产 生 机 理 ， 为 临 床 预 防

和 治 疗 病 理 性 瘢 痕 提 供 理 论 依 据 。
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PCNA在小鼠胚胎着床过程中的作用 

孟 君，魏莎莉，覃致远，张 谭，杜 芳，王庆跃 

(重庆医科大学公共卫生学院生殖生理教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨增殖细胞核抗原(Proliferating cell nuclear antigen，PCNA)在小鼠胚胎着床过程中的作用。方法：实时荧光定 

量聚合酶链反应(Real—time Fluorescence Quantitative PCR，Real～time FQ—PCR)技术检测未孕及孕 2、3、4、5、6、7 d(分别记为 d0、 

d2、d3、d4、d5、d6、d7)小鼠子宫内膜 PCNAmRNA的表达；子宫角注射 PCNA单克隆抗体观察胚泡着床数。结果：Fl。一PCR测得 

随着小鼠妊娠天数的增加 ，PCNA mRNA表达量也逐渐增高，在孕 d4、d5达到峰值，孕 d6、d7逐渐下降。子宫角注射 PCNA单克 

隆抗体后胚泡着床数明显减少。结论：PCNA在妊娠早期子宫内膜持续表达，可能参与了胚泡着床。 

I关键词】PCNA子宫内膜；植人；FQ—PCR；子宫角注射 
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Effect of PCNA in the mouse uterus during embryo implantation 
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【Abstract]Objective：Toinvestigatethe effect ofPCNAinthemouse ulerns during embryoimplantation．Methods：Real—timefluorescence 

quantitative PCR(FQ—PCR)was used to detect the PCNA mRNA of the mouse of unpregnancy，pregnancy at d2，d3，d4，d5，d6 and d7． 

PCNA monoclonal antibody was injected in horn of uterus at pregnant d3．Results：The expression of PCNA mRNA showed gradual hoist 

trend as days passed，and at pregnant d4，d5 it reached the maximum，at pregnant d6，d7 it showed gradual descent trend．The number 

of blastocysts in horn of uterus which was injected PCNA monoclonal antibody was smaller than in thaI of jniected with Saline． 

Conclusion：PCNA is persistently expressed in mouse endometrium during the early pregnancy and maybe participates in the regulation 
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