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细胞周期正负调控因子在伤口愈合中的表达的观察

邸艳飞 ,朱旭东 ,胡承香 ,王正国　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所第四研究室 , 重庆 400042)

　　提　要:目的　探讨伤口愈合过程中细胞周期正负调控因子 Cyclin D1 、Cyclin E、CDK2 、CDK4 、p21
cip1 、p27kip1 、p16ink4a 、

p15ink4b的表达变化及意义。方法　采用大鼠全皮层开放伤模型 ,收集伤后 3 ～ 30 d 伤口组织 , 以免疫组织化学法测定细胞

增生标志物 Ki67的表达 ,Western blot法检测 Cyclin D1 、Cyclin E、CDK2 、CDK4 及p21cip1 、p27kip1 、p16 ink4a 、p12ink4b 。结果　细胞生

长主要发生在伤后一周之内 ,生长高峰出现在伤后 5 d。 Cyclin D1 、CDK2 、CDK4 的表达均保持较为恒定的水平 , 整个愈合过

程无明显的起伏变化;伤后 3～ 11 d , Cyclin E 呈高表达 , 14 d 开始明显下降 , 伤后 21～ 30 d 几乎回落到伤前水平。Western

blot法未检测到 p16ink4a 、p12 ink4b的表达;p21cip1在伤后 7～ 14 d 呈一过性表达 , 其峰值水平出现在伤后 9 d;p27kip1呈结构性表

达 ,伤后 3～ 5 d 表达强度相对低下 , 随后大幅度上调。结论　伤口愈合过程中 , p21cip1 、p27kip1表达确与 Ki67的表达呈反向

趋势 , p21cip1 、p27kip1在防止过度增生趋势中发挥着监控作用 ,其中 p27kip1的作用更为重要。
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Expression of cell cycle positive and negative regulators in wound healing and the relat-
ed significance
DI Yan-fei , ZHU Xu-dong , HU Cheng-xiang , WANG Zheng-guo(Department 4 , Research Institute of Field Surgery , Daping Hospital ,
Third Military Medical University , Chongqing 400042 , China)

　　Abstract:Objective　To observe the expressions of cell cycle positive regulators Cyclin D1 , Cyclin E , CDK2 ,

CDK4 and the negative regulators p21
cip1
, p27

kip1
, p16

ink4a
and p15

ink4b
during wound healing process and the related

significance.Methods　Open wounds of full-thickness skin in rat back were adopted as wound model.Wound tis-

sues were harvested at postwounding days 3 , 5 , 7 , 9 , 11 , 14 , 21 and 30.The expression of Ki67 in granulation tis-

sues was detected immunohistochemically.The patterns of the expressions of Cyclin D1 , Cyclin E , CDK2 , CDK4 and

p21
cip1
, p27

kip1
, p16

ink4a
, p15

ink4b
were detected by Western blotting.Results　Cell proliferation in granulation tissue

took place predominantly within the first week after injury , with proliferating peak occurring at postwounding day 5.

There were no dramatic variations for expressions of Cyclin D1 , CDK2 and CDK4 during wound healing process.Up-

regulated Cyclin E was maintained from days 3 to 11 after injury , then down-regulated.No expressions of p16
ink4a

and

p15
ink4b

were found.It was found that p21
cip1
was expressed temporarily only from days 7 to 14 , with peak observed at

day 9.Constitutive p27
kip1
was expressed throughout wound healing process with low levels in proliferating period of

days 3 and 5 but with dramatically increased levels during post-mitotic and remodeling stage.The expressions of

p21
cip1
, p27

kip1
did show inverse gradient to that of Ki67.Conclusion　During wound healing process , p21

cip1
as well

as p27
kip1

play a supervising role in preventing hyperproliferative tendency in tissue repair.

　　Key words:wound healing;cell cycle;cyclin;cyclin dependent kinase;cyclin-dependent kinase inhibitor

　　伤口愈合是细胞生长受到严密调控的过程。细胞

能否通过G 1期限制点进入细胞周期取决于细胞周期

正向调控因子周期素 D1 、周期素 E(Cyclin D1 、Cyclin

E)、周期素依赖激酶 2 、周期素依赖激酶 4(Cyclin
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dependent kinases ,CDK)与负向因子周期素依赖激酶抑

制物 (Cyclin-dependent kinase inhibitor , CKI)p21
cip1
、

p27
kip1
、p16

ink4a
、p12

ink4b
间的相互作用及平衡。已在人过

度增生性瘢痕组织中检测到细胞增生标志物 Ki67在

成纤维细胞及表皮细胞中的表达增强并延长 ,细胞周

期负向调控因子p21
cip1
上游调节因子p53功能异常 ,提

示细胞周期监控失调与瘢痕形成相关
[ 1 , 2]
。目前 ,有关
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规律还知之甚少 。本研究以大鼠背部全皮层开放伤为

模型 ,旨在探讨上述调控因子在伤口愈合中的表达规

律及意义 。

1　材料和方法

1.1　动物模型及伤口组织的获取
　　选取 44只雄性Wistar大鼠 , 体重(200±10)g;脱毛 、消毒 、

戊巴比妥钠麻醉(35 mg kg), 在大鼠背部剪去两块直径为 2 cm

的全层皮肤。每只大鼠分笼饲养。 伤后 3 、5 、7 、9 、11 、14 、21 、30

d ,选取 4 或 6只大鼠 ,过量麻醉剂致死;剪取伤口组织 , 同一样

品大部分液氮保存 ,小部分经 2%副甲醛固定后 ,石蜡包埋 , 制

成厚度 3μm 的组织切片。

1.2　免疫组织化学法测定 Ki67的表达
　　组织切片复水后 , 按以下步骤处理切片:①浸入含 0.3%

H2O2甲醇液中 30 min , PBS 洗净。 ②浸入 10 mmol L pH 3.5 枸

橼酸缓冲液 , 微波炉加热 1 min , PBS 洗净。 ③室温下 , 与正常

山羊血清孵育 30 min , 加入稀释比例 1∶100的 Ki67 抗体(M-15 ,

小鼠抗人 , Immunotech), 继续孵育 4 h , PBS 洗净。 ④滴加生物

素化山羊抗小鼠 IgG(ABC-OP Kit , Santa Cruz ), 室温孵育 30

min , PBS洗净。⑤联苯二胺显色 , 约 1～ 3 min , 流水冲净。 ⑥常

规脱水 、透明 、封片。Ki67 阳性细胞核染成棕黄色。在 Tiger 920

G图像分析仪上 ,计算 10个高倍视野下肉芽组织中阳性细胞数

及细胞总数 ,求出 Ki67 阳性细胞百分比率。

1.3　Western blot测定 Cyclin D1 、Cyclin E 、CDK2 、CDK4

及 p21
cip1
、p27

kip1
、p16

ink4a
、p12

ink4b
的表达

　　伤口组织总蛋白的提取:将组织块在液氮中碾成粉末 , 加

入已预冷的 RIPA 液(150 mmol L NaCl , 50 mmol L Tris-HCl , pH

7.4 , 1%NP-40 , 1 mmol L EDTA , 1 mmol L EGTA , 0.1%SDS , 5

mmol L DTT , 5 mmol L NaF , 1 mmol L PMSF , 10 μg ml leupeptin ,

10 μg ml aprotinin , 10 μg ml iodoacetamide), 匀浆 , 冰浴中震摇

1 h , 15 000×g 低温离心 10 min , 留取上清液 , 考马斯亮蓝 G250

试剂(Protein Assay System , Bio-Rad)测定蛋白浓度。

　　SDS-PAGE 电泳:配制 12%分离胶 , 3%浓缩胶。上样量为

25 μg或50 μg , 确定每孔加样蛋白质总量相等。选用已预先染色

的标准蛋白质(Prestained protein marker , NEB)。 30 V 电泳至样品

完全进入分离胶, 150 V继续电泳6 ～ 7 h , 结束电泳 ,取出凝胶。

　　蛋白质印迹和化学发光显色:参考《分子克隆实验指南》

中的方法进行 。将滤纸 、硝酸纤维膜 、凝胶叠好 , 冷室中恒流

22 mA电转移 14 h ,御下电泳装置。根据标准蛋白的位置 ,确定

待测蛋白的所在区域 ,切割硝酸纤维膜。硝酸纤维膜在室温下

放晾 30 min , 将膜装入杂交袋中 , 加入含 3%脱脂奶粉的 PBS

液 ,封口 , 放摇床室温平缓摇动保育 30 min;再与 Cyclin D1(5D4 ,

MBL)、Cyclin E(M-20 , Santa Cruz)、CDK2(15536E , PharMingen)、

CDK4(14936E , PharMingen)及 p16ink4a(M-156 , Santa Cruz)、p12ink4b

(M-20 , Santa Cruz)、p21cip1(M-19 , Santa Cruz)、p27kip1(57 , Trans-

duction Laboratories)的抗体摇动保育 1 h , 抗体按1∶1 000 比例配

制。用含 0.5% Triton X-100 的 PBS 液洗膜 3 次;与辣根过氧化

物酶偶联的第二抗(Amersham pharmacia biotech)摇动保育 30

min , 膜洗净后 ,用 ECL 试剂(Enhanced chemiluminscence detection

kit , amersham pharmacia biotech)显示蛋白印迹带。

2　结果

2.1　细胞生长的变化规律
　　通过测定生长标志物 Ki67 的表达确定肉芽组织中细胞增

生状况 ,见图 1。在本实验伤口模型中 ,细胞增生主要发生在伤

后一周之内 , 生长高峰出现在伤后第 5 天 , Ki67 阳性细胞率高

达 42%。伤后第 7 天 , Ki67染色细胞不再分散在整个肉芽组织

之中 ,而相对分布在伤口表面未上皮化一侧的肉芽组织中。 伤

后第 9天起 , Ki67 阳性细胞数急剧下降 ,伤后 21～ 30 d , Ki67 阳

性细胞率低于 5%。各时相点 Ki67 阳性细胞数百分率 ,见图 2。

图 1　免疫组化测定伤后 3 d Ki67在肉芽组织中的表达 ,

阳性细胞呈核染色　(DAB×400)

Fig 1　Immunohistochemical analysis of expression of Ki67 in granula-

tion tissue after wounding of 3 days.The positive cells are ob-

viously nuclear staining　(DAB×400)

图 2　伤后不同日期肉芽组织中 Ki67阳性细胞百分率

Fig 2　Percentage of Ki67 positive cells in granulation tissue

after different days of wounding

2.2　细胞周期正向调控因子 Cyclin D1 、Cyclin E 、

CDK2 、CDK4的表达规律
　　伤后 3～ 30 d Cyclin D1 、Cyclin E、CDK2 、CDK4 表达的蛋白印

迹图谱 ,见图 3。 Cyclin D1 、CDK2 、CDK4的表达均保持较为恒定

的水平 ,整个愈合过程无明显的起伏变化。伤后 3 ～ 11 d , Cyclin

E 呈高表达 , 14 d 开始明显下降 , 伤后 21 ～ 30 d 几乎回落到伤

前水平。
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2.3　细胞周期负向调控因子 p21
cip1
、p27

kip1
、p16

ink4a
、

p12
ink4b
的表达规律

　　Western blot 法未检测到 p16 ink4a 、p15 ink4b的表达。 p21cip1 、

p27kip1的表达结果 ,见图 4。 p27kip1呈结构性表达 , 伤后 3 ～ 5 d ,

表达强度相对低下 , 伤后 7 ～ 11 d , p27kip1表达上调至一相对恒

定水平 , 而无明显变化 ,伤后 14 ～ 30 d , p27kip1表达进一步上调。

与整个愈合过程均可观察到 p27kip1表达不同 , p21cip1仅在伤后 7

～ 14 d 呈一过性表达 , 其峰值水平出现在伤后 9 d。 p21cip1 、

p27kip1的表达规律确与 Ki67的表达规律呈明显反向趋势。

图 3　伤口愈合过程中 ,细胞周期正向调控因子 Cyclin D1 、

Cyclin E、CDK2 、CDK4 表达的蛋白印迹图谱

Fig 3　Western blot analysis of cel l cycle positive regulators , Cycl in

D1 , Cyclin E , CDK2 and CDK4 during wound healing process

图 4　伤口愈合过程中 ,细胞周期负向调控因子 p21cip1 、p27kip1

表达的蛋白印迹图谱

Fig 4　Western blot analysis of cell cycle negative regulators ,

p21cip1 and p27kip1 during wound healing process

3　讨论

　　细胞内细胞周期负向调控因子分为两大家族 , p21
家族(p21 、p27 、 p57等)及 p16家族 (p15 、 p16 、 p17 、

p18等)。在本实验中 , 未检测到 p16 家族成员的表

达 ,说明 p16家族未参与伤口愈合中生长抑制的调控 。
　　p21家族中 , p21

cip1
、p27

kip1
研究得最为广泛和深入 ,

p21
cip1
、p27

kip1
在抑制生长 、促进分化中发挥着重要作

用。生长抑制因子如 TGF-beta 、IFN ,生长接触抑制 、封

阻生长刺激因子如 PDGF 、EGF 的受体等生长负向调控

因素均能增强 p21
cip1
、p27

kip1
的表达

[ 3 ～ 5]
。正常成体多

种组织细胞均高水平地表达 p27
kip1
;p27

- -
细胞能应答

多种生长负信号的刺激停留在 G 0 期 ,但 p27
- -
小鼠却

表现为因增生所致的多器官体积增大 ,肿瘤易感性增
强;以上事实提示在生物活体中 , p27

kip1
在维持细胞表

型及保持组织内环境稳定中发挥着不可替代的作

用
[ 6]
。胚胎发育过程中 ,p21

cip1
与多种细胞的分化同步

表达;有趣的是 p21
- -
小鼠表型正常 , 这可能是因为其

他CKIs 能补偿 p21
cip1
的作用

[ 7]
。

　　在伤口愈合过程中 , p21
cip1
、p27

kip1
的表达变化与

Ki67阳性细胞比例表示的细胞增生呈反向趋势 ,说明随
着伤口微环境的变化 ,p21

cip1
、p27

kip1
作为细胞内能应答

生长负向调控的信号分子而发挥生长抑制作用。伤口
组织结构性地表达 p27

kip1
,而 p21

cip1
仅呈一过性表达 ,提

示p21
cip1
的作用可能不及 p27

kip1
重要。即便在伤后 3 ～ 5

d增生高峰期 ,亦有低水平的 p27
kip1
表达 ,表明在机体受

到损伤刺激后 ,生长负向调控途径作为一种保持内环境

稳定的反馈机制与生长正向途径同时启动。在随后两
轮的上调中 ,第一轮上调与生长抑制和分化开始相关 ,

而p27
kip1
的进一步上调可能与组织重塑过程中细胞凋亡

相关。已证明 p27
kip1
而非 p21

cip1
在成纤维细胞中的过量

表达能导致细胞凋亡
[ 8]
。细胞凋亡是伤口成熟过程中

细胞消退的主要方式 。在一与本实验伤口类似的模型

中测得伤后 12 d肉芽组织中成纤维细胞开始凋亡 ,随后
凋亡程度不断增强

[ 9]
,故我们推测 p27

kip1
的进一步上调

与组织重塑过程中细胞凋亡相关。

　　Cyclin D1 和Cyclin E是G1 期最重要的周期素 ,Cy-

clin D1和 Cyclin E分别与CDK4 、CDK2结合形成复合物

上调 CDK4 、CDK2 的活性 ,是细胞从 G1 期进入 S 期的

必要条件。大多数情况下 ,Cyclin D1 和 Cyclin E 表达

上调与细胞增生同步 ,而 CDK4 、CDK2 量无明显变化。

在本实验伤口愈合中 , CDK4 、CDK2 表达亦无明显变

化 ,这与肝再生 、小鼠皮肤受化学试剂刺激上皮基底细

胞增生过程中 CDK4 、CDK2 的表达规律一致
[ 12 , 13]

;出人

意料的结果是:整个愈合过程中 , Cyclin D1 无明显变

化 ,高水平的Cyclin E要持续到伤后 11 d ,而从伤后 9

d起 ,伤口组织的增生活性就已大幅度下降 。

　　Kato 等
[ 14]
报道:当 3Y1成纤维细胞从接触抑制中

释放出来时 ,Cyclin D1与CDK4水平及Cyclin D1 CDK4活

性均无明显变化 ,但 p27
kip1
的表达却大幅度降低。伤

口愈合过程中 Cyclin D1 的表达与此体外结果类似 ,在

本实验中虽然我们未测定 Cyclin D1 CDK4的活性 ,但可

合理地推测:伤后前 5 d ,低水平量的 p27
kip1
及缺乏

p21
cip1
保证了 Cyclin D1 CDK4 的较高活性 ,有利于细胞

增生 。虽然 Cyclin E的上调通常与细胞增生相关 ,但

亦有少数实验证实 Cyclin E在某些情况下却能阻止细

胞增生 、促进分化和凋亡
[ 15 ,16]

,伤口愈合过程中随着伤

口微环境的变化 ,增生期过后细胞内上调的 Cyclin E

是否发生了功能的转变 ,有待于进一步研究。
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大鼠肺巨噬细胞内毒素耐受性与 TLR4 mRNA表达的变化

Tolerance of lipopolysaccharide related to the expression changes of TLR4 mRNA

张德明 ,李永旺 ,毛宝龄 ,钱桂生　　(第三军医大学附属新桥医院全军呼吸内科研究所 ,重庆 400037)

　　G -菌感染致急性肺损伤 , 主要是由于内毒素(Lipopolysac-

charide , LPS)活化炎性细胞释放大量炎症因子。 不同个体感染

G-菌后临床表现轻重不一 , 说明个体对 LPS 的反应性有相差 ,

即对 LPS 耐受性(Tolerance)存在差异。研究表明 LPS 耐受性与

其靶细胞信号转导的跨膜受体TLR4(Toll-like receptor 4)的结构

与功能及表达量有关[1 ,2] , 但尚存争议[ 3] 。我们通过观察大鼠

肺巨噬细胞 LPS 耐受性及 TLR4mRNA表达的变化 , 以说明 LPS

耐受性与 TLR4 表达量相关的可能性。

1　材料与方法

1.1　实验动物与分组
　　Wistar 雄性大鼠 30 只(第三军医大学实验动物中心提供),

体重 200～ 250 g , 随机分成正常对照组(A), LPS 单次刺激组

(B), LPS 二次重复刺激组(C)。
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1.2　细胞培养
　　参照Wang 等[ 4] 方法略加改进 , 各组大鼠氯胺酮(100 mg 

kg)腹腔麻醉后即行气管插管 ,冰 D-Hanks 液(Hyclone 公司)20

ml分次灌洗双肺 , 回收灌洗液 15 ml , 即 4 000 r min×10 min×4

℃离心 ,沉淀用生理盐水 3 ml重悬 、再离心。反复洗涤 3 次 , 然

后用 RPMI1640(Hyclone 公司)培养液 5 ml 重悬置 6 孔培养皿

中 ,于孵箱中 37 ℃、5%CO2 孵育 2 h 后 ,轻轻吸出上清 , 以去除

非贴壁细胞 , 参照 Li等[ 5] 方法 , A组细胞再用含有 10%FCS 、2

mmol L 谷氨酰胺 、100 μg ml 青霉素 、100 μg ml 链霉素的 RP-

MI1640 液 5 ml重悬 ,置孵箱 37 ℃、5%CO2 孵育 12 h。 B 组细胞

在A组培养液的基础上加入终浓度为 100 ng ml LPS (Sigma ,

E.C.B4∶111)孵育12 h。C 组细胞在 B细胞基础上加终浓度500

ng ml LPS 后再孵育 12 h。

1.3　RT-PCR
　　肺泡巨噬细胞总 RNA 按照罗氏公司试剂盒进行抽提与纯

化。RT-PCR按照 Takara 公司试剂盒进行。 TLR4 引物设计及

PCR反应条件如下:从GenBank 中查到大鼠 TLR4 mRNA 序列号

(下转 384页)
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