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　　［摘要］　目的　探讨Ａ型肉毒毒素（ＢＴＸＡ）对增生性瘢痕成纤维细胞的抑制作用及机制。方法　０（对照组）、０．２、０．４、０．８

Ｕ／ｍＬ的ＢＴＸＡ作用于增生性瘢痕成纤维细胞４８ｈ，噻唑蓝（ＭＴＴ）法检测细胞活力，Ｈｏｅｃｈｓｔ染色检测细胞凋亡，流式细胞术检

测细胞周期，免疫印迹法分析细胞周期蛋白Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）、增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）、磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶Ｂ

（ＡＫＴ）通路的激活状况。结果　与对照组（０．７５±０．０７）比较，０．２、０．４、０．８Ｕ／ｍＬ的ＢＴＸＡ（０．５９±０．０６、０．４３±０．０４、０．３４±

０．０３）可明显降低增生性成纤维细胞活力；与对照组［（２．３８±０．２４）％］比较，可显著提高细胞凋亡率［（１５．７９±１．５４）％、（２７．３２±

２．６９）％、（３８．４６±３．９０）％］；下调ＣｙｃｌｉｎＤ１及ＰＣＮＡ表达，降低ＰＩ３Ｋ表达及ＡＫＴ磷酸化水平，并使细胞周期阻滞在Ｇ１ 期，差

异均具有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ＢＴＸＡ可通过阻断ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路及细胞周期蛋白表达，进而抑制增生性细胞

增殖。
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　　创面愈合的同时会导致瘢痕的产生，使患者在烧伤或者创

面愈合时产生高低不平，形状不规则，局部潮红并伴有灼痛感

及瘙痒感的增生性瘢痕。而且当增生性瘢痕发生在面部、关

节、手时，会导致挛缩的产生，产生严重的功能障碍，影响美观，

给患者带来巨大的生理心理负担，是整形科及烧伤科亟待解决

的难题之一［１２］。研究已显示，成纤维细胞在瘢痕形成过程中

起重要作用，细胞数目的增加，凋亡的不足，进而大量分泌胶

原，导致细胞外基质过度沉积，是增生性瘢痕形成的机制之

一［３４］。Ａ型肉毒毒素（ＢＴＸＡ）是２０世纪９０年代初开始用于

美容整形外科的一种生物制剂，临床上主要用于去除鱼尾纹、

眉间纹、抬头纹等，或者用于面部轮廓的重塑，安全有效［５］。近

些年临床及动物实验研究发现，ＢＴＡＸ对增生性瘢痕具有显著

疗效［６８］。此外国内外学者也发现，ＢＴＸＡ不仅能抑制胶原蛋

白生成，还能显著抑制增生性瘢痕成纤维细胞增殖，但是具体

作用机制未知。所以本研究将探讨ＢＴＸＡ对于增生性瘢痕成

纤维细胞增殖的抑制作用及具体机制。

１　材料与方法

１．１　药品与试剂　ＢＴＸＡ购于兰州生物制品研究所。兔细胞

周期蛋白Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）、增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）、３磷酸甘

油醛脱氢酶（ＧＡＤＰＨ）抗体购自美国Ｅｐｉｔｍｉｃｓ公司；兔磷脂酰

肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）、蛋白激酶Ｂ（ＡＫＴ）、ｐＡＫＴ抗体购自美国

ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公 司；ＤＭＥＭ 培 养 基、噻 唑 蓝

（ＭＴＴ）购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；Ｈｏｅｃｈｓｔ染色试剂盒，细胞周期

检测试剂盒均购自碧云天生物技术有限公司。
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１．２　仪器　ＣｈｅｍｉＤｏｃ
ＴＭ ＸＲＳ凝胶成像系统购自美国 Ｂｉｏ

Ｒａｄ公司；ＦＡＣＳＡｒｉａ? Ｆｕｓｉｏｎ型流式细胞仪购自美国ＢＤ公

司；电泳仪、转印电泳仪均购自北京六一仪器厂，ＴＳ１００倒置显

微镜购自日本Ｎｉｋｏｎ公司。

１．３　瘢痕组织标本来源　１０份标本取自首都医科大学附属

北京朝阳医院同期住院并进行手术的临床烧伤患者所切除的

瘢痕组织，患者男７例，女３例，年龄１１～４７岁，平均年龄２９

岁，病程３个月至２年。患者瘢痕组织红、痒、痛症状明显，说

明瘢痕处于增生期，另外取材前所有患者皆无用药史，且知情

并签署了同意书。

１．４　方法

１．４．１　增生性瘢痕成纤维细胞的制备
［９］
　在手术过程中获得

的增生性瘢痕组织，置于无菌操作台中，用手术剪将皮下组织

彻底去除，保留带表皮的瘢痕组织，并将瘢痕组织切成１ｍｍ×

１ｍｍ的小组织块，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗干净后，加入０．２５

ｇ／ＬⅡ型中性酶，４℃过夜后，再加入３倍体积的２％的Ⅰ型胶

原酶，３７℃培养２ｈ，即可获得单细胞悬液，１５００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，并将细胞溶解于含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基

中。７ｄ后首次换液，往后每隔３ｄ换液１次，大约１５ｄ细胞基

本融合成片，以１∶２的比例进行传代，实验取２～４代。

１．４．２　ＭＴＴ法检测细胞活力　取对数生长期的细胞，将细胞

浓度调整为１×１０５／ｍＬ，接种于９６孔板，培养２４ｈ，去除培养

基后。加入浓度为０、０．２、０．４、０．８Ｕ／ｍＬ的ＢＴＸＡ，继续培养

４８ｈ，加入终浓度为５ｍｇ／ｍＬ的 ＭＴＴ２０μＬ，继续培养４ｈ

后，将上清液弃去，并加入二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）１５０μＬ，振荡

摇匀，在酶标仪５７０ｎｍ处测定吸光度（犃）值。

１．４．３　Ｈｏｅｃｈｓｔ染色检测细胞凋亡　取对数生长期的细胞，

将细胞浓度调整为１×１０５／ｍＬ，接种于９６孔板，培养２４ｈ，去

除培养基后。加入浓度为０、０．２、０．４、０．８Ｕ／ｍＬ的ＢＴＸＡ，继

续培养４８ｈ后按照 Ｈｏｅｃｈｓｔ染色试剂盒说明书进行操作，染

色、固定并于显微镜下进行观察、拍照。

１．４．４　细胞周期检测　取对数生长期的细胞，将细胞浓度调

整为１×１０５／ｍＬ，接种于６孔板，培养２４ｈ，去除培养基后。加

入浓度为０、０．２、０．４、０．８Ｕ／ｍＬ的ＢＴＸＡ，继续培养４８ｈ，收

集细胞。按细胞周期检测试剂盒说明书进行检测。

１．４．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　取对数生长期的细胞，将细胞浓度调整

为１×１０５／ｍＬ，接种于６孔板，培养２４ｈ，去除培养基后。加入

浓度为（０、０．２、０．４、０．８Ｕ／ｍＬ）的ＢＴＸＡ，继续培养４８ｈ，收集

细胞，并用细胞裂解液裂解细胞，于４℃，１００００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，获得蛋白样品。二喹啉甲酸（ＢＣＡ）检测试剂盒检测蛋

白浓度，蛋白煮沸变性，并上样，进行十二烷基磺酸钠凝胶电泳

１～２ｈ后，湿法转膜３０～５０ｍｉｎ，５％脱脂奶粉封闭１ｈ后，于一

抗溶液４℃过夜孵育，次日二抗溶液室温孵育１ｈ，最后于凝胶

成像系统中曝光。并用Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件分析各蛋白灰度值。

１．５　统计学处理　用ＳＰＳＳ１７．０进行统计分析。数据以狓±狊

表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＢＴＸＡ对增生性瘢痕成纤维细胞活力的影响　与对照组

（０．７５±０．０７）比较，０．２、０．４、０．８Ｕ／ｍＬＢＴＸＡ（０．５９±０．０６、

０．４３±０．０４、０．３４±０．０３）可明显抑制增生性瘢痕成纤维细胞

活力，差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．２　ＢＴＸＡ对增生性瘢痕成纤维细胞凋亡情况的影响　与对

照组［（２．３８±０．２４）％］比较，０．２、０．４、０．８Ｕ／ｍＬＢＴＸＡ可明

显提高 增 生 性 瘢 痕 成 纤 维 细 胞 活 力，其 凋 亡 率 分 别 为

［（１５．７９±１．５４）％、（２７．３２±２．６９）％、（３８．４６±３．９０）％］，差

异具有统计学意义（犘＜０．０５）。见图１。

图１　　ＢＴＸＡ对增生性瘢痕成纤维细胞凋亡情况的影响（×２００）

表１　　ＢＴＸＡ对增生性瘢痕成纤维细胞细胞

　　　周期影响（狓±狊）

组别 Ｇ１（％） Ｓ（％） Ｇ２（％）

对照组 ４８．３６±４．８４ ３２．８７±３．２９ ２０．１６±２．０７

０．２Ｕ／ｍＬ ５５．２８±５．５３ａ ２４．５６±２．４６ａ １８．７７±１．８８ａ

０．４Ｕ／ｍＬ ６３．４９±６．５０ａ ２１．５９±２．１６ａ １４．９２±１．４９ａ

０．８Ｕ／ｍＬ ７２．２９±７．３０ａ １９．０１±２．００ａ ８．７０±０．８２ａ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较。

２．３　ＢＴＸＡ对增生性瘢痕成纤维细胞细胞周期的影响　与对

照组比较，０．２、０．４、０．８Ｕ／ｍＬＢＴＸＡ能使Ｇ１ 期细胞数目明

显增多，Ｓ期细胞数目明显减少，Ｇ２ 期细胞数目也明显减少，

差异均具有统计学意义（犘＜０．０５）。从而说明ＢＴＸＡ可使增

生性瘢痕成纤维细胞细胞周期停滞在Ｇ１ 期。见表１。

２．４　ＢＴＸＡ对增生性瘢痕成纤维细胞细胞周期蛋白的影响　

与对照组比较，０．２、０．４、０．８Ｕ／ｍＬＢＴＸＡ皆能明显下调Ｃｙｃｌｉｎ

Ｄ１及ＰＣＮＡ表达，差异均具有统计学意义（犘＜０．０５）。见图２。

　　ａ：犘＜０．０１，与对照组比较。

图２　　ＢＴＸＡ对增生性瘢痕成纤维细胞细胞周期蛋白的影响
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２．５　ＢＴＸＡ对增生性瘢痕成纤维细胞 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路

的影响　与对照组比较，０．２、０．４、０．８Ｕ／ｍＬＢＴＸＡ可明显抑

制ＰＩ３Ｋ表达，并降低ＡＫＴ磷酸化水平，差异均具有统计学意

义（犘＜０．０５）。见图３。

　　ａ：犘＜０．０１，与对照组比较。

图３　　ＢＴＸＡ对增生性瘢痕成纤维细胞

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的影响

３　讨　　论

　　ＢＴＸＡ是目前用于神经毒理作用并且研究较为透彻的生

物制剂，近年来发现其在整形美容中也具有一定的治疗作用，

其应用领域也不断拓宽，成为许多临床手术的辅助手段或者一

线治疗方法。临床研究表明，ＢＴＸＡ能减轻早期增生性瘢痕所

引起的痛痒，能够促进瘢痕软化及萎缩，减轻挛缩，并使瘢痕颜

色变淡，变平整，弹性更好［７８］。而且国内学者的研究不仅证实

了不同浓度的ＢＴＸＡ不仅能够抑制胶原蛋白的表达，还能显

著地抑制人增生性瘢痕成纤维增殖，并诱导其凋亡［１０１１］。

Ｊｅｏｎｇ等
［１２］研究表明ＢＴＸＡ能显著抑制增生性瘢痕成纤维细

胞的分化及肿瘤坏死因子β１（ＴＧＦβ１）的表达。Ｘｉａｏ等
［１３］研

究也表明ＢＴＸＡ通过降低结缔组织生长因子（ＣＴＧＦ）表达，从

而抑制增生性瘢痕成纤维细胞的生长及增殖。从而说明

ＢＴＸＡ对增生性瘢痕成纤维细胞增殖具有显著的抑制作用，所

以本研究将在此基础上探讨ＢＴＸＡ对增生性瘢痕成纤维细胞

增殖抑制作用、凋亡诱导作用的具体机制。

本研究首先结合已报道文献［１０］及 ＭＴＴ预试验获得

０．２、０．４、０．８Ｕ／ｍＬＢＴＸＡ对增生性成纤维细胞活力具有显

著的抑制作用，接着采用 Ｈｏｅｃｈｓｔ染色法证实此剂量ＢＴＸＡ

还能显著地诱导细胞凋亡。而细胞的增殖受细胞周期调控，细

胞周期的紊乱可能是成纤维细胞过度增殖的原因之一［１４］。所

以本研究继续通过流式细胞术检测ＢＴＸＡ对增生性瘢痕成纤

维细胞周期的影响，结果表明０．２、０．４、０．８Ｕ／ｍＬＢＴＸＡ能显

著地延长Ｇ１ 期，而缩短Ｓ期及Ｇ２ 期，说明ＢＴＸＡ使细胞周期

阻滞在Ｇ１ 期，导致细胞ＤＮＡ复制和有丝分裂产生障碍，进而

诱导细胞凋亡。细胞周期的调控由细胞周期蛋白调控，其中

ＣｙｃｌｉｎＤ１与Ｇ１ 期密切相关，其表达量的增加说明了细胞加快

进入了Ｓ期。另外ＰＣＮＡ是细胞核内ＤＮＡ聚合酶辅助蛋白，

其表达量与Ｓ期密切相关，并在Ｓ期表达量达到顶峰，是反映

细胞增殖状态的有效指标。本研究显示，ＢＴＸＡ能显著下调

ＣｙｃｌｉｎＤ１及ＰＣＮＡ表达，从而说明ＢＴＸＡ通过抑制Ｇ１ 期及Ｓ

期相关蛋白表达，使细胞周期阻滞在 Ｇ１ 期，并最终抑制细胞

增殖，诱导细胞凋亡。

细胞的增殖与凋亡受多种信号通路调控，其中 ＰＩ３Ｋ／

ＡＫＴ信号通路最为常见，并具有抗凋亡通路之称，此通路与细

胞的生长、增殖、凋亡、分化周期密切相关。具体表现为ＰＩ３Ｋ

接受到上游刺激信号后，被激活，从而促使４二磷酸脂酰肌醇

转化为３，４，５三磷酸脂酰肌醇，并磷酸化 ＡＫＴ，ＡＫＴ转入细

胞核内，诱导下游基因（ＣｙｃｌｉｎＤ１及ＰＣＮＡ）的表达，从而调控

细胞的生物学行为。研究显示增生性瘢痕中ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号

通路被激活［１５］。所以本研究继续探讨ＢＴＸＡ对增生性瘢痕成

纤维细胞中ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ激活情况的影响。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

表明，ＢＴＸＡ能显著抑制ＰＩ３Ｋ表达，并降低 ＡＫＴ磷酸化水

平，从而说明ＢＴＸＡ通过抑制ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路，下调Ｃｙ

ｃｌｉｎＤ１及ＰＣＮＡ表达，并使细胞周期阻滞在Ｇ１ 期，最终抑制

细胞增殖，并诱导细胞凋亡。
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后，再与ＤＮＡ 的 Ｎ盒结合，从而改变了染色体的结构，使

ＤＮＡ的转录停止
［１０１１］。研究表明 Ｈｅｓ１在心血管系统发挥重

要作用，并发现 Ｈｅｓ１在心脏前体细胞中表达，为心室流出道

发育所必需［１２］；笔者前期研究也表明心肌缺血后适应可激活

Ｈｅｓ１，从而提高细胞存活率，减少活性氧（ＲＯＳ）形成，稳定线

粒体膜电位，抑制线粒体通透性转换孔开放，最终抑制心肌细

胞凋亡，发挥心肌保护作用［１３］。为深入研究 Ｈｅｓ１在心肌保护

中的分子机制，利用基因异位表达技术，针对 Ｈｅｓ１构建病毒

表达载体，可望在心肌细胞中特异性激活 Ｈｅｓ１，从中观察

Ｈｅｓ１的心肌保护效应。

目前，用于目的基因转移的病毒载体主要包括腺病毒、腺

相关病毒、逆转录病毒和慢病毒载体［１４］。重组腺病毒载体系

统是研究基因转染最理想的载体系统，介导的基因转染效率

高，适合用于绝大多数细胞和组织的转基因表达研究；同时可

以产生高滴度病毒，也可用于基因治疗。重组腺病毒系统是

Ｅ１和Ｅ３区缺陷的腺病毒载体系统，可重组高达１００００ｂｐ的

外源基因片段，免疫原性低，不引起宿主基因突变；并在同一载

体上可克隆多个基因片段且能长效表达，产生的高滴度病毒既

能感染分裂相细胞，又能感染未分裂相细胞，因此宿主范围广，

应用广泛［１５］。居于以上特点，考虑到由于 Ｈｅｓ１片段较大，涉

及细胞及动物实验，对病毒感染效率要求高，因此采用腺病毒

载体系统构建 Ｈｅｓ１过表达载体。

本研究应用腺病毒载体系统先构建ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＨｅｓ１

重组穿梭质粒，再以ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＨｅｓ１为骨架，构建ｐＡｄｅ

ｎｏＨｅｓ１病毒质粒，然后感染至２９３细胞中进行病毒包装，细

胞出毒后收集第一代（Ｐ１）毒液，并以此为毒种进行第二代

（Ｐ２）出毒及大量病毒扩增。病毒滴度测定后，再感染 Ｈ９ｃ２心

肌细胞，以确定ＡｄＨｅｓ１构建成功，并可在心肌细胞里正常表

达。笔者前期研究发现Ｎｏｔｃｈ１信号通路有明显的心肌保护效

应［８］，Ｈｅｓ１作为Ｎｏｔｃｈ１信号的靶基因，是否在其中发挥重要

作用需要进一步研究论证，而ＡｄＨｅｓ１的成功构建，正为进一

步研究 Ｈｅｓ１的心肌保护作用奠定实验基础。
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