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蛋白激酶 C在肾上腺素抑制人正常皮肤及 

增生性瘢痕成 

作用的实验研 

纤维细胞增殖中 

究 

张 承德 张彩 平 宋岚 龙石银 田英 

【摘要】 目的 观察蛋白激酶 C(PKC)在肾上腺素诱导人正常皮肤成纤维细胞(NFb)和增生性 

瘢痕成纤维细胞(SFb)增殖抑制 中的作用 ． 方法 体外培养人 NFb和 SFb，均加入酚妥 拉明 (终浓 

度为 0×l0～、3×l0 ~mol／L)培养 l h，再加 入肾上腺素 (终浓度 0．00、0．05、0．10、0．20~mol／L)培 

养 24 h。用噻唑蓝 (MT'I、)法检 测 NFb和 SFb的增殖 活力 ，计算 细胞存 活率。收集细 胞培养 上清液 ， 

检测乳酸脱氢酶(LDH)活性 。用蛋 白印迹 (Western blot)法检测两 种细胞磷 酸化 PKC的表达水平 并 

进行半定量分析。 结果 (1)与未刺激时(酚 妥拉 明 0×l0 ~mol／L+肾上 腺素 0．O0~mol／L)比 

较 ，单 独用 0．05、0．10、0．20 pmlol／L。肾上腺素刺激以及 3×l0 pmlol／L酚妥拉明与 0．20 pmlol／L肾上 

腺素联用时 ，NFb、SFb增殖活力及存 活率均 明显下 降(P <0．05或0．01)。(2)与未 刺激 时比较 ，单 

独应用 0．20 pmlol／L肾上腺素或 3×l0 pmlol／L酚妥拉 明与各 种剂量 肾上 腺素 联用后 ，SFb、NFb培 

养上清液中 LDH活性差异均无统计学意义(P >0．05)。(3)单独 应用 0．05、0．10、0．20 pmlol／L肾上 

腺素时 ，NFb、SFb磷酸化 PKC表达水平均明显高于未刺激时 (P <0．01)。单用 3 x l0 pmlol／L酚妥 

拉 明时 ，NFb磷酸化 PKC表达水平 为 l23±5，高于 未刺 激时 (80±5，P <0．01)，而 SFb磷酸化 PKC 

表达水平与未刺激时接近 (P >0．05)。3 x l0 pmlol／L酚妥拉 明分别与 0．05、0．10、0．20 p~mol／L肾 

上腺素联用 时，两种细胞的磷酸化 PKC表达水平低 于 3种剂量 。肾上腺 素单独作 用时(P <0．01)。 

结论 。肾上 腺素通过 与 d受体结合激 活 PKC，从而抑制 NFb和 SFb增殖 。 

【关键词】 蛋白激酶 C； 。肾上腺素； 酚妥拉明； 成纤维细胞： 瘢痕； 细胞增殖 

An experimental study on the role of protein kinase C i11 the down—regulation of fibroblast proliferation in nor- 
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【Abstract】 Objective To investigate the role of protein kinase C(PKC)in the down—regulation of fi— 
broblast proliferation in normal skin(NFb)and hyperplastie scar(SFb)by adrenaline． Methods Human 

NFb and SFb cells were cuhured in vitro．Phentolamine(in final concentrations of 0 and 3 x l 0一 umol／L) 

was added to the culture medium．One hour later，adrenaline in different final concentrations(0．O0．0．05． 

0．10，0．20 pmlol／L)was added to the culture medium and incubated for 24 hours．The cellular proliferati0n 

activity and cell viability rate were determined with MTT．The cell culture supernatant was harvested for the 

determination of LDH activity to assess the toxicity of phentolamine and adrenaline．The phosph—PKC activitv 

was determined with Western—blotting and was semiquantitativelv analyzed． Results (1)After stimulati0n 

with adrenaline alone，or combined 0．20~mol／L adrenaline with 3 x l 0 ~mol／L phentolanfine
． the cell 

viability of both NFb and SFb decreased significantly(P <0．05 or 0．01)．(2)There was no difference in 

the LDH activity between the cells either stimulated by adrenaline in all concentrations or by eombinati0n 0f 

adrenaline and phentolamine(P >0．05)．(3)The phosphorylation of PKC in NFb and SFb cells stimulated 

by 0．05，0．10，0．20 pmml／L adrenaline was obviously higher than that before stimulation(P <0．01)． 

W hen phentolanfine in the concentration of 3 x l 0一 p~mol／L was used alone for stimulation
． the phosphoryla— 

tion of PKC in NFb cells(1 23±5)was alsoevidently higher than that before stimulation(80±5．P < 

0．01)．But there was no such effect on SFb cells(P >0．05)． When adrenline in the concentrati0n 0f 

0．05，0．10 or 0．20 ~mol／L was separately added together with phentolanfine in the dose of 3 x l0。~mol／L 

基金项 目：湖南 省科技厅 资助项 目(00SSY1013—13) 

作者单位：415000 常德市第一人【 医院烧伤科(张承德)；南华大学生物化学与分子生物学教研室(张彩平 

宋岚 、龙石银 、田英) 

通信(讯 )作者 ：田英 ，421001，南华 大学生物化学与分 子生物学教研室 ，Email：tianying@china．COn1．电话 ：0734— 

8281626 

· 论 著 · 

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



tl华烧伤杂志2005年 I 2 J1第2I替整 ( 1 !! !t! ! ! I， !： 

n)r thr slinmlati()n．1he phosphorylalion of I】KC in NFb and SFb cells was evidentk
．

1ower than that when 3 

(1ifterPnt(．()n(．rnlrali()ns of a(1renaline ras tlsed alone for stinmlation(P <0．0 I)． Conclusion Adrenaline 

(·an inhibi!the flroliferation of } h and SFb 1)v a(’livating PKC through binding adrenaline re(‘eptor． 
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病理性瘢痕包括增 生性瘢痕和瘢痕疙瘩 ，两者 

彤成的病理 基础 均是 成纤 维细胞 (Fb)过 度增 殖。 

笔者在前期实验 巾观察到，一定浓度 的肾上腺素能 

有效抑制增牛性瘢痕成纤维细胞 (SFb)和正常皮肤 

成纤维细胞(NFb)的增 殖、为探讨 其具体机制 ，笔 

者选用酚妥托 明 ( 受体 阻滞 剂)与肾上腺素先 后 

作用于 NFb、SFb，并 检测 细胞 蛋 l {激 酶 C(protein 

kinase C，PKC)的活性 ，希望能为临床应用激素类药 

物治疗瘢痕提供实验依据 、 

材 料 与 方 法 

1．主要试剂及仪器 ：DMEM培养液(美同 Gibco 

公司)，胎牛 清(杭州四季青生物 程材料有限公 

司)，胰蛋白酶 (德国 Merk公司 )，噻唑蓝 (MTT，美 

同 Sigma公司)，二甲亚砜 (DMSO，美国 Amreseo公 

司)，乳酸脱氖酶(LDH)试剂盒 (南京建成生物 T程 

公司)，免抗人 PKC磷酸化多克隆抗 体 (美国 Santa 

Cruz公司)，辣根过氧化物酶(HRP)标记 的羊抗兔 

单克隆抗体(北京中⋯生 物技术有限公司 )，酚妥拉 

明(商品名 ：利 其丁，奥地利 Nveomed公 司，批 号 ： 

SA3200) 酶联免疫检测仪(DG3022A型，华东电子 

管厂 )，聚丙烯垂直电泳仪 (DYY一Ⅲ ，北京六一仪 

器厂 )，凝胶 图像 分析 系统 (Tanon Gis—l000型 ， 

海天能科技有限公司)一 

2．细胞培养 ：取 3例瘢痕 患者 (南华大学第一 

附属医院整形科 )术巾切除的增牛性瘢痕组织 以及 

植皮术后剩余的正常皮肤组织 (患者知情同意)，参 

照文献[1]分离 、培 养 NFb、SFb一待细胞长 成致密 

单层后 ，用 2．5 g／L胰蛋白酶消化传代 

3．细胞处理方法 ：实验选用第 3～8代细胞?取 

对数生长期的 SFb和 NFb，经 2．5 g／L胰蛋白酶消 

化后 ，接种于 96孔 (0．5×104／4L)、24孔 (1×10 ／ 

孔)培养板以及底面积 25 enl 培养瓶(2×l0 ／瓶 ) 

中。48～72 h后更换为无 清 DMEM培养液，加入 

酚妥托明(终浓 度分圳 为 0×1O 、3×10 umol／ 

L)，于37qC、体积分数 5％CO，培养箱巾培养 1 h后 ， 

加入肾 I：腺 素 (终浓 度分 别为 0．00、0．05、0．10、 

0．20~mol／I )，每种处理方法 3个复孔(瓶)。 

4．细胞存活实验 ：接种于 96孔巾的细胞经上述 

处理后 ，继续培养 24 h。吸弃含药物的上清液 ，余下 

步骤按 MTT法 ?进行 。用酶联 免疫检测仪测定波 

长 490 nnl下的吸光度 (A)值 (即细胞增殖活力 )， 

调零孔所加试剂与各处理孔相同，但不含细胞。细 

胞存活率 =各种浓度酚妥拉明 、肾一L腺素联用时的 

A值 ÷酚妥 托 明 0×10 t~mol／L、肾上 腺素 0．O0 

t~mol／L刺激时(下称未刺激时)的 A值 ×100％? 

5．药物毒性检测 ：接种于 24孔培养板中的细胞 

经前述处理后 (未单独应用 0．05或 0．10 ttmol／L肾 

上腺素处理)，继续培养 24 h。每孔取上清液 50 l， 

按 LDH试剂盒说明书于波长 440 nnl下测定 A值。 

LDH活性 (U／L)=(测定 管 A值 一测定 空 白管 A 

值 )÷(标准管 A值 一标准空 白管 A值)×标准管浓 

度(2~mol／L)×1 L×样本稀释倍数。 

6．蛋白印迹 (Western blot)法检测 NFb、SFb磷 

酸化 PKC的表达水平 ：接种于培养瓶中的细胞经前 

述处理后 ，继续培养 24 h。裂解细胞 ，提取总蛋 白， 

测定其浓度后 ，调整各样 本的蛋 白浓度使 之一致。 

配制 120 g／L的分离胶和 50 g／L的积层胶 ，每孔加 

入 15 g蛋白样品 ，参 照文献 [3]检测细胞磷酸化 

PKC的表达水平。结果用凝胶 图像分析系统扫描 ， 

测定感光 带的 A值 ，并进行积分处理 。 

7．统计学处理 ：部分数据用 x±S表示 ，用 SPSS 

I1．0统计软件进行方差齐性分析后，采用单 因素方 

差分析或配对 t检验 、x 检验。 

结 果 

1．细胞存活 实验 ：与未刺 激时 比较 ，当单独 用 

0．05、0．10、0．20~mol／L肾上腺素作用时 ，NFb、SFb 

的 A值及存活率均明显下降 (P <0．()1)。3×10 

t~mol／L酚妥拉明单独作用或与 0．05、0．10 mol／L 

肾上腺素联用后，未使 NFb、SFb的 A值及存活率发 

生明显改变(P >0．05)；但与 0．20~mol／L肾上腺 

素联用后 ，NFb、SFb两指标 明显降低 (P <0．05)。 

见表 1。 

2．药 物 毒 性 检 测 ：与 未 刺 激 时 比较 ，0．20 

t~mol／L肾上腺素单独作用或 3×10 ~mol／L酚妥 

拉明与 4种剂量肾上腺素联 用后 ，SFb、NFb培养上 

清液中 LDH活性差异均无统计学意义(P >0．05) 

见表 1。 

3．细胞磷酸化 PKC表达水平 ：与未刺激时比较， 
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的角色。大量研究显示 ，基质产生细胞 的过度增殖 

以及细胞外基质大量生成和堆积，是人类各种纤维 

化疾病的基础 。 

正常皮肤 Fb存在密度抑制 及接 触抑制现象。 

但是 SFb密度抑制 和接触 抑制都 较 NFb弱一 。凶 

此在瘢痕治疗过程中，学者们一直致力于寻找抑制 

SFb增殖的药物。例如 ，以雷公藤提取液为 主要成 

分的“瘢痕阻生软化敷料”经 临床研究证实具有抑 

制 Fb增殖的作用 。Saito等 报道，体 内含有较 

高浓度肾上腺素 的术后患者 ，其血清具有抑制小 鼠 

皮肤 Fb增殖的作用。笔者在本研究 中也观察到，肾 

上腺素能够抑制 NFb及 SFb的增殖 活性 。但是如 

果预先应用 仅受体阻滞剂酚妥拉明处理细胞后再加 

入不同浓度的肾上腺素 ，NFb、SFb的存活率均大幅回 

升。由此判断，肾上腺素抑制 Fb增殖是通过 受体 

介导的。Zhang等 证实，高浓度(10 mmol／L)去甲 

肾上腺素是通过肾上腺素能 ，受体来抑制动脉外 

膜 Fb的增殖和移位的。为了明确肾上腺素 、酚妥拉 

明是否对 Fb具有毒性作用 ，笔者检测了细胞上清液 

中 LDH的活性。结果显示 ，各种浓度肾上腺素 、酚 

妥拉明单独或联合作用后，细胞 LDH活性差异均无 

统计学意 义(P >0．05)，表明两种药物对细胞均 

无毒性作用。 

此外 ，笔者用 Western blot法检测 了 NFb、SFb 

磷酸化 PKC的 表 达 水平 。结 果 显 示，单 独 应 用 

0．05、0．10、0．20~rnol／L肾上腺素能显著提高 NFb、 

SFb磷酸化 PKC的表达 水平。国外有 学者用 PKC 

激活剂佛波酯作用于体外培养的 Fb，同样也观察到 

了增殖抑制效应⋯j。另一方 面，用 3×10 ~mol／L 

酚妥拉明预先孵育细胞后再加入 0．05、0．10、0．20 

I~mol／L肾上腺素 ，细胞磷酸化 PKC的表达水平较 

各剂量肾上腺素单独作用时明显降低(P <0．01)。 

通过上述研究笔者推论 ，肾上腺素通过与 仅受 

体结合激活 PKC，从而抑制 Fb增殖。Mishima等 

的实验也证实 ，用 肾上腺素处理 滑膜B细胞 (Fb样 

细胞 )，B细胞亦出现增殖受抑，且呈时间和剂量依 

赖性 。这种作用可以被 受体阻滞剂育亨宾 以及 

PKC抑制剂 calphostin C拮抗。究竟 肾上腺素是与 

哪种亚型的 仅受体结合 ，激 活哪种 亚型的 PKC，以 

及通过下游哪些靶基因抑制 Fb增殖 ，还有待进一步 

研 究 。 
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本刊将新增“成就与风采"及“专家笔谈"栏 目 

自 2006年第 1期 起 ，本刊将增设“成就 与风采 ”与“专家笔谈”栏 目。“成就 Lj风采”将陆续 向读者介绍为我 国烧伤 医学事 

业作 }}{重要贡献的前辈和知名专家 ，读 者可以从 中领 略到专家 们的风采 ，并 了解 他们在鲜 花和掌声背 后不为人 知的艰辛。此 

外 ，在 “专家笔谈 ”栏 目，我们将邀请部分作者 畅谈 多年从事 医疗 、科研丁作中积 累的经验 、教 训 、心得 体会 ，或是 自己研究方 向 

的最新进展及前沿性课题的介绍等。 

增设上述两个栏 目，是希望读者能在 比较轻松 的阅读 中得 到启 发 ，开阔 思路。栏 目开通后 ，敬请 广大读者给 予热心关 注。 

将建议或 意见及时反馈给编辑部 。 
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