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晚期糖基化终末产物对表皮 
角质形成细胞细胞周期的 

调控及信号通路的影响 

谢挺 牛轶 雯 葛奎 陆树良 

· 难 愈 创 面 的 研 究 · 

【摘要】 目的 了解晚期糖基化终末产物(AGE)对表皮角质形成细胞细胞周期的影响及其可 

能的信号通路。 方法 体外制 备 AGE修饰 的蛋 白质 (AGE—HSA，150 mg／L)作 为干预 手段 。将 原 

代培养的表皮角质形成细胞分为 ：正常组 ，采用无血清 DK—SFM 培养液培养 ；AGE干 预组 ，采用含 150 

mg／L AGE—HSA的 DK—SFM培养液培 养 ；对 照组 以 10 p~mol／L U0126处 理后同正常组 条件 培养 ；干预 

对照组以上述 U0126处理后同 AGE干预组条件培养。采用流式细胞仪检测细胞周期，蛋白质印迹法 

检测细胞周期蛋白 D1、B1以及细胞周期素依赖性激酶 4(CDK4)和 p44／42丝裂原活化蛋白激酶 

(MAPK)的表达 。 结果 与正常组 比较 ，AGE干预组 s期 和 G2／M期 细胞 百分 比均显著降低 (P < 

0．05)；对照组 、干预对 照组 G2／M期 细胞 百分 比亦显 著降低 ，分 别为 (9．7±1．1)％ 、(9．8±0．7)％ 

(P <0．05)。与正常组比较，其余 3组细胞周期蛋白D1表达下降，其中干预对照组该蛋白仅有微弱 

表达 ：正常组 、AGE干预组 CDK4、细胞周 期蛋 白 B1、p44／42 MAPK蛋 白表 达相似 ，对 照组 、干预 对照 

组的 3种蛋 白表达显著低于前 2组 。 结论 AGE通 过下调细胞周期蛋 白 D1的表 达阻碍表 皮角质 

形成 细胞 的细胞周期进程 。 

【关键词】 糖基化终产物，高级； 细胞外信号调节 MAP激酶类； 细胞周期 ； 角质形成细胞 
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【Abstract】 Objecfive To investigate the effect of advanced glycosylation end products(AGE)on cell 
cycle of epidermal keratinocyte and its possible signal pathway． Methods 150 mg／L AGE—human serum 

albumin(AGE—HSA)was prepared in vitro．Primary cultured keratinocytes in logarithmic growth phase were 

harvested and divided randomly into：A group[with treatment of defined keratinocyte—SFM(DK·SFM)ser- 

am—free medium ]，B group(with treatment of DK—SFM medium including 1 50 mg／L AGE—HSA)，C 

group(with DK—SFM medium after treatment of U0126)and group D(with D K—SFM medium including 150 

mg／L AGE—HSA after treatment of U0126)．Cell cycle distributions were analyzed by flow cytometer．The 
protein levels of cyclin D1，cyclin B1，CDK4 and p44／42 MAPK were measured by W estern blot． Results 

Compared with those of A group，the percentage of S-phase and G2／M—phase keratinocytes were decreased 

obviously in B group，the percentages of G2／M —phase keratinocytes showed the same tendency in C and D 

groups[(9．7±1．1)％ ，(9．8±0．7)％ ，respectively，P <0．05]．Compared with that ofA group，the 

expression of cyclin D1 were decreased significantly in other groups，among which a weak expression was 

showed in D group．There was no obvious difference between A and B groups in CDK4，or cyclin B1 and 

p44／42 MAPK protein levels ，which were significantly higher than those in C and D groups． Conclusion 

AGEs inhibit the progress of cell cycle of keratinocytes by downregulation of cyclin D1 expression． 

【Key words】 Glycosylation end products，advanced； Extracellular signal—regulated MAP kinases； 
Cell cycle； Epidermal keratinocyte‘ 
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病 ，持久性的病理性 高血糖 引起晚期糖基化终末产 

物(AGE)大量生成。AGE具有广泛的生物学活性 ， 

参与多种糖尿病并发症 的发生和发展 。笔者前 

期研究证实 ，糖尿病皮肤组织烫伤前后表皮角质形 

成细胞呈现不 同程度 的增殖抑制状态 ，并伴有细胞 

周期调控因子的低表达和丝裂期促进因子(MPF) 
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活性的下降 。因此 ，有必要了解糖基化效应对表 

皮角质形成细胞增殖调控 的影响 ，从而 明确糖尿病 

皮肤微环境改变对难愈创面再上皮化障碍的作用。 

1 材料与方法 

1．1 体外制备 AGE修饰的蛋 白质 

将 1．75 g纯化的人血 白蛋 白(HSA)加入到每 

升含 200 mmol D．葡萄糖 、100 mg青霉素 、50 mg庆 

大霉素 和 1．5 mmol苯 甲磺酰 氟 的磷 酸盐 缓 冲液 

(PBS，100 mmol／L)中孵育60 d，操作参见文献[4]。 

所制备的 AGE—HSA经荧光分光光度法鉴定。 

1．2 标本来源 

选用 8周龄清洁级雄性 SD大 鼠(中国医学科 

学院上海实验动物 中心 )4只 ，体质量 200～220 g。 

经脱毛 、消毒后 ，取全层背部皮肤以 PBS清洗 ，去除 

皮下组织 ，浸没在 5 g／L dispase溶液 中 4 cI=过夜。 

次 日弃 dispase，加入 2．5 g／L胰蛋 白酶及 0．5 g／L 

乙二胺四乙酸 (EDTA)室温消化 3～5 min。游离表 

皮反复吹打 ，300目尼龙 网过滤 ，4 cI=下于离心半径 

9 cm，1500 r／min离心 10 min。弃上 清 液，PBS洗 

涤 ，混匀 ，再次离心 ，获得表皮角质形成细胞沉淀 。 

加入适量 无 血 清 DK·SFM 培养 液 (美 国 Gibco公 

司)，混匀后接种至培养瓶 中，常规培养 1周 以便纯 

化细胞 。 

1．3 筛选 AGE的干预浓度 

待原代表皮角 质形成细胞进入对数生长期后 ， 

以 1×10 个／孔接种于 96孔板常规培养 24 h，换成 

无血清 DK．SFM 培养 液继 续培 养 24 h，分别 给予 

50、100、150、200、250 mg／L的 AGE．HSA干预 24、48 

h，同时设相同渗透压 的甘露醇和不 含 D．葡萄糖的 

HSA作对照，另设平行空 白对照用于比色调零。孵 

育 48 h后 ，每孔加入 10 L噻唑蓝(5 mg／mL)，常 

规培养4 h。弃培养液 ，加入 100 二甲亚砜(美 国 

Sigma公司)，孵育 30 min至颗粒溶解，采用酶标仪 

(美国 Beckman公司)测定波长570 nm下的吸光度 

值，计算增殖抑制率(％)=(1一实验组吸光度值 ÷ 

对照组吸光度值)×100％。以 150 mg／L的 AGE· 

HSA作为干预条件，进行如下实验。 

1．4 实验分组及取材 

将表皮角质形成细胞分为：正常组 ，采用无血清 

DK．SFM 培 养 液 培 养 ；AGE干 预 组 ，采 用 含 150 

mg／L AGE．HSA的 DK．SFM培养液培养 ；对照组 ，采 

用 10 LLmol／L U0126处理后同正常组条件培养 ；干 

预对照组 ，采用上述 U0126处理后同 AGE干预组条 

件培养。48 h后弃去培养液 ，以 PBS洗涤培养瓶 内 

的细胞 ，2．5 g／L胰蛋 白酶及 0．5 g／L EDTA于37 cI= 

下共 同作用 10 min，PBS终止消化 ，4 cI=下离心 ，弃 

上清液 ，PBS洗涤 ，混匀 ，再次离心 ，获得表皮角质形 

成细胞沉淀。 

1．5 检测指标 

1．5．1 细胞周期检测 将 200 L PBS与部分细 

胞沉淀混匀 ，加入 RNA酶 100 L，体积分数 0．1％ 

TritonX一100 50 L，37 oC水浴 20 min。加碘化丙啶 

40 L，采用 EPICS·XL型流式细胞仪 (美 国Beckman 

Coulter公司)测定细胞周期 ，每份样本计数 1×10 

个细胞，并以配套 Lysis软件进行数据分析。 

1．5．2 细胞周期蛋 白 D1、细胞周期素依赖性激酶 

4(CDK4)、细胞周期蛋白 Bl和 p44／42丝裂原活化 

蛋 白激酶(MAPK)的蛋 白表达检测 在细胞沉淀 

中加入适量的蛋白提取液 (德国 Merck公司)，冰浴 

裂解 30 min，12 000 g离心 15 min。留取上清液 ， 

用二辛丁酸蛋 白定量试剂盒 (美 国 Pierce公 司)测 

定前 3种蛋 白的浓度。将抽提蛋 白于 一20 cI=下分 

装保存 ，用蛋 白质印迹法检测各种蛋 白的表达 ，以甘 

油醛．3一磷酸脱氢酶为内参照 。 

1．6 统计学处理 

数据均以 x±s表示 ，采用 SAS 6．12统计软件 

行配对 t检验。 

2 结 果 

2．1 细胞周期 

与正常组比较 ，AGE干预组 S期 、G2／M期细胞 

比例明显减少 (P <0．05)。见表 1。 

表 1 各组表皮角质形成细胞的细胞周期比较(％， ±s) 

注 ：AGE为晚期糖基化终末产物 ；与正常组 比较 ，。P <0．05 

2．2 几种蛋白的表达 

与正常组细胞周期蛋 白 D1的表达水平 1098± 

84比较 ，AGE干预组 蛋 白表达水平 为 460±46，显 

著下降 (P <0．05)，对照组表达水平为 634±129， 

亦下降但无明显变化(P >0．05)，干预对照组仅有 

微弱表达 为 120±51。正常组 CDK4表达 水平 为 

197±64．与 AGE干预组的 194±67相似 ；对照组和 

干预对照组几乎未 见表达。正 常组细胞周期蛋 白 

B1表达水平为 355±ll5，与 AGE干预组表达无明 
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史 缝 苤查2 生 月第 24卷第 1期 Chin J Burns，February 2008，Vo1．24，No．1 

显差异(408±208，P >0．05)，但明显高于对照组、干 

预对照组 (221±65、62±42，P <0．05)。蛋 白质印 

迹法结果显示 ，在相对分子质量为 44×10 和 42× 

10 处可见清晰蛋 白条带 ，即磷酸化的细胞外信号调 

节激酶(ERK)1／2。正常组和 AGE干预组 中磷酸化 

ERK1／2(即 p44／42 MAPK)呈 高水平 表 达，其余 2 

组该蛋白表达水平明显较低。见图 1。 

’●_ ●-●_  -一 一 *mual~-·●● b 

C 

一 ,manttm*qiBnt-I·· 一  d 

相对分子质量 

=寮 蓠 ’e 
图 1 蛋白质印迹法检测几种蛋白的表达水平。正常组为 l、2 

泳道 ，AGE干预组为 3、4泳道 ，对照组 为 5、6泳道 ，干预对照 组 

为 7、8泳道 ；a为甘油醛 _3l-磷 酸脱氢酶 ，b、d分别 为细胞周期蛋 

白D1、B1，c为细胞周期素依赖性激酶4，e为 p44／42丝裂原活 

化蛋 白激酶 

3 讨论 

本研究结果表 明，AGE干预后 S期 和 G2／M期 

细胞数量均显著降低，提示它能够抑制角质形成细 

胞的 DNA合成及有丝分裂。CDK的时相性激活是 

细胞周期调控机制的核 心，主要依赖 于细胞周期素 

的细胞周期特异性或时相性表达、累计和分解 。细 

胞周期受到激酶复合物驱动 ，该 复合物 由一 系列细 

胞周期蛋白调节亚基 和 CDK催化亚基组成 。在该 

调控机制 中，G1／S期和 G2／M期检查点至关重要 。 

细胞周期蛋白 D与 CDK的结合是启动细胞周期 ，使 

细胞从 G1末期进入 S期 的关键 ；细胞周期蛋 白 B 

在 S期末表达并逐渐积 累，于 G2期达到高峰 ，其与 

cdc2激酶形成 的复合物 MPF受到复杂 、有序的调控 

而被激活，诱导细胞进入 M期。 

细胞周期蛋白 D1和 CDK4组成的激酶复合物 

使 Rb蛋白磷酸化，释放转录因子 ，是细胞从 G1期 

进入 S期 的必要条件 。细胞周期蛋 白 D1是 G1 

期最重要的周期素之一 ，它 通过与 CDK4结合形成 

复合物上调 CDK4的活性。一般而言，细胞周期蛋 

白D1的表达与细胞增生同步 ，而细胞 内 CDK4的含 

量通常保持稳定 。显然，AGE干预主要是通过下 

调细胞周期蛋 白 D1表达 ，导致细胞进入 S期障碍。 

在 G2／M转变期 ，细胞 周期蛋 白 B1是 MPF的 

调节亚基 ，它在 G1期开始表达 ，随细胞周期进程合 

成逐渐增加，在 G2／M转变期水平最高 ，并与 P 

结合成 MPF催化有丝分裂过程 ，其合成与 MPF 

的活性密切相关。但亦有学者认 为，该蛋 白的表达 

与细胞分裂并无直接联 系 ’ 。本研究结果表明 。 

AGE干预所导致 的细胞有丝分裂水平低下，并不 由 

下调细胞周期蛋 白 B1的表达来实现。糖尿病 大鼠 

角质形成细胞也呈现类似的规律 。 

U0126是 目前常用的丝裂原激活蛋 白激酶激酶 

1／2(MEK1／2)抑制剂 ，主要是通过与 MEK1／2结合 

抑制 ERK1／2的磷酸化。本实验应用 10 txmol／L的 

U0126处理后 ，细胞 中 p44／42 MAPK即磷 酸化 (大 

鼠 ERK2的苏氨酸 183和酪氨酸 185位点磷酸化 ) 

的 ERK1／2表达显著降低 ，处于有丝分裂期的细胞 

比例也显著下降。该结果提示，本实验体系中无论 

是常规的表皮细胞培养条件，或是一定浓度的 AGE 

干预条件 ，原代培养 的角质形成细胞 的细胞周期进 

程都受 ERK信号转导通路的调控。资料表明，ERK 

参与细胞周期尤 其是 G1／S期调节 ，同时 对 G2／M 

期过渡也发挥着重要 的调控作用⋯ 。 

研究认 为，ERK通路与细胞周期蛋白 D的表达 

调控关系密切 。但也有文献报道称，ERK通路被 阻 

断后该蛋 白的表达并 未被抑制。。 ，提示 ERK还 

可能通过调控其他相关的周期调控因子来影响细胞 

周期的进程。本研究结果表明 ，正常培养条件下的 

角质形成细胞经过 U0126预处理后 ，细胞周期蛋 白 

D1的表达无明显改变，但 CDK4表达下降明显。说 

明在正常培养条件下 ，ERK信号转导通路主要介导 

角质形成细胞 CDK4的表达，但对细胞周期蛋 白 D1 

的表达无影 响。U0126预处理后细胞周 期蛋 白 B1 

表达显著减少 ，提示 ERK磷酸化水平与细胞周期蛋 

白 B1表达量变化趋势一致。ERK磷酸化过程被阻 

断后 ，细胞周期蛋 白 B1表达下调 ，将导致 MPF活性 

降低，从而阻碍细胞的有丝分裂进程。 
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真皮下血管网皮瓣修复小儿会阴部瘢痕挛缩 3O例 

王 肖蓉 

1 临床资料 

1992--2006年，笔者单位应用真皮下血管网皮瓣修复小 

儿会阴部瘢痕挛缩 3O例 ，其中男 18例 、女 12例 ，年龄 2～l1 

岁 。瘢痕挛缩部位为 ：会阴部前 区 、股 内侧 、外 阴部。因瘢痕 

挛缩，患儿入院时均为身体前屈不能直立 ，大腿外展受阻，阴 

部外 口被瘢痕覆盖 。 

2 手术方法 

于贴近股内侧区域作切 口，松解剥离使下肢外展，阴囊 

外侧 、大 阴唇 、阴阜 复位 ，在左或 右侧下 腹部 ，以腹 壁浅 动脉 

为轴心设计皮瓣。将皮瓣的尖端修成真皮下血管网皮瓣，皮 

下仅保留厚约 1 mm的脂肪组织，至隐约可见皮下毛细血管 

网为止。根据创面大小和形状确定皮瓣长宽比例。将皮瓣 

从一侧转移至 另一侧 大腿 内侧 ，覆盖 下腹 部 、耻 骨上 。继发 

创面可直接缝合。皮瓣保留适当的张力，包扎时保持一定压 

力，使皮瓣与创面紧密接触。 

3 结果 

3O例患儿皮瓣全部成活。阴茎、阴囊、大阴唇恢复正常 

位 ，双侧 大腿外 展 ，两 侧髂关 节活动 正常 ，皮肤 质地柔 软 ，无 

臃肿。随访 1～5年，患者功能和外观较好。 

4 讨论 

带真皮下血管网皮瓣在国内外早已应用，文献报道其效 

果较好 。。。 。在运用轴 型皮瓣 的过程 中，对 超血运范 围血供 

不 佳部分可采取剪 除大 部分脂 肪而 保 留真皮 下血管 网的 办 
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法 。该法具有 蒂窄瓣宽 ，长 宽可超 比例 、瓣薄不臃肿 ，与受 区 

建立血运快等优 点。真 皮下血 管 网薄皮瓣 中段 有一 血管增 

生快速密集 区，使皮瓣易与受 区创面重建血运联 系，且具有 2 

套血供系统，较传统皮瓣有所突破。在手术时应避免紧贴阴 

囊或 阴唇边作切 口。皮瓣 修薄 的厚 度 以保 留真 皮下 血管 网 

下层 2～3 mm为宜 ，但 操作时此 厚度难 以掌握 ，如透过脂 肪 

层隐约见真皮下血管网的血管树，有少许鲜红色出血点，即 

视为达到要求。修除 后 ，减少 了对脂 肪组 织 的供 血 负担 ，但 

皮下血管网皮瓣处于低灌注 、低 氧 、低代 谢状态 ，相对增 加 了 

皮瓣的供血量 ，使静 脉回流量减少 ，进 出血量 达到相对 平衡。 

经典皮瓣长宽 比例要求 2：1，但会 阴部瘢 痕切 除后 ，缺损 

部位窄长 。以前我们 直接 移植 皮 片，虽 然近期 外观 满意 ，但 

随着d,JL身体长大 ，皮片逐渐收缩再 次出现畸形 。我们 也 曾 

用腹部两侧经典局部皮瓣 同时转 向正 中联结 ，但 由于切 口在 

耻骨上 ，外观不满意；仅用轴型皮瓣、腹壁浅动脉进行修复， 

又因为皮瓣 尖端太长 容易 坏死 且外观 臃肿 。同时 运用轴 型 

皮瓣 、真皮下血管网皮瓣修复小儿会阴部瘢痕，可以使皮瓣 

直接从一侧耻骨覆盖到对侧大腿内侧 ，较为安全、有效，远期 

效 果满意。 
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