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　 　 【摘要】 　 目的　 探索谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷对瘢痕疙瘩成纤维细胞（ｋｅｌｏｉｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＫＦ）抑制作用的研究。
方法　 ０（对照组），３􀆰 １２５、６􀆰 ２５、１２􀆰 ５、２５、５０、１００ μｇ ／ ｍＬ 的谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷作用 ＫＦ 细胞 ４８ ｈ 后，ＭＴＴ 法检测

细胞活力，ＥｄＵ 染色法检测细胞增殖，流式细胞术分别检测细胞凋亡及细胞周期，酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测

细胞中 ＣＯＬ Ｉ、ＣＯＬ ＩＩＩ 含量。 结果　 ３􀆰 １２５、６􀆰 ２５、１２􀆰 ５、２５、５０、１００ μｇ ／ ｍＬ 谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷能显著的降低 ＫＦ 细

胞活力（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），提高细胞增殖抑制率（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＩＣ５０ ＝ （２７􀆰 ５４ ± ２􀆰 １８）μｇ ／ ｍＬ。 与对照组比较，１２􀆰 ５、２５、５０
μｇ ／ ｍＬ 谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷能显著的降低细胞增殖率（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），提高细胞早期及晚期凋亡率（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），使细

胞周期阻滞在 Ｇ１ 期（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），同时还能显著的降低细胞中 ＣＯＬ Ｉ、ＣＯＬ ＩＩＩ 含量（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃
葡萄糖苷能显著的抑制 ＫＦ 细胞增殖，诱导细胞凋亡，同时还能抑制胶原的合成。

【关键词】 　 谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷；瘢痕疙瘩成纤维细胞；增殖；凋亡；抑制
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　 　 瘢痕疙瘩是皮肤受损后，创伤部位在愈合过程

中成纤维细胞过度增殖导致胶原过度沉积的结果，
又称为结缔组织增生症［１ － ３］。 在临床上，瘢痕疙瘩

呈现类似肿瘤样，不仅能够无限增殖还具有浸润

性，能够侵袭正常组织，且复发率极高［１ － ３］。 瘢痕疙

瘩在过度增生的过程中会使患者产生严重的瘙痒、
疼痛，不仅影响患者的外观，甚至会给患者带来心

理 疾 病 及 功 能 障 碍［１ － ３］。 独 角 莲 （ Ｔｙｐｈｏｎｉｕｍ
ｇｉｇａｎｔｅｕｍ Ｅｎｇｌ． ）又称为“白附子”，是我省著名的中

草药，属于天南星科（Ａｒａｃｅａｅ）犁头尖属植物，具有

清热解毒、祛风止挛等功效，目前药理学研究发现

独角莲具有显著的抗肿瘤作用，能够诱导肿瘤细胞

凋亡，疗效较为显著［４ － ６］。 同时课题组前期还证实

独角莲根茎水提取物对于瘢痕疙瘩成纤维细胞具

有显著的抑制作用，但是提取物是混合物，成分复

杂，并没有阐明其具体作用机制［７］。 而本课题组先

前研究证实谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷是独角莲根茎提

取物主要成分之一，且谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷又称为

胡萝卜苷，对于多种肿瘤细胞增殖及侵袭能力的抑

制效果较佳，并阐述了相关机制［８ － １１］，因此本研究

推测谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷可能也会对瘢痕成纤维

细胞的生物学行为产生影响，所以本课题组将对此

展开研究。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 主要试剂与仪器　
谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷购自中国食品药品检定

研究院；四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）、ＤＭＥＭ 培养基、胎
牛血清、胶原酶均购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；胰蛋白酶购

自北京索莱宝生物技术有限公司；细胞周期检测试

剂盒、Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 流式双染试剂盒均购自南

京凯基生物技术有限公司；ＥｄＵ 细胞增殖检测试剂

盒购自广州市锐博生物科技技术有限公司；ＣＯＬ Ｉ、
ＣＯＬ ＩＩＩ 酶联免疫吸附试剂盒均购自武汉博士德生

物技术有限公司；ＦＡＣＳ Ｃａｌｉｂｕｒ 流式细胞仪购自美

国 ＢＤ 公司；ＭＫ３ 酶标仪购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司；
ＴＳ１００ 倒置荧光显微镜购自日本 Ｎｉｋｏｎ 公司。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 瘢痕疙瘩成纤维细胞（ＫＦ）的制备

本研究所需要的瘢痕疙瘩组织块由吉林大学

附属二院整形科提供。 在无菌条件下用 ＰＢＳ 缓冲

液清洗组织块，并用手术剪将组织块沿着无菌的小

烧杯壁剪成 １ ｍｍ３ 左右的组织块，后将组织块平铺

于培养瓶中，加入含有 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养

基，于 ３７℃ ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养，在 ３ ～ ５ ｄ 左右

的时候将浮在培养基中组织块洗去，并加入少量新

鲜培养基，同时观察组织块中细胞游离出来的情

况，当培养瓶中细胞密度达到 ８０％ 的时候，把培养

瓶中的旧培养液弃去， 换成新鲜培养液， 并用

０􀆰 ２５％的胰蛋白酶消化，以 １∶ ２的比例进行传代，取
第 ３ ～ ５ 代细胞用于后续实验研究。 同时参考相关

文献，在倒置显微镜观察细胞形态，用免疫组化法

检测细胞中 ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＣＤ１０５ 阳性率，结果均证

实 ＫＦ 细胞纯度达到 ９８％ 以上，可以用于后续

实验［２， ３］。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＭＴＴ 法检测 ＫＦ 细胞活力　

将 ８ × １０３ 个 ＫＦ 细胞接种到 ９６ 孔板，培养 ２４ ｈ
后，０（对照组），３􀆰 １２５、６􀆰 ２５、１２􀆰 ５、２５、５０、１００ μｇ ／
ｍＬ 的谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷作用 ＫＦ 细胞 ４８ ｈ 后，
加入 ２０ μＬ 的 ＭＴＴ（终浓度为 ５ ｍｇ ／ ｍＬ）孵育 ４ ｈ
后，小心将 ９６ 孔板中的上清液吸取并舍弃，再加入

１５０ μＬ 的二甲基亚砜，震荡使结晶物溶解，于酶标

仪波长 ５６０ ｎｍ 处测 ＯＤ 值。 细胞增殖抑制率（％ ）
＝ （１ － 实验组 ＯＤ 值 ／对照组 ＯＤ 值） × １００％ 。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＥｄＵ 染色检测 ＫＦ 细胞增殖情况

将 ８ × １０３ 个 ＫＦ 细胞接种到 ９６ 孔板，培养 ２４ ｈ
后，１２􀆰 ５、２５、５０ μｇ ／ ｍＬ 的谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷作

用细胞４８ ｈ后，每孔加入 ５０ μＭ 的 ＥｄＵ 染液 １００ μＬ
并孵育 ２ ｈ，ＰＢＳ 洗涤 ３ 次；接着加入 ４％ 多聚甲醛

固定 ３０ ｍｉｎ，后加入 ５０ μＬ 浓度为 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 的甘氨

酸摇床孵育 ５ ｍｉｎ，同时加入 １００ μＬ 的 ０􀆰 ５％ 的

ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ 进行渗透加强，ＰＢＳ 洗涤 ３ 次。 紧接着

每孔加入 １００ μＬ 的 １ × Ａｐｏｌｌｏ 染色液于室温避光

反应 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤 ３ 次。 每孔继续加入 １００ μＬ
的 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色液，于室温避光反应 ３０ ｍｉｎ，
ＰＢＳ 洗涤 ３ 次。 最后于荧光显微镜下观察并拍照。
ＥｄＵ 染红色，Ｈｏｅｃｈｓｔ 染蓝色。
１􀆰 ２􀆰 ４ 　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 法检测 ＫＦ 细胞凋亡

情况

将 １􀆰 ０ × １０４ 个 ＫＦ 细胞接种到 ６ 孔板，１２􀆰 ５、
２５、５０ μｇ ／ ｍＬ 的谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷作用细胞 ４８
ｈ 后，每组首先收集 １ × １０５ ／ ｍＬ 个细胞，再将 ５００ μＬ
的结合缓冲液加入细胞中并吹打混匀后，接着将

５ μＬ的 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 及 ５ μＬ 的 ＰＩ 按顺序加入已

混合均匀的细胞中，继续吹打混匀，并在室温条件

下避光孵育 １０ ｍｉｎ，于 １ ｈ 内在流式细胞仪上进行

细胞凋亡分析。
１􀆰 ２􀆰 ５　 流式细胞术检测 ＫＦ 细胞周期

将 １􀆰 ０ × １０４ 个 ＫＦ 细胞接种到 ６ 孔板，１２􀆰 ５、
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２５、５０ μｇ ／ ｍＬ 的谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷作用细胞４８ ｈ
后，每组首先收集 １ × １０５ ／ ｍＬ 个细胞，再加入５ μＬ
的 ＲＮａｓｅ（终浓度为 １０ ｍｇ ／ ｍＬ），吹打混匀后，３７℃
孵育 １ ｈ，再加入 ＰＩ 染液，吹打混匀并于室温避光孵

育 ３０ ｍｉｎ，１ ｈ 内在流式细胞仪进行细胞周期检测分

析。

注：与对照组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 １　 不同浓度的谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷对 ＫＦ 细胞活力的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｓｉｔｏｓｔｅｒｏ⁃３⁃Ｏ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ｏｎ ＫＦ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ

１􀆰 ２􀆰 ６　 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＫＦ 细胞中 ＣＯＬ Ｉ、ＣＯＬ ＩＩＩ
含量

将 １􀆰 ０ × １０４ 个 ＫＦ 细胞接种到 ６ 孔板，１２􀆰 ５、
２５、５０ μｇ ／ ｍＬ 的谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷作用细胞 ４８
ｈ 后，利用 ０􀆰 ２５％胰蛋白酶消化并收集细胞，接着分

别按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书检测细胞中 ＣＯＬ Ｉ、
ＣＯＬ ＩＩＩ 含量。
１􀆰 ３　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件进行统计分析，实验数据

以平均数 ±标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，采用 ｔ 检验检测组

间差异性，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷对 ＫＦ 细胞活力的影响

如图 １ 所示，０（对照组）、３􀆰 １２５、６􀆰 ２５、１２􀆰 ５、２５、
５０、１００ μｇ ／ ｍＬ 的谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷作用 ＫＦ 细

胞 ４８ ｈ，经ＭＴＴ 实验发现，随着给药浓度的增加，ＫＦ
细胞活力逐渐降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），细胞增殖抑制率逐

渐升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），且 ＩＣ５０ ＝ （２７􀆰 ５４ ± ２􀆰 １８） μｇ ／
ｍＬ，所以本实验选择 １２􀆰 ５、２５、５０ μｇ ／ ｍＬ 的谷甾醇⁃
３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷作为后续实验的作用浓度。
２􀆰 ２　 谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷对 ＫＦ 细胞增殖能力的

影响

如图 ２ 所示，０（对照组），１２􀆰 ５，２５，５０ μｇ ／ ｍＬ 的

谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷作用 ＫＦ 细胞 ４８ ｈ，经 ＥｄＵ 实

验发现，与对照组比较，１２􀆰 ５、２５、５０ μｇ ／ ｍＬ 能显著

的降低 ＫＦ 细胞增殖率（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ３　 谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷对 ＫＦ 细胞凋亡的影响

如图 ３，表 １ 所示，０（对照组）、１２􀆰 ５、２５、５０ μｇ ／
ｍＬ 的谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷作用 ＫＦ 细胞 ４８ ｈ，经
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 流式双染实验发现，与对照组比

较，１２􀆰 ５、２５、５０ μｇ ／ ｍＬ 能显著的提高 ＫＦ 细胞早期

凋亡率及晚期凋亡率（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ４　 谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷对 ＫＦ 细胞周期的影响

如表 １ 所示，０（对照组）、１２􀆰 ５、２５、５０ μｇ ／ ｍＬ 的

谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷作用 ＫＦ 细胞 ４８ ｈ，经流式细

胞周期实验发现，与对照组比较，１２􀆰 ５、２５、５０ μｇ ／
ｍＬ 能逐渐的使 ＫＦ 细胞周期阻滞在 Ｇ 期 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。
２􀆰 ５　 谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷对 ＫＦ 细胞中 ＣＯＬ Ｉ、
ＣＯＬ ＩＩＩ 含量的影响

如表 ２ 所示，０（对照组）、１２􀆰 ５、２５、５０ μｇ ／ ｍＬ 的

谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷作用 ＫＦ 细胞 ４８ ｈ，经 ＥＬＩＳＡ 实

验发现，与对照组比较，１２􀆰 ５、２５、５０ μｇ ／ ｍＬ 能逐渐的

降低 ＫＦ 细胞中 ＣＯＬ Ｉ、ＣＯＬ ＩＩＩ 含量（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

３　 讨论

成纤维细胞是瘢痕疙瘩的主要效应细胞，众多

研究证实在皮肤受损时候，原本处于静止状态的成

纤维细胞大量增殖，同时合成胶原对受损的机体进

行修复，但是当矫枉过正后，导致创面的局部组织

过度的胶原纤维化，形成了蟹足样的外观，影响患

者形态，并使患者产生巨大的心理负担，甚至引起

了功能障碍［１ － ３］。 因此抑制成纤维细胞增殖，诱导
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注：与对照组比较，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ２　 谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷对 ＫＦ 细胞增殖能力的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｔｏｓｔｅｒｏ⁃３⁃Ｏ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ｏｎ ＫＦ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

图 ３　 谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷对 ＫＦ 细胞增殖凋亡的影响

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｔｏｓｔｅｒｏ⁃３⁃Ｏ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ｏｎ ＫＦ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
表 １　 谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷对 ＫＦ 细胞凋亡及细胞周期的影响

Ｔａｂ． １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｔｏｓｔｅｒｏ⁃３⁃Ｏ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ｏｎ ＫＦ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

细胞凋亡
Ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

细胞周期
Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ

早期凋亡率 ／ ％
Ｅａｒｌｙ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒａｔｅ

晚期凋亡率 ／ ％
Ｌａｔｅ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒａｔｅ

Ｇ１ 期
Ｇ１ ｐｈａｇｅ

Ｓ 期
Ｓ ｐｈａｇｅ

Ｇ２ 期
Ｇ２ ｐｈａｇｅ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ３２ ± ０􀆰 ２４ ３􀆰 ４２ ± ０􀆰 ３４ ４０􀆰 ３２ ± ４􀆰 ０３ ２２􀆰 ４２ ± ０􀆰 ２２ ３７􀆰 ２６ ± ３􀆰 ７２

１２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 组
１２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ５９ ± １􀆰 ２６∗∗ １２􀆰 ２８ ± １􀆰 ２３∗∗ ４６􀆰 ３８ ± ４􀆰 ６４∗∗ １９􀆰 ０９ ± ０􀆰 ２０∗∗ ３４􀆰 ５３ ± ３􀆰 ４５∗∗

２５ μｇ ／ ｍＬ 组
２５ μｇ ／ ｍＬ ｇｒｏｕｐ ７􀆰 ８９ ± ０􀆰 ７８∗∗ １７􀆰 ９０ ± １􀆰 ７２∗∗ ５４􀆰 ７５ ± ５􀆰 ４７∗∗ １８􀆰 ３４ ± ０􀆰 １８∗∗ ２６􀆰 ９１ ± ２􀆰 ６９∗∗

５０ μｇ ／ ｍＬ 组
５０ μｇ ／ ｍＬ ｇｒｏｕｐ ４０􀆰 １９ ± ４􀆰 ０２∗∗ １９􀆰 ５７ ± １􀆰 ９６∗∗ ６７􀆰 ９３ ± ６􀆰 ７９∗∗ １３􀆰 ７７ ± ０􀆰 １４∗∗ １８􀆰 ３０ ± １􀆰 ８３∗∗

注：与对照组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

９４中国比较医学杂志 ２０１７ 年 １２ 月第 ２７ 卷第 １２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． １２



表 ２　 谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷对 ＫＦ
细胞中 ＣＯＬ Ｉ、ＣＯＬ ＩＩＩ 含量的影响

Ｔａｂ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｔｏｓｔｅｒｏ⁃３⁃Ｏ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ｏｎ ｔｈｅ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＣＯＬ Ｉ ａｎｄ ＣＯＬ ＩＩＩ ｉｎ ＫＦ ｃｅｌｌｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＣＯＬ Ｉ ＣＯＬ ＩＩＩ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ４５􀆰 ８３９ ± ０􀆰 １６８ ２３􀆰 ６９７ ± ０􀆰 ０６８

１２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 组
１２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ ｇｒｏｕｐ ４０􀆰 ７３９ ± ０􀆰 ０７８∗∗ １９􀆰 ５１２ ± ０􀆰 ０５８∗∗

２５ μｇ ／ ｍＬ 组
２５ μｇ ／ ｍＬ ｇｒｏｕｐ ３３􀆰 ２１８ ± ０􀆰 ０５６ １４􀆰 ４９７ ± ０􀆰 ０４６

５０ μｇ ／ ｍＬ 组
５０ μｇ ／ ｍＬ ｇｒｏｕｐ ２５􀆰 ４３５ ± ０􀆰 ０８７ ８􀆰 ７４３ ± ０􀆰 ０２１

注：与对照组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

细胞凋亡，减少胶原的合成并促进胶原的降解

成为瘢痕疙瘩治疗的主要方式。 谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄

糖苷又称为胡萝卜苷，是本课题组从独角莲提取物

中分离出来，本课题组先前研究证实独角莲的水提

取物对于 ＫＦ 细胞的增殖具有显著的抑制作用［７］。
另外研究还表明谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷能显著的抑

制肝癌细胞及白血病细胞增殖，同时抑制血管内皮

细胞的侵袭［８ － １１］，进而提示谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷可

能对 ＫＦ 细胞生物学行为具有显著的影响。
所以本研究首先利用 ＭＴＴ 法检测 ３􀆰 １２５、６􀆰 ２５、

１２􀆰 ５、２５、５０、１００ μｇ ／ ｍＬ 的谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷对

ＫＦ 细胞活力的影响，结果表明随着给药浓度的增

加，ＫＦ 细胞活力逐渐降低，细胞增殖抑制率逐渐提

高，且 ＩＣ５０ ＝ （２７􀆰 ５４ ± ２􀆰 １８）μｇ ／ ｍＬ，所以本实验选

择 １２􀆰 ５、２５、５０ μｇ ／ ｍＬ 的谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷作为

后续实验的作用浓度。 接着本研究继续采用 ＥｄＵ
染色检测谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷对 ＫＦ 细胞增殖的影

响，结果表明谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷能显著的降低细

胞增殖率。 为进一步证实谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷对

ＫＦ 细胞增殖的抑制作用，本研究接着利用 ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 流式双染实验检测了谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖

苷对 ＫＦ 细胞凋亡的影响，结果表明谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡
萄糖苷能显著的提高 ＫＦ 细胞早期凋亡率及晚期凋

亡率。 另外细胞的凋亡受限制，细胞的无限增殖来

源于细胞周期的不可控制，特别是在细胞的关键调

节点 Ｇ１，Ｇ２ 及 Ｓ 期，这几个调控点也是肿瘤药物作

用靶点之一［１２， １３］。 所以本研究继续采用流式细胞

术检测谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷对 ＫＦ 细胞周期的影

响，结果表明谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷能使细胞周期阻

滞于 Ｇ１ 期，说明谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷能阻断细胞

于 ＤＮＡ 复制前期，进而遏制细胞有丝分裂，最终阻

断细胞复制增殖。 同时瘢痕的形成是胶原不断沉

积的后果，胶原蛋白是细胞外基质的主要成分之

一，研究发现在疙瘩瘢痕形成过程中 ＣＯＬ Ｉ、ＣＯＬ ＩＩＩ
转录增强，在组织中含量丰富［１４］。 因此一定程度上

的减少胶原的合成也能减轻疙瘩瘢痕的进一步发

展。 所以本研究继续利用 ＥＬＩＳＡ 实验检测谷甾醇⁃
３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷对 ＫＦ 细胞中胶原含量的影响，结果表

明谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷能显著的降低 ＣＯＬ Ｉ、ＣＯＬ
ＩＩＩ 含量。

而细胞的增殖、凋亡受细胞凋亡、细胞周期等

相关基因的调控，如 Ｂｃｌ⁃２ 家族、ＰＣＮＡ、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、
ＣＤＫ４ ／ ＣＤＫ６ 等，且上述蛋白在疙瘩瘢痕组织中的

作用较为明确［１］。 另外疙瘩瘢痕组织中的胶原沉

积与 ＴＧＦ⁃β 信号通路关系最为密切，ＴＧＦ⁃β 信号通

路不仅能够促进 ＫＦ 细胞增殖还能够诱导细胞外基

质成分的不断合成，进一步的促进胶原沉积［１５］。 因

此进一步的探讨谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷对细胞凋亡、
细胞周期相关蛋白及 ＴＧＦ⁃β 信号通路的影响，将可

能是本课题将来的研究方向。
综上所述，１２􀆰 ５，２５，５０ μｇ ／ ｍＬ 的谷甾醇⁃３⁃Ｏ⁃

葡萄糖苷能显著的降低 ＫＦ 细胞活力及增殖率，并
诱导细胞凋亡，使细胞周期阻滞于 Ｇ１ 期，同时还能

减少细胞中 ＣＯＬ Ｉ、ＣＯＬ ＩＩＩ 的合成。
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