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良性胆道狭窄（benign biliary stricture，BBS）的

直接原因是胆道增生性瘢痕的形成，其发病率逐年增

高。成纤维细胞大量增殖、Ⅰ型胶原过度积聚及结缔

组织生长因子（connective tissue growth factor，CTGF）的

过高表达等是瘢痕及 BBS的主要特征[1-4]。第 10号染

色体丢失的张力蛋白同源的磷酸酶基因（phosphatase
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摘要：目的 研究地塞米松（DEX）对体外培养的兔胆管瘢痕模型成纤维细胞（MF）中 I型胶原、结缔组织生

长因子（CTGF）及第 10号染色体丢失的张力蛋白同源的磷酸酶基因（ ）表达的影响。方法 对家兔采用

切开再吻合方法复制胆管瘢痕模型并获取MF，经细胞鉴定后对MF给予不同浓度的 DEX（0.00、0.01、0.05和

0.25 mg/ml）干预 48 h，活细胞计数法试剂盒测定各组细胞增殖水平；实时聚合酶链反应检测各组细胞 I型胶

原、CTGF和 PTEN mRNA表达水平；Western blot检测各组细胞 I型胶原和 PTEN蛋白表达水平。结果 在

DEX干预 48 h后，MF增殖受抑制，细胞 I型胶原、CTGF mRNA和蛋白表达下调，PTEN mRNA和蛋白表达

上调（ <0.05），呈浓度依耐性。结论 DEX可能具有抑制胆管瘢痕及良性胆道狭窄形成的作用，其机制之一可

能与MF中 I型胶原、CTGF及 PTEN的调控有关。
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Inhibitory effect of Dexamethasone on rabbit bile
duct scar fibroblasts 鄢
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Abstract: Objective To investigate the effect of Dexamethasone (DEX) on expressions of collagen I,
connective tissue growth factor ( ), and phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10
( ) genes in rabbit bile duct scar model fibroblasts (MF) . Methods Rabbit bile duct scar model
was established to culture MF. The MF were identified, and then treated by different concentrations of DEX
(0, 0.01, 0.05 and 0.25 mg/ml). After respective incubation for 48 h, cell proliferation was investigated by
CCK -8; relative mRNA expressions of collagen -I, and were assessed by qRT -PCR; relative
protein expressions of collagen -I and PTEN were investigated by Western blot. Results DEX significantly
inhibited cell proliferation, down-regulated both mRNA and protein expressions of collagen-I and , and
significantly up-regulated both mRNA and protein expressions of ( < 0.05) in the MF in a dose-
dependent manner. Conclusions DEX may have preventive and therapeutic effect on bile duct scar and
benign biliary stricture. Effect of DEX in anti -bile duct scar and benign biliary stricture may be partly
through regulating collagen-I, and expressions in MF.
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and tensin homolog deleted on chromosome 10， ）

可抑制皮肤瘢痕的形成[5-6]。地塞米松（Dexamethasone，

DEX）已被用于防治皮肤瘢痕形成[7-9]。但 DEX对 BBS

的作用尚不清楚。本研究对 BBS胆管成纤维细胞使

用 DEX进行干预，现报道如下。

1 材料与方法

1.1 实验材料

抗 -Ⅰ型胶原蛋白抗体（SAB2100463）、抗 -PTEN

蛋白抗体（PLA0133）、抗 -波形蛋白单克隆抗体

（V2258）、抗 - 细胞角蛋白单克隆抗体（C-1801）及

聚偏二氟乙烯（polyvinylidene fluoride，PVDF）膜购

自美国 Sigma公司，抗 -β- 肌动蛋白（β-actin）单

克隆抗体、辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，

HRP）标记的第二抗体购自北京全式金生物技术有

限公司，电化学发光（electrochemical luminescence，

ECL）试剂盒（美国 Millipore公司），SYBR Premix Ex

Taq TM（Tli RNase H Plus）（大连宝生生物工程公司

有限公司），4'，6- 二脒基 -2- 苯基吲哚（4'，6-di-

amidino-2-phenylindole，DAPI）（瑞士 Roche 公司），

全蛋白提取试剂盒、UNIQ-10柱式 Trizol总 RNA提

取试剂盒、逆转录试剂盒、β-actin引物、Trizol、胰酶

（0.25%）、活细胞计数法试剂盒（cell counting kit-8，

CCK-8）、胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）、达尔

伯克改良伊格尔培养基（dulbecco's modified eagle

medium，DMEM）购自上海生工生物工程股份有限公

司，Ⅰ型胶原、CTGF、PTEN引物购自上海 Introgen公

司，Ⅰ型胶原正向引物：5'-AGAACGGAGATGACGG

AGAA-3'，反向引物：5'-CCAAACCACTGAAACCTC

TGT-3'；CTGF正向引物：5'-GGCTAAGTTCTGCGGA

GTATG-3'，反向引物：5'-CAGGCACAGGTCTTGATG

AA-3'；PTEN正向引物：5'-AAACAGTAGAGGAGCC

ATCAAATC-3'，反向引物：5'-TCAGAGTCAGTGGTG

TCAGAAT-3'；β-actin正向引物：5'-CTCTCCACCT

TCCAGCAGAT-3'，反向引物：5'-TGGCTCTAACAGT

CCGCCTA-3'。地塞米松磷酸钠注射液（武汉华中药

业有限公司，批号：20150204），家兔 4只购自贵州医

科大学实验动物中心。

1.2 动物模型的复制、细胞的获取及细胞鉴定

清洁级家兔 4只，其中 2只用于正常对照组，2只

用于复制 BBS模型，术前 12 h禁食，分笼饲养，动物

的饲养在贵州医科大学实验动物中心进行。动物未

出现死亡、胆瘘等并发症。采用 2.5%戊巴比妥钠溶

液（40～45 mg/kg体重）静脉注射麻醉，取上腹部正

中切口，切开皮肤及皮下组织，暴露胆总管，BBS模

型组在近十二指肠处游离长约 1 cm的胆总管，横向

切开胆总管，长约其周径的 1/3，用 Dexon线缝合胆

总管，逐层关腹[3]。正常对照组开腹后就关腹，不打

开胆总管。各组术后禁食 12 h后正常进食。取 BBS

模型组及正常对照组术后 1周胆管壁[3]，胆管组织用

磷酸盐缓冲溶液（phosphate buffer solution，PBS）清洗

3次后剪为 2～3 mm3大小，转移至 25 cm2培养瓶中，

放入 37℃、5%二氧化碳 CO2培养箱中贴壁 4 h，加

入少许含 20%（v/v）FBS、100 u/ml青霉素、100 mg/ml

链霉素的 DMEM培养液进行培养[10]。使用差速贴壁

法分离，纯化成纤维细胞，细胞生长至 80%～90%融

合时传代。选择第 3代成纤维细胞进行细胞鉴定。使

用细胞免疫荧光法检测波形蛋白和细胞角蛋白抗体

的表达，进行成纤维细胞的鉴定[10]。实验所用细胞为

第 3～5代成纤维细胞。

1.3 分组及各组细胞的处理

实验分组如下：正常胆管成纤维细胞（normal

bile duct fibroblasts，NF）组；BBS模型胆管成纤维细

胞（model fibroblasts，MF）组；MF+不同浓度的DEX组

（DEX浓度分别为 0.01，0.05和 0.25 mg/ml）。细胞经

消化后，转移到 6孔板（细胞增殖测定用 96孔板），

细胞密度为 2×105个 /孔（细胞增殖测定 2×104个 /

孔）。含 10% FBS 的培养基培养 4 h 后改为不含

FBS的培养基饥饿过夜，根据分组的不同加用含对

应浓度药物的培养基在 37℃、5%C02培养箱分别培

养 48 h。

1.4 观察指标及测定方法

1.4.1 成纤维细胞 采用细胞免疫荧光法，胰酶消

化细胞，按照 2×105个 /孔均匀接种至带有玻璃片

的 6孔板中，24 h后进行免疫荧光操作，具体步骤如

下：PBS 清洗细胞，4%多聚甲醛室温固定 15 min；

PBS清洗后加入 0.1% Triton-100室温孵育 10 min，

PBS 清洗后加入 10%山羊血清室温封闭 30 min，

吸取 150μl第一抗体（波形蛋白和细胞角蛋白稀

释至 1∶200）滴在封口膜上，将盖玻片倒扣于封口

膜，4℃孵育过夜。将盖玻片放入 6孔板中，PBS清洗

后加入含山羊抗小鼠的 Alexia 第二抗体室温孵育

30 min，PBS清洗后滴加稀释的 DAPI（1∶100）；封

片剂封片，荧光显微镜下观察并拍照。阴性对照以

PBS代替第一抗体，排除非特异性的第二抗体结合。

1.4.2 成纤维细胞增殖的测定 按 CCK-8说明书进
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覮与 MF组比较， <0.05

图 2 不同组别细胞增殖水平比较 （x±s）

1：NF 组；2：MF 组；3：MF+DEX 0.01 mg/ml 组；4：MF+DEX

0.05 mg/ml组；5：MF+DEX 0.25 mg/ml组

1 2 3 4 5
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A：波形蛋白阳性成纤维样细胞；B：细胞角蛋白阴性成纤维样细胞

图 1 兔胆管成纤维细胞的鉴定 （荧光显微镜×100）

行操作。将成纤维细胞按照 2×104个 /孔接种于 96

孔板，100μl/孔，重复 5次 /孔。细胞在 37℃、5%CO2

培养箱培养 24 h后根据分组的不同，加入对应浓度

的 DEX分别培养 48 h，加入 CCK-8试剂 10 μl/孔

培养 2.5 h，在酶标仪上 450 nm波长处测定每孔的光

密度（optical density，OD）值，采用扣除本底策略来

消除误差。

1.4.3 各组细胞中 I型胶原、CTGF及 PTEN mRNA

表达的检测 采用用荧光定量聚合酶链反应（quan-

titative real-time polymerase chain reaction，qRT-

PCR）分别提取各组细胞总 RNA，将纯度好、完整性高

的 RNA合成 cDNA。qRT-PCR反应体系为 20 μl，

其中正反向引物各 0.8 μl，样品 cDNA 2 μl，双蒸

水 6 μl，2×SYBRR Premix 10 μl，ROX Reference

Dye（50×）0.4μl，每个样品重复 4次。PCR反应条

件为：95℃预变性 30 s，95℃变性 5 s，60℃退火30 s，

共 40个循环。使用 ABI Stepone software v 2.3 qRT-

PCR系统采集数据并分析结果，熔解曲线为单峰表

示引物特异性好，β-actin为内参，采用 2-△△Ct方法计

算目的基因的相对表达量。

1.5 各组细胞中 I型胶原及 PTEN蛋白表达的检测

采用Western blot检测分别提取各组细胞总蛋

白，二喹啉甲酸（bicinchoninic acid，BCA）法测定蛋

白浓度，用聚丙烯酰胺凝胶进行蛋白电泳，PVDF

转膜后给予封闭，按 1∶5 000稀释目的蛋白的一抗，

在 4℃冰箱内孵育过夜，以三羟甲基氨基甲烷缓冲

盐溶液（tris buffered saline and tween 20，TBST）在

摇床上洗 PVDF膜 3次。按 1∶5 000稀释二抗，在

室温下振荡孵育 2 h，以 TBST清洗 PVDF膜 3 次，

10 min/次。电化学发光后用显影和定影方法对胶片

进行拍照和扫描，β-actin蛋白为内参，以 Quantity

One系统分析目的条带的相对灰度值。

1.6 统计学方法

数据分析采用 SPSS 16.0统计软件，计量资料以

均数±标准差（x±s）表示，多组间比较用方差分析，

两两比较用 Bonferroni法， <0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 成纤维细胞的鉴定

镜下可见原代培养的胆管成纤维细胞部分呈不

规则三角形，胞质淡而透明，折光弱，细胞核较大，呈

椭圆形，通常含 2或 3个核，随后逐渐变为梭形的单

个核细胞，为成纤维样细胞。第 3代成纤维细胞波形

蛋白细胞免疫荧光阳性，细胞角蛋白细胞免疫荧光

阴性，符合成纤维细胞的特点。见图 1。

2.2 各组增殖水平的比较

NF组 OD值为（0.329±0.005），MF组 OD 值为

（0.531±0.007），MF+DEX 0.01 mg/ml 组 OD 值为

（0.501±0.007），MF+DEX 0.05 mg/ml 组 OD 值为

（0.458±0.004），MF+DEX 0.25 mg/ml 组 OD 值为

（0.398±0.004），经单因素方差分析，差异有统计学

意义（ =1 120.000， =0.000）；MF组的 OD值较 NF

组的高，MF+DEX组 OD值较 MF组低。见图 2。

2.3 各组 I 型胶原、CTGF 及 PTEN mRNA 表达

的比较

各组细胞Ⅰ型胶原 mRNA 的相对表达量：NF

组为（1.000±0.002），MF组为（2.957±0.023），MF+

DEX 0.01 mg/ml 组为（2.718±0.054），MF+DEX

0.05 mg/ml组为（2.453±0.053），MF+DEX 0.25 mg/ml

组为（2.182±0.036），经单因素方差分析，差异有统

计学意义（ =1 629.000， =0.000）；MF组的Ⅰ型胶

原 mRNA表达较 NF组高，MF+DEX组的Ⅰ型胶原

mRNA表达较 MF组低。见表 1。

各组细胞 CTGF mRNA的相对表达量：NF组为
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表 2 各组Ⅰ型胶原和 PTEN蛋白表达水平的比较 （x±s）

组别 Ⅰ型胶原 PTEN

NF组 1.000±0.021 覮 1.000±0.044覮

MF组 2.706±0.032 0.494±0.049

MF+DEX 0.01mg/ml组 2.643±0.043 0.535±0.038

MF+DEX 0.05mg/ml组 2.175±0.060覮 0.623±0.028覮

MF+DEX 0.25mg/ml组 1.847±0.028覮 0.680±0.015覮

值 1 256.000 116.637

值 0.000 0.000

注：覮与 MF组比较， <0.05

1：NF 组；2：MF 组；3：MF+DEX 0.01 mg/ml 组；4：MF+DEX

0.05 mg/ml组；5：MF+DEX 0.25 mg/ml组

图 3 各组 I型胶原和 PTEN蛋白表达水平的比较

玉型胶原（144 kD）

PTEN（51 kD）

茁-actin（42 kD）

1 2 3 4 5

表 1 各组Ⅰ型胶原、CTGF及 PTEN mRNA表达的比较

（x±s）

注：覮与 MF组比较， <0.05

组别 Ⅰ型胶原 CTGF PTEN

NF组 1.000±0.002覮 1.000±0.003覮 1.000±0.006覮

MF组 2.957±0.023 3.365±0.009 0.416±0.024

MF+DEX 0.01 mg/ml组 2.718±0.054覮 2.952±0.035覮 0.448±0.009

MF+DEX 0.05 mg/ml组 2.453±0.053覮 2.542±0.047覮 0.537±0.053覮

MF+DEX 0.25 mg/ml组 2.182±0.036覮 2.007±0.045覮 0.620±0.029覮

值 1 629.00 3 026.00 304.179

值 0.000 0.000 0.000

（1.000±0.003），MF组为（3.365±0.009），MF+DEX

0.01 mg/ml组为（2.952±0.035），MF+DEX 0.05 mg/ml

组为 （2.542±0.047），MF+DEX 0.25 mg/ml 组为

（2.007±0.045），经单因素方差分析，差异有统计学

意义（ =3 026.000， =0.000）；MF组 CTGF mRNA

表达较 NF组高，MF+DEX 组 CTGF mRNA 表达较

MF组低。见表 1。

各组细胞 PTEN mRNA的相对表达量：NF组为

（1.000±0.006），MF组为（0.416±0.024），MF+DEX

0.01 mg/ml组为（0.448±0.009），MF+DEX 0.05 mg/ml

组为 （0.537±0.053），MF+DEX 0.25 mg/ml 组 为

（0.620±0.029），经单因素方差分析，差异有统计学

意义（ =304.179， =0.000）；MF组 PTEN mRNA表

达较 NF组低，MF+DEX组 PTEN mRNA表达较 MF

组高。见表 1。

2.4 各组 I型胶原和 PTEN蛋白表达水平的比较

各组细胞Ⅰ型胶原蛋白的相对表达量：NF组为

（1.000±0.021），MF组为（2.706±0.032），MF+DEX

0.01 mg/ml组为（2.643±0.043），MF+DEX 0.05 mg/ml

组为 （2.175±0.060），MF+DEX 0.25 mg/ml 组为

（1.847±0.028），经单因素方差分析，差异有统计学

意义（ =1 256.000， =0.000）；MF组Ⅰ型胶原蛋白

表达较 NF组高，MF+DEX 组Ⅰ型胶原蛋白表达较

MF组低。见表 2和图 3。

各组细胞 PTEN 蛋白的相对表达量：NF 组为

（1.000±0.044），MF组为（0.494±0.049），MF+DEX

0.01 mg/ml组为（0.535±0.038），MF+DEX 0.05 mg/ml

组为 （0.623±0.028），MF+DEX 0.25 mg/ml 组为

（0.680±0.015），经单因素方差分析，差异有统计学

意义（ =116.637， =0.000）；MF组 PTEN 蛋白表达

较 NF 组低，MF+DEX 组 PTEN 蛋白表达较 MF 组

高。见表 2和图 3。

3 讨论

在损伤修复的过程中，不可避免会形成不同程度

的增生性疤痕，轻微的瘢痕可以通过组织塑形得以

纠正，过多的瘢痕则难以通过简单的组织塑形予以

解决 [11]。增生性瘢痕在胆道的形成伴随着较高的

BBS发病率。

成纤维细胞是重要的组织修复细胞，来源于胚

胎时期的间充质细胞。组织损伤后，成纤维细胞大量

增殖并转化为肌成纤维细胞，一方面收缩创面，另一

方面分泌细胞外基质填补创面。正常情况下，一旦创

面被完全表皮化，组织修复过程趋于停止，成纤维细

胞及肌成纤维细胞等组织修复细胞就开始加速凋

亡，细胞外基质的分泌就减少；另一方面，一旦成纤

维细胞及肌成纤维细胞等组织修复细胞持续过度增

殖、细胞外基质过度积聚，则形成增生性瘢痕[12]。胶

原是构成细胞外基质的骨架，尤其是Ⅰ型胶原是细胞

外基质的重要组成部分。在胆管瘢痕修复及 BBS形

成过程中，成纤维细胞大量增殖，同时转化为肌成纤

维细胞收缩创面、分泌大量包括Ⅰ型胶原在内的细胞

外基质填补创面，成纤维细胞和肌成纤维细胞是胆管

10· ·
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瘢痕修复及 BBS形成过程中的主要效应细胞[3-4]。本

研究结果提示，BBS模型胆管成纤维细胞中Ⅰ型胶

原的表达较正常胆管成纤维细胞中的表达增高，提

示大量Ⅰ型胶原的产生在 BBS 形成过程中可能发

挥重要作用。

CTGF是一种可刺激成纤维细胞增殖和胶原沉

积的生长因子，可由成纤维细胞、内皮细胞及平滑肌

细胞合成分泌。CTGF可以直接作用于成纤维细胞

等间充质来源细胞，促进细胞增殖和合成包括Ⅰ型胶

原在内的细胞外基质，还能作为转化生长因子 -β1

（transforming growth factor-β1，TGF-β1）和 c-Jun氨

基末端激酶（c-Jun N-terminal kinase，JNK）的下游

蛋白介导其促瘢痕形成[13]。而 TGF-β1是目前已知

的与瘢痕及胆管瘢痕形成最重要的细胞因子。研究

表明，CTGF 对 TGF-β1诱导的肌成纤维细胞分化

是必需的，但仅 CTGF不足以引起肌成纤维细胞的分

化和胶原基质的收缩[14]。研究发现，CTGF在胆管瘢
痕组织中的表达增高，并且可能是通过 TGF-β1/

Smads/CTGF通路在胆管瘢痕修复和 BBS形成过程

中发挥重要作用[2]。本研究结果提示，BBS模型胆管

成纤维细胞中 CTGF的表达较正常胆管成纤维细胞

中上调，提示 CTGF在 BBS形成过程中可能发挥重

要作用。

作为一种肿瘤抑制基因，在中枢神经系

统、心脏、肝脏、肾脏、胃肠道及皮肤等全身多器官有

表达。研究发现，通过对皮肤瘢痕成纤维细胞转染

基因后，成纤维细胞蛋白激酶 B（protein

kinase B，AKT）活性降低，细胞增殖、胶原合成受抑

制，细胞凋亡增加，PTEN 可能通过调控 PTEN/AKT

和 PTEN/ 磷脂酰肌醇 3- 激酶（phosphatidylinositol

3-kinase，PI3K）/AKT通路抑制皮肤瘢痕的形成[5，15]。

调控瘢痕成纤维细胞中 PTEN的表达是瘢痕治疗的

措施之一[15-17]。本研究结果提示，PTEN在胆管成纤

维细胞中有表达，并且 BBS模型胆管成纤维细胞中

PTEN mRNA和蛋白表达较正常胆管成纤维细胞下

调，提示 PTEN的下调在 BBS形成过程中可能发挥

重要作用。

地塞米松是临床常用的糖皮质类激素，具有较

强的抗炎、免疫抑制等作用。研究表明，地塞米松能

抑制皮肤瘢痕成纤维细胞增殖，抑制瘢痕形成，而机

制可能与其调控瘢痕成纤维细胞中 TGF-β1/Smads

信号转导通路等因素有关[7-9]。本实验结果提示，地

塞米松能下调 BBS模型胆管成纤维细胞中Ⅰ型胶

原、CTGF mRNA及蛋白的表达，同时上调该细胞中

PTEN mRNA和蛋白表达，从而抑制该细胞的增殖，

且浓度越高（DEX 0.05～0.25 mg/ml），抑制作用越

强。提示 DEX抑制 BBS形成的作用机制之一可能

与其对 BBS 模型胆管成纤维细胞中Ⅰ型胶原、

CTGF及 PTEN的调控有关。

总之，与正常胆管成纤维细胞比较，BBS胆管成

纤维细胞增殖加快，而Ⅰ型胶原和 CTGF的表达上调，

PTEN的表达下调，DEX可能具有抑制 BBS形成的

作用，其机制之一可能与其对 BBS胆管成纤维细胞

中Ⅰ型胶原、CTGF及 PTEN的调控有关。
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