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摘要 目的 研究羊毛固醇合成酶抑制剂( ＲO) 单独或联合
胆固醇( CH) 使用对皮肤角质形成细胞( KCs) 细胞增殖及细
胞周期的影响。方法 ＲO 不同剂量作用 KCs 一定时间，采
用 MTS比色法检测 KCs 细胞增殖的变化; 使用一定浓度的
ＲO单独或联合 CH作用 KCs不同时间，使用 MTS 比色法和
流式细胞仪检测记录 KCs 细胞增殖和细胞周期的变化; 单
独使用相同浓度 ＲO 或联合 CH 经过不同时间刺激 KCs 后
通过蛋白质免疫印迹法对细胞周期蛋白 CyclinB1、CyclinE
表达水平进行分析。结果 ＲO 抑制 KCs 细胞增殖，并呈浓
度和时间依赖性;联合使用 CH降低 ＲO对 KCs 的增殖抑制
作用; ＲO可时间依赖性增加 KCs细胞周期在 G1 期比例，联
合使用 CH缓慢增加 KCs周期在 G1 期比例; ＲO可时间依赖
性降低细胞周期调控蛋白 CyclinB1、CyclinE 的表达，联合使
用 CH 部分拮抗 ＲO 下调 CyclinE，并具有时间效应，而 Cy-
clinB1 的表达没有受到明显的影响。结论 ＲO 可能通过影
响 CyclinB1、CyclinE 的表达使 KCs细胞周期 G1 期阻滞进而
抑制 KCs增殖。
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甲羟戊酸途径是各种生命活动中关键的代谢途
径之一，该途径主要与细胞内信号转导、细胞增殖等
生理活动进程相关。该途径产生众多的中间产物与
下游产物，其中主要包括甲羟戊酸 ( mevalonic ，
MVK) 、香叶焦磷酸 ( geranylgeranyl pyrophosphate ，
GGPP) 、法尼基焦磷酸 ( farnesyl pyrophosphate ，
FPP) 、羊毛固醇 ( lanosterol ，LAN) 、胆固醇 ( choles-
terol ，CH) 等多种脂类物质［1］。研究发现在甲羟戊
酸途径中关键酶编码的基因突变能导致单基因遗传
疾病，并且这些疾病中的大部分都表现出了皮肤损
伤［2 － 3］。皮肤是人体抵御外界侵袭的第一道屏障，
参与构成的主要是表皮，由角质形成细胞( keratino-

cytes，KCs) 组成。有研究发现表皮是甲羟戊酸代谢
途径最活跃的场所之一［4］。甲羟戊酸途径作为影
响生命活动的重要途径，在细胞中受到严格的控制，
该途径的代谢异常可能参与癌症、心血管系统和神
经系统等疾病的发生发展［5 － 6］。研究表明羊毛固醇
合成酶抑制剂 ( ＲO 48-8071 ) 能够抑制乳腺癌细胞
中 CH的合成，从而无法形成胆固醇类固醇激素的
合成前体，下调雌激素水平，抑制乳腺癌细胞增
殖［7］。此外，该实验室前期研究指出 MVK 的杂合
突变可导致播散型浅表性汗孔角化症( disseminated
superficial actinic porokeratosis，DSAP) ［8］，这些都表
明甲羟戊酸代谢途径在皮肤生长发育和疾病转化过
程中扮演重要角色，但其具体的调控机制尚不清楚。
该研究使用了羊毛固醇合成酶抑制剂 ＲO 探讨甲羟
戊酸途径异常对 KCs 增殖的影响并探索其分子机
制。

1 材料与方法

1． 1 主要试剂 小牛血清、MEPICF 500 培养基、
0. 06 mol /L Nacl 、Coating Matrix 基质、HKGS ( 100
× ) 和 0. 25%胰酶均购于美国 Gibco 公司; Dispase
购于美国 Sigma 公司; 细胞周期试剂盒购于中国上
海碧云天生物公司; MTS 试剂盒购于美国 Promega
公司; Cyclin B1、CyclinE 及 β-actin 均购于美国 Ab-
cam公司; 二抗购于北京中杉金桥生物有限公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 原代皮肤角质形成细胞培养 取新鲜切除
的包皮组织，生理盐水浸泡清洗后用无血清无双抗
的 DMEM培养基清洗 3 ～ 5 次，用无菌手术剪剪去
多余皮下组织并清洗表面细菌，然后将皮肤组织剪
成 0. 5 cm ×0. 5 cm大小的组织块，用 0. 4% 中性蛋
白酶在 4 ℃消化过夜，期间上下颠倒 1 ～ 2 次，充分
消化;次日用无菌镊子分离表皮和真皮，表皮中加
入 0. 025% 胰酶( 含 0. 01% EDTA) 置于 37 ℃孵箱
中消化 5 min，用含 10% 胎牛血清 DMEM培养基终
止胰酶消化; 使用 200 目滤网研磨过滤细胞，1 500
r /min，5 min 离心，去上清液收集细胞沉淀，按照原
代皮肤细胞培养要求配置 MEPICF 500 培养基并以
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5 × 104 个 /ml 的细胞数接种，细胞培养瓶置于 37
℃，5% CO2 孵箱传代培养 3 代后用于本实验研究。
1． 2． 2 MTS法检测细胞增殖 消化收集在对数生
长期的 KCs细胞，并以细胞计数为 5 × 103 个 /ml，接
种于 96 孔板，每孔 100 μl 细胞悬液，置于 37 ℃，
5% CO2 孵箱培养 1 d后加入 ＲO药液，使终浓度为
0. 1、0. 3、1. 0、3. 0、10. 0、30. 0、100. 0 μmol /L，并设
对照组( 0 μmol /L) ，继续贴壁培养 3 d 后加入 MTS
试剂，按照试剂盒使用说明书用酶标仪检测 OD值。
同上述方法接种 96 孔板，ＲO( 10 μmol /L) 单独或联
合 CH( 40 μmol /L) 刺激 KCs，刺激时间分别为 1、2、
3 d，对照组培养孔中加入相同浓度的 PBS，培养 3 d
后加入 MTS试剂，按照试剂盒使用说明书用酶标仪
检测 OD值。根据 OD值计算每组细胞存活率。
1． 2． 3 细胞周期检测 消化收集在对数生长期的
KCs细胞，接种于 12 孔板使细胞接种最终计数为 5
× 104 个 /ml，置于 37 ℃，5% CO2 孵箱贴壁培养过
夜，单独加入 ＲO ( 10 μmol /L ) 或联合 CH ( 40
μmol /L) 刺激 KCs，刺激时间分为 1、2、3 d，对照组
培养液中加入相同浓度的 PBS。3 d 后胰酶消化再
次收集细胞，按照周期试剂盒操作指南，用流式细胞
仪检测细胞周期。检测数据结果用 Flowjo 7. 6. 1 分
析。
1． 2． 4 细胞周期相关蛋白检测 提取细胞总蛋白，
并按照 10 μl /孔上样量进行 SDS-PAGE 分离蛋白。
用 10%分离胶分离电泳后，将蛋白质从分离胶中转
移到 PVDF膜上，用 5%的脱脂奶粉膜室温摇床封
闭 2 h。1 ∶ 1 000稀释 CyclinB1、CyclinE 及 1 ∶
5 000稀释 β-actin 抗体作为一抗，4 ℃ 孵育过夜。
TBST漂洗，1 ∶ 10 000稀释二抗，室温孵育 2 h。
TBST漂洗，滴加化学发光液进行发光和系统成像。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 统计软件对数
据进行分析，计量数据以珋x ± s表示，行 t检验和方差
分析，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 ＲO 抑制 KCs 细胞增殖 ＲO 抑制 KCs 细胞
增殖，并呈浓度依赖性，MTS 结果显示 ＲO药物 IC50

= 10 μmol /L ，与对照组比较差异有统计学意义( P
＜ 0. 05) 。ＲO可呈时间依赖性抑制 KCs 细胞增殖，
在作用 3 d 时，KCs细胞相对存活率最低( 35% ) ，与
对照组比较差异有统计学意义 ( t = 54. 947 ，P ＜
0. 05) ，ＲO 联合 CH 作用 KCs 细胞后，CH 削弱 ＲO
对 KCs的增殖抑制作用，在联合CH处理3 d KCs

细胞相对存活率最低( 67% ) ，与对照组比较差异有
统计学意义( t = 14. 986，P ＜ 0. 05) 。见图 1。

图 1 ＲO单独或联合 CH刺激 KCs后对细胞存活率的影响
A:使用不同浓度的 ＲO药物刺激 KCs 3 d后对细胞存活率的影

响; B: ＲO( 10 μmol /L) 单独或联合 CH( 40 μmol /L) 处理 KCs 不同时

间后细胞存活率的变化; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 2 ＲO对 KCs 细胞周期的影响 当 ＲO 药物浓
度( 10 μmol /L ) 一定时，随着作用时间的增加，KCs
细胞周期中的 G1 期细胞比例上升，在 1、2、3 d 实验
组 G1 期 DNA 平均含量为 63. 19%、71. 54% 和
83. 16%，与对照组( 54. 89% ) 比较差异有统计学意
义( F = 55. 9，P ＜ 0. 05 ) 。S 期呈现下降的趋势，在
1、2、3 d 实验组细胞 S 期 DNA 平均含量为
25. 59%、20. 43% 和 9. 11%，与对照组 ( 35. 28% )
比较差异有统计学意义 ( F = 6. 635，P ＜ 0. 05 ) ; G2
期细胞比例没有明显变化。ＲO 联合 CH 处理 KCs
细胞后，KCs 细胞周期中的 G1 期细胞比例缓慢上
升，S期随着作用时间的增加呈现缓慢下降的趋势，
而 G2 期细胞比例没有显著变化。见图 2。
2． 3 周期蛋白表达 蛋白质凝胶电泳结果显示 ＲO
单独处理 KCs的细胞内 CyclinB1、CyclinE 蛋白的表
达受到明显抑制作用，ＲO 联合 CH 处理 KCs 细胞
后，ＲO 对 CyclinE抑制表达作用减弱，在联合 CH处
理 2 d 最显著( P ＜ 0. 05) ;但 CH对 CyclinB1 水平的
降低没有显著影响。见图 3。
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图 2 ＲO单独或联合 CH对 KCs细胞周期的影响
A: ＲO药物单独处理 KCs不同时间后 KCs细胞周期的变化; B: ＲO 联合 CH 处理 KCs不同时间 KCs细胞周期的变化; C: 统计 ＲO 单独作

用 KCs 不同时间后各细胞周期比例变化; D:统计 ＲO 联合 CH 作用 KCs 不同时间后各细胞周期比例变化; a: 0 d; b: 1 d; c: 2 d; d: 3 d; 与 0 d比

较: * P ＜ 0. 05

图 3 Western blot 分析周期蛋白表达
A: ＲO单独或联合 CH作用 KCs不同时间后 KCs细胞内 CyclinB1、CyclinE表达水平的变化; B:分析 CyclinB1 表达; C:分析 CyclinE表达; a:

0 d; b: 1 d; c: 2 d; d: 3 d; 与同时间段 ＲO组比较: * P ＜ 0. 05

3 讨论

甲羟戊酸途径是机体重要的代谢活动之一，能
够为细胞提供多种营养活性分子。皮肤是人体最大
的器官，该器官功能的正常与甲羟戊酸代谢途径顺

利进行息息相关。有研究表明，甲羟戊酸途径中的
法尼斯基二磷酸合成酶抑制剂( 帕米膦酸盐) 可诱
导细胞人口腔角质形成细胞衰老和 p63 的表达，并
抑制 KCs 增殖［9］。HMG-CoA 还原酶抑制剂 ( 他汀
类、二磷酸盐如唑来膦酸及胺丁羟磷酸盐) 能通过
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改变细胞周期相关蛋白表达从而抑制原代角质形成
细胞增殖［10］。在本研究中当 ＲO 单独作用于 KCs
细胞后，细胞周期的 G1 期阻滞，抑制细胞增殖，并
且细胞周期蛋白 CyclinB1、CyclinE 的表达随着作用
时间的增加而减少。前期研究发现法尼基转移酶作
用 KCs后，导致 KCs 中 MVA 累积，CH 合成减少，
KCs增殖抑制［11］; 本研究发现当 ＲO 与 CH 联合作
用于 KCs 后，CH 可部分削弱 ＲO 对 KCs 的增殖抑
制作用，该结果表明 ＲO 可能通过减少下游 CH 的
合成，进而导致 KCs 细胞基因水平的改变，影响细
胞增殖。因此，KCs 的增殖是一个是由许多分子调
节的复杂过程。本研究的结果部分解释了甲羟戊酸
途径功能障碍所致的 KCs增殖抑制机制。

综上所述，ＲO 引起 KCs 甲羟戊酸途径代谢紊
乱，KCs细胞周期和周期蛋白发生了变化，并抑制
KCs的增殖 。因此，有效地调节甲羟戊酸途径顺利
进行对 KCs 的增殖至关重要。为研究汗孔角化症
等皮肤疾病发病机制提供了一定的理论基础。
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Effects of lanosterol synthase inhibitor ＲO on proliferation of keratinocytes
Liu Li，Gu Yanan，Zhou Hong，et al

( Center for Scientific Ｒesearch of Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the effect of ＲO or combined cholesterol ( CH) on keratinocytes cell prolifera-
tion and cyclin expression． Methods The KCs were cultured with different concentrations of ＲO for different times，
the proliferation of KCs were analyzed by MTS． Cell cycle of KCs were detected by flow cytometry after using ＲO
with different times or combined treated with CH，and Western blot was used to reveal the expression of CyclinB1
and CyclinE． Ｒesults The ＲO inhibited the proliferation of KCs in a quantitative and time-dependent manner．
Combined use of CH reduced the proliferation inhibition of ＲO on KCs． ＲO could significantly increase the propor-
tion of KCs cell cycle in G1 phase，while combined use of CH reduced G1 phase growth rate of KCs cell cycle．
Western blot demonstrated that use of ＲO could reduced the CyclinB1 and CyclinE content in the KCs in a time de-
pendence manner． Combined use of CH antagonism ＲO down-regulated Cyclin E ，but had no significant effect on
the expression of CyclinB1． Conclusion ＲO inhibits the proliferation of KCs by down-regulating the expression of
CyclinB1 and CyclinE which blocks the G1 phase of KCs cell cycle．
Key words ＲO; CH; KCs; cell proliferation; cyclins
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