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Abstract

BACKGROUND: In recent years, related research has shown that mammalian target of rapamycin/P70S6K (mTOR/P70S6K)
signaling pathway has a role in tumor formation. Pathologic scar, especially the keloid scar, with the nature of some tumors,
therefore mTOR/P70S6K signal pathway may be of great significance in the formation of pathological scars.
OBJECTIVE: To investigate the role of mTOR/P70S6K signalling pathway in pathologic scars.
METHODS: SP immunohistochemical method was used to detect the expressions of phosphated mTOR (p-mTOR) and
phosphated PTOS6K (p-P70S6K) p-mTOR and p-P70S6K in keloid, hypertrophic scar, non-pathologic scar and normal skin
tissues. All the scar tissues were taken from the patients who were diagnosed clearly by the clinic, and they were confirmed by
pathology.
RESULTS AND CONCLUSION: The positive rates of p-mTOR and p-P70S6K in keloid and hypertrophic scars were higher
compared with the two control groups (P < 0.05). There was a highly positive correlation between p-mTOR and p-P70S6K
expression in pathologic scars (r=0.482, P < 0.05). The activation of mTOR/P70S6K signalling pathway might be involved in the
formation of pathologic scar, and the factors of it may cooperate to promote the progress of pathologic scars.

Yuan DP, Niu FY, Chen MJ, Wang XM, Li YT. Expression of mammalian target of rapamycin/P70S6K in pathologic
scars.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(50): 9333-9336.
[http://www.crter.cn http://en.zglckf.com]

摘要

背景：近年研究表明哺乳动物雷帕霉素靶蛋白/核糖体 40S小亚基 S6蛋白激酶(mammalian target of rapamycin/P70S6K，
mTOR/P70S6K)信号通路在某些肿瘤形成过程中具有一定作用。病理性瘢痕特别是瘢痕疙瘩具有某些肿瘤的性质，因此该

信号通路在病理性瘢痕形成中可能具有重要作用。

目的：观察 mTOR/P70S6K信号通路在病理性瘢痕中的的作用。

方法：采用免疫组织化学 SP法检测磷酸化 mTOR/P70S6K(p-mTOR和 p-P70S6K)在瘢痕疙瘩、增生性瘢痕、非病理性瘢

痕及正常皮肤组织中的表达水平。实验所取瘢痕组织来自临床上诊断明确的瘢痕患者。

结果：瘢痕疙瘩和增生性瘢痕组织中 p-mTOR和 p-P70S6K阳性表达率高于非病理性瘢痕及正常皮肤组(P < 0.05)。p-mTOR
和 p-P70S6K表达呈正相关(r = 0.482，P < 0.05)。结果提示 mTOR/P70S6K信号通路的激活参与了病理性瘢痕的形成过程，

且mTOR和 P70S6K之间具有协同作用。

关键词：哺乳动物雷帕霉素靶蛋白；核糖体 40S小亚基 S6蛋白激酶；瘢痕疙瘩；增生性瘢痕；组织构建
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0 引言

病理性瘢痕包括瘢痕疙瘩和增生性瘢痕，主

要表现为成纤维细胞过度增生和细胞外基质的

过度聚集，而成纤维细胞的增殖/凋亡调控失调则

是病理性瘢痕形成的重要因素[1]。哺乳动物雷帕

霉素靶蛋白(mammalian target of rapamycin，
mTOR)是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，在细胞

生长调控中处于核心地位[2]。核糖体40S小亚基

S6蛋白激酶(p70S6K)是mTOR的直接底物，可

以整合氨基酸、能量、生长因子所激发的信号通

路，借以调控细胞生长、增殖和细胞周期[3]。既

往对mTOR及其上游蛋白如PI3K和AKT等的研

究证实其在瘢痕形成过程中发挥一定作用[4-5]，而

mTOR/P70S6K信号通路和病理性瘢痕关系的

研究则少有报道。磷酸化mTOR/P70S6K
(p-mTOR和p-P70S6K)分别是mTOR和P70S6K
在体内的活性形式，实验通过对p-mTOR和

p-P70S6K在病理性瘢痕中表达的检测，探讨

mTOR/P70S6K信号通路在病理性瘢痕形成中

的作用。

1 对象和方法

设计：病例对照，体外实验。
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时间及地点：实验于2009-07/2010-03在河南省

高等学校临床医学重点学科开放实验室完成。

材料：

标本来源：实验标本均来自2008-07/2010-
03郑州大学第一附属医院整形外科住院患者。

共4组。其中瘢痕疙瘩患者20例，男9例，女11
例，年龄3.5~35.0岁，病程6个月~12年，分别

取材于耳部、胸部、腋窝部及左上肢部；增生

性瘢痕患者20例，男12例，女8例，年龄7.5~19.0
岁，病程9个月~7年，分别取材于面颈部、肩背

部、腋窝部及上肢部；非病理性瘢痕患者20 例，

男13例，女7例，年龄7~56岁，病程11个月~18
年，取材于面颈部、双上肢、右小腿及右下腹

部；正常皮肤取自美容手术切除和全厚皮片移

植剩余的全厚皮，共20 例，男11例，女9例，

年龄5.5~46.0岁。所有患者均无皮肤疾病、结

缔组织病、传染病、恶性肿瘤和其他重要脏器

疾病，术前无放疗、激光治疗及免疫治疗史。

根据中华人民共和国国务院颁发的《医疗机构

管理条例》，在实验前将实验方案和风险告知对

方，并签署知情同意书[6]。

主要试剂及仪器：

实验方法：

免疫组化SP染色：各组织取下后，用体积分

数10%的甲醛固定，常规石蜡包埋，4 μm连续

切片。实验严格按照SP 染色试剂盒说明书进

行操作。切片脱蜡、梯度乙醇脱水，PBS冲洗3
次，每次5 min；柠檬酸抗原修复10 min，自然

冷却，PBS冲洗3次，每次5 min；体积分数3%
H2O2封闭内源性过氧化物酶，室温20 min，PBS
冲洗3次，每次5 min；滴加山羊血清50 μL/片，

室温封闭内源性生物素20 min，甩除勿洗,滴加

p-mTOR，p-P70S6K多克隆抗体50 μL/片 (1∶
100)，4 ℃过夜；PBS冲洗3次，每次5 min，
滴加二抗50 μL/片，37 ℃ 30 min，PBS冲洗

3次，每次5 min；滴加辣根酶标记卵霉链白素

50 μL/片，37℃ 30 min，PBS冲洗s3次，每次

5 min，DAB显色。苏木精复染，梯度乙醇脱水，

二甲苯透明，中性树胶封固。PBS代替一抗作

为阴性对照。

结果判定：德国Lecia显微照像系统采集图

像，采用Biosens Digital Imaging System v1.6
对 所 采 集 的 图 像 进 行 分 析 。 p-mTOR和

p-P70S6K阳性细胞呈棕黄色染色，评分标准按

Shimizu法[7]，据每张切片阳性细胞的着色强度

不同，按无着色、淡黄色、棕黄色、棕褐色分别

计0，1，2，3 分；阳性着色面积按无着色、着

色面积小于1/3，1/3~2/3 和大于2/3 分别计0，
1，2，3 分。据评分之和判断结果：≥ 3为阳性。

设计、实施、评估者：设计为第一、二作

者，实施为第一、三、四、五作者，评估者为

全部作者，均经过系统科研培训。

主要观察指标：瘢痕疙瘩、增生性瘢痕、

非病理性瘢痕及正常皮肤组织中p-mTOR和
p-P70S6K的表达情况。病理性瘢痕组织中

p-mTOR和p-P70S6K的表达关系。

统计学分析：以SPSS 16.0 软件包进行统

计分析。各组织中蛋白表达阳性率采用行×列表

χ2检验、χ2分割检验，病理性瘢痕中p-mTOR
和p-P70S6K的表达关系采用关联性分析。检验

水准α=0.05。

2 结果

2.1 参与者数量分析 所有纳入对象80例均

经病理常规证实为不同类型瘢痕组织，全部进

入结果分析。

2.2 病理性瘢痕、非病理性瘢痕和正常皮肤中

p-mTOR和p-P70S6K的表达 见图1，2。

试剂及仪器 来源

兔抗人 p-mTOR，p-P70S6K抗体

SP9001通用二抗试剂盒，

DAB 显色剂

倒置显微镜

美国 Bioworld公司

北京中杉金桥生物

技术有限公司

德国 Leica公司

Figure 1 Phoshated mammalian target of rapamycin
(p-mTOR) expression in each tissue
(Immunocytochemistry S-P staining, ×400)

图 1 p-mTOR在各组织中的表达(免疫组织化学
SP染色，×400)

a: Keloid tissues

c: Non-pathologic scar tissues

b: Hypertrophic scar tissues

d: Normal skin tissues
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p-mTOR和p-P70S6K在瘢痕疙瘩和增生性瘢痕组

织中主要表达于成纤维细胞胞质及部分胞核中，呈棕黄

色(图1a，b，图2a，b)。非病理性瘢痕少量表达(图1c，
图2c)，正常皮肤组织中偶见少数细胞呈阳性反应(图1d；
图2d)。

瘢痕疙瘩组织中p-mTOR和p-P70S6K表达阳性率

(75% 和 80%) 及 增 生 性 瘢 痕 组 织 中 p-mTOR 和

p-P70S6K表达阳性率(75%和65%)显著高于非病理性

瘢痕(20%和10%)和正常皮肤组织(10%和5%)，差异有

显著性意义(P < 0.05)。
2.3 病理性瘢痕组织中p-mTOR和p-P70S6K表达的关

系 病理性瘢痕组织中p-mTOR和p-P70S6K的表达呈

正相关(r =0.482，P < 0.05)，见表1。

3 讨论

mTOR是Heitman等[8]于1991年在分析不同啤酒酵

母突变体对雷帕霉素抵抗作用的差别时发现的，是一种

非典型的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，被其上游信号PI3K
和Akt激活后，通过增加特异性mRNA的翻译而在不同

水平上控制蛋白质合成 [9]。mTOR可磷酸化下游底物

P70S6K的第389位苏氨酸残基，使其活性上升。

p70S6K是一种核糖体蛋白激酶，活化后能够磷酸化激活

核糖体40S小亚基S6蛋白，而S6蛋白可提高含5’- TOR
(5’-terminal oligopyrimidine tract) 的mRNA的翻译效

率[10]，促进蛋白质的合成，介导细胞生长和增殖。

病理性瘢痕的形成和成纤维细胞的增殖/凋亡调控

失调密切相关。有研究表明PI3K/Akt信号通路在增生性

瘢痕成纤维细胞转分化过程中具有重要的作用，活化的

PI3K/Akt可能通过TSC1/2复合物进一步激活其下游分

子mTOR和P70S6K，启动蛋白质的翻译[5，11]。

p-mTOR和p-P70S6K分别是mTOR和P70S6K在
体内的活性形式，更能反映mTOR/P70S6K信号通路的

激活状态，实验们通过免疫组织化学SP法检测到

p-mTOR和p-P70S6K在病理性瘢痕组中的表达明显高

于非病理性瘢痕组和正常皮肤组，说明病理性瘢痕中存

在 异 常 活 化 的 mTOR/P70S6K 信 号 通 路 ， 这 与

mTOR/P70S6K信号通路在成纤维细胞增殖中的相关研

究相符[12]，也在一定程度上说明mTOR/P70S6K信号通

路和病理性瘢痕形成有着密切的关系。

相关研究表明瘢痕疙瘩和增生性瘢痕在组织病理

学、遗传学等方面存在一定程度的差异[13-14]，然而本

实验中p-mTOR和p-P70S6K在瘢痕疙瘩和增生性瘢痕

中表达阳性率无明显差异，一方面提示mTOR/
P70S6K信号通路虽参与病理性瘢痕的形成，而在增生

较为活跃的瘢痕疙瘩中没有明显的表达；另一方面可

能是二者确实存在差异，但由于样本量有限、现有检

测方法等条件限制，未能体现mTOR/P70S6K信号通路

在瘢痕疙瘩和增生性瘢痕形成机制中的具体差异，需

要进一步研究。

实验中p-mTOR和p-P70S6K关联性分析表明，

p-mTOR和p-P70S6K在病理性瘢痕中的表达呈正相

关，p-mTOR激活其下游重要靶点P70S6K，磷酸化为

p-P70S6K，而p-P70S6K促翻译活性高于P70S6K，更
有效地增强蛋白质合成，加速成纤维细胞生长，促进

病理性瘢痕形成。有研究表明，p-mTOR和p-P70S6K
在子宫内膜癌、宫颈癌和食管癌等恶性肿瘤中的表达

也呈正相关[15-17]，证明两者在促进细胞生长等方面具

有协同作用。

综上所述，mTOR/p70S6K信号通路在病理性瘢痕

中异常激活，同时mTOR和p70S6K表达呈正相关，提

示深入探讨mTOR/p70S6K信号通路与病理性瘢痕的关

系，可能对病理性瘢痕的发生机制研究及临床防治有着

积极的意义。

Figure 2 phosphated P70S6K(p-P70S6K) expression in each
tissue (Immunocytochemistry SP staining, ×400)

图 2 p-P70S6K在各组织中的表达(免疫组织化学 SP染色，
×400)

a: Keloid tissues

c: Non-pathologic scar tissues

b: Hypertrophic scar tissues

d: Normal skin tissues

表 1 病理性瘢痕组织中 p-mTOR与 p-P70S6K表达的关系
Table 1 Relationship between p-mTOR and p-P70S6K in

pathologic scars

p-mTOR
p-P70S6K

r P
+ -

+ 26 4 0.482 0.001
- 3 7

p-mTOR: phoshated mammalian target of rapamycin; p-P70S6K:
phosphated P70S6K
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○ 新型骨形态发生蛋白2反转录病毒载体的

构建及活性检测

○反转录病毒载体介导转化生长因子β１基

因体外转染兔膝关节软骨细胞的表达

○ Wnt7b重组反转录病毒载体的构建及其

在C3H10T1/2中的表达

○构建人csp-B核基质结合区克隆及其介导

的反转录载体

○人端粒酶反转录酶和绿色荧光蛋白融合基

因慢病毒表达载体的构建

○半定量反转录－聚合酶链反应分析大鼠不

同组织肌肉生长抑制素基因的表达

○β-分泌酶底物肽反转录病毒载体及其包装

细胞株的构建

○牛sox2基因的克隆及重组反转录病毒载体

的构建

○反转录病毒载体介导猪MHCⅡ分子在猪骨

髓细胞中的表达

○反转录病毒载体G_1NaCⅨ的构建及其在

离体细胞中的表达

○ PRS载体介导的表达CTGF-SiRNA逆转

录病毒载体的构建

○ PRS-CTGF-SiRNA逆转录病毒载体及包

装细胞株的构建

○重组逆转录病毒载体携带乙型肝炎病毒载

体的构建与表达

○组织特异性启动子SM22α逆转录病毒载体

的构建和效率

○HSV-tk和H60基因重组逆转录病毒载体的

构建及鉴定

○携带同源盒基因HOXA9的逆转录病毒载

体的构建和鉴定

○淫羊藿苷经NF-κB信号通路干预大鼠免疫

衰老的作用及机制

○CHO细胞MAR片段的克隆及其逆转录载

体的构建

来自本文课题的更多信息--

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助。

课题的创新点：实验通过对 p-mTOR和 p-P70S6K在

病理性瘢痕中表达的检测，mTOR/p70S6K信号通路在病理

性瘢痕中异常激活，同时mTOR和 p70S6K表达呈正相关，

具有创新意义。

设计或课题的偏倚与不足：如正常 5岁儿童皮肤与 45
岁成人皮肤的细胞增殖相关基因的表达本身可能就存在差

异，会影响结果。③病理性瘢痕组病程跨度太大，如增殖期

(6个月)与瘢痕稳定后增生性瘢痕成纤维细胞增殖相关基因

的表达多不同，而该论文中跨度达 12年。今后实验将不断

完善。

提供临床借鉴的价值：根据本文结果，更深入的探讨

mTOR/p70S6K信号通路与病理性瘢痕的关系，可能对病理

性瘢痕的发生机制研究及临床防治有着积极的意义。
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