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文题释义： 

PTEN 基因：第 10号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源的基因，位于 10号染色体长臂，是一个具有双特

异性磷酸酶活性的抑癌基因，编码由 403个氨基酸组成的蛋白质，可诱导细胞凋亡及细胞周期阻滞，抑制

肿瘤发生，目前已发现其在肾癌、肺癌、乳腺癌等多种恶性肿瘤中存在表达缺失或低表达。近年来发现 PTEN

基因在肝、肺、肾的纤维化亦有抑制纤维增殖的作用。 

关节纤维化：关节周围发生骨折、开放性创伤等外力损伤后或者关节手术后关节邻近纤维组织的异常增生，

肌成纤维细胞异常增生，患者术后出现关节活动屈伸，旋转受限，活动度丢失，严重者出现关节僵硬，影响

正常生活质量和工作能力的一种病理改变。 

 

摘要 

背景：研究显示大鼠关节纤维化中相关调控肌成纤维细胞表达的基因目前报导较少，对抑癌基因同源性磷酸

酶-张力蛋白(phosphatase and tensin homolog，PTEN)在关节纤维化组织的表达目前尚未见报道。 

目的：探讨关节纤维化大鼠关节囊组织中 PTEN基因的表达变化及下游 PI3K/AKT信号通路在大鼠关节纤维

化中的作用。 

方法：膝关节固定法建立大鼠膝关节纤维化模型，取膝关节后关节囊，组织块培养法分离培养肌成纤维细胞。

采用定量实时 PCR检测 PTEN mRNA的表达，采用蛋白质印迹Western Blot 方法检测肌成纤维细胞中胶

原蛋白 1-A1、PTEN蛋白的表达情况及下游 PI3K，AKT通路的信号分子改变情况。再使用 PI3K/AKT通路

阻滞剂 LY294002对肌成纤维细胞进行处理，观察肌成纤维细胞的增殖改变情况。 

结果与结论：关节纤维化中 PTEN mRNA及蛋白表达水平较对照侧下调(P < 0.05)。PTEN表达下调后，下

游 PI3K/AKT通路的信号分子 PI3K，p-AKT的表达水平出现上调(P < 0.05)，肌成纤维细胞的细胞增殖活跃，

使用 PI3K/AKT通路阻滞剂 LY294002后细胞增殖受到抑制。提示纤维化关节中 PTEN表达发生下调，并经

由 PI3K/AKT通路调控关节纤维化的发展。 

关键词： 
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Phosphatase and tensin homolog regulates arthrofibrotic myofibroblast 
proliferation via PI3K/AKT signaling pathways  
 
Zhuang Ze, Yu Dongjie, Yi Xiaoyou, Xiao Dahai, Jiang Shihai, He Ronghan, Wang Kun (Department of Joint 

Traumatology, the Third Affiliated Hospital of Sun Yat-Sen University, Guangzhou 510630, Guangdong Province, 

China)

成纤维细胞中同源性磷酸酶-张力蛋白表达下降如何促进关节纤维化的发生？ 

手术固定大鼠后腿膝关

节进行关节纤维化造模 

提取后关节囊组织进行肌

成纤维化细胞培养 

 

采用免疫荧光鉴定经

组织块培养细胞为肌

成纤维细胞 

 

PCR 及Western blot 

验证PTEN的mRNA

和蛋白的表达 

免疫组化观察关节囊

组织中PTEN的表达

情况 

 

Western blot 测 定 下 游

PI3K/AKT 信号通路改变情

况 

 

(1)通路阻滞剂 LY294002 对

肌成纤维细胞进行处理； 

(2)观察肌成纤维细胞的增

殖改变情况 
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Abstract 

BACKGROUND: There are few reports about the genes that regulate the expression of myofibroblasts in rats with arthrofibrosis. The 

expression of tumor suppressor gene phosphatase and tensin homolog (PTEN) in fibrosis tissues has not yet been reported. 

OBJECTIVE: To investigate the expression of PTEN gene in articular capsule tissue in rats with arthrofibrosis and the significance of 

PI3K/AKT signaling pathway in arthrofibrosis.   

METHODS: The rat model of arthrofibrosis was established by knee fixation, and the posterior articular capsule of knee joint was removed. 

Myofibroblasts were isolated and cultured by tissue explant method. The expression level of PTEN mRNA was detected by quantitative 

real-time PCR. The protein expression levels of COL1-A1, and PTEN in myofibroblasts and the signal molecules change in downstream 

PI3K/AKT signaling pathway were detected by western blot assay. The PI3K/AKT signal pathway specific blocker LY294002 was used to 

observe the changes of myofibroblast proliferation. 

RESULTS AND CONCLUSION: The expression levels of PTEN mRNA and protein in arthrofibrosis were significantly down-regulated 

compared with the normal articular group (P < 0.05). The down-regulated expression level of PTEN could up-regulate the expression levels of 

PI3K and AKT signaling molecules (P < 0.05) and enhanced the proliferation of myofibroblasts. After application of the PI3K/AKT blocker 

LY294002, the proliferation of myofibroblasts was inhibited. Our results suggest that there is a down-regulation in PTEN expression in articular 

capsule tissue of rats with arthrofibrosis, and PTEN regulates the development of articular capsule tissue fibrosis via PI3K/AKT signaling 

pathway.  

Subject headings: Fibrosis; Fibroblasts; Tissue Engineering  

Funding: the Medical Scientific Research Foundation of Guangdong Province, No. A2016066; a grant from the Scientific Research Project of 

Traditional Chinese Medicine of Guangdong Province, No. 20181061  

 

0  引言  Introduction 

关节纤维化是关节邻近纤维组织的异常增生，可导致

关节挛缩、关节活动功能显著受限。目前骨科常遇到的临

床问题，如关节周围骨折、关节周围开放性创伤、膝关节

前后交叉韧带损伤等，部分患者术后关节活动受限无不与

关节纤维化相关，活动度丢失严重影响了患者的生活质量

和工作能力[1-3]。关节纤维化认为与肌成纤维细胞过度增

殖，细胞外基质过度沉积相关，目前对关节纤维化的发生

机制目前尚未明确。 

同源性磷酸酶-张力蛋白 (phosphatase and tensin 

homolog，PTEN)基因，人第10号染色体缺失的磷酸酶及

张力蛋白同源基因，是具有双特异性磷酸酶活性的抑癌基

因，可诱导细胞凋亡及细胞周期阻滞，抑制肿瘤发生，在

多种肿瘤中存在表达缺失或低表达[4-6]，近年来发现PTEN

在肝、肺、肾的纤维化和瘢痕增殖上亦有抑制纤维化作   

用[7-9]。PTEN基因在关节纤维化的发生是否发生表达变化

尚未明确。PI3K/Akt信号通路是一条广泛参与细胞增殖、

分化、细胞周期调控和细胞凋亡的重要信号通路，活化的

PI3K可产生第二信使PIP3，进一步磷酸化AKT蛋白，在细

胞的增殖中发挥着调控作用。实验拟分析PTEN在纤维化

关节中的表达情况，并进一步分析下游PI3K/Akt信号通路

的变化，研究关节纤维化的发生机制。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  随机对照动物实验。 

1.2  时间及地点  实验于2016年7月至2018年3月在中山

大学实验动物中心及附属第三医院中心实验室完成。 

1.3  材料 

动物：健康SPF级雄性SD大鼠15只，鼠龄12周，体

质量250-300 g，由中山大学实验动物中心提供，动物使

用许可证号：SCXK(粤)2012-0081。实验过程中对动物

经动物伦理委员会批准，处置符合动物伦理学标准。实

验经中山大学动物伦理学委员会批准，批准号：

[2018]02-165-01。 

实验主要仪器与试剂：鼠抗人PTEN单克隆抗体及

HRP标记的羊抗兔抗体购自广州齐云生物有限公司，动物

组织DNA试剂盒购自上海生工生物工程有限公司，引物由

上海生工生物工程有限公司合成，α-平滑肌肌动蛋白单克

隆抗体购自英国Abcam公司，二抗AlexaFlour488购自美国

Invitrogen公司，BCA蛋白定量试剂盒购自碧云天公司，紫

外分光光度仪购自美国贝克曼公司，酶标仪MK3购自芬兰

Thermo labsystems公司，PTC-220-PCR扩增仪购自美国

Applied Biosystems公司，DMEM不完全高糖培养液、

PBS、CCK-8法细胞增殖检测试剂盒购自江苏凯基生物技

术股份有限公司，One Step SYBR PrimeScript RT-PCR 

Kit Ⅱ购自大连TaKaRa生物工程公司，LY294002购自美

国TargetMol公司，CCK-8试剂盒购自江苏凯基生物技术公

司，量角计购自美国Thermo Fisher scientific公司，荧光显

微镜德国Lecia公司，PVDF膜购自南京凯基生物公司，酶

标仪购自芬兰Thermo labsystems公司。 

1.4  方法 

1.4.1  动物模型建立  取15只雄性大鼠，体积分数10%

水合氯醛麻醉，于右下肢股骨外侧近段、胫骨外侧远段

分别钻孔，用20 mm×5 mm×0.5 mm聚甲醛板及直径  

1.2 mm、长8 mm不锈钢螺钉将膝关节固定于屈曲130°

处(图1)。其中聚甲醛树脂板及不锈钢螺钉由华南理工大

学材料学院提供。左侧膝关节作为对照。造模后10周取

出内固定物并分别测量关节固定组侧及对侧膝关节活动

度，对侧膝关节关节活动度作为对照。造模后18周再次

测量膝关节关节活动度，以确定手术效果是否稳定持久。

该模型将术侧膝关节固定于屈曲位形成膝关节屈曲挛

缩，因此测量膝关节关节活动度以伸直角度表示，量角

计，轴心位于股骨外侧髁，两臂分别与股骨、胫骨长轴

平行，膝关节充分伸直计180°。 

1.4.2  肌成纤维细胞的鉴定  取造模后大鼠膝关节后关

节囊组织，剪碎成1 mm×1 mm小块后，加入Ⅱ型胶原酶
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于37 ℃环境摇床上消化12 h，放入到含体积分数10%胎

牛血清的DMEM培养皿中，再置入培养箱中培养。3-5 d

去除组织块，贴壁细胞用0.25%胰酶消化，再转至含体积

分数10%胎牛血清DMEM培养液的培养皿中。将组织块

培养所得细胞接种于6孔板，采用多聚甲醛固定，漂洗，

加入血清封闭，倒去血清，加抗α-平滑肌肌动蛋白单克

隆抗体(浓度为1∶200)，孵育过夜。洗涤后，再加入二

抗AlexaFlour488(1∶400)，孵育，洗涤，最后，以4'，

6-二脒基-2-苯基吲哚(DAPI)行核染。通过荧光显微镜采

集图片。 

1.4.3  RT-QPCR法检测肌成纤维细胞中PTEN mRNA表

达水平  用Trizol提取法收集按照上述方法培养的两侧关

节囊组织肌成纤维细胞的总RNA，应用One Step SYBR 

PrimeScript RT-PCR Kit Ⅱ试剂盒，采取20 μL反应体

系，其中PTEN引物：5'-AGA GCG TGC GGA TAA TGA 

CAA G-3' (上游)； 5'-TGC TAG CCT CTG GAT TTG 

ATG G-3' (下游)。GAPDH引物：5'-AGG TGA AGG TCG 

GAG TCA ACG -3' (上游)，5'-AGG GGT CAT TGA TGG 

CAA CA -3' (下游)。反转录反应阶段设置42 ℃ 5 min，

95 ℃ 10 s。PCR反应阶段设置95 ℃ 3 s，60 ℃ 30 s，

循环40次。解离阶段设置95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，   

95 ℃ 15 s。通过CT值计算2
-∆∆Ct，确定PTEN mRNA的

相对表达水平。 

1.4.4  免疫组化检测纤维化关节囊组织和正常关节囊组

织中PTEN蛋白的表达水平  将从造模后大鼠两侧膝关节

的关节囊取下来的组织进行石蜡包埋，切片后二甲苯脱蜡

并梯度乙醇脱水；经高压修复处理后自然降至室温用0.3%

内源性过氧化物酶孵育25 min，再用PBS洗5 min，共洗3

次。5%牛血清白蛋白封闭室温30 min，倾去勿洗；加入一

抗并4 ℃过夜孵育，PBS 冲洗；加入生物素标志二抗，室

温孵育50 min，PBS冲洗。滴加辣根过氧化物酶标记的工

作液孵育显色，显微镜下能清晰可见表达后PBS冲洗，苏

木精复染，梯度乙醇脱水、二甲苯透明后中性树胶封固。

PTEN以胞浆出现棕黄色颗粒为阳性反应。显微镜采用至

少5个随机下图像，用Image-Pro-Plus 6.0软件(美国Media 

Cybernetics公司)分析处理。 

1.4.5  Western blot检测肌成纤维细胞中PTEN蛋白的表

达水平  用蛋白裂解液提取大鼠正常两侧膝关节的关节

囊组织总蛋白质，吸出后保存于-80 ℃。应用BCA蛋白

定量试剂盒进行蛋白定量。制备10%丙烯酰胺的分离胶、

浓缩胶，把蛋白样本置于100 ℃水浴锅中加热，然后在

冰水里冷却，离心，加入marker，进行十二烷基硫酸钠-

聚丙烯酰胺凝胶电泳后转移蛋白至PVDF膜。脱脂牛奶室

温封闭，室温1 h，TBST洗3次，每次10 min。加入一抗

(胶原蛋白1-A、PTEN、PI3K、AKT、p-AKT)，4 ℃摇床

上孵育过夜，TBST洗3次。加入二抗，室温1 h，TBST

洗3次。曝光显影，采集图像，使用图像分析软件ImageJ

进行灰度值分析，以目的条带灰度值与GAPDH为内参照

的比值分析胶原蛋白1-A、PTEN、PI3K、AKT及p-AKT

的蛋白表达水平。其中胶原蛋白1-A1的表达程度反映肌

成纤维细胞的增殖情况。 

1.4.6  在肌成纤维细胞中加入PI3K/Akt信号通路阻滞剂

LY294002后用CCK-8法检测细胞的增殖变化   取按照

1.4.2上述方法培养的肌成纤维细胞单细胞悬液，调整细胞

浓度为1×10
3-5×10

3
 L

-1，接种于3个96孔板(100 μL/孔)，

每个96孔板均有8个孔为对照组，8个孔为实验组。实验组

于接种第2天起加入能够阻断 PI3K 细胞信号传导通路的

蛋白激酶抑制剂LY294002，分别在处理后的第2，4天，用

10 μL CCK-8试剂盒处理，记录酶标仪在450 nm波长测定

各孔吸光度值，计算细胞抑制率(%)。细胞抑制率=(测试孔

吸光度-空白孔吸光度 )/(对照孔吸光度-空白孔吸光

度)×100%。 

1.5  主要观察指标  ①肌成纤维细胞生长的形态变化；②

PTEN蛋白及mRNA的表达情况以及PI3K/Akt信号通路相

关蛋白的表达水平；③细胞增殖变化情况。 

1.6  统计学分析  采用SPSS 21.0软件(美国IBM公司)进

行统计分析。计量资料用x
_

±s表示，两组间比较采用组间t

检验。P < 0.05为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  实验动物数量分析  实验大鼠15只，关节囊标本取材

前均成活，无死亡脱失。 

2.2  膝关节关节活动度  造模后10周取出内固定物后大

鼠损伤侧膝关节活动度较对照侧明显下降(P < 0.05)；造模

后18周时大鼠损伤侧膝关节活动度仍低于对照侧(P < 

0.05，图2)，说明实验方法能够获得稳定持久的大鼠膝关

节纤维化模型。 

2.3  肌成纤维细胞的鉴定结果  免疫荧光法检测显示组

织块培养的细胞呈梭形，胞浆可见α-平滑肌肌动蛋白阳性

表达(图3)，证实其为肌成纤维细胞。 

2.4  正常关节囊细胞和纤维化关节囊肌成纤维细胞中

PTEN mRNA及蛋白水平的表达差异  与正常侧相比，损

伤侧关节囊中肌成纤维细胞PTEN mRNA水平表达均明显

减低(P < 0.05，图4)。PTEN蛋白在正常关节囊组织中的

表达率明显高于纤维化关节囊组织(图5)。 

2.5  正常关节囊与纤维化关节囊组织中胶原蛋白1-A、

PTEN、PI3K、AKT及p-AKT蛋白的表达水平差异  与对照

侧相比，损伤侧纤维化关节囊中胶原蛋白1-A表达水平明显

上升(P < 0.05)，而PTEN蛋白表达水平明显下降(P < 

0.05)，PI3K及p-AKT蛋白表达水平明显升高(P < 0.05)，

见图6，7，而AKT蛋白表达水平没有明显变化(P > 0.05)。 

2.6  LY294002对肌成纤维细胞增殖的影响  CCK-8检测

结果显示，与对照侧相比，加入LY294002的肌成纤维细胞

的增殖明显减弱(P < 0.05，图8)。 
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图注：图中 A 为大鼠外观；B 为大鼠后腿关节固定情况；

C为手术示意简图。 

图 1  膝关节纤维化模型大鼠及手术简要示意图 

Figure 1  A rat model of knee arthrofibrosis and 

schematic diagram of operation 

 

图 2  膝关节纤维化模型大鼠膝关节活动度 

Figure 2  Range of motion of the knee joint in the rat model of knee 

arthrofibrosis 

 

 

图注：与对

照侧相比，
a
P < 0.05。 

 

图 3  免疫荧光法染色鉴定肌成纤维细胞、 

Figure 3  Immunofluorescence staining of myofibroblasts 

 

 

图注：图中绿色为 α-平

滑肌肌动蛋白阳性表达，

蓝色为细胞核。 

 

图 4  正常关节囊细胞和纤维化关节囊肌成纤维细胞中PTEN mRNA

的表达水平 

Figure 4  PTEN mRNA expression level in the normal articular 

capsule cells and myofibroblasts in fibrotic articular of capsule 

tissue 

 

 

图注：与对

照侧相比，
a
P < 0.05。 

 

图注：图中 A 为正常关节囊，B 为纤维化关节囊。标尺长 200 μm。 

图 5  正常关节囊细胞和纤维化关节囊肌成纤维细胞中PTEN的表达

水平(免疫组化染色) 

Figure 5  PTEN expression level in the normal articular capsule 

cells and myofibroblasts of arthrofibrosis (immumohistochemical 

staining) 
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图注：与对照侧相比，a
P < 0.05。 

图 6  正常关节囊与纤维化关节囊组织中胶原蛋白 1-A 及 PTEN 蛋白的表达水平(Weston-blot 检测) 

Figure 6  Protein expression levels of COL1-A and PTEN in the normal and fibrotic articular capsule tissue detected by western blot assay 
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3  讨论  Discussion 

关节纤维化是关节周围滑膜组织的过度纤维化[10]，关节

创伤、手术内固定干预、膝关节置换等是临床上常见的造成

关节纤维化及关节僵硬的病因[1-2]。关节纤维化僵硬后关节

活动功能将明显受限，影响了患者的生活质量和工作能力，

目前对于关节僵硬关节纤维化临床上有效治疗方法不多。目

前研究表明，关节纤维化是大量纤维结缔组织增生的结果，

胶原纤维作为其中的主要成分，过度活化、增殖的肌成纤维

细胞在纤维化过程中具有重要作用[11-12]。研究调控肌成纤维

细胞增殖的功能基因及调控分子机制对于认识关节纤维化，

进一步寻找治疗关节纤维化的方法具有重要作用。 

关于关节纤维化的动物模型造模，既往研究多采用大

鼠关节内注射转化生长因子β进行模型诱导[13-19]，与临床实

际病例的创伤后关节纤维化存在发病机制的不同。作者采

用聚甲醛板及螺钉对大鼠关节进行长时间的固定，限制大

鼠膝关节活动，能有效模拟临床患者关节创伤、手术刺激、

石膏固定制动等因素继发后期关节僵硬纤维化的实际情

况，所制作的动物关节损伤模型对关节损伤后导致关节纤

维化更具有临床代表性。胶原蛋白1-A蛋白和α-平滑肌肌动

蛋白是纤维化的标记性蛋白[11-12]，实验中组织块培养后细

胞行免疫荧光染色检测α-平滑肌肌动蛋白阳性表达，及从

细胞提取蛋白行胶原蛋白1-A蛋白western-blot染色发现比

对照组正常关节囊有明显差异均证明纤维化造模成功。 

PTEN基因是人第10号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋

白同源基因，是一种肿瘤抑制基因[4-6]，可使蛋白激酶、磷

脂等相应位点去磷酸化起到调控细胞周期的作用。近年来

发现PTEN在肝、肺、肾的纤维化和瘢痕增殖的研究中，

发现PTEN基因不同程度的表达下降，并且认为PTEN表达

下降与这些组织脏器纤维化的发生密切相关[7-9]。实验证明

在纤维化关节囊组织中PTEN的表达从mRNA转录到蛋白

的翻译过程中都发生了下调，且PTEN参与了关节纤维化

中对肌成纤维细胞增殖的调控。 

PI3K/AKT通路是一条在细胞代谢、增殖和细胞周期调

控中起到重要作用的调控通路。PI3K是一种胞内磷脂酰肌

醇激酶，活化后产生第二信使PIP3，能磷酸化胞内的AKT

蛋白，进一步再调控细胞内多种生物学过程。PTEN是

PI3K/Akt信号通路的负性调控因子，可将磷脂酰肌醇-3-

磷酸去磷酸化生成磷脂酰肌醇-2-磷酸，负性调控PI3K对

细胞生物学活动的影响[20-28]。实验发现纤维化关节囊中出

现PTEN基因表达下调与AKT蛋白的磷酸化改变，且PTEN

基因表达下调与p-AKT表达上调呈相关关系。LY294002是

一种PI3K/AKT信号通路的阻滞剂，能够抑制PI3K/AKT通

路激活。在纤维化关节囊的肌成纤维细胞中加入PI3K/AKT

通路阻滞剂LY294002后，原本增殖活跃的肌成纤维细胞出

现了增殖受到抑制的表现，验证了PI3K/AKT信号通路激活

在纤维化关节肌成纤维细胞的增殖中起到调节促进细胞增

殖的作用。在纤维化关节中，PTEN能负性调控PI3K/AKT

信号通路，PTEN的表达下调，激活了PI3K/AKT信号通路，

促进肌成纤维细胞生长、增殖，促进关节纤维化的发生。 

综上所述，纤维化关节中的成纤维细胞中PTEN基因

表达下降，继而引起PTEN蛋白翻译表达下降，激活了下

游PI3K/AKT信号通路，AKT磷酸化成p-AKT，促进肌成纤

维细胞增殖，促进了关节纤维化的发生。 
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图 7  正常关节囊与纤维化关节囊组织中

PI3K 和 p-AKT 蛋白的表达水平

(Weston-blot 检测) 

Figure 7  Protein expression levels of 

PI3K and p-AKT in the normal and fibrotic 

articular capsule tissue detected by 

western blot assay 
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图 8  关节纤维化肌成纤维细胞经 LY294002 处理细胞增殖的变化 

Figure 8  Changes in the myofibroblast proliferation in fibrotic 

articular capsule tissue after treatment with LY294002 
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