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超低浓度二甲基亚砜促进皮肤成纤维细胞增殖作用及机制研究
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［摘要］ 目的 探讨超低浓度二甲基亚砜（Dimethyl sulfoxide，DMSO） 对小鼠皮肤成纤维细胞增殖

的影响及其分子机制。方法 采用四甲基偶氮唑蓝（methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide，MTT）
检测不同浓度的DMSO对皮肤成纤维细胞增殖活性的影响；用双荧光素酶检测系统检测细胞中的复合

物帽状依赖翻译蛋白活性的影响；用 7-甲基鸟苷三磷酸（7-methylguanosine triphosphate，7 mGTP）下拉实

验及 Western blot 检测 DMSO 处理后细胞的真核起始因子 4E 蛋白（eukaryotic translation initiation factor 
4E，eIF4E）及其结合蛋白真核翻译起始因子 4E 结合蛋白 1（eukaryotic translation initiation factor 4E-

binding protein 1，4E-BP1）、真核翻译起始支架蛋白（eukaryotic translation initiation factor ，eIF4G）的变

化；用哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian target of rapamycin， mTOR）的抑制剂雷帕霉素干预后，

Western blot 检测 PI3K/Akt/mTOR 信号通路蛋白的量及其磷酸化水平的改变。结果 11. 0 nmol/L 
DMSO不仅可显著提高细胞的增殖率（P<0. 05），还能提高细胞帽状依赖翻译起始荧光素酶报告基因活

性（P<0. 05）；7 mGTP下拉实验及 Western blot检测结果显示，11. 0 nmol/L DMSO 处理细胞后，可显著抑

制 4E-BP1与 eIF4E的结合（P<0. 05），明显促进 eIF4G 与 eIF4E的结合（P<0. 05）；p-Akt（S473）、p-mTOR
（S2448）、p-4E-BP1（T37/46）、p-p70S6k（T421/424）的磷酸化水平与对照组比较明显上调（P<0. 05）；AKt、
mTOR、 p70S6K、S6、eIF4E、4E-BP1 总蛋白表达均上调；与对照组相比，雷帕霉素干预组， p-Akt（S473）、

p-mTOR（S2448）、p-p70S6K （T421/424））、p-S6（S235/236）的磷酸化水平下调（P<0. 05）；雷帕霉素加

DMSO组与雷帕霉素组的磷酸化水平比较，除 p-eIF4E（S209）外，均明显上调（P<0. 05）；对 Akt、mTOR、

p70S6k、4E-BP1蛋白表达的研究发现，与对照组相比， DMSO 组除 4E-BP1外，Akt、p70S6K、mTOR 蛋白

表达均呈上调趋势（P<0. 05）雷帕霉素组均明显下调（P<0. 05）；DMSO加雷帕霉素组与雷帕霉素组的表

达相比，除 p70S6K 外，均明显上调（P<0. 05）。结论 超低浓度的 DMSO（11. 0 nmol/L）可通过介导

PI3K/Akt/mTOR信号通路来促进小鼠皮肤成纤维细胞的增殖，从而加速创面愈合。
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proliferation of skin fibroblasts and to explore its underlying molecular mechanism.  Methods　MTT assay 
was used to determine the effect of different concentrations of DMSO on the proliferation of skin fibroblasts.  
Pull-down assay with 7-methylguanosine triphosphate (7mGTP) and Western blotting was employed to detect 
the changes in eukaryotic initiation factor 4E (eIF4E) and its binding protein, 4E-BP1, and eukaryotic 
translation initiation factor 4G (eIF4G).  After intervention with mTOR inhibitor, rapamycin, the alterations in 
the expression and phosphorylation levels of proteins within the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway were 
examined with Western blotting.  Results　Treatment with 11. 0 nmol/L DMSO significantly increased both 
the cell proliferation rate (P<0. 05) and the activity of the cap-dependent translation initiation luciferase 
reporter gene (P<0. 05).  Results from 7mGTP pull-down assay and Western blotting demonstrated that 
11. 0 nmol/L DMSO notably inhibited the binding of 4E-BP1 to eIF4E (P<0. 05) while promoting the binding 
of eIF4G to eIF4E (P<0. 05).  Compared with the control group, the phosphorylation levels of p-Akt (S473), 
p-mTOR (S2448), p-4E-BP1 (T37/46), and p-p70S6K (T421/424) were upregulated (P<0. 05); the total protein 
expressions of Akt, mTOR, p70S6K, S6, eIF4E, and 4E-BP1 were increased to varying degrees(P<0. 05).  In 
the RAPA intervention group, the phosphorylation levels of p-Akt (S473), p-mTOR (S2448), p-p70S6K (T421/
424), and p-S6 (S235/236) were significantly lower than those in the control group (P<0. 05).  When comparing 
the RA + DMSO group with the RA group, the phosphorylation levels of all aforementioned proteins were 
significantly upregulated except for p-eIF4E (S209) (P<0. 05).  For protein expression analysis: relative to the 
control group, the DMSO group exhibited increased expressions of Akt, p70S6K, and mTOR (P<0. 05) except 
for 4E-BP1; the RAPA group showed significant downregulation in all these proteins (P<0. 05); compared with 
the RA group, the RA + DMSO group displayed significantly higher expressions of all these proteins except for 
p70S6K (P<0. 05).  Conclusion　Ultra-low dose of DMSO (11. 0 nmol/L) promotes the proliferation of mouse 
skin fibroblasts by mediating the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway, thereby potentially accelerating wound 
healing.  

［Key words］ dimethyl sulfoxide； skin fibroblasts； cell proliferation； wound healing； molecular 
mechanism
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皮肤创面愈合是一个动态且复杂的生物过程，涉

及多组织细胞的协同作用［1］。随着人口老龄化加剧以

及糖尿病等基础疾病患病率的上升，受慢性伤口困扰

的患者日益增多。目前，临床上仍缺乏安全有效的、

能加速皮肤创面愈合的药物，因此，因此开发新型药

物并阐明其治疗机制具有重要性与紧迫性［2］。二甲基

亚砜（Dimethyl sulfoxide，DMSO）是生命科学中常用的

溶剂［3］，因其对疏水性化合物具有卓越的溶解能力［4］，
常被用作药物助溶剂，并作为药物活性组分添加于皮

肤给药制剂中。研究表明成纤维细胞能够通过 α-平

滑肌肌动蛋白（α-smooth muscles action，α-SMA）调控

牵引力，对细胞外基质进行生物力学重塑和收缩，促

进伤口愈合。成纤维细胞的增殖在创面愈合过程中

发挥关键作用［5-6］，而该过程又与PI3K/Akt/mTOR信号

通路密切相关［7］。值得注意的是，蛋白质的合成作为

细胞增殖的基础，其翻译起始过程，特别是帽状依赖

翻译作为真核细胞主要的蛋白质翻译机制，受到

PI3K/Akt/mTOR信号通路的精细调控。帽状依赖翻译

的核心是识别 mRNA 5‘端帽子结构（m⁷GpppN，可被

7-甲基鸟苷三磷酸m⁷GTP竞争性抑制）的真核起始因

子 4E 蛋白（eukaryotic translation initiation factor 4E，

eIF4E）。eIF4E 与真核翻译起始支架蛋白（eukaryotic 
translation initiation factor，eIF4G）以及 RNA 解旋酶

eIF4A 共同形成 eIF4F 复合物，从而启动翻译。而

eIF4E 的活性受到其抑制蛋白 4E-BP1 的负调控［8］；当
PI3K/Akt/mTOR 通路被激活时，可磷酸化 4E-BP1，使
其与 eIF4E解离，游离的 eIF4E得以与 eIF4G结合形成

有活性的 eIF4F 复合物，从而显著促进帽状依赖翻译

的进行，加速细胞增殖相关蛋白的合成［9］。激活PI3K/
Akt/mTOR信号通路可以加速创伤愈合［10-11］，相反，该

通路失调会延长创面愈合［12］。国内外研究显示，

5. 0 mmol/L DMSO通过激活Akt/mTOR信号通路，显著
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促进成纤维细胞增殖和角质形成细胞迁移，进而加速

糖尿病小鼠皮肤创面愈合［13］。另有研究发现，DMSO
能通过清除自由基、抑制炎症因子（如TNF-α、IL-6）释

放，减轻创面氧化应激和慢性炎症，改善愈合微环

境［14］。然而，在更低浓度下DMSO是否仍具备促进皮

肤成纤维细胞增殖及加速愈合的作用，其具体分子机

制尚不明确。目前关于DMSO的促进创面愈合作用及

其分子机制研究较少，且高浓度 DMSO可能存在有细

胞毒性。因此，本研究旨在通过体外实验，探究nmol/L
级的超低浓度DMSO对小鼠皮肤成纤维细胞增殖的影

响，并进一步分析其是否调控 PI3K/Akt/mTOR 信号通

路关键靶点蛋白的表达，以揭示 DMSO促进创面愈合

的分子机制，为超低浓度DMSO安全、有效地应用于创

面治疗提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　实验材料

1. 1. 1　主要仪器和试剂　　超净工作台购自浙江苏

杭净化设备有限公司；离心机购自贝克曼有限公司；

显微镜购自尼康精机（上海）有限公司；酶标仪购自

BioTek 有限公司；蛋白电泳仪和凝胶成像系统购自

BioRad有限公司；β-actin购自北京四正柏生物科技有

限公司；Akt， p-Akt、mTOR、p-mTOR、eIF4G、真核翻译

起 始 因 子 4E 结 合 蛋 白 1（eukaryotic translation 
initiation factor 4E -binding protein 1，4E-BP1）、p-4E-

BP1、S6，p-S6 抗体购自美国 Cell Signaling Technology
公司；P70S6k购自美国EPITMICS公司；DMEM培养基

购自美国 Gibco 公司；胎牛血清购自 Hyclone 公司；四

甲 基 偶 氮 唑 蓝（methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium 
bromide，MTT）及雷帕霉素购自 Sigma公司；eIF4E单克

隆抗体购自 Santa Cruz公司；HRP标记的山羊抗鼠 IgG
二抗、HRP标记的山羊抗兔 IgG 二抗购自中杉金桥公

司 ；7 mGTP 琼 脂 糖 珠 购 自 GE Healthcare 公 司 ；

Luciferase 和细胞裂解液购自 Promega 公司；转染试剂

盒购自Signagen公司；DMSO购自Sigma公司。

1. 1. 2　实验动物　　新生雌性昆明种小鼠（3~5 d，质
量 1. 5~2. 5 g）购自陆军军医大学动物实验室，在重庆

医科大学附属第二医院SPF动物房饲养和实验。动物

实验通过重庆医大学附属第二医院动物伦理委员会

的审批（CQUWEC20223007）。

1. 2　细胞的分离、培养及鉴定

颈椎脱臼法将新生小鼠处死后，皮肤表面用 75%
乙醇进行消毒，取材后不含钙离子及镁离子的 PBS中

清洗。将皮肤组织剪取成约 1 mm2的小片，均匀平铺

于无菌平皿中，加入适量 DMEM 完全培养基，在培养

箱中（37 ℃，5％CO2）培养 24h，之后加入足量的培养

基，继续培养。1周后将组织块去除，可见成纤维细胞

生长。培养 8~10 d后细胞铺满皿底，0. 05%胰蛋白酶

消化传代于培养瓶中培养。接种后的细胞每 1~2 d于

倒置显微镜下观察细胞形态至对数生长期。Western 
blot 检测分离培养的小鼠皮肤成纤维细胞与 NIH3T3
细胞均表达波形蛋白，证实所培养细胞具有成纤维细

胞特性。取第3代细胞用于后续实验。

1. 3　MTT实验

取对数生长期细胞，用2. 5 g/L胰酶消化，加入含血

清完全培养基按 2×103 个/mL的密度分别接种于 96孔

培养板。置于 37 ℃，5%CO2培养箱中培养 24 h待细胞

贴壁后，弃去原培养基，更换为含系列浓度 DMSO（0、
5. 5、11. 0、22. 0、44. 0、88. 0、176. 0 nmol/L）的完全培

养基，每孔溶液100 µL，每个浓度设置5个复孔。置于

37 ℃，5%CO2培养箱中分别孵育 24 h、48 h、72 h后，向

每孔内加入20 µL MTT溶液（5 ｍg/mL），继续培养4 h。
轻轻吸干孔内上清液，然后加入DMSO（150 µL），振荡

10 min，用酶联标检测仪检测OD（490 nm）。用含血清

完全培养基培养皮肤成纤维细胞作为对照组（Control
组）；用血清完全培养液处理皮肤成纤维细胞后，在加

入或不加入 DMSO 条件下，用雷帕霉素（100 µmol/L）
处理后作为雷帕霉素干预组。

1. 4　细胞转染与荧光素酶报告基因测定

将细胞按 5×104个/孔的密度接种于 12孔板，分为

2组（对照组和处理组）。待细胞贴壁 12 h后，进行转

染。弃去原培养基，添加 750 µL新鲜完全培养基，培

养 60 min。用无血清培养基洗涤细胞 2次。将无血清

且不含双抗的培养基与已配制好的 PloyJetTM  Reagent
转染试剂进行稀释混合，再加入无血清且不含双抗的

质粒，充分搅拌均匀。静置15 min，将上述混合物导入

细胞培养板中孵育 12 h；加入 11. 0 nmol/L DMSO，继

续孵育 24 h、48 h、72 h；PBS 清洗，裂解缓冲液中孵育

15 min，离心取上清，用双荧光素酶检测系统分析帽依

赖翻译活性值。

1. 5　Western blot检测

在冰上充分裂解细胞后，使用RIPA缓冲液进行处

理，4 ℃ 12 000×g离心15 min，收集上清液，进行蛋白质

定量。取 50 µg总蛋白经 SDS-PAGE电泳分离，然后将

蛋白转移至PVDF膜。用含 5%牛奶的TBST室温封闭

1 h，加入一抗于4 ℃孵育过夜。TBST洗涤膜4次，与相

应二抗室温孵育 1 h，TBST洗涤，通过ECL检测试剂显

色后在 X 光洗片机（HQ-320XT）上曝光检测，采用
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Quantity One 4. 6. 2软件对图像进行光密度分析。

1. 6　帽状结合蛋白下拉实验

使用或不使用11. 0 nmol/L DMSO刺激48 h的皮肤

成纤维细胞在缓冲液A［10 mmol/L Tris-HCl（pH 7. 6）， 
140 mmol/L KCl， 4 mmol/L MgCl ₂ ， 1 mmol/L DTT， 
1 mmol/L EDTA， 1% NP-40和蛋白酶抑制剂］ 中溶解。

取含 300 µg 蛋白的细胞裂解液（体积约 300 µL），与

10 µL 7 mGTP 琼脂糖珠在 4 ℃下温和孵育过夜，孵育

结束后，用含 0. 5%NP-40 的缓冲液 A 洗涤琼脂糖珠-

蛋白复合物。最后，通过Western blot分析与 eIF4E结

合的复合物。

1. 7　统计学分析

使用 GraphPad Prism 8. 0 软件进行统计分析，数

据采用 x̄±s表示；两组间数据分析，采用独立样本 t检
验的方法，并进行Bonferroni校正，P<0. 05视为差异具

有统计学意义。

2　结果

2. 1　不同浓度 DMSO 对小鼠皮肤成纤维细胞增殖

影响

分别加入系列浓度 DMSO（0、5. 5、11. 0、22. 0、
44. 0、88. 0、176. 0 nmol/L）处理皮肤成纤维细胞，观察

24 h、48 h 和 72 h 细胞增殖情况。MTT 法检测结果显

示：DMSO 对细胞增殖具有显著的浓度和时间依赖性

（P<0. 05）；与对照组相比，在 11. 0 nmol/L 浓度下，细

胞增殖促进作用最为显著（P<0. 05，图 1）；同一浓度

下，处理72 h的细胞增殖活性显著高于24 h和48 h，表
明延长处理时间可增强DMSO的促增殖效果。综上所

述，11. 0 nmol/L DMSO在多数时间点表现出显著的促

增殖效应，故后续实验选择此浓度进行深入研究。

2. 2　超低浓度 DMSO 促进小鼠皮肤成纤维细胞增殖

形态

超低浓度 DMSO（11. 0 nmol/L）处理 48 h 后，比其

对照组的融合度显著提高，可见大量典型的梭形细胞

密集分布，并呈现活跃的漩涡状生长趋势，见图 2。结

果表明，该浓度 DMSO对皮肤成纤维细胞的增殖活性

有促进作用。

2. 3　超低浓度 DMSO 对小鼠皮肤成纤维细胞的帽状

依赖翻译的影响

鉴于超低浓度DMSO（11. 0 nmol/L）可促进小鼠皮

肤成纤维细胞增殖，且帽依赖翻译是蛋白质合成的主

要途径。本研究进一步探讨该浓度DMSO的促生长作
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图1　不同浓度DMSO处理小鼠皮肤成纤维细胞增殖检测

Figure 1　Proliferation of mouse skin fibroblasts treated with 
different doses of DMSO for 24， 48 and 72 h

!

"

A： Microscopic images showing a relatively low cell density in blank control group at 48 h； B： Microscopic image showing 
significantly higher cell density after 11. 0 nmol/L DMSO treatment for 48 h

图2　超低浓度DMSO（11. 0 nmol/L） 处理48 h后对小鼠皮肤成纤维细胞形态学的影响

Figure 2　Effect of ultra-low dose of DMSO （11. 0 nmol/L） on the morphology of mouse skin fibroblasts after 48 h
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用是否与帽依赖翻译调控有关。基于此，构建编码帽

状依赖翻译起始的荧光素酶报告基因系统，分析检测

超低浓度 DMSO （11. 0 nmol/L）对皮肤成纤维细胞对

帽依赖翻译活性的影响。11. 0 nmol/L DMSO 处理小

鼠皮肤成纤维细胞 24 h、48 h、72 h 后，帽依赖翻译起

始的荧光素酶活性均显著增强（P<0. 05， 图 3），且该

促进作用呈现时间依赖性增强趋势以上结果提示，

11. 0 nmol/L DMSO 能够显著上调皮肤成纤维细胞的

帽依赖翻译效率。

2. 4　超低浓度 DMSO 对小鼠皮肤成纤维细胞的翻译

结合蛋白的影响

为验证超低浓度DMSO（11. 0 nmol/L）是否通过促

进帽依赖翻译来驱动细胞增殖，本研究采用 7 mGTP下

拉实验检测 eIF4F 复合体关键组分的变化。结果显

示：与对照组相比，超低浓度的DMSO（11. 0 nmol/L）作

用 1 h 后，与 eIF4E 结合的 4E-BP1 显著减少表明 4E-

BP1对 eIF4E的抑制作用被解除。与此同时，eIF4G与

eIF4E的结合明显增加，提示功能性 eIF4F复合体形成

增强（P<0. 05，图4A、4B）。

2. 5　超低浓度的 DMSO 对 PI3K/Akt/mTOR 信号靶点

蛋白的影响

推测DMSO可能是通过非经典通路（如 PI3K/Akt/
mTOR）发挥对小鼠皮肤成纤维细胞的促增殖作用。

为了验证这一假设，通过 Western blot 实验，检测

11. 0 nmol/L 超低浓度 DMSO 处理后的小鼠皮肤成纤

维细胞中PI3K/Aky/mTOR信号通路下游相关靶点蛋白

的变化。结果见图 5， 与对照组相比，超低浓度DMSO
（11. 0 nmol/L）处理 24、48 h 和 72 h 组的 AKt，mTOR、

p70S6K、S6、eIF4E、4E-BP1 表达都有不同程度上调。

研究发现，p-Akt（S473）、p-mTOR（S2448）、p-4E-BP1
（T37/46）、p-p70s6k（T421/424）的磷酸化水平与对照

组比较上调（P<0. 05），而 p-elF4E（S209）与对照组的
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图3　超低浓度DMSO（11. 0 nmol/L）对小鼠皮肤成纤维细

胞处理后的帽状依赖翻译起始荧光素酶报告基因活性

Figure 3　Activity of a cap-dependent translation initiation 
luciferase reporter in mouse skin fibroblasts 
after treatment with an ultra-low dose of DMSO 
（11. 0 nmol/L）
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图4

A： 7 mGTP pull-down assay followed by Western blot analysis of eIF4E， 4E-BP1， and eIF4G in mouse skin fibroblasts.  
B： Densitometric quantification of eIF4E， 4E-BP1， and eIF4G protein levels from the results shown in A.  a： P<0. 05 in 
comparison with the Control group

图4　超低浓度的DMSO（11. 0 nmol/L）对小鼠皮肤成纤维细胞的帽状依赖翻译的影响

Figure 4　Effect of an ultra-low dose of DMSO （11. 0 nmol/L） on cap-dependent translation in mouse skin fibroblasts
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A： Western blotting results of total protein levels of Akt， mTOR， p70S6K， S6， eIF4E， and 4E-BP1； B： Western blotting results 
of phosphorylation levels of Akt （Ser473）， mTOR （Ser2448）， p70S6K （Thr421/Ser424）， 4E-BP1 （Thr37/46）， and eIF4E 

（Ser209）； C： Relative quantification of total protein levels shown in A； D~H： Relative quantification of phosphorylation levels 
shown in B.  a： P<0. 05 compared with Control group

图5　超低浓度DMSO（11. 0 nmol/L） 对小鼠皮肤成纤维细胞的PI3K/AKT/mTOR信号靶点蛋白的影响

Figure 5　Effect of an ultra-low dose of DMSO （11. 0 nmol/L） on the protein levels of PI3K/Akt/mTOR signaling pathway targets 
in mouse skin fibroblasts
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无差异。上述结果表明，超低浓度DMSO（11. 0 nmol/L）
可通过诱导 4E-BP1 磷酸化增加对 PI3K/Akt/mTOR 信

号通路上下游各分子的影响促进细胞增殖作用。

2. 6　超低浓度 DMSO 对 PI3K/Akt/mTOR 信号靶点抑

制剂的影响

用 PI3K/Akt/mTOR 信号通路中的关键靶点蛋白

（mTOR 蛋 白）的 靶 点 抑 制 剂 雷 帕 霉 素 处 理 后 ， 
Western blot 检测细胞的相关蛋白在处理 15 min 对

p-Akt（S473）、p-mTOR（S2448）、P-4E-BP1（T37/46）、

p-p70S6k（T421/424））、p-S6（S235/236）蛋白相应位点

磷酸化的研究发现，与 Control 组相比，DMSO 组均上

调，RA 组下调（P<0. 05）；相关蛋白 p-Akt（S473）、

p-mTOR（S2448）、p-p70S6K（T421/424））、p-S6（S235/
236）上调（P<0. 05），RA组下调；RA+DMSO组与RA组

相比，除 p-eIF4E（S209）外，均明显上调（P<0. 05，图
6A、C）。对其处理 48h，与 Control 组相比，DMSO 组除

4E-BP1 蛋白外，Akt、p70S6K、mTOR 蛋白表达均呈上

调趋势（P<0. 05），RA 组均明显下调（P<0. 05）；RA+
DMSO组与RA组的表达相比，除p70S6K 外，均明显上

调（P<0. 05，图6B、D）。

与对照组比较，加入雷帕霉素组细胞增殖明显受

到抑制（P<0. 05，图 7）；但同时加入雷帕霉素及超低浓

A： Western blotting results of phosphorylation levels of Akt （Ser473）， mTOR （Ser2448）， p70S6K （Thr421/Ser424）， S6 
（Ser235/Ser236）， 4E-BP1 （Thr37/46）， and eIF4E （Ser209） in mouse skin fibroblasts treated with ultra-low dose of DMSO 
（11. 0 nmol/L）， with or without mTOR inhibitor， rapamycin， for 15 and 120 min； B： Western blotting showing protein 
expression of Akt， mTOR， p70S6K， and 4E-BP1 in mouse skin fibroblasts after treatment with DMSO， with or without 
rapamycin， for 48 h； C： Relative quantitative analysis of phosphorylation levels of Akt （Ser473）， mTOR （Ser2448）， p70S6K 

（Thr421/Ser424）， S6 （Ser235/Ser236）， 4E-BP1 （Thr37/46）， and eIF4E （Ser209）； D： Relative quantitative analysis of protein 
levels of Akt， mTOR， p70S6K， and 4E-BP1.  a： P<0. 05 compared with Control group， b： P<0. 05 compared with RA group

图6　雷帕霉素抑制mTOR影响超低浓度DMSO（11. 0 nmol/L）对PI3K/Akt/mTOR通路激活

Figure 6　Rapamycin-mediated mTOR inhibition interferes with ultra-low dose of DMSO （11. 0 nmol/L）-induced activation of 
the PI3K/Akt/mTOR pathway 
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度 DMSO组，细胞增殖未受到雷帕霉素抑制影响。上

述结果表明，超低浓度的 DMSO 可激活 PI3K/Akt/
mTOR信号通路上下游分子的变化来促进小鼠皮肤成

纤维细胞增殖，促进皮肤创面愈合。

3　讨论

中国是全球糖尿病患者最多的国家，约 1. 4亿成

人患有糖尿病［15］。随着我国进入深度老龄化社会，老

年人群，特别是合并糖尿病等慢性基础疾病者，已成

为慢性皮肤创面的高发人群。糖尿病等多种因素引

起的慢性难愈性创面，不仅愈合过程显著延缓，且易

伴发感染、溃疡甚至组织坏死，严重威胁患者生命健

康，同时也给医疗卫生系统及社会带来沉重的经济与

照护负担。因此，深入研究皮肤创面愈合的分子机

制，探寻安全有效的促愈合策略，具有重要的临床与

现实意义。

3. 1　DMSO有明显的促进创面愈合作用

皮肤创面愈合是一个动态且复杂的生物过程，涉

及多组织细胞的协同作用，皮肤成纤维细胞能够产生

有助于血管生成的物质，分化成肌成纤维细胞，形成

成熟瘢痕，创面愈合过程中，成纤维细胞的增殖发挥

着关键作用。

此外，既往研究证实，DMSO在创面愈合中具显著

抗炎、镇痛作用，且能有效促进创面愈合［16-21］，临床应

用价值明确。同时国内研究显示，5. 0 mmol/L DMSO

通过激活 Akt/mTOR 信号通路，显著促进成纤维细胞

增殖，加速糖尿病小鼠皮肤创面愈合［17］，其研究重点

是体内，且为创面的成纤维细胞，未涉及体外研究同

时其更低浓度，尤其是超低浓度下是否可以促进小鼠

成纤维细胞的增殖作用，未涉及研究。并且其研究是

通过 DMSO激活 Akt/mTOR 通路的机制发挥促进愈合

作用，只是讨论Akt/mTOR的两个关键因素阐述，且未

深入探讨上下游调控分子（如 PI3K的参与）及细胞行

为的整合机制。高浓度的 DMSO有细胞毒性，因此越

低的有效生物浓度对创面愈合越安全。本研究重点

关注在体外更低浓度下的DMSO是否对成纤维细胞有

促进增殖作用，并深入探讨超低浓度 DMSO是否以及

怎样通过影响 PI3K/Akt/mTOR 上下游分子发挥促进

皮肤成纤维细胞增殖这一重要的具体机制。

3. 2　超低浓度 DMSO（11. 0 nmol/L）可促皮肤成纤维

细胞增殖

本研究以小鼠皮肤成纤维细胞为研究对象，设置

不加DMSO的细胞组为阴性对照组，加入 11. 0 nmol/L 
DMSO的细胞组为阳性组，旨在探究DMSO对小鼠皮肤

成纤维细胞增殖的影响，以及其对 PI3K/Akt/mTOR 信

号通路靶点蛋白的调控作用。结果表明，11. 0 nmol/L 
DMSO可显著促进小鼠皮肤成纤维细胞增殖；随DMSO
浓度升高，其促增殖效应逐渐减弱，高浓度DMSO则表

现出细胞增殖抑制作用，该现象推测与 DMSO的细胞

毒性及抗肿瘤活性相关。因此，超低浓度 DMSO同样

能有效诱导小鼠皮肤成纤维细胞增殖。

3. 3　超低浓度 DMSO（11. 0 nmol/L）在体外影响皮肤

成纤维细胞 PI3K/Akt/mTOR 通路的靶点蛋白表

达及磷酸化

PI3K/Akt/mTOR信号通路在细胞增殖调控中扮演

核心角色。该通路通过一系列丝氨酸/苏氨酸激酶级

联，调控细胞增殖、凋亡与分化等关键生物学过程［21］。
Akt是 PI3K的关键下游介质，其完全激活需要激酶区

Thr308和调节区 Ser473的双重磷酸化。活化的Akt通
过磷酸化下游靶蛋白，促进细胞增殖、生长及血管生

成，在伤口愈合中发挥重要作用［22-23］。mTOR 作为该

通路的下游关键传感器，整合营养与生长因子信号以

调控细胞生长和蛋白质合成［24］。其 Ser2448位点的磷

酸化可激活下游的 4E-BP1和 p70S6K进而调控翻译起

始［25］。磷酸化的 mTOR（Ser2448）已被证明在控制

mTOR活性中发挥重要作用［26］。帽状依赖翻译占蛋白

质翻译的绝大部分，帽状依赖的翻译起始由 eIF4E 与

4E-BP1的相互作用控制。mTOR磷酸化 4E-BP1后，降
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图7　雷帕霉素及超低浓度DMSO （11. 0 nmol/L） 处理对小鼠

皮肤成纤维细胞增殖的影响

Figure 7　Effect of rapamycin and ultra-low dose of DMSO 
（11. 0 nmol/L） on the proliferation of mouse skin 
fibroblasts
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低其与 eIF4E 的亲和力，促使 eIF4E 与 eIF4G 结合，从

而增强帽状依赖的翻译起始，最终促进细胞增殖［27］。
推测超低浓度DMSO（11. 0 nmol/L）对小鼠皮肤成

纤维细胞生长的促进作用是否通过调控帽状依赖的

翻译实现。本研究将验证该假设，我们构建了帽状依

赖翻译起始的荧光素酶报告基因系统，结合 7 mGTP
下拉实验与免疫印迹验证了 eIF4F 复合物的变化，系

统评估了超低浓度DMSO对小鼠皮肤成纤维细胞翻译

起始的影响。我们的研究发现，超低浓度 DMSO
（11. 0 nmol/L）可显著降低 4E-BP1与 eIF4E的结合，同

时增加 eIF4G与 eIF4E的相互作用，提示功能性 eIF4F
复合物形成增强，帽状依赖的翻译起始被激活，蛋白

质合成水平升高。上述变化与 PI3K/Akt/mTOR 信号

通路中 4E-BP1-eIF4E轴的调控特征一致。基于此，我

们提出假设：超低浓度DMSO可能通过非经典通路（如

PI3K/Akt/mTOR）解除 4E-BP1 对 eIF4E 的抑制，促进

eIF4F复合物装配，从而上调翻译效率，最终实现对小

鼠皮肤成纤维细胞的促增殖作用。

3. 4　超低浓度 DMSO（11. 0 nmol/）在体外影响 PI3K/
Akt/mTOR信号通路促进皮肤成纤维细胞增殖

那么超低浓度DMSO是怎么影响PI3K/Akt/ mTOR
信号通路中各靶点蛋白的变化实现促进小鼠皮肤成

纤维细胞增殖作用的，本研究检测了超低浓度 DMSO
（11. 0 nmol/L）作用下小鼠皮肤成纤维细胞 PI3K/Akt/ 
mTOR 信号转导通路的关键激酶活性的结果表明：

mTOR（Ser2448）磷酸化水平升高，4E-BP1（T37/T46） 
磷酸化显著上调，p70S6K（T421/S424） 磷酸化无明显

变化，而 4E-BP1蛋白在 T37和 T46位点的磷酸化明显

上调，这些变化导致 4E-BP1对 eIF4E的抑制作用被解

除，eIF4F复合物形成增强，从而激活了帽状依赖的翻

译起始，促进了蛋白质合成，最终推动了细胞增殖。

因此，超低浓度的 DMSO 可通过激活 PI3K/Akt/mTOR
通路中的关键靶点 4E-BP1 及 mTOR 使之发生高磷酸

化促进帽状依赖翻译，从而促进细胞增殖。这一结果

与 PI3K/Akt/mTOR 信号通路中 4E-BP1、mTOR 在控制

帽状依赖性蛋白合成、细胞生长和 Akt信号下游细胞

存活中的中心作用一致。为了进一步验证这一机制，

我们使用了mTOR特异性抑制剂雷帕霉素干预超低浓

度DMSO作用下的小鼠皮肤成纤维细胞［28］，并检测细

胞的增殖及其 PI3K/Akt/mTOR 信号通路的上下游靶

点分子的变化。实验结果显示：超低浓度 DMSO能够

显著减弱雷帕霉素对细胞增殖的抑制。同时，DMSO
还能部分恢复被雷帕霉素阻断的 mTOR（Ser2448） 磷

酸化［26］。这表明，DMSO的促增殖作用是通过作用于

雷帕霉素敏感的 mTOR通路关键靶点分子来实现的，

见图8。

综上所述，本研究明确证实，超低浓度 DMSO
（11. 0 nmol/L）对小鼠皮肤成纤维细胞具有显著的促

增殖效应。该 nmol/L 级浓度显著低于以往报道的

mmol/L级范围，在保持生物活性的同时有效降低了其

细胞毒性风险，为DMSO在创面愈合中的合理、安全应

用提供了更有力的实验依据。与既往研究相比，我们

进一步提出并验证了其分子机制：超低浓度 DMSO通

过激活 PI3K/Akt/mTOR 信号通路，选择性地上调

mTOR与 4E-BP1的磷酸化水平，从而促进帽状依赖的

翻译起始，最终加速细胞增殖。对 PI3K/Akt/mTOR 通

路上下游调控分子（如PI3K）及细胞行为的整合分析，

不仅是对现有研究的补充与拓展，也进一步夯实了超

低浓度DMSO通过该通路关键节点调控皮肤成纤维细

胞功能的机制框架。本研究为超低浓度DMSO的促愈

作用提供了更为合理且有意义的理论基础，并为创面

愈合的治疗策略与药物靶点开发提供了实验支撑，为

后续临床转化研究奠定了重要基础。

利益冲突 本文所有作者声明不存在利益冲突

参考文献：

［1］ 蔡维维， 张仕杰， 文嫄媛， 等 . 刺桐碱促伤口愈合的网络

DMSO

R

PI3K

P70S6K

PTEN

S6

4E-BP1

eIF-4GeIF-4E

PIP2 PIP3

PDK1

Akt/PKB

mTOR

Cell Proliferation

图8　超低浓度DMSO（11. 0 nmol/L）通过PI3K/Akt/mTOR
通路发挥对成纤维细胞增殖的作用图

Figure 8　Schematic diagram illustrating the role of ultra-

low concentration of DMSO （11. 0 nmol/L） in 
fibroblast proliferation via the PI3K/Akt/mTOR 
signaling pathway

2393



陆军军医大学学报，2025，47（19） http：//aammt. tmmu. edu. cn

药理学分析及实验验证［J］. 天然产物研究与开发， 2024， 
36（11）： 1959-1971， 1958. DOI： 10.16333/j. 1001-6880.
2024.11.016.
CAI W W， ZHANG S J， WEN Y Y， et al. Network 
pharmacology analysis and experimental verification of 
hypaphorine for the treatment of wound healing［J］. Nat Prod 
Res Dev， 2024， 36（11）： 1959-1971， 1958. DOI： 10.16333/
j.1001-6880.2024.11.016.

［2］ 梁宏宇， 张海林， 尹欢心， 等 . 2-APB 通过下调 TRPM7 在

小鼠皮肤创伤愈合中的作用［J］. 中国临床药理学与治疗

学， 2022， 27（7）： 747-753.
LIANG H Y， ZHANG H L， YIN H X， et al. Effects of 2-APB 
in skin wound healing in mice through down-regulation of 
TRPM7［J］. Chin J Clin Pharmacol Ther， 2022， 27（7）： 
747-753.

［3］ SPANOGHE J， VAN ACKER A， CARRETTE E， et al. 
Effects of intracerebroventricular administration of dimethyl 
sulfoxide on hippocampal electrophysiology in mice［J］. IBRO 
Neurosci Rep， 2025， 18： 378-383. DOI： 10.1016/j. ibneur. 
2025.02.016.

［4］ THI THU TRINH M， THOA T H K， THI PHUONG THAO 
D. Neuronal effect of 0.3 % DMSO and the synergism between 
0.3 % DMSO and loss function of UCH-L1 on Drosophila 
melanogaster model［J］. Toxicol Rep， 2025， 14： 101904. 
DOI： 10.1016/j.toxrep.2025.101904.

［5］ CAI J Y， HE M， WANG Y Y， et al. Discovery of a novel 
microtubule destabilizing agent targeting the colchicine site 
based on molecular docking［J］. Biochem Pharmacol， 2025， 
234： 116804. DOI： 10.1016/j.bcp.2025.116804.

［6］ ISHIKAWA K， HOSHINO Y， OSAWA M， et al. Hypoxia-

inducible factor prolyl hydroxylase inhibitor roxadustat 
accelerates wound healing in a mouse hind limb lymphedema 
model［J］. Adv Wound Care， 2025： wound.2024.0237. DOI： 
10.1089/wound.2024.0237.

［7］ ZHANG Y M， JIN H Z， JIA W Y， et al. Ermiao San 
attenuating rheumatoid arthritis via PI3K/AKT/mTOR 
signaling activate HIF-1α induced glycolysis ［J］. J 
Ethnopharmacol， 2025， 345： 119615. DOI： 10.1016/j.
jep.2025.119615.］

［8］ GENTRY R C， IDE N A， COMUNALE V M， et al. The 
mechanism of mRNA cap recognition［J］. Nature，2025.637
（8046）：736-743. DOI： 10.1038/s41586-024-08304-0.

［9］ 蒋晓涵，王雅宏， 王晨， 等 . 疮灵液调控 PI3K/AKT/NF-κB
信号通路促进创面愈合［J］. 中药药理与临床 . 2025，41 
（05）：2-8，DOL：10.13412/j.cnki.zyyl.20250507.001
JIANG X H，WANG Y H，WANG C， et al. Chuangling liquid 
promotes wound healing by regulating the PI3K-Akt/ NF- κB 
Signaling Pathway［J］. Tradit Chin Drug Res Clin Pharmacol，

2025， 41 （05） ： 2-8， DOL： 10.13412/j. cnki. zyyl.
20250507.001.

［10］ LI A N， ZHAO M， LIN Z M， et al. Reduced SMEK1 
regulates trophoblast migration and invasion in fetal growth 
restriction［J］. Placenta， 2025， 161： 65-75. DOI： 10.1016/
j.placenta.2025.02.005.

［11］ LIU W D， XIA K Z， HUANG X H， et al. HMGCL activates 
autophagy in osteosarcoma through β -HB mediated 
inhibition of the PI3K/AKT/mTOR signaling pathway［J］. J 
Transl Med， 2025， 23（1）： 219. DOI： 10.1186/s12967-

025-06227-6.
［12］ FANG S Z， WANG J， LIU T Y， et al. SAR1A induces cell 

growth and epithelial-mesenchymal transition through the 
PI3K/AKT/mTOR pathway in head and neck squamous cell 
carcinoma： an in vitro and in vivo study［J］. Biomedicines， 
2024， 12 （11） ： 2477. DOI： 10.3390/biomedicines 
12112477.

［13］ GUO W， QIU W， AO X， et al. Low-concentration DMSO 
accelerates skin wound healing by Akt/mTOR-mediated cell 
proliferation and migration in diabetic mice［J］. Br J 
Pharmacol， 2020， 177（14）： 3327-3341. DOI： 10.1111/
bph.15052.

［14］ 张云 . DMSO 在预防和治疗局部放射性皮肤损伤中的作

用机理的研究［D］. 北京：中国人民解放军军事医学科学

院，2005. DOI：10.7666/d.Y802971.
ZHANG Y. Experimental study on the mechanism of 
preventing radiateon—induced actue skin ulcers used by 
DMSO［D］. Beijing： Academy of Military Medical Sciences，
2005.DOI：10.7666/d.Y802971.

［15］ 刘雪鸽 . 老年糖尿病足骨髓炎的病原学和临床特点分析

［D］. 郑州：郑州大学，2022.
LIU X G . Pathogens and clinical characteristics of diabetic 
foot osteomyelitis in the elderly［D］. Zhengzhou：Zhengzhou 
University，2022.

［16］ NAKAMICHI M， AKISHIMA-FUKASAWA Y， FUJISAWA C， 
et al. Basic fibroblast growth factor induces angiogenic 
properties of fibrocytes to stimulate vascular formation 
during wound healing［J］. Am J Pathol， 2016， 186（12）： 
3203-3216. DOI： 10.1016/j.ajpath.2016.08.015.

［17］ BASCH H， GADEBUSCH H H. In vitro antimicrobial 
activity of dimethylsulfoxide［J］. Appl Microbiol， 1968， 16
（12）： 1953-1954. DOI： 10.1128/am.16.12.1953-1954.1968.

［18］ HERABUTYA P， LEKPETH W， POSAMTON T， et al. 
Sesbania javanica Miq leaf extracts increase Balb/c 3T3 
fibroblast cell migration［J］. Braz J Biol， 2024， 84： 
e281796. DOI： 10.1590/1519-6984.281796

［19］ OTARBAYEVA S， BERILLO D. Poly（vinyl alcohol） drug 
and PVA-drug-surfactant complex organogel with dimethyl 

2394



陆军军医大学学报，2025，47（19）http：//aammt. tmmu. edu. cn

sulfoxide as a drug delivery system［J］. Gels， 2024， 10
（11）： 753. DOI： 10.3390/gels10110753.

［20］ BULAMA I， NASIRU S， BELLO A， et al. Antioxidant-
based neuroprotective effect of dimethylsulfoxide against 
induced traumatic brain injury in a rats model［J］. Front 
Pharmacol， 2022， 13： 998179. DOI： 10.3389/
fphar.2022.998179.

［21］ GARG P， RAMISETTY S， NAIR M， et al. Strategic 
advancements in targeting the PI3K/AKT/mTOR pathway for 
Breast cancer therapy［J］. Biochem Pharmacol， 2025， 236： 
116850. DOI： 10.1016/j.bcp.2025.116850.］

［22］ WANG R， LI X， WANG C L， et al. Tight orchestration of 
wound healing phase through metal-organic compounds［J］. 
Biomaterials， 2025， 318： 123160. DOI： 10.1016/j.
biomaterials.2025.123160.］

［23］ ZHANG Y， TAN B Y， PENG H Z， et al. 10-Methoxy-

leonurine accelerated wound healing through ErbB4/PI3K-

AKT pathway［J］. J Ethnopharmacol， 2025， 346： 119641. 
DOI： 10.1016/j.jep.2025.119641.

［24］ SCHMELZLE T， HALL M N. TOR， a central controller of 
cell growth［J］. Cell， 2000， 103（2）： 253-262. DOI： 

10.1016/s0092-8674（00）00117-3
［25］ YI W， YAN Z Y， SHI M Q， et al. Mechanism of tannins 

from Galla chinensis cream in promoting skin wound healing 
in rats based on FAK/PI3K/Akt/mTOR signaling pathway
［J］. Zhongguo Zhongyao Zazhi， 2025， 50（2）： 480-497. 
DOI： 10.19540/j.cnki.cjcmm.20240902.706.

［26］ ZHOU B P， LIAO Y， XIA W， et al. Cytoplasmic 
localization of p21Cip1/WAF1 by Akt-induced 
phosphorylation in HER-2/neu-overexpressing cells［J］. Nat 
Cell Biol， 2001， 3（3）： 245-252. DOI： 10.1038/35060032.

［27］ SUN X L， WEI W， REN J F， et al. Inhibition of 4E-BP1 
phosphorylation promotes tubular cell escaping from G2/M 
arrest and ameliorates kidney fibrosis［J］. Cell Signal， 
2019， 62： 109331. DOI： 10.1016/j.cellsig.2019.05.016.

［28］ ZANG W R， LIU Y W， ZHENG J J， et al. LAT4 drives 
temozolomide induced radiotherapy resistance in 
glioblastoma by enhancing mTOR pathway activation［J］. 
Cancer Cell Int， 2024， 24（1）： 407. DOI： 10.1186/s12935-

024-03590-0.
（收稿：2025-04-16；修回：2025-06-05）

（编辑 严 涵）

2395


