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　　［摘要］　目的　探讨５氟尿嘧啶（５ＦＵ）对兔耳增生性瘢痕组织的影响。方法　建立兔耳外伤性皮肤早期瘢痕增生模型。

将１２只兔随机平均分为３组，设立生理盐水注射对照组（Ａ组）、局部注射５ＦＵ组（Ｂ组）和局部涂抹５ＦＵ软膏组（Ｃ组），观察各

组瘢痕改变情况。６０ｄ后空气栓塞法随机处死兔子，切取含创面的兔耳组织，分别进行苏木精伊红（ＨＥ）染色及 Ｍａｓｓｏｎ染色观

察组织形态学变化及组织中细胞及胶原等的改变。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ及ＥＬＩＳＡ法检测ＴＧＦβ、ＰＤＧＦ、ｂＦＧＦ和ＩＮＦγ的表达水平。

结果　ＨＥ和 Ｍａｓｓｏｎ染色显示，与Ａ组和Ｃ组比较，Ｂ组真皮层变薄，成纤维细胞和胶原纤维数量较少，胶原纤维排列规则，无胶

原结节或者胶原结节不明显。Ｂ组和Ｃ组ＴＧＦβ、ＰＤＧＦ、ｂＦＧＦ、ＩＮＦγｍＲＮＡ表达水平和蛋白水平均显著低于 Ａ组，且Ｂ组效

果好于Ｃ组。结论　５ＦＵ对增生性瘢痕有治疗作用，瘢痕组织局部注射５ＦＵ比局部涂抹５氟尿嘧啶软膏更为有效。
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　　增生性瘢痕是各种烧、创伤后最常见的并发症，易导致患

者伤处外观畸形及功能障碍。其形成是由于皮肤创伤后的愈

合过程中，成纤维细胞过量增殖和胶原纤维过度增生的结果。

通过传统压力治疗、硅酮凝胶外用、曲安奈德局部注射治疗均

疗效不确切，并可能因治疗导致一系列并发症［１］。５氟尿嘧啶

（５ＦＵ）是一类广谱的氟化嘧啶类抗肿瘤药物，可以通过细胞

内抑制ＤＮＡ的合成，从而达到抑制肿瘤细胞增殖的目的。近

年来发现该药在瘢痕治疗方面具有一定作用［２３］，但具体机制

尚不清楚。本实验旨在通过建立兔耳增生性瘢痕模型，探讨

５ＦＵ对兔耳创面瘢痕形成的影响及其作用机制，为瘢痕防治

及药物临床应用提供实验和理论依据。

１　材料与方法

１．１　兔耳增生性瘢痕模型的建立

１．１．１　实验动物及分组　选择１２只健康新西兰大耳白兔，雌

雄不限，体质量１．５～２．５ｋｇ，月龄８～１０个月。随机分为３

组，生理盐水注射对照组（Ａ组），５ＦＵ１．０ｍＬ＋生理盐水４．０

ｍＬ，５ＦＵ浓度５．０ｍｇ／ｍＬ局部注射组（Ｂ组），５ＦＵ软膏局

部外用组（Ｃ组），使用２．５％５ＦＵ软膏，广州白云山何济公制

药有限公司生产，批准文号：国药准字 Ｈ４４０２３０８５。

１．１．２　兔耳增生性瘢痕模型的制作　瘢痕模型的制作参照冯

登超［４］方法建立兔耳增生性瘢痕模型。于术后６０ｄ空气栓塞

法随机处死兔子，分别沿创面边缘０．５ｃｍ处环形切开，切取含

创面的兔耳组织，取材后的兔子即退出实验。所取组织均匀４

等分。

１．２　苏木精伊红（ＨＥ）染色和 Ｍａｓｓｏｎ三色染色　１０％的中

性甲醛固定、脱水、包埋、切片、ＨＥ染色后进行组织学观察，检

测组织中细胞及胶原等的改变。Ｍａｓｓｏｎ三色染色法参照参考

文献［５］。

１．３　ＥＬＩＳＡ定量检测　术后６０ｄ抽取静脉血，按转化生长因

子β（ＴＧＦβ）、血小板源生长因子（ＰＤＧＦ）、碱性成纤维细胞因

子（ｂＦＧＦ）、ＩＮＦγ和的ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书分别操作，每例

样本组设３个平行复孔。根据检测吸光度值用ＣｕｒｖｅＥｘｐｅｒｔ
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软件分析并制定标准曲线，从而计算出不同条件培养基中各因

子的浓度。

１．４　实时荧光定量ＰＣＲ（ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）　按Ｔｒｉｚｏｌ操作说

明书提取细胞总 ＲＮＡ并逆转录扩增ｃＤＮＡ，使用反应 Ｒｅａｌ

ｔｉｍｅＰＣＲ仪检测ＴＧＦβ、ＰＤＧＦ、ｂＦＧＦ和ＩＮＦγ。检测条件：

预变性９５℃，１５ｍｉｎ；变性９５℃，１０ｓ，退火／延伸６０℃，３０ｓ，

４０个循环。采用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪自带分析软件分析各样品

各基因表达情况。相对定量采用２－ΔΔＣＴ法计算。引物序列见

表１。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析，计数

资料组间比较采用χ
２ 检验，计量资料组间比较行狋检验，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　瘢痕形成情况　通过肉眼观察，Ａ组表现为斑块质硬，色

红。Ｂ、Ｃ组瘢痕质地柔软平整；且Ｂ组比Ｃ组瘢痕明显软化、

变平。

２．２　组织切片观察　ＨＥ染色切片结果表明，Ａ组（图１Ａ）其

瘢痕厚，胶原纤维多而致密粗大，排列紊乱，可见漩涡状结构和

胶原结节，其间有少量炎性细胞，结构近似人的增生性瘢痕组

织。Ｂ组（图１Ｂ）瘢痕厚度显著降低，核较小，胶原纤维束间有

较大的空隙，排列比较规则，呈水平方向。Ｃ组（图１Ｃ）瘢痕厚

度较薄，成纤维细胞数量较少，胶原纤维致密下降，表层排列规

则，内层排列方向似漩涡状。Ｍａｓｓｏｎ染色切片结果表明：胶原

纤维呈蓝色，于细胞间散在分布。与 Ａ组（图１Ｄ）相比，Ｂ组

（图１Ｅ）及Ｃ组（图１Ｆ）胶原纤维染色较淡，较为疏松，且二者

间有明显区别。

　　Ａ、Ｂ、Ｃ：ＨＥ染色；Ｄ、Ｅ、Ｆ：Ｍａｓｓｏｎ染色。

图１　　３组染色组织切片影像学表现

图２　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和ＥＬＩＳＡ检测ＴＧＦβ、ＰＤＧＦ、ＩＮＦγ、ｂＦＧＦ的表达水平

２．３　ＩＮＦγ、ＰＤＧＦ、ｂＦＧＦ和ＴＧＦβ的表达水平　通过Ｒｅａｌ ｔｉｍｅＰＣＲ检测，Ａ 组、Ｂ组与 Ｃ组中，ＴＧＦβ、ＰＤＧＦ、ｂＦＧＦ、
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ＩＮＦγ的ｍＲＮＡ表达均有明显下降；且Ｂ组 ｍＲＮＡ下降幅度

更大。接着采用ＥＬＩＳＡ方法对４种细胞因子的蛋白做了进一

步检测，结果与ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测一致（图２）。

表１　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ引物序列

名称 引物序列

ＩＮＦγ ｓｅｎｓｅ５′ＡＡＴＧＣＡＡＧＴＡＧＣＣＣＡＧＡＴＧ３′

ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＧＡＴＣＴＧＣＡＧＡＴＣＡＴＣＣＡＣＣＧＧ３′

ＰＤＧＦ ｓｅｎｓｅ５′ＡＧＣＡＣＣＴＴＣＧＴＴＣＴＧＡＣＣＴＧ３′

ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＴＡＴ ＴＣＴＣＣＣＧＴＧＴＣＴＡＧＣＣＣＡ３′

ｂＦＧＦ ｓｅｎｓｅ５′ＧＡＧＡＡＧＡＧＣＧＡＣＣＣＴＣＡＣＡ３′

ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＴＡＧＣＴＴＴＣＴＧＣＣＣＡＧＧＴＣＣ３′

ＴＧＦβ ｓｅｎｓｅ５′ＧＧＴＡＣＣＴＧＡＡＣＣＣＧＴＧＴＴＧＣＴ３′

ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＴＴＴＣＴＧＧＴＡＣＡＧＣＴＣ３′

βａｃｔｉｎ ｓｅｎｓｅ５′ＣＡＴＧＴＡＣＧＴＴＧＣＴＡＴ ＣＣＡＧＧＣ３′

ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴ３′

３　讨　　论

　　增生性瘢痕是皮肤创面愈合后瘢痕持续增生的一种病理

现象，其本质是以成纤维细胞为主的细胞成分过度增殖，合成

并分泌胶原为主的细胞外基质。瘢痕组织中胶原纤维大量沉

积，排列紊乱，主要以Ⅰ、Ⅲ型胶原为主。胶原的过度分泌和降

解减少是胶原沉积的主要原因［６］。由于增生性瘢痕的发生机

制目前仍未阐明，至今还缺乏具有临床指导意义的防治方法。

近年来的研究发现５ＦＵ除了具有抗肿瘤作用，国内外均

有５ＦＵ应用于抗瘢痕的报道。瘢痕疙瘩切除后局部单纯应

用５ＦＵ能够改变瘢痕疙瘩创面的愈合特征，合理的用药剂量

及时间尚需进一步研究［７］。国内研究发现５ＦＵ在体外能明

显抑制人增生性瘢痕组织中成纤维细胞的增殖及ｃｙｃｌｉｎＤ１、

ｃｄｋ４的ｍＲＮＡ表达
［８］。研究者采用低浓度去炎松Ａ（５～１０

ｍｇ／ｍＬ）和５ＦＵ（６．２５ｍｇ／ｍＬ）混合液治疗病理性瘢痕，也获

得了满意的疗效［９］。本研究中，通过 ＨＥ及 Ｍａｓｓｏｎ实验发

现，与 Ａ 组和 Ｃ组比较，Ｂ组显著改善了瘢痕组织的病理

状况。

ＴＧＦβ是促进瘢痕增生的主要刺激因子
［１０］。研究发现

ＴＧＦβ可刺激成纤维细胞分泌纤维连接蛋白，Ⅰ、Ⅲ型胶原和

前胶原。还可减少胶原酶降解细胞外基质的作用，并间接地通

过ＰＤＧＦ刺激细胞外基质的产生，促进瘢痕增生。其他如

ＰＤＧＦ、ｂＦＧＦ等均在增生性瘢痕组织中表达增高
［１１１３］。他们

可通过各种途径促进成纤维细胞增殖和胶原纤维分泌［１４］。基

于以上机理，为了研究５ＦＵ抑制增生性瘢痕作用机制，作者

通过ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ及ＥＬＩＳＡ实验发现Ｂ、Ｃ组明显的抑制

ＩＮＦγ、ＰＤＧＦ、ｂＦＧＦ、ＴＧＦβ的ｍＲＮＡ及蛋白的表达，且Ｂ组

效果优于Ｃ组。

本研究利用外伤性兔耳早期瘢痕增生模型，证实了５ＦＵ

通过抑制ＩＮＦγ、ＰＤＧＦ、ｂＦＧＦ、ＴＧＦβ的表达抑制兔皮肤增殖

性瘢痕，且局部注射比软膏外用抑制瘢痕增生效果更显著。进

一步研究其作用机制、给药方式，以及对５ＦＵ进行化学修饰

合成，降低其不良反应，有望开发出预防和治疗人皮肤增生性

瘢痕的有效药物。
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