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成纤维细胞密不可分#细胞外基质的过度沉积与真皮成纤维细

胞的异常增殖被认为是病理性瘢痕的两大特点&

1

'

)肌动蛋白重

构蛋白$

H<#

L

G=<:++

(

#

8<#

(

%是创伤愈合一个重要调节因子#可

以抑制细胞的增殖和移动&

'

'

#尤其对成纤维细胞和角质形成细

胞的作用明显*因此#本实验选择成纤维细胞为研究对象#采

用小分子
?AB

片段干扰和
8<#

(

表达质粒转染技术研究
8<#

(

对瘢痕成纤维细胞增殖和分化的影响*

-0'1

重庆医学
1%$2

年
)

月第
00

卷第
$-

期

"

基金项目!教育部科学技术研究重点项目$

1$$$2/

%*

!

作者简介!贾小丽$

$(-2X

%#主治医师#本科#主要从事烧伤(整形美容研究*



?

!

材料与方法

?&?

!

一般资料
!

1%$1

年
$

月至
1%$0

年
$

月于四川中医药高

等专科学校附属医院行手术切除的
$1

例住院患者的增生性瘢

痕组织#年龄
$/

!

0)

岁#男女不限*患者发病时间均大于半

年#突出于皮肤并发红#质硬#高出正常皮面
$I>

左右#病变部

超过原损伤创面#局部皮肤无感染和溃疡)皮肤损伤局部感染(

皮肤肿瘤(高血压(糖尿病等基础性疾病则排除取材&

0

'

*取材

部位无破损(感染#取材前未行特殊治疗#患者均已知情同意并

签署了知情同意书&

2

'

*

?&@

!

试剂
!

DV3V

培养基$美国
7#@I"

公司%(类标准胎牛血

清$兰州民海%)

%&2b

(

型胶原酶$

Z#"+G;9

K

公司%)

3DEB

螯合

剂$杭州吉诺生物医药有限公司%)

CSE.$

$美国
S#

L

>;

公司%)

#̂

K

"H:I=;>#,:1%%%

$美国卡尔斯巴德英杰公司%)

8<#

(

+#?AB

$靶序列为
2̀.75_77BB5B5__7_5_7_7EE.'̀

#广州

复能基因公司%)

5P̂.$

引物$上游序列
2̀.55B 7E7 E55

BE7E57 5B7 B.'̀

#下游序列
2̀.E7B 755 B75 B7B

EE7B7BB5.'̀

%)兔多克隆抗胶原$

7#<@:9=+F#<<:

#

4B

%)鼠单

克隆抗
8<#

(

抗体$

5B

#

_SB

%)

35̂ 4<M+C:+=:9,@<"=

检测系

统$

73W:;<=GI;9:

公司#美国%)

S\Z?

+

49:>#N3NE;

f

EV

'

试

剂盒%)

P

K

=#.V3V

(

减血清培养基(

E?QY"<

试剂$

Q,F#=9"

L

:,

公

司#美国%*

?&A

!

仪器
!

54$10S

电子分析天平$

S;9="9#M+

%)二氧化碳细胞

培养箱$日本
S;,

O

"

公司%)酶标定量测定仪$

EG:9>"VM<=#.

+R;,B+5;,=

公司%)超净工作台$苏州安泰公司%)超声破碎仪

_#@9;.I:<

$

SPAQ5S

%)

Q>;

L

:49".4<M+

K

9"

L

9;>

$

V:!#;5

O

@:9,:=.

#I+Q,I

#

V;9

O

<;,!

#

_SB

%)

45?

凝胶成像系统$美国
E9;,+#<<>#.

,;=#",

公司%)灰度分析软件$美国公立卫生研究院%)

7:,:

B>

K

45? S

O

+=:> (-%%

基 因 扩 增 仪 $

B

KK

<#:! Z#"+

O

+=:>+

公司%*

?&B

!

人瘢痕成纤维细胞的分离与培养
!

将标本在无菌培养皿

内
4ZS

冲洗
1

!

'

次#剥离表皮及皮下脂肪组织#保留中间瘢

痕组织#在含少量
DV3V

培养基的玻瓶中将瘢痕剪成
$>>

1

碎块#加入
$%>̂

的
%&2b

(

型胶原酶消化#置于
'-a

孵箱

消化
'

!

0G

#分离表皮和真皮#以
4ZS

冲洗
1

!

'

次#

(

型胶原

酶再次消化
$G

#期间每隔
1%>#,

吹打
$

次#

$%%%9

"

>#,

离心

2>#,

#弃上清#加入含
1%%_

"

>̂

双抗的完全
DV3V

培养基#

吹打使细胞悬浮#再次
$%%%9

"

>#,

离心
2>#,

#加入完全培养

基使细胞重悬#使用吸管反复轻轻吹打
1>#,

后#经
1%%

目筛

网过滤除去大块组织#将细胞接种于培养瓶中#

'-a

(

2b 5P

1

培养箱中孵育#

10G

后换液#弃去未贴壁细胞#加入完全培养

基继续培养#细胞覆盖至瓶底
/%b

即可传代#选取
0

!

)

代细

胞进行实验*

?&C

!

8<#

(

+#?AB

的转染
!

将细胞密度调整为
$]$%

2

#接种

于
)

孔板中#细胞铺板
')G

后用于转染#在室温下
8<#

(

+#?.

AB

$

12%

$

^

)优化#以最终浓度为
$%%,>"<

"

^

%与
12%

$

^ #̂

K

"

H:I=;>#,:1%%%

在低血清培养基$

Q,F#=9"

L

:,

公司%中温育
1%

>#,

#每孔加入
0

$

^ #̂

K

"H:I=;>#,:1%%%

复合物#混合#孵育
)G

后换液#以含
$%b

胎牛血清的
DV3V

培养基继续孵育*

?&C&?

!

CSE.$

法检测细胞增殖
!

将实验分为空白组(

#̂.

K

"1%%%

组(

8̂#

(

+#?AB

组(

8̂#

(

IDAB

组#取对数期的细胞

以
$]$%

2

"孔接种于
()

孔板中#置入
'-a

培养箱中孵育*

10

G

后按上述实验分组进行处理#每组设
)

个复孔#细胞接种后#

分别检测在
%

(

$1

(

10

(

0/G

细胞增殖情况#

'-a

培养箱孵育
0G

后用酶标仪测定吸光度$

M

%值#测量波长
02%,>

#记录结果*

?&C&@

!

?E.45?

检测
8<#

(

(

5P̂.$>?AB

的表达
!

以
E?.

QY"<

法提取成纤维细胞总
?AB

#使用
S\Z?

+

49:>#N3N

E;

f

EV

'

试剂盒进行实时荧光定量
45?

反应#以
>?AB

为模

板#

?;,!">

为引物#

$

$

L

?AB

逆转录酶合成
IDAB

#

IDAB

连

同特异性引物的最终浓度为
$]S\Z?79::,

#

$]B>

K

<#=;

f

45?@MHH:9

#

'>>"<

"

^V

L

5<

1

#

!AE4+

$

1%%

$

>"<

"

^

%#引物
%&(

$

>"<

$上游和下游%#

12

$

^W

1

P

中
B>

K

<#E;

f

7"<!DAB

聚合

酶
$&12

单位#内参
ABD4W

的反应体系和条件同上*分别计

算
8<#

(

(

5P̂.$

与内参基因拷贝数的比值来反映目的基因的

表达强度*

?&C&A

!

C:+=:>@<"=

法检测
8<#

(

(

5P̂.$

蛋白的表达
!

将收

集的细胞加入
2%>>"<

"

^

裂解液$

E9#+

K

Wg-&2

#

$>>"<

"

^

3DEB

中#

2%>>"<

"

^A;5<

#

%&2bE9#=",.T.$%%

%#持续振摇
'%

>#,

#离心#将上清转入
0a

的离心管#十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯

酰胺凝胶电泳$

SDS.4B73

%上样
2%

$

^

#电泳后转移至硝酸纤

维素滤膜#脱脂#根据分子量分开后分别加一抗$

8<#

(

(

5P̂.$

稀释比例%及内参抗体$

#

.;I=#,

#

$d'%%%

%室温孵育
1G

#

W?4

标记二抗孵育
$G

后#

35̂

发光液发光后
T

光片曝光#各步骤

之间样品清洗
'

次#扫描记录结果#

7:<.;,;<

O

Y:

分析软件分析

条带灰度#进行半量比较分析#以目的基因的条带灰度与内参

#

.;I=#,

的灰度比值表示蛋白的表达水平*

?&D

!

统计学处理
!

采用
S4SS$-&%

软件对数据进行分析#计

量资料以
=e;

表示#各组间比较采用单因素方差分析#对于不

是正态分布的数据#采用
V;,,.CG#=,:

O

B

检验*以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义*

@

!

结
!!

果

@&?

!

CSE.$

法检测细胞增殖
!

转染后
0/G

#各组成纤维细胞

平均
M

值分别为!空白组
%&('0e%&$2'

#

#̂

K

"1%%%

组
%&($%e

%&%/0

#

8<#

(

+#?AB

组
$&''%e%&1$)

#

8<#

(

IDAB

组
%&)%-e

%&%01

#

8<#

(

+#?AB

组细胞增殖水平明显高于其他
'

组$

!

$

%&%2

%)

8<#

(

IDAB

组细胞增殖水平明显低于其他
'

组$

!

$

%&%2

%*见表
$

*

表
$

!!

CSE.$

法检测瘢痕成纤维细胞活力&

=e;

(

'g)

'

组别
%G $1G 10G 0/G

空白组
%&2$1e%&$%0 %&)%(e%&%)' %&)((e%&$0$ %&('0e%&$2'

#̂

K

"1%%%

组
%&2'0e%&%/2 %&2/(e%&%-0 %&)/-e%&%/( %&($%e%&%/0

8<#

(

+#?AB

组
%&0('e%&%1' %&201e%&%'/ %&-$)e%&%2-

;@

$&''%e%&1$)

;@

8<#

(

IDAB

组
%&0-(e%&%/- %&2/'e%&$$0 %&20)e%&%)' %&)%-e%&%01

;@

!!

;

!

!

$

%&%2

#与空白组比较)

@

!

!

$

%&%2

#与
#̂

K

"1%%%

组比较*

/0'1

重庆医学
1%$2

年
)

月第
00

卷第
$-

期



@&@

!

转染后瘢痕成纤维细胞
8<#

(

(

5P̂.$>?AB

的表达
!

?E.45?

检测结果显示#各组内参
7B4DW >?AB

扩增条带

亮度强弱差异无统计学意义$

!

%

%&%2

%*以与
7B4DW

同比

例的模板量加入#各组
8<#

(

>?AB

与
5P̂.$>?AB

的扩增

条带亮度具有明显差异#与空白组比较#

8̂#

(

+#?AB

组
8<#

(

>?AB

(

5P̂.$>?AB

表达显著减弱#

8̂#

(

IDAB

组
8<#

(

>?AB

(

5P̂.$>?AB

表达明显增强*用
Q>;

L

:c

软件进行灰

度分析#以空白组的亮度为基础标准*结果显示#

8<#

(

+#?AB

组的
8<#

(

与
5P̂.$

扩增产物条带相对灰度值分别降低至

%&$(0e%&%1'

和
%&'$)e%&$-)

#且均低于其他
'

组#差异有统

计学意义$

!

$

%&%$

%)而
8̂#

(

IDAB

组的
8<#

(

与
5P̂.$

扩

增产物条带相对灰度值分别升高至
-&/0)e$&%-2

和
(&/01e

$&)2(

#均高于其他
'

组#差异有统计学意义$

!

$

%&%$

%*见表

1

#图
$

*

表
1

!!

?E.45?

检测瘢痕成纤维细胞
8<#

(

>?AB

%

!!!

5P̂.$>?AB

的相对表达情况&

=e;

'

组别
8<#

(

5P̂.$

空白组
1&('$e%&2$0 0&/-1e%&('-

转染
#̂

K

"1%%%

组
1&210e%&-01 0&$)-e$&$'%

8̂#Q+#?AB

组
%&$(0e%&%1'

;@

%&'$)e%&$-)

;@

8̂#QIDAB

组
-&/0)e$&%-2

;@

(&/01e$&)2(

;@

!!

;

!

!

$

%&%$

#与空白组比较)

@

!

!

$

%&%$

#与
#̂

K

"1%%%

组比较*

!!

V

!

DAB

分子标记物)

B

!空白组)

Z

!

#̂

K

"1%%%

组)

5

!

8̂#

(

+#?AB

组)

D

!

8̂#

(

IDAB

组*

图
$

!!

8<#

(

>?AB

%

5P̂.$>?AB

的表达

表
'

!!

C:+=:9,@<"=

法检测瘢痕成纤维细胞
8<#

(

%

!!!

5P̂.$

蛋白的相对表达情况&

=e;

'

组别
8<#

(

5P̂.$

空白组
%&-'$e%&%0' %&)-2e%&122

转染
#̂

K

"1%%%

组
%&)(0e%&%(' %&2(%e%&$10

8̂#Q+#?AB

组
%&$2'e%&%-2

@!

%&1$)e%&%'%

@!

8̂#QIDAB

组
$&'0$e%&10/

;I

$&$01e%&'($

;I

!!

;

!

!

$

%&%2

#

@

!

!

$

%&%$

#与空白组比较)

I

!

!

$

%&%2

#

!

!

!

$

%&%$

#与

#̂

K

"1%%%

组比较*

!!

B

!空白组)

Z

!

#̂

K

"1%%%

组)

5

!

8̂#

(

+#?AB

组)

D

!

8̂#

(

IDAB

组*

图
1

!!

8<#

(

%

5P̂.$

蛋白的表达

@&A

!

转染后瘢痕成纤维细胞
8<#

(

(

5P̂.$

蛋白的表达
!

C:+=:9,@<"=

检测结果显示#与空白组及
#̂

K

"1%%%

组比较#

8̂#

(

+#?AB

组的成纤维细胞中
8<#

(

(

5P̂.$

蛋白表达显著减弱

$

!

$

%&%2

#

!

$

%&%$

%#

8̂#

(

IDAB

组细胞中
8<#

(

(

5P̂.$

蛋

白表达显著增强$

!

$

%&%2

#

!

$

%&%$

%*见表
'

#图
1

*

A

!

讨
!!

论

损伤修复是高度动态的过程#需要细胞因子和蛋白质之间

复杂的相互作用#肌动蛋白细胞骨架的参与是这一过程至关重

要的部分*瘢痕是创伤愈合领域的常见病(多发病&

'

'

#因其破

坏正常皮肤的完整性#影响美观#并伴瘙痒(疼痛等不适及继发

挛缩导致表皮器官和关节畸形改变#影响功能和生活质量#给

患者及家属带来严重的心理负担&

)

'

*因此#探索瘢痕的发病机

制及治疗方法具有重要的意义*瘢痕是全层缺损的创面修复

过程中成纤维细胞(细胞外基质及细胞因子等相互调节失衡的

结果#其主要表现为是成纤维大量增殖#细胞外基质过度沉积

及细胞因子分泌失常#胶原超常合成沉积与降解减少&

-

'

*研究

表明#

8<#

(

是创伤修复的重要介质#能抑制成纤维细胞的增殖

和活力#在
O8#

(

基因低表达的杂交小鼠中损伤修复增强#而

O8#

(

基因高表达的小鼠损伤修复显著降低&

/

'

*

O8#

(

首次被

定义为果蝇不规则的肌动蛋白组织和有缺陷的飞行肌的基因

突变造成的&

(

'

#与人类同源的
O8#

(

基因有直接关系&

$%

'

#此蛋

白能大大影响创伤愈合过程中细胞的增殖*研究发现#

8<#

(

在小鼠体内和体外的成纤维细胞中均有发现#并且在体外能连

接断裂的纤丝状肌动蛋白#因此
8<#

(

对组织修复的细胞机制

具有重要的生物学意义&

$$

'

*课题组前期研究表明#创面愈合

8<#

(

主要表达于皮肤真皮成纤维细胞核中#随着创面逐渐愈

合其表达开始减弱*

(

型胶原蛋白是一种重要的基质蛋白#是

瘢痕组织中胶原纤维的主要成分#是损伤产生的主要形式#参

与组织纤维化和瘢痕的形成#其表达对创伤后瘢痕的形成具有

重要的影响&

$1

'

#且
8<#

(

对
5P̂.$

的调控可能具有重要的

意义&

$'

'

*

正常情况下#伤口内的胶原合成与分解呈动态平衡#在某

些情况下#这种平衡被打破#导致成纤维(肌纤维母细胞合成胶

原增多#而胶原纤维分解减少#胶原合成速度远大于胶原分解#

最终导致了胶原沉积#从而形成瘢痕组织&

$0

'

*研究证实#

8<#

(

涉及细胞的增殖和迁移#并且过程中可能通过其肌动蛋白切断

功能产生负调节*本研究将小分子
?AB

片段和
8<#

(

过表达

质粒转染到培养的瘢痕成纤维细胞中#转染后
0/G

#通过

CSE.$

法检测发现瘢痕成纤维细胞
8<#

(

沉默后#其增殖水平

明显高于其他
'

组$

!

$

%&%2

%)而
8<#

(

IDAB

组成纤维细胞

增殖水平显著降低$

!

$

%&%2

%#说明
8<#

(

缺陷能显著刺激创伤

愈合过程中瘢痕成纤维细胞的增殖和活力#而
8<#

(

高表达则

能抑制细胞增殖#推测
8<#

(

的水平在瘢痕的形成过程中具有

重要作用*

8<#

(

在瘢痕中的表达水平低于正常组织中的表

达#成纤维细胞的主要生物学功能是合成和分泌胶原#皮肤的

细胞外基质主要是
(

型和
,

型前胶原#在组织结构支撑中发挥

重要作用#其中
(

型前胶原抗张力性强#是创面早期瘢痕愈合

的主要胶原类物质#其组织含量高可导致皮肤瘢痕僵硬&

0

'

*本

研究利用半定量
?E.45?

检测病理性瘢痕组织中
8<#

(

>?.

AB

和
5P̂.$>?AB

的表达情况#发现
8̂#Q+#?AB

组
8<#

(

>?AB

(

5P̂.$>?AB

表达较其他
'

组显著减弱#

8̂#

(

ID.

AB

组
8<#

(

>?AB

(

5P̂.$>?AB

表达较其他
'

组增强#

8<#

(0'1

重庆医学
1%$2

年
)

月第
00

卷第
$-

期



(

缺失直接导致
8<#

(

(

5P̂.$>?AB

及蛋白表达水平下降#

说明
8<#

(

的高表达能促进
5P̂.$>?AB

及蛋白的表达#

5P̂.$

酶的合成增加使细胞外基质
.

胶原的分泌减少#从而抑

制病理性瘢痕组织的形成*提示转染的
$

型胶原基因核酶可

抑制成纤维细胞合成胶原酶#导致瘢痕中胶原含量增加#产生

病理性瘢痕组织*

病理性瘢痕组织中
8<#

(

表达极低#低浓度的
8<#

(

刺激成

纤维细胞增殖#使成纤维细胞数量增加#胶原酶合成减少导致

胶原等细胞外基质的分泌增加#细胞外基质沉积也增多#可能

是病理性瘢痕形成的机制之一*因此#采用基因逆转录的方法

得到
8<#

(

IDAB

基因并与质粒或病毒等基因载体整合#转移

至瘢痕成纤维细胞中#经过筛选(培养#得到
8<#

(

IDAB

的克

隆株#采用基因治疗为临床治愈瘢痕提供参考*
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