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的表达影响!探讨胸腺

素
!
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对增生性瘢痕的作用机制%方法
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实验组作用最明显!与

对照组比较差异均有统计学意义"
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病理性瘢痕的形成是创伤过度反应的结果'

$

(

#病理性瘢痕

包括增生性瘢痕和瘢痕疙瘩#其组织性特征是持续且大量增生

的成纤维细胞#炎性生长因子活化所产生的细胞外基质

$

Q:3

&成分的沉积#其影响愈合后的外观和功能)增生性瘢

痕形成是个复杂的病理过程#其中细胞移行*肉芽组织的形成*

新生血管及基质的重塑均依赖
Q:3

$胶原*纤维粘连蛋白*弹

性蛋白等&的分泌和降解'

1

(

)其中胶原的产生是增生性瘢痕形

成的决定性因素'

'

(

#胶原的降解主要依赖基质金属蛋白酶

$

334+

&#

334+

由结缔组织及肿瘤组织合成分泌)胶原酶家

族中
334.1

*

334.(

是近年来研究的热点)胸腺素
!

0

有显

著的促进皮肤愈合的作用#

4D#@

I

等'

0

(曾在大鼠皮肤创伤模型

中应用胸腺素
!

0

发现多个
334+

表达量在成纤维细胞*内皮

细胞和角质细胞中显著增加#加速了创面愈合的过程)但对于

胸腺素
!

0

对人的增生性瘢痕成纤维细胞中
334+

的影响研

究较少#本研究拟了解胸腺素
!

0

对瘢痕成纤维细胞中
334.

1

*

334.(

表达的影响及作用机制)

?

!

资料与方法

?&?

!

一般资料
!

取
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年
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(

月在南昌大学第一附属医院

烧伤整形科手术切取的增生性瘢痕组织#于
R-%S

冰箱中冻

存待用)诊断标准!瘢痕疙瘩为损伤后#瘢痕生长超出原有范

围向周围正常皮肤组织浸润扩大#病程超过
$1

个月#持续增

生#并有规则赘生物#高出皮肤表面#呈蟹足样生长#伴瘙痒和

刺痛)同时根据病史*病变过程*局部刺激因素进行综合判断)

增生性瘢痕均系严重烧伤后局部增生引起#具有隆起*形状不

规则*质地实韧*常伴疼痛#于伤口愈合后
)

"

$1

个月取材)排

除标准!术前应用激素治疗及接受放射治疗的患者)其中男
)

例*女
'

例#患者年龄
12

"

2'

岁#平均
'0&2

岁)均已告知患者

及家属#并签知情同意书)
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成纤维细胞的分离培养
!

采用组织块法培养#将临床标

本在无菌条件下用
U.VG,P\+

液反复冲洗并消毒#切成约
$

66

' 的块状#种植于
12F6

1 培养瓶内#间隔约
%&'F6

)接种

好后静置数分钟#加入含
1%̂ JTO

的
U3Q3

培养)置于

'-S

*

2̂ :_

1

饱和湿度的培养箱静置培养#根据生长情况每

'

"

2

天换液#待原代细胞长满瓶底
/%̂

时消化传代#本实验选

用第
'

"

)

代细胞)

?&B

!

实验分组
!

根据胸腺素
!

0

浓度不同分为对照组$

%

#

5

"
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&和实验组$
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*
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*
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*

2&%
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检测
334.1

*

334.(

基因表达的变化
!

取第

'

"

)

代生长良好的细胞#经胰酶消化后#调整细胞计数#移种

到
)

孔板#经
10D

饥饿培养后逐一加药)药物干预
)D

后#通

过
9>#Z"@

法提取细胞总
8MA

#凝胶电泳和紫外分光光度计分

析所提取的总
8MA

的完整性和浓度)采用北京天根公司的

逆转录试剂盒按说明书进行
FUMA

的合成)按照引物设计原

则设计引物#并在
T7AO9

中进行同源性比较)

4:8

的条件

为!变性
(0S'6#,

%

(0S'%+

%

)%S'%+

#

-1S$%6#,1(

个

循环)取
4:8

产物
2

#

7

#在
$&2̂

琼脂糖中电泳后#凝胶图像

分析系统
T#".8G![6G

5

<7G?

对目的基因的
4:8

产物进行灰

度测定)基因表达量是以基因的灰度值与
!

.GF=#,

基因的灰度

值的比值表示)

?&D

!

;<+=<>,?@"=

检测
334.1

*

334.(

蛋白的表达变化
!

药物处理后提取细胞总蛋白#考马斯亮蓝溶液对蛋白进行定量

分析)采用十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶$

OUO.4A]Q

&电

泳#凝胶经半干转仪转移至硝酸纤维素$

M:

&膜#转移好的
M:

膜用
2̂

脱脂奶粉封闭
$D

)一抗
0S

孵育过夜#充分漂洗后#

二抗
0S

孵育
0D

#洗膜
'

次#最后用
Q:7

发光试剂盒检测#胶

片曝光#显影#定影)蛋白的表达量以该蛋白的灰度值与
!

.GF.

=#,

蛋白的灰度值的比值表示)

?&E

!

统计学处理
!

采用
OAO(&1

软件进行分析#统计分析采

用单因素方差分析模型#模型的
8O

Y

BG><!

较高#提示模型有

意义#组间两两比较采用
OMW

检验#以
!

$

%&%2

为差异有统

计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

培养的成纤维细胞生长变化
!

成纤维细胞在培养后第
0

天从组织块边缘游出#较稀疏$图
$A

&#第
-

天呈大片密集生

长#呈放射状梭形排列#细胞体饱满$图
$T

&)传代后细胞呈旋

涡状或条索状$图
$:

&)胸腺素
!

0

干预后部分细胞开始变圆#

细胞间隙增大#数量减少#部分凋亡飘浮$图
1T

*

:

&#而对照组

无明显变化$图
1A

&)
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!第
0

天开始成纤维细胞从组织块边缘爬出%

T

!第
$%

天成纤维细胞围绕组织块平铺%

:

!传代后的成纤维细胞呈漩涡或条索状排列)

图
$

!!

传代成纤维细胞生长状况%

X$%%
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A

!对照组成纤维细胞形态%
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!
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#
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实验组
0/D

后%

:

!

2&%

#
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实验组
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后)

图
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胸腺素
!

0

干预后细胞生长状况%

X$%%
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胸腺素
!

0

对增生性瘢痕成纤维细胞分泌
334.1

*

334.(

的影响
!

胸腺素
!

0

能够提升
334.1

*

334.(68MA

及蛋白的表达#

%&%2

*

%&$

*

$&%

*

2&%

#

5
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67

实验组中
334.1

*

334.(68MA

及蛋白含量均高于对照组#分别以
$&%

*

2&%

#
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组作用最明显#见图
'

*

0

)统计分析采用单因素方差分

析模型#模型的
8O

Y

BG><!

较高#提示模型有意义)单因素方

差分析结果显示#不同浓度组间差异有统计学意义#
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值分别

为
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#

//&21

#

!

$
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)组间两两比较采

用
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学意义$
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讨
!!

论

增生性瘢痕的形成是一个较为复杂的病理过程#正常情况

下#伤口预后愈合过程中
Q:3

沉积和降解处于动态平衡中#

研究显示胶原合成和降解是影响创面愈合和后期组织重塑的

重要因素'

2

(

#有相关研究证实在后期瘢痕形成过程中成纤维细

胞胶原合成明显增高#同时合成的胶原纤维排列明显紊乱'

)

(

)

保持
Q:3

合成和降解之间的平衡对完成组织修复有重要作

用#胶原的降解主要是通过酶促反应来完成#

334+

是其降解

的关键成分'

-

(

#其中
334.1

*

334.(

是胶原降解的关键酶'

/

(

)

334.(

主要由上皮细胞产生#是
%

型糖化胶原酶的一种形式#

主要底物有
%

*

&

型胶原和明胶#可以作用于
'

*

(

*

%

*

&

型胶

原*蛋白聚糖的核心蛋白*明胶*弹性蛋白等
Q:3

成分'

(

(

)

334.(

出现于创面愈合早期#参与内皮细胞核角质形成细胞

等的迁移*分化及新生血管形成'

$%

(

)

334.1

作用底物与

334.(

相同#但其作用范围更广泛#还可作用于
)

型胶原*弹

性蛋白*纤维粘连蛋白及蛋白聚糖的蛋白核心'

$$

(

)研究表明#

334.1

和
334.(

等多种
334+

在瘢痕成纤维细胞中表达明

显改变'

$1

(

#以上资料均提示
334+

的表达与活性的降低#可

能是增生性瘢痕形成的重要原因)

胸腺素
!

0

是
7"K

等'

$'

(于
$(/$

年发现由
0'

个氨基酸残

基形成的多肽#在机体广泛分布#与机体免疫功能*神经系统发

育*创伤愈合以及肌动蛋白功能均密切相关)胸腺素
!

0

能加

速血管再生*角质形成层细胞迁移以及伤口收缩等一系列反

应#从而促进创面的愈合'

$0

(

)在
O"+,<

等'

$2

(的研究中#胸腺素

!

0

能促进角膜碱烧伤模型创面愈合)同时其发现#

[7.$

*巨噬

细胞炎性蛋白$

3[4.$

&*

3[4.1

#单核趋化蛋白$

3:4.1

&等炎性

因子的基因转录和表达受到显著的抑制#表明胸腺素
!

0

能够

减少炎症细胞的数量#下调炎症趋化因子和细胞因子的表达#

防止新生组织受到炎性反应的损害)在心肌组织中#

T"FP.

3G>

Y

B<==<

等'

$)

(及
V#,P<@

等'

$-

(的研究发现!胸腺素
!

0

能抑制

心肌瘢痕的形成#阻断心肌细胞的凋亡*促进心肌修复及提高

经缺氧再氧合的心肌细胞存活率等)在治疗增生性瘢痕方面#

胸腺素
!

0

改善基质环境利于细胞的迁移和血管生成)

3G@#,.

!G

等'

$/

(的研究显示#在正常小鼠皮肤创伤模型中#通过体内和

体外实验#胸腺素
!

0

在特异性的趋化内皮细胞迁移的同时#增

加
334+

表达#加速基底膜降解#为血管生成创造条件)

本实验组前期实验发现胸腺素
!

0

能够抑制成纤维细胞的

增殖#并能剂量依赖性地降低增生性瘢痕成纤维细胞
'

*

(

型

胶原蛋白的分泌及结缔组织生长因子$

:9]J

&的表达'

$(

(

)但

关于腺素
!

0

对成纤维细胞分泌
334.1

*

334.(

有何作用的

报道较少见)本实验证实#通过体外培养增生性瘢痕成纤维细

胞#发现
%&$

*

$&%

*

2&%

#

5

"

67

胸腺素
!

0

能够促进
334.1

*

334.(

的表达#二者表达量上升#高于对照组)

334.1

*

334.(

是降解瘢痕组织中细胞外基质的主要因素#加入胸腺

素
!

0

后
334.1

*

334.(

的表达量增加#说明胸腺素
!

0

能够

促进二者基因表达而发挥分解胶原的作用)胸腺素
!

0

通过促

进
334+

表达减轻
Q:3

沉积而减轻瘢痕增生和挛缩#有抑制

瘢痕增生的作用)通过查阅文献作者认为#胸腺素
!

0

能早期

增强细胞间黏附因子$

[:A3

&表达#加速炎性反应)保持较高

的
334.1

水平以利于损伤早期加速清除坏死组织和基底膜

的降解%晚期成纤维细胞和内皮细胞及基底膜的表达有利于上

皮和表皮的增殖和血管重建'

1%

(

%而胸腺素
!

0

对于
334.(

的

影响机制尚未有相关文献报道#仍待进一步研究)

Q:3

在创伤修复中具有重要作用#基质代谢平衡失调与

增生性瘢痕的形成有密切关联'

1$

(

#

334+

是起主要降解作用

的胶原酶)本实验发现胸腺素
!

0

能够提高
334.1

*

334.(

的表达减轻
Q:3

沉积#为进一步研究胸腺素
!

0

应用治疗增生

性瘢痕的机制提供了思路)

334.1

和
334.(

与其抑制因子

在创面愈合转归中的关系逐渐成为研究热点#胸腺素
!

0

对其

抑制因子的作用机制需要进一步研究)
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