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刺激后的第
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法检测细胞胶原分泌'结果
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!%1
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能够抑

制
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诱导的细胞胶原的分泌'结论
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创烧伤后留下的瘢痕因影响美观及功能障碍常常困扰患

者#虽可以通过后期整形加以修复#但患者往往承受巨大的心

理压力及经济负担)如何在创面愈合过程中减少瘢痕增生是

临床工作者及科研人员一直致力探索的课题)近年发现第
$&

号染色体丢失的张力蛋白同源的磷酸酶基因$

0;ZY

&表达降

低与多脏器纤维化密切相关#

0;ZY

作为一个潜在的抗纤维化

靶点#被越来越多的学者所重视)课题组前期研究发现#脂多

糖$

U0.

&可直接作用于成纤维细胞$

-P

&#使其增殖*表型发生

改变#具备增生性瘢痕的特性#基因分析提示基因变异可能是

成纤维细胞表型变化的基础'

$#)

(

)本研究拟探索
0;ZY

过表

达对
U0.

诱导的成纤维细胞周期及胶原分泌的影响#期望为

增生性瘢痕的预防开辟新的思路)
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资料与方法
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!

一般资料
!

标本来源于海军总医院烧伤整形科收治的增

生性瘢痕患者
%&

例#男
V

例#女
$%

例#年龄
$+

#

,%

岁#平均

$

)'\2

&岁)

%&

例患者均为烧伤后瘢痕增生#为行整形手术来

院)手术中每例患者均切取正常皮肤用于成纤维细胞的培养

和观察)获取标本前均征得患者本人或家属同意)
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主要试剂与仪器
!
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培养基及胰蛋白酶$
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生物制品研究所#中国&%胰蛋白酶$
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公司#美国&%流式细胞仪$
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公司#美
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P7<?>N

公司#美国&%携带绿色荧光蛋白基因的腺

病毒$

:D#!-0

&$汉恒生物#中国&%携带有
0;ZY

基因的缺陷

型腺病毒$

:D#0;ZY

&$汉恒生物#中国&%
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试剂盒$
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GA

公司#美国&)

C*E

!

方法
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实验分组
!

:D#!-0

组!对照空载病毒干预组%

:D#

!-0hU0.

组!对照空载病毒干预之后给予
U0.

刺激%

:D#

0;ZY

组!

0;ZY

过表达病毒干预组%

:D#0;ZYhU0.

组!

0;ZY

过表达病毒干预之后给予
U0.

刺激)

C*E*D
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成纤维细胞培养
!

取增生性瘢痕患者正常皮肤组织#

采用黄勇等'

+

(方法进行原代培养)基础培养基为
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#添

加
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胎牛血清*青霉素及链霉素$

$&&b

"

GU

&)每个
%'JG

%

+

&2$$

+

国际检验医学杂志
%&$4

年
'

月第
)V

卷第
2

期
!

(9?WUAF1>D

!

1A

H

%&$4

!

X<C*)V

!

Y<*2

"

基金项目"海军总医院
%&$+

创新培育基金资助项目$

"g0R%&$+$,

&)

!!

作者简介"邹曰坤#男#主治医师#主要从事老年重症研究)

!

#

!

通信作者#

Z#GA7C

!

H

L

H

A9)&$

"

879A*J<9

)



培养瓶中添加
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'GU

#于
)4j

*
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2'5

空气及饱和湿

度孵箱中静置培养#每周更换培养基
%

#

)

次)原代培养细胞

接近
V&5

融合时#采用
&*%'5

胰蛋白酶
h&*&%5

乙二胺四乙

酸消化#将细胞培养至第
)

代)

$&&&B

"

G79

离心
'G79

#弃去

培养液#得到
'3$&

+ 密度的成纤维细胞#接种于
,

孔培养板

中#每孔体积
%GU

)按照实验分组分别加入
$&&

E

IL

"

J>CC

的

:D#!-0&*%GU

*
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和
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的
U0.&*%
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#孵育
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C*E*E
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流式细胞仪检测过表达
0;ZY

对
U0.

诱导的成纤维

细胞周期的影响
!

&*%'5

胰酶消化#当细胞形态变圆时终止消

化#加入
0P.

洗涤细胞#转入
Z0

管%一边振荡细胞#一边快速

加入预冷的
$&&5

乙醇
4GU

#使得乙醇的终浓度为
4&5

#

+j

冰浴过夜%

$&&&B

"

G79

离心
'G79

#弃去固定液#

0P.

洗涤细胞

%

次#用
)&&

目细胞筛过滤#

$&&&B

"

G79

离心
'G79

#弃去
0P.

#

用
&*'GU

核糖核酸酶
:

$

$&G

@

溶解于
$&GU0P.

#过滤除

菌&

0P.

悬浮细胞#

)4j

消化
$K

)在使用流式细胞仪之前
$

K

#用
&*'GU&*$G

@

"

GU

的
0(

染液重悬细胞#

+j

避光
)&

G79

#流式细胞仪分析细胞周期分布情况)

C*E*F
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ZU(.:

检测过表达
0;ZY

对
U0.

诱导的成纤维细胞

胶原分泌的影响
!

按照
ZU(.:

检测试剂盒操作)

C*F

!

统计学处理
!

所有数据均以
I\E

表示#采用
.0..$4*&

软件包进行统计分析#采用单因素方差分析$首先检验方差齐

性#组间比较采用
;LN>

H

法&#以
F

'

&*&'

为差异有统计学

意义)

D

!

结
!!

果

D*C

!

流式细胞仪检测过表达
0;ZY

对
U0.

诱导的成纤维细

胞周期的影响
!

U0.

可使成纤维细胞
!%1

期增加#将
:D#

0;ZY

加入后#处于
!%1

期的成纤维细胞明显减少#差异有统

计学意义$

F

'

&*&$

&#过表达
0;ZY

基因能够抑制
U0.

处理

后成纤维细胞周期
!%1

期的增加#见图
$

)
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注!

:D#0;ZYhU0.

组与
:D#!-0hU0.

组比较#
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F
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图
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流式细胞仪检测过表达
0;ZY

对

U0.

诱导的成纤维细胞周期的影响

D*D

!

ZU(.:

检测过表达
0;ZY

对
U0.

诱导的成纤维细胞胶

原分泌的影响
!

U0.

可导致成纤维细胞胶原分泌增加#加入

:D#0;ZY

后可明显抑制
U0.

导致的成纤维细胞胶原分泌增

加#差异有统计学意义$

F

'

&*&&$

&#见图
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注!

:D#0;ZYhU0.

组与
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组比较#
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ZU(.:

检测过表达
0;ZY

对
U0.

诱导

的成纤维细胞胶原分泌的影响

E

!

讨
!!

论

!!

增生性瘢痕在组织学上以成纤维细胞过度增生和细胞外

基质过度聚集为特征#课题组前期研究发现
U0.

可直接作用

于成纤维细胞#使其增殖*表型发生改变#具备增生性瘢痕的特

性#基因分析提示基因变异可能是成纤维细胞表型变化的基

础'

$#)

(

)临床中也发现烧伤创面感染越重#后期瘢痕增生往往

也更为严重)课题组前期的研究已证实
U0.

可诱导人皮肤成

纤维细胞发生表型改变#促使其过度增殖和细胞外基质过度聚

集#从而具备增生性瘢痕成纤维细胞的生物学特性'

$#%

(

#而基因

变异可能是成纤维细胞表型变化的基础'

)

(

)

0;ZY

是近年来发现的定位于
$&

[

%)*)

的一个肿瘤抑制

基因#其编码的蛋白具有双重特异性磷酸酶活性#是目前发现

的第一个具有磷酸酶活性的抑癌基因#其作用机制主要是通过

负性调控磷脂酰肌醇
#)

激酶$

0()T

&"

:T;

*

1:0T

细胞外信

号调节激酶$

ZOT

&及黏着斑激酶$

-:T

&等信号通路#从而达

到抑制肿瘤细胞周期的目的#并且能够诱导肿瘤细胞凋亡*抑

制细胞黏附*迁移和转分化'

'

(

)

0;ZY

的突变或缺失与人类多

种恶性肿瘤的发生密切相关)近年在对口腔黏膜纤维化*肺间

质纤维化*风湿性关节炎*肾脏纤维化*眼结膜纤维化*肝硬化

等纤维化疾病的研究中发现#在上述纤维化疾病组织中成纤维

细胞
0;ZY

表达水平受抑制#提示
0;ZY

表达降低与多脏器

纤维化密切相关'

,#V

(

#而其病理特点主要为细胞外基质异常增

多和过度沉积)通过腺病毒转染野生型
0;ZY

到成纤维细胞

中#使细胞过表达
0;ZY

#可以抑制纤维化肺组织肝组织及风

湿性关节炎滑膜组织中成纤维细胞的增殖'

2

(

)因此#

0;ZY

作

为一个潜在的抗纤维化靶点#被越来越多的学者所重视#但

U0.

与
0;ZY

之间的关系目前尚缺乏研究)

本研究发现#过表达
0;ZY

可对
U0.

诱导的成纤维细胞

周期产生影响#

U0.

可使成纤维细胞
!%1

期增加#将
:D#

0;ZY

加入后#处于
!%1

期的成纤维细胞明显减少#过表达

0;ZY

基因能够抑制
U0.

处理后成纤维细胞周期
!%1

期的

增加)

U0.

可导致成纤维细胞胶原分泌增加#加入
:D#0;ZY

后可明显抑制
U0.

导致的成纤维细胞胶原分泌增加)以上结

果提示在基因水平上#

U0.

可能通过调控
0;ZY

的表达而使

烧伤后创面形成瘢痕愈合#通过提高成纤维细胞
0;ZY

表达

有望阻断
U0.

导致的增生性瘢痕的形成#这将为增生瘢痕的

预防开辟新的思路)
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