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［摘要］　目的：观察干扰素α２ｂ（ＩＦＮα２ｂ）对瘢痕疙瘩成纤维细胞生长增殖及端粒酶活性的影响，探讨其在瘢痕疙瘩治疗中

的作用机制。方法：取来自８例瘢痕疙瘩和８例正常皮肤的标本进行成纤维细胞原代培养，第３～４代的细胞用于实验。分

别于２４、４８、７２、９６、１２０ｈ以浓度为５０、５００、５０００、１００００和２００００ＩＵ／ｍｌ干扰素α２ｂ作用于体外培养的瘢痕疙瘩和正常皮肤

成纤维细胞，细胞计数和 ＭＴＴ法检测成纤维细胞生长增殖情况，ＰＣＲＥＬＩＳＡ法检测不同处理浓度和时间成纤维细胞端粒酶

活性。结果：５０００、１００００及２００００ＩＵ／ｍｌＩＦＮα２ｂ对瘢痕疙瘩和正常皮肤成纤维细胞有生长抑制作用，可明显下调成纤维

细胞端粒酶活性，和对照组相比其差异具有非常显著性意义（Ｐ＜０．０１）；经浓度为１００００ＩＵ／ｍｌＩＦＮα２ｂ处理，在７２、９６、１２０

ｈ，处理组细胞生长明显受到抑制、端粒酶活性明显降低，与对照组比较其差异有显著性意义（Ｐ＜０．０５）；且呈现出明显的剂量

效应和时间效应关系。结论：作为一个负性调节因子，干扰素α２ｂ能抑制瘢痕疙瘩成纤维细胞的生长增殖，降低成纤维细胞

端粒酶活性是其重要作用机制之一。
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　　瘢痕疙瘩是常见的病理性瘢痕，常无明显的诱因，以皮肤

胶原等大量结缔组织基质的过度产生和沉积以及成纤维细胞

的过度增殖为特征。作为一类具有抗病毒、抗肿瘤以及免疫

调节等多种生物活性的细胞因子，干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，ＩＦＮ）对

人体正常皮肤、增生性瘢痕和瘢痕疙瘩成纤维细胞都具有肯

定的细胞增殖、胶原合成的抑制作用，它是目前比较明确的瘢

痕增生负性调控因子［１］，临床上已经有应用干扰素α、β、γ局部

注射治疗增生性瘢痕和瘢痕疙瘩的实例，但其确切的作用机

制并不清楚。在很多肿瘤的研究中，已经证实干扰素对端粒酶

活性有负性调节作用，在瘢痕研究领域则缺乏这方面的报道。

本研究即以ＩＦＮα２ｂ作用于瘢痕疙瘩成纤维细胞，观察对其生

长增殖和端粒酶活性的影响，以探讨干扰素作用于瘢痕疙瘩成

纤维细胞的内在机制，为临床防治提供可靠的理论依据。

１　材料和方法

１．１　标本来源　瘢痕疙瘩８例，来源于手术患者。入选要

求：患者无结缔组织疾病；无全身应用皮质类固醇激素史；１
年内无注射药物、外用药物及放疗史；瘢痕局部无溃疡。年

龄１８～３２岁，中位年龄２６岁；病程１２～２０个月，平均病程

１７个月。正常皮肤８例，取自邻近正常皮肤。手术切取标本

后，取瘢痕疙瘩边缘突起发红的部分进行实验研究。

１．２　成纤维细胞培养　按组织块法［２］培养进行，取第３～４
代的细胞用于实验。

１．３　不同浓度ＩＦＮα２ｂ对瘢痕疙瘩成纤维细胞增殖和端粒

酶活性的影响　ＩＦＮα２ｂ为深圳海王公司产品。取正常皮

肤和瘢痕疙瘩来源第３、４代成纤维细胞，分别用２．５ｇ／Ｌ胰

蛋白酶消化后显微镜下计数，用含１０％小牛血清的ＤＭＥＭ
培养基稀释至终密度为２×１０５／ｍｌ，按１００μｌ／孔依次接种至

９６孔板中，于３７℃、５％ＣＯ２、９５％湿度条件下培养２４ｈ待细

胞贴壁后开始实验处理。ＩＦＮα２ｂ处理工作浓度分别为５０、

５００、５０００、１００００和２００００ＩＵ／ｍｌ，每一实验组均分别设立

阴性对照。每个处理设３个平行重复孔。于３７℃，５％ＣＯ２、

９５％湿度条件下继续培养７２ｈ。

１．４　ＭＴＴ法测定ＩＦＮα２ｂ对瘢痕疙瘩成纤维细胞生长增

殖的影响　上述处理７２ｈ后，取出９６孔细胞培养板，每孔加

入 ＭＴＴ（上海振兴化工一厂产品）溶液１０μｌ（含 ＭＴＴ５ｍｇ／

ｍｌＰＢＳ），置３７℃、５％ＣＯ２、９５％湿度孵箱内再培养４ｈ后，

吸出上清液，每孔加入二甲亚砜（ＤＭＳＯ，分析纯，上海振兴

化工一厂产品）溶液１００μｌ作用１０ｍｉｎ，不停震荡，使结晶物

充分溶解。用自动酶联检测仪测定波长５７０ｎｍ时的光密度

值（Ｄ），记录结果。

１．５　ＰＣＲＥＬＩＳＡ法检测端粒酶活性　端粒酶ＰＣＲＥＬＩＳＡ
试剂盒为德国宝灵曼公司产品。（１）细胞准备：取上述ＩＦＮα

２ｂ处理７２ｈ后的正常皮肤和瘢痕疙瘩成纤维细胞，分别用

２．５ｇ／Ｌ胰蛋白酶消化后，显微镜下计数，收集１０６个细胞检

测，加入２００μｌ裂解液，充分混匀，４℃裂解３０ｍｉｎ，１２０００ｒ／

ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，小心地将上清（约１５０μｌ）移至另一洁净管

中备用。（２）ＰＣＲ扩增：取上述提取液５μｌ，加入２５μｌ端粒

酶测定混合液，用无菌ＤＥＰＣ水补充至体积５０μｌ，加石蜡覆

盖，在ＰＣＲ扩增仪中扩增：２５℃延伸３０ｍｉｎ；９４℃灭活５

ｍｉｎ，然后９４℃３０ｓ，５０℃３０ｓ，７２℃９０ｓ，循环３０次；７２℃延伸

１０ｍｉｎ终止反应。（３）ＥＬＩＳＡ反应：取上述ＰＣＲ产物５μｌ
加变性液２０μｌ混匀，置室温２０ｍｉｎ，加入２２５μｌ杂交液，混

匀后取出１００μｌ加入包被于亲和素的９６孔板中，３７℃３００
次／ｍｉｎ振荡２ｈ。冲洗后加入过氧化物酶标记的地高辛抗

体，洗５次。加入１００μｌ四甲基联苯胺室温振荡显色２０
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ｍｉｎ，终止反应。２０ｍｉｎ内在酶标仪上测波长为４５０ｎｍ和

６９０ｎｍ的Ｄ 值。（４）结果判断：Ｄ＝Ｄ４５０－Ｄ６９０。样品检测

时均设置３个复孔。

１．６　ＩＦＮα２ｂ作用不同时间对瘢痕疙瘩成纤维细胞的影

响　取正常皮肤和瘢痕疙瘩来源第３、４代的成纤维细胞，分

别用２．５ｇ／Ｌ胰蛋白酶消化后，显微镜下计数，用含１０％小

牛血清的ＤＭＥＭ培养基稀释至终密度为２×１０５／ｍｌ，按１００

μｌ／孔依次接种至９６孔板中，ＩＦＮα２ｂ处理工作浓度为

１００００ＩＵ／ｍｌ，每一实验组均分别设立阴性对照。每个处理

设３个平行重复孔，于３７℃，５％ＣＯ２、９５％湿度孵箱培养，分

别于２４、４８、７２、９６、１２０ｈ５个时间点取出培养板，采用１．５
项下所述ＰＣＲＥＬＩＳＡ法检测每个时间点端粒酶活性。在每

个时间点取出９６孔细胞培养板，用０．２５％胰蛋白酶溶液消

化，每标本收集细胞悬液，血球计数板计数，每孔细胞计数２

次，共３个平行重复孔，取均值。细胞计数公式如下：

细胞数／ｍｌ原悬液＝４
大格细胞总数

４ ×１００００×稀释倍数

１．７　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１１．５统计

软件，组间比较采用ｔ检验。

２　结　果

２．１　不同浓度ＩＦＮα２ｂ对瘢痕疙瘩成纤维细胞增殖和端粒

酶活性的影响

２．１．１　检测结果　ＩＦＮα２ｂ浓度为５０、５００ＩＵ／ｍ１对瘢痕疙

瘩和正常皮肤成纤维细胞生长抑制作用不明显，而５０００、

１００００及２００００ＩＵ／ｍｌＩＦＮα２ｂ对两类成纤维细胞有明显的

生长抑制作用，与对照组比较其差异有显著性意义（Ｐ＜
０．０１）。见表１。

表１　不同浓度ＩＦＮα２ｂ对瘢痕疙瘩和正常皮肤来源成纤维细胞生长增殖及端粒酶活性的影响
（ｎ＝８，珚ｘ±ｓ）

ＩＦＮα２ｂ
（ｚＢ／Ｕ·ｍｌ－１）

Ｄ５７０
正常皮肤 瘢痕疙瘩

Ｄ４５０－Ｄ６９０
正常皮肤 瘢痕疙瘩

　　０（阴性对照） ０．５５８±０．０３０ ０．５８４±０．０３４ ０．１９９±０．０１６ ０．３８６±０．０２４
５０ ０．５５１±０．０２０ ０．５７４±０．０３１ ０．１８７±０．０１６ ０．３６７±０．０２０

　５００ ０．５３２±０．０２５ ０．５５５±０．０２７ ０．１８５±０．０１２ ０．３６２±０．０２１
５０００ ０．４５７±０．０３４ ０．４９５±０．０２４ ０．１８３±０．０１３ ０．３３３±０．０２１

１００００ ０．４０５±０．０２２ ０．４１０±０．０２６ ０．１７１±０．０１３ ０．２８６±０．０１３

２００００ ０．３８１±０．０２１ ０．３９３±０．０２３ ０．１６６±０．０１０ ０．２７５±０．０２１

　Ｐ＜０．０１与阴性对照组比较

２．１．２　ＰＣＲＥＬＩＳＡ法检测端粒酶活性结果　对正常皮肤

成纤维细胞，ＩＦＮα２ｂ浓度为１００００及２００００ＩＵ／ｍｌ可明显

降低端粒酶活性，与对照组比较其差异有非常显著性意义

（Ｐ＜０．０１）。对瘢痕疙瘩成纤维细胞，ＩＦＮα２ｂ浓度为５０００、

１００００及２００００ＩＵ／ｍｌ时则端粒酶活性明显降低，与对照组

比较其差异有非常显著性意义（Ｐ＜０．０１）。见表１。

２．２　ＩＦＮα２ｂ作用不同时间对瘢痕疙瘩成纤维细胞的影响

２．２．１　动态细胞计数　经浓度为１００００ＩＵ／ｍｌＩＦＮα２ｂ处理

４８ｈ后处理组细胞生长缓慢，和对照组相比差异有显著性意

义（Ｐ＜０．０５）。在７２、９６、１２０ｈ３个时间点，正常皮肤和瘢痕疙

瘩成纤维细胞对照组快速生长、增殖旺盛，而处理组细胞生长

明显受到抑制，差异有非常显著性意义（Ｐ＜０．０１）。见表２。

表２　ＩＦＮα２ｂ作用不同时间对瘢痕疙瘩和正常皮肤来源成纤维细胞计数
（ｎ＝８，珚ｘ±ｓ，×１０５）

作用时间（ｔ／ｈ）
正常皮肤

对照组 ＩＦＮα２ｂ

瘢痕疙瘩

对照组 ＩＦＮα２ｂ
２４ １．５３±０．１３ １．４８±０．１１ １．５８±０．１４ １．４９±０．１４
４８ ２．１８±０．１２ １．７７±０．１２ ２．３５±０．１３ １．９３±０．１６

７２ ３．９５±０．１６ ２．２６±０．１４ ４．１２±０．２３ ２．３０±０．１５

９６ ５．２１±０．２２ ２．７８±０．１６ ５．１５±０．３１ ２．７５±０．２１

１２０ ６．５２±０．２８ ２．５５±０．１８ ６．８３±０．２９ ２．６４±０．１６

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１与对照组比较

２．２．２　ＰＣＲＥＬＩＳＡ法检测端粒酶活性结果　对正常皮肤

成纤维细胞，处理７２、９６和１２０ｈ端粒酶活性明显降低，与对

照组比较其差异有显著性意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。对瘢痕

疙瘩成纤维细胞，ＩＦＮα２ｂ作用２４ｈ时端粒酶活性即明显降

低 （Ｐ＜０．０５），作用４８、７２、９６和１２０ｈ时端粒酶活性与对照

组比较其差异有非常显著性意义（Ｐ＜０．０１）。见表３。

３　讨　论

　　瘢痕疙瘩来源的成纤维细胞具有一些不同于正常皮肤

来源的成纤维细胞的生物学特性，表现为细胞活性异常增

高，分泌大量细胞外基质，从而导致其不断增殖。由于其发

病机制尚不完全清楚，因此在治疗上也是非常棘手的问题。
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虽有外科手术切除、压力疗法、放射治疗、局部注射药物

等［３～５］，但没有一种方法达到理想的效果。我们在先前的研

究中已经证实，在瘢痕疙瘩端粒酶活性明显高于正常皮肤，

端粒酶激活很可能是瘢痕疙瘩发生发展过程中的一个关键

性因素［６］。因此尝试对端粒酶进行调控，抑制端粒酶的活性

从而抑制瘢痕疙瘩的生长增殖。

表３　ＩＦＮα２ｂ作用不同时间对瘢痕疙瘩和正常皮肤来源成纤维细胞端粒酶活性影响
（ｎ＝８，珚ｘ±ｓ，Ｄ４５０－Ｄ６９０）

作用时间（ｔ／ｈ）
正常皮肤

对照组 ＩＦＮα２ｂ

瘢痕疙瘩

对照组 ＩＦＮα２ｂ
２４ ０．１９６±０．０１１ ０．１８７±０．０１２ ０．３９２±０．０２５ ０．３５５±０．０２１

４８ ０．２０１±０．０１２ ０１７９±０．０１３ ０．３８３±０．０２１ ０．２９２±０．０１８

７２ ０．１９５±０．０１２ ０．１７０±０．０１１ ０．４０２±０．０３２ ０．２５９±０．０１６

９６ ０．２１３±０．０１４ ０．１６５±０．０１０ ０．３７６±０．０２８ ０．２３３±０．０１８

１２０ ０．１９８±０．０１３ ０．１６１±０．０１０ ０．３８４±０．０２２ ０．２１９±０．０１５

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１与对照组比较

　　干扰素是机体细胞对病毒感染或各种生物诱生作用反

应产生并分泌的一类具有多种生物活性的糖蛋白，相对分子

质量为２００００～３００００，有的可高达９００００。它可激活别的

基因亚群进行转录，从而具有抗病毒、抗肿瘤和免疫调节作

用。根据免疫原性和分子结构的不同，可将干扰素分为α、β、

γ３种类型。干扰素在细胞内抗ＲＮＡ或ＤＮＡ病毒，不影响

正常细胞功能，但可抑制快速分裂的细胞包括肿瘤细胞，并

且已成功地用于多种恶性肿瘤的治疗。干扰素抗肿瘤作用

主要是通过增强机体免疫功能，提高巨噬细胞、ＮＫ细胞和

ＣＴＬ的杀伤能力而实现的。再者，干扰素与细胞表面的特异

性受体结合，引起一系列细胞内信号级联反应，诱导介导抗

肿瘤、生长抑制和免疫调节的蛋白质的合成［７］。

　　瘢痕疙瘩是一种成纤维细胞异常增生性疾病，其很多特

性又非常类似于肿瘤，因此ＩＦＮα２ｂ作为一种生物制品已用于

临床瘢痕的治疗，被认为可抑制皮肤成纤维细胞的胶原合成，

在体外能降解氨基多糖，还有较强的抗肿瘤活性。Ｂｅｒｍａｎ等

最早于１９８９年报道了１例注射ＩＦＮα２ｂ治疗瘢痕疙瘩的病

例，２次注射ＩＦＮα２ｂ（每次１５０万ＩＵ）于瘢痕内，使一个处于

发展期的瘢痕疙瘩面积减少了４１％，２年后该病损未复发。将

治疗前及首次注射后９ｄ的瘢痕组织成纤维细胞与正常皮肤

相比，发现注射后的成纤维细胞完全不同于注射前的表现，其

较正常皮肤产生相同或更少的胶原、葡糖胺聚糖等结缔组织

基质成分，并且胶原酶的活性也恢复至正常，即成纤维细胞胶

原代谢回到正常水平，同时成纤维细胞呈现正常表型。但

ＩＦＮα２ｂ治疗瘢痕的效果也有不同的报道［８］。我们通过在体

外成纤维细胞培养，观察ＩＦＮα２ｂ以不同浓度和在不同时间对

瘢痕疙瘩成纤维细胞增殖的影响。结果表明，ＩＦＮα２ｂ浓度为

５０００、１００００及２００００ＩＵ／ｍｌ对其有明显的生长抑制作用，具

有明显的剂量依赖性。经浓度为１００００ＩＵ／ｍｌＩＦＮα２ｂ处理

后，动态细胞计数结果显示作用４８～１２０ｈ后细胞即受到明显

的生长抑制，呈现明显的时间依赖性。我们的结果也证实了

干扰素对瘢痕疙瘩成纤维细胞有确切的生长抑制作用，可用

于临床上瘢痕疙瘩的治疗，但由于其时间和剂量依赖性，需连

续和较大剂量使用才可能有较好的效果。

　　现已知端粒酶是一种特殊的核蛋白逆转录酶，它能保证

真核细胞染色体ＤＮＡ序列得以完善，维持端粒长度稳定性

并维持细胞增殖性的作用。端粒酶激活见于多种肿瘤细胞，

在很多恶性实体瘤中有较高的表达［９，１０］。在瘢痕疙瘩成纤维

细胞端粒酶活性异常增高［６］，我们的研究显示ＩＦＮα２ｂ可降

低瘢痕疙瘩成纤维细胞端粒酶活性，而且呈现出一定的时间
效应与剂量效应，从而抑制瘢痕疙瘩成纤维细胞生长增殖，

这也可能是ＩＦＮα２ｂ抗瘢痕疙瘩治疗作用的重要机制之一。

ＩＦＮα作为一种肿瘤抑制蛋白，通过下调端粒酶活性调节正

常和恶变细胞生长和分化［１１］，从而提供一种抗生长信号，使

得细胞完成分化或者造成分化不成熟细胞生长停滞而凋亡。
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