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结缔组织生长因子反义寡核苷酸体外对人增生性瘢痕成纤维细胞凋亡

的影响

许　明，邢　新（第二军医大学长海医院整形外科，上海２００４３３）

［摘要］　目的：观察结缔组织生长因子（ＣＴＧＦ）反义寡核苷酸（ＡＳＯＤＮ）体外对人增生性瘢痕组织中成纤维细胞凋亡的影响

并探讨其可能的作用机制。方法：体外培养的人增生性瘢痕组织中成纤维细胞，分为ＣＴＧＦＡＳＯＤＮ脂质体治疗组（ＡＳＯＤＮ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ＡＴ）、空白脂质体对照组（ｌｉｐｏｓｏｍｅｃｏｎｔｒｏｌ，ＬＣ）和空白对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｃ），荧光显微镜观察各组ＣＴＧＦＡＳＯＤＮ时

相性分布，流式细胞术检测各组凋亡率随时相的变化，观察Ｆａｓ受体表达；ＲＴＰＣＲ检测各组ＣＴＧＦ、Ｆａｓ、ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表

达。结果：ＡＴ组细胞转染２４ｈ后胞质内可见有大量黄绿色荧光，呈离散型、点状分布，而ＬＣ和Ｃ组成纤维细胞内未见荧

光。转染２４ｈ后ＬＣ组和Ｃ组成纤维细胞的凋亡率及Ｆａｓ受体阳性表达率无显著差异；而ＡＴ组凋亡率及Ｆａｓ受体阳性表达

率明显增加，明显高于ＬＣ组和Ｃ组（Ｐ＜０．０１）。ＲＴＰＣＲ结果表明，转染组ＣＴＧＦｍＲＮＡ相对表达量明显低于空白对照组

（Ｐ＜０．０５），ＦａｓｍＲＮＡ表达明显高于空白对照组（Ｐ＜０．０１），转染组ｂｃｌ２ｍＲＮＡ与空白对照组无显著差异。结论：ＣＴＧＦ
反义寡核苷酸体外能促进人增生性瘢痕成纤维细胞凋亡，可能与其上调ＦａｓｍＲＮＡ及其蛋白表达有关。
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　　增生性瘢痕（ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｉｃｓｃａｒ，ＨＳ）是人类皮

肤真皮损伤后局部过度愈合的结果。但是由于发病

机制还不清楚，临床上也缺乏特别有效的预防和根

治性治疗手段。因此 ＨＳ一直是整形外科研究领域

的难点和热点。结缔组织生长因子（ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓ

ｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＣＴＧＦ）是一种在纤维化病程中

发挥重要作用的生长因子，其过度表达与某些纤维

化性疾病（如硬皮病、肾纤维化、肝硬化、肺纤维化、

动脉粥样硬化等）的发生、发展密切相关［１３］。本研

究应用脂质体转染技术观察ＣＴＧＦ反义寡核苷酸

体外对人增生性瘢痕成纤维细胞凋亡的影响，并探

讨其可能的作用机制，为进一步应用基因工程技术

治疗病理性瘢痕奠定基础。
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１　材料和方法

１．１　主要试剂和仪器　Ｆａｓ引物、ＣＴＧＦ引物、ｂｃｌ

２引物、逆转录酶均购自南京基天生物技术有限公

司，转染试剂 Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｎ购自 ＢｉｏＲａｄ公司，ＰＥ

ａｎｔｉｈｕｍａｎＣＤ９５单克隆抗体购自ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公

司，琼脂糖由 Ａｍｒｅｓｃｏ进口分装。美国 Ｂｅｃｋｍａｎ

Ｃｕｌｔｅｒ公司ＥＰＩＣＳＸＬ型流式细胞仪，Ｌｅｉｃａ公司激

光共 聚 焦 显 微 镜，ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ 公 司 ＰＣＲ 仪，

ＨｅｒａｅｓｕｓＢＢ５０６０ＣＯ２培养箱，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司离心

机。

１．２　反义寡核苷酸（ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ，

ＡＳＯＤＮ）的合成　ＣＴＧＦＡＳＯＤＮ 碱基序列为５′

ＴＡＣＴＧＧＣＧＧＣＧＧＴＣＡＴ３′，进行全硫代磷酸

化修饰及５′异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ，上海生工生物

工程技术服务有限公司）标记。

１．３　增生性瘢痕组织来源的成纤维细胞的培养及

分组　组织标本取自我科因增生性瘢痕自愿行手术

治疗的患者，共１６例，其中男性６例，女性１０例，年

龄１８～４２岁，中位年龄３３岁，均为外观发红充血、

质硬、高出皮面１ｃｍ 左右，病变不超过原创面或损

伤，取材局部无感染和溃疡，未曾应用抗瘢痕药物治

疗。组织标本采用组织块培养法。首先将采集到的

人增生性瘢痕组织标本用含１００Ｕ／ｍｌ青霉素和链

霉素的ＰＢＳ冲洗数遍，在培养皿中剔除表皮及脂肪

组织。然后用眼科剪将组织剪碎至１ｍｍ３小块，接

种于６孔培养皿，放入ＣＯ２培养箱４～６ｈ干燥至组

织块贴壁。每孔加入１ｍｌ含２０％小牛血清及１００

Ｕ／ｍｌ青霉素和链霉素的ＤＭＥＭ培养液，放入３７℃

５％ＣＯ２培养箱继续培养，７２ｈ后陆续有梭形成纤

维细胞爬出，补加５００μｌ培养液，约２周后细胞长满

可传代，转至细胞培养瓶进行培养。视细胞生长状

况，３～５ｄ传代一次。实验选用增殖旺盛，性状稳定

的４～８代细胞。实验分ＣＴＧＦＡＳＯＤＮ 脂质体治

疗组（ＡＳＯＤＮｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ＡＴ）、空白脂质体对照组

（ｌｉｐｏｓｏｍｅｃｏｎｔｒｏｌ，ＬＣ）和空白对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｃ）３
组。

１．４　细胞转染　铺板：选取 Ｔ１００方瓶培养的细

胞，吸出培养液，１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ 冲洗后加入２ｍｌ

０．２５％ 胰蛋白酶消化，４％锥虫蓝染色后细胞计数，

收集１×１０６个细胞，重悬于１２ｍｌＤＭＥＭ 培养液

中，吹打均匀后铺板。２４孔板，每孔加５００μｌ；６孔

板每孔加２ｍｌ。转染：铺板２４ｈ后，细胞贴壁至

８０％融合，准备２个无菌ＥＰ管，各加入５０μｌ无血

清ＤＭＥＭ培养液（６孔板每孔２００μｌ），吸取适量

ＡＳＯＤＮ加入一管，适量转染试剂加入另一管，吹打

均匀后轻柔混合两管。室温孵育２０ｍｉｎ，以便形成

脂质体／ＤＮＡ混合物，加入细胞培养板，２４ｈ后换

液。经转染优化实验，转染体系为６孔板每孔１μｇ
ＡＳＯＤＮ＋２μｌＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｎ。

１．５　ＣＴＧＦＡＳＯＤＮ 在成纤维细胞中的分布　于

转染后２４ｈ收集各组培养板中长满细胞的载玻片，

无血清ＤＭＥＭ培养液冲洗３遍后装片，于激光共聚

焦显微镜下观察ＣＴＧＦＡＳＯＤＮ在成纤维细胞中的

分布及转染效率。

１．６　流式细胞术检测细胞凋亡　应用美国Ｂｅｃｋ

ｍａｎＣｕｌｔｅｒ公司的ＥＰＩＣＳＸＬ 型流式细胞仪进行

ＤＮＡ含量的单参数分析，检测凋亡率随时相变化。

分别收集转染后１２、２４、４８、７２ｈ细胞，每样本细胞

数不少于５×１０５个，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去培

养液。３ｍｌＰＢＳ洗涤１次，离心去除ＰＢＳ，加入冰

预冷的７０％的乙醇固定，４℃，１～２ｈ。离心弃去固

定液，３ｍｌＰＢＳ 重悬５ｍｉｎ，１０００ｒ／ｍｉｎ 离心５

ｍｉｎ，弃去ＰＢＳ，１ｍｌＰＩ染液染色，避光孵育３０ｍｉｎ
即可上机检测。使用氩离子激光（４８８ｎｍ）激发，其

荧光发射波长为６３０ｎｍ，颜色为橙红色。根据凋亡

率变化绘制凋亡随时相变化图。

１．７　流式细胞术检测Ｆａｓ受体表达　分别收集转

染后１２、２４、４８、７２ｈ细胞，每样本细胞数不少于

５×１０５个，１５００ｒ／ｍｉｎ 离心５ｍｉｎ，弃去培养液。

ＰＢＳ洗涤１次，离心去除ＰＢＳ，４％多聚甲醛固定，

４℃过夜。离心收集细胞，ＰＢＳ洗涤１遍，重悬于１

ｍｌＰＢＳ中，每样本加入２０μｌ抗Ｆａｓ单克隆抗体，温

和混匀，４℃避光孵育３０ｍｉｎ，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５

ｍｉｎ，去除染色液，ＰＢＳ洗涤２遍即可上机检测。本

实验采用ＰＥ直标抗体，激发波长为４８８ｎｍ，发射波

长为５７５ｎｍ。

１．８　ＲＴＰＣＲ检测相关基因的表达

１．８．１　引物设计　采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５软件设

计引物，并经ＧｅｎＢａｎｋＢｌａｓｔ进行同源检索后合成。

ＣＴＧＦ引物为：Ｆ５′ＧＣＣＣＡＧ ＡＣＣＣＡＡ ＣＴＡ

ＴＧＡ３′；Ｒ５′ＡＧＣＣＡＧＡＡＡＧＣＣＣＡＡＡＣＴ３′，

预期 扩 增 产 物 长 度 为 ２５２ ｂｐ。Ｆａｓ 引 物 为：

Ｆ５′ＡＧＣＴＣＴＴＴＣＡＣＴＴＣＧＧＡＧＧＡＴＴ３′；

Ｒ５′ＴＧＧＣＡＡＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＣＴＡＡＧＣ３′，
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预期 扩 增 产 物 长 度 为 ３３５ｂｐ。Ｂｃｌ２ 引 物 为：

Ｆ５′ＡＣＡＣＴＧＴＴＡＡＧＣＡＴＧＣＣＧ３′；Ｒ ５′ＣＣＡ

ＧＣＴＣＡＴＣＴＣＡＣＣＴＣＡＣ３′，预期扩增产物长度为

３１８ｂｐ。βａｃｔｉｎ引物为：Ｆ５′ＣＡＧＧＡＧＡＴＧ ＧＣＣ

ＡＣＴＧＣＣＧＣＡ３′；Ｒ５′ＴＣＣＴＴＣＴＧＣＡＴＣＣＴＧ

ＴＣＡＧＣＡ３′，预期扩增产物长度为２７５ｂｐ。

１．８．２　细胞总ＲＮＡ制备和鉴定　收集未处理和

处理后２４ｈ成纤维细胞，ＰＢＳ洗２次，分别加入１

ｍｌＴＲＩｚｏｌ，混匀，在冰上放置１５ｍｉｎ后加入氯仿，

振荡１５ｓ，室温静置２ｍｉｎ。４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，转移上层水相至１．５ｍｌ离心管中，加异丙

醇混匀后，冰上放置１０ｍｉｎ。４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离

心１０ ｍｉｎ。沉淀以 １ ｍｌ７５％ 乙醇洗涤。４℃

７５００×ｇ离心５ｍｉｎ，以１ｍｌ无水乙醇洗涤沉淀，室

温晾干。用无 ＲＮＡ 酶的水溶解 ＲＮＡ 沉淀至６０

μｌ。取１０μｌ稀释１０００倍，用７５２紫外分光光度计

测量Ｄ２６０与Ｄ２８０。以Ｄ２６０／Ｄ２８０的比值确定ＲＮＡ的

完整性与纯度，以Ｄ２６０值确定ＲＮＡ的量并稀释至终

浓度为１μｇ／μｌ，用甲醛变性凝胶电泳检测ＲＮＡ完

整性。

１．８．３　ＲＴＰＣＲ反应（两步法）检测 ＣＴＧＦ、Ｆａｓ、

ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达　ＲＴ反应体系为：六碱基随机引

物１μｌ（１５０ｎｇ），无ＲＮＡ酶的水１２μｌ，混匀２５℃，

预热１０ｍｉｎ。未处理和处理过细胞总 ＲＮＡ５μｌ
（１μｇ／μｌ），ｄＮＴＰ Ｍｉｘ１μｌ，混匀于６５℃，放置５

ｍｉｎ。迅速置冰上至少１ｍｉｎ，加入５×ｆｉｒｓｔｂａｎｄ

ｂｕｆｆｅｒ５μｌ，０．１ｍｏｌ／ＬＤＴＴ２μｌ，ＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ
（４０Ｕ／μｌ）１μｌ，混匀后４２℃２ｍｉｎ，加入１μｌ（２００

Ｕ／μｌ）ＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔⅡ ＲＮａｓｅ ＨＲｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔａｓｅ，４２℃５０ｍｉｎ后，再７０℃２０ｍｉｎ。逆转录

反应后置于冰浴上加入ＲＮａｓｅＨ，３７℃ 放置２０ｍｉｎ
使逆转录酶灭活后进行ＰＣＲ反应。

　　ＰＣＲ反应体系为：５×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ５μｌ，ｄＮＴＰｓ
（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１μｌ，Ｔａｑ酶０．３μｌ，Ｆ、Ｒ引物（１０

ｐｍｏｌ／μｌ）各１μｌ，上述逆转录生成的ｃＤＮＡ２μｌ，

无ＲＮａｓｅｄｄＨ２Ｏ３６．７μｌ，混合后于９４℃４ｍｉｎ。

ＰＣＲ反应条件：９４℃４５ｓ，５４℃５０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３０
个循环，７２℃延伸７ｍｉｎ。

１．８．４　１％ 琼脂糖凝胶电泳　取ＰＣＲ产物８μｌ和

上样缓冲液 ２μｌ混合上样，与 ｐＵＣ ＭｉｘＤＮＡ

ｍａｒｋｅｒ一起在１．５％琼脂糖凝胶上电泳分离后，溴

化乙啶染色１０ｍｉｎ，图像分析仪（ＵＶＰ）拍照并分析

结果。

１．９　统计学处理　计量数据以珚ｘ±ｓ表示，对各实

验组数据进行单因素方差分析，所用软件为ＳＰＳＳ

１０．０。

２　结　果

２．１　ＣＴＧＦＡＳＯＤＮ在成纤维细胞内的分布　ＡＴ
组细胞转染２４ｈ后细胞质内可见有大量黄绿色荧

光，呈离散型、点状分布（图１Ａ），ＬＣ组和Ｃ组成纤

维细胞内未见荧光（图１Ｂ、１Ｃ）。

图１　转染后各组细胞ＣＴＧＦＡＳＯＤＮ的分布情况

Ｆｉｇ１　ＣｙｔｏｐｌａｓｔｉｃｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎＨＳＦｏｆ３ｇｒｏｕｐｓ２４ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ（ＦＭ，×１００）

Ａ：ＣＴＧＦＡＳＯＤＮｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ（２４ｈ）；Ｂ：Ｌｉｐｏｓｏｍｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．２　ＣＴＧＦＡＳＯＤＮ 对成纤维细胞凋亡 的 影

响　结果表明，转染２４ｈ后ＬＣ组和Ｃ组成纤维细

胞的凋亡率无显著差异；而ＡＴ组凋亡率明显增加，

明显高于ＬＣ组和Ｃ组（Ｐ＜０．０１，表１）。
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表１　转染后各组成纤维细胞凋亡率的比较

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣＴＧＦＡＳＯＤＮｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｆｒｏｍｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｉｃｓｃａｒ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，％）

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ（ｔ／ｈ）

１２ ２４ ４８ ７２
ＣＴＧＦＡＳＯＤＮ ６．５３±０．６５ ２４．５６±０．４４ ２０．１５±０．５７ ３５．６０±０．３５
Ｌｉｐｏｓｏｍｅｃｏｎｔｒｏｌ ４．０５±０．８２ ２．９２±０．６３ ３．１５±０．６７ １．８３±０．３９

Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ ５．６７±０．２６ ４．１８±０．８５ ５．０９±０．２２ ３．５３±０．２９

　Ｐ＜０．０１ｖｓＣＴＧＦＡＳＯＤＮｇｒｏｕｐ

２．３　ＣＴＧＦＡＳＯＤＮ 对Ｆａｓ受体表达的影响　转

染后１２ｈＡＴ、ＬＣ和Ｃ组增生性瘢痕成纤维细胞

Ｆａｓ受体阳性表达率无显著差异；ＡＴ组转染后２４、

４８、７２ｈＦａｓ受体阳性表达率均明显高于转染后１２

ｈ（Ｐ＜０．０５），而ＬＣ组和Ｃ组转染后２４、４８、７２ｈ

Ｆａｓ受体阳性表达率与１２ｈ无显著差异；转染后

２４、４８、７２ｈ各时间点ＡＴ组Ｆａｓ受体阳性表达率明

显高于ＬＣ组和Ｃ组（Ｐ＜０．０１）。详见表２。

表２　ＣＴＧＦＡＳＯＤＮ对成纤维细胞Ｆａｓ受体表达的影响

Ｔａｂ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣＴＧＦＡＳＯＤＮｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦａｓｉｎｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｆｒｏｍｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｉｃｓｃａｒ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，％）

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ（ｔ／ｈ）

１２ ２４ ４８ ７２
ＣＴＧＦＡＳＯＤＮ １１．３±０．５５ ４４．６±０．４８ ４０．５±０．７７ ３６．６±０．２５
Ｌｉｐｏｓｏｍｅｃｏｎｔｒｏｌ １０．５±０．５２ １１．２±０．２３ １３．５±０．６０ １２．３±０．１９

Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ １２．５±０．３６ １１．８±０．１５ １２．９±０．３２ １３．３±０．２６

　Ｐ＜０．０１ｖｓＣＴＧＦＡＳＯＤＮｇｒｏｕｐ

２．４　ＣＴＧＦ、Ｆａｓ、ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达的变化　ＲＴ

ＰＣＲ结果（图２）表明，转染组ＣＴＧＦＡＳＯＤＮ作用

２４ｈ，ＣＴＧＦｍＲＮＡ相对表达量明显低于空白对照

组（０．４５０ｖｓ０．８６３，Ｐ＜０．０５），ＦａｓｍＲＮＡ表达明

显高于空白对照组（１．２９４ｖｓ０．０９０，Ｐ＜０．０１），ｂｃｌ

２ｍＲＮＡ两组间无显著差异（０．０８２ｖｓ０．０８４）。

图２　转染与未转染成纤维细胞中

ＣＴＧＦ、Ｆａｓ、ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ２　ＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＴＧＦ，Ｆａｓａｎｄｂｃｌ２

ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ３ｇｒｏｕｐｓ２４ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
１：βａｃｔｉｎ（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ）；２：ｂｃｌ２（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ）；３：ｂｃｌ２（ｃｏｎｔｒｏｌ）；

４：Ｆａｓ（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ）；５：Ｆａｓ（ｃｏｎｔｒｏｌ）；６：ＣＴＧＦ（ｃｏｎｔｒｏｌ）；７：ＣＴＧＦ

（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ）；８：βａｃｔｉｎ（ｃｏｎｔｒｏｌ）；Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

３　讨　论

　　ＣＴＧＦ是一种新近发现的间充质细胞生长因

子，具有多种生物学活性。研究发现，病理情况下，

ＧＴＧＦ的过度表达与器官增殖性或纤维化疾病的发

生、发展密切相关。方明等［１］发现ＣＴＧＦ在人类增

生性瘢痕成纤维细胞中高度表达，提示其在增生性

瘢痕的纤维化进程中起着重要的作用。而金哲等［２］

在研究肺纤维化时发现转染了ＣＴＧＦ反义寡核苷

酸人成纤维细胞的增殖明显受到抑制，其 ＣＴＧＦ

ｍＲＮＡ的表达明显减少。金珍婧等［３］实验发现在

肝纤维化小鼠肝脏中ＣＴＧＦｍＲＮＡ 的表达水平明

显上调，提示ＣＴＧＦ在肝纤维化激活及调控中具有

重要作用。Ｃｈｅｎ等［４］的实验发现内源性的ＣＴＧＦ
在活化的真皮成纤维细胞及肝星状细胞中是通过高

尔基体分泌的，并在内涵体中被降解。

　　随着分子生物学和遗传工程的发展，基因治疗

应运而生，得到广泛的肯定，其中包括反义核苷酸技

术，简称反义技术。反义（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）的概念１９６７年

被提出，１９７８年Ｚａｍｅｃｎｉｋ等首次报道反义寡核苷
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酸（ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＡＳＯＤＮ）可抑

制鸡肉瘤病毒的复制［５］。针对癌基因、生长因子及

其受体、信号转导通路等设计的 ＡＳＯＤＮ已作为一

种新的工具广泛应用于体内外生物进程机制的研究

和作为一种有希望的药物用于治疗癌症、病毒感染

等疾病［６］。

　　刘剑毅等［７９］曾证明，在人病理性瘢痕组织中存

在着ＣＴＧＦ基因和蛋白质的高水平表达，且其变化

趋势与病理性瘢痕组织自然演变过程相一致。因为

目前缺乏理想的病理性瘢痕动物模型，动物实验条

件尚不成熟，因此本研究应用ＣＴＧＦＡＳＯＤＮ对体

外培养的增生性瘢痕来源的成纤维细胞中的ＣＴＧＦ
进行阻断，以阐明ＣＴＧＦ对增生性瘢痕凋亡的作用

及机制。实验结果表明在脂质体介导下 ＣＴＧＦ

ＡＳＯＤＮ能有效进入成纤维细胞内，随着时相改变，

其转染效率增高，ＣＴＧＦ基因表达下降，这表明

ＣＴＧＦＡＳＯＤＮ成功发挥了反义抑制作用。

　　Ｆａｓ（ＣＤ９５）是诱导细胞凋亡的重要膜蛋白分

子，也被认为是介导成纤维细胞凋亡的最重要通道

之一［１０］。Ｗａｓｓｅｒｍａｎｎ等［１１］研究发现体外培养增

生性瘢痕成纤维细胞Ｆａｓ表达减少。本研究结果表

明，ＣＴＧＦＡＳＯＤＮ可以有效阻断ＣＴＧＦ基因表达，

并诱发成纤维细胞凋亡发生。Ｆａｓ作为目前凋亡研

究中重要指标之一，在本实验中转染组较未转染组

其表达明显增高。由此可以推测成纤维细胞的凋亡

可能由Ｆａｓ介导而发生。Ｗａｓｓｅｒｍａｎｎ等［１１］通过研

究增生性瘢痕患者和正常人外周血单核细胞表面凋

亡调节蛋白的表达，发现增生性瘢痕组织中ｂｃ１２
蛋白的含量较正常对照明显升高，而体外培养的成

纤维细胞却未发现有ｂｃｌ２表达。本实验进一步证

实，体外培养的增生性瘢痕成纤维细胞仅有微量

ｂｃｌ２表达，并且经ＣＴＧＦＡＳＯＤＮ转染后表达虽有

降低趋势，但无显著改变，由此也可表明病理性瘢痕

形成中细胞凋亡障碍可能与机体内环境有密切关

系。

　　有研究［１２］发现在许多纤维化疾病中ＣＴＧＦ与

ＴＧＦβ１的表达同步增高。与 ＴＧＦβ１相比，在生理

状态下ＣＴＧＦ的表达水平很低，而且主要在间质细

胞中表达，其作用范围也主要局限于结缔组织，因此

在创伤修复或者纤维化疾病过程中，ＣＴＧＦ可能是

一种特异性更强的、更有选择性的干预结缔组织形

成过程和替代ＴＧＦβ１治疗纤维化疾病的靶细胞生

长因子。因此，在创伤修复或纤维化过程中，阻断

ＣＴＧＦ表达可能是较特异、较有效的治疗病理性瘢

痕的方法。

［参 考 文 献］

［１］　方　明，麦　环，吴　平．结缔组织生长因子在病理性瘢痕成纤

维细胞中的表达［Ｊ］．实用医药杂志，２００５，２２：３３０３３２．
［２］　金　哲，秦培顺，张志军．ＣＴＧＦ反义寡核苷酸治疗肺纤维化的

实验研究［Ｊ］．吉林医学，２００６，２７：６７．
［３］　金珍婧，迟宝荣，马丽娜，等．ＣＴＧＦｍＲＮＡ在实验性肝纤维化

中的表达［Ｊ］．吉林大学学报（医学版），２００５，３１：５５５７．
［４］　ＣｈｅｎＹ，ＳｅｇａｒｉｎｉＰ，ＲａｏｕｆｉＦ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒｉｓｓｅｃｒｅｔｅｄｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅＧｏｌｇｉａｎｄｉｓｄｅｇｒａｄｅｄｉｎｔｈｅｅｎ

ｄｏｓｏｍｅ［Ｊ］．ＥｘｐＣｅｌｌＲｅｓ，２００１，２７１：１０９１１７．
［５］　陈忠斌，王升启．抗肿瘤反义寡核苷酸药物研究现状和趋势

［Ｊ］．中国新药杂志，２００２，１１：６８３６８５．
［６］　潘光锦，韩金祥．反义核酸类药物的药理学研究进展［Ｊ］．医学

综述，２００２，８：３０２３０４．
［７］　刘剑毅，李世荣，纪淑兴，等．病理性瘢痕中胶原纤维形态和

结缔组织生长因子表达的检测［Ｊ］．第三军医大学学报，２００３，

２５：８１８８２１．
［８］　李世荣，刘剑毅，纪淑兴．体外培养人增生性瘢痕成纤维细胞

胶原合成及结缔组织生长因子的表达［Ｊ］．中华整形外科杂志，

２００４，２０：１２４１２７．
［９］　刘剑毅，李世荣，纪淑兴，等．病理性瘢痕中结缔组织生长因子

基因的表达［Ｊ］．中国修复重建外科杂志，２００３，１７：４３６４３８．
［１０］ＦｒｅｉｂｅｒｇＲ Ａ，ＳｐｅｎｃｅｒＤ Ｍ，ＣｈｏａｔｅＫ Ａ，ｅｔａ１．Ｆａｓｓｉｇｎａｌ

ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｔｒｉｇｇｅｒｓｅｉｔｈｅｒｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｒａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｕｍａｎ

ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ［Ｊ］．ＪＩｎｖｅｓｔＤｅｒｍａｔｏｌ，１９９７，１０８：２１５２１９．
［１１］ＷａｓｓｅｒｍａｎｎＲＪ，ＰｏｌｏＭ，ＳｍｉｔｈＰ，ｅｔａ１．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｄｕｃ

ｔｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｍｏｄｕｌａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｈｙｐｅｒ

ｔｒｏｐｈｉｃｂｕｒｎｓｃａｒｓ［Ｊ］．ＳｕｒｇＲｅｓ，１９９８，７５：７４８０．
［１２］ＣｈｅｎＭ Ｍ，ＬａｍＡ，ＡｂｒａｈａｍＪＡ，ｅｔａｌ．ＣＴＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｓ

ｉｎｄｕｃｅｄｂｙＴＧＦｂｅｔａｉｎｃａｒｄｉａｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓａｎｄｃａｒｄｉａｃｍｙｏ

ｃｙｔｅｓ：ａｐｏｔｅｎｔｉａｌｒｏｌｅｉｎｈｅａｒｔｆｉｂｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＪＭｏｌＣｅｌｌＣａｒｄｉｏｌ，

２０００，３２：１８０５１８１９．
［收稿日期］　２００７０４１２　　 ［修回日期］　２００７０６２５
［本文编辑］　贾泽军


