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重组人血管内皮抑制素对兔耳增生性瘢痕ＶＥＧＦ和ＴＩＭＰ１表达的影响
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　　［摘要］　目的　探讨重组人血管内皮抑制素作用于兔耳增生性瘢痕后对瘢痕中血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）和基质金属

蛋白酶抑制剂１（ＴＩＭＰ１）表达的影响。方法　新西兰大白兔１６只，建立兔耳增生性瘢痕动物模型。模型建立成功后，将其
随机分为实验组和对照组，每组８只。实验组瘢痕局部注射０．１ｍＬ５ｍｇ／ｍＬ的重组人血管内皮抑制素，隔日１次，共５次；对

照组局部注射０．１ｍＬ生理盐水，隔日１次，共５次。在药物干预３０ｄ后观察瘢痕大体变化并留取标本，用ＲＴＰＣＲ方法检测

ＶＥＧＦ 和ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ表达水平的变化，用免疫组织化学方法检测瘢痕组织中ＴＩＭＰ１蛋白表达水平的变化。结果　药
物干预３０ｄ后实验组兔耳瘢痕中ＶＥＧＦ 和ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ表达量分别为０．２７９０±０．０３０７、０．２４４４±０．０５７４，对照组分别

为０．６５７０±０．１６１１、０．７３０２±０．１０３８，实验组表达水平均低于对照组（Ｐ＜０．０５）。实验组兔耳瘢痕中ＴＩＭＰ１蛋白阳性表达

水平低于对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　重组人血管内皮抑制素能抑制兔耳增生性瘢痕组织形成，其机制可能与抑制 ＶＥＧＦ和
ＴＩＭＰ１表达有关。

　　［关键词］　瘢痕；血管内皮生长因子类；基质金属蛋白酶抑制剂１；重组人血管内皮抑制素

　　［中图分类号］　Ｒ６２２．９　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１３）０５０５４９０４

ＥｆｆｅｃｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｅｎｄｏｓｔａｔｉｎｏｎＶＥＧＦａｎｄＴＩＭＰ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｙｐｅｔｒｏｐｈｉｃｓｃａｒｏｆｒａｂｂｉｔｅａｒｓ

ＷＡＮＧＰｅｎｇ１，ＪＩＡＮＧＬｉｚｈｕ２，ＸＵＥＢｉｎ３

１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｒｔｈｏｐｅｄｉｃｓ，Ｐｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＤａｚｕＤｉｓｔｒｉｃｔ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ４０２３６０，Ｃｈｉｎａ

２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ，Ｐｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＤａｚｕＤｉｓｔｒｉｃｔ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ４０２３６０，Ｃｈｉｎａ

３．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＢｕｒｎａｎｄＰｌａｓｔｉｃＳｕｒｇｅｒｙ，ｔｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ４０００１６，

Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２０１３０２０３　　　　［接受日期］　２０１３０３０７
［作者简介］　王　棚，硕士．Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｐｅｎｇ．２００２＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ
通信作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２３８９０１２６１６，Ｅｍａｉｌ：１８２３１５１４０＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｅｎｄｏｓｔａｔｉｎｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＶＥＧＦ）ａｎｄｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１ （ＴＩＭＰ１）ｉｎｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｉｃｓｃａｒ（ＨＳ）ｏｆｒａｂｂｉｔｅａｒｓ．

Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｔｏｔａｌｏｆ１６ＮｅｗＺｅａｌａｎｄｒａｂｂｉｔｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈｅａｒＨＳｍｏｄｅｌｓ．Ｔｈｅｍｏｄｅｌｒａｂｂｉｔｓｗｅｒｅｅｖｅｎｌｙｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ

ｉｎｔｏｔｗｏｇｒｏｕｐｓ：ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｒａｂｂｉｔｓｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅｌｏｃａｌｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｅｎｄｏｓｔａｔｉｎ（０．１ｍＬ，５ｍｇ／ｍＬ，ｅｖｅｒｙｏｔｈｅｒｄａｙｆｏｒｆｉｖｅｔｉｍｅｓ）ａｎｄｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎｊｅｃｔｅｄ

ｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ（０．１ｍＬ，ｅｖｅｒｙｏｔｈｅｒｄａｙｆｏｒｆｉｖｅｔｉｍｅｓ）．ＴｈｅＨＳｓｐｅｃｉｍｅｎｓｗｅｒｅｈａｒｖｅｓｔｅｄ３０ｄａｙｓａｆｔｅｒｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎａｎｄ

ｗｅｒｅｇｒｏｓｓｌｙｏｂｓｅｒｖｅｄ；ＲＴＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｔｅｓｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦ ａｎｄＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ，ａｎｄＴＩＭＰ１ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓ

ｅｘａｍｉｎｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｍｅｔｈｏｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＶＥＧＦａｎｄＴＩＭＰ１ｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ＶＥＧＦ：０．２７９０±０．０３０７ｖｓ０．６５７０±０．１６１１，Ｐ＜０．０５；ＴＩＭＰ１：

０．２４４４±０．０５７４ｖｓ０．７３０２±０．１０３８，Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＴＩＭＰ１ｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗａｓ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｅｎｄｏｓｔａｔｉｎｃａｎｉｎｈｉｂｉｔＨＳｏｆｒａｂｂｉｔ

ｅａｒ，ｗｈｉｃｈｍｉｇｈｔｂｅｔｈｒｏｕｇｈｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦａｎｄＴＩＭＰ１．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｃｉｃａｔｒｉｘ；ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓ；ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１；ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎ

ｅｎｄｏｓｔａｔｉｎ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１３，３４（５）：５４９５５２］



·５５０　　 · 第二军医大学学报　２０１３年５月，第３４卷

　　增生性瘢痕（ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｉｃｓｃａｒ，ＨＳ）是皮肤创

面愈合后继续发展的结果，创伤后成纤维细胞增殖

失控，胶原过度合成沉积，导致真皮纤维化过度修

复［１］。该病在黄种人和黑种人中发病率较高，达

４％～１６％［２］。ＨＳ是整形外科医师面临的一大难题，

目前其治疗方法包括手术治疗、压迫治疗、射频治

疗、放射治疗及激光治疗等，但这些方法都有各自不

足之处。我们前期研究发现重组人血管内皮抑制素

能抑制兔耳 ＨＳ组织增生，同时观察到瘢痕组织中

血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃ

ｔｏｒ，ＶＥＧＦ）蛋白表达降低［３］。本研究在前期研究的

基础上进一步观察重组人血管内皮抑制素注射液干

预兔耳 ＨＳ后对 ＶＥＧＦ在 ｍＲＮＡ水平以及基质金

属蛋白酶抑制剂１（ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉ

ｎａｓｅ１，ＴＩＭＰ１）在ｍＲＮＡ和蛋白水平表达的影响，

以探讨血管内皮抑制素抑制 ＨＳ组织增生的可能分

子机制。

１　材料和方法

１．１　动物和试剂　成年雄性新西兰大白兔１６只，

体质量（２．００±０．１２）ｋｇ，重庆医科大学动物实验中

心提供［许可证号：ＳＣＸＫ （渝）２００２０００１］。兔抗

ＶＥＧＦ多克隆抗体、兔抗ＴＩＭＰ多克隆抗体购于武

汉博士德生物工程有限公司，重组人血管内皮抑制

素注射液由山东先声麦得津生物制药有限公司赠

送。ＳＡＢＣ试剂盒、ＤＡＢ酶底物显示试剂盒购于武

汉博士德生物工程有限公司，ＰＢＳ粉剂、多聚赖氨酸

购于北京中杉金桥生物技术有限公司。ＴＲＩｚｏｌ试剂

盒、ＲＴＰＣＲ试剂盒购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

１．２　实验分组和处理　兔耳 ＨＳ模型的建立见前

期研究［３］。兔耳 ＨＳ造模成功后，将１６只兔随机分

为实验组和对照组，每组８只，每只兔１２个创面。

实验组于瘢痕基底及瘢痕灶内注射浓度为５ｍｇ／ｍＬ
的重组人血管内皮抑制素注射液０．１ｍＬ，隔日１
次，共５次；对照组于瘢痕基底及瘢痕灶内注射０．１

ｍＬ生理盐水，隔日１次，共５次。兔耳创面上皮化

后开始干预（造模术后第２５天，共１２８个创面形成

外观凸起的瘢痕组织），药物干预后３０ｄ终止动物实

验，处死动物，切取标本，一分为二，一份用灭菌灭酶

的铝箔包好快速置入液氮冷冻１ｈ后转入－８０℃冰

箱保存，一份用１０％甲醛溶液固定。

１．３　ＲＴＰＣＲ法检测组织中ＶＥＧＦ、ＴＩＭＰ１ｍＲ

ＮＡ表达水平　按照ＴＲＩｚｏｌ试剂盒说明，抽提每份

冰冻组织标本的总ＲＮＡ，利用紫外分光光度计测定

其纯度并定量。根据 ＧｅｎＢａｎｋ 提供的 ＶＥＧＦ、

ＴＩＭＰ１和内参照βａｃｔｉｎ的ｍＲＮＡ序列，应用软件

ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０自行设计引物并交Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司合成。ＶＥＧＦ 上游引物：５′ＣＡＴ ＡＴＴＣＡＡ

ＧＣＣＴＴＣＣＴＧＣ３′，下游引物：５′ＧＧＴＣＴＧＣＡＴ

ＴＣＡＣＡＴＴＴＧ ＴＴＧ３′；ＴＩＭＰ１上游引物：５′

ＧＣＡＡＣＴＣＣＧＡＣＣＴＴＧＴＣＡＴＣ３′，下游引物：

５′ＡＧＣＧＴＡＧＧＴＣＴＩＧＧＴＧＡＡＧＣ３′；βａｃｔｉｎ
上游引物：５′ＧＧＣ ＴＡＴ ＡＡＣ ＴＴＣ ＡＣＣ ＡＣＧ

ＡＣＧ３′，下游引物：５′ＣＡＡＴＣＣＡＡＡＣＧＧＡＡＴ

ＡＣＴＴＧＣ３′。采用ＲＴＰＣＲ试剂盒进行反转录及

ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应参数：预变性９４℃２ｍｉｎ；９４℃

３０ｓ，５５℃或６０℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，４０个循环；７２℃延

伸１０ｍｉｎ后结束扩增反应。取５μＬＰＣＲ产物经

１．５％琼脂糖凝胶（内含溴乙锭）电泳５０ｍｉｎ，紫外灯下

观察，采用凝胶成像系统存储和分析图像，以目的条

带与βａｃｔｉｎ的灰度值之比作为ｍＲＮＡ表达量。

１．４　免疫组织化学染色　染色步骤：石蜡切片常规

脱蜡、水化，微波抗原修复，ＤＡＢ显色，苏木精复染，

分化、返蓝，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封

片。以ＰＢＳ取代一抗为阴性对照，重复以上步骤。

光镜下观察结果。

　　结果判定标准：根据阳性反应的强度及面积判

断结果，对每张切片阳性细胞的阳性强度按无着色、

淡黄色、棕黄色、棕褐色分别给予０、１、２、３分；着色

阳性面积按无着色或着色＜１％为０分，１％～２０％
为１分，２１％～５０％为２分，≥５１％为３分，阳性细

胞的阳性强度及着色阳性面积相加的总分即为表达

程度评分：两者相加之和小于２分为阴性（－），２分

至３分为弱阳性 （＋），大于３分为强阳性（）；然后

根据评分判断其结果［４］。

１．５　统计学处理　所有数据均采用ＳＰＳＳ１７．０统

计软件分析，ＲＴＰＣＲ结果的比较采用ｔ检验，免疫

组化结果分析采用秩和检验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　两组瘢痕组织中ＶＥＧＦ 和ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ表

达情况　由图１可见，ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ条带在１８６ｂｐ
处表达，其中实验组的ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ条带明显比对

照组条带暗；ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ 条带在３２６ｂｐ处表

达，其中实验组的ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ条带明显比对照

组 条 带 暗。 实 验 组 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 表 达 量
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（０．２７９０±０．０３０７）与对照组（０．６５７０±０．１６１１）差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ表达

量（０．２４４４±０．０５７４）与对照组（０．７３０２±０．１０３８）

差异亦有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图１　两组瘢痕组织中ＶＥＧＦ 和ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ表达情况

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦａｎｄＴＩＭＰ１ｍＲＮＡｉｎｈｙｐｅｔｒｏｐｈｉｃｓｃａｒｏｆｒａｂｂｉｔｅａｒｓ

ＶＥＧＦ：Ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ；ＴＩＭＰ１：Ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１．Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１，４：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；

２，３：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

２．２　 两组瘢痕组织中 ＴＩＭＰ１蛋白的表达情

况　ＴＩＭＰ１蛋白阳性信号为棕黄色颗粒，主要位于

血管内皮细胞、真皮成纤维细胞胞质及细胞间质中

（图２）。药物干预３０ｄ后实验组中２８个创面

ＴＩＭＰ１呈阴性表达，３１个创面为＋，５个创面为；

对照组中８个创面为阴性表达，４０个创面为＋，１６
个创面为。统计学分析表明，实验组 ＴＩＭＰ１蛋

白表达水平低于对照组（Ｐ＜０．０５）。

图２　两组瘢痕组织中ＴＩＭＰ１蛋白的表达情况

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＩＭＰ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｙｐｅｔｒｏｐｈｉｃ

ｓｃａｒｏｆｒａｂｂｉｔｅａｒｓｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

ＴＩＭＰ１：Ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１．Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

３　讨　论

　　ＨＳ是一种病理性瘢痕，是创伤修复过度的结

果，其特点是病损突出于皮肤的表面但局限于原有

损伤范围之内。内皮抑制素是内源性血管形成抑制

因子之一，能特异性地作用于内皮细胞，控制新生血

管内皮细胞的增殖，诱导其凋亡，抑制其迁移，从而

抑制血管生成和肿瘤生长［５］，达到抗肿瘤的作用，为

治疗恶性肿瘤提供了新的途径［６］。ＨＳ的发展与肿

瘤的生长具有相似性，均依赖于新生血管的形成。

我们前期研究发现重组人血管内皮抑制素能抑制兔

耳 ＨＳ组织增生，同时观察到瘢痕组织中 ＶＥＧＦ蛋

白表达降低［３］。

　　ＶＥＧＦ是对血管形成具有特异性的重要生长因

子，可促进血管内皮细胞增殖、分化、运动和迁移［７］。

沈锐等［８］研究发现，烧伤后瘢痕中ＶＥＧＦ表达量随

瘢痕的增生而增多，伤后４～６个月瘢痕增生活跃，

局部组织中的ＶＥＧＦ浓度达到最高峰，之后随瘢痕

的成熟而降低。谭赵云等［９］研究发现ＶＥＧＦ在 ＨＳ
中高表达，其表达的强度与 ＨＳ的临床分期、隆起高

度、硬度、充血程度及伴随痛痒等症状密切相关，说

明ＶＥＧＦ在ＨＳ的发生发展中扮演着重要角色。在

本实验中，我们发现经重组人血管内皮抑制素作用

于兔耳 ＨＳ后，实验组瘢痕组织中ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ表

达水平低于对照组（Ｐ＜０．０５），故我们推测重组人

血管内皮抑制素可能通过抑制 ＶＥＧＦ表达抑制兔

耳 ＨＳ的形成。

　　ＴＩＭＰ１由成纤维细胞和肌成纤维细胞分泌，

与器官的纤维化疾病密切相关［１０］。当有病理性瘢

痕出现时，ＴＩＭＰ１在瘢痕局部被检测到表达增

高［１１］。有研究发现使ＨＳ成纤维细胞增殖受抑的同

时ＴＩＭＰ１表达降低［１２］，说明ＴＩＭＰ１是 ＨＳ形成

的关键因子，抑制ＴＩＭＰ１的表达可能有助于降解

胶原等细胞外基质，从而达到防治 ＨＳ的目的。在
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本实验中，我们发现经重组人血管内皮抑制素作用

于兔耳 ＨＳ后，实验组瘢痕组织中ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ
水平和ＴＩＭＰ１蛋白阳性表达水平均低于对照组

（Ｐ＜０．０５），故我们推测重组人血管内皮抑制素可

能通过抑制ＴＩＭＰ１表达抑制兔耳 ＨＳ的形成。

　　综上所述，重组人血管内皮抑制素可抑制兔耳

ＨＳ组织形成，其机制可能与抑制ＶＥＧＦ和ＴＩＭＰ１
的表达有关。因本研究仅是初步探讨，更深入的分

子机制有待进一步研究。目前重组人血管内皮抑制

素主要应用于肿瘤治疗，对于在人 ＨＳ中的应用国

内还未见报道，这将是我们进一步努力的方向。
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