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性瘢痕。另取8例患者供皮区正常全层皮肤作为对 

照。以上取样患者均知情同意。所有取材部位未经 

任何治疗 ，标本冻存于液氮用于基因检测 。 

1．2 RNA的提取与分离 

提取上述组织样本中的总 RNA，用 DU一70型紫 

外分光分析仪(美 国 Beckman公司)和 DYY型凝胶 

电泳仪(北京六一仪器厂 )检测所提取 的总 RNA，进 
一 步分离纯化 mRNA并测定其纯度 。 

1．3 相关基因的表达及测定 

采用反转录一聚合酶链反应(RT—PCR)法 。每份 

样品取等量 mRNA，采用美国 Promega公司的 A3500 

反转录试剂盒 ，按说 明书进行 eDNA合成。根据人 

MMP一2、MMP-9、TIMP一1和 13肌动蛋 白基因的 eDNA 

序列 ，按照引物设计原则设计 引物 ，并利用 Blast软 

件进行 同源性比较。PCR的条件为94℃变性 3 

min；扩增 ：94℃ 30 s，60 oC 30 s，72 oC 30 s；72 oC延 

伸 10 min。每个基因进行 35个循 环。所有样品取 

等量的 mRNA进行 PCR扩增。取 PCR产物 5 1， 

在 15 g／L琼脂 糖凝胶 中 电泳。扫描 电泳 结果 ，用 

UVP—GDS 800型凝胶图像分析系统(英 国 Cambridge 

公司)对 目的基因的 PCR产物进行灰度测定 。基因 

表达量以其灰度值与 13肌动蛋白基因灰度值的百分 

比表示。 

1．4 统计学处理 

数据以 x土s表示 ，采用 SPSS 11．0统计软件处 

理 ，组间阳性率资料采用 Student—Newman—Keul方法 

进行检验。 

2 结 果 

2．1 总 RNA检测和 mRNA纯化结果 

琼脂 糖凝胶 电泳检 测结果 显示 ，18S rRNA 和 

28S rRNA条带清 晰，两者 比例约为 1．0：2．5。取等 

量总 RNA分离纯化 mRNA后 ，通过反转录反应体系 

获取增生性瘢痕和正常皮肤组织 的 eDNA。 

2．2 不 同组织中 MMP．2和 MMP一9基因表达结果 

在正常皮肤 和不 同形成时期 的增生性瘢痕 中， 

MMP一2和 MMP一9基因的表达变化规律相似 ，得到的 

特异性 DNA片段长度分别为 190 bp和 213 bp(图 

1)。增殖期瘢痕组织中，MMP一2和 MMP一9的表达水 

平分别为(13．5±4．5)％、(18．4土4．7)％，明显高于 

各自的正常值(3．8±0．7)％、(5．8±4．4)％(P < 

0．05)；成熟期瘢痕组织中，2种基因表达水平分别为 

(3．6±0．8)％、(3．6±2．5)％，接 近各 自的正 常值 

(P >0．05)。 

MMP-9 

图 1 增 生性 瘢 痕 和正 常 皮肤 组 织 中基 质 金 属蛋 白酶 2 

(MMP-2)与 MMP-9基因表达 结果 。1～4．成熟 期的增 生性 

瘢痕 ；5～8．增殖期 的增 生性瘢 痕 ；9—12．正常皮 肤 ；13． 

DL 2000 DNA marker 

2．3 不 同组织中 TIMP一1、13肌动蛋白基 因表达结果 

TIMP一1和 13肌动蛋 白基因的 RT—PCR产物分别 

为 253 bp和 705 bp。在增 殖期 和成熟期瘢痕组织 

中，TIMP一1基 因表 达 水 平各 为 (37．7土4．3)％ 、 

(36．8±2．5)％ ，均显 著 高于 正 常皮 肤 表达 水平 

(30．3±3．0)％(P <0．05)。作为内参照的 13肌动 

蛋白基因，在正常皮肤和不 同时期的增生性瘢痕组 

织中表达水平接近。见图2。 
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图 2 增 生性瘢痕 和正常皮肤组 织 中金属蛋 白酶 1组织抑 

制因子(TIMP一1)与 13肌 动 蛋 白 (13-actin)基 因表 达 结果 。 

1～4．成熟期 的增生性瘢痕 ；5—8．增殖期的增生性瘢痕 ；9一 

l2．正常皮肤 ；13．DL 2000 DNA marker 

3 讨 论 

以往认为 ，瘢痕的过度增生 是病变部位 成纤维 

细胞产生的大量 ECM(如胶原蛋 白、纤连蛋 白、糖胺 

多糖等)在细胞外过度沉积所致 。但实 际上 表皮细 

胞、成纤维细胞 的迁移分化 ，血管 内皮细胞 的增殖 ， 
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新血管的形成等都影响着增生性瘢痕的形成 ]。 

MMP-2和 MMP-9属于明胶酶 ，其水解底物为变性胶 

原和 ECM的主要 成分，如Ⅳ型胶原和 V型胶原等。 

MMP-2还可以降解糖蛋白成分纤连蛋白和层黏连蛋 

白，在增生性瘢痕发生和成熟过程中起着十分重要 

的作用 。为此在本研究中，笔者观察了不同发生 

时期增生性瘢痕组织内这 2种 MMP及其抑制 因子 

TIMP-1基因表达的变化规律 。 

研究结果提示，在正常皮肤组织内，MMP-2和 

MMP-9基因表达水平较低 ，以维持皮肤组 织正 常结 

构和血管形成 。在增殖期 的瘢痕组织 中，上述 2种 

基因表达水平显著升高，可能与增生性瘢痕发生初 

期组织细胞内炎性介质 、细胞因子等大量积累 ，刺激 

成纤维细 胞、内皮 细胞 和角质 形成 细胞 大 量表 达 

MMP-2和 MMP-9有关 。MMP-2、MMP-9可以通过降 

解上皮细胞和成纤维细胞的基底膜和 ECM，促进其 

增殖迁移 ，加速肉芽组织过度增生和组织重建 ，诱导 

增生性瘢痕的形成。此外，它们还参与调控内皮细 

胞和角质形成细胞的迁移 ，加速新生血管的生成和 

创面再上皮化。 

据文献报道 ，在创伤愈合早期 (伤后 3—8周 )， 

MMP-2、MMP．9蛋白含量和生物活性明显升高，可持 

续到瘢痕形成后 9个月 。这表明 MMP．2、MMP．9 

在瘢痕组织的重建和形成过程中起着十分重要 的作 

用。在成熟期的瘢痕组织内，MMP一2、MMP-9基因表 

达恢复到正常皮肤水平，其原因可能是 ECM降解作 

用减弱，瘢痕组织 内成纤维细胞、上皮细胞等细胞增 

殖和迁移速度降低，ECM大量积累，瘢痕达到相对 

稳定的缘故。 

创面愈合后随着 MMP的表达增加 ，其拮抗物质 

也发生了相应变化。TIMP是一个多基因家族，具有 

抑制 MMP活化 、更新 ECM、抑制血管化 、促进 细胞 

分裂和改变细胞形态 等生物活性功能 。TIMP-1是 

MMP．9的抑制 剂 ，能 够特异 地与活 化和无 活性 的 

MMP-9形成复合物，从而防止使局部组织活化的蛋 

白酶蓄积H 。 

本研究结果提示，在正常皮肤组织中 TIMP．1表 

达水平较高 ，可能与该 因子参与维持皮肤 及其附件 

结构稳定的作用相关。在增生期瘢痕组织中TIMP．1 

基因表达水平显著增强，其机制可能是在 反馈信号 

诱导下 ，抑 制过量表达 的 MMP．2、MMP．9对机体 的 

损伤 ，或与成纤 维细胞增殖 后大量 ECM沉积有关 ； 

在成熟期瘢痕组织中，TIMP．1持续高表达可能与维 

持瘢痕形态和结构有关。因此，在增生性瘢痕形成 

后期 ，抑制 TIMP-1基因表达可能是促进胶原等 ECM 

降解，治疗增生性瘢痕的有效方法之一，但具体机制 

还有待进一步研究。 
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2006年本刊影响因子为 0．734 

据中国科学技术信息研究所最近发布的“2007年版中国科技期刊引证报告(核心版)”显示，2006年《中华烧伤杂志》影响 

因子为 0．734。该机构有关专家分析 ：统计当年(2006年)的影响因子反映的是此前 2年发表论文的被引用情况；在期刊扩版 

初期 ．影响因子与期刊载文量呈反向变化趋势。本刊自2005年第 1期起由64页扩版至 80页，载文量的大幅增加是 2006年 

影响因子较2005年降低的直接原因。 

本刊将以此为新的起点，着力从各方面提高杂志质量 ，同时期待着广大读者、作者朋友们的积极参与和有力支持! 

中华烧伤杂志编辑部 
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