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the study． (1)KFb were divided into c0ntml gr0up(incubated with serum—free DMEM)，TCF—pl gmup(treated 

with 10 ng／mL TGF—pI)，IFN一 gr0up(treated with 10O ng／mL IFN- )，and TGF—pl+IFN一一y group(incu— 

bated with 1O ng／mL TGF—B1 combined with 100 ng／mL IFN一 )．The expression level of mRNA and protein 

0f c0nnective tissue growth f ctor(cTGF)，o【smooth mu8cle actin(d—sMA) pr0tein and expressi0n of 

．SMA positive KFb were detected by rea1．time nuorescen quantitation RT—PCR (FQ—RT—PCR)，Western 

blot and immunonuorescence cvt0chemical staining． (2) An0ther sample 0f KFb was 0btained and treated 

with 1O ng／mL IFN一．y．The expression level 0f Smad 3 and Smad 7 pr0tein was detected by Western bl0t be— 

f0re and 1，2，4，6，8 h post stimu1ation(PSH)．The expressi0n level 0f Smad 3 and Smad 7 mRNA was 

assessed by FQ—RT-PCR bef0re stimulati0n and 30 mins post stimulation and at PSH，1，2，4，6，8． (3) 

An0ther sample of KFb was obtained and divided into l，1O and 100 ng／mL IFN一 gr0ups based on the c0n— 

centJ．丑Ij0n of IFN一 ，treated f0r 4 h0urs；KFb wjthout IFN一 lreatment was set up as c0ntr0】 0up． The ex— 

pressi0n levels of the protein and mRNA 0f smad 3 and smad 7 were measured by FQ—RT—PCR and western 

blot． ResuIts (1)The leve1 of mRNA and pr0tein of CTGF in IFN一 group(0．O17±O．O09 and 

1．198±0．004)was respectively lower than that in c0ntr0l gr0up(0．024±0．0l3 and 1．229±0．01l，P< 

0．O5)．The level ofmRNA and pr0tein of CTGF in TGF—p1+IFN一 gr0up(0．634±0．138 and 1．204土 

0．010)was respective1y lower than that in TGF—B1 group(1．331±0．298 and 1．727±0．O04，P <0．01、，． 

The nuorescence intensity 0f 0【．SMA p0si【ive KFb(0．922±O．O59)and the expressi0n level 0f 一SMA pro— 

tein(0．3O51±O．0031)in IFN一 group decreased significantly than those in contro1 gr0up(1．O55±0．005 

and O．4513±O．O094，P <O．01)．The nuorescence intensity of 0【一SMA positive KFb(1．129±0．004)and 

the expressi0n leve1 of d—SMA pr0tein(0．6734土0．O098)in TGF—Bl+IFN一 group decreased significantly 

than th0se in TGF—p1 group(1．27O±0．005 and 1．3842±O．0024，P <0．01)．(2)The expressi0n leVel 

0f Smad 3 mRNA and pr0tein at the first time point after IFN一一y treatment increased temporarily then de— 

creased gradually，and mRNA expression level reached the nadir at PSH 4，it rose gradual1y later，though it 

was s【jl1 l0wer at PsH 8 Ihan fba￡bef0re trea￡珊ent(P <O．01)；pr0t ejn expression level a￡PsH 8 was s唔一 

nifjcantlv lower than that bef0re treatment(P <0．O1)． The expression leve1 0f Smad 7 mRNA and pr0tein 

increased gradually t0 the maximum at PSH 2 and 4 respectively，then decreased but was still higher at PSH 

8 than that bef0re treatment(P <0．05)． (3)Compared with th0se in contr0l gr0up，the expressi0n levels 

of Smad 3 mRNA and protein in 1，10 and 1O0 ng／mL IFN一 gr0up were significantly 10wer，the expression 

1evels of Smad 7 mRNA and pr0tein were signi cantly higher(P <0．05 0r尸 <0．0 1)．The higher c0ncen- 

tration 0f IFN．一y，the m0re significant differences were observed． COnclusiOns IFN一 can down—regulate 

the expression 0f Smad 3 while up—regulate the expressi0n of Smad 7 in a time—and dose—dependent manner， 

and reduce the expressi0n leve1 0f CTGF and d—SMA in the basic state or induced by TGF-Bl，which shows 

a signi矗cant inhibito y eflfect 0n the TGF—p／Smad signal pathway． This may be an imp0rtant mechanism in 

the treatment 0f pathol0gic scar by IFN一一y． 

【Key words】 Interferon typeⅡ； Keloid； nbr0blasts； Transf0rming gr0wth fact0r betal； 
Smad Droteins 

TGF．p，是导致病理性瘢痕形成最重要 的细胞因 

子之一，主要通过其下游 的 Smads分子，发挥促进 

Fb增殖、向肌成纤维细胞 (MFb)转分化以及分泌 

EcM等作用。 干扰素(IFN- )由活化的 T淋巴细 

胞分泌，具有抗肿瘤、抗感染、抗纤维化及免疫调节 

的作用  ̈。但 IFN- 的抗纤维化机制，尤其是它对 

瘢痕疙瘩 Fb(KFb)中TGF—B／smad信号通路的作用 

尚不明了。本实验拟观察 IFN- 对 KFb中结缔组织 

生长因子 (CTGF)、0l平滑 肌肌动蛋 白( -SMA)和 

Smad分子表达的影响，探讨 IFN一̂y治疗病理性瘢痕 

的可能机制。 

1 对象与方法 

1．1 主要试剂与仪器 

人重组 IFN一 TGF—B (英 国 Pepr0tech公 司)， 

455· 

Trizol试剂(美国 Invitrogen生命技术公司)，反转录 

试剂盒 、SYBR Green荧光定量试剂盒 (日本 TaKaRa 

生物工程有限公司)，兔抗人 smad 3多克隆抗体(美 

国ceu Signaling公司)，兔抗人 smad 7多克隆抗体 

(美国santa cruz公司)，兔抗人 cTGF多克隆抗体、 

鼠抗人 ．sMA抗体(均为一抗，武汉博士德生物工 

程有限公司)，吲哚类菁染料 cy3标记的荧光二抗 

(美国 S ma公司)，辣根过氧化物酶标记的二抗 (北 

京中杉金桥生物技术有限公司)。iQ5 荧光定量 

PcR仪 (美国 Bi0 Rad公司)，Alphamager 22o0型 

凝胶成像系统(美国安莱公司)。 

1．2 KFb的分离与培养 

选择 2007年 11月一2008年 10月来我 院就诊 

的瘢痕疙瘩患者 3例，手术切取其瘢痕组织(患者知 

情同意)。在无菌条件下用组织块法进行常规原代 
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培 养 ， 每 2 ～ 3 天 换 液 ， 待 K F h 培 养 至 8 0 ％ 融 合 时 常

规 消 化 传 代 。 实 验 选 用 第 3 ～ 5 代 细 胞 。

1 ． 3 T G F - 0 ， 、 I F N ．

1 作 用 下 C T G F 和 仅
一 S M A 表 达 的

检 测

1 ． 3 ． 1 实 验 分 组 将 K F b 分 为 ： ( 1 ) 对 照 组 ， 加

无 血 清 D M E M 培 养 ；( 2 ) T G F — p ， 组 ， 用 1 0 n g ／m L 的

T G F ． B ． 单 独 作 用 ； ( 3 ) I F N 一

1 组 ， 用 1 0 0 n g ／m L 的

I F N -

1 单 独 作 用 ；( 4 ) T G F —

p l
+ f F N �

ŷ 组 ，
I O n g ／m L

的 T G F — p ． 与 1 0 0 n g ／m L 的 I F N 一

1 联 合 作 用 。

1 ． 3 ． 2 C T G F m R N A 与 蛋 白表 达 的 检 测 于 作 用

后 2 4 h 提 取 各 组 K F b 总 R N A
，

4 8 h 时 提 取 总 蛋 白

( 部 分 留 置 待 用 ) 。 用 实 时 荧 光 定 量 R T — P C R 和 蛋 白

质 印 迹 法 检 测 C T G F m R N A 与 蛋 白 表 达 水 平 。 ( 1 )

实 时 荧 光 定 量 R T ． P C R 操 作 如 下 ：用 反 转 录 试 剂 盒

进 行 互 补 D N A 合 成 ， 反 转 录 产 物 用 s Y B R G r e e n 荧

光 定 量 试 剂 盒 进 行 P C R
， 采 用 i Q5 系 统 进 行 循 环 阈

值 相 对 定 量 分 析 ， 以 甘 油 醛 一 3 一 磷 酸 脱 氢 酶 为 内参 照 ，

引 物 序 列 见 表 1 。 ( 2 ) 蛋 白质 印 迹 法 操 作 如 下 ：蛋 白

提 取 后 定 量 ， 按 总 蛋 白 4 0 ¨g 上 样 ， 半 干 法 转 膜 、 封

闭 ，
4 ℃ 下 一 抗 孵 育 过 夜 ， 二 抗 3 7 ℃ 孵 育 6 0 m i n 。

一 抗 稀 释 度 为 l ：4 0 0
， 二 抗 稀 释 度 为 1 ：4 0 0 0 。 增 强

型 化 学 发 光 试 剂 盒 发 光 、 显 影 ， 用 A l p h a m a g e r
⋯

2 2 0 0

型 凝 胶 成 像 系 统 进 行 灰 度 扫 描 ， 与 B 肌 动 蛋 白灰 度

值 的 比 值 表 示 结 果 。

表 I 实 时 荧 光 定 量 R T — P c R 引 物 序 列

基 因 名 称 引 物 序 列

甘 油 醛 一 3 一 磷 酸 上 游 引 物 ：5
’

一 G C A c C G T c A A G G C T G A G A A C 一 3
’

脱 氢 酶 下 游 引 物 ：5
’

一 T G G T G A A G A c G c c A G T G G A 一 3
’

结 缔 组 织 上 游 引 物 ：5
’

- C T T G C G A A G c T G A C C T e G A A 0
’

生 长 因 子 下 游 引 物 ：5
’

一 A G C T C A A A C T T C A T A G G C T T G G A G A -3

上 游 弓I 物 ：5
’

- A G G T C T T C G c A G A G T G c c T c A � 3
’

下 游 弓I 物 ：5
’

- G G G T C A A C T G C T A G A C A G C C T C A ．3
’

上 游 弓J 物 ：5
’

一 C C A T C A C C T T A G C c G A c T C T G 一 3
’

下 游 弓f 物 ：5
’

一 C C A T C G G G T A T C T G G A G T A A G G A -3
‘

1 ． 3 ． 3 d
- s M A 的 阳性 细 胞 表 达 与 蛋 白表 达 检 测

分 别 采 用 免 疫 荧 光 细 胞 化 学 染 色 法 及 蛋 白质 印迹 法 。

( 1 ) 免疫 荧 光 细 胞 化 学 染 色 法 操 作 如 下 ：将 K F b 用 体

积 分 数 9 5 ％ 乙 醇 固 定 ，
5 m g ／m L 牛 血 清 白蛋 白封 闭 。

l ： 1 0 0 稀 释 的 一 抗 3 7 ℃ 孵 育 3 0 m i n
，

c y 3 标 记 的 羊 抗

鼠荧 光 二 抗 3 7 ℃ 孵 育 3 0 m i n
， 荧 光 显 微 镜 下 观 察 并

拍 照 ， 采 用 I m a g e ． P m P l u s 软 件 分 析 ， 结 果 用 荧 光 强 度

值 表 示 。 ( 2 ) 蛋 白质 印 迹 法 操 作 同 1 ． 3 ． 2
， 取 1 ． 3 ． 2 中

留 置 待 用 蛋 白进 行 检 测 ， 将 一 抗 稀 释 度 改 为 l ：3 5 0 。

1 ． 4 I F N -

1 作 用 前 后 s m a d 3 和 s m a d 7 的 m R N A 及

蛋 白表 达 检 测

另 取 K F h
， 用 终 浓 度 1 0 n g ／m L 的 I F N -

1 作 用 ， 分

别 于 作 用 前 及 作 用 后 3 0 m i n 和 1
、

2
、

4
、

6
、

8 h 检 测

s m a d 3 和 s m a d 7 的 m R N A 水 平 ， 于 作 用 前 及 作 用

后 1 、 2 、
4

、 6 、 8 h 检 测 S m a d 3 和 S m a d 7 蛋 白 水 平 。

分 别 用 实 时 荧 光 定 量 R T - P c R 和 蛋 白 质 印 迹 法 检

测 。 操 作 同 I ． 3 ． 2
， 引 物 序 列 见 表 J ；s m a d 3 一 抗 稀

释 度 为 l ：8 0 0
，

s m a d 7 一 抗 稀 释 度 为 1 ： 4 0 0
， 二 抗 稀

释 度 均 为 l ：3 0 0 0 。

1 ． 5 不 同 浓 度 I F N 一

1 作 用 后 S m a d 3 和 S m a d 7 的

m R N A 与 蛋 白表 达 检 测 、

另 取 K F b
， 根 据 添 加 I F N 一

吖 终 浓 度 不 同 分 为 l
、

1 0
、

1 0 0 n g ／m L I F N ．

1 组 ， 按 1 ． 4 实 验 结 果 确 定 作 用

时 间 为 4 h ；设 立 未 添 加 I F N -

1 的 K F b 为 对 照 组 。 采

用 实 时 荧 光 定 量 R T ． P c R 和 蛋 白 质 印 迹 法 ， 分 别 检

测 各 组 S m a d 3 和 S m a d 7 的 m R N A 及 蛋 白 表 达 水

平 ， 操 作 同 1 ． 3 ． 2
， 抗 体 稀 释 度 同 1 ． 4 。

1 ． 6 统 计 学 处 理

数 据 以 i ± s 表 示 ， 采 用 s P s s 1 2 ． 0 统 计 软 件 行

方 差 分 析 及 L S D ． f 检 验 。

2 结 果

2 ． 1 C T G F 的 H l R N A 与 蛋 白表 达

对 照 组 、
T G F — p I 组 、

r F N 一

1 组 、 T G F — p 】
+ I F N 一

1

组 c T G F 的 m R N A 表 达 量 分 别 为 0 ． 0 2 4 ± 0 ． 0 1 3
、

1 ． 3 3 l ± 0 ． 2 9 8
、

0 ． 0 1 7 ± 0 ． 0 0 9
、 0 ． 6 3 4 ± 0 ． 1 3 8 ， C T G F

的 蛋 白 表 达 量 分 别 为 1 ． 2 2 9 ± 0 ． 0 1 1
、

1 ． 7 2 7 ± 0 ． 0 0 4 、

1 ． 1 9 8 ± 0 ． 0 0 4
、

1 ． 2 0 4 ± 0 ． 0 1 0 。 与 对 照 组 比 较 ，
T G F — p 。

组 c T G F 的 m R N A 和 蛋 白 表 达 量 显 著 增 加 ( P <

0 ． 0 1 ) ， 而 I F N ．

吖 组 c T G F 的 m R N A 和 蛋 白表 达 量 显

著 减 少 ( P < O ． 0 5 ) 。
T G F — p ．

+ I F N �

ŷ 组 C T G F 的

m R N A 和 蛋 白 表 达 量 较 T G F — p 。 组 显 著 减 少 ( P <

0 ． 0 1 ) 。 各 组 c T G F 蛋 白质 印 迹 法 检 测 结 果 见 图 1 。

结 缔 组织

生 长因子

B 肌 动 蛋 白

d 相对分子质量

3 8 X 1 0 0

4 2 × 1 0 0

图 l 各 组 瘢 痕 疙 瘩 F b 结 缔 组 织 生 长 因 子 蛋 白质 印迹 法 检

测结 果 。 1 ． 对 照 组 ；2 ． T G F — B l 组 ；3 ． 1 干 扰 索 组 ；4 ． T G F — p I +

Y 干 扰 素组

2 ． 2 0 【
一 S M A 的 阳 性 细 胞 表 达 与 蛋 白表 达

免 疫 荧 光 细 胞 化 学 染 色 结 果 显 示 ， 仅
一 s M A 阳 性
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图 3 各 组 瘢 痕 疙 瘩 F b “ 平 滑 肌 肌 动 蛋 白 的 蛋 白质 印 迹 法

检 测 结 果 。 1 ． 对 照 组 ；2 ． T G F 一 母。 组 ；3 ． 1 干 扰 素 组 ；4 ．

T G F - B I
’ 1 干 扰 素 组

2 ． 3 I F N ．

1 作用 前 后 s m a d 3 和 s m a d 7 的表 达

2 ． 3 ． 1 I F N 一

1 作 用 前 后 S m a d 3 和 S m a d 7 的 m R N A

表 达 1 0 n g ／m L I F N ．

1 作 用 前 及 作 用 后 3 0 m i n 和

l 、 2 、
4

、 6 、 8 h
，

S m a d 3 的 m R N A 表 达 量 分 别 为

0 ． 6 1 8 ± 0 ． 0 2 1
、

0 ． 9 9 0 ± 0 ． 0 1 4
、

0 ． 8 7 1 ± 0 ． 1 6 0
、

0 ． 6 3 3 ± 0 ， 0 8 9 、 0 ． 2 5 2 ± 0 ． 0 3 6 、
0 ． 2 8 6 ± 0 ． 0 3 9 、

0 ． 4 0 7 ± 0 ． 0 7 8 。 I F N 一

1 作 用 后 3 0 m i n
，

S m a d 3 的

m R N A 表 达 量 短 暂 上 升 ， 于 作 用 后 l h 开 始 下 降 ， 作

用 后 4 h 降 至 最 低 点 ( P < 0 ． 0 1 ) ， 后 缓 慢 上 升 至 作

4 5 7

用 后 8 h 仍 低 于 作 用 前 ( P < 0 ． 0 1 ) 。
I F N 一

1 作 用 后

3 0 n l i n ～ 8 h
，

S m a d 7 的 m R N A 表 达 量 分 别 为 0 ． 3 5 ±

0 ． 0 5 、 0 ． 5 4 ± 0 ． 0 9
、

0 ． 9 8 ± 0 ． 0 4
、

0 ． 4 2 ± 0 ． 0 6 、 0 ． 4 8 ±

0 ． 1 0
、
0 ． 4 7 ± 0 ． 1 7

， 均 较 作 用 前 ( 0 ． 2 4 ± 0 ． 0 4 ) 显 著 升

高 ， 且 作 用 后 2 h 达 到 高 峰 ( P < 0 ． 0 1 ) ， 随 后 降 低 ，

但 作 用 后 8 h 仍 高 于 作 用 前 ( P < 0 ． 0 5 ) 。

2 ． 3 ． 2 I F N 一

ŷ 作 用 前 后 s m a d 3 和 s m a d 7 的 蛋 白表

达 1 0 n g／m L I F N ．

1 作 用 后 1 h
，

s m a d 3 的 蛋 白表

达 量 于 较 作 用 前 短 暂 增 高 ， 作 用 后 2 h 开 始 降 低 ， 至

8 h 时 仍 较 作 用 前 显 著 降 低 ( 尸 < 0 ． 0 1 ) 。 1 0 n g ／m L

I F N 一

ŷ 作 用 前 ，
K F b 仅 表 达 少 量 s m a d 7 蛋 白 ；作 用 后

1 h 其 蛋 白水 平 开 始 上 升 ， 至 、4 h 时 达 高 峰 ， 随后 逐 渐

降低 ， 但 8 h 时 仍高 于 作 用 前 表 达 量 ( 尸 < 0 ． 0 5 ) 。 见

图 4 ， 表 2 。

S m a d 3

S m a d 7

5 6

图 4 1 十 扰 素 作 用 前 后 瘢 痕 疙 瘩 F h 中 s m a d 3 、 s m a d 7 蛋 f

表达 情 况 比 较 。 1 ～ 6 分 别 为 1 干 扰 素作 用 前 及 作 用 后 l 、
2

4 、 6 、 8 h

表 2 1 干 扰 素 作 用 前 后 瘢 痕 疙 瘩 F b 中 s n l a d 3 和

s m a d 7 蛋 白表 达 情 况 比 较 ( 孑 ± s )

注 ： 数 据 以 灰 度 值 比 值 表 示 ； 与 1 干 扰 素 作 用 前 比 较 ，

“

P <

O． 0 5 ．

“
P < 0 ． O l

2 ． 4 不 同浓 度 I F N ．

ŷ 作用 后 S m a d 3 和 S m a d 7 的表 达

2 ． 4 ． 1 不 同浓 度 I F N 一

1 作 用 后 s m a d 3 和 s m a d 7 的

m R N A 表 达 作 用 4 h 后 ，
l

、
1 0 、

1 0 0 n g ／m L I F N 一

1

组 S m a d 3 的 m R N A 表 达 量 分 别 为 1 ． 2 2 9 ± O ． 0 7 4
、

0 ． 9 4 5 ± 0 ． 0 1 9
、

O ． 8 1 0 ± 0 ． 0 5 l
， 较 对 照 组 ( 1 ． 6 1 3 ±

0 ． 1 12 ) 显 著减 少 ( P < 0 ． 0 1 ) ，
s m a d 7 的 m R N A 表 达

量 分 别 为 0 ． 8 4 ± 0 ． 1 0
、

1 ． 0 9 ± 0 ． 0 5 、
2 ． 0 0 ± 0 ． 1 9 ， 较

对 照 组 ( 0 ． 4 1 ± 0 ． 0 7 ) 显 著增 加 ( 尸 < 0 ． 0 1 ) 。

2 ． 4 ． 2 不 同 浓 度 I F N ．

吖 作 用 后 s m a d 3 和 S m a d 7 的

蛋 白表 达 与 对 照 组 比 较 ，
1

、
1 0

、
1 0 0 n g ／m L I F N 一

1

组 S m a d 3 蛋 白表 达 量 显 著 减 少 ( P < 0 ． 0 5 ) ，
S m a d 7

蛋 白表 达 量 显 著 增 加 ( P < 0 ． 0 1 ) ， 且 随 I F N 一

ŷ 浓 度

翡魔
子 舻 旷 铲

扮
× x ×胁 s { n 心

繁

砖一
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升 高 ， 减 少 或 增 高 幅 度 愈 为 显 著 。 见 图 5
， 表 3 。

B 肌动 蛋 向

B 肌动 爱 自

3 4 相对分子质量

4 2 × 1 0 0

o

相对分子质最

5 1 × 1 0 0

图 5 不 同 浓 度 1 干 扰 素 作 用 4 h 后 各 组 瘢 痕 疙 瘩 F b 中

S m a d 3 、 S m a d 7 蛋 白 质 印 迹 法 检 测 结 果 。 a
、

b 中 1 — 4 均 分

别 为 对 照 组 及 l
、

1 0
、

1 0 0 n 吕／m L ，̂干 扰 素 组

表 3 不 同浓 度 1 干 扰 素 作 用 后 各 组 瘢 痕 疙 瘩 F b 中

S m a d 3 和 S m a d 7 蛋 白表 达 情 况 ( i ± s )

注 ：数据 以 灰 度 值 比 值 表 示 ；与对 照 组 比 较 ，

。

P < O ． 0 5 ，

“
P < 0 ． O l

3 讨 论

瘢 痕 疙 瘩 是 病 理 性 瘢 痕 的 一 种 ， 其 形 成 机 制 主

要 有 遗 传 因 素 、
F b 活 化 和 增 殖 凋 亡 异 常 、

E c M 代 谢

异 常 、 细 胞 因 子 的 作 用 等 。 仅
一 S M A 是 F b 活 化 为

M F b 的标 志 ，
M F b 可 引 起 伤 口 收 缩 而 促 进 其 愈 合 。

但 M F b 持 续 存 在 ， 可 能 造 成 瘢 痕 组 织 中 E c M 大 量

沉 积 和 瘢 痕 挛 缩
旧 。

。 c T G F 是 T G F ． B 。 下 游 重 要 的

细 胞 因 子 ， 高 表 达 于 瘢 痕 和 多 种 纤 维 化 疾 病 组 织 中 ，

介 导 T G F ． p 。 促 纤 维 化 的 作 用 ， 且 特 异 作 用 于 F b 。

可 通 过 降 低 c T G F 的 水 平 达 到 抑 制 病 理 性 瘢 痕 的 目

的 。 然 而 ， 以 往 I F N 一

．v 对 K F b 中 C T G F 的 表 达 有 何

作 用 不 甚 清 楚 ， 因 此 有 必 要 对 I F N ．

吖 作 用 后 K F b 中

Ⅱ
． S M A

、
C T G F 的 表 达 变 化 进 行 探 讨 。

本 研 究 根 据 预 实 验 结 果 及 文 献 [ 3 ] 选 定 T G F - p 。

与 I F N ．

ŷ 所 用 浓 度 ， 结 果 表 明 ，
I F N ．

1 可 以 显 著 降 低

c T G F 的 表 达 量 ， 拮 抗 T G F ． B 。 对 c T G F 的 上 调 作 用 。

I F N ．

Y 单 独 作 用 可 以 显 著 降低 仪
． s M A 的 表 达 量 ， 减

弱 仪 ． s M A 阳 性 K F b 荧 光 强 度 ， 与 T G F ． p ， 联 合 作 用

还 可 以 显 著 拮 抗 后 者 对 d
— s M A 表 达 的 上 调 效 应 。

此 前 的 研 究 表 明 ，
I F N 一

1 可 以 通 过 抑 制 正 常 F b 表 达

0 【． S M A 而 阻 碍 其 转 分 化 为 M F h
¨ 0

。 而 本 实 验 结 果 进

一 步 证 明 ，
I F N ．

ŷ 可 以 使 瘢 痕 疙 瘩 中 d
． s M A 阳 性

K F b 的荧 光 强 度 显 著 减 弱 ， d ． s M A 蛋 白表 达 量 显 著

降 低 ， 从 而 使 M F b 退 分 化 为 F b 。 由 于 T G F — p ． 对

0 【
- S M A 和 C T G F 的 调 控 作 用 依 赖 T G F — B ／S m a d 通 路

介 导 ， 因 此 上 述 结 果 提 示 ，
I F N ．

1 可 能 对 T G F - p ／

S m a d 通 路 存 在 拮 抗 作 用 。

s m a d 蛋 白家 族 中 介 导 T G F ． B ， 对 下 游 分 子 ( 包

括 c T G F 和 仅
一 s M A ) 调 控 作 用 的受 体依 赖 型 s m a d 蛋

白是 S m a d 3
， 而 对 T G F ． B ／S m a d 通 路 起 特 异 性 抑 制

作 用 的 S m a d 蛋 白是 S m a d 7 。 为 了 进 一 步 研 究 I F N 一

1

对 T G F - B ／s m a d 通 路 拮 抗 作 用 的 机 制 ， 我 们 观 察 了

1 0 n g ／m L I F N 一

1 作 用 前 后 及 其 他 浓 度 I F N 一

1 作 用 后

S m a d 3 和 s m a d 7 表 达 变 化 ， 浓 度 根 据 预 实 验 结 果 及

文 献 [ 5 — 6 ] 确 定 。 结 果 显 示 1 0 n g ／m L I F N -

1 作 用 开

始 后 ，
s m a d 3 的表 达 量 先 呈 一 过 性 增 高 然 后 逐 渐 降

低 ， 至 8 h 时 仍 不 能 达 到 作 用 前 水 平 ， 表 明 I F N 一

1 对

S m a d 3 的 主 要 作 用 是 下 调 而 且 呈 剂 量 依 赖 性 。 1 0

n g ／m L I F N 一

1 作 用 开 始 后 ，
s m a d 7 的 表 达 量 先 升 高

后 降 低 ， 但 作 用 8 h 后 仍 高 于 作 用 前 ， 不 同浓 度 I F N -

1

作 用 后 结 果 表 明 I F N 一

ŷ 呈 剂 量 依 赖 性 上 调 s m a d 7 。

以 往 研 究 表 明 ，
T G F ． B 及 其 受 体 在 瘢 痕 组 织 中 高 表

达 ， 而 S m a d 7 在 瘢 痕 组 织 中 呈 低 表 达 ， 由 此 造 成 的

T G F ． B ／s m a d 通 路 正 负 调 控 作 用 的 失 衡 可 能 是 瘢 痕

形 成 的 重 要 原 因
" “ 。

。 而 采 用 R N A 干 扰 法 单 独 敲 除

基 因 S m a d 3 或 过 度 表 达 的 s m a d 7
， 则 可 以 达 到 抑 制

瘢 痕 形 成 和 抑 制 F b 向 M F b 转 化 的 目 的
一 邶 0

。 我 们

的 实 验 结 果 表 明 ，
I F N 一

1 可 以 同 时 下 调 s m a d 3 、 上 调

s m a d 7
， 并 抑 制 受 T G F ． B ／s m a d 通 路 调 控 的 下 游 分

子 的 表 达 。 结 合 以 往 实 验 结 果 ， 我 们 推 测 本 实 验 中

I F N -

叮 对 d
— S M A 和 C T G F 表 达 的 抑 制 是 通 过 对

S m a d 蛋 白 的 直 接 调 控 得 以 实 现 的 。 且 以 往 在 支 气

管 上 皮 细 胞 、 肝 星 形 细 胞 中 都 同 时 观 察 到 了 I F N 一

1

对 S m a d 3 的 下 调 作 用 与 对 s m a d 7 的 上 调 作 用
” 。 。

。

但 是 ，
I F N ，

1 对 K F b 中 s m a d 3 及 s m a d 7 的 表 达 作 用

如 何 ， 国 内 外 均 鲜 见 报 道 。

综 上 所 述 ，
I F N 一

1 单 独 作 用 可 以 下 调 K F b 中

c T G F 和 d — S M A 的 表 达 ， 与 T G F ． p 。 联 合 作 用 则 可 拈

抗 后 者 对 2 种 因 子 的 上 调 ， 使 M F b 退 分 化 为 F b 。 进

一 步研 究 表 明 ，
I F N 一

吖 的 这 一 作 用 是 通 过 时 间 和 剂

量 依 赖 的 方 式 下 调 s m a d 3
， 同 时 上 调 s m a d 7 的 表 达

来 实 现 的 ， 这 可 能 是 I F N ．

ŷ 治 疗 病 理 性 瘢 痕 和 纤 维

化 疾 病 的 重 要 机 制 。 而 I F N ．

1 通 过 何 种 机 制 下 调

S m a d 3 与 上 调 S m a d 7 则 需 要 更 深 入 的 研 究 ， 这 些 深

层 机 制 的 揭 示 将 有 助 于 更 加 特 异 和 有 效 地 治 疗 病 理

性 瘢 痕 。
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严 重 烫 伤 合 并 肩 胛 上 神 经 损 伤 一 例

粱 钢

患 者 男 ，
4 6 岁 。 蒸 气 烫 伤 后 2 h 收 入 笔 者 单 位 。 创 面 分

布 于 头 面 颈 、 躯 干 、 臀 部 、 会 阴 及 四 肢 ， 总 面 积 8 7 ％ ， 其 中 Ⅱ 度

6 7 ％ 、 Ⅲ 度 2 0 ％ T B s A 。 咽 部 充 血 ， 双 肺 听 诊 呼 吸 音 粗 糙 ， 可

闻及 干 、 湿 性 哕 音 。 人 院 后 立 即 行 补 液 抗 休 克 、 气 管 切 开 、 呼

吸 机 支 持 、 维 护 脏 器 功 能 等 治 疗 。 患 者 休 克 期 度 过 平 稳 。 于

伤 后 4
、 9 、

2 8 d ， 先 后 行 四 肢 切 ( 削 ) 痂 、 生 物 敷 料 覆 盖 ， 双 下 肢

自 、 异 体 皮 混 合 移 植 手 术 3 次 。 第 2 次 手 术 后 患 者 出 现 严 重

肺 部 感 染 、 深 部 真 菌 感 染 及 脓 毒 症 等 并 发 症 。 伤 后 5 5 d
， 患

者 感 右 肩 外 展 无 力 ， 不 能 上 举 。 查 体 ：右 肩 胛 切 迹 处 压 痛 及

T i n e l 征 阳 性 ， 右 冈 上 、 下 肌 肌 力 2 级 ， 右 肩 关 节 主 动 外 展

9 0
。

， 但 起 始外 展 3 0
。

， 明 显 障 碍 且 不 能 上 举 。 肩 关 节 其 余 运

动 功 能 及 肘 、 腕 关 节 运 动 功 能 无 异 常 。 通 过 询 问 病 史 、 查 体 ，

结 合 肌 电 图检 查 结 果 ( 右 侧 冈 上 、 下 肌 有 纤 颤 电 位 ) ， 并 排 除

受 伤前 ( 时 ) 局 部 外 伤 、 颈 椎 病 、 周 围 神 经 卡 压 症 等 ， 诊 断 为 肩

胛 切 迹 处 肩 胛 上 神 经 闭 合 性 损 伤 。 随 后 给 予 营 养 神 经 、 局 部

封 闭 、 电刺 激 等 治 疗 。 4 周 左 右 患 者 神 经 功 能 基 本 恢 复 ， 肌 电

图 结 果 示 冈上 、 下 肌 无 纤 颤 电 位 。 伤 后 1 年 随 访 ， 患 者 右 肩

关 节 起 始 外 展 、 上 举 功 能 及 冈 上 、 下 肌 肌 力 和 肌 电 图 结 果 均

表 明恢 复 正 常 。

讨 论 由于 肩 胛 上 神 经 经 过 肩 胛 切 迹 和 肩 胛 上 横 韧 带

所 组 成 的骨 纤 维 孔 较 为 固定 ， 因 而 直 接 或 间 接 外 力 均 易 造 成

其 损 伤 ， 损 伤 后 表 现 为 肩关 节 起 始 外 展 无 力 ， 不 能 上 举 ， 肩 胛

切 迹 压 痛 ，
T j n e l 征 阳 性 ， 肌 电 图 结 果 示 冈 上 、 下 肌 有 纤 颤 电

位
⋯

。 该 患 者 在 病 程 中 出 现 了 上 述 表 现 ， 结 合 肌 电 图 检 查 结

果 ， 故 我 们 确 诊 其 为 右 肩 胛 切 迹 肩 胛 上 神 经 损 伤 。 鉴 于 患 者
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受 伤 前 ( 时 ) 无 局 部 外 伤 ， 也 不 存 在 c 5 神 经 根 卡 压 、 颈 椎 病 、

肩 周 炎 等 ， 故 推 测 其 致 伤 因 素 可 能 系 患 者 卧 翻 身 床 救 治 期

间 ， 体 位 与 保 护 不 当 所 致 ， 也 有 可 能 是 在 救 治 过 程 中上 肢 的

不 适 当活 动 ， 使 肩 胛 骨 不 断 移 位 ， 以 致 肩 胛 切 迹 处 神 经 反 复

牵 拉 或 摩 擦 而 造 成 损 伤 。 此 类 神 经 损 伤 的 发 生 机 制 主 要 是

神 经 所 受 的压 力 超 过 其 所 承 受 的生 理 限 度 ， 使 神 经 外 膜 的 血

管 拉 长 变 细 ， 血 流 中 断 ， 或 血 管 破 裂 而 形 成 血 肿 ， 导 致 暂 时 性

周 围 神 经 麻 痹
” 。

， 且 当 损 伤 神 经 发 生 炎 性 肿 胀 时 ， 在 其 通 过

的 骨 纤 维 隧 道 处 卡 压 而 使 症 状 加 重 ， 但 随 着 病 因 的 去 除 及 炎

性 肿 胀 的 消 退 ， 多 数 神 经 可 以 逐 渐 恢 复 功 能
⋯

。

通 过 该 病 例 的 诊 治 ， 笔 者 认 为 ， 当 严 重 烧 伤 患 者 出 现 不

明 原 因 的 肢 体 运 动 障 碍 时 ， 应 考 虑 有 体 位 与保 护 不 当致 通 过

骨 纤 维 隧 道 处 的 周 围 神 经 损 伤 的 可 能 。 严 重 烧 伤 患 者 卧 翻

身 床 救 治 期 间 ， 应 避 免 长 时 间 保 持 某 种 体 位 及 肢 体 的 不 适 当

活 动 ， 同 时 还 应 注 意 保 护 有 周 围 神 经 通 过 的 骨 纤 维 隧 道 处 。

与 开 放 性 周 围 神 经 损 伤 相 比 ， 此 类 神 经 损 伤 的 程 度 较 轻 ， 经

积 极 保 守 治 疗 后 ， 多 能 在 3 个 月 内恢 复 功 能 。 若 3 个 月 后 神

经 功 能 仍 未 恢 复 ， 则 应 尽 早 行 神 经 探 查 或 松 解 术 。 此 例 患 者

右 肩 功 能 障 碍 除 与 损 伤 程 度 有 关 外 ， 也 不 排 除 在 确 诊 前 已 存

在 神 经 损 伤 ， 只 因 患 者 当时 病 情 危 重 未 能 引 起 重 视 而 已 。
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