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创面愈合是烧伤研究的热点，如何既加速创面 

愈合又避免愈合后瘢痕增生 ，是 临床 亟待解决 的问 

题。Branski等⋯和 Dasu等 用胰岛素样生长因子 

I(IGF—I)基因转移治疗烧伤创 面，效果 良好 。国 

内烧伤领域的基因治疗研究 尚不多见。本文拟采用 

IGF—I、单纯疱疹病毒胸苷激酶(HSV．tk)基因分别 

或联合转导烧伤创面 ，采用给药手段控制 Fb的凋亡 

数量，以此抑制瘢痕的过度增生，拟在创面愈合领域 

的基 因治疗方面做一尝试。 

1 材料与方法 

1．1 主要材料与载体 

本课题组 构建重组 真核表达载体 pcDNA3．1／ 

IGF—I和 pcDNA3．1／HSV-tk 。脂 质体 2000(美 

国 Invitrogen公 司)，羊抗 IGF—I抗体 (美 国 Sigma公 

司)，辣根过氧化物酶标记兔抗羊 IgG(福州迈新 生 

物技术开发有限公司)，IGF—I放射免疫检测(RIA) 

试剂盒 (美国 DSL公司)，丙氧鸟苷 (GCV，湖北科益 

药业股份有 限公司)，Trizol RNA抽取试剂盒 (美 国 

Gibco公司)，RT．PCR试剂盒 (日本 TaKaRa公司)， 

DNA聚合酶(美 国 Promega公司)。 

1．2 实验分组与处理 

健康雄性 Wistar大 鼠(南方医科大学实验动物 

中心)30只，体质量(269±26)g，实验前 1周 置于清 

洁级实验环境中，单笼饲养。大鼠背部脱毛，全身麻 

醉后将其背部浸入 95℃水浴锅中 12 S，造成 30％ 

TBSAII1度烫伤(经病理切片证实 )，伤后腹腔注射乳 

酸钠林格 液 (50 mL／kg)抗休 克。按随机数 字表法 

将大鼠分为 A、B、C1、C2、D组 ，伤后 即刻及 7、l4、 

21、28 d于大鼠左后背部创缘(距创面 0．5 cm)皮下 

注射下述脂质体和重组质粒的混合物，每次注射部 

位相同，混合物均于每次注射前新鲜配制。A组，微 

量移液器移取 l0 L脂质体2000置于 Eppendorf管 

中，加入室温下冻融的 4．6 txg pcDNA3．1／IGF—I 2 

IxL，轻轻振荡混匀 5 min，加入生理盐水 180 ILL，溶 

液呈淡乳色，振荡混合 20 min静置后注射。B组，将 

质粒替换为 3．6 g pcDNA3．1／HSV—tk，其余处理方 

法同 A组。C1组 、C2组 ，均将 质粒替换 为 2．3 g 

pcDNA3．1／IGF—I(1 txL)+1．8 g pcDNA3．1／ 

HSV—tk(1 txL)，其余处理同A组，且 c2组另于伤后 

29、30、31、32 d皮下注射 GCV(2．5 mg／100 g)。D 

组，将质粒替换为3．0 g pcDNA3．1，其余处理同 A 

组 。伤后 35 d断头法处死大 鼠，取心脏血 ，离心收 

集血清；迅速取 注射点 附近创面组织 块 10 mm×4 

mm，及蚕豆样 大小肝脏组织块 ，液氮速冻。组织块 

和血清标本冻存于 一70℃冰箱待检测。 

1．3 检测指标 

1．3．1 大体观察及创面愈合率计算 观察大鼠 

伤后每天的一般情 况，每周称量体质量。计算创面 

愈合率[(原始创面面积 一未愈合的创面面积)÷原 

始创面面积 ×100％]。 

1．3．2 免疫组织化学法测定 IGF—I在创 面组织和 

肝脏组织 中的表达 组织块 经生物素一链霉 亲和 

素一过氧化物酶染色，光学显微镜下观察 IGF—I在肝 

脏组织和创 面组织 中的表达。以阳性信号反映 

IGF—I的阳性表达。 

1．3．3 血 清 IGF—I水平 按 照 RIA试 剂盒 

(DSL．2900)说明书操作。批 内变异 、批间变异达要 

求范围。 

1．3．4 HSV—tk基 因在创 面组织 中表达 采 用 

RT—PCR检测 HSV—tk基 因在组织块 中的表达。PCR 

产物经 20 g／L琼脂糖凝胶电泳分析鉴定。上游引物： 

5 一GCAAGC rTATGGC IvrCGTACCCCTGCCATCAACAC— 

GCGTCTGCGTTCGAC一3 ，下游 引物 ：5 GCGAATTCT— 

CAGTTAGCCTCCCCCATCTC一3 ，均 由上海生工生物工 

程技术服务有 限公 司合成。PCR条件：95℃变性 3 

min、63℃ 15 S、70℃ 90 S，共进行 30个循环。最后于 

70℃充分延伸 5 min。 
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3 讨论 

烧伤可使机体通过释放 TNF一 、IL一1B、IL一6等 

炎性因子介导炎症反应，导致烧伤后高代谢，这种高 

代谢状态以烧伤患者的心排血量增高、氧耗增加以 

及蛋白质和脂肪的消耗为特征，从 而延缓 了创面愈 

合过程 。IGF—I是一种合成代谢 的生长 因子 ，能 

够在机体高代谢状态下介导生长激素的作用，减轻 

机体成分的丢失、增强免疫系统功能、减轻急性期反 

应并加速烧伤创面愈合 。Fh和角质细胞上具有 

IGF-I受体，可介导 IGF—I的刺激，引起细胞的分 

裂、增殖，从而加速创面愈合。然而，IGF—I的系统 

应用可引起低血糖、水电解质紊乱 、精神状态改变、 

水肿、疲 劳及 头痛 等 不 良反 应 ，甚 至 导致 患 者死 

亡 ，因此限制了其在烧伤治疗中的应用。 

瘢痕增生是烧伤创面愈合过程中急需解决的另 
一 重要问题。近年来细胞生物学和分子生物学研究 

表明，瘢痕的过度增生是 由于 Fh凋亡不足、胶原合 

成过度造成的。由此提示 ：创面愈合过程 中，通过人 

为方式有效控制 Fb的数量与功能，进而对胶原合成 

加以调控，有可能成为促进创面愈合并抑制瘢痕增 

生的有效手段。 

用 IGF—I和 HSV—tk基因共转染大鼠创面 ，是为 

让不同的基因发挥各 自的作用：IGF—I基因转染可 

发挥对创面愈合的促进作用 ；HSV-tk基 因转染对创 

面愈合无作用 ，但是在适当的时间给予药物 GCV后 

可使表达 HSV—tk基因的 Fb发生凋亡，从而通过人 

为干预抑制 Fb的过度增殖。本研究 中，笔者对 cl 

组和 c2组大鼠行 IGF—I和 HSV—tk基 因联合转导 ， 

伤后5周内2组大鼠创面愈合率与单用 IGF．I的 A 

组相近 ，但较空载体(D组)或转导 pcDNA3．1／HSV—tk 

大 鼠(B组 )创面愈合率显著加快。伤后 29～32 d 

C2组大鼠注射 GCV后 ，透射电镜观察到典型的 Fb 

凋亡现象，而未用 GCV的 c1组无此现象。这一结 

果表明，联合应用 IGF—I与 HSV．tk基因共转染对于 

IGF—I基因的效用无影响；HSV．tk基因转移在应用 

GCV后效用才会发挥。 

笔者采用免疫组织化学法检测到 ，注射 IGF．I 

重组质粒的大 鼠(A、Cl和 C2组 )注射点 附近 的组 

织中出现 IGF—I蛋白阳性表达 ，证实了 IGF．I基 因 

的瞬时表达可以导致注射点附近区域的蛋白表达。 

与空载体组比较，A、c1、c2组大鼠创面愈合率明显 

增加，说明脂质体介导的 IGF—I基因转移可以促进 

烧伤创面上皮化，进而促进创面愈合。从结果可以 

推测随着脂质体复合物浓度的增加及创缘注射部位 

的增多，创面区域转染细胞的数量、基因表达水平均 

增高，从而产生更好的效应。 

本研究未观察到组间血清 IGF—I水平 的差异 ， 

免疫组织化学染色未观察到肝细胞有 IGF．I的阳性 

表达 ，说明创面局部 的基因治疗不会影响血循环 中 

IGF—I水平 ，不会产生 IGF．I系统应用引起 的不 良 

反应。伤后早期封闭创面可以减轻伤后的高代谢状 

态，减少 TNF． 、IL．1B、IL．6等炎性因子的释放，因 

此可以推测我们观察到的 IGF．I基因转染组大鼠 

(A、C1和 c2组 )伤后体质量未 出现下降现象 ，是通 

过促进创面愈合、减轻伤后的高代谢状态、减少炎性 

因子的释放而实现的，并非 因血液 中 IGF—I蛋 白的 

变化所致。 

我们在本研究中通过 RT—PCR技术检测到在注 

射 HSV—tk基因的大鼠(B、c1和 c2组)组织中表达 

该基 因，并通 过 透射 电镜 观察 到 c2组大 鼠注射 

GCV后 Fb出现凋亡现象 ，这一结果说 明可在创面 

愈合的一定阶段采用 HSV—tk／GCV系统来调控 Fb 

凋亡 ，从而控制瘢痕增生。 
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