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磷酸化 Smad2和 Smad7在增生性瘢痕成纤维细胞中的表达 

潘姝 利天增 李叶扬 张涛 梁岷 

Smads蛋白家族是近年来发现的转化生长因子(TGF)p 

受体下游信号蛋白，也是目前公认的介导 TGF—p 胞内反应 

的主要通路。笔者通过检测体外培养的增生性瘢痕成纤维 

细胞(HSF)和正常皮肤成纤维细胞 (NSF)中磷酸化 Smad2 

和抑制性信号介导子 Smad7的表达差异 ，拟探 讨二者在 增生 

性瘢痕发病 机制中的作 用。 

一

、材料与方法 

1．细胞来源及分组：因增生性瘢痕住院进行整形手术的 

患者共6例，其中男3例、女3例，年龄 l～35岁，瘢痕增生时 

间 3～6个月。HSF组标 本取 自上述 患者 的瘢 痕 ，部位 包括 

上肢 2例、面部 4例；NSF组标本为相同患者手术后的残余 

正常皮肤 ，均经患者知情同意 。两种标本 分别采用 组织块培 

养法，取第 2～4代的成纤维细胞进行实验。 

2．磷酸化 Smad2和 Smad7的定位 ：分别取两种细胞种植 

于载玻片，参照链霉亲和素一生物素复合物(SABC)试剂盒 

(武 汉博 士德生物工程有 限公 司)说 明书进行 实验 ，以磷酸盐 

缓 冲液代替一抗 ，设立 相应 的阴性对 照。 

3．Smad2和 Smad7 mRNA的表 达 ：采 用逆转 录聚合酶链 

反应 (RT-PCR)法。Smad2(429 bp)：上游 引物：5 ．ATGC— 

CACGGTAGAAATGAC-3 ；下游 弓I物 ：5 一TTGAGCAACGCACT— 

GAAGG一3 。Smad7(433 bp)：上 游 引 物 ：5 一AGCAGAAATC— 

CAAGCACC-3 ；下游 弓I物 ：5 一CTGGCAGGAAGGGAATAAG一3 。 

以甘 油醛一3一磷酸脱 氢酶 (GAPD)引物 (上海生工生 物工程 有 

限公司)为内参照，用 IBAS2．0图像分析系统(德国 Kontron 

公司)分析 电泳 结果 ，用 目的基 因 与 GAPD 的积 分 吸 光 度 

(L4)值 之比表示 目的基因 mRNA的相对表达量。 

4．磷酸化 Smad2和 Smad7蛋 白表达 ：采用 蛋 白质 印 迹 

(Western blot)法。常规提取蛋白，以考马斯亮蓝法测定提取 

蛋白浓 度。经 100 g／L十二 烷 基 硫 酸钠一聚丙 烯 酰 胺 凝 胶 

(SDS—PAGE)电泳后转移至聚偏氟乙烯(PVDF)膜上，分别加 

入 l：l 000稀释 的磷 酸化 Smad2和 Smad7多克隆抗体 ，4℃ 

过夜 。加入 l：2 000辣根 过 氧化物 酶 (HRP)标 记 的羊抗 兔 

二抗 ，室温作用 l h，常规 方法 显影 、定影 。杂交信 号在 图像 

分析系统中进行吸光度(A)值分析。 

5．统计学处理 ：数据以 ±s表示，应用 SPSS 10．O统计 

软件进行分析，进行成组设计的 t检验。 

二 、结果 

1．磷酸化 Smad2和 Smad7定位 ：磷酸 化 Smad2在 HSF 

组位于细胞 核 ，在 NSF组 则 主要 位 于细 胞质 中。Smad7在 

NSF组和 HSF组均位于细胞核 内。 

2．Smad2和 Smad7 mRNA的 表达 ：RT—PCR产物 电泳 结 

果显示 ，两组细胞在 429、433及 300 bp位置 上均 出现特 异性 

条带，与预期扩增片段的长度相符。提示为特异性 Smad2、 
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Smad7与 GAPD cDNA。两 组 Smad2、Smad7 mRNA结 果 比 

较 ，差异无统计学意义 (P >0．05)。见表 l。 

表 1 不同细胞 Smad2和 Smad7 mRNA的 

表达(I A值，x 4-s) 

3．磷酸化 Smad2和 Smad7蛋 白表达 ：只 能检 测 到少 量 

Smad2和 Smad7，前者 HSF组含量 高于 NSF组 (P <0．05)， 

后者两组含量接近 (P >0．05)。见表 2。 

表 2 不同细胞磷酸化 Smad2和 Smad7蛋 白的 

表达(A值，x±s) 

注 ：与 HSF组 比较 ， P<0．05 

三 、讨论 

增 生性瘢 痕是 以成纤维 细胞为 主的细胞 成分过 度增殖 

和以胶 原为 主的 细胞外 基 质过 度沉 积 的皮 肤 纤维 化疾 病。 

TGF—p 是与瘢痕形成最密切 的细胞 因子。Smads是 TGF—B 

的下游信号蛋白，Smad2和 Smad7分别起正性和负性调节作 

用。已知在增生性瘢痕中 TGF-B I、Ⅱ型受体明显增加⋯。 

随着胎儿生长发育 ，Smad2基 因表达水平逐渐升高，显示 

Smad2基因低表达可能是胎龄较小的胎儿皮肤无瘢痕愈合 

的机制之一 。因此 我们 推测 ，Smad2信号 通路在 细胞 内异 

常持续 地激 活和(或 )Smad7抑制作用逐渐 减弱 ，是增生性瘢 

痕形成的原因。 

Smads在细胞核内的正确定位是信号转导的前提。NSF 

组只有少量磷酸化 Smad2表 达且 位 于细 胞质 中 ；HSF组 磷 

酸化 Smad2表达量增多且位于细胞核中，表明其可持续激活 

靶基因转录，导致增生性瘢痕的形成。Takagawa等 用博来 

霉素诱导硬皮病动物模型，其成纤维细胞中 Smad2和 Smad3 

被持续激活；Mori等 在对硬皮病及 NSF的研究中也观察 

到此现象 。Smad2的持续激活 ，可 能在启 动和促进 组织纤维 

化的过程 中发 挥 重要 作 用 。但 本 次 研 究 结 果 显 示 ．Smad2 

mRNA的水平在 HSF组及 NSF组中差异无统计学 意义 ，表明 

体外培 养 的 HSF中不存在 Smad2的转 录增 多现 象 ，磷 酸化 

Smad2水平增 高 可能不 是通过 增加 Smad2 mRNA的转 录水 

平实现 的。 

Smad7的产生缺陷，可导致扩大或持续的 TGF—p 反应。 

曾有作者用反义核酸阻断 NSF中 Smad7的作用 ，使 TGF—p 

刺激胶原基因转录增加 。本实验中 Smad7 mRNA和蛋白 

表达的水平及定位，两组细胞差异无统计学 意义，提示在 

HSF组中不存在 Smad7的表达缺陷，但其 Smad7功能是否正 Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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常 尚需进一步研究 。 
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分析仪测定大面积烧伤患者嗜碱粒细胞假性升高 

原因分析 

王丕明 许振 宗 毛庆学 李云 郝莹 

五分类全 自动血细胞分析仪的广泛应用，给烧伤救治工 

作带来了许多方便，但有时在分析大面积烧伤患者白细胞分 

类时 ，发生与实际分类 不相 吻合 的情况 ，在分 析报 告上往 往 

提示嗜碱粒细胞分类假性升高。由于大面积烧伤患者皮肤 

屏障受损严 重 ，极易 发生重 度感染 ，白细胞分 类在 患者 的病 

情判断、治疗过程中非常重要。为探明分析仪测定值出现误 

差的原因 ，笔者作了相关调查 ，现报告 如下 。 

患者资料：收集本院烧伤住院患者 100例，其 中男 57 

例 、女 43例 ，年龄 2—68岁。将浅 Ⅱ、深 Ⅱ度 烧伤 面积之 和 

<30％或 Ⅲ度 面积 <10％TBSA的患 者划 分为 小面 积烧 伤 ， 

共 42例；浅 Ⅱ、深Ⅱ度烧伤面积之和≥30％或Ⅲ度烧伤面积 

≥10％TBSA，且合并休 克 、吸人性损伤 、并发症或 有较 重复合 

伤的患者划分为大面积烧伤，共 58例。 

仪器与检测方法：晨 6：00采集患者空腹静脉血 2 ml，乙 

二胺 四乙酸 二钾抗 凝 。将 MEK-7222型全 自动血细 胞 分析 

仪(日本光电公司)进行严格校准，2 h内行血常规检查；同时 

用显微镜目测计数，并推血涂片，行瑞氏染色和过氧化物酶 

染色，方法参照《全国临床检验操作规程》第 2版。用这两种 

染色法进行白细胞分类和区分 中性粒细胞与嗜碱粒细胞。 

所有数据用 ±s表示 ，两种方法之 间行 t检验 。 

检测结果：两种检测方法比较，小面积烧伤患者 白细胞 

分类各项数据差异无统计学意义(P>0．05)，见表 1；大面 

积烧伤患者白细胞分类中除 白细胞计数值差异无统计学意 

义(P >0．05)外，中性粒细胞和嗜碱粒细胞计数及比例差异 

均有统计学意义 (P <0．O1)，见表 2。 

讨论 嗜碱粒细胞的细胞质中存在大小不等的嗜碱性 

颗粒。五分类血细胞分析仪根据粒细胞形态、内部结构、核 

质比、胞内颗粒大小及紧密度等特征，通过体积(volume)、导 

电性 (conductivity)、光 散射 (scatter)技 术而 达 到分 类 目的。 

大面积烧伤患者血液中中性粒细胞发生中毒性改变，细胞质 

内出现中毒颗粒，其大小不等、分布不均 、染色较深，外观与 

嗜碱性颗粒相似，同时由于核分叶减少 、核固缩 、染色质呈圆 

块状 、核质比失调，令仪器不能正确区分中性粒细胞和嗜碱 

粒细胞，误将中性粒细胞计为嗜碱粒细胞，从而造成嗜碱粒 

细胞假性升高。分析仪法具有检测快速、方便的特点，但对 
一

些大面积烧伤患者进行白细胞分类时结果不够准确；目测 

计数法比较繁琐 ，但比较准确，排除了仪器对颗粒辨识不清 

而误将中性粒细胞 内的中毒颗粒计为嗜碱性颗粒的情况。 

因此对于大面积烧伤患者，在采用仪器法对其进行白细胞分 

析的同时，应做瑞氏染色进行手工分类，以免给临床医师提 

供错误信息，影响患者治疗。 

表 1 两种方法检测小面积烧伤患者白细胞分类结果比较( ±s) 

注：与分析仪法比较． 尸<0．Ol 
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