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Ot 【I)型前胶原基因反义寡聚脱氧核苷酸对瘢痕 

成纤维细胞的作用 

邢帮荣 利天增 祁少海 叶志强 孔庆磊 邓宇 

1 对象与方法 

1．1 主要试剂及仪器 

Ot．(I)型前胶原 基 因反 义寡 聚脱 氧核 苷酸 (AODN，上 

海生工生物工程有 限公 司)；阳离子脂 质体 LipofectAMINE 

试剂 (美国 Gibco公 司)；即用 型免疫组织 化学试 剂盒 (武汉 

博士德生物工程有 限公 司)；倒置相差 显微镜 (上海宙山精 密 

光学仪器有限公司)；IBA 2．5型全自动图像分析系统(德国 

Kontron公 司)。 

1．2 分组处理 

取笔者单位收治的4例患者创面愈合后 3～8个月的增 

生性瘢痕 (HS)组织 ，切成 l mm x l mm x l mm大小 ，行 细胞 

培养 。常规消化传代 ，选用 第 4～6代 细胞 ，调 整细胞浓 度为 

0．8 X 10 个l：fL，接种于6孔培养板，细胞约 70％ ～80％融合 

时用无血清 DMEM培养液漂洗备用 。 

将细胞分为 3组进行转染 ：(1)实验组 ：每个培 养孔中加 

入 4 L AODN(已提前用 LipofectAMINE 包裹 )和 96 L无 

血清 DMEM 培 养液 ；(2)对 照 组 ：每个 培 养孔 中加 入 8 L 

LipofectAMINE 和 92 L无 血清 DMEM 培养液 ；(3)空 白对 

照组 ：每个培养孔 中加 入 100 L无 血清 DMEM培 养液 。先 

将各组试 剂混 匀 ，并于 25℃孵育 30 rain，再加入 前述 6孔 培 

养板 中 ，置 于 37℃ 、体积 分数 5％CO，培养箱 中孵育 5 h，更 

换 为含体积分数 10％ 小牛血清的 DMEM培 养液常规培养。 

1．3 检测指标 

1．3．1 细胞生长情况 于 转染后 l～7 d，每天 每组 取 8 

孔细胞，常规消化并计数 ．8孔细胞的平均值即为每日细胞计 

数值，并据此绘制细胞生长曲线。 

1．3．2 I型胶原蛋 白含量 于转染后 3、5、7 d收集各组 

细胞爬片标本，用链霉亲和素一生物素复合物法行组织形态 

学观察 。一抗浓度 l：20，标 本用苏 木素复染 ，封 固 ，在光学显 

微镜下观察。每张切片随意选取 8个视野，用全自动图像分 

析系统计算背景的吸光度 (阳性单 位，PU，以％表示)值。 

PU值越小 ，I型胶原蛋白含量越高。 

1．4 统计学处 理 

部分数据以x±s表示，用 中山大学统计教研室提供的 

SAS软件行 t检验。 

2 结果 

2．1 细胞生长情况 

转染后 l～7 d各组细胞计数值变化趋势相近。 
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2．2 I型胶 原蛋 白含量 

实验组转染后 3 d未观察到 阳性细胞 ，随时间推移 ，被染 

成棕黄色 的阳性细胞逐渐 出现 ；对照组 和空 白对 照组转染后 

3 d所有细胞均被 染成 棕黄色 ，随着时 间推移 ，细胞 质及细胞 

外基质 的棕 黄色明显加深。见表 l。 

表 1 各组免疫组织化学染色 PU值(％ ，x±s) 

注 ：与实验组比较 ． P <0．05 

3 讨 论 

HS是一种常见 的纤维增 生性疾 病⋯ 。针对瘢 痕形成 中 

HS成纤维细胞 (HSF)的前胶原基因 mRNA转 录上 调产生过 

多的 I型胶原，应用反义 DNA，可以减少 I型胶原蛋白的合 

成 ，从而达到防治 HS的 目的。本 实验用 阳离子脂 质体 为载 

体，将人工合成的Ot．(I)型前胶原基因AODN转染至第4～ 

6代 的人 HSF中。实验组 、对 照组 、空 白对 照组 细胞 生长 曲 

线无明显 差别 ，说 明 AODN对人 HSF的增殖无 明 显抑制 作 

用。各组免疫组织化学染色结果提示，AODN能显著抑制人 

HSF中 I型胶原的合成。AODN随 时间的增 加 ，可能被逐 渐 

降解 ，失 去封 闭基 因的作用 ，从而观察到 阳性染色强度升 高。 

笔者针对 Ot．(I)型胶原蛋白mRNA序列设计合成了22 

bp的 AODN，并 研 究 其 对 HF的 作 用 ，取 得 了 一 系 列 成 

果 -3j。Ot．(I)型前胶原基 因 AODN抑制人 HSF I型胶原 

合成的作用，已被应用于多项研究中，其发展前景较为广阔。 

但其作用 于人 的最 佳剂 量 、时效及 组织 特异性 尚不 清楚 ，有 

待进一步研究 和完 善。 
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