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　　［摘要］　目的　探讨Ｅ３连接酶神经调节素受体降解蛋白１（ｎｅｕｒｅｇｕｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ１，
Ｎｒｄｐ１）调控巨噬细胞极化对成纤维细胞功能的影响。方法　分别以内毒素（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）和
γ干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＦＮγ）混合剂、白细胞介素１３（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１３，ＩＬ１３）诱导小鼠原代腹腔巨噬细胞
为Ｍ１型巨噬细胞（简称Ｍ１）和Ｍ２型巨噬细胞（简称Ｍ２）；流式细胞仪、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测Ｍ１表面
标记蛋白ＣＤ１１ｃ、特异性分泌物———诱导型一氧化氮合酶（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）及 Ｍ２表
面标记蛋白ＣＤ２０６、特异性分泌物———精氨酸酶 １（ａｒｇｉｎｉｎｅ１，Ａｒｇ１）的表达。转染 ｓｉＲＮＡＮｒｄｐ１２４ｈ，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｎｒｄｐ１表达；建立巨噬细胞与成纤维细胞的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ共培养体系，按添加的诱导剂不
同，分为ＬＰＳ组（ＬＰＳ及ＩＦＮγ共同诱导）、ＬＰＳＮＣ组（ｓｉＲＮＡ阴性Ｎｒｄｐ１无关序列对照组）、ＬＰＳｓｉＲＮＡ
Ｎｒｄｐ１组（转染ｓｉＲＮＡＮｒｄｐ１质粒）及对应的 ＩＬ１３组、ＩＬ１３ＮＣ组、ＩＬ１３ｓｉＲＮＡＮｒｄｐ１组；培养 ８、１２、
２４ｈ，ＣＣＫ８检测成纤维细胞增殖情况，ＥＬＩＳＡ检测转化生长因子 β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ１，
ＴＧＦβ１）、Ⅰ型前胶原含量。对数据行析因设计方差分析、Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法检验。结果　ＬＰＳ诱导的巨噬
细胞中，Ｍ１表面标记蛋白ＣＤ１１ｃ阳性细胞比例显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）；ＩＬ１３诱导的巨噬细胞中，
Ｍ２表面标记蛋白ＣＤ２０６阳性细胞比例显著高于未诱导组（Ｐ＜０．０５）；ＬＰＳ组Ｍ１特异性分泌物ｉＮＯＳ表
达量显著高于对照组（Ｐ＜０．０１）及ＩＬ１３组（Ｐ＜０．０１）；ＩＬ１３组Ｍ２型特异性分泌物Ａｒｇ１显著高于对照
组及ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０１）。ｓｉＲＮＡＮｒｄｐ１干扰巨噬细胞 ２４ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，干扰组
（ｓｉＲＮＡＮｒｄｐ１组）Ｎｒｄｐ１的蛋白表达量明显低于空白对照组（Ｐ＜０．０１）及阴性对照组（Ｐ＜０．０１）。共培
养２４ｈ后，ＣＣＫ８检测结果显示，ＩＬ１３ｓｉＲＮＡＮｒｄｐ１组成纤维细胞增殖数量明显低于ＩＬ１３组及ＩＬ１３
ＮＣ组（Ｐ＜０．０１）；ＥＬＩＳＡ检测结果显示，ＩＬ１３ｓｉＲＮＡＮｒｄｐ１组 ＴＧＦβ１含量明显低于 ＩＬ１３组及 ＩＬ１３
ＮＣ组（Ｐ＜０．０１），ＩＬ１３ｓｉＲＮＡＮｒｄｐ１组Ⅰ型前胶原含量明显低于 ＩＬ１３组（Ｐ＜０．０１）。结论　通过
ｓｉＲＮＡ干扰Ｎｒｄｐ１合成，影响巨噬细胞向Ｍ２型极化，可抑制 Ｍ２型巨噬细胞与成纤维细胞共培养体系
中成纤维细胞的增殖，减少共培养体系中成纤维细胞ＴＧＦβ１及Ⅰ型前胶原的分泌。
　　［关键词］　 巨噬细胞；极化；神经调节素受体降解蛋白１；转化生长因子β１；Ⅰ型前胶原
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ＴＧＦβ１ａｎｄｔｙｐｅⅠ ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｔｈｅｃｏｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ；ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ；ｎｅｕｒｅｇｕｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ１；ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１；ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅠ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＧｕａｎｇｄｏｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ（２０１６Ａ０３０３１３４２５）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺＨＡＮＧＺｈｉ，Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｚｈｉｃｃ４８＠１６３．ｃｏｍ

　　增生性瘢痕（ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｉｃｓｃａｒ，ＨＳ）作为外伤及手
术后最常见的继发疾病，在创伤、手术后的发生率可达

４０％以上，烧伤后高达７０％［１］。ＨＳ是一种发生在真皮
的纤维化疾病，主要特征为成纤维细胞（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，
Ｆｂ）大量增殖及细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）
过度生成和异常沉积。瘢痕的过度增生或挛缩，往往导

致丑陋外观并可严重损害肢体关节活动以及口鼻眼等

体表器官的生理功能，对患者造成巨大的身心伤害。转

化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）
是引起纤维化疾病的重要细胞因子之一，其介导的经

典的 ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ信号通路以及非经典的 ＥＲＫ／
ＭＡＰＫ信号通路在纤维化疾病形成中起重要作用，
ＴＧＦβ不仅可以刺激胶原的产生，还可通过增加基质金
属蛋白酶抑制剂（ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，
ＴＩＭＰｓ）的表达及抑制基质金属蛋白酶 （ｍａｔｒｉｘ

ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）合成，从而减少创口处胶原
的降解。ＴＧＦβ１参与创面修复过程中炎症、细胞因子
趋化、创口收缩、血管化及细胞外基质沉积等过程。

Ｍ２型巨噬细胞是 ＴＧＦβ１的来源之一，提示 Ｍ２型巨
噬细胞对调节创伤愈合中细胞外基质形成与重塑起到

关键作用。

　　神经调节素受体降解蛋白 １（ｎｅｕｒｅｇｕｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｎｒｄｐ１）是一种泛素连接酶，可特
异性作用于一些底物分子，参与多种病理或生理过程。

有研究显示，在 Ｎｒｄｐ１转基因（Ｎｒｄｐ１ＴＧ）小鼠的腹腔
巨噬细胞中表达较高水平的精氨酸酶 １（ａｒｇｉｎａｓｅ１，
Ａｒｇ１）［２］。Ａｒｇ１是Ｍ２型巨噬细胞的一类标志分子，同
时Ｎｒｄｐ１ＴＧ促进小鼠 Ｍ２型巨噬细胞活化相关基因
Ｆｉｚｚ１、Ｙｍ１和ＭＲ的表达。进一步研究发现，Ｎｒｄｐ１通
过泛素化调控，介导巨噬细胞 Ｍ２型极化。本研究体
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外构建小鼠成纤维细胞与巨噬细胞共培养体系，通过

ｓｉＲＮＡＮｒｄｐ１靶向干预，观察巨噬细胞极化对成纤维
细胞促纤维化因子分泌能力的作用，探讨干预巨噬细

胞极化对成纤维细胞增殖、胶原分泌等生物学行为的

影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　健康无特殊病原体级４ｄ至１周昆明小鼠 （雌雄
不限），体质量２５～３５ｇ，购自广东省医学实验动物中
心，许可证号：ＳＣＸＫ（粤）２０１８０００２。本研究经暨南大
学附属广州市红十字会医院伦理委员会审批通过

（〔２０１７〕４０５０１）。
１．２　主要试剂与仪器
　　澳洲胎牛血清、高糖 ＲＰＭＩ１６４０培养基购自美国
Ｇｉｂｃｏ公司，兔抗小鼠 ＣＤ１１ｃ单克隆抗体购自天津三
箭生物技术股份有限公司，兔抗小鼠 ＣＤ２０６、ＣＤ６８单
克隆抗体购自美国Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司，凝胶配制试剂盒购
自上海碧云天生物技术有限公司，兔抗小鼠 Ｎｒｄｐ１单
克隆抗体购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，兔抗小鼠精氨酸
酶１、诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）单克隆抗体购自美
国Ａｂｃａｍ公司，羊抗兔ＩｇＧ抗体购于上海帛龙生物科
技有限公司，Ｎｒｄｐ１ｓｉＲＮＡ购自广州锐博生物科技公
司，ＩＬ１３购自美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司，ＬＰＳ购自美国
ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，γ干扰素购自美国Ｒ＆Ｄｓｙｓｔｅｍｓ公
司。ＣＣＫ８试剂盒来源，倒置相差显微镜购自日本
Ｎｉｋｏｎ公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ共培养小室购于美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公
司，二氧化碳（ＣＯ２）恒温培养箱购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司，ＭｉｎｉＰｒｏｔｅａｎ３ｃｅｌｌ型凝胶电泳仪购自美国ＢｉｏＲａｄ
公司。

１．３　成纤维细胞培养
　　无菌条件下取３只断颈处死小鼠尾部尖端组织。
用含１％青霉素链霉素的ＰＢＳ溶液清洗３次。眼科剪
尽可能去掉表皮及脂肪组织，剩余真皮组织再次用

ＰＢＳ溶液漂洗 ３次。眼科剪剪碎组织至 ０．３ｍｍ３左
右，将碎组织块均匀平铺到底面积 ２５ｃｍ２培养瓶底
部，置于３７℃、５％ＣＯ２恒温培养箱中孵育６ｈ。观察
组织块可较好贴附在瓶底后，移液枪加入 ２ｍＬ高糖
ＲＰＭＩ１６４０培养基（含 １％青霉素链霉素和体积分数
２０％澳洲胎牛血清），再次放入恒温培养箱孵育２４ｈ。
次日移除不贴壁的组织块并更换 ６ｍＬ新鲜高糖
ＲＰＭＩ１６４０培养基（含 １％青霉素链霉素和体积分数
１０％澳洲胎牛血清），继续培养，４８～７２ｈ换液１次，待

细胞融合度＞８０％时传代。培养７２ｈ，于２００倍倒置相
差显微镜下观察原代细胞形态。实验选择第 ４～
６代Ｆｂ。
１．４　巨噬细胞的培养
　　另取５只小鼠，脱颈处死，体积分数７５％乙醇浸泡
３ｍｉｎ，腹腔注射５ｍＬＲＰＭＩ１６４０培养基，适度按摩小
鼠腹部２～３ｍｉｎ，镊子夹起小鼠下腹皮肤，剪开约１ｃｍ
切口，暴露腹膜，２０ｍＬ注射器抽取腹腔培养基灌洗
液。细胞悬液１２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。用含体积分数
１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液重悬，置于直径
６ｃｍ培养皿中，于３７℃、５％ＣＯ２培养箱培养２４ｈ，待
贴壁１ｈ后，更换预温 ＲＰＭＩ１６４０培养基，剩下的贴壁
细胞为小鼠腹腔巨噬细胞。于２００倍倒置相差显微镜
下观察原代细胞形态，取原代细胞进行后续实验。

１．５　巨噬细胞的诱导极化
１．５．１　细胞分组及处理　　取２个批次巨噬细胞，均
按随机数字表法分为３组，每组３皿。阴性对照组细
胞用高糖 ＲＰＭＩ１６４０培养基培养；ＬＰＳ组：Ｍ１型巨噬
细胞（简称 Ｍ１）用加入终浓度 １００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ和
２０ｎｇ／ｍＬγ干扰素的高糖 ＲＰＭＩ１６４０培养基培养；
ＩＬ１３组：Ｍ２型巨噬细胞（简称 Ｍ２）用加入终浓度
１０ｎｇ／ｍＬＩＬ１３的高糖 ＲＰＭＩ１６４０培养基培养。各组
细胞均置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ后进行
后续检测。

１．５．２　流式细胞仪检测细胞表面标记蛋白　　取１个
批次各组细胞，流式细胞仪检测Ｍ１、Ｍ２表面蛋白。
１．５．３　蛋白质印迹法检测ｉＮＯＳ与精氨酸酶１蛋白表
达　　取１个批次各组细胞，低温条件下提取总蛋白，
二辛丁酸法测定各组蛋白浓度。按照凝胶试剂制备盒

说明书配制分离胶及浓缩胶，将各组蛋白样品调整至

等浓度后上样。取 ２０μｇ总蛋白行十二烷基硫酸钠
聚丙烯酰胺凝胶电泳，湿法转膜后，加入兔抗鼠精氨酸

酶１单克隆一抗（稀释比１∶１０００）、兔抗鼠ｉＮＯＳ单克
隆一抗（稀释比１∶１０００），摇床上 ４℃孵育过夜。加
入羊抗兔ＩｇＧ二抗（稀释比１∶２０００），摇床上室温孵育
１ｈ。超敏化学发光试剂盒显影，凝胶成像分析系统进
行分析，以β微管蛋白为内参照，结果以目的蛋白与
β微管蛋白的灰度值比值表示。实验重复３次。
１．６　巨噬细胞的诱导极化及ｓｉＲＮＡＮｒｄｐ１转染
１．６．１　细胞分组及处理　　取巨噬细胞按随机数字
表法分为 ６组，每组 ２皿。ＬＰＳ组、ＩＬ１３组细胞同
１．５．１分别进行诱导；Ｍ１空白对照组（ＬＰＳＮＣ）、Ｍ２
空白对照组（ＩＬ１３ＮＣ）细胞用空质粒转染４８ｈ后，同
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１．５．１的 Ｍ１组、Ｍ２组分别进行 Ｍ１、Ｍ２诱导；ＬＰＳ
ｓｉＲＮＡＮｒｄｐ１组、ＩＬ１３ｓｉＲＮＡＮｒｄｐ１组细胞用搭载
ｓｉＲＮＡＮｒｄｐ１的质粒转染 ４８ｈ后同 １．５．１的 Ｍ１组、
Ｍ２组分别进行Ｍ１、Ｍ２诱导。各组细胞均置于３７℃、
５％ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ后进行后续检测。
１．６．２　蛋白质印迹法检测 Ｎｒｄｐ１蛋白表达　　除一
抗为兔抗鼠Ｎｒｄｐ１单克隆抗体（稀释比 １∶１００）外，其
余处理同１．５．３。
１．７　诱导及转染后的巨噬细胞与Ｆｂ共培养
１．７．１　细胞分组及处理　　取第４～６代 Ｆｂ，制备单
细胞悬液，以３×１０５／ｍＬ接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ共培养体系
底板内，按随机数字表法分为 ７组，均放入培养箱
（３７℃、５％ＣＯ２）培养。另取巨噬细胞，制备单细胞悬
液，同１．５．１分组处理。待 Ｆｂ贴壁后，将各组巨噬细
胞分别加入任意一组Ｆｂ所在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ共培养体系中
上层小室，放入培养箱（３７℃、５％ＣＯ２）培养。培养体
系为含有高糖 ＲＰＭＩ１６４０培养基和 １０％澳洲胎牛血
清，培养８、１２、２４ｈ进行后续检测。
１．７．２　ＥＬＩＳＡ法检测细胞培养上清液中 ＴＧＦβ１、
Ⅰ型胶原前体表达　　收取各组细胞培养上清液，检
测ＴＧＦβ１、Ⅰ型胶原前体表达，按照 ＴＧＦβ１、Ⅰ型胶
原前体ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书步骤操作，计算各时间点
ＴＧＦβ１、Ⅰ型胶原前体表达。其中 ＴＧＦβ１检测时另
取Ｆｂ，与 １．６．１Ｆｂ共培养前处理相同，设为 Ｆｂ对照
组，检测该指标。

１．７．３　ＣＣＫ８法检测Ｆｂ增殖活力　　完成１．６．２检
测后，将各组共培养体系中上层小室去掉。更换培养

基，消化、离心、重悬培养体系底层Ｆｂ，取２×１０４个／ｍＬ
细胞接种至９６孔板，每孔１００μＬ置于３７℃、５％ＣＯ２
细胞培养箱６ｈ，待细胞贴壁后根据 ＣＣＫ８试剂盒说
明加入试剂。继续培养２ｈ后酶标仪检测波长４５０ｎｍ
处光密度值［Ｄ（４５０）］，以此代表细胞活力。
１．８　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，数据以 珋ｘ±ｓ
表示。采用析因设计的方差分析，组间两两比较采用

Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　成纤维细胞及腹腔巨噬细胞形态
　　从小鼠尾部真皮组织原代 Ｆｂ培养 ７２ｈ，细胞大
小、形态较均一，呈长梭形，见图 １。小鼠原代腹腔巨
噬细胞贴壁后为圆形、椭圆或多角形，胞核圆形或椭圆

形，见图２。

图１　小鼠原代Ｆｂ培养７２ｈ细胞形态　（倒置相差显微镜 ×２００）

图２　原代小鼠腹腔巨噬细胞形态　（倒置相差显微镜×２００）

２．２　流式细胞仪检测巨噬细胞表面标记蛋白
　　结果显示，ＩＬ１３组ＣＤ２０６阳性细胞比例（３６．６６％±
１５．５６％）较阴性对照组（７．２３％±２．５７％）显著升高
（Ｐ＜０．０１）；同时，ＩＬ１３组 ＣＤ１１ｃ阳性细胞比例
（８９．３０％±２．５２％）也高于阴性对照组（７０．４６％±
５．６０％），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。见图３。
２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测巨噬细胞亚型 Ｍ１、Ｍ２特异性

产物

　　ＩＬ１３组Ｍ２特异性产物Ａｒｇ１明显高于阴性对照
组和ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０１），同时，ＬＰＳ组 Ｍ１型巨噬细胞
特异性产物ｉＮＯＳ明显高于阴性对照组和ＩＬ１３组（Ｐ＜
０．０１）。见图４。
２．４　ｓｉＲＮＡＮｒｄｐ１抑制Ｍ１、Ｍ２相关基因Ｎｒｄｐ１的表达
　　结果显示，ＬＰＳｓｉＲＮＡＮｒｄｐ１组和 ＩＬ１３ｓｉＲＮＡ
Ｎｒｄｐ１组的Ｎｒｄｐ１表达明显低于对应对照组及 ＮＣ组
（Ｐ＜０．０１，图５）。
２．５　ＥＬＩＳＡ检测各组不同时段共培养体系上清液

ＴＧＦβ１的表达
　　结果显示，共培养８ｈ时，各实验组 ＴＧＦβ１分泌
量差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；共培养１２ｈ时，各实
验组ＴＧＦβ１分泌量无统计学差异（Ｐ＞０．０５）；共培养
２４ｈ时，ＩＬ１３ｓｉＲＮＡＮｒｄｐ１组ＴＧＦβ１分泌量明显低
于ＩＬ１３组及ＩＬ１３ＮＣ组（Ｐ＜０．０１）。见图６。
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图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同组别Ｎｒｄｐ１的表达
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图６　不同时间点各组ＴＧＦβ１含量变化

２．６　ＥＬＩＳＡ检测共培养体系上清液Ⅰ型前胶原的表达
　　ＥＬＩＳＡ检测结果显示：共培养 ８ｈ时，ＩＬ１３
ｓｉＲＮＡ组Ⅰ型前胶原分泌量低于 ＩＬ１３ｓｉＲＮＡＮｒｄｐ１
组（Ｐ＜０．０５）；共培养１２、２４ｈ时，ＩＬ１３组Ⅰ型前胶原分泌
量明显低于ＩＬ１３ｓｉＲＮＡＮｒｄｐ１组（Ｐ＜０．０１）。见图７。
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图７　不同时间点Ⅰ型前胶原含量变化

２．７　ＣＣＫ８检测成纤维细胞活力
　　ＣＣＫ８检测结果显示：共培养达 ８ｈ时，ＩＬ１３
ｓｉＲＮＡＮｒｄｐ１组与ＩＬ１３组Ｆｂ增殖活力差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）；共培养达 １２、２４ｈ时，ＩＬ１３ｓｉＲＮＡ
Ｎｒｄｐ１组Ｆｂ增殖活力低于ＩＬ１３组（Ｐ＜０．０５）。见图８。
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图８　不同时间点成纤维细胞增殖活力变化

３　讨论

　　在大面积烧伤患者的创面修复期，常见增生性瘢
痕组织。对该类患者行血清检测可见 ＴＧＦβ１分泌高
于常人；同时增生性瘢痕组织中 ＴＧＦβｍＲＮＡ表达也
明显高于正常皮肤组织及成熟瘢痕，表明 ＴＧＦβ１的
异常高表达是增生性瘢痕形成的重要原因之一［３－４］。

ＴＧＦβ１是目前公认最重要的促纤维化细胞因子，参与
调节细胞外基质的沉积、炎症、细胞分化、生长以及增

殖，是一类具有多种功能的细胞因子［５－６］。巨噬细胞

在不同外部因素刺激下可分化为不同亚型，目前已知

其主要有２种转化激活路径［７］，即经典激活途径（Ｍ１）
及替代激活途径（Ｍ２）。有研究发现Ｍ２是ＴＧＦβ１的
重要来源［８］。Ｍ２型巨噬细胞是巨噬细胞的一种激活
亚型。因此，调控巨噬细胞向 Ｍ２型转化，对于控制
ＴＧＦβ１生成，从而影响瘢痕形成有一定意义。本实验
中Ｍ２诱导组中ＴＧＦβ１含量明显高于对照组。
　　泛素系统由泛素及各类酶组成，主要有 Ｅ１激活
酶、Ｅ２共轭酶及Ｅ３连接酶。Ｅ３连接酶决定了底物的
特异性。Ｎｒｄｐ１是一类Ｅ３连接酶，已被证实参与泛素
化活动［９－１０］，ＹＥ等［２］研究证实Ｎｒｄｐ１具有双向调控巨
噬细胞极化的功能。共培养体系可以较好模拟机体内

组织间的相互作用，将多种细胞置于同一环境，以研究

细胞间复杂的相互反应。本研究采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ共培
养，相较单一培养细胞能更准确反映细胞间相互作用

情况。本研究结果显示：在巨噬细胞、成纤维细胞的共

培养体系中，ＥＬＩＳＡ检测各组上清液 ＴＧＦβ１在不同
时段分泌量的改变，发现共培养达 ２４ｈ时，ＩＬ１３
ｓｉＲＮＡＮｒｄｐ１组ＴＧＦβ１分泌量明显低于ＩＬ１３组（Ｐ＜
０．０１）。提示通过 ｓｉＲＮＡ干扰 Ｎｒｄｐ１的合成从而减少
Ｍ２型巨噬细胞生成，可减少共培养体系中成纤维细胞
ＴＧＦβ１分泌量。
　　增生性瘢痕的形成同成纤维细胞的过度增殖紧密
相关，成纤维细胞在ＴＧＦβ等作用下分化为富含α肌
动蛋白（αＳＭＡ）的肌成纤维细胞，收缩创面及产生
ＥＣＭ。因此，对增生性瘢痕而言，控制成纤维细胞增殖
是抑制瘢痕增生的重要手段。本研究结果显示：共培

养达２４ｈ时，ＩＬ１３ｓｉＲＮＡＮｒｄｐ１组 Ｆｂ增殖活力低于
ＬＰＳ组、ＬＰＳＮＣ组及 ＬＰＳｓｉＲＮＡＮｒｄｐ１组（Ｐ＜０．０５），
且明显低于ＩＬ１３组和 ＩＬ１３ＮＣ组（Ｐ＜０．０５）。提示
通过ｓｉＲＮＡ干扰Ｎｒｄｐ１合成调控巨噬细胞向 Ｍ２型极
化，可抑制共培养体系中成纤维细胞增殖。

　　目前对于增生性瘢痕生物学形成机制学说，大家

８００１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



普遍支持胶原代谢紊乱学说，胶原蛋白的大量合成及

Ⅰ、Ⅲ型胶原纤维比例改变是增生性瘢痕形成的重要
机制。研究显示创伤愈合早期以Ⅲ型胶原为数量优
势，随着修复进行逐渐以Ⅰ型胶原为主，最后Ⅰ型胶原
可占创面总胶原的 ８０％～９０％。Ⅰ、Ⅲ型胶原比例的
改变以及Ⅰ型胶原增多是形成增生性瘢痕的重要原
因［１１－１２］。本研究结果显示，通过ｓｉＲＮＡ干扰 Ｎｒｄｐ１的
合成从而影响 Ｍ２型巨噬细胞极化，可减少共培养体
系中成纤维细胞Ⅰ型前胶原的产生。
　　综上所述，本研究通过ｓｉＲＮＡ干扰Ｎｒｄｐ１合成，影
响巨噬细胞向 Ｍ２型极化，可抑制共培养体系中成纤
维细胞的增殖，减少共培养体系中成纤维细胞ＴＧＦβ１
及Ⅰ型前胶原的分泌。本研究为小鼠动物实验，需进
一步行人体细胞实验，以更确切地探讨增生性瘢痕的

临床治疗意义。
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