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　　［摘要］　目的　通过对比分析瘢痕疙瘩边缘、中心及正常皮肤Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、血管内皮生长
因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）和缺氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）
表达以及表皮层组织学上的差异，探讨瘢痕疙瘩侵袭性生长的原因。方法　纳入２０１９年１０月至２０２０年
８月本院整形烧伤外科行瘢痕疙瘩切除手术的患者１６例，共１６个瘢痕疙瘩组织，以及需要进行部分正
常皮肤切除的手术患者９例，共９个正常皮肤组织，使用 ＨＥ染色观察瘢痕疙瘩边缘、中心及正常皮肤
组织形态，免疫组化染色和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＶＥＧＦ和 ＨＩＦ１α蛋白在不同组织中
的表达。结果　瘢痕疙瘩表皮层存在明显异常及异质性，边缘表皮层呈细分枝状并明显深入真皮，形成
较深的犬牙交错状表现，而中心表皮层增厚扁平；免疫组化及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果均显示：瘢痕疙瘩边
缘和中心表皮层 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达显著低于正常皮肤（Ｐ＜０．０５），且边缘显著低于中心（Ｐ＜０．０５）；
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ表达显著高于正常皮肤（Ｐ＜０．０５），边缘显著高于中心（Ｐ＜０．０５）。结论　瘢痕
疙瘩边缘表皮呈分枝状并明显向真皮层延伸，上皮间质转化活跃，ＨＩＦ１α及 ＶＥＧＦ高表达且微血管丰
富，可能与瘢痕疙瘩边缘的侵袭性生长相关，ＨＩＦ１α可能是其中的关键因子。
　　［关键词］　 瘢痕疙瘩；表皮层；上皮间质转化；缺氧诱导因子１α
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　　瘢痕疙瘩是病因未明的良性纤维增生性疾病，呈浸
润性生长，缺乏自发消退，切除后极易复发［１］。由于其

发病机制目前仍未完全阐明，导致临床缺乏令人满意的

治疗方案。临床观察表明，对于浅表浸润型瘢痕疙瘩，

其不同部位表现出不同的生长特点，中央区域萎缩，质

软色浅，被称为老化部，边缘区域充血明显，明显隆起并

逐渐侵入周围正常皮肤，显示瘢痕疙瘩的特征性生长，

被称为增生或侵袭部［２－３］，对比分析瘢痕疙瘩中心与边

缘的组织学差异或可有助于解释瘢痕疙瘩类肿瘤样生

长的原因。由于细胞外基质在真皮层的过度沉积以及

真皮乳头层的舌状推进前缘是瘢痕疙瘩瘢痕的标志［４］，

相关研究更多集中在瘢痕疙瘩中心与边缘成纤维细胞、

炎症细胞浸润以及胶原纤维等方面的差异［２，５－６］，但瘢

痕疙瘩类肿瘤样生长的潜在机制仍不清楚。

　　近来研究发现，瘢痕疙瘩表皮层参与瘢痕疙瘩的
形成，并通过上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）在瘢痕疙瘩的侵袭性生长中发挥重要
作用［７－８］。ＥＭＴ是上皮细胞失去细胞极性和细胞间连
接，获得侵袭性和迁移性，最终形成间充质细胞的过程。

在该过程中，细胞间连接被破坏，细胞骨架重排，上皮细

胞标志物如 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达降低，间充质标志物如
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达升高，细胞形态由立方状变为长梭形，从
而有利于细胞迁移与侵袭［９］。ＥＭＴ已被证明与伤口愈
合、器官纤维化和恶性肿瘤侵袭和转移相关［１０－１１］。

　　缺氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，
ＨＩＦ１α）是诱导ＥＭＴ发生的主要细胞因子［１２］，已被证

明在肺癌等多种恶性肿瘤中通过 ＥＭＴ促进肿瘤的侵
袭与转移［１３］。血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）是一种高度特异性的促血管生成
因子，通过促进毛细血管出芽生长，为肿瘤的增殖和转

移提供相对有利的微环境［１４］，也参与 ＥＭＴ调控［１５］。

由于瘢痕疙瘩组织中心与边缘的差异，我们推测瘢痕

疙瘩表皮层以及ＥＭＴ程度也存在差异，并与瘢痕疙瘩
边缘侵袭性生长相关，ＨＩＦ１α以及 ＶＥＧＦ可能是其中
的重要影响因子，但目前相关研究尚少。因此，本研究

对比分析瘢痕疙瘩边缘与中心 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、
ＶＥＧＦ和ＨＩＦ１α蛋白表达以及表皮层组织学上的差
异，纳入正常皮肤作为对照，探讨瘢痕疙瘩边缘侵袭性

生长的原因，为临床抑制瘢痕生长并促进其消退提供

新的治疗思路。

１　资料与方法

１．１　临床资料
　　纳入２０１９年１０月至 ２０２０年 ８月于西南医科大
学整形烧伤外科行瘢痕疙瘩切除手术治疗的患者

１６例，并纳入术中需要进行正常皮肤切除的手术患者
９例，患者均知情同意。纳入标准：明确诊断为瘢痕疙
瘩（瘢痕生长超出原创面范围）、病程大于１年且呈持
续性浸润生长以及未接受过治疗的病例。排除标准：

①局部皮肤存在感染、溃疡、出血、恶变等；②存在肿瘤
或其他严重疾病（垂体肾上腺疾病、传染病、皮肤病及

自身免疫性疾病等）者；③耳垂瘢痕疙瘩。本研究已
通过西南医科大学附属医院伦理委员会的批准

（ＫＹ２０１９０９０）。将每个瘢痕疙瘩标本分为中心及边缘
两部分，中心定义为处于瘢痕中央的凹陷扁平或有消

退趋势的部位，边缘定义为瘢痕疙瘩生长外缘与周围

健康皮肤相接的增生活跃部位，见图１。

Ａ：边缘；Ｂ：中心　可见边缘凸起，充血明显，中心相对凹
陷，呈消退状

图１　胸部浅表浸润型瘢痕疙瘩图像

１．２　组织学分析
　　所有组织标本采集后在１５ｍｉｎ内固定于４％多聚
甲醛溶液中２４～４８ｈ，石蜡包埋。
１．２．１　ＨＥ染色　　对组织蜡块进行切片，切片厚度为
４μｍ，ＨＥ（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，中国）染色后在显微镜下（Ｏｌｙｍｐｕｓ，
ＢＸ５３，东京，日本）观察组织学特征。每例标本均于高
倍镜（×２００）下从表皮到皮下依次取３个不重叠视野，计
数各视野微血管数量，并计算血管密度（／ｍｍ２），再取每
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例标本所对应的血管密度均值进行分析。

１．２．２　免疫组织化学染色　　采用 ＳＰ染色法进行
免疫组化染色。将石蜡组织连续切片，切片厚度

４μｍ，常规脱蜡水化，微波炉热修复抗原。以抗
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ（１∶１００；Ｚｅｎｂｉｏ，中国）、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（１∶１００；
Ｚｅｎｂｉｏ，中国）、ＨＩＦ１α（１∶２００；Ａｂｃａｍ，美国）、ＶＥＧＦ
（１∶２００；Ａｂｃａｍ，美国）的单克隆抗体为一抗，辣根过氧
化物酶标记的兔抗鼠 ＩｇＧ为二抗（中杉金桥，中国），
使用ＤＡＢ染色试剂盒（中杉金桥，中国）进行显色，苏
木精复染（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，中国），脱水透明封片后在显微镜
（Ｏｌｙｍｐｕｓ，ＢＸ５３，东京，日本）下检测棕色抗体，以反映
与抗原结合的抗体的存在。棕色染色表示阳性表达区

域，棕色阴影表示目标蛋白的表达水平。高倍镜

（×４００）下对每个标本表皮层随机选择 ５个不重叠视
野，并再对经ＨＩＦ１α及ＶＥＧＦ抗体染色标本从真皮浅
层到深层依次取５个不重叠视野，采用ＩｍａｇｅＪ软件分
析系统测量图像ＩＯＤ值，再取每例标本所对应的５个
不重叠视野的ＩＯＤ值的均值进行分析。
１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　采用液氮研磨法将收集的样本组织在液氮低温状
态下研磨成粉末，加入含有蛋白酶抑制剂的裂解液冰

上放置１５ｍｉｎ，裂解细胞提取蛋白质，细胞超声进一步
促进细胞裂解，４℃，１２０００×ｇ离心４０ｍｉｎ，收集上清。
ＢＣＡ法测定各组样本蛋白浓度，１００℃水浴锅蛋白变
性，电泳、转膜、封闭，孵育一抗ＧＡＰＤＨ、ＶＥＧＦ、ＨＩＦ１α、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｅｃａｄｈｒｉｎ抗体（１∶１０００），４℃孵育过夜；再
室温孵育特异性二抗（１∶５０００）２ｈ，ＴＢＳＴ漂洗 ３次，
每次 ５ｍｉｎ，加入化学发光底物使用凝胶成像系统显

影，ＩｍａｇｅＪ软件对条带灰度进行分析。通过计算各组
目的蛋白条带的灰度值与内参蛋白 ＧＡＰＤＨ灰度值的
比值，对目的蛋白进行半定量，并比较各组间表达水平

的差异。

１．４　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行单
因素方差分析。以Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　患者基本情况
　　共纳入瘢痕疙瘩标本１６例，其中男性５例，女性
１１例，年龄２２～３８（３１．２±４．８）岁，病史１．５～２０（５．４±
４．８）年。其中９例取自前胸部，３例取自腹部，２例取
自肩背部，２例取自颌面部。正常皮肤标本９例，其中
男性４例，女性５例，年龄 １５～４０（２６．８±８．０）岁。其
中７例为术中正常皮肤的猫耳去除部分（３例取自背
部，３例取自胸部，１例取自面部），２例为全厚皮片移
植手术修剪掉的正常皮肤（均取自腹部）。

２．２　组织学观察
　　瘢痕疙瘩表皮明显厚于正常皮肤，边缘上皮层呈
明显树枝状分支并深入真皮，形成较深的犬牙交错表

现，中心表皮层趋于扁平，从中心到边缘，表皮层分支

逐渐变长变细，向真皮层深入程度逐渐加深，基底层及

部分棘层角质形成细胞形态变为长梭形，细胞间间隙

增大，以深入真皮层部分为甚。边缘微血管丰富，平均

血管密度明显高于瘢痕疙瘩中心及正常皮肤（Ｐ＜
０．０５，图２），瘢痕疙瘩中心与正常皮肤平均血管密度
未见明显差异。
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Ａ、Ｄ：瘢痕疙瘩边缘；Ｂ、Ｅ：瘢痕疙瘩中心；Ｃ、Ｆ：正常皮肤；可见从瘢痕疙瘩中心到边缘，表皮层分支逐渐变长变
细，向真皮层深入程度逐渐加深，基底层及部分棘层角质形成细胞形态变为长梭形，细胞间间隙增大，以深入真

皮层部分为甚；Ｇ：不同皮肤平均血管密度统计　ａ：Ｐ＜０．０５，与边缘比较

图２　瘢痕疙瘩边缘、中心、正常皮肤的组织学表现
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２．３　免疫组织化学评价
　　采用免疫组织化学方法对瘢痕疙瘩边缘、中心以
及正常皮肤 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＨＩＦ１α以及 ＶＥＧＦ
表达进行分析。可见瘢痕疙瘩与真皮接触部分（基底

层）的角质形成细胞形态由椭圆或立方形变为长梭

形，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达降低或缺失并显示 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表
达，以边缘深入真皮层的角质形成细胞为甚。结果表

明，瘢痕疙瘩边缘及中心表皮层 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达显著
低于正常皮肤（Ｐ＜０．０５），且边缘显著低于中心（Ｐ＜
０．０５）；瘢痕疙瘩边缘及中心表皮层 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达显
著高于正常皮肤（Ｐ＜０．０５），且边缘显著高于中心（Ｐ＜
０．０５），见图３。瘢痕疙瘩边缘和中心表皮层与真皮层
ＨＩＦ１α以及 ＶＥＧＦ表达均显著高于正常皮肤（Ｐ＜
０．０５），且边缘显著高于中心（Ｐ＜０．０５），见图４。
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Ａ：免疫组织化学染色结果；Ｂ、Ｃ：分别为不同组织表皮层Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的ＩＯＤ值　ａ：Ｐ＜０．０５，与边缘比
较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与中心比较

图３　瘢痕疙瘩边缘、中心和正常皮肤的Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达
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Ａ、Ｄ：分别为免疫组织化学染色观测ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ的表达；Ｂ、Ｃ、Ｅ、Ｆ：分别为不同组织表皮层和真皮层ＨＩＦ１α
和ＶＥＧＦ的ＩＯＤ值　ａ：Ｐ＜０．０５，与边缘比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与中心比较

图４　瘢痕疙瘩边缘、中心和正常皮肤表皮层和真皮层的ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ的表达
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２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测瘢痕疙瘩边缘、中心以及正
常皮肤 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＨＩＦ１α以及 ＶＥＧＦ蛋白
的表达。结果表明，瘢痕疙瘩边缘 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达显
著低于瘢痕疙瘩中心（Ｐ＜０．０５），均显著低于正常皮肤
（Ｐ＜０．０５），瘢痕疙瘩边缘 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＨＩＦ１α以及
ＶＥＧＦ蛋白表达均显著高于瘢痕疙瘩中心（Ｐ＜０．０５），
均显著高于正常皮肤（Ｐ＜０．０５），见图５。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果（ｎ＝４）　
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图５　不同皮肤组织Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＨＩＦ１α以及
ＶＥＧＦ蛋白的表达

３　讨论

　　瘢痕疙瘩是指生长超出原有伤口范围，向周围皮
肤侵袭性生长的病理性瘢痕。研究表明，与正常皮肤

相比，瘢痕疙瘩表皮层增厚，角质形成细胞处于亚稳

态［１６］，其通过下调上皮细胞标志物如 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ等的
表达、上调间充质细胞标志物如 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ等的表达，
使细胞极性丧失、粘附性降低、运动性增强，转化为成

纤维样细胞，从而支持瘢痕疙瘩的侵袭性生长［７－９，１７］，

即角质形成细胞在瘢痕疙瘩侵袭性生长中具有重要作

用。但既往研究多为对瘢痕疙瘩总体或局部的表皮层

或ＥＭＴ的描述，缺乏对瘢痕疙瘩中心与边缘的对比研
究。众所周知，瘢痕疙瘩内部存在明显异质性，中心逐

渐消退而边缘表现出侵袭性生长的特征，因此中心与

边缘在表皮层以及ＥＭＴ程度上可能也存在差异，对比

分析这一差异性以及造成差异的原因或可进一步阐明

其边缘侵袭性生长的机制。

　　本研究发现，瘢痕疙瘩表皮明显厚于正常皮肤，边
缘表皮层呈树枝状分支并深入真皮，中心表皮层趋于

扁平，从中心到边缘，表皮层分支逐渐变长变细，深入

真皮层程度逐渐加深，基底层及部分棘层、颗粒层角质

形成细胞形态变为长梭形，细胞间间隙增大，以深入真

皮层部分为甚（图 ２）。同时，瘢痕疙瘩表皮层
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达明显弱于正常皮肤，边缘显著弱于中
心，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达显著强于正常皮肤，边缘强于中心，
也主要发生在表皮基底层，以深入真皮层部分为甚

（图３）。Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ参与同型细胞间的黏附连接且维
持细胞极性，在维持上皮细胞形态及组织结构完整中

发挥极其重要的作用，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ则与细胞运动性的获
得相关［１０］。以上结果表明，瘢痕疙瘩表皮层存在明显

异常及异质性，且边缘 ＥＭＴ程度显著强于中心，活跃
的ＥＭＴ可能通过增加角质形成细胞的侵袭性从而支
持瘢痕疙瘩边缘向邻近皮肤的浸润性生长。同时，也

可能与边缘表皮层向真皮层延伸有关。但既往多数研

究表明瘢痕疙瘩表皮层为增厚扁平状［１８－１９］，我们认为

可能与瘢痕疙瘩内部异质性、纳入瘢痕类型以及瘢痕

状态相关。本研究对象是持续增长的浅表浸润型瘢痕

疙瘩，其具有更明显的增殖侵袭边缘以及消退的中心，

而既往研究多未考虑瘢痕疙瘩内部异质性［１９］，且并未

明确区分纳入瘢痕类型（浅表浸润型、隆起型）［１８］以及

瘢痕状态（活跃期、稳定期、消退期），从而导致结论上

的差异，更深层次的原因有待进一步的探究。

　　ＨＩＦ１α是缺氧应激反应的关键介质之一，在缺氧
微环境中表达增加［２０］。缺氧是肿瘤组织的重要特征，

ＨＩＦ１α在多种肿瘤中高表达，并通过诱导 ＥＭＴ促进
肿瘤细胞的侵袭、转移［１３］。瘢痕疙瘩表现出与肿瘤相

似的缺氧微环境以及侵袭行为［１０］，ＨＩＦ１α高表达并
诱导ＥＭＴ产生可能也是瘢痕疙瘩侵袭性生长的重要
机制［８］。ＨＩＦ１α还可上调组织中 ＶＥＧＦ的表达从而
促进微血管增生［２１］，血管生成是肿瘤生长及浸润必不

可少的条件，瘢痕疙瘩邻近病变皮肤率先出现的充血

表现也表明血管生成与瘢痕疙瘩局部浸润相关。

　　本研究显示，瘢痕疙瘩表皮层与真皮层相较于正
常皮肤均显著表达ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦ，且边缘显著高于
中心，与瘢痕疙瘩内 ＥＭＴ程度及微血管数量相一致
（图２、４）。同样的，ＭＡ等［８］的体外实验研究也表明

低氧／ＨＩＦ１α丰富的微环境有利于瘢痕疙瘩来源的角
质形成细胞通过ＥＭＴ现象转化为成纤维细胞，从而支
持瘢痕疙瘩的侵入性生长。且抑制 ＨＩＦ１α［８，２２］或改
善缺氧［２３］则可逆转 ＥＭＴ现象。李红雨等［１５］在对卵

９２０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１１）



巢癌组织的研究中也发现 ＶＥＧＦ的表达与 ＥＭＴ呈正
相关，以上表明ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ高表达的局部微环境
是边缘 ＥＭＴ更为活跃的重要原因。而 ＨＩＦ１α和
ＶＥＧＦ在边缘高表达可能与边缘组织相对于中心表现
出更多的炎症细胞浸润以及更活跃的成纤维细胞分裂

及胶原合成相关，高炎症及高代谢状态使得边缘显示

出更高的耗氧量［２４－２５］，故而其虽相较于中心表现为更

多的微血管，但仍处于相对更缺氧状态，因此表达更高

的ＨＩＦ１α，ＨＩＦ１α的高表达促进 ＶＥＧＦ的表达以及
大量微血管增生，这与临床观察到的边缘充血而中心

相对苍白表现相一致。ＳＯＮＧ等［２６］的研究发现经高

压氧治疗后，瘢痕疙瘩缺氧改善但血流灌注下降，也可

侧面印证本研究的结果。但这似乎与既往瘢痕疙瘩中

心严重缺氧以及边缘常氧或轻度缺氧的结论相

悖［２７－２８］。我们认为可能与对缺氧的证明方式（因瘢痕

疙瘩中心血管数量少于边缘，且管腔较边缘扁平而认

为中心更为缺氧，但氧张力还与组织代谢相关）［２８］以

及取材部位上的差异［２７］有关，同时也有研究认为严重

缺氧时ＨＩＦ１α表达不一定增加［２９］。ＪＡＩＤＥＥ等［３０］研

究表明，ＨＩＦ１α常氧下也可持续表达，表明ＨＩＦ１α的
表达程度并不完全与缺氧程度相关。此外，样本数量、

瘢痕状态也可能是本研究与既往研究结果不一致的原

因，有待扩大样本量进行更深入的分析。

　　综上，本研究发现，瘢痕疙瘩表皮层存在明显的异
常及异质性，边缘表皮层呈细分枝状并明显深入真皮，

ＥＭＴ活跃，局部微环境中 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ高表达且微
血管丰富。这可能是瘢痕疙瘩边缘侵袭性生长的重要

原因，ＨＩＦ１α可能是其中的关键因子。靶向抑制
ＨＩＴ１α或可成为瘢痕疙瘩治疗的潜在目标，同时未来
新疗法的开发中也不应忽视角质形成细胞群体，且在

治疗时应将边缘作为重点治疗区域，这或可有助于提

高治疗效果。
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