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　　提　要　目的: 观察重组人α-肿瘤坏死因子 ( rh uTNF-α)对烧伤后增生性瘢痕组织胶原含量及组织形态

学的影响。 方法: 12只 BALB /c裸鼠 ,于背部体表移植人体烧伤后增生性瘢痕组织 ( 2 cm× 2 cm)成活后 ,随

机分为试验组及对照组。 试验组在增生性瘢痕组织内注射生理盐水溶解的 rhu TN F-α0. 1 ml( 500 ng /ml) ,

每周 3次 ,对照组同法注射生理盐水 , 3周后测定瘢痕组织中胶原、羟脯氨酸及酸性粘多糖含量 ,同时观察组

织形态学变化。 结果:局部注射 rh uTNF-α后 ,增生性瘢痕组织中胶原、羟脯氨酸及酸性粘多糖含量显著降

低。增生性瘢痕组织变平 、缩小 ,胶原结节明显减少或消失。成纤维细胞粗面内质网显著减少 ,无扩张。结论:

rhu TNF-α能显著减少增生性瘢痕组织中胶原沉积 ,在增生性瘢痕治疗中可能有潜在应用价值。
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　　增生性瘢痕是人类特有的病理现象。 烧伤后增生

性瘢痕是大面积深度烧伤患者后期整形和功能康复治

疗中面临的难题。迄今仍没有一种对不同部位、不同

大小的增生性瘢痕都有确切疗效而又简便易行的满意

疗法 [1 ]。 TN F-α对体外培养的真皮成纤维细胞胶原代

谢有显著影响。近年来 ,国外报道 TN F-α与增生性瘢
痕密切相关。 TN F-α对增生性瘢痕的影响的在体研

究 ,迄今未见报道。本实验借助增生性瘢痕动物模
型 [2 ] ,探讨重组人 α-肿瘤坏死因子 ( Recombinant hu-

man tumour necrosis factor-α, rhu TN F-α)局部应用对
增生性瘢痕的影响。

1　材料与方法

1. 1　动物模型制备与分组
　　单纯 T淋巴细胞缺陷 ( BALB /c-nu /nu品系 )的裸鼠 16

只 ,由国家医药管理局四川抗菌素工业研究所实验动物中心提

供 (实验动物合格证:川实动管质第 95号 )。雌雄不拘 ,鼠龄 2～

3个月 ,体重 18～ 24 g。所有移植用增生性瘢痕均取自烧伤后整

形患者 ,根据临床表现及病理观察证实为增生性瘢痕。 本实验

共选 5例瘢痕标本 ,平均形成时间为 6. 8个月。 将人体增生性

瘢痕修剪成约 2 cm× 2 cm大小 ,厚度约 0. 25～ 0. 3 cm的表皮

完整的组织块 ,移植于裸鼠上背部体表。 手术方法参考文献

[ 2, 3]略作改进。 本实验共移植成活裸鼠 12只 ,将同患者同部

位的瘢痕移植成活的同批裸鼠 ,随机分成两组: 试验组和对照

组各 6只。

1. 2　药品及使用方法
　　采用第三军医大学大坪医院野战外科研究所第二研究室

提供的 rhu TN F-α冻干粉剂 , 每支 2万单位 ,比活性为 2×

107U /mg , - 20℃保存。 试验组每次注射 0. 1 ml( 500 ng /ml)

rhu TNF-α,每周 3次 ,共 3周。 每次注射 1个点 ,四个边轮流注

射。 对照组同法注射 0. 1ml生理盐水。

1. 3　观测指标与方法
1. 3. 1　胶原含量测定 [4]　　 V G染色切片上 ,胶原纤维呈红

色 ,肌肉呈黄色 ,细胞核呈蓝黑色。 用空军工程研究所研制的

CM IA007型真彩色医学图像分析仪测定胶原含量。 测试物镜

放大 20倍情况下 ,分析仪可选择性计算测量框内胶原的面密

度 (阳性着色物面积占测量框面积之比 ) ,反映胶原含量。 每张

切片随机测试 5个区域 ,取均值。

1. 3. 2　羟脯氨酸含量测定 [5 ]　　采用美国 Beckman公司生产

的高效氨基酸分析仪 6300黄金系统分离测定羟脯氨酸含量。

1. 3. 3　酸性粘多糖含量测定　　 AB染色切片上 ,酸性粘多糖

呈蓝绿色。 用图像分析仪测定酸性粘多糖含量 ,其测试方法与

胶原含量测定相同。

1. 3. 4　形态学观察　　观察术后瘢痕成活情况 ,用药 3周后

取瘢痕组织标本 ,行 HE、 VG和 AB染色 ,在光镜下观察组织结

构变化 ,电镜下观察成纤维细胞形态及细胞器。

1. 4　数据处理
　　实验数据以 x-± s表示 ,组间比较用 Student 's t检验进行

统计学分析。

2　结果

2. 1　 rhuTN F-α对增生性瘢痕组织的影响见表 1

2. 2　形态学观察
2. 2. 1　移植成活情况　　移植裸鼠 16例 ,存活 12例。其中麻

醉过深死亡 2例 ,包扎过紧呼吸抑制死亡 1例 ,感染致死 1例。

2. 2. 2　肉眼观察　　存活瘢痕外观呈淡红或粉红色 ,有光泽

和一定弹性 ;瘢痕四周与裸鼠皮肤连接好 ,无皱缩或翘起 ;高出

周围皮肤 0. 2～ 0. 25 cm ,表面无破溃。 对照组: 3周后瘢痕颜

色、大小、高度无明显变化。 试验组: 3周后瘢痕颜色变白 ,面积

缩小、高度降低均很明显。

2. 2. 3　光镜观察　　对照组:瘢痕表皮平薄 ,真皮层含大量胶
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原纤维束及成纤维细胞。胶原排列紊乱 ,呈结节或涡轮状 ,见图

1。可见少量单核细胞及淋巴细胞存在。真皮层肥厚。皮肤附件

消失。微血管较多 ,呈闭塞或半闭塞状。试验组: 表皮层部分角

化不全。真皮层变薄 ,胶原结节或涡轮明显减少或消失 ,胶原纤

维束排列与表皮趋于平行 ,见图 2。仍可见较多成纤维细胞。微

血管无明显闭塞。

2. 2. 4　电镜观察　　对照组:瘢痕组织透射电子显微镜观察 ,

可见成纤维细胞较多 ,外形不规则 ,有放射状伪足或星形凸起 ;

核膜内陷呈锯齿状 ,胞体大 ,胞质量多 ,粗面内质网丰富并高度

扩张 ,见图 3,提示成纤维细胞功能活跃 .也可见少量线粒体 ,未

见肿胀。试验组:成纤维细胞较少 ,多有明显伪足 ;胞体小 ,胞质

量少 ,粗面内质网较少 ,无扩张 ,见图 4,提示成纤维细胞功能受

抑制。

表 1　 rhuTNF-α对增生性瘢痕组织胶原、羟脯氨酸及
酸性粘多糖含量的影响 ( x-± s )

Tab 1　 The ef fect of rhuTNF-αon collagen, hydroxyproline

and acidic mucopolysaccharide content

of hypertroph ic scar t issues ( x-± s)

Group n Collag en Hydroxypro line Acidic mucopo lysaccharide

Cont ro l 6 0. 4036± 0. 0135　 44. 8233±3. 9229　 0. 2559± 0. 0098　

Test 6 0. 2306± 0. 0214* 23. 0250±4. 2826* 0. 1135± 0. 0125*

* : P < 0. 01 vs contro l

图 1　注射生理盐水 3周后 ,对照组增生性瘢痕组织中胶原纤维排列紊乱 ,呈结节状　 ( HE× 100)

Fig 1　 Three weeks af ter injection of normal saline, collagen f ibers in hypertrophic scar tissues in control

group organized disorderly in the form of collagenous nodules　 ( HE× 100)

图 2　注射 rhu-TNF-α3周后 ,试验组增生性瘢痕组织中胶原结节消失 ,胶原纤维排列规则 ,于表皮层趋于平行　 ( V G× 100)

Fig 2　 Three weeks af ter inj ect ion of rhu-TNF-α, collagen f ibers in hypertrophic scar tissues in test group

organized orderly, and parallel with epidermis layer　 ( V G× 100)

图 3　注射生理盐水 3周后 ,对照组成纤维细胞粗面内质网丰富 ,明显扩张　 ( TEM× 20000)

Fig 3　 Three weeks af ter in jection of normal saline, the fibroblasts in control group have abundant

rough endoplasmic ret icula and dilated　 ( TEM× 20000)
图 4　注射 rhuTNF-α3周后 ,试验组成纤维细胞粗面内质网明显减少 ,无扩张　 ( TEM× 15000)

Fig 4　 Three weeks after injection of rhuTNF-α, the number of rough endoplasmic reticulum of f ibroblast
in test group reduced markedly and without dilatation　 ( TEM× 15000)
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3　讨论

　　增生性瘢痕是人类皮肤深度损伤 (特别是烧伤 )愈

合后的常见后遗症
[1 ]
。其形成机制至今尚不甚清楚。既

往许多报道采用成纤维细胞培养作为研究手段 ,取得

了许多有价值的资料。 但成纤维细胞体外培养脱离了

生物体 ,体内众多影响因素消失 ,故其结果只能为在体

研究提供线索 ,而有赖于在体研究加以证实。因此 ,建

立增生性瘢痕动物模型是至关重要的。 1987年 , Robb

等 [2 ]利用裸鼠的低排异特性 ,将人体增生性瘢痕移植

于裸鼠背部体表。结果瘢痕成活且无排异现象 ,移植物

维持原有结构特征。 1989年 Kischer等
[6 ]
将人体增生

性瘢痕移植于裸鼠皮下包埋 ,亦获成功。移植物观察长

达 240 d,按体积减少计算其退变率仅每天 0. 436% 。

国内刘宏亮等 [3 ]率先报道将增生性瘢痕移植于裸鼠背

部体表 ,获得成功。本实验共移植裸鼠 16只 ,瘢痕存活

12例 ,显示增生性瘢痕裸鼠移植模型是可行的。

　　 TN F-α对胶原代谢的影响 ,各家报道不尽相同。

Thornton[7 ]报道离体培养的人肺和滑膜成纤维细胞 ,

在 TN F-α浓度为 10～ 500 ng /m l范围内促进成纤维

细胞增殖 ,而大于 500 ng /m l则对成纤维细胞表现为

抑制或致死效应。另有离体研究报道 TNF-α可以通过

抑制纤维连接蛋白的产生 ,增加胶原酶合成和前列腺

素 E2产生 ,从而促进蛋白酶产生 ,促进胶原酸性粘多

糖的分解。近年来 ,有学者发现在增生性瘢痕中 ,抗

TN F-α单克隆抗体阳性染色的细胞较正常瘢痕显著

减少 ,认为 TN F-α可能在正常伤口愈合中起重要作

用 ,并提出了 TN F-α减少可能与增生性瘢痕形成相关

的假设 [8 ]。为排除 TN F-α阳性细胞减少可能是由于产

生 TN F-α的细胞 (巨噬细胞和活化 T细胞 )的低功能

活动或 TN F-α抑制剂的存在 , Peruccio等
[9 ]
最近发现

增生性瘢痕中 TN F-αmRNA的量显著减少 ,从而提出

TN F-α合成减少与增生性瘢痕形成有关。本实验采用

重组人 α-肿瘤坏死因子局部注射 ,观察其对增生性瘢

痕的影响。结果显示: rhu TN F-α不仅能有效降低增生

性瘢痕组织中胶原含量 ,图像分析仪胶原相对定量测

定与羧脯氨酸定量测定结果一致 ,而且 rhu TN F-α促

使其组织结构发生明显变化 ,即胶原结节明显减少或

消失 ,代之以胶原纤维与表皮面趋于平行的有序排列 ,

而对照组无明显变化。 增生性瘢痕中胶原沉积明显减

少 ,推测可能与胶原蛋白合成减少有关 ,确切机制有待

深入研究。

　　酸性粘多糖组成成分如透明质酸、硫酸软骨素等

对胶原代谢有显著影响。 Ruoslahti等
[10 ]认为酸性粘

多糖经特异粘合位点粘合于胶原上 ,控制胶原降解速

度。而 Linares早就指出 ,酸性粘多糖能抑制胶原酶分

解作用。本实验结果显示 ,试验组胶原含量显著减少 ,

酸性粘多糖含量亦显著降低。

　　作者认为 ,局部注射 rhu TN F-α能有效减少移植

于裸鼠背部体表的增生性瘢痕组织中的胶原沉积 ,可

能在增生性瘢痕的治疗中有潜在价值。但由于试验组

样本数量不大 ,且 rhuTN F-α注射存在发热、肌肉酸痛

等诸多副作用 , rhuTN F-α能否用于治疗增生性瘢痕 ,

还需进一步研究确认。
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Effects of recombinant human tumor necrosis factor-α on hypertrophic

scars transplanted to nude mice
Tan Wenfeng , Wu Zongyao ( Resear ch Institute of Burns, Southw est Hospital, Third M ilita ry M edical Univ er sity ,

Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objecti ve: To investig ate th e effects o f r ecombinant human tumor necro sis facto r-α( rhu TN F-

α) on the co llag en content in and histomo rpho log y o f postburn hype rtr ophic scar tissues. Methods: Tw elv e

nude mice w ith human po stburn hyper trophic sca r tissues ( 2 cm× 2 cm ) transplanted on to their back and

surviv ed were r andomized into the experimental g roup ( EG) and th e cont rol g r oup ( CG) . For anima ls in EG,

0. 1 ml ( 500 g /ml) rh uTNF-αdissolv ed in no rmal sa line w as injected into the h ypert rophic sca r tissues for 3

tim es a w eek. Fo r tho se in CG, only normal sa line w as injec ted in the same manner. Th e contents of co lla-

gen, hydroxyproline and acidic mucopo ly saccha ride in and the histomo rpho log ical changes of the h ypert rophic

sca r tissues w ere determined 3 weeks la ter. Resul ts: As compa red w ith CG, in EG the contents o f collag en,

hydro xypro line and acidic mucopo ly saccride w ere significantly dec reased. Afte r the injection o f rhuTNF-α,

the h yper trophic sca r tissues became fla tter and smaller. Co llag enous nodules in hyper trophic scar tissues

drastically dec reased o r disappear ed. The num ber o f rough endoplasmic reticulum in fibr obla sts wa s markedly

r educed and no dila ta tion w as seen. Conclusion: rhu TN F-αcan remarkably reduce collagen depo sitio n in hy-

pe rtr ophic sca r tissues, which suggests tha t rhu TN F-αmay be o f po tentia l va lue in tr eating h ypert rophic

sca rs.

　　 Key words　 tumo r necr osis facto r-α; hyper trophic scar; ther apy; nude mouse

　　 (上接 511页 )

非毒性结合状态或随肠粘膜细胞脱落而排出体外。③锌剂对肝

和脑中过量的铜尚有解毒作用。 ④锌剂诱导肠、肝细胞产生的

金属硫蛋白是一种潜在的羟自由基清除剂。 锌剂副作用小 ,仅

见少数病人餐前服发生恶心、呕吐和腹泻。

　　我们坚持用硫酸锌治疗 5例 Wilson病患者 ,不仅临床症

状和异常生化指标明显改善 ,而且能消除患者的颅脑影像学异

常信号和 K- F环 ,这和 Huang等 [3]报告一致。 有报道用青霉

胺治疗 Wilson病 , 3个月内用药者几乎全部缓解 , 2年后用药

者效果差 [4 ]。 本组有 4例病程超过 3个月 ,其中例 4, 2年 5个

月。例 5, 3年。例 2亦有 1年余。但坚持长期服硫酸锌 ,使病程

长、病情危重者的临床症状和颅脑影像学等异常征象均获戏剧

性改善 ;随访 2～ 5年无复发恶化。表明硫酸锌不仅能干预铜的

异常代谢 ,而且可能逐渐驱除体内多年积蓄的铜 ,但亦有人认

为口服锌剂不能阻止肝铜蓄积或反而使症状恶化 [5 ]。我们推测

可能与剂量或其它因素有关 ;另外肝铜增加可能是由于锌剂诱

导肝细胞内金属硫蛋白合成 ,后者结合多量铜呈无毒性状态存

在于肝细胞中 ,以后才随机体负铜平衡的建立 ,肝中积蓄铜才

逐渐降低。

　　值得注意的是由于 Wilson氏病患者出生后即开始铜代谢

障碍 ,铜渐进性沉积于脑、肝、角膜等器官 ,若延误诊断、病程延

长 ,短期内不可能将多年沉积的铜驱出 ,即存在疗效与药物时

间剂量关系。可见 Wilson氏病治疗成功的关键有 3点 ,首先尽

早确诊 ,坚持长期治疗。其次尽早检出症状前患者 ,用锌剂长期

预防性治疗。 另外应避免停药 ,终生忌食高铜饮食。

　　关键词　肝豆状核变性 ;硫酸锌

　　中图法分类号　 R742. 4
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