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烧伤后瘢痕内缺氧环境的变化
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【摘 要】 目的：探讨瘢痕形成和成熟过程中组织内的缺氧状况及其影响因素。方法：采用免疫组化法检测烧伤后

肉芽组织、不同时期瘢痕和正常皮肤中缺氧诱导因子（NVZE!!）和分化群（ORLD）的表达，采用权重方法分别对各组表

皮和真皮的NVZE!!表达结果进行量化，并根据ORLD染色结果进行血管计数。结果：随瘢痕时间的增长，NVZE!!表达

强度逐渐减弱，血管计数逐渐减少，真皮细胞密度逐渐降低。结论：瘢痕中高细胞密度和高细胞活性是形成瘢痕内缺氧环

境的重要原因，缺氧环境的改善，可促进瘢痕成熟，NVZE!!在瘢痕内缺氧环境的改善过程中可能发挥重要作用。
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烧伤后瘢痕是当今临床医学面临的一大难题，

其形成机制尚不明了。影响瘢痕形成的因素很多，

目前研究表明缺氧不仅能促进成纤维细胞分裂增

殖，延长其生存，又能使成纤维细胞合成胶原增

加，并影响胶原酶的表达，而且能调节多种生长因

子的表达，对瘢痕的形成产生重要作用［2］。但是目

前尚无瘢痕形成及成熟过程中缺氧状况研究的报

道。缺氧诱导因子./012（./012）是对缺氧刺
激的特异感受因子［<］，能间接反应组织中的缺氧状

况。789:抗原稳定表达于血管内皮细胞，敏感性
高［9］，能很好地反应微循环状况。本研究通过检测

肉芽组织、各不同时期瘢痕及正常皮肤中./012
和789:的表达，探讨瘢痕组织内的缺氧状况及其
影响因素。

一、材料与方法

2=标本来源及制备：本组患者<>例，男性<2
例，女性:例：年龄最小2?岁，最大9<岁，平均

<?=@A>=@<岁，各组年龄差异无显著性意义，均
为烧伤或烧伤后瘢痕患者（瘢痕疙瘩除外），无其

它合并症，未作特殊治疗。烧伤原因：2B例为火
焰烧伤，C例为热液烫伤。标本均取自上臂或前
臂，肉芽组织在植皮术中获得，2月"D月瘢痕取
于第一次皮肤针治疗术中［2］，其余标本均取于整形

术中，部分患者在瘢痕的不同时期手术，取标本多

次。根据烧伤创面愈合后的时间，将标本分为D
组，每组B个标本：#正常皮肤；$烧伤后2月内
的创面肉芽组织；%愈后2月"9月的瘢痕；&愈
后:月"D月的瘢痕；’愈后C月"2<月的瘢痕；

(愈后大于2年的瘢痕。所有标本取材后立即以

2?E的中性福尔马林液固定，然后脱水，石蜡包
埋，分批切片。

<=主要试剂：鼠抗人789:单克隆抗体（即
用型），FG试剂盒，8HI显色试剂盒，购自北京
中山生物技术有限公司。兔抗人./012!多克隆
抗体（2J2>?稀释），FHI7试剂盒，购自武汉博士
德生物工程有限公司。

9=免疫组化染色方法：载玻片以多聚赖氨酸

处理，石蜡切片，二甲苯脱蜡，高压法抗原热修

复，然后按试剂盒说明书进行实验，9E的过氧化
氢及封闭血清孵育后，依次加入一抗（加GIF作
阴性对照）、生物素化二抗及辣根酶标记链霉卵白

素（F1H).KG）或链霉亲和素—过氧化物霉复合
物（FHI7），以上每步骤前均以磷酸缓冲液
（GIF）充分浸洗标本，最后以8HI显色，苏木素
复染，常规脱水，封片。

:=结果判断：./012!阳性细胞半定量：光
镜下观察，按染色的深浅（信号强度）分为9级：
棕黑色为强阳性“LLL”，棕黄色为阳性“L
L”，浅棕色为弱阳性“L”。表皮和真皮分别进行
半定量。表皮层随机取>个2)<M（M为高倍视野直
径）长表皮进行阳性细胞计数，将阳性细胞选定在

各个级别中，用权重方法将全部阳性信号进行量

化，即“LLL”乘9，“LL”乘<，“L”乘2。
权重量化的数字能反映该段表皮的相对信号强度，

取>个表皮段的平均值作为该标本的相对信号强
度。真皮层取相应于表皮的>个位置，每个位置由
浅到深取9">个高倍视野，每个视野观察>?个细
胞，阳性细胞亦采用权重方法进行量化，求其平均

值作为该位置的相对信号强度。取>个位置的平均
值作为该标本真皮的相对信号强度。将各组B例标
本的相对信号强度计算均数和标准差。

789:阳性血管计数：光镜下观察，染成棕黄
色的单个内皮细胞、细胞丛及血管腔作为一个血管

计数，注意排除与内皮细胞形态明显不一样的炎性

细胞及晚期瘢痕成纤维细胞。于靠近瘢痕、皮肤表

皮及肉芽膜随机取>个位置，每个位置由浅到深取

9">个高倍视野，求其平均值，作为该位置计数，
然后取>个位置的平均值作为本片血管计数。将各
组B例标本的血管计数分别计算均数和标准差。

>=统计学处理：统计数据以均数A标准差（6
A’）表示，采用FGFF2?=?统计软件包对所得数
据进行方差分析和直线相关分析，G!?=?>为有统
计学意义。
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二、结果

!"#$%&!!在肉芽组织、各期瘢痕和正常皮肤
中的表达：图!’"!(显示，肉芽组织中中性粒细
胞、巨噬细胞呈强阳性表达，血管内皮细胞和成纤

维细胞呈阳性表达。瘢痕中表皮层主要表达于基底

层细胞和部分棘层、颗粒层细胞。真皮层成纤维细

胞、内皮细胞和炎性细胞均有表达，主要表达于!
月")月和*月"+月组瘢痕组织中，且表皮下血
管丰富区成纤维细胞为弱阳性或阴性，而深层成纤

维细胞则基本为阳性。+月后组瘢痕和正常皮肤组
真皮层中基本无表达。!月")月组瘢痕成纤维细
胞核肥大，染色深，多呈短梭状，*月"+月组瘢
痕深层成纤维细胞较多且呈长条形或空泡状，此两

组成纤维细胞均呈星罗均匀分布状态，平均细胞密

度高。而+月后组瘢痕及正常皮肤成纤维细胞核中
等大小，多为梭形，呈聚焦状分布于血管、汗腺周

围，平均细胞密度较低。各组表达的相对信号强度

见表!。

表! 各组血管计数及#$%&!!表达的相对信号强度
组别 血管计数 表皮#$%&!! 真皮#$%&!!
创面肉芽组织 !,"+)-!"., /."..-+")) /."..-+"))
!")个月瘢痕 +"0,-!"+1! )!"+)-0"+0! +."..-)"+2!

*"+个月瘢痕 +"..-!",, 0*"+)-,"!,! +,"0,-)",*
1"!0个月瘢痕 +"0,-!"0. 00"+)-)".! ."+)-0"/1!

大于!年瘢痕 )"22-2"1+! !)"..-)".)! )"+)-0"!)"

正常皮肤 0"+)-2"/0 ,"!)-*")+! 0"!)-!"+*

注!：组间比较结果为：!与上一组比较，!#2"2!；"与上一
组比较，!#2"2,。

0"血管计数与表皮#$%&!!间342"/2*，高度正相关（!#
2"2!）；血管计数与真皮#$%&!!间342"1/*，高度正相
关（!#2"2!）。

0"肉芽组织、各期瘢痕和正常皮肤中血管计
数：图0’"0(显示，肉芽组织和瘢痕中血管内皮
细胞，特别是深层血管内皮细胞大部分肥大，凸向

管腔，而正常皮肤血管内皮细胞较扁平，血管内膜

光滑。肉芽组织和!年内瘢痕血管呈散点状均匀分
布或条索状分布，而!年后瘢痕和正常皮肤则呈聚
散状分布。各组血管计数及与#$%&!!表达强度
的关系见表!。
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三、讨论

组织内缺氧环境的形成是供氧与耗氧之间失衡

的结果。供氧离不开局部微循环血流状况，与微血

管数、微血管通畅程度及细胞外基质对氧气的通透

性有关。耗氧则与细胞密度和细胞功能状态相关。

!"#$%是缺氧条件下广泛存在哺乳动物和人体内
的一种转录因子，具有异源二聚体结构，由!"#$
%!和!"#$%"两个亚单位组成。!"#$%"分子量
为&%’(#&)’(，与异源二聚化及稳定!"#$%有
关。!"#$%!分子量为%*+’(，是!"#$%的氧调
节亚单位，它决定!"#$%的活性，当细胞氧浓度
降低时，!"#$%!蛋白水平呈指数增加［)、,］。因此，

!"#$%!的表达强度能间接反应细胞的缺氧状况。
本研究结果表明，炎性细胞、表皮细胞、毛囊

与汗腺细胞、内皮细胞及成纤维细胞等均能表达

!"#$%!。在瘢痕形成到成熟过程中，!"#$%!表
达呈明显的由强到弱趋势，反映出其缺氧状况逐渐

改善的规律。通过血管计数亦可发现其血管数目逐

渐减少的规律。按常理，血管数目少，才会出现缺

氧环境，因此，瘢痕中缺氧环境的形成并非完全由

血管数目决定。-./012通过测量培养中的成纤维
细胞周围的氧张力发现细胞表面氧张力与细胞密度

和细胞活性等因素有关［3］。本研究结果表明肉芽组

织和%月#4月组瘢痕中!"#$%!表达最强，同时
也是细胞密度最大，核染色深，细胞功能最活跃

时，但血管密度并不低。随着瘢痕的成熟，细胞密

度逐渐降低，!"#$%!的表达亦逐渐减弱。因此，
在瘢痕形成过程中，细胞增殖，活性升高对缺氧环

境的形成起重要作用。

!"#$%作为对缺氧的特异感受因子，其基本
作用是对缺氧产生适应性反应，调节氧平衡。它可

诱导血管内皮细胞生长因子（567#）表达，从而
促成血管生成［*］。本研究发现，瘢痕形成和成熟过

程中，!"#$%!表达强度与血管数均呈逐渐减小的
关系，反映出!"#$%调节血管生成的作用。肉芽
组织和瘢痕中内皮细胞凸向管腔，管腔不通畅，均

是新生血管的表现，其功能尚不完善，因此，不能

仅凭血管数目反映微循环状况。肉芽组织和早期瘢

痕中血管数目虽多，但不成熟，组织中仍缺氧严
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重。随着血管的成熟，包括血管壁改建，管腔由堵

塞状变为通畅状，及空间位置由散点状、条索状到

聚散状、树枝状分布。瘢痕内缺氧环境才真正得到

改善。

!"#$%&’认为瘢痕中内皮细胞增殖和堵塞微血
管管腔是造成瘢痕内缺氧环境的原因［(］。根据本研

究结果，认为高细胞密度、高细胞活性是缺氧环境

形成的重要原因，而内皮细胞增殖凸向管腔是内皮

细胞对缺氧的反应，是新生血管的表现。随着新生

血管的成熟和缺氧环境的改善，内皮细胞呈现正常

形态，瘢痕亦走向成熟。

)&*&+,-认为，./012!通过诱导3450和

678等基因转录产生既能使缺氧细胞存活，又能使

那些不能适应的缺氧细胞凋亡的作用［9］。本研究发

现:月";月组瘢痕深层成纤维细胞数目增多，核
多呈长条形或空泡状，与其它组成纤维细胞形态明

显不同，表达./012!较多，而(月"29月组成
纤维细胞密度降低，./012!表达基本为阴性。因
此瘢痕成熟过程中，成纤维细胞数目的减少，可能

与./012!诱导的细胞凋亡有关。./012!诱导
细胞凋亡，减少细胞密度，抑制细胞活性，从而降

低耗氧量及瘢痕的缺氧环境。

综上所述，肉芽组织、瘢痕中高细胞密度和高

细胞活性是形成瘢痕缺氧环境的重要原因。随着缺

氧环境的改善，瘢痕逐渐走向成熟。./012!可能
既通过诱导3450等血管生成因子表达，促进血
管生成和成熟，改善微循环，完善供氧系统，又通

过诱导678等基因表达，促使细胞凋亡，减少细胞

数目，抑制细胞活性，降低耗氧量，故在瘢痕内缺

氧环境的改善过程中发挥重要作用。
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#小资料#

我国期刊论文位居世界第五位

本刊讯：据“中国科技论文统计与分析年度研究报告”报道：9>>9年被国际上三大检索系统
（)A/、4/、/)T6）收录的我国期刊论文，共计((8Q7篇，比9>>2年增加29?;Q篇，增长率为

2Q<QY，比世界科技论文总量的增长率高92<Q个百分点，占世界科技论文总量2::29Q;篇的

7<8(Y，提高了><Q(个百分点，仅在美国、日本、英国和德国之后，位居世界第五位。
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