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胸腺素134基因片断mRNA在人瘢痕及
皮肤组织中的表达定位。

翟晓梅 聂兴举秦泽莲”赵 霞 李健宁

(北京大学第三医院成形外科，北京1000s3)
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·基础研究·

【摘要】 目的研究胸腺素陋(thymosin陋，TB4)基因片断mRNA在人包皮及其他部位正常皮肤、瘢痕疙瘩、增生性瘢

痕组织中的表达，探讨其表达与病理性瘢痕发生的相关性。 方法采用地高辛标记T即基因片断[BM005698(EST)基因]

探针，利用组织切片的原位杂交技术显示T即mRNA的表达，分别进行定性和体视学半定量分析4组标本的TB4表达情况。

结果TIM基因片断的mRNA在大部分包皮及其他部位正常皮肤、增生性瘢痕、瘢痕疙瘩中表达，瘢痕疙瘩的成纤维细胞表

达T弘的阳性标本比率(2／10)仅为包皮(8／10)的25％，为其他部位正常皮肤(7／10)的28．6％，其真皮的表达多于表皮；T陋

在成纤维细胞、血管内皮细胞、巨噬细胞中表达较多。表达阳性标本真皮的平均光密度值，T134基因片断在瘢痕疙瘩的表达为
0．03 4-0．01，比它在正常皮肤0．09 4-0．03和增生性瘢痕0．09±0．02的表达分别明显减少(P=0．000；P=0．000)；包皮组T阳

基因表达为0．30±0，08，比其他部位正常皮肤增高231．5％(P<0．001)。4组的积分光密度值分析结果与平均光密度值比较

结果基本相同。TB4基因在增生性瘢痕组中的表达阳性率(3／10)与包皮外其他部位正常皮肤中的表达差异不显著，但4组的

表达量均存在显著差异；Tp4表达量在包皮组中最高，在其他部位的正常皮肤和增生性瘢痕中次之，瘢痕疙瘩表达最少。

结论T酗基因片断mRNA在瘢痕和正常皮肤中均有表达。TIM基因片断在瘢痕疙瘩中表达减少，在包皮中表达增加，说明

TB4基因片断可能涉及瘢痕疙瘩形成的病理机制，可能是一个影响瘢痕疙瘩的重要因素。

【关键词】 胸腺素134；瘢痕疙瘩；增生性瘢痕；皮肤；原位杂交
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Location of Thymosin弘mRNA Expression in Scars and Skins Zhai Xiaomei，Ⅳ如Xingju，qin Zelian，et a1．Department of
Plastic Surgery，Peking University Third Hospital，Bering 100083，China

【Abstract】 Objective To investigate the expression of thymosin阻in the foreskin，normal skin(except the foreskin)，

hypertrophic scar，and keloid，and its relationship to pathological scars． Methods In situ hybridization was applied to detect the

expression of thymosin即mRNA[with the probe of BM005698(EST)gene marked by digoxin]in four groups：foreskin，normal skin

(except the foreskin)，hypertrophic scar。and keloid．Both qualitative and semi-quantitative analysis were performed． Results

Thymosin弘mRNA was expressed in all the four groups．The proportion of thymosin弘mRNA expression in the keloid was 2／10，

which was 25％of that in the foreskin(8／10)，and was 28．6％of that in the normal skin(7／10)．The positive rate of thymosin B4

mRNA expression in the dermis was hiSher than that in the epidermis；and was high in fibroblasts，intravaseular endothelial cells。and

maerophages．The mean OSD of the positive samples was 0．03 4-0．01 in the keloids，which was significantly lower than that in the

normal skins(O．09 4-0．03)and hypertrophic scars(0．09 4-0．02)(P=0．000 for both)．Compared with the normal skins，the

expression increased by 231．5％(P<0．001)in the foreskins(0．30±O．08)．The accumulated value of OSD in the four groups was

similar to the mean OSD．No significant difference existed in the expression of thymosin 134 mRNA between the normal skins and

hypertrophic scars(3／10)．However，compared with these two groups，the expression was significantly higher in the foreskins，and

significantly lower in the keloids． Conclusions Thymosin B4 mRNA is expressed in both nornlal skins and scars．The level of

expression is decreased in keloids，but is increased in foreskins，indicating that thymosin B4 play a role in keloid formation．

【Key Words】Thymosin B4； Keloids；Hypertrophic scar； Skin； In situ hybridization

随着生物技术的迅速发展，人们越来越重视瘢

痕疙瘩和增生性瘢痕发生的生物学机制，研究表明

瘢痕发生可能与某些基因相关。我们前期实验构建

了瘢痕疙瘩和增生性瘢痕的消减杂交cDNA基因文

库⋯，从瘢痕疙瘩下调基因文库中得到了

·国家自然科学基金资助课题(30170971)

．．通讯作者

BM005698(EST数据库)号基因片断。它在瘢痕疙

瘩组织中表达减少，初步提示其与瘢痕疙瘩形成负

相关。该基因与胸腺素B4基因部分序列有高度同

源性。因此，我们在皮肤和瘢痕组织对胸腺素B4

(thymosin t34，简称T[34)基因片断进行定位研究。
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本实验检测了T134基因片断在正常皮肤、增生性瘢

痕和瘢痕疙瘩组织中的mRNA表达，验证其与瘢痕

形成的关系，并对其作用机制进行初步探讨。

1材料与方法

1．1组织取材

经患者知情同意，检测标本取自北京大学第三

医院成形科门诊及病房手术病人。瘢痕组织为切除

的病变组织，正常皮肤来源于除皱术、巨乳缩小、重

睑术等病人切除的组织。

1．2实验分组

病理标本分为4组。包皮组：10例；包皮外其

他部位正常皮肤组10例；瘢痕疙瘩组lO例；增生性

瘢痕组10例。实验对照设立阴性对照(以加未标

记探针的预杂交液代替杂交液，其余同实验组)和

阳性对照(以地高辛标记的p一肌动蛋白，即p-actin

探针代替目的探针)。

1．3切片制作
用RNA实验取材的专门处理的手术器械，将组

织在离体后10 rain之内切成1 em3小块，迅速置于

液氮中；取出组织块，冰冻切片机连续切片，厚度8

trm；室温干燥30 rain。

1．4探针制备

我们建立的瘢痕疙瘩和增生性瘢痕的消减杂交

eDNA基因文库的瘢痕疙瘩下调基因文库中的

BM005698(EST)号基因片断序列如下：5’一
ACATTCCACAAGCA7兀’GCCTTC7兀’A1'r【TTAC’n’cTT．

TrAGCTGT丌’AACTTTGTAAGATGCAAAGAGGlTrGG．

ATCAAGTTTAAATGACTGTGCTGCCCCTrTCACATC—

AAAGAACTACTGACAACGAAGGCCGCGCCTGCCTT．

TCCCATCTGTCTATCTATCTGGCTGGCAGGGAAGGA．

AAGAACTTGCATGTTGGTGAAGGAAGAAGTGGGGT-

GGAAGAAGTGGGGTGGGACGACAGTGAAATCTAGA．

GTAAAACCAAGCTGGCCCAAGGTGTCCTGCAGGCTG．

TAATGCAG7n：’-I'AATCAGAGTGCCAT兀TIf】[-I．兀TGTT—

CAAATG^TmAATI．ATTGGAATGCACA A Tr【1哪A．
ATATGCAAATAAAAAGTTrAAAAACTI．AAAAAAAA．

GAAAAAAAAAAAAAAAAAAA一3’。该基因片断与

胸腺素B4基因部分序列高度同源。将前期实验获

取的胸腺素B4基因片断[BM005698(EST)基因克

隆]和B．actin质粒进行提取，采用Promega公司
EcoR I内切酶试剂盒按说明进行酶切，回收及纯化

质粒，最终所得质粒采用地高辛探针标记显色试剂

盒(Roche公司，美国)进行地高辛(简称DIG)标记，

经效率检测，获得合格的Tp4 DNA和B—actin探针。
1．5冰冻切片的原位杂交

采用美国罗氏公司的原位杂交试剂盒，按说明

操作。．一80℃冰箱中取出玻片，充分干燥；蛋白酶

K(10 ms／m1)消化1—2 rain。探针置于80℃变性
10 rain。每张玻片加预杂交液30“1，置于42℃湿

盒内杂交1 h。弃去预杂交液，加杂交液30¨1，42
℃湿盒内杂交16 h。弃去多余杂交液，2×SSC(3

mol／L NaCI，0．3 mol／L柠檬酸)、60％甲酰胺／O．2

×SSC、2×SSC依次摇洗5 rain。

室温下作免疫检测。用缓冲液I浸洗5 rain；封

阻30 rain；按照1：200用阻滞液稀释碱性磷酸酶的

抗地高辛抗体，每个样本加30斗l孵育120 rain；缓

冲液I洗5 rain，2次；缓冲液Ⅱ洗10 rain。将BCIW
NBT(5一溴一4一氯一3吲哚磷酸二钠盐／氯化氮蓝

四唑)以I：40比例用缓冲液Ⅱ稀释，每个样本加30

恤l，在37℃避光显色16—20 h。

1．6结果观察及图像处理

覆盖切片后在光镜下观察结果，尽量避免人为

因素影响。对比阴性对照及阳性对照观察结果，在

细胞胞浆内出现紫蓝色颗粒为阳性；反之，则为阴

性。首先定性分析4组标本T酣是否表达，每例标
本观察3—5张切片，镜下观察切片全部视野寻找阳

性反应信号。高倍镜下重点观察成纤维细胞、血管

内皮细胞、巨噬细胞表达TB4的情况，细胞表达T[34

的阳性样本比率的组间差异采用卡方检验，两两比
较采用Fisher精确概率法。

表达阴性的标本不再进行半定量分析。对各组

表达阳性的标本(样本数见表2)进行体视学半定量

分析。采用麦克奥迪图像技术有限公司CMIAS系

列——多功能真彩色病理图像分析仪器系统，应用

北京航空航天大学图像处理软件，对原位杂交信号

进行体视学分析，每例切片选取3个视野采集平均

光密度和积分光密度数据。应用SPSSl3．0分析软

件作统计学处理，以方差分析检验组间差异，采用
Post Hoe Tests行两两比较，P<0．05为有统计学意
义。

2结果

光镜下，T[34 mRNA在大部分人的包皮及其他

部位正常皮肤(图I，3)、增生性瘢痕和瘢痕疙瘩(图

2)组织中均有表达。真皮的阳性信号明显强于表

皮(图1)，毛囊内根鞘的阳性信号较强(图1)，在胶

原基质中也有T134阳性反应信号。T即在成纤维
细胞(图I，2)、血管内皮细胞(图2)、巨噬细胞(图

3)中表达较多(表1)。

对4组标本进行定性分析，TB4 mRNA在各组

标本的成纤维细胞、血管内皮细胞、巨噬细胞中表达

阳性的标本比率见表1。瘢痕疙瘩的成纤维细胞表

达TB4的阳性标本比率仅为包皮的25％(P<

0．05)，2组差异有统计学意义；比较成纤维细胞阳

性率，虽然瘢痕疙瘩比其他部位正常皮肤和增生性

瘢痕的也减少71．4％和33．3％，然而，同4组的其

他细胞表达TIM的阳性标本比率一样，差别未表现

出统计学意义。

各组表达阳性的标本真皮的积分光密度值和平

均光密度值的数据详见表2。数据经方差齐性检

验，积分光密度值为方差齐性资料，平均光密度值方

差不齐，采用lg转换后为方差齐性资料。平均光密

度值的方差分析结果，T[34基因片断在瘢痕疙瘩的

  万方数据
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表达比它在包皮、其他正常皮肤和增生性瘢痕的表

达分别减少90．5％(P<0．001)、68．5％(P=

0．001)和68．2％(P<0．001)。这一结果说明T134

在瘢痕疙瘩组织中的表达量要显著低于其在正常皮

肤和增生性瘢痕组织中的表达量。包皮组的T134

基因表达的平均光密度值较其他部位正常皮肤组之

值增高231．5％(P<0．001)。4组的积分光密度值

·1219·

分析结果与平均光密度值比较结果基本相同。结果

显示，T134在增生性瘢痕组中的表达与在包皮外正

常皮肤中的表达无显著差别；其他各组的T134基因

表达量均存在显著差异。T134基因表达量在包皮组

中最高，在其他部位的正常皮肤或增生性瘢痕中次

之，瘢痕疙瘩表达最少。

圈1 T阳在正常皮肤组织中的表达 T毛囊内根鞘。▲成纤维细胞地高辛标记原位杂交染色 x100圈2 集中在癫痕疙瘩

血管周围的TB4阳性反应 T血管。血管内皮细胞。▲成纤维细胞地高辛标记原位杂交染色 x400图3 T彤在包皮巨噬细

胞中的表达 T巨噬细胞地高辛标记原位杂交染色苏木素复染x400

表1 4组胸腺素阴表达的阳性率比较

表2胸腺素p4 mRNA在皮肤和瘢痕真皮

表达的原位杂交光密度比较

3讨论

T134是1981年Low等¨1从胸腺素组分5中分
离得到的由43个氨基酸残端构成的多肽，具备多种

生物学功能，与创面愈合¨’4】、肿瘤转移"’61、神经发

育⋯有关。以往研究发现T134广泛存在于多个物
种的多种组织和多种细胞中，非网状内皮系统的细

胞如成纤维细胞、肌成纤维细胞也能合成T134¨。。

我们的Northern Blotting(待发表资料)和RT-PCR实

验一1表明T134基因片断在增生性瘢痕中的表达高
于在瘢痕疙瘩中的表达，本实验经原位杂交发现它

主要在成纤维细胞、巨噬细胞、血管内皮细胞中表

达。T134基因片断在瘢痕疙瘩中的表达低于其在增

生性瘢痕及正常皮肤中的表达，提示T134与瘢痕疙

瘩发生相关。T134在人类皮肤中的表达情况及与瘢
痕形成的关系尚未见文献报道。

本实验研究表明：T134基因片断mRNA在人正

常皮肤真皮组织中的表达明显多于表皮的表达，这

与Malinda等口1在大鼠全层皮肤缺损的实验研究中

所发现的T134主要在角质形成细胞中表达的情况
明显不同。我们考虑可能有三方面原因：①物种的

差异，虽同属于哺乳类动物，但大鼠皮肤结构毕竟和

人类存在一定差异。②我们检测的是基因片断的

mRNA表达情况，Malinda等乃是免疫组化实验的蛋

白结果，基因和蛋白的表达可能有所不同。③实验

对象的机体状态不同，我们研究的是皮肤在正常状

态下T134的表达情况，而Malinda等反映的则是在

创伤过程中，在局部或全身给予T134的治疗的情
况。我们的实验结果为什么与Malinda的实验有所

不同，有待进一步的实验研究。

本研究表明经原位杂交发现T134基因片断在

包皮中的mRNA表达高于在其他部位正常皮肤中

的表达，主要在成纤维细胞、巨噬细胞、血管内皮细

胞中表达。包皮组织色素颗粒较多，却是不易产生

瘢痕疙瘩的部位。T[34在包皮组织的成纤维细胞、
血管内皮细胞、巨噬细胞中表达较在其他部位的皮

肤中表达增加。我们推测T134基因可能涉及包皮

不易产生瘢痕疙瘩的机理。在伤口愈合时候，T134

的增高会加速内皮细胞的分化与移动，很快形成新
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生血管，迅速完成创伤愈合过程，因而减少瘢痕疙瘩

的发生。

根据实验结果，综合以前的文献报道，我们推测

Tp4在瘢痕疙瘩形成中是一抑制因素，其可能通过
以下机制起作用：①加速血管形成¨⋯，促进创面愈

合：T134加速创面愈合的作用影响瘢痕发生的机理
还不清楚，Goodall等¨¨研究表明肌成纤维细胞和

成纤维细胞株可分泌有活性的T134，在活性较高的

细胞中，TB4分泌增加；TB4可以增加内皮细胞在基

质中的黏附与扩散，刺激人类脐静脉内皮细胞的迁

移¨⋯；可以通过组织中的谷氨酰胺转移酶与纤维蛋

白和胶原蛋白交联，影响其运动[131。T134可诱导内

皮细胞的分化增殖，加速内皮细胞的迁移，加速创面

的愈合，迅速完成愈合过程。②通过成纤维细胞发

挥作用：T134可以通过影响G．actin与F-actin之间
的转化而影响到细胞的形态及运动。维持细胞正常

形状对细胞的增殖分化是非常重要的，细胞表面的

接触和细胞形状的改变，都是通过细胞骨架成分，把

信息传导至核内而引起细胞一系列生物化学反

应¨“。我们推测由于T134的表达减少，使从丝状结

合蛋白向单体状态的肌动蛋白的转化障碍，微丝不

能很好地解聚，微丝大量沉积，从而影响细胞的移动

与排列，最终引起细胞的无序排列，导致瘢痕形成。

③通过抑制免疫反应及细胞凋亡发挥作用：巨噬细

胞能分泌多种生长因子，如：PDGF、FGF、TGF—B、

TNF等，刺激成纤维细胞及毛细血管增生，诱发瘢痕

疙瘩形成。巨噬细胞还释放IL．10t和IL-IB，诱导炎

症细胞黏附和迁移，释放各种蛋白水解酶，在ECM

降解中起重要作用Ds]。T134有抑制炎症细胞的趋
化作用¨6|，可通过抑制巨噬细胞的迁移，减轻机体

的免疫反应，从而抑制瘢痕疙瘩的生成。目前，已有

许多研究证明细胞凋亡参与了肉芽组织到瘢痕的塑

形过程Ⅲ-，同时亦有人证明瘢痕疙瘩中的细胞凋亡

减少；在瘢痕组织中，成纤维细胞的增殖和凋亡构成

了一个动态平衡¨“，而T[34可能通过影响细胞的凋

亡而参与了瘢痕的发展。(查)T134可能通过细胞因子
发挥作用。Varedi等¨纠研究认为，细胞骨架微丝结

构情况决定了转化生长因子(TGF．131)、胶原酶和基
质金属蛋白酶一1(MMP-1)抑制因子的基因表达。

在创面修复过程中起重要作用的TGF．131，是通过细

胞微丝结构发挥作用的，而T134是最主要的肌动蛋

白隔绝蛋白，它可能通过对微丝单体的结合，抑制了

TGF的生物学功能，从而抑制了成纤维细胞的分化

增殖与胶原蛋白的分泌，减少瘢痕形成。

我们的实验结果已提示T[34与瘢痕疙瘩形成

有关，我们推测其可能是瘢痕疙瘩的负性调控因素。

但是两者之间究竟是何作用关系还存在着许多疑

问。例如：T134在瘢痕形成过程中的变化规律是怎

样的?T134的诸多功能中到底是哪种功能影响了瘢

痕疙瘩的生成?它在瘢痕中的作用机制如何?它与

其它瘢痕相关因素怎样相互作用?要说明T[34与
瘢痕之间的作用关系，还有待进行更多的研究工作。
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