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摘要  目的:探讨兔耳增生性瘢痕动物模型形成过程中成纤维细胞增殖活性的动态变化及 595nmVbeam 激光照射的影响。

方法:利用兔耳腹侧面建立增生性瘢痕模型, 按不同时间段取材, 采用免疫组织化学方法观察瘢痕形成不同时期增殖细胞核抗原

( PCNA)蛋白的表达, 对比研究在兔耳增生性瘢痕形成过程中 595nmVbeam 激光照射对成纤维细胞增殖活性的影响。结果: 上皮

化后增殖细胞核抗原阳性细胞反应率随时间推移逐渐增高, 至上皮化后 4周达高峰。从上皮化后 1 周开始即可见到 595nmVbeam

激光照射后增殖细胞核抗原蛋白表达较对照组明显减弱, 成纤维细胞增殖活性受到明显抑制, 两组差异具有极显著性( P< 0.

01)。结论: 595nmVbeam 激光照射可明显抑制兔耳增生性瘢痕成纤维细胞的增殖活性, 对兔耳腹侧面增生性瘢痕有明显的防治

作用。
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ABSTRACT Objective: To observe the dynamic change of the proliferative activity of fibroblasts in the hypertrophic scarring models in rabbit ears

and investigate the influence of 595nm Vbeam laser on them. Methods: 20 white rabbits were used to establish the models of hypertrophic scar in

ears, the material was taken on different time, studying the changes of fibroblasts with 595nm Vbeam laser irradiation and comparing with the con-

trols during the process of forming hypertrophic scars, and the expression of proliferation cell nuclear antigen ( PCNA) protein was detected by im-

munohistochemical method. Results: The expression of PCNA increased gradually after re- epithelization, and the peak of the expression of PC-

NA was at 4th week. The expression of PCNA in the 595nm Vbeam laser irradiation group was obviously weaker than that in the control group

since one week after re- epithelization ( P< 0. 05) . There was significant difference between the two groups( P< 0. 01) . Conclusion: 595nm

Vbeam laser irradiation can inhibit the proliferative activity of fibroblasts in hypertrophic scars of rabbit ears, which has obvious effect on prevent-

ing and treating hypertrophic scars.
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前言

瘢痕形成是美容医学临床上的一个常见问题, 是烧伤或

手术等创伤后常见的并发症, 但目前没有一种治疗可以从根

本上阻止瘢痕的发生或者获得令人满意的疗效。Vbeam 激光

是一种波长为 595nm 的脉冲染料激光, 近年来脉冲染料激光

应用于临床治疗各种血管性病变的同时, 发现其对瘢痕有一

定作用。本实验通过建立兔耳增生性瘢痕模型做实验对象,

在瘢痕形成过程中动态观察成纤维细胞增殖活性的变化及

595nm Vbeam 激光照射的影响, 探讨激光对增生性瘢痕的防治

作用。

1  材料和方法
1. 1 材料:

1. 1. 1 实验动物: 日本大耳白兔 20 只,雌雄不限, 体重 1. 5~

2. 0kg, 由哈尔滨医科大学附属第二医院实验动物中心提供[许

可证号 SCXK(黑) 20020002]。

1. 1. 2 主要试剂: Ñ抗鼠抗兔 PCNA 单克隆抗体、Ò抗羊抗鼠

IgG抗体- HRP多聚体、DAB显色试剂盒均购于北京中杉金桥

生物技术有限公司。

1. 1. 3  主要仪器设备: 595nm Vbeam 激光血管治疗仪(美国

CANDALA公司生产) ; OLYMPUS 光学显微镜。

1. 2  实验方法:

1. 2. 1 建立动物模型: 大耳白兔分笼饲养 2天后, 按文献报道

方法建立增生性瘢痕动物模型, 即在 3%戊巴比妥那耳缘静脉

注射麻醉下,取俯卧位,用圆形钻刀在每只兔耳腹侧面沿长轴

避开可见血管,各做 4 个直径 6mm 的圆形全层皮肤缺损创面,

深达软骨表面,每个创面间隔 2cm 以上,共做 160 个。术后常
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规抗感染,自由进食。术后 21 天, 160 个创面中有 103 个创面

愈合突出于皮肤表面,即形成增生性瘢痕。

1. 2. 2  实验分组:创面上皮化后切取一组增生性瘢痕 8 处( A

组) , 然后将形成的增生性瘢痕随机分为两组,分别为激光治

疗组和对照组。激光治疗组在创面上皮化后开始进行激光照

射,采用 Vbeam激光血管治疗仪,波长 595nm,本组采用的治疗

参数是光斑直径 7mm, 发射频率 1. 5Hz,脉宽 1. 5- 6ms, 能量密

度7- 11J/ cm2,动态冷却发射时间和间隔时间均为 30ms。开

始时每周照射一次, 一个月后改为每两周照射一次, 共两个

月。对照组不进行治疗。

1. 2. 3  标本取材及处理:在上皮化后 1, 2, 4, 6, 8 周分别切取

两组增生性瘢痕各 8 处 ( B, C, D, E, F 组) , 加上上皮化后切取

的一组瘢痕, 共计取材 88 处。各组组织均 4%多聚甲醛固定

48h后常规脱水, 石蜡包埋,拟行 PCNA蛋白测定。

1. 2. 4 观察指标: PCNA 蛋白测定应用常规 2 步免疫组化法,

按试剂盒说明书操作。以 PBS 代替一抗作为阴性对照, 细胞

核内含有棕黄色颗粒者为阳性细胞。在 400 倍光镜下观察结

果,每张切片找 5 个阳性细胞最多的视野进行计数, 阳性细胞

反应率( % ) = 阳性细胞数/细胞总数@ 100% ,结果取均数。

1. 2. 5 统计学分析: 每组样本数据用均数 ? 标准差即 (�x ? s)

表示, 采用SPSS 软件进行统计学处理,使用配对 t检验,以 P<

0. 05 为有显著性差异。

2  结果

纳入实验大耳白兔 20 只, 实验中无脱落, 全部进入结果

分析。免疫组化染色可见表皮基底细胞层, 棘细胞层,颗粒层

和大量真皮成纤维细胞及真皮血管内皮细胞较多增殖细胞核

抗原阳性表达。上皮化后增殖细胞核抗原阳性细胞反应率为

18. 33% ,以后随时间推移逐渐增高, 至上皮化后 4 周达高峰。

从上皮化后 1周开始可见激光治疗组增殖细胞核抗原蛋白表

达较对照组减弱, 经统计学处理,两组差异具有极显著性( P<

0. 01) , 具体见表 1。上皮化后 4 周,对照组增殖细胞核抗原表

达见图 1, 激光治疗组增殖细胞核抗原表达减弱见图 2。

表 1  两组兔耳增生性瘢痕增殖细胞核抗原的表达(�x ? s, % )

Table 1 Comparison of the expression of PCNA of hypertrophic scars in the two groups

组别 上皮化
上皮化后时间(周)

1 2 4 6 8

对照组 18. 33? 1. 10 27. 66 ? 1. 51 38. 94 ? 2. 85 64. 26 ? 4. 23 46. 83 ? 3. 58 28. 16? 1. 87

激光治疗组 25. 36? 1. 55* 32. 26 ? 2. 53* 41. 93 ? 3. 66* 30. 19 ? 2. 09* 20. 75 ? 1. 76*

  与对照组比较, * P< 0. 01; Compared with cont rol group,  * P< 0. 01

3  讨论
创伤修复过程中,由于全身和局部因素的影响, 常可导致

细胞外基质( ECM )过度沉积和胶原降解减少而形成增生性瘢

痕或瘢痕疙瘩,不仅严重影响外貌和功能, 也会造成患者心理

的异常。目前对于增生性瘢痕的治疗方法很多, 用于防治瘢

痕的药物研究也非常多, 但人们对增生性瘢痕和瘢痕疙瘩形

成的原因尚不完全明了[ 1] ,临床疗效还不尽如人意。

激光治疗增生性瘢痕始于 20 世纪 70 年代后期。激光治

疗瘢痕的原理是利用激光的烧灼、气化、切割、凝固及散焦等

特有作用,去除瘢痕组织或损伤瘢痕内血管、抑制胶原合成和

细胞增殖及诱导细胞凋亡。应用脉冲染料激光治疗瘢痕始于

20 世纪 90 年代初期, 原理在于其能特异作用于微血管[ 2]。

1994年 Alster报道了应用 585nm 闪光灯泵浦染料激光治疗静

止期红斑性增生性瘢痕, 经皮肤纹理分析和临床观察等研究

证实 1 到 2 次治疗就有明显改善[3- 4]。Vbeam 激光血管治疗

仪也是一种脉冲染料激光,波长为 595nm,由于其波长更长, 对

组织的穿透也更深。其脉宽具有可调性, 有 1. 5ms、6ms、10ms、

20ms、30ms、40ms, 可根据不同病变适当选择, 超长脉宽使组织

有更长时间吸收激光能量,得到温和加热和均匀凝结, 会取得

更好的治疗效果。另外该激光仪还配有动态冷却系统, 既能

有效降低激光热效应对皮肤的损害又能减轻病人的疼痛, 在

治疗血管性疾病中起到良好效果[ 5]。应用脉冲染料激光治疗

瘢痕的原理在于抑制小血管的形成并闭合小的血管, 来加重

瘢痕缺氧程度并减少生长因子及成纤维细胞来源,从而预防

并治疗瘢痕。

成纤维细胞增殖活性在增生性瘢痕的发生发展中起到重

要作用,而其增殖活性又分为增殖分化功能和细胞外基质的

合成分泌功能[ 6- 7]。增殖细胞核抗原 PCNA 是一种核内蛋白

质,是分子量为 36000 的高度保守的分子, 又称周期蛋白( cy-

clin) , 系 DNA 聚合酶的辅助蛋白, 调节 DNA 复制起重要作用,

其量的变化与 DNA合成一致[ 8]。PCNA的表达已证实与细胞

的增殖状态密切相关[ 9]。在创伤愈合过程中最重要的细胞活

动之一就是细胞增殖, 成纤维细胞增殖是通过有丝分裂实现,

是受控的有节制的过程, 受多种环境因素的影响, 如细胞因子

调控成纤维细胞增殖与 G0、G1 期有关。在细胞周期中, 增殖

细胞核抗原 PCNA的合成对细胞由 G0、G1 期进入 S 期必不可

少,静止期含量很少, G1 晚期开始增加, S 期达到高峰, G2、M

期明显下降。PCNA 的合成有严格的细胞状态限制性, 仅出现

在增殖旺盛的细胞和肿瘤细胞, 处于静止期细胞几乎没有 PC-

NA 的合成。PCNA 合成的细胞限制性与细胞是否增殖有关,

已有研究表明, 增殖细胞核抗原的表达与细胞增殖活性有明

显的相关性,是反映细胞增殖状态的一个指标[ 10]。故本实验

用 PCNA蛋白表达来代表瘢痕成纤维细胞的增殖活性。脉冲

染料激光对血管的作用已经得到证实, 而其对成纤维细胞增

殖活性的作用还鲜有报道。因此本实验用兔耳建立增生性瘢

痕动物模型,在瘢痕形成过程中动态观察成纤维细胞的增殖

活性,并用脉冲染料激光作用于兔耳增生性瘢痕, 通过与对照

组比较增殖细胞核抗原蛋白表达的变化来确定 595nm Vbeam

脉冲染料激光对兔耳增生性瘢痕形成过程的影响, 证实其对

(图 1- 图 2请见封 3)

(下转第 39页)
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3  讨论

腔内心电图储存功能( Stored EGMs)是新型起搏器的一项

重要自动化功能。早在上世纪 90 年代初, 研究人员开始对起

搏器的这一功能进行临床研究, 有人把这种功能称为起搏器

的 holter功能( holter function of pacemaker)
[1]

, 也有称之为自动

分析辅助诊断功能( Automatic Interpretation for Diagnostic Assis-

tant, AIDA)
[2]
。起搏器腔内心电图反映的是电极导线头局部

感知的心电活动。心房电极感知的是心房心电活动, 腔内心

电图心房主波相当于体表心电图 P 波。心室电极感知的是心

室心电活动,腔内心电图心室主波相当于体表心电图 R波, 腔

内心电图的时相与体表心电图相对应[ 3]。目前, 起搏器腔内

心电图储存功能对临床诊断和指导治疗方面的应用研究在国

内鲜有报道。Cazeau等[ 1]的研究结果认为: 起搏器的 holter 功

能可以用于房性快速心律失常的诊断, 其储存的腔内心电图

可以作为患者长期随访的分析资料。AIDA 多中心研究组进

行一项前瞻性研究[ 2] , 结果表明: AIDA 功能可以用于监测有

症状的房性快速心律失常的发生状况, 也可用于抗心律失常

治疗的疗效评价, 以及作为无症状的房性快速心律失常是否

需要抗凝治疗的依据。ST. JUDE MEDICAL 的 IDETITY 系列

5376型、5386型双腔起搏器具有记录和储存腔内心电图功能,

能自动检测和储存超过预先设定的检测频率的房性或室性快

速心律事件,因此在随访时可以遥测出相关的信息数据。在

本组研究中, 14 例记录有房性快速心律失常, 依据腔内心电

图分析结果(房扑 204 次,房速 163 次) , 对伴有明显临床症状

或房性快速心律失常发生次数较多的 8 例患者采用相应的药

物治疗,其中 5 例房性快速心律失常消失,其余 3 例发生房扑

68 次,房速 43次, 与初次随访相比明显减少( 111 vs 367, P< 0.

05) ,AMS启动的次数也明显减少( 82 vs 138, P< 0. 05) ,其疗效

是显著的,同时也说明对腔内心电图的分析是可靠的。因此,

从功能的角度来看, 腔内心电图类似动态心电图 ( holter )的检

测功能,腔内心电图的分析结果可以作为调整起搏参数、起搏

模式和临床用药的依据, 也可用以评价抗心律失常治疗后的

疗效。对于需要长期随访的起搏器患者, 腔内心电图储存功

能提供了一个既方便又有效的方法。但腔内心电图易受噪音

干扰,甚至因心房、心室交叉感知而增加分析的难度。本组研

究中 1例出现交叉感知, 1例受肌电干扰而不能进行腔内心电

图分析,因此腔内心电图储存功能还不能完全代替动态心电

图。但随着人工心脏起搏技术的飞跃发展, 相信腔内心电图

储存功能会得到进一步的完善。
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增生性瘢痕的预防及治疗作用。经免疫组化分析证实上皮化

后增殖细胞核抗原阳性细胞反应率为 18. 33% ,以后随时间推

移逐渐增高,至上皮化后 4 周达高峰。经 595nm Vbeam 脉冲染

料激光照射后,激光治疗组增殖细胞核抗原 PCNA 表达从上皮

化后 1周开始同对照组比较可见明显减弱, 提示成纤维细胞

的增殖活性降低。本实验结果显示, 在增生性瘢痕形成过程

中,从上皮化后就开始应用 Vbeam 脉冲染料激光照射,可抑制

成纤维细胞增殖活性,进而减轻兔耳瘢痕增生程度, 但其对于

人类增生性瘢痕的作用还有待于进一步的研究。
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