
瘢痕疙瘩的差异表达基因谱研究  

    瘢痕疙瘩是临床上常见的病理性瘢痕，是创伤过度愈合的结果。虽然经过长期、大量的研究，但积累的

资料零碎而不系统，其发病机制仍不清楚，寻找异常瘢痕形成中的相关特异性基因已显得十分迫切。本实验应

用含有8064个人类靶基因的表达谱芯片，研究比较瘢痕疙瘩与正常皮肤组织的基因差异表达情况，较全面反

映瘢痕疙瘩形成的相关基因表达谱，为进一步分析筛选出特异性的相关基因提供实验依据。 

    

1  材料和方法 

    1.1  标本来源及制备 

    瘢痕疙瘩组3例，正常皮肤组10例。瘢痕疙瘩标本来源于南方医院整形外科手术病人，正常皮肤组织来源

于无瘢痕体质趋势及无免疫性疾病的包皮手术标本，这些正常皮肤样品提取的mRNA混合为正常对照组。术中

留取新鲜组织标本，液氮冻存备用。 

    1.2  表达谱芯片 

    含有8064个人类靶基因的基因表达谱芯片，由深圳微芯生物公司提供，产品编号为CSC-GE-80。其中包

括120个外参照标准基因和132个内参照标准基因以及其他阴性和阳性对照基因共384个基因。 

    1.3  探针制备 

    按Trizol一步法提取瘢痕疙瘩和正常皮肤组织的总RNA，经紫外分析和琼脂糖凝胶电泳确认RNA质量合格

后，逆转录标记并纯化cDNA，用Cy3-dUTP标记瘢痕疙瘩组的cDNA，用Cy5-dUTP标记正常皮肤组的cDNA。乙醇

沉淀后将两组已标记的探针等量混合溶解于杂交液中。 

    1.4  芯片杂交 

    将芯片和杂交探针分别在95 ℃水浴中变性5 min后，立即将探针加在芯片上。用盖玻片封片，用杂交密

封舱予以密闭。恒温杂交箱内60 ℃杂交16 h，严格洗涤后，室温晾干。 

    1.5  荧光扫描和结果分析 

    玻片完全干燥后，放入扫描片夹中。ScanArray3000扫描仪扫描芯片，获得荧光图像，提取杂交信号，

以看家基因为内参照对Cy3和Cy5的原始提取信号进行均衡和修正。ImaGene3.0软件分析Cy3和Cy5两种荧光信

号的强度和比值，经转换后以数据形式输出。 

    1.6  数据处理和统计学分析 

    对数据进行标准化处理与统计学分析。按照以芯片中密度值在5×108以上的数据点为有效数据，同时比

值大于2或小于0.5的数据点为存在显著性差异表达的基因点这一数据筛选标准，筛选出差异表达基因。 

    1.7  生物信息学分析 

    用专用生物信息学软件将差异表达基因按照不同的基因功能分类进行生物信息学归类和分析。 

    1.8  应用半定量RT-PCR检测结缔组织生长因子(CTGF)基因表达 

    为验证芯片的结果是否为假阳性，选取在芯片检测中为表达增高的CTGF为目的基因，对照基因采用
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ACTG，应用半定量RT-PCR方法检测其在瘢痕疙瘩和正常皮肤组织中的差异表达情况。根据CTGF和ACTG的cDNA 

序列，按照引物设计原则设计引物，CTGF引物序列为：正向5'-CCA CAG AAC CAC CAC CCT-3'，反向 5'-

ACC CTC CCA CTG CTC CTA-3'，产物长度为446 bp；ACTG引物序列为：正向5'-GCC GCA TCC TCC TCT 

TCT-3'，反向5'-GCA TCT GCT GAG TCC GTT T-3'，产物长度为425 bp。PCR产物行2%琼脂糖凝胶电泳，在

紫外灯下观察结果，并以凝胶成像仪拍照。图像经密度扫描，生成原始的灰度数据，以各自样品的ACTG表达

水平为基准校正目的基因的相对表达水平，然后将实验样品与对照样品的相对表达水平进行比较，以表达变化

的比值来表示目的基因的相对表达量。 

    

2  结果 

    2.1  基因芯片杂交体系验证 

    芯片杂交图像显示荧光信号强度较高，背景均一，所有阳性对照信号清晰，阴性对照的杂交信号很弱，

没有明显缺陷；通过对芯片中的内参照和外参照基因进行综合评估，符合重复性和可靠性的要求和分析标准；

有效信号点少可能与皮肤组织表达的基因类型偏少有关。 

    2.2  数据统计学分析 

    按照设定的数据筛选标准，密度值在5×108以上的有效数据点共有1096个，与正常皮肤组织相比，瘢痕

疙瘩组织中发生差异表达变化的基因有277个，其中上调163个、下调114个，构成了瘢痕疙瘩形成相关的基因

表达谱(表1、2)。 







    2.3  生物信息学分析 

    对差异表达谱的277个基因按照不同的基因功能分类并进行生物信息学分析，大致分为26类(表3)。 

    2.4  RT-PCR检测结果 

    RT-PCR产物经电泳后，结果显示目的基因有特异性的扩增产物，CTGF和ACTG分别在446 bp和425 bp处出

现明显条带，与预定条带大小相一致。作为内参照的ACTG基因在两组中都有表达，且条带亮度基本相同。数

据分析显示CTGF在瘢痕疙瘩中的表达为正常皮肤组织的9.85倍，与芯片检测结果提示的基因表达量为8.97倍

相比，基因表达变化趋势有很好的一致性。 

    

3  讨论 

    以基因序列为分析对象的cDNA芯片以其高通量、简便、缩微、多参数、集约化、平行化等优点，能大规

模平行检测不同样品的基因表达差异，广泛用于基因表达谱的研究[1]。本实验应用8064个人类靶基因点制的

基因表达谱芯片研究比较瘢痕疙瘩与正常皮肤组织的基因差异表达情况，筛选和分析两者的差异表达基因，建

立与瘢痕疙瘩形成相关的基因表达谱，并应用半定量RT-PCR法验证了芯片结果的可靠性。从实验结果看，基

因表达谱的变化与瘢痕疙瘩临床研究结论的一致性较好。 

    本研究结果显示，瘢痕疙瘩与正常皮肤组织比较，有277个基因发生了差异表达变化，共同构成了瘢痕疙

瘩的差异表达基因谱，与瘢痕疙瘩的形成密切相关。从分子生物学角度再次证实创伤过度愈合最终形成病理性

瘢痕是一个复杂的病理生理过程。从总体上看，与正常皮肤组织相比，在瘢痕疙瘩组织中存在明显的组织和细

胞结构变化，同时涉及到各种信号传递及基因调控的改变，可以发现具有明显的功能类型特征的基因，包括细

胞外基质类基因、细胞信号和传递类基因、细胞骨架蛋白基因、细胞周期相关基因、癌基因和抑癌基因、细胞

凋亡相关基因，以及转录、翻译及细胞受体、细胞代谢等相关基因。瘢痕疙瘩在组织学上表现为以胶原为主的

细胞外基质的过度沉积[2]。本研究结果表明，细胞外基质类基因有15个在瘢痕疙瘩中差异表达，其中胶原合

成代谢的相关基因均有稳定的表达。这些基因的表达变化与其组织学特征是一致的，在瘢痕疙瘩的形成通路中



起着效应器的作用。在创伤修复过程中，有很多生长因子可以促进成纤维细胞的生长、趋化、合成与分泌细胞

外基质成分，它们在创面微环境中作为炎性细胞与修复细胞之间的信号载体，在创伤愈合及瘢痕形成过程中发

挥着重要作用。这类基因在生物信息学分类上归属于细胞信号和传递相关蛋白基因。本研究结果表明，细胞信

号和传递相关蛋白类基因有11个在瘢痕疙瘩中差异表达，如CTGF表达明显上调，在病理性瘢痕的形成中起重

要作用。CTGF基因在瘢痕疙瘩中的表达为正常皮肤组织的8.97倍，其差异表达经RT-PCR验证，与芯片的结果

呈一致性趋势，结果说明CTGF在瘢痕疙瘩中过度表达。人CTGF 定位于染色体6q23.1，CTGF 蛋白为肝素结合

型，含349个氨基酸，富含半胱氨酸，相对分子质量为38 000，可由成纤维细胞、平滑肌细胞和内皮细胞合成

分泌。CTGF属即刻早期基因，编码的蛋白具明显的丝裂原性和趋化性，可诱导成纤维细胞增殖和分泌细胞外

基质，参与调节细胞增生、分化，胚胎发育以及伤口愈合[3]。在纤维化过程中，CTGF由成纤维细胞在转化生

长因子-β(TGF-β)的选择性刺激下而产生，至少部分介导TGF-β的生物效应，具有强烈的促成纤维细胞增殖和

胶原沉积的作用，被视为TGF-β的下游介质。Mori[4]指出：TGF-β诱导皮肤纤维化的发生，而CTGF的作用则

在于维持纤维化过程。其在小鼠纤维化模型中研究发现，即使连续注射，单用外源性TGF-β仅能产生短暂的肉

芽组织，单用CTGF 亦仅引起轻度的肉芽形成。而同时使用TGF-β和CTGF，或前3 d注射TGF-β，4~6 d注射

CTGF，均导致持久的组织纤维化。陈晓栋等[5]研究发现，CTGF在正常人皮肤中几乎不表达，而在瘢痕疙瘩组

织和瘢痕疙瘩边缘的正常皮肤中的表达均明显高于正常人皮肤，而且瘢痕疙瘩中CTGF mRNA 的表达量并不随

病程长短而改变。本研究结果证实了CTGF在瘢痕疙瘩中的过度表达，支持上述理论，揭示CTGF与异常瘢痕形

成的密切关系。 



    病理性瘢痕的形成过程中存在细胞凋亡现象在许多实验中得到证实，近年来与病理性瘢痕相关的凋亡基

因的研究已有多报道[6]。本研究结果表明，在芯片所含的110个细胞凋亡基因中仅3个基因达到差异基因筛选

标准，说明在瘢痕疙瘩组织中差异表达的细胞凋亡基因很少。据此作者认为，瘢痕疙瘩形成中虽然存在细胞凋

亡现象，但可能不是瘢痕疙瘩形成中的重要途径。 

    近年来癌基因和抑癌基因与病理性瘢痕形成的关系也颇受关注。研究发现并证实了部分癌基因的异常表

达与瘢痕增生有关[7][8]。本研究结果显示，在芯片所含的144个癌基因和抑癌基因中有7个基因差异表达，

如JunB基因，在瘢痕疙瘩中的表达为正常皮肤组织的2.07倍，其过度表达可能促进了瘢痕疙瘩的形成。 

    总之，本研究应用基因芯片技术建立了瘢痕疙瘩的差异基因表达谱，在转录水平上较全面地揭示了瘢痕

疙瘩发生的分子生物学概貌，有益于我们从宏观角度全面理解和探讨影响瘢痕疙瘩形成的相关基因及其相互作

用，同时也为进一步寻找病理性瘢痕特异性的诊断和治疗基因提供了有力的实验依据，避免了盲目性。 

    (责任编辑：黄开颜) 
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