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基础研究

微波辐射减轻瘢痕形成的疗效及其作用机制研究

李雁婷　 沈晓艳　 李韵　 曹曼林

【摘要】 　 目的　 探讨微波辐射对原代培养的人瘢痕疙瘩来源的成纤维细胞增殖活性的影响ꎬ进而分析

微波辐射后成纤维细胞的胶原蛋白合成的变化及相关信号的激活情况ꎮ 方法　 将瘢痕成纤维细胞分为对照

组(自然生长无任何处理)、１０ ｍＷ/ ｃｍ２ 微波辐射组和 ２０ ｍＷ/ ｃｍ２ 微波辐射组ꎬ然后再根据辐射时间ꎬ将
１０ ｍＷ/ ｃｍ２微波辐射组和 ２０ ｍＷ/ ｃｍ２ 微波辐射组分为辐射 ５ ｍｉｎ、１５ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ 各 ３ 个亚组ꎮ 采用 ３￣(４ꎬ５￣二
甲基噻唑￣２)￣２ꎬ５￣二苯基四氮唑溴盐法(ＭＴＴ)测定成纤维细胞的生长情况ꎮ 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法分析微波

辐射后对细胞Ⅰ型胶原蛋白表达水平的影响ꎮ 采用抗磷酸化形式的 ｃ￣Ｊｕｎ 氨基末端激酶( ＪＮＫ)抗体ꎬ通过

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法观察微波辐射后瘢痕来源的成纤维细胞 ＪＮＫ 磷酸化 ( ｐＪＮＫ) 的情况ꎮ 结果 　 辐射后ꎬ
１０ ｍＷ/ ｃｍ２微波辐射组 ３ 个亚组的瘢痕成纤维细胞增殖率与对照组比较ꎬ差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ
２０ ｍＷ/ ｃｍ２微波辐射组 ３ 个亚组的瘢痕成纤维细胞增殖率明显受到抑制ꎬ与对照组和 １０ ｍＷ/ ｃｍ２ 微波辐射

组相同时间点比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ且 ２０ ｍＷ/ ｃｍ２ 微波辐射组各时间点间两两比较ꎬ差异均

有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 辐射后ꎬ２０ ｍＷ/ ｃｍ２ 微波辐射组的瘢痕成纤维细胞中Ⅰ型胶原的表达量显著降低ꎬ
其降低程度随着微波辐射时间的延长而增加ꎮ 辐射后ꎬ２０ ｍＷ/ ｃｍ２ 微波辐射组各时间点的瘢痕成纤维细胞

内 ＪＮＫ 信号通路的激活水平均显著上调ꎬ且分别与对照组比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论 　
２０ ｍＷ/ ｃｍ２强度的微波辐射可显著抑制瘢痕成纤维细胞的增殖ꎬ且辐射时间越长抑制效果越明显ꎻ
２０ ｍＷ/ ｃｍ２强度的微波辐射可显著抑制胶原的表达ꎬ并通过激活 ＪＮＫ 信号转导通路而起到减轻瘢痕形成的

作用ꎮ
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　 　 创伤后瘢痕愈合是人类特有的一种病理现象ꎬ至
今鲜见阻止瘢痕发生的治疗方法ꎮ 传统理论认为ꎬ促
进创伤修复与防止瘢痕增生之间是相矛盾的ꎬ故如何
加快伤口愈合ꎬ同时又无瘢痕成为临床研究的难
题[１￣２]ꎮ 有研究证实ꎬ瘢痕组织是机体创伤修复过程中
必然的产物ꎬ抑制瘢痕必然影响愈合ꎻ而促进修复细胞
增殖(尤其是成纤维细胞)在促进愈合的同时也可造
成瘢痕增大[３]ꎮ

临床和实验研究均发现ꎬ微波可以促进伤口的愈
合[４￣６]ꎮ Ｓｃｈüｚ 等[７] 针对手术创伤模型兔采用微波
(３７ ＧＨｚꎬ３０ ｍｉｎ / ｄ)进行治疗ꎬ治疗 ５ ~ ７ ｄ 后ꎬ微波治
疗组的伤口愈合速度显著快于对照组ꎮ Ｌｅｗｉｃｋａ 等[３]

将微波应用于临床术后患者的伤后治疗ꎬ结果发现ꎬ微
波治疗组的伤口愈合速度显著快于对照组ꎬ且具有良
好的消炎和消肿作用ꎮ 还有研究发现ꎬ联合应用红外
辐射和微波辐射可促进大鼠创伤模型伤口愈合[８]ꎮ
虽然大量研究均发现ꎬ微波具有消炎止痛、消肿、软化
瘢痕组织、扩张血管、改善局部组织营养和代谢等作
用ꎬ但对于微波辐射对伤口愈合产生的一系列生物效
应的作用机制至今仍不清楚[３ꎬ９]ꎮ

本研究旨在通过体外实验观察微波辐射减轻瘢痕
形成的效果及其作用机制ꎬ以期为将来的实验研究和
临床应用提供参考ꎮ

材料和方法

一、原代培养人瘢痕成纤维细胞
参照文献[１０]的方法ꎬ将手术切除的患者瘢痕疙瘩

组织( ２ 例) 收集于一个无菌管中ꎬ用含低葡萄糖
(１０００ ｍｇ / ｍｌ) 和抗生素 ( １００ Ｕ / ｍｌ 青霉素ꎬ链霉素
１００ ｍｇ / ｍｌ)的杜尔贝科改良伊格尔培养基(Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ
ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ ｍｅｄｉｕｍꎬＤＭＥＭ)培养液浸泡ꎮ 皮肤样
品用含抗生素的磷酸盐缓冲液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａ￣
ｌｉｎｅꎬＰＢＳ)洗 ２ 次ꎬ孵育在含胶原酶Ⅰ型(０.５ ｍｇ / ｍｌ)
和胰蛋白酶(０.２ ｍｇ / ｍｌ)的培养液中ꎬ置于 ３７ ℃环境
中消化 ６ ｈ 后收集ꎬ并培养于组织培养瓶中ꎮ 离体成
纤维细胞在含 １０％胎牛血清的低糖 ＤＭＥＭ 培养基中
培养ꎮ 生长至汇合后传代ꎬ８ 代以内的细胞用于本研
究ꎮ 实验过程严格遵守伦理学准则ꎮ

二、实验分组
将瘢痕成纤维细胞接种于 ９６ 孔细胞培养板中ꎬ待

细胞融合至 ７０％~８０％后ꎬ将其分为空白对照组(自然
生长 无 任 何 处 理 )、 １０ ｍＷ / ｃｍ２ 微 波 辐 射 组 和
２０ ｍＷ / ｃｍ２微波辐射组ꎬ然后再根据辐射时间ꎬ将
１０ ｍＷ / ｃｍ２微波辐射组和 ２０ ｍＷ / ｃｍ２ 微波辐射组分
为辐射 ５ ｍｉｎ、１５ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ 各 ３ 个亚组ꎮ 采用 Ｃｌｅａｒｙ
等[１１] 设 计 的 微 波 辐 射 系 统ꎬ 并 进 行 改 进ꎬ 使 用

２４５０ ＭＨｚ连续微波ꎮ 将成纤维细胞分为对照组(自然
生长 无 任 何 处 理 )、 １０ ｍＷ / ｃｍ２ 微 波 辐 射 组 和
２０ ｍＷ / ｃｍ２微波辐射组ꎬ然后再根据辐射时间ꎬ将
１０ ｍＷ / ｃｍ２微波辐射组和 ２０ ｍＷ / ｃｍ２ 微波辐射组分
为辐射５ ｍｉｎ、１５ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ各 ３ 个亚组ꎮ 实验前ꎬ将
微波治疗仪置于超净工作台内ꎬ经紫外照射消毒ꎬ将培
养的细胞置于辐射窗口ꎬ根据分组的不同选用相对应
的辐射强度和时间ꎮ 空白对照组也在同样的环境做假
辐射ꎬ超声波功率输出为 ０ Ｗ / ｃｍ２ꎬ并于相应的时间点
设立对照ꎮ 经电磁辐射检测仪准确测定ꎬ经微波辐射
后ꎬ培养液平均温度上升幅度<１６ ℃ꎮ

三、比色法检测
３ 组细胞于辐射结束后继续培养ꎬ观察微波辐射

对细胞增殖的影响ꎬ进行 ３￣(４ꎬ５￣二甲基噻唑￣２)￣２ꎬ５￣
二苯基四氮唑溴盐[３￣(４ꎬ５￣ｄｉｍｅｔｈｙｌ￣２￣ｔｈｉａｚｏｌｙｌ)￣２ꎬ５￣
ｄｉｐｈｅｎｙｌ￣２￣Ｈ￣ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅꎬ ＭＴＴ] 比色法检测ꎮ
于检测前 ４ ｈ(此时细胞培养已终止)吸取各小孔内上
清液 ０.１ ｍｌꎬ再加入 ５ ｍｇ / ｍｌ 的ＭＴＴ 液 ０.０１ ｍｌꎬ然后将
培养板置入 ＣＯ２ 培养箱内继续培养 ４ ｈꎮ 待细胞培养
终止后ꎬ于每孔中加入二甲基亚砜(Ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｐｈｏｘ￣
ｉｄｅꎬＤＭＳＯ)溶解 １００ μｌꎬ反应 ４ ｈ 后轻轻振荡 １５ ｍｉｎꎬ
用酶标仪测定 ５７０ ｎｍ 处的光密度 ( ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬ
ＯＤ)值ꎮ

四、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析成纤维细胞Ⅰ型胶原蛋白的
表达

微波照射后ꎬ收集各组细胞总蛋白后ꎬ取等量蛋
白ꎬ经 １２％的十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶电泳
(ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅ￣
ｓｉｓꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)分离蛋白ꎬ随后将蛋白转移至聚偏氟
乙烯膜上后ꎬ用含 ５％脱脂奶粉的 Ｔｒｉｓ 缓冲盐溶液
(Ｔｒｉｓ￣ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅꎬＴＢＳ)封闭 １ ｈ 后ꎬ加入一抗(稀释
度为 １ ∶ １０００)ꎬ４ ℃过夜ꎮ 随后加入相应的辣根酶标
记的二抗孵育ꎮ 清洗后按强化化学发光显色试剂盒说
明书进行操作ꎬＸ 光片曝光显影ꎮ 使用 ＩＭＡＧＥ Ｊ 软件
分析图像信号条带的灰度值ꎬ计算蛋白相对含量并进
行比较ꎮ

五、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 ＪＮＫ 信号通路蛋白活化状态
采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析微波辐射后 ｃ￣Ｊｕｎ 氨基末

端激酶( ｃ￣Ｊｕｎ Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ＫｉｎａｓｅꎬＪＮＫ)信号通路蛋白
活化状态ꎮ 具体实验条件和步骤同上述检测成纤维细
胞Ⅰ型胶原蛋白表达的方法ꎮ

六、统计学方法
采用 ＳＰＳＳ １０.０ 版统计软件进行数据处理ꎮ 对各

组数据先进行正态性检验ꎬ正态分布数据以( ｘ－ ±ｓ)表
示ꎬ非正态数据以中位数 Ｍ 及其 ５％~９５％分布范围表
示ꎬ组间数据分析采用配对 ｔ 检验和相关性分析ꎬ以Ｐ<
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０.０５为差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、原代培养人瘢痕疙瘩成纤维细胞的形态观察
人瘢痕成纤维细胞生长至第 ７ 天ꎬ细胞伸展呈梭

形ꎬ细胞连续传代ꎬ单层细胞呈漩涡状生长ꎬ形态舒展ꎮ
生长至汇合后传代ꎬ８ 代以内的细胞用于实验(图 １)ꎮ

图 １　 倒置显微镜下原代培养的人皮肤成纤维细胞形态(×１０)

二、微波辐射对瘢痕成纤维细胞增殖的影响
辐射后ꎬ１０ ｍＷ / ｃｍ２ 微波辐射组 ３ 个亚组的瘢痕

成纤维细胞增殖率与对照组比较ꎬ差异均无统计学意
义(Ｐ>０.０５)ꎻ２０ ｍＷ / ｃｍ２ 微波辐射组 ３ 个亚组的瘢痕
成纤维细胞增殖率明显受到抑制ꎬ 与对照组和
１０ ｍＷ / ｃｍ２微波辐射组相同时间点比较ꎬ差异均有统
计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ且 ２０ ｍＷ / ｃｍ２ 微波辐射组各时间
点间两两比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 详见
图 ２ꎮ

　 　 注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 １０ ｍＷ/ ｃｍ２ 微波辐射组相同

时间点比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与组内辐射 ５ ｍｉｎ 比较ꎬｃＰ<０.０５ꎻ与组内辐

射 １０ ｍｉｎ 比较ꎬｄＰ<０.０５
图 ２　 微波辐射对瘢痕成纤维细胞增殖活性的影响

三、微波辐射后瘢痕成纤维细胞中Ⅰ型胶原的表
达情况

辐射后ꎬ２０ ｍＷ / ｃｍ２ 微波辐射组的瘢痕成纤维细
胞中Ⅰ型胶原的表达量显著降低ꎬ其降低程度随着微
波辐射时间的延长而增加(图 ３)ꎮ

四、微波辐射后瘢痕成纤维细胞内 ＪＮＫ 信号通路
的激活状态

辐射后ꎬ２０ ｍＷ / ｃｍ２ 微波辐射组各时间点的成纤

维细胞内 ＪＮＫ 信号通路的激活水平均显著上调ꎬ且分
别与对照组比较ꎬ差异均有统计学意义 ( Ｐ< ０.０５)
(图 ４)ꎮ

图 ３　 微波辐射抑制人瘢痕成纤维细胞 Ｉ 型胶原蛋白的表达

　 　 注:Ａ 为微波辐射诱导人瘢痕成纤维细胞后 ＪＮＫ 磷酸化的电

泳图ꎻＢ 为微波辐射后磷酸化的 ＪＮＫ 蛋白与内参 ＧＡＰＤＨ 的灰度

比ꎬ与对照组相比ꎬａＰ<０.０５
图 ４　 微波诱导人瘢痕纤维细胞 ＪＮＫ 磷酸化情况

讨　 　 论

本研究结果显示ꎬ２０ ｍＷ / ｃｍ２ 强度的微波辐射可
显著 抑 制 瘢 痕 成 纤 维 细 胞 增 殖ꎬ 与 对 照 组 和
１０ ｍＷ / ｃｍ２微波辐射组相同时间点比较比较ꎬ差异均
有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ且 ２０ ｍＷ / ｃｍ２ 微波辐射组各
时间点间两两比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ
此外ꎬ辐射后ꎬ２０ ｍＷ / ｃｍ２ 微波辐射组的瘢痕成纤维
细胞中Ⅰ型胶原的表达量显著降低ꎬ其降低程度随着
微波辐射时间的延长而增加ꎮ 以上结果提示ꎬ微波辐

射在达到一定能量密度时(２０ ｍＷ / ｃｍ２)ꎬ可显著抑制

成纤维细胞的增殖ꎬ且其抑制率随辐射时间的延长而
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增高ꎬ即微波辐射可能具有治疗疤痕疙瘩和增生性瘢
痕的作用ꎮ 成纤维细胞是创面愈合中的主要修复细
胞ꎬ在伤口局部大量增殖ꎬ是伤后肉芽组织形成、组织
修复的关键环节[１２]ꎮ 因此ꎬ成纤维细胞的过度增殖和
胶原的过量沉积是产生疤痕疙瘩及增生性瘢痕的主要
病理机制ꎮ 据报道ꎬ低强度微波辐射可以促进伤口愈
合[１３￣１４]ꎬ且大多应用在皮肤局部[１５]ꎮ 因此ꎬ本研究首
先借助原代培养人瘢痕疙瘩来源的成纤维细胞ꎬ随后
利用 ＭＴＴ 方法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法分观察了微波辐射
对瘢痕疙瘩来源的成纤维细胞增殖能力和胶原合成能
力的抑制作用ꎬ为临床开发应用低强度微波在抑制瘢
痕形成中的治疗价值提供了实验基础ꎮ

本研究结果还显示辐射后ꎬ２０ ｍＷ / ｃｍ２ 微波辐射
组各时间点的成纤维细胞内 ＪＮＫ 信号通路的激活水
平均显著上调ꎬ且分别与对照组比较ꎬ差异均有统计学
意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 该结果提示ꎬ微波辐射可能主要通过
上调 ＪＮＫ 凋亡信号ꎬ激活凋亡信号通路ꎬ抑制成纤维
细胞增殖ꎮ ＪＮＫ 信号转导通路是 ＭＡＰＫ 通路的一重
要分支ꎬ它在细胞周期、增殖、凋亡和细胞应激等多种
生理和病理过程中起重要作用ꎮ 研究发现 ＪＮＫ 信号
通路能介导多种胞外刺激诱导的细胞凋亡ꎬ当受到外
界刺激后ꎬＪＮＫ 被磷酸化而转到核内ꎬ使其下游作用底
物 ｃ￣Ｊｕｎ 等磷酸化ꎬ进而激活凋亡信号通路[１６]ꎮ 本实
验显示体外短时间高强度微波辐射后成纤维细胞的
ＪＮＫ 迅速磷酸化ꎬ可能是微波抑制瘢痕成纤维细胞增
殖的机制之一ꎮ

综上所述ꎬ微波在创伤愈合的瘢痕形成阶段可起
到减少瘢痕形成的作用ꎬ体外短时间高强度微波辐射
能抑制瘢痕成纤维细胞的增殖ꎮ 这一作用机制可能与
细胞 Ｉ 型胶原的表达显著下降密切相关ꎻ此外ꎬ微波辐
射可激活皮肤成纤维细胞 ｐＪＮＫ 信号转导通路ꎬ提示
ＪＮＫ 信号转导通路对成纤维细胞功能具有调节作用ꎮ
本课题组还认为ꎬ微波所发挥的生物学功效并非由单
个基因和蛋白的行为引起ꎬ而是由多基因的协同调控
作用和蛋白的表达所造成ꎬ因此具体的分子机制仍有
待更全面的基因表达谱方面的研究ꎮ
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