
瘢痕疙瘩Fas基因外显子1~6基因突变的检测  

    瘢痕疙瘩是指人体某处皮肤损伤后引发或自发产生的胶原异常积聚所致的过度瘢痕化。它不同于增生性

瘢痕，表现为过度生长，超过原伤口界限，侵犯临近组织，自始至终不退化，单纯手术切除后易复发。瘢痕疙

瘩的发病机制较为复杂，近年来的研究表明，人体内瘢痕疙瘩成纤维细胞对生长因子的需求量以及对生长抑制

因子的反应都与正常成纤维细胞不同，但具体机制仍不清楚[1]。 

    Fas基因属于肿瘤抑制基因，人Fas基因组DNA位于染色体10q23上，是全长为25 kb 的单拷贝基因[2]。

其野生型基因的产物与Fas L或Fas单抗，引起Fas分子三聚化，传导死亡信号入胞内，引导 Fas阳性表达细胞

的凋亡[3]，对肿瘤的发生、发展起抑制作用[2]。这在肿瘤的研究领域比较成熟，但在瘢痕领域中尚未涉

及。 

    我们前阶段实验研究发现，瘢痕疙瘩成纤维细胞虽然有高表达的Fas凋亡受体，但在Fas Mcab作用下不能

正常凋亡；又对其Fas介导的死亡信号传递进行研究，发现死亡信号的传导阻滞出现在通道的上游[4][5]，后

又证实上游通道阻滞问题在于凋亡基因结构的改变，即Fas外显子8~9的基因有突变。提示瘢痕疙瘩形成与Fas

这一凋亡基因突变有关。为深入了解其突变的发生率和规律，拟对Fas基因外显子1~6进行检测。通过对编码

瘢痕疙瘩成纤维细胞Fas蛋白膜外区及跨膜区的基因结构的研究来探讨导致这种无功能Fas分子的可能机制。 

    

1  材料与方法 

    1.1  材料 

    1.1.1  标本   本实验所有瘢痕疙瘩和增生性瘢痕组织及外周血均取自南方医院整形外科手术患者，均

经临床及病理诊断证实。瘢痕疙瘩患者15例，男8例，女7例，病变部位分别为耳垂及前胸；增生性瘢痕患者

12例，男8例，女4例，病变部位分别位于足背和肘部；患者年龄22~28岁；同时以患者自身正常皮肤及外周血

为正常对照。 

    1.1.2  实验分组   本实验分为3组，分别为瘢痕疙瘩组、增生性瘢痕组及正常皮肤对照组。每组分别检

测其组织及外周血标本中Fas分子的基因结构。 

    1.1.3  引物设计   见表1， 由上海生工生物工程有限公司合成。 

回结果列表  《第一军医大学学报》2002年1期 

 



    1.2  方法[6] 

    1.2.1  外周血DNA的提取   取外周血0.5 ml ，加入红细胞裂解液裂解，蛋白酶K消化后，再用酚-氯仿

抽提法提取。提取的DNA用紫外分光光度计测定含量和纯度，并将其稀释至0.1 mg/ml贮于－40 ℃。 

    1.2.2  新鲜组织中DNA的提取   取瘢痕疙瘩或增生性瘢痕组织约100 mg，于玻璃匀浆器中碾碎，蛋白

酶K消化后，再用酚-氯仿抽提法提取。提取的DNA用紫外分光光度计测定含量和纯度，并将其稀释至0.1 μg/μ

l贮于－40 ℃。 

    1.2.3  PCR 扩增及电泳检测   将4 μl DNA提取液加入到含总体积30 μl PCR反应体系的0.5 ml EP管

中(含10 mmol/L Tris-HCl，50 mmol/L KCl，2 mmol/L MgCl
2
，200 μmol/L dNTP及上、下游引物7.5 

pmol/L，pH 8.3)。覆盖石蜡油后，94 ℃变性5 min，加入0.75 U Taq 酶，进入PCR扩增循环，条件为：94 

℃ 30 s、58 ℃ 45 s、72 ℃ 1 min，共35个循环，最后72 ℃再延伸7 min。10 μl PCR反应产物加样于2%

琼脂糖凝胶， 60 V，电泳30 min，紫外灯下观察摄相。 

    1.2.4  SSCP 分析   取PCR 扩增产物8 μl加入变性剂10 μl，充分混匀后瞬间离心，97 ℃变性6 

min，立即置于冰上，放－20 ℃ 5 min后加入到预冷的8%聚丙烯酰胺凝胶电泳，快速上样，同时在电泳槽的

上槽内加TBE缓冲液冰块，400 V 10 min后，在100 V条件下电泳14 h。 

    电泳完毕，取下凝胶，10%乙醇浸泡5 min，1.13%硝酸浸泡3 min后使用0.012 mol/L硝酸银浸泡20 

min，再用0.280 mol/L碳酸钠并0.019%甲醛震荡至条带出现，最后使用醋酸浸泡2 min，制成干胶保存，照

相。 

    结果判定：在本实验中，瘢痕疙瘩组织与对照组比较，若出现等位基因条带的增多，则可能有基因突

变。 

    1.2.5  DNA序列分析   经SSCP分析可疑的 PCR 扩增片段经纯化后送检，由全自动测序仪(Promega)完

成该片段的序列分析。 



    

2  结果 

    2.1  琼脂糖凝胶电泳分析 

    所有样品DNA经PCR扩增后，均可以得到相应大小片段的目的DNA。在EB 的作用下，紫外灯下可见PCR扩

增出来的相应DNA片段大小为220 bp的荧光带，即为待检产物(图1)。 

    图1  外显子6的PCR产物 
    Fig.1 PCR result of exon 6

    M: Maker; K: Keloids; H: Hypertrophic scar; N: Normal skin

    2.2  SSCP分析 

    经PCR-SSCP检测，2例(2/15)瘢痕疙瘩组织中外显子6出现等位基因条带增多(图2)，提示存在基因突

变。无论是在组织标本还是在外周血标本中均未见异常条带的存在。 



    图2  外显子6的SSCP图谱 
    Fig.2  Gel single-strand conformational polymorphism analysis of exon 6

    1: Normal skin; 2: Blood of a patient with hypertrophic scar; 3: Hypertrophic scar; 4: 
Blood of a patient with keloids; 5: Keloids

    2.3  基因序列分析 

    2例基因突变均位于内含子5与外显子6交界区，序列从TATG到AATGT，为插入突变与点突变的混合型突

变。 

    

3  讨论 

    瘢痕疙瘩的治疗是目前整形外科界最棘手的问题之一。近年来，关于瘢痕疙瘩形成机制的研究虽然取得

一些进展，但目前仍不能从根本上解释瘢痕疙瘩发生的具体机制。前阶段我们的实验研究发现：瘢痕疙瘩成纤

维细胞虽然有高表达的Fas受体，但在Fas Mcab作用下不能正常凋亡，同时通过研究证实Fas介导的死亡信号

传递阻滞。据此，我们认为瘢痕疙瘩成纤维细胞的Fas受体可能处于无功能状态。 

    Fas基因突变包括遗传突变和体细胞突变。Fas基因遗传突变导致人类自身免疫淋巴增生综合征

(autoimmune lymphoproliferative syndrome, ALPS)的发病[7]，多发性骨髓瘤及白血病病人肿瘤细胞中

均能检测到Fas基因的体细胞突变[8][9][10]。本实验发现瘢痕疙瘩成纤维细胞Fas基因的突变也属于体细胞

突变。发生在编码蛋白膜外区1~5外显子的Fas基因突变可造成无表达或突变蛋白[11][12]。如果信号肽后立

即出现终止突变，则无Fas蛋白表达。CRD1，CRD2，CRD3为半胱氨酸富含区，是FasL结合的必须位点，如果

突变发生在这3个区域内，则突变蛋白不能与FasL结合，产生细胞凋亡缺陷。发生在编码蛋白跨膜区外显子6

的基因突变如导致转录提前终止，则无完整的Fas蛋白表达，而产生可溶性Fas蛋白 。 

    我们运用PCR-SSCP技术及基因序列分析检测了15例瘢痕疙瘩Fas基因外显子1~6的基因突变。外显子1~5

未检测到突变，这段基因编码的Fas蛋白膜外区序列正常。有2例瘢痕疙瘩在外显子6与内含子5交界区存在突

变，突变类型为混合型突变，点突变后紧接插入突变。其确切的功能尚不清楚，由于插入1个碱基，改变转录

时的阅读框，可能影响翻译时的剪切，导致无完整的跨膜区；跨膜区的缺陷导致该病例瘢痕疙瘩成纤维细胞无

Fas蛋白表达，Fas蛋白介导凋亡的功能丧失，而外周血中检测到可溶性Fas蛋白。其余的13例瘢痕疙瘩成纤维



细胞都有完整的Fas蛋白表达，且不影响Fas蛋白与Fas mAb的结合。根据本实验结果，瘢痕疙瘩成纤维细胞

Fas蛋白无功能与Fas蛋白膜外区无关，少数病例可能有跨膜区缺陷。 

    结合我们以往的实验，所检测的15例瘢痕疙瘩Fas基因突变高发区为外显子8、9 [13]。外显子8和9编码

Fas蛋白膜内区，这段基因存在多个突变位点，其直接的后果是此段基因编码的蛋白功能丧失，瘢痕疙瘩成纤

维细胞凋亡缺陷，寿命延长，导致瘢痕疙瘩大量胶原积聚。而外显子6的突变只影响跨膜区，不影响Fas蛋白

的膜内区。因此，瘢痕疙瘩成纤维细胞Fas蛋白无功能主要与Fas蛋白膜膜内区缺陷相关。本实验突变位点经

同源性分析未找到相同的突变，是一个新的突变位点。增生性瘢痕、正常皮肤及所有样本的外周血标本均未发

现异常，而瘢痕疙瘩组织标本Fas蛋白则存在功能缺陷，这种异常与其基因突变关系非常密切，对研究瘢痕疙

瘩分子生物学发病机制及其防治有着重要的意义。 
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