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摘要院目的 探讨瘢痕疙瘩成纤维细胞抗 Fas单克隆抗体(mAb)诱导的凋亡袁是否能通过正常 Fas 基因转染使凋亡率得
以提高遥方法 利用分子克隆技术将人 Fas cDNA插入真核表达载体 pcDNA3.1多克隆位点之间袁以脂质体介导法将目
的基因导入瘢痕疙瘩成纤维细胞袁Fas mAb诱导凋亡曰通过琼脂糖凝胶电泳尧HE染色和流式细胞仪检测瘢痕疙瘩成纤

维细胞凋亡的情况遥结果 转基因的瘢痕疙瘩成纤维细胞经 Fas mAb作用后袁在形态学上出现典型的细胞核固缩尧碎
裂曰琼脂糖凝胶电泳显现特征性的野梯状冶带曰流式细胞仪检测凋亡率明显增加遥对照组未见上述结果遥结论 瘢痕疙瘩成
纤维细胞 Fas诱导的凋亡异常袁是由于 Fas凋亡通道的野上游事件冶无功能 Fas蛋白造成袁与通道下游无关遥瘢痕疙瘩成
纤维细胞凋亡异常可能是 Fas基因突变引起袁其与瘢痕疙瘩形成有密切关系遥
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Abstract: Objective To observe the effect of Fas gene transfection on the apoptosis of keloid-derived fibroblasts. Methods
The full-length cDNA of Fas was inserted into the multicloning site of the expression vector pcDNA-3.1 by molecular cloning
technique, and the recombinant plasmid was transfected into the keloid-derived fibroblasts via lipofectin. Fas monoclonal anti-
body (mAb) was used to induce the apoptosis of the cells, which was evaluated with HE staining, DNA agarose gel elec-
trophoresis and flow cytometry. Results The expression plasmid pcDNA-3.1-Fas was constructed successfully. Fas mAb in-
duced apoptosis of these fibroblasts transfected with Fas gene, with the typical features of fibroblast apoptosis observed in the
treated cells (e.g. typical apoptotic cell nuclei, DNA ladder and high apoptosis rate as determined by flow cytometer), but not
in the control cells. Conclusion Blockage of upstream apoptosis pathway in keloid-derived fibroblasts is due to nonfunction
of Fas protein, and mutation of Fas gene may be the pathogenesis of keloids.
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瘢痕疙瘩是现代医学面临的几大难题之一遥其过
度增殖的能力以及难以控制的术后再复发长期困绕
整形外科学界遥近年来我们开展了病理性瘢痕成纤维
细胞 Fas受体介导凋亡的研究遥先前实验咱1暂发现院瘢
痕疙瘩成纤维细胞有别于正常皮肤及增生性瘢痕成
纤维细胞袁Fas克隆抗体渊Fas mAb冤在 ng~滋g水平即
可迅速诱导正常皮肤及增生性瘢痕疙瘩成纤维细胞
的凋亡袁而在相同浓度下袁瘢痕疙瘩成纤维细胞对此
却无反应遥通过银染 PCR-SSCP检测发现袁编码 Fas
蛋白分子死亡域基因存在突变遥提示瘢痕疙瘩这种抗
Fas介导的凋亡可能是 Fas基因突变导致 Fas受体功能
丧失袁从而造成瘢痕疙瘩成纤维细胞的凋亡异常咱2袁3暂遥
我们将 Fas cDNA导入瘢痕疙瘩成纤维细胞袁观察
Fas 基因转染细胞的凋亡袁可望为瘢痕疙瘩形成的分

子生物学机制和基因治疗提供有意义的依据遥

1 材料和方法
1.1 材料与主要试剂
本实验所用的瘢痕疙瘩标本均取自南方医院整

形外科患者袁经临床及病理诊断证实遥 Fas cDNA质
粒由第二军医大学国际肿瘤研究所刘彦青博士惠赠遥
限制性内切酶尧T4 DNA连接酶尧Rnase A尧蛋白酶 K尧
CIAP尧DMEM培养基等为华美生物工程公司产品遥
另有 PCR 引物合成 渊Sangon 公司冤尧Lipofectamine
渊Gibco公司冤尧胎牛血清 渊Hyclone冤袁Fas mAb渊IgM袁
Couler公司冤尧Annexin吁-FITC Kit 渊CLONTECH 公
司冤等遥
1.2 方法
1.2.1 瘢痕疙瘩成纤维细胞的培养 将手术切下的瘢
痕疙瘩采用组织块贴壁法袁用含 15%胎牛血清的
DMEM培养基袁在 37益尧5% CO2尧饱和湿度条件下进
行原代培养遥待细胞生长成单层袁用 0.25%胰酶消化
后袁按 1颐2的比例传代袁继续培养遥实验用第 5~15代
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图 1 重组载体 pcDNA3.1-Fas酶切图谱

Fig.1 Restriction enzyme digestion of the recombinant vector
pcDNA3.1-Fas

Lane 1: Control; Lane 2: pcDNA-Fas/Hind芋; Lane 3: pcDNA3.1-Fas/

BamH玉; Lane 4: pcDNA3.1-Fas/EcoR吁; Lane 5: Marker
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图 2 DNA琼脂糖凝胶电泳

Fig.2 Agarose gel electrophoresis of the DNA
extracted from the fibroblasts

Lane 1: Marker; Lane 2: Induction of apoptosis 24 h

after transfection; Lane 3: Induction of apoptosis 12 h

after transfection; Lane 4: Control
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细胞遥
1.2.2 重组载体的构建与鉴定 根据重组真核表达载
体构建的方法袁选 EcoR吁为切点消化 PMD18-T-Fas袁
用 DNA回收试剂盒回收Fas cDNA遥同样用 EcoR吁
消化 pcDNA3.1袁去磷酸化遥在 T4DNA连接酶作用下
把Fas cDNA和去磷酸化的 pcDNA3.1连接 渊16 益袁
20 h冤袁转化 DH5-琢感受态细菌袁常规培养遥随机挑选
Amp抗性的菌落袁并小量制备重组质粒遥用 EcoR吁尧
Hind芋尧BamH玉作酶切分析袁鉴定其连接的效果与
连接的方向正确与否遥把克隆正确的 pcDNA3.1-Fas
重组质粒送去做 DNA测序袁分析重组载体中目的基
因的读框遥
1.2.3 基因转染与凋亡诱导 转染前 24 h袁消化传代袁
使细胞生长面积达培养皿的 70%~80%遥将 2.0滋g质
粒 DNA溶于 100滋l无血清培养液中袁制成 A管遥将
20滋l的 Lipofectamine溶于 80滋l无血清培养液中袁
制成B管遥将管A和管B混匀袁室温下放置 45 min遥吸
去细胞培养液袁用无血清培养液洗涤细胞 2次遥加
800 滋l 无血清培养液至 Lipofectamine-DNA混合液
中轻轻混匀袁再滴加到细胞培养皿中袁然后加入 1 000
滋l无血清培养液遥放入 CO2孵箱中培养 10 h遥吸出转
染液袁加 4 ml完全培养液继续培养 24~48 h遥同时设
立 pcDNA3.1空载体为对照遥在转染后 48 h袁按 500
ng/ml加入 Fas mAb诱导细胞的凋亡遥
1.2.4 琼脂糖凝胶电泳 诱导凋亡 24 h收集细胞 (1伊
106 /ml)袁1 000 r/min袁5 min沉淀细胞袁PBS重悬遥同法
离心后加细胞裂解液 500滋l袁55益水浴消化过夜遥酚
和氯仿﹕异戊醇渊24颐1冤顺序抽提后袁1/5体积的 10 mol/L
醋酸氨和 2倍体积的无水乙醇沉淀DNA遥加 TE 100滋l
溶解 DNA沉淀袁加 RNase 5滋l 37益水浴 30 min遥取
所制备好的样品 20滋l袁用 1%琼脂糖凝胶电泳袁UV
灯下观察遥
1.2.5 HE染色 盖玻片生长的细胞经上述基因转染
和凋亡诱导后袁继续培养 24 h遥取出 PBS轻洗袁95%
乙醇固定 15 min遥苏木素染色 5 min袁水洗 1 min曰盐
酸乙醇分化 30 s曰水浸泡 15 min曰置于伊红液 2 min遥
常规脱水袁透明袁封片遥光学显微镜下观察遥
1.2.6 流式细胞仪分析 处理组和对照组经凋亡诱导
8 h后袁用胰酶消化袁用 DMEM完全培养液温和地把
细胞吹下来袁1 000 r/min离心 5 min遥结合缓冲液洗 1
次袁200滋l结合缓冲液重悬细胞遥加 5滋l Annexin吁
和 10滋l PI染液袁避光在室温下孵育 10~15 min遥上机
检测袁激发波长为 488 nm遥

2 结果
2.1 真核表达载体的构建

重组载体 pcDNA3.1-Fas用 EcoR吁酶切袁可见 1.08
kb的 Fas cDNA片段和 5.4 kb空载体袁用 BamH玉尧
Hind芋作酶切袁可得到 0.54 kb和 1.05 kb的片段渊图
1冤袁说明重组载体 pcDNA3.1-Fas目的基因是正向单
拷贝插入的遥重组载体测序结果袁经过校对和分析袁与
文献列出的咱4袁5暂序列完全一致袁没有任何错误的读框遥

2.2 DNA琼脂糖凝胶电泳
转基因组和对照组同时用 500 ng/ml的 Fas mAb
诱导细胞的凋亡袁在 1%琼脂糖凝胶上行电泳观察袁
可见转基因组呈现典型的野梯形冶条带袁对照组仅在近
电泳点样处出现基因组条带渊图 2冤遥

2.3 HE染色
细胞爬片经 HE染色后袁在光学显微镜下观察袁
转基因组细胞可见多数细胞变圆尧变小袁细胞核固缩尧
碎裂袁染色体被染成深蓝色或蓝黑色袁细胞膜皱折尧卷
曲和出泡等渊图 3冤遥而对照组细胞经染色后仍保持细
胞原有的生长形态和大小袁细胞核规整袁染成均一蓝
色渊图 4冤遥
2.4 流式细胞仪检测结果
转基因组和对照组在诱导后 8 h袁经 Annexin吁

和 PI双染色袁上机检测遥在双变量流式细胞仪的散点
图上袁左下象限显示活细胞袁右上象限为死细胞袁右下
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图 5 流式细胞仪检测结果

Fig.5 Apoptosis rate
determined by flow cytometry
A: 64.6%; B: 64.9%; C: 50.7%; D:

12.0%; E:2 7.9%; F: 30.5%

A B C

FED

图 4 对照组 HE染色渊伊400冤
Fig.4 HE staining of control cells (伊400)

图 3 实验组 HE染色渊伊400冤
Fig.3 HE staining of the apoptotic fibroblasts

after transfection (伊400)

象限为凋亡细胞遥转基因组凋亡细胞率为 64.6%尧
64.9%尧50.7% (图 5 A~C)遥对照组为 12.0%尧27.9%尧

30.5%渊图 5 D~F冤遥经统计学分析袁两组细胞凋亡率有
显著差异渊P<0.05冤

3 讨论
瘢痕疙瘩是目前整形外科界最棘手的问题之一遥

近年来袁关于瘢痕疙瘩形成机制的研究虽然已取得了
一些进展袁但目前仍缺乏有力的证据从根本上解释瘢
痕疙瘩发生的具体机制遥随着细胞凋亡在各领域内研
究的进展袁受基因调控的程序性细胞死亡袁在瘢痕研
究领域也越来越受到重视咱4暂遥近年来研究认为成纤维
细胞是瘢痕形成尧增生尧挛缩的功能性细胞袁其增殖尧
活化尧分化的调控异常可能直接导致瘢痕疙瘩的形
成咱5暂遥

FasR-FasL系统在调控细胞增殖和凋亡中所起
的重要作用袁在众多研究领域中已得到了广泛的重
视袁而且 Fas介导的凋亡也被认为是细胞凋亡的主要
通路之一遥Fas基因产物是一种典型的玉型膜蛋白袁
属 TNF和NGF受体家族成员咱6暂遥细胞表面的 Fas分子
与它的配体分子 FasL或抗 Fas抗体袁可向细胞内传
递死亡信号袁使 Fas表达细胞在数小时内发生死亡咱7暂遥

本课题组前阶段实验研究发现咱2袁3暂院瘢痕疙瘩成纤维
细胞虽然有高表达的 Fas受体袁但在 Fas mAb作用下
不能正常凋亡袁同时通过研究其 Fas介导的死亡信号
传导袁认为瘢痕疙瘩成纤维细胞的 Fas受体可能处于
无功能状态遥PCR/SSCP检测编码 Fas分子死亡域的
外显子袁发现有异常电泳带存在遥提示导致这种无功
能状态的 Fas分子的机制可能是因为其蛋白编码区
基因结构的改变遥Fas分子的功能障碍必将阻断成纤
维细胞的凋亡袁导致成纤维细胞的增殖 -凋亡失衡袁
最终导致瘢痕疙瘩的形成遥
为了明确瘢痕疙瘩成纤维细胞 Fas介导的凋亡

异常袁除了凋亡通道野上游冶Fas分子异常外袁通道的
野下游冶是否正常袁探讨 Fas分子异常在瘢痕疙瘩形成
中所起的作用遥我们采用分子克隆技术袁成功地构建
了真核表达载体 pcDNA3.1-Fas cDNA遥通过脂质体
介导的转染技术袁将重组表达载体转导入瘢痕疙瘩成
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纤维细胞袁使其表达结构和功能正常的 Fas蛋白咱8袁9暂遥
通过 FasmAb 诱导凋亡袁流式细胞仪检测结果表明袁
Fas 基因转染组的凋亡率明显高于空载体转染的对
照组遥从而证明袁瘢痕疙瘩成纤维细胞 Fas介导的凋
亡异常袁其阻断在 Fas分子袁而不在凋亡通路的下游
各个环节遥
临床上瘢痕疙瘩的治疗颇为棘手袁虽然有很多方
法先后问世袁概括起来可分为手术疗法和非手术疗
法袁但迄今无一获确切疗效遥随着人们不断从基因水
平阐述瘢痕疙瘩发生的分子机制袁基因治疗为瘢痕疙
瘩的治疗带来了新的希望和挑战遥本实验正是从这一
思路出发袁为瘢痕疙瘩的基因治疗探索一条新路遥
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BMSc的增殖无明显影响袁对 BMSc的分化及分泌功
能却有明显的促进作用遥两种微球生物相容性良好袁
同时 BMP微球对包裹的 BMP有明显的缓释作用袁
与细胞复合培养 9 d时仍有外源性 BMP的作用存
在遥我们认为这两种微球均可以作为骨组织工程载体
材料袁同时壳聚糖海藻酸钠复合材料对外源性生长因
子具有一定的缓控释作用袁可以促进 BMSc的定向分
化袁有利于新生骨组织的形成遥当然袁体外实验并不能
完全反映出该材料长期植入体内可能发生的生物学
反应袁因此有必要进一步以体内实验加以完善袁同时
进一步明确 BMP的释放速度遥
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