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【摘* 要】目的：了解深!度烧伤愈合早期及愈合后不同时

期增生性瘢痕基因组中抑癌基因 <!+ 甲基化程度- 方法：深!
度烧伤临床标本取材在烧伤后 !%，)"，(( < 及愈后 (，,，!,，)$
2B 增生性瘢痕组织，每组 ’ 例，用 >QR 甲基化特异性 SPT

（2/AGE03A4B6#H?/=4;4= SPT，LD SPT）动态观察基因组中 ?!+ 基

因甲基化情况- 结果：与正常组织相比，<!+ 基因甲基化水平

在深!度烧伤愈合前 !%，)" < 组织中显著增高；在愈后 ( 2B
增生性瘢痕组织中，<!+ 基因的甲基化水平显著降低，在 , 2B
以后的增生性瘢痕组织中逐渐增高，瘢痕增生时间越长，甲基

化程度越高- 结论：?!+ 基因在烧伤愈合早期高甲基化可能与

促进愈合有关，在 ( 2B 增生瘢痕中低甲基化可能对快速的瘢

痕增生有抑制作用，, 2B 以后逐渐增高的甲基化水平可能是

瘢痕继续增生的重要原因-
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联反应

【中图号】T+(( 【文献标识码】R

GH 引言

>QR 甲基化是真核细胞基因表达调控的重要修

饰之一［!］，<!+ 作为重要的抑癌基因在细胞增殖、分

化发育及肿瘤的生长等方面起着重要作用［$］，运用

>QR 甲 基 化 特 异 性 SPT（2/AGE03A4B6#H?/=4;4= SPT，

LD SPT）动态观察创伤愈合过程中及愈后增生性瘢

痕中 ?!+ 基因甲基化情况，对理解增生性瘢痕的发生

发展具有重要意义-

"H 材料和方法

"- "H 材料H 取自临床深!度烧伤后 !%，)"，(( < 标

本及愈合后 (，,，!,，)$ 2B 增生性瘢痕标本，对照为正

常皮肤组织标本，男女不限，年龄 !, U (’ 岁，每个时间

点 ’ 例标本- 亚硫酸氢钠对苯二酸（西安化学试剂厂），

>QR 回收试剂盒（北京赛百盛公司），>QR 提取试剂盒

（北京鼎国生物科技有限公司），SPT 循环仪（1??0/6<
B; RV L3HA/@，美国）、凝胶成相仪（R0?G3 W66BA/=G PB@#
?B@3A4B6，美国）、CWF#TR> 分光光度计（美国）-
"- IH 方法

!- $- ! * 基因组提取 * 约 ’"" 27 组织剪碎后加入

$"" "X ’ 2B0 Y X ZW 匀浆，氯仿、异戊醇抽提蛋白，乙

醇沉 淀 >QR，>QR 溶 于 (" "X 水 中，检 测 " 值 及

"$+" 62 Y "$,"62比值，确定浓度和纯度-
!- $- $* ?!+ 基因启动子区 ’OP?V 甲基化状态检测*
# 亚硫酸氢钠修饰：! "7 >QR 溶于 $" 2X 水中，以
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新配制的 !" # $%& ’ ( )*+, 使 -). 变性，加入/# !(
/! $$%& ’ ( 对苯二酚、#!0 !( 亚硫酸氢钠修饰，1!2
孵育 /3 4，用 -). 提取试剂盒纯化，加 !" 5 $%& ’ (
)*+, 终止反应，乙醇沉淀 -).，溶于 6! !( 双蒸水

中，7 #!2保存；" 甲基化 89: 扩增：参照文献［5］

合成二对引物：分别为 ;/3 野生型（;/3<=）、甲基化

引物（;/3<>）；;/3<=上游引物序列为 ?*@*@@@A@@@@@?@<
@*??@?，下游引物序列为 ?*@*@@@A@@@@@?@@*??@?；;/3<>

上游引物序列为 AA*AA*@*@@@A@@@@?@@*A?@?，下游引物序

列为 @*????@**??@?@*??@A**；89: 反应体积为 #1 !(：

/! $$%& ’ ( B)C8 # !(，/! D EFGGHI #" 1 !(，#1 $$%& ’ (
>@9&# #" 1 !(，上下游引物各 / !(，!"# -). 聚合酶

/ !(，-). 模板 /!! J@，其余水补至 #1 !(；89: 反应

退火温度均为 312，;/3<= 产物片段大小为 /6! E;，

;/3<>为 /1! E; ；-). 未被亚硫酸氢钠修饰时 ;/3<=

引物扩增出产物，否则可被 ;/3<> 引物扩增；# 89:
产物在 /! @ ’ ( 琼脂糖电泳，89: 产物在凝胶成像后

存成 CKLL 格式图像文件，在 M%B* -N@NA*& O?NHJ?H /-
灰度扫描软件测定各 89: 产物平均灰度值，;/3 基

因甲基化水平 P ;/3<>平均灰度值 ’ ;/3<=平均灰度值Q
统计学处理：数据经第四军医大学开发的 O8(>

统计软件处理，对各时间点 ;/3 基因甲基化水平的均

数比 较 用 方 差 分 析，两 两 比 较，用 -FJJHA<$ 检 验，

% R !" !1为有统计学意义Q

!" 结果

!Q #" 最适循环数的选择" 以 ;/3<= 89: 产物与循环

数之间做研究，在 /S，#!，#5，#3，#T，5#，51 循环间，

89: 产物与循环数之间均有线性关系存在（/S 个循

环以下肉眼不能看到条带），我们选择 5# 个循环，在

-). 未被亚硫酸氢钠修饰时，各时间点 ;/3<= 89: 产

物见 LN@ /Q -). 被 亚 硫 酸 氢 钠 修 饰 时，各 时 间 点

;/3<=未扩增出 89: 产物Q

9：%JH *$;&NGU ?U?&HQ

LN@ / ;/3<= 89: ;I%BF?AV NJ?IH*VH WNA4 A4H NJ?IH*VH %G *$;&NGN<
?*AN%J ?U?&HV
图 /X ;/3<=89: 产物随扩增循环数增加

!Q !" 甲基化水平" 与正常组织相比，;/3 基因在伤

后 /S，5! B 甲基化水平增高（% R !" !/），在愈后 6 $%
增生性瘢痕组织中显著降低（% R !" !/），在 /0，5# $%
的 长 时 间 增 生 性 瘢 痕 组 织 中 甲 基 化 水 平 增 高

（% R !" !/），;/3 基因甲基化水平在烧伤愈合早期及

愈后不同时间的增生性瘢痕组织中不断变化Q ;/3<>

与 ;/3<= 89: 产物电泳结果见 LN@ #，各时间点甲基化

水平见 C*E /Q

)O：J%I$*& VYNJ；C.Z：ANVVFH *GAHI EFIJ；,CO：4U;HIAI%;4N? V?*IQ

LN@ # .J*&UVNV %G ;/3<> *JB ;/3<= 89: ;I%BF?AV WNA4 *@*I%VH H<
&H?AI%;4%IHVNV
图 #X ;/3<>与 ;/3<= 89: 产物琼脂糖电泳结果

表 /X 创伤愈合前、后瘢痕组织中 ;/3 基因启动因子与 9;[ 岛甲基化水平

C*E /X >HA4U&*AN%J &H\H& %G ;I%$%AHI *JB 9;[ NV&*JB %G ;/3 @HJH EHG%IH W%FJB 4H*&NJ@ *JB NJ A4H 4U;HIAI%;4N? V?*I *GAHI W%FJB 4H*&NJ@
（& ’ 1，( ) *）

CN$H *GAHI EFIJ /S B 5! B 66 B 6 $% 0 $% /0 $% 5# $%

>HA4U&*AN%J &H\H& 63" 5 ] #" /E 1#" 0 ] #" SE 56" 3 ] /" 6 /6" S ] /" /E 56" # ] /" 1 65" 3 ] #" 3E 60" 6 ] #" 5E

E% R !" !/ +* J%I$*& VYNJ（5!" S ] /" 0）Q

$" 讨论

-). 甲基化是一种碱基修饰、关闭了基因的表达

活性，-). 甲基化程度与基因表达调控密切相关，参

与了细胞生长、发育过程及染色体印记、̂ 染色体失
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活等调控，基因启动子及其周围区域内 !"# 甲基化是

众多基因实现去表达（沉默）和基因印记的重要途径，

在分化发育中，不同组织中的相同基因通过甲基化的

改变实现其生物各功能及其细胞表型的改变［$，%］& 通

过测定启动子 !"# 周围碱基甲基化状态了解基因是

否去表达，为在 ’() 水平研究基因表达提供了重要

途径& "*+ 基因位于人类第 , 号染色体，"*+ 蛋白可使

细胞周期阻滞（ -../01），与细胞增殖、分化发育、肿瘤

生长有重要关系，"*+ 基因的突变、缺失、及其高 ’()
甲基化在肿瘤的发生、发展中有重要作用［+ 2 3］& 在创

伤愈合中细胞增殖存在正与负两种调控细胞周期的

平衡因素，"*+ 是一种重要的负性调控因子，了解烧伤

愈合过程中及烧伤后增生性瘢痕组织中 "*+ 基因的

甲基化程度，对丰富创伤愈合理论及瘢痕过度增生机

制可能具有重要意义& 甲基化特异性 4!5（6/1789-:
1;<=:0"/>;?;> 4!5，@A 4!5）是检测基因组 ’() 甲基

化水平的常用方法［,］& @A:4!5 能灵敏检测出 * B *CCC
细胞中发生了甲基化，扩增出目的片段的多少反映了

该组织中甲基化水平& 以 "*+:D 为参照，与各组间

"*+:@ 相比较，能客观反映每组的甲基化程度&
与正常组织相比，创伤愈合前 *E F 时，"*+ 基因

甲基化水平显著增高，使 "*+ 基因表达量降低，符合

创伤愈合促进细胞分裂、增殖的需要，这种情况在创

伤愈后仍然存在；在伤后 GC F 时，深!度烧伤创面已

愈，"*+ 基因的高甲基化可能与创面封闭后组织的继

续改建相适应；之后 "*+ 基因的甲基化水平逐渐降

低，在伤后 $$ F 时接近正常组织水平，在愈后 $ 6< 的

增生性瘢痕组织中出现了显著降低，使 "*+ 基因表达

逐渐增高，对处于增殖、参与改建的细胞有“ 闸车”作

用，与促细胞增殖的因素相适应& 在深!度创伤愈合

后增生性瘢痕组织中，"*+ 基因的甲基化程度逐渐增

高，瘢痕增生时间越长，"*+ 基因的甲基化程度越高，

分析可能创面愈合后，组织改建继续进行，细胞增殖

需要正性与负性两种因子失衡，降低负性因子的表

达，可能是体内更节约的方式，所以在增生的瘢痕组

织中通过 "*+ 基因的甲基化来实现负性调控因子的

降低，改建时间越长，抑癌基因 "*+ 的甲基化修饰程

度越高，增生性瘢痕持续的时间及 "*+ 基因的甲基化

程度相关，抑癌基因的甲基化可能是增生性瘢痕不能

迅速转为平稳瘢痕的重要原因，增生性瘢痕中可能存

在增殖与抑制细胞增殖两种因素的不平衡& 因此检测

稳定瘢痕及瘢痕疙瘩中 "*+ 基因甲基化水平与增生

性瘢痕相比较具有重要意义，这将在以后的实验中进

一步研究&
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