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摘　要:【目的】建立人增生性瘢痕(H TS)裸鼠模型和观察瘢痕组织形态学变化特点。【方法】将 HTS 移植至裸鼠的皮

下 ,采用光镜 、电镜和免疫组化方法观察移植后的 HTS 的形态学 、T 淋巴细胞 、巨噬细胞和转化生长因子- β1(TGF- β1)的分

布变化特点。【结果】术后裸鼠全部成活 ,植入的瘢痕无坏死。在 6 ～ 7 周内均能保持其原有的组织结构。光镜 、电镜观察成

纤维细胞(FB)内含丰富的粗面内质网 、线粒体;移植后瘢痕组织中的 T 淋巴细胞 、巨噬细胞细胞分布和 TGF- β1 免疫反应强

度与移植前相似。【结论】在裸鼠体内建立的 HTS 模型是一个可行和可靠的动物模型 ,移植的 HTS 在 6 ～ 7 周内仍能保持其

原有的组织形态特征。
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Abstract:【Objective】To establish a model of human hypertrophic scars in nude mice and to investigate its

morphological characteristics of the scars.【Methods】Human hypert rophic scars were implanted subcutaneously

in the nude mice.The morphological changs w ere observed using light and elect ron microscopes.T lympho-

cy tes ,macrophages and TGF- β1 in the implanted scars w ere demonstrated by immunohistochemical staining ,

and the variation were analyzed【Results】All the mice survived after implantation of human hypertrophic scars.

No necrosis w as found in the implanted scars under the light microscopy.The original morphology of the scars

w as maintained at six th and seventh w eeks af ter transplantation .Demonstrated by electron microscopy , the fi-

broblasts in the scars contained rich rough endoplasmic reticula and mitochondria.There w ere no changes of den-

sity of inf ilt rated T lymphocytes and macrophages.Immunohistochemically , TGF- β1 reaction w as st ronger in

the scars implanted than in control.【Conclusions】Implantation of human hypertrophic scars in nude mice w as

feasible and reliable animal model for scar study .There is no mo rphological variation in the human hypertrophic

scars in nude mice until 6 ～ 7 w eeks af ter implanting .
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　　增生性瘢痕(HTS)是烧伤整形外科的难题 ,常

引起毁容 、功能障碍 。HTS 仅见于人类 ,到目前为

止尚无动物皮肤损伤自然遗留 HTS 的报道 。因

此 ,建立人 HTS 动物模型 ,对研究瘢痕形成 、发展

规律 、防治等有重要意义 。裸鼠 ,无胸腺 、缺乏 T 淋

巴细胞 ,在其体内制作瘢痕模型是可能的 。本研究
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观察裸鼠移植人 HTS 的形态学 、T 淋巴细胞 、巨噬

细胞和 TGF- β1分布的变化 ,找出模型较稳定的和

适合用药的时间 ,为 HTS 的研究提供基础 。

1　材料与方法

1.1　实验材料

HTS 来源于手术切除的同一病人面部全层瘢

痕。瘢痕发红 、坚硬 ,高出于正常皮肤 。主要试剂:

RPM I 1640培养基系美国 GIBCO 公司生产 。CD3

为抗人多克隆抗体 , CD68为鼠抗人单克隆抗体 ,

TGF- β1为鼠抗人多克隆抗体 ,均为 DAKO 产品 。

1.2　实验动物

裸鼠 ,为单纯 T 淋巴细胞缺陷(BALB/c-nunu

品系),选 6 ～ 8 周龄裸鼠 ,雌雄不拘。动物由中山

医科大学实验动物中心提供。

1.3　动物模型的制备

按Shet lar
[ 1]
方法进行 。将 HTS 切成 0.7 cm

×0.5 cm ×0.2 cm 大小 ,立即放置于 RPMI 1640

+双抗(青霉素 0.1×106 U/L 、链霉素 0.1×106

U/L)组织培养液中 。3 h后 ,将瘢痕组织块移植于

30只 6周龄裸鼠背部肩胛内侧皮下。

1.4　形态学的观察

1.4.1　大体形态观察　在移植后的不同时间 ,观

察HTS动物模型的体积变化 、硬度 、存活率 、排斥

反应 、感染率。将移植后不同时间的瘢痕从裸鼠皮

下取出 ,记录瘢痕组织移植前后的体积 ,作 HE 和

Masson染色。

1.4.2　光镜观察　移植前后瘢痕组织成纤维细胞

(FB)培养的比较:手术切下的 HTS组织在无菌条

件下经漂洗 ,剪碎 ,接种于含 φ=20%新生小牛血清

RPMI 1640培养液的培养瓶中 ,置 37 ℃, φ=5%

CO2原代培养 。待细胞接近融合时经胰酶消化传

代。Gimesa染色:将 FB接种于盖玻片上 ,加入含 φ

=20%小牛血清的 RPMI 1640培养液 ,培养 24 h ,然

后用无水乙醇固定 ,Gimesa染色 ,在光镜下观察 。

1.4.3　透射电镜观察　将瘢痕组织和培养的 FB

用戊二醛固定及磷酸缓冲液冲洗。再经锇酸固定

及双蒸水冲洗 ,丙酮脱水 ,包埋 、切片 、醋酸铀染色

后在透射电镜下观察 。

1.4.4　免疫组化检查　①移植前后瘢痕组织内 T

淋巴细胞 、巨噬细胞免疫组化染色:4 μm 切片 ,常

规脱蜡水化 , PBS洗 3次 , 5 min , φ=3%H2O2 室

温10 min , PBS 洗 3 次 , 5 min ,正常血清室温 20

min ,一抗为 CD3(1∶100)或 CD68(1∶200),过夜 、

Bio tin-IgG 和 HRP-SP 各 37 ℃45 min ,DAB显色 ,

Mayer苏木素复染 ,脱水 、透明 、封片 。在光镜下观

察组织结构及细胞特异性染色 。DAB显色的阳性

信号呈棕黄色 。 ②移植前后瘢痕组织内 TGF- β1

的变化:4 μm厚度切片 ,免疫组化染色(LSAB法),

稀释度为 1∶50 ,DAB显色 ,Mayer苏木素复染。

1.5　统计学分析

采用 SPSS 7.5 for Win进行方差分析 。

2　结　果

2.1　移植前后瘢痕组织的形态学改变

裸鼠全部存活 ,可触及裸鼠背部肩胛内侧皮下

瘢痕结节 ,质硬 ,活动 ,与皮肤结合紧密 ,没有观察

到排斥反应 。切开皮肤 ,见瘢痕有包膜覆盖 ,包膜

上有丰富的小血管网 。HTS 移植后的体积变化见

表 1。

表 1　HTS 移植后的体积变化(VHTS / cm
3
,  x ± s)

Table 1　Change of hyper trophic scars size after transplantation

n 1)
T he time af ter implanted(t / d)

0　 21 30　 　42 45　 50 60

V HTS　 / cm3 0.072±0.0033 0.064±0.003 2) 0.062±0.0026 2) 0.061±2.3 2) 0.053±0.0041 3)0.026±0.002 0.020±0.002

　　1)n =6 , Refered to the numbers of the scars;2)P >0.05;3)P <0.05

　　瘢痕组织移植 21 、30 、42 d的平均体积的差异

与移植前无统计学意义 ,移植 42 d后瘢痕组织体

积逐渐变小 ,与移植前比较其差异有统计学意义。

HE染色 、Masson 染色光镜下 ,瘢痕组织外周有纤

维性包膜 ,包膜内血管向瘢痕内延伸 ,这种现象在

Masson染色中相当清楚;移植的HTS在 45 d内均

能保持其原有的螺旋状胶原纤维和典型的结节状

胶原融合 ,细胞丰富;随着时间的延长(超过 50 d),
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瘢痕体积明显缩小 ,细胞成分减少 ,胶原密度降低 ,

胶原束变小 ,血管数减少 ,闭塞 ,瘢痕组织出现钙化

(图 1 、2)。

2.2　透射电镜观察

植入的 HTS 在 45 d内 FB含丰富的粗面内质

网 、线粒体 。巨噬细胞和肥大细胞少见。瘢痕中还

有一定数量的肌成 FB ,周围胶原束粗大。瘢痕组

织移植时间越长 ,纤维细胞增多 ,胶原间质变得疏

松 ,粗面内质网少 、脱颗粒 ,线粒体肿胀 、空泡化(图

3 、4)。

图 3　瘢痕移植 21 d组织切片(TEM , ×2 950)

Fig.3　Section of implant of hypertrophic scar after 21 d

After implan tat ion 21 d, the fib roblasts in scars contained rich

rough endoplasmic ret icula and mitochond ria

图 4　瘢痕移植 50 d组织切片(TEM , ×2 950)

Fig.4　Section of implant of hypertrophic scar after 50 days

After implantation 50 d , the f ibroblast s in scars contained few

rough endoplasmic ret icula and mitochond ria

2.3　移植前后瘢痕组织 FB培养的比较

移植前和移植后 30 d培养的 FB ,倍增时间相

同;用 Gimesa 染色 ,移植前后的 FB 形态未见有不

同 ,胞浆丰富 ,核分裂相多见;透射电镜下 , FB内含

丰富的粗面内质网 、线粒体。

2.4　T淋巴细胞浸润的免疫组化染色结果

将HTS 组织移植于裸鼠后 ,原瘢痕组织内 T

淋巴细胞浸润无明显减少 ,在 21 ～ 42 d 内仍然分

布广泛 ,尤其在部分小血管周围 。T 淋巴细胞浸润

情况按 1990 年 Martin等
[ 2]
所采用的方法进行比

较 ,结果见表 2。

表 2　瘢痕组织内 T 淋巴细胞浸润程度

Table 2　T lymphocy te density in hyper trophic scars

HTS
t(after implanted)/ d

0 21 30 42 45 50 60

T cell 1) 5 4 4 3 3 2 1

　　1)The same line figures(T cell)represent an arbit rary scale 0～

10(0 refered to no lym phocyte , 10 refered to very dense T cell infil-

t rate)

巨噬细胞浸润的分布与 T 淋巴细胞相似 ,可见

围绕血管浸润聚集现象。

2.5　TGF- β1在瘢痕组织中的分布

免疫组化结果判断标准
[ 3 ,4]

:于相同强度光线

下观察同一批免疫组化染色 ,分为 3 个等级 ,无黄

褐色为阴性反应(-),浅黄褐色为阳性反应(+),

深褐色为强阳性反应(++);TGF- β1 在瘢痕组织

移植前为强阳性反应(++),移植 21 ～ 42 d仍为强

阳性反应(++),移植超过 50 d阳性反应减弱或灶

性阳性反应 。在 TGF- β1阳性反应瘢痕组织中 ,多

分布在 FB 、血管内皮细胞和炎症细胞以及细胞外

基质中。

3　讨　论

裸鼠是先天性胸腺缺陷的突变小鼠。因胸腺

缺陷 ,缺乏 T 淋巴细胞
[ 1]
。由于裸鼠有这样的生

物学特性 ,在其体内进行人类组织移植不会发生排

斥 ,因此 ,在裸鼠体内制作 HTS 动物模型是可行

的。Kischer 等[ 5] 报道初始体积为 5 mm × 5 mm

×8 mm 的人瘢痕移植物 ,体积随时间的延长而缩

小;Estrem[ 6]将 1 μm 厚培养的瘢痕疙瘩 FB 植入

裸鼠体内 ,生成平均体积为 6.5 mm3 的包块;但

Waki[ 7]发现 ,1 mm 的瘢痕疙瘩在移植后 4周内体

积增大 ,然后逐渐缩小。诸作者关于瘢痕在裸鼠体

内移植后体积变化的结果不一致 ,Waki[ 7] 认为其

原因可能与植入瘢痕的大小不同 、裸鼠细胞产生胶

原酶降解植入物 ,供血血管的形成有差异或 FB 丧
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失胶原基因调节因子的反馈机制等有关。本实验

(表 1)显示 ,增生瘢痕移植后体积有所缩小 ,2周后

维持稳定 ,这是因为瘢痕移植于皮下 ,瘢痕与裸鼠

未完全建立血运 ,靠组织液营养 , 2 ～ 3周后完全建

立血运 ,并形成了包囊 ,瘢痕体积在 21 ～ 42 d内的

变化无统计学差异(P >0.05),体积基本维持稳

定。超过 45 d ,体积随时间的延长而很快缩小 ,差

异明显(P <0.05),说明移植瘢痕的体积在 0.7

cm ×0.5 cm ×0.2 cm 左右较合适 ,移植瘢痕太

大 ,瘢痕建立血运困难 ,组织中间易坏死 、钙化;移

植瘢痕太小 ,瘢痕的观察对比不容易 ,而且其组织

量也难以满足其它研究等需要。移植前后的培养

瘢痕 FB的特性保持不变 ,具增生活跃 、合成旺盛

的功能。

HTS 的 FB发生旺盛增殖活化 ,与免疫细胞的

作用密切相关。Martin[ 2]发现 T 淋巴细胞 、巨噬细

胞在瘢痕增生时浸润较多。巨噬细胞 、T 淋巴细胞

除参与组织炎症反应外 ,更为重要的是通过释放多

种介质直接或间接影响组织的纤维化或血管化 ,在

组织修复中有重要作用[ 8 , 9] 。所释放的细胞因子

包括白细胞介素 1(IL-1)、FB生长因子(FBF)、转

化生长因子- β1(TGF- β1)等 ,这些细胞因子具有

促进 FB增殖 、细胞外基质合成功能 。因此 ,巨噬

细胞 、T 淋巴细胞在 HTS 中的浸润及其释放多种

细胞因子 ,是 HTS 形成的重要因素 。本实验观察

到移植后瘢痕形态学的变化是有阶段性的 , HTS

移植 6 ～ 7周内 ,保持稳定 ,移植 45 d后 HTS 组织

形态开始明显变化 ,FB减少 ,胶原密度降低 ,结构

疏松。其原因可能是在 6 ～ 7周内 ,原 HTS内浸润

的 T 淋巴细胞 、巨噬细胞凋亡数目减少较慢 ,裸鼠

T 淋巴细胞缺乏 ,对移植瘢痕反应很轻;移植 45 d

后 ,原 HTS 内浸润的 T 淋巴细胞 、巨噬细胞凋亡较

快 ,随着裸鼠长大 ,胸腺发育 ,残余的T 淋巴细胞抗

移植物反应逐渐增强 ,使瘢痕组织出现明显退化。

TGF- β具有促进 FB 增殖 、细胞外基质合成功能。

TGF- β1免疫组化结果证实:移植前及移植后 45 d

内 TGF- β1 在 FB 、血管内皮细胞呈强阳性反应。

瘢痕组织胶原纤维粗大 ,呈旋涡状 ,血管丰富 。FB

较多 ,胞浆含丰富的粗面内质网 、线粒体 。移植 50

d后的 HTS组织的 TGF- β1 分布呈灶性阳性或弱

阳性反应 ,FB和血管内皮细胞明显减少 ,胶原纤维

变小 ,排列相对整齐 ,与成熟瘢痕的结构类似 。综

上所述 ,建立HTS 裸鼠模型是可行的 ,移植的HTS

在 6 ～ 7周内能保持其原有的结构特征 ,适用于各

种治疗研究。
(本文图 1 、2 见插页 4)

(本实验得到中山医科大学病理教研室文剑明教授的
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增生性瘢痕裸鼠模型的组织形态学特征　(正文见第 123页)

Morphological Characteristics of Human Hypert rophic Scar in an Animal

Model of Nude Mice　(Tex t in page 123)

图 1　瘢痕移植 42d组织切片(HE×200)

Fig.1　 Section of implan t of hypertrophic scar af ter 42 days(HE×

200)

After implantation 42 days, there w ere plenty of f ibroblast s and typical

collagen nodes in scar tissue

图 2　瘢痕移植 30 d组织切片(Masson×100)

Fig.2　Section of im plant of Hypert rophic scar af ter 30 days(Masson

×100)

After implantat ion 30 days , there w ere a lot of capillaries vasculars

f rom capsule to scar t issue.Collagen fibers w ere disorder

非小细胞肺癌 UAGE-3抗原的表达　(正文见第 127页)

Expression of MAGE-3 Antigen in Non-small Cell Lung Cancer　(Text in page 127)

图 1　肺腺鳞癌 MAGE-3抗原的表达

Fig.1　Expression of MAGE-3 antigen in adeno-squamous cell carci-

noma of lung

Immunohistochemistry staining (LSAB)of MAGE-3 antigen , tumor

cells w ere posi tive(+++), st romal cells were negative(-), 10×10

图 2　肺鳞状细胞癌 MAGE-3抗原的表达

Fig.2　Expression of MAGE-3 antigen in squamous cell carcinoma of

lung

Immunohistochemist ry staining(LSAB)of MAGE-3 ant igen , tumor

cells were positive(+++), st romal cells w ere negat ive(-), 10×40


