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不同能量 CO2点阵激光对博来霉素诱导的小鼠增生性瘢痕的作用及
Hedgehog信号通路的影响 *
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摘要 目的：探讨不同能量 CO2点阵激光对博莱霉素诱导的小鼠增生性瘢痕模型的作用及其对瘢痕组织中 Hedgehog信号通路的
影响。方法：于雄性 C57BL/6J小鼠背部皮肤注射博来霉素（1 mg/d，4周）制作增生性瘢痕模型，另取 4只小鼠背部注射 PBS缓冲
液作为对照。造模成功之后，随机将小鼠分为瘢痕对照组（模型组），10 mj激光治疗组（10 mj组）和 20 mj激光治疗组（20 mj组），
每组 6只小鼠。10 mj组小鼠给予 10 mj激光治疗（共 3次，每次间隔 2周）；20 mj组小鼠给予 20 mj激光治疗（共 3次，每次间隔 2

周）。治疗结束后，处死小鼠，取瘢痕全层标本进行病理组织学染色观察（HE、Masson染色）以及 琢-平滑肌肌动蛋白（琢-SMA）、
GLi1免疫荧光观察。结果：①我们成功复制出小鼠增生性瘢痕模型；② 20 mj CO2点阵激光治疗可有效修复瘢痕组织，经治疗后皮

肤瘢痕程度显著减轻，同时可降低真皮层厚度和减轻瘢痕组织的纤维化程度；③免疫荧光染色结果提示，CO2点阵激光可显著减

少小鼠皮肤增生性瘢痕中 琢-SMA、GLi1表达。结论：于小鼠的背部皮肤注射博莱霉素可建立增生性瘢痕模型。CO2点阵激光为治

疗增生性瘢一种有效的治疗方式，其作用可能与其对 Hedgehog信号通路的抑制有关。
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Effect of Fractional CO2 Laser on Mice Hypertrophic Scar and Hedgehog
Pathway induced by Bleomycin*

To investigate the effects of different energies fractional CO2 laser on bleomycin-induced mice hypertrophic
scar model and Hedgehog signaling pathway in scar tissue. Bleomycin (1 mg/d, 4 weeks) was injected into the back skin of
male C57BL/6J mice to establish hypertrophic scar model, and PBS was injected into the back of 4 mice as control. After the model was
erected, the mice were randomly divided into scar control group (model group), 10 mj laser treatment group (10 mj group) and 20 mj
laser treatment group (20 mj group), 6 mice in each group. Mice in 10 mj group were treated with 10 mj laser (three times, two weeks
apart) and mice in 20 mj group were treated with 20 mj laser (three times, two weeks apart). At the end of treatment, the mice were sacri-
ficed, and the full-thickness scar specimens tissues were taken for histopathological staining (HE, Masson's staining) and immunofluores-
cence observation the expression of alpha-SMA and GLi1. ① We successfully replicated the mouse model of hypertrophic scar.
② Fractional CO2 laser treatment can effectively repair scar tissue and reduce the thickness and fibrosis degree of dermis. ③ The results
of immunofluorescence staining suggested that CO2 lattice laser could significantly reduce the expression of alpha-SMA and GLi1 in hy-
pertrophic scars of mouse skin. A model of hypertrophic scar can be established by injecting bleomycin into the skin of the
back of mice. CO2 lattice laser is an effective treatment for hypertrophic scar, and its effect may be related to the inhibition of Hedgehog
signaling pathway.
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前言

增生性瘢痕 (Hypertrophic scar，HS) 作为病理性瘢痕的一

种，是成纤维细胞产生的胶原蛋白等在组织中沉淀后，难以被

吸收或重塑而表现出的一种病理状态。表现为持续性炎症反应

和纤维异常增生，影响患者的形象和健康，也增加了患者的心

理负担[1]。HS病因多种多样但均由于真皮深层的损伤造成。典

型的表现为：局部组织的增厚，质地坚硬且明显高于正常皮面，
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挛缩致周围组织移位，运动关节发生 HS还会导致患者运动功

能受限等[2]。

目前 HS治疗手段较多，大致分为药物、敷料、物理治疗、

手术治疗以及各种疗法的联合治疗等 [2,3]。由于其发病机制复

杂，涉及遗传、多种信号通路等，目前其形成的分子机制尚不明

确，加上缺乏较好的动物模型，因此其治疗进展较为缓慢，当前

的治疗效果仍不理想[4,5]。近年证实 CO2点阵激光对增生性瘢痕

有较好疗效，但其具体机制不清，从而限制该项技术的发展及

进一步推广应用[6,7]。为此，我们认为有必要采用不同的动物模

型进一步深入了解 CO2点阵激光治疗的疗效与机制，为更好地

推广该技术提供依据。

本研究中，我们参照付小兵院士课题组及 Ferreira等的造

模方法[8,9]，在复制博莱霉素小鼠背部皮肤增生性瘢痕造模基础

上应用点阵激光进行治疗，观察不同能量的激光对增生性瘢痕

的治疗效果并初步探讨其相关的机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组
7-8周龄健康、雄性 C57BL/6J小鼠（购于成都达硕公司），

在适应性喂养 1周后进行增生性瘢痕小鼠模型的制作。瘢痕模

型制作成功后随机分为 3组，包括瘢痕对照组，高能量的激光

治疗组（20 mj能量组）和低能量的激光治疗组（10 mj能量组），

每组 6只小鼠。
1.2 小鼠增生性瘢痕模型的制作[8,9]

小鼠以 10％水合氯醛麻醉后，背部备皮。注射博来霉素促

进瘢痕的生成。注射方法：背部皮下注射博来霉素（1 mL，浓度

为 1 mg/mL，博来霉素以 PBS溶解），共计 4 w完成造模。另取
4只健康小鼠以同法备皮，皮下注射同体积的 PBS缓冲液作为

阴性对照。

造模结束后随机选取 4只小鼠行颈椎脱臼法处死，选取博

来霉素注射区域皮肤全层标本组织，钝性分离皮肤组织大小约

1 cm× 1 cm，并将组织分为两份，一份以生理盐水冲洗后置于
10%甲醛溶液固定以进行病理组织学染色观察（HE、Masson染

色；另一份立即做冰冻切片，切片厚度 6 滋m 进行 琢-SMA、
glioma-associated oncogene homologue 1（GLi1）免疫荧光观察；

另取背部注射 PBS的小鼠皮肤组织同法进行染色作为对照。
1.3 干预方法

造模成功之后，随机将小鼠份为 3组，每组 6只，包括瘢痕

对照组，20 mj激光治疗组，10 mj激光治疗组。20 mj激光治疗组
小鼠给予 3次能量为 20 mj的激光治疗；10 mj激光治疗组小

鼠给予 3次能量为 10mj的激光，两组小鼠的治疗间隔均为 2周。
1.4 观察指标

治疗结束后小鼠以 10%水合氯醛经腹腔麻醉后处死，获取

皮肤标本。选取治疗皮肤全层标本组织，钝性分离皮肤组织大

小约 1 cm× 1 cm，并将组织分为两份，一份以生理盐水冲洗后

置于 10%甲醛溶液固定以进行病理组织学染色观察（HE、Mas-

son 染色；另一份立即做冰冻切片，切片厚度 10 滋m，行

琢-SMA、GLi1免疫荧光观察。
1.4.1 HE染色 参照文献取皮肤标本行石蜡切片经常规 HE

染色后观察小鼠正常皮肤的组织和治疗前后增生性瘢痕组织

的形态学特点[8]。

1.4.2 Masson染色 参照文献取皮肤标本行石蜡切片观察小

鼠正常皮肤的组织和治疗前后皮肤组织中纤维形成情况[8]。

1.4.3 免疫荧光染色 参照文献方法[10]，皮肤以冰冻切片包埋

剂包埋后，于 -20 ℃中行冰冻切片，厚度约 10 滋m，参照既往方
法先后孵育一抗，二抗后在荧光光镜下观察，拍照和分析。

1.5 统计学分析

以 SPSS 18.0进行数据录入和统计分析，数据以均数± 标
准差（x± s）表示，以 prism 5.0制图软件作图，组间比较采用非

配对 t检验的方法，以 P<0.05为有统计学差异。

2 结果

2.1 博莱霉素建立的小鼠模型增生性瘢痕情况
HE染色提示 C57BL/6J对照小鼠的皮肤组织结构完整，呈

红染波纹状，胶原纤维较细，密集排列，纤维间和纤维周围可见

部分成纤维细胞，无炎性细胞浸润（图 1A）。模型组表皮层上皮
增厚明显，真皮层胶原沉积增加，胶原束增粗，排列不规则，并

可见大量炎性细胞浸润（图 1B）；对真皮厚度进行测量，结果显

示模型组的真皮厚度明显厚于正常皮肤组织（图 1C）。

图 1 HE染色对比观察正常对照小鼠和模型组小鼠皮肤瘢痕组织

Fig.1 Skin scar tissue of normal control mice and model mice were observed by HE staining

Note: **P<0.01 versus Cont group. The scale bar represents 200 滋m.

Masson染色显示正常皮肤组织内血管、成纤维细胞较少，

胶原稀疏，排列整齐（见图 2A）。模型组瘢痕组织外周均有一层

纤维结缔组织包膜包绕，瘢痕组织内有大量成纤维细胞，贴近

包膜处有大量血管，胶原纤维粗大，漩涡状排列（见图 2B）。
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图 2 Masson染色观察对照小鼠和模型组小鼠皮肤瘢痕组织中纤维增生情况

Fig.2 Proliferation of fibrous tissue in skin scar tissue of control mice and model mice were observe by Masson staining

Note: The scale bar represents 200 滋m.

免疫荧光染色观察正常对照小鼠和模型组小鼠皮肤瘢痕

组织中琢-SMA（绿色）和 GLi1（红色），模型组较之正常组可见
琢-SMA、GLi1大量表达，表明模型组胶原蛋白和成纤维细胞更

多也即显示出增生性瘢痕特性（见图 3A，3B）。

图 3 正常对照小鼠和模型组小鼠皮肤瘢痕组织中琢-SMA和 GLi1的表达

Fig.3 Expression of alpha -SMA and GLi1 in skin scar tissue of normal control mice and model mice

Note: The scale bar represents 100 滋m.

2.2 CO2点阵激光对增生性瘢痕的疗效

以 HE染色观察分析不同能量的 CO2点阵激光对真皮层

的大体情况及真皮层的厚度的影响（见图 4），同时以 Masson

染色观察真皮胶原纤维化的作用（见图 5）。结果发现 20 mj的
CO2点阵激光可显著改善真皮胶原组织的排列，减少血管数

量，并且显著降低真皮层的厚度（见图 4）。20 mj CO2点阵激光

治疗组小鼠皮肤真皮层的厚度显著低于模型组小鼠皮肤真皮

层的厚度，P <0.05；10 mj CO2点阵激光治疗组小鼠有降低真皮

层厚度的趋势，但经统计无显著差异，P >0.05（见图 4）。Masson

染色提示，20 mj CO2点阵激光治疗可显著减轻真皮层的纤维

化程度（见图 5）。

图 4 各组小鼠皮肤组织 HE染色结果

Fig.4 HE staining in mice skin tissue of each group

Note: The scale bar represents 200 滋m.

2.3 CO2点阵激光对增生性瘢痕组织中琢-SMA和 GLi1表达的

影响

以免疫荧光方法观察小鼠皮肤瘢痕中 琢-SMA（绿色）和
Hedgehog信号通路中的关键分子 GLi1（红色）的表达情况。结
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图 5 各组小鼠皮肤组织Masson染色结果

Fig.5 Masson staining in mice skin tissue of each group

Note: The scale bar represents 200 滋m.

图 6 免疫荧光观察各组小鼠皮肤组织中琢-SMA和GLi1的表达

Fig.6 Expression of 琢-SMA and GLi1 in mice skin tissues were observed by immunofluorescence

Note: The scale bar represents 100 滋m.

果发现，CO2点阵激光治疗后小鼠皮肤组织中 琢-SMA和 GLi1

的表达水平明显降低，而与 10 mj能量比较，20 mj能量的 CO2

点阵激光治疗的降低程度更为显著（见图 6）。

3 讨论

随着激光技术的进步和临床应用经验的累积，目前激光治

疗 HS的研究已成为该领域的热点。当下应用于治疗 HS的有
CO2激光，非剥脱 1550铒玻璃激光和脉冲燃料激光灯等[6]。点

阵 CO2激光利用热分解作用原理，在瘢痕表面产生矩阵点状排

列的微热损伤，从而刺激瘢痕皮肤启动修复程序，最终使包括

表皮和真皮在内的全层皮肤发生重建和再生，达到修复治疗目

的[11]。因此，在将来点阵 CO2激光有可能成为 HS的常规治疗

方法，但其确切疗效和相关的机制尚需进一步明确。

有研究证实了点阵 CO2激光在兔耳 HS模型的疗效，但由

于兔耳的软骨部位与人体的增生性瘢痕皮肤软组织解剖结构

及组织仿生学的差异，不能提供更为近似的组织基础[12,13]。除了

兔外，目前相关的动物模型还有猪、小鼠等。其中猪与人类的皮

肤组织最为接近，但存在成本较高、饲养、管理难等因素[14]。因

此，在本研究中，我们利用 C57BL/6J小鼠，于小鼠背部注射博

来霉素成功复制出类似于人类的 HS模型。表现为上皮明显增

厚，真皮层胶原沉积增加，胶原束增粗，排列不规则，并可见大

量炎性细胞浸润，Masson染色提示有大量成纤维细胞，胶原纤

维粗大，漩涡状排列，进一步用免疫荧光染色证实 HS模型真
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皮组织中代表肌成纤维细胞特征的 琢-SMA表达显著增多。我

们研究发现点阵 CO2激光治疗可有效修复小鼠 HS模型的瘢
痕组织，减轻瘢痕组织中纤维化程度，降低瘢痕组织中真皮层

的厚度。

目前 HS的机制尚未完全明确，公认的以炎症免疫机制为

主，涉及多种细胞，包括免疫细胞：B淋巴细胞、T淋巴细胞、中

性粒细胞、肥大细胞和巨噬细胞，成纤维细胞和血管内皮细胞

等[15-17]。细胞在经受免疫炎症损伤以后释放多种细胞因子参与半

盒组织形成，包括转化生长因子 茁（transforming growth factor-茁，
TGF-茁）[18]，血小板衍生生长因子(platelet-derived growth factor，
PDGF)[19] 和胰岛素样生长因子 -1 ( insulin -like growth factors，
IGFs)[20]等。上述细胞因子相互作用，相互影响，在 HS的发生、

发展中扮演重要的角色。在细胞的相互作用中，上皮细胞和间

充质细胞，血管内皮细胞同样发挥一定的作用。例如，上皮细胞

通过磷脂酰肌醇 -3-激酶(phosphatedylinositol-3-kinase, PI3K)、
TGF-茁/Smad信号通路的激活等促进纤维化和瘢痕形成[21-23]。

近年的研究报道表明，随着肝、肾、心肌纤维化、瘢痕的形

成过程中 Hedgehog通路机制的 GLI1蛋白表达增多[5]。应用环

巴胺特异阻断 Hedgehog信号通路后兔耳增生性瘢痕内血管内

皮生长因子(VEGF)、琢-SMA、Ⅰ型胶原蛋白表达降低，瘢痕增

生得到抑制，提示阻断 Hedgehog信号通路将可能成为一种治

疗增生性瘢痕的理想的、有效的方法[14]。Gli1最初在人胶质细

胞瘤（glioma）中发现并因此而得名。Gli家族是锌指结构的转
录因子，在脊椎动物中 Gli家族成员有 Gli1，Gli2，Gli3。3种蛋

白具有不同的转录调节功能。Gli1是 Hedgehog信号通路的效
应分子，能被该通路激活，激活的 Gli1转入核内，调节基因表

达，介导系列的生物效应[24-26]。本研究利用免疫荧光的方法观察

博莱霉素诱导的小鼠 HS模型与 Hedghog信号通路中的 GLI1

蛋白表达是否有相关性以及点阵 CO2激光治疗 HS的疗效是

否亦与该通路相关。我们的研究结果发现，在以博来霉素诱导

的 HS小鼠模型的皮肤真皮层中 Hedghog信号激活，表现为
GLI1蛋白表达显著增多，而经点阵 CO2激光治疗后 GLI1蛋白

的表达显著下降，提示其作用机制与抑制该信号通路相关。

本研究证实，采用博莱霉素于小鼠的背部皮肤注射造模可

较好地建立 HS模型；CO2点阵激光为治疗 HS一种有效的治
疗方式，与其他方法合用可提高 HS的疗效。其对小鼠 HS模型

的作用可能与调节 Hedghog信号通路机制的 GLI1 蛋白表达

有关，确切的机制尚需进一步明确。目前，对瘢痕组织的修复治

疗是一个难题，CO2点阵激光无论在临床还是在动物实验中均

体现了良好的疗效，但目前单一的治疗手段对于瘢痕组织的修

复效果任然欠佳，因此目前联合治疗可能是一种有益的尝试。
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利于充分染色，也不会因为样本太厚而增加 CSLM扫描难度。

分泌物较多的部位为 CRS病变部位，能更准确地反映鼻窦黏

膜中 BBF的真实情况。其次，标本取下后立即置入 DMEM培

养液中保存和运送，减少运送过程中细胞和细菌的死亡。第三，

在 CSLM下观察 BBF时，先用 20倍镜定性 BBF，对于 BBF可

疑阴性的标本，要全层扫描标本确保没有遗漏 BBF结构，再以
63倍镜对 BBF进行定量分析。这些操作细节有助于增加 BBF

的检出率，还原 CRS患者鼻窦黏膜中 BBF的真实情况。
BBF对抗生素有显著的耐药性，难以通过标准的抗菌治疗

根除。诸多治疗方法正在研发中，包括局部抗菌剂、表面活性

剂、襻利尿剂和大环内酯类抗生素，以及茶树油、光动力疗法和

脉冲式超声治疗[18-20]。每种治疗方法都被证明在特定情况下有

效，然而并无一种普遍适用的治疗方法，这就要求临床个体化

治疗以使患者真正受益。BBF评分系统将所有 CRS患者细分
为 5 个亚组，其与 SNOT-20症状评分、内镜评分、病程等指标

存在显著的相关性，并且明显优于 BBF定性检测，有助于 CRS

患者个体化抗 BBF治疗方案的制定。本研究利用无菌生理盐

水代替无菌超纯水进行标本制备，得到了质量更好的观测图

像，更为真实地反应 BBF评分，有助于指导临床个体化治疗。

4 结论

现行的 BacLight/CSLM操作要求使用超纯水进行标本配

置，超纯水的低渗作用使鼻窦黏膜细胞大量减少、细胞和 BBF

结构更为分散，干扰了对鼻窦黏膜中的细胞形态和 BBF的观

察。在 BacLight/CSLM法检测 BBF的流程中使用无菌生理盐
水代替超纯水进行样本制备，能够更真实地反映鼻窦黏膜中

BBF的形态，避免 BBF评分被低估。该改进对于 CRS患者的

抗 BBF治疗及发病机制研究具有重要的价值。

参考文献（References）
[1] Sedaghat AR. Chronic rhinosinusitis [J]. Am Fam Physician, 2017, 96

(8): 500-506

[2] Jamal M, Ahmad W, Andleeb S, et al. Bacterial biofilm and associated

infections[J]. J Chin Med Assoc, 2018, 81(1): 7-11

[3] Karunasagar A, Garag SS, Appannavar SB, et al. Bacterial biofilms in

chronic rhinosinusitis and their implications for clinical management

[J].Indian J Otolaryngol Head Neck Surg, 2018, 70(1): 43-48

[4] Di Luca M, Navari E, Esin S, et al. Detection of biofilms in biopsies

from chronic rhinosinusitis patients: in vitro biofilm forming ability

and antimicrobial susceptibility testing in biofilm mode of growth of

isolated bacteria[J]. Adv Exp Med Biol, 2018, 1057: 1-27

[5] Li H, Wang D, Sun X, et al. Relationship between bacterial biofilm

and clinical features of patients with chronic rhinosinusitis [J]. Eur

Arch Otorhinolaryngol, 2012, 269(1): 155-163

[6] Benninger MS, Ferguson BJ, Hadley JA, et al. Adult chronic rhinosi-

nusitis: definitions, diagnosis, epidemiology, and pathophysiology[J].

Otolaryngol Head Neck Surg, 2003, 129(3 Suppl): S1-32

[7] Marcuzzo AV, Tofanelli M, Boscolo Nata F, et al. Hyaluronate effect

on bacterial biofilm in ENT district infections: a review [J]. APMIS,

2017, 125(9): 763-772

[8] Dlugaszewska J, Leszczynska M, Lenkowski M, et al. The pathophysi-

ological role of bacterial biofilms in chronic sinusitis [J]. Eur Arch

Otorhinolaryngol, 2016, 273(8): 1989-1994

[9] Berne C, Ellison CK, Ducret A, et al. Bacterial adhesion at the sin-

gle-cell level[J]. Nat Rev Microbiol, 2018

[10] Larue AE, Swider P, Duru P, et al. Quantitative 3D comparison of

biofilm imaged by X-ray micro-tomography and two-photon laser

scanning microscopy[J]. J Microsc, 2018

[11] Ruangcharoen S, Suwannarong W, Lachica M, et al.Killing activity

of LFchimera on periodontopathic bacteria and multispecies oral

biofilm formation in vitro[J]. World J Microbiol Biotechnol, 2017, 33

(9): 167

[12] Kinnari TJ, Lampikoski H, Hyyrynen T, Aarnisalo AA. Bacterial

biofilm associated with chronic laryngitis [J]. Arch Otolaryngol Head

Neck Surg, 2012, 138(5): 467-70.

[13] Arild Danielsen K, Eskeland 覫, Fridrich-Aas K, et al. Bacterial

biofilms in chronic rhinosinusitis; distribution and prevalence[J]. Acta

Otolaryngol, 2016, 136(1): 109-112

[14] Singhal D, Jekle A, Debabov D, et al. Efficacy of NVC-422 against

Staphylococcus aureus biofilms in a sheep biofilm model of sinusitis

[J]. Int Forum Allergy Rhinol, 2012, 2(4): 309-315

[15] Lampikoski H, Aarnisalo AA, Jero J, et al. Mastoid biofilm in chronic

otitis media[J]. Otol Neurotol, 2012, 33(5): 785-788

[16] Wu X, Zhang Y, Chen X, et al. Inflammatory immune response in

rabbits with Staphylococcus aureus biofilm-associated sinusitis[J]. Int

Forum Allergy Rhinol, 2018

[17] Bo觩i DD, Pavlovi B, Milovanovi J, et al. Antibiofilm effects of

amoxicillin-clavulanic acid and levofloxacin in patients with chronic

rhinosinusitis with nasal polyposis [J]. Eur Arch Otorhinolaryngol,

2018, 275(8): 2051-2059

[18] Herget K, Frerichs H, Pfitzner F, et al. Functional enzyme mimics for

oxidative halogenation reactions that combat biofilm formation [J].

Adv Mater, 2018, e1707073

[19] Li XH, Lee JH. Antibiofilm agents: A new perspective for antimicro-

bial strategy[J]. J Microbiol, 2017, 55(10): 753-766

[20] Hu X, Huang YY, Wang Y, et al. Antimicrobial photodynamic therapy

to control clinically relevant biofilm infections [J]. Front Microbiol,

2018, 9(1299)

221· ·

PDF 文件使用 "pdfFactory Pro" 试用版本创建           www.fineprint.cn

http://www.fineprint.cn

