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摘要 增生性瘢痕是机体在创伤后过度修复的表现形式之一，其发病机制并不十分明确．最近有证据显示，成纤维细胞能在

脂多糖(lipopolysaccharide，LPS)的作用下，激活 toll样受体 4(toll like receptor-4， TLR-4)，参与调节免疫 /炎症反应．因此，
探索了 TLR-4在增生性瘢痕的产生中可能起到的作用．利用荧光定量 PCR检测证实，在体外培养的原代增生性瘢痕成纤维
细胞(hyperplastic scar fibroblast，HSFB)中 TLR-4和骨髓分化因子 88(myeloid differentiation factor 88，MyD88)的表达高于正常
皮肤成纤维细胞(normal skin fibroblast，NFB)．用 LPS 处理 NFB 和 HSFB 24 h，发现 TLR-4、MyD88 和转化生长因子 茁1
(transforming growth factor-beta，TGF-茁1)、玉型前胶原在 mRNA和蛋白质水平的表达均上调．MTT也证实 LPS促进体外培
养的 HSFB 的增殖效应强于 NFB．然而，在 HSFB 中采用 siRNA 干扰 MyD88 后，再用 LPS 处理，与干扰对照组相比，
MyD88、TGF-茁1和玉型前胶原的表达均明显减弱．结果表明，在皮肤成纤维细胞激活 TLR-4信号通路，能引起促炎细胞因
子 TGF-茁1的产生，同时促进细胞增殖，而干扰 MyD88，能抑制 LPS刺激后这些细胞因子的表达．
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增生性瘢痕(hyperplastic scar)的防治一直是整
形外科研究的重点，但有关其形成的生物学机制并

不十分明确．目前认为，增生性瘢痕是机体在创伤

后修复过程中，以成纤维细胞为主的修复细胞过度

合成胶原(collagen)、纤维连接蛋白(fibonectin, FN)
等细胞外基质，且这些基质降解、塑形出现障碍而

产生的．因此，调控瘢痕组织中成纤维细胞增殖、

减少瘢痕中胶原的形成以及加速瘢痕中胶原的分解

与吸收一直为首要的研究方向．近来有研究显示，

成纤维细胞参与了对促炎信号的免疫反应，成纤维

细胞可作为免疫调节细胞参与类风湿性关节炎及其

他组织器官的纤维化过程[1]．在损伤组织中，成纤

维细胞可通过两种信号通路调节免疫细胞浸润，一

条信号通路为 CD40及其配体[2]，另一条信号通路

则涉及到 toll样受体(toll-like receptor，TLRs)及其
配体[3-4]．

TLRs是一组存在于细胞膜或细胞小室膜上的
跨膜蛋白，能识别保守的病原相关分子，如细菌脂

多糖(lipopolysaccharide，LPS)、细菌脂蛋白、CpG
DNA或病毒双链 RNA．目前已有数十类 TLRs在
动物和人类的不同细胞中被发现[5]．TLRs配体激
活的信号通路通过连接子如骨髓分化因子 88
(myeloid differentiation factor 88，MyD88)传导，激
活核因子 -资B(nuclear factor-资B，NF-资B)等信号通
路，导致细胞因子转录和共刺激分子的表达．已有

研究证实，多种组织来源的成纤维细胞均可表达

TLRs．如牙龈成纤维细胞能表达 TLR1-9，类风
湿关节炎的滑液成纤维细胞中，TLR-3 和 TLR-4
的表达高于正常细胞 [6]．还发现肝星状细胞表达

TLR-4[7]，且 LPS能通过 TLR-4下调转化生长因子 茁
(transforming growth factor-beta，TGF-茁)的信号伪
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待原代培养的细胞生长至对数生长期时，将细

胞按 1伊106个 / 瓶接种，培养细胞至生长密度为
50%～ 60%的融合，分别取 0.4 滋g scrambled RNA

(csiRNA)和 siRNA 稀释于 100 滋l EC 缓冲液
(QIAGEN)中，再取 6.4 滋l Eenhancer于 EC缓冲液
中，室温放置 5 min 后，取 20 滋l effectene 于含

siRNA Target sequence

Scrambled AATTCTCCGAACGTGTCACGT

Site 580～604 rGrCrArGrCrArGrCrArGrGrArGrGrArGrGrCrUrGrArGrAAG

Site 907～931 rGrCrArGrArGrCrArArGrGrArArUrGrUrGrArCrUrUrCrCAG

受体(bone morphogenetic protein and activin membrane-
bound inhibitor, BAMBI)，从而导致 TGF-茁通路的
激活，增强肝纤维化和肝损伤[8]．TGF-茁1介导的
信号通路在瘢痕形成中起着关键性作用，成纤维细

胞外环境 TGF-茁1浓度的增高进一步刺激成纤维细
胞 TGF-茁受体表达，后者形成的异二聚体复合物
通过磷酸化 R-Smads 使其与 Co-Smads 形成多聚
体，转运至胞核，上调靶基因胶原的表达，而细胞

外基质胶原的过度沉积又加重增生性瘢痕的形成．

那么，在皮肤增生性瘢痕成纤维细胞(hypertrophic
scar fibroblast，HSFB)中是否存在 TLR-4 的高表
达？TLR-4通路被激活后能否影响 TGF-茁1通路并
影响胶原表达呢？本研究拟原代培养 HSFB和正常
皮肤成纤维细胞(normal skin fibroblast，NFB)，检
测 TLR-4的表达，以及在 LPS刺激下 TLR-4及其
下游 TGF-茁1和玉型前胶原的表达，并观察 HSFB
和 NFB增殖的变化，以期阐明 TLR-4在瘢痕形成
中的作用，并为临床防治增生性瘢痕提供一定的科

学实验依据．

1 材料与方法

1援1 仪器和试剂

LPS购自 Sigma公司；TRIZOL购自 Invitrogen
公司；逆转录试剂盒为 Promega公司产品；TGF-茁1
和玉型前胶原羧基末端前肽(picp)ELISA试剂盒为
Uscnlife公司产品；兔抗人 TLR-4 和 MyD88购自
Abcam公司．
1援2 标本来源

人体组织取样规程由中南大学湘雅医院伦理委

员会批准．所收集的皮肤组织来源于在中南大学湘

雅医院整形美容科就诊的烧伤患者，征得患者同

意，共收集了 6例样本，分别为 3位患者的增生性
瘢痕及周围正常皮肤组织(表 1)．

1援3 成纤维细胞原代培养和 LPS处理细胞
按文献[9]提供成纤维细胞原代培养方法，除

去皮下组织，用 D-Hanks缓冲液洗涤 2～3次，剪
成 1 mm3大小的组织块，接种于涂有胎牛血清的培

养瓶中，37℃、5% CO2培养箱中培养 6 h后，缓
慢加入含 20%胎牛血清的 DMEM培养液，37℃、
5% CO2培养箱中继续培养，3～5天后，取出漂浮
的组织块，更换新鲜培养液(1次 /3天)，待原代培
养成纤维细胞满壁后，0.25%胰蛋白酶消化传代，
实验选用第 3～8代细胞．
待细胞生长至对数生长期时，将细胞按

1伊106个 /瓶接种，细胞贴壁后，用无血清培养基
饥饿 24 h，然后将细胞分为两组：一组为对照组，
加正常培养基；第二组加入含 LPS(1 mg/L)的培养
基．细胞加药后继续培养 24 h，然后收集细胞，
PBS洗涤 2次．
1援4 siRNA干扰MyD88细胞的构建
针对 MyD88 的特异性， siRNA 序列采用

Integrated DNA Technologies software设计，并通过
BLAST确定其只针对一个基因．2个针对 MyD88
(accession number in GenBank: NM002468)的 siRNA
序列分别对应 580～604 位点和 907～931 位点
(表 2)．序列由上海吉玛公司合成．

Patient Age(years) Sex Site of biopsy

1 28 F Hand

2 34 M Shoulder

3 18 M Hand

Table 1 Source of human hyperplastic scar
and normal fibroblasts

Table 2 Target sequences for siRNA
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1援6 Western blot法测定 TLR鄄4和MyD88的表达
收集各组细胞，消化后加入预冷的细胞裂解

液，置冰上 30 min，4℃、12 000 g离心，取上清
液进行蛋白质分光光度仪定量(BCA法)，每组取
30滋g蛋白质加热变性后，10% SDS-PAGE分离，电
转移至 PVDF膜上，含 5%脱脂奶粉的 TBS缓冲液
封闭 1 h，分别加入 1∶1 000稀释的兔抗人 TLR-4和
MyD88多克隆抗体，4℃孵育过夜．用含吐温 -20
的 TBS缓冲液洗膜 3次，相应加入 1∶5 000稀释
的辣根过氧化酶标记的羊抗兔第二抗体，室温下孵

育 1 h．TBST洗膜 3次，化学发光法(ECL)检测条
带．茁-肌动蛋白作为内参照．
1援7 ELISA法检测 TGF鄄茁1、玉型前胶原的表达
取对数生长期增生性瘢痕及正常皮肤成纤维细

胞，0.25%胰蛋白酶消化，10%胎牛血清 DMEM培
养液调整细胞浓度，接种 104个 /ml的细胞悬液至
96孔板中，待细胞贴壁后换成含 0.5%胎牛血清的
培养基培养 24 h 以使细胞同步化，处理组加入
LPS(1 mg/L)，每组 3个复孔．处理 24 h后，各组
取上清 50 滋l用于人 TGF-茁1和玉型前胶原 ELISA
检测，操作步骤参照试剂说明书进行，酶联免疫仪

450 nm处测吸光度值．

1援8 MTT法检测细胞增殖
接种 104 个 /ml 的细胞悬液至 96 孔板中，

待细胞贴壁后换成含 0.5%小牛血清的培养基培养
24 h，以使细胞同步化，处理组加入 LPS(1 mg/L)
处理 24 h，随后每孔加入 20 滋l MTT(5g/L)，继续
培养 4 h后去除培养基，加入 150 滋l DMSO室温振
荡混匀 30 min，使结晶物成分溶解，使用酶标仪在
490 nm波长测定各孔的吸光度值，并记录结果．
每组细胞设阴性对照 1孔，11个平行孔，并重复
进行 3次实验．
1援9 统计学分析

采用 SPSS11.5统计软件，实验数据均以 x 依 s
表示，数据显著性检验用方差分析，并进行组间比

较，P < 0.05为差异有统计学意义．

2 结 果

2援1 qRT鄄PCR 检测 HSFB 和 NFB 中 TLR鄄4 和
MyD88的表达
待原代培养的 HSFB和 NFB生长至对数生长

期时，收集细胞，并按 Trizol试剂盒说明书提取细
胞总 RNA，qRT-PCR检测 HSFB和 NFB中 TLR-4
及其衔接子 MyD88的表达，结果显示在 HSFB中
TLR-4和MyD88的表达高于 NFB(图 1)．

Target gene Sense Antisense

TLR-4 GGCCATTGCTGCCAACAT CAACAATCACCTTTCGGCTTTT

MyD88 TCGATGCCTTCATCTGCTATTG CGGATCATCTCCTGCACAAA

TGF-茁1 GAGGCGGTGCTCGCTTTGTA TTGTTGCGGTCCACCATTAGC

玉procollagen GTTCGTCCTTCTCAGGGTAG TTGTCGTAGCAGGGTTCTTT

GAPDH ATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAG CTGCTTGCTGATCCACATCTG

DNA的 EC缓冲液中，室温下放置 10 min，再加
1 200 滋l培养基稀释，混匀后加至经 D-Hanks液洗
涤后的成纤维细胞中，培养瓶中培养基总量 4 ml，
置 5% CO2，37℃条件下培养 24 h后换液，48 h后
提取蛋白质检测干扰效果．

1援5 qRT鄄PCR检测 TLR鄄4、MyD88以及 TGF鄄茁1、
玉型前胶原 mRNA表达水平
收集上述各组细胞，按 Trizol试剂盒说明书提

取细胞总 RNA．采用琼脂糖凝胶电泳和紫外分光

光度法检测 RNA的纯度和浓度．荧光定量 PCR法
扩增各组细胞 TGF茁1和玉型前胶原 mRNA．按定
量 RT-PCR试剂盒的说明取 1 滋g总 RNA逆转录合
成 cDNA，然后以 SYBR Green玉作为荧光标记物，
在 Light Cycler 荧光实时定量 PCR 仪 (购自德国
Roche公司)上进行 PCR反应，引物序列见表 3．
通过融解曲线分析和电泳确定目的条带，驻驻CT法
进行相对定量．

Table 3 PCR primers for target gene
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2援2 LPS对 HSFB 和 NFB 中 TLR鄄4、MyD88 以
及 TGF鄄茁1、玉型前胶原 mRNA表达的影响
取原代培养的 HSFB 和 NFB 的第 3～8 代

细胞，待细胞生长至对数生长期时，将细胞按

1伊106个 /瓶接种，细胞贴壁后，用无血清培养基
饥饿 24 h，然后将细胞分为两组：一组为对照组，
加正常培养基；第二组加含 LPS(1 mg/L)的培养
基．细胞加药后继续培养 24 h，PBS洗 2次然后收
集细胞，并按 Trizol 试剂盒说明书提取细胞总
RNA， qRT-PCR 检测 LPS 对 HSFB 和 NFB 中
TLR-4、MyD88以及 TGF-茁1、玉型前胶原 mRNA
的表达，结果显示，LPS能增加 TLR-4、MyD88以
及 TGF-茁1、玉型前胶原 mRNA 的表达，但在
HSFB中这些基因的表达改变较 NFB更显著(图 2).

2援3 LPS对HSFB和 NFB中 TLR鄄4和MyD88 蛋
白表达的影响

取原代培养的第 3～8代细胞，待细胞生长至
对数生长期时，将细胞按 1伊106 个 / 瓶接种：一
瓶为对照组，加正常培养基；第二瓶加入含 LPS
(1 mg/L)的培养基．细胞加药后继续培养 24 h，
PBS洗 2次，然后收集细胞，并提取细胞总蛋白，
Western blot 检测 LPS 对 HSFB 和 NFB 中 TLR-4
及 MyD88 蛋白的表达，结果显示，LPS 能增加
TLR-4及 MyD88蛋白的表达，但在 HSFB 中两者
的表达增加较 NFB更显著(图 3)．
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Fig. 1 The mRNA expression of TLR鄄4
and MyD88 in dermal fibroblasts

Total RNA was extracted from 3 paired NFB and HSFB, and was used to

assess the expression of TLR-4 and MyD88 by quantitative real time

RT-PCR. Data is presented as x依s (n =3, **P < 0.01). : NFB; :

HSFB.
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Fig. 2 The mRNA expression of TLR鄄4, MyD88, TGF鄄茁1 and 玉 procollagen in 3 paired fibroblasts
from NFB and HSFB, as well as fibroblasts stimulated by LPS

Paired fibroblasts were seeded and grown to 70% confluency, then starved of serum for 24 h, followed by stimulation with 1 mg/L LPS. The expression

of TLR-4, MyD88, TGF-茁1 and 玉 procollagen was assessed by quantitative real time RT-PCR. Data is presented as x 依 s (n=3, **P < 0.01). : NFB;

: HSFB; : NFB+LPS; : HSFB+LPS.

NFB

- +
HSFB

- +LPS

TLR-4

MyD88

茁-Actin

Fig. 3 The protein expression of TLR鄄4 and MyD88 in
NFB and HSFB, as well as fibroblasts stimulated by LPS

Paired fibroblasts were seeded and grown to 70% confluency, then

starved of serum for 24 h, followed by stimulation with 1 mg/L LPS. The

protein expression of TLR-4 and MyD88 was assessed by Western-blot.

845· ·



生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2011; 38 (9)

Fig. 6 Effect of MyD88 siRNAs on MyD88 protein
expression in HSFB

HSFB were transfected with scrambled RNA and MyD88 siRNA (target

sequence site 580 and site 907). The effect of MyD88 siRNAs on

MyD88 protein expression was determined by Western blot.

2援4 LPS对HSFB和 NFB分泌 TGF鄄茁1和玉型前
胶原蛋白表达的影响

取对数生长期 HSFB和 NFB，接种 104个 /ml
的细胞悬液至 96孔板，加入 LPS(1 mg/L)处理 24 h
后，各组取上清 50 滋l用于人 TGF-茁1和玉型前胶
原 ELISA检测，结果显示，LPS能增加细胞上清
TGF-茁1和玉型前胶原蛋白的表达，但在 HSFB中
两者的表达改变较 NFB更显著(图 4)．

2援5 LPS对HSFB和 NFB增殖的影响
接种 104个 /ml 的细胞悬液至 96 孔板中，随

后加入 LPS(1 mg/L)处理 24 h，MTT检测 LPS 对
HSFB 和 NFB 增殖的影响，结果显示，LPS能促
进体外培养 HSFB和 NFB的增殖，且在 HSFB 中
这种增殖效应强于 NFB(图 5)．

2援6 HSFB 采用 siRNA 干扰 MyD88 细胞的效果
检测

待细胞生长至对数生长期时，将细胞按

1伊106个 /瓶接种，培养细胞至生长密度为 50%～
60%的融合，分别取 scrambled RNA (csiRNA)和
siRNA(target sequence site 580 and site 907)转染入细
胞, 48 h后提取蛋白质检测干扰效果．Western blot
结果显示， site 580 and site 907 均能有效干扰
MyD88，但 site 907效果优于 site 580(图 6)，后续
实验选用 siRNA target sequence site 907．

2援7 LPS 对干扰 MyD88 后 HSFB 中 MyD88、
TGF鄄茁1、玉型前胶原 mRNA表达的影响
取原代培养的 HSFB，待细胞生长至对数生长

期时，将细胞按 1伊106个 /瓶，接种 4瓶：一瓶为
对照组，加正常培养基；第二瓶加含 LPS(1 mg/L)
的培养基；第三瓶先转入 scrambled RNA(csiRNA)
24 h，加 LPS继续培养 24 h；第四瓶先转入 siRNA
target sequence site 907 24 h，加 LPS继续培养 24 h.
PBS洗 2次收集细胞，并按 Trizol试剂盒说明书提
取细胞总 RNA， qRT-PCR 检测 LPS 对干扰
MyD88后 HSFB 中 MyD88以及 TGF-茁1、玉型前
胶原 mRNA表达的影响，结果显示，LPS能增加
MyD88以及 TGF-茁1、玉型前胶原 mRNA的表达，
但在干扰 MyD88后，这些基因的表达改变弱于干
扰对照组(图 7)．
2援8 LPS对干扰MyD88后 HSFB中 TGF鄄茁1、玉
型前胶原蛋白表达的影响

取原代培养的 HSFB，待细胞生长至对数生长
期时，将细胞按 1伊106个 /瓶，接种 4瓶：一瓶为
对照组，加正常培养基；第二瓶加含 LPS(1 mg/L)
的培养基；第三瓶先转入 scrambled RNA(csiRNA)
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Fig援 4 The protein expression of TGF鄄茁1 and
玉 procollagen in NFB and HSFB, as well as

fibroblasts stimulated by LPS
Paired fibroblasts were seeded and grown to 70% confluency, then

starved of serum for 24 h, followed by stimulation with 1 mg/L LPS. The

protein expression of TGF-茁1 and 玉 procollagen was assessed by

ELISA. Data is presented as x 依 s (n =3, **P < 0.01). : NFB; :

HSFB; : NFB+LPS; : HSFB+LPS.
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24 h，加 LPS继续培养 24 h；第四瓶先转入 siRNA
target sequence site 907 24 h，加 LPS继续培养 24 h.
ELISA 检测 LPS 对 HSFB 干扰 MyD88 后 TGF-茁1
及玉型前胶原蛋白表达的影响，结果显示，LPS能
增加细胞上清 TGF-茁1和玉型前胶原的表达，但在
干扰 MyD88后，这些基因的表达改变弱于干扰对
照组(图 8)．

3 讨 论

增生性瘢痕的形成涉及到细胞和细胞因子之间

复杂的相互作用，尽管其发病机制仍未完全阐明，

但前期研究已证实，组织的迁延性炎症反应及细

胞增殖速度加快是促成增生性瘢痕形成的主要因

素[10]，而皮肤成纤维细胞能产生多种炎性细胞因

子[11]，我们推测其参与了炎性过程，并与增生性瘢

痕形成有着密切联系．

TLRs是重要的模式识别受体，参与机体对多
种微生物的宿主防御．TLRs的激活能导致细胞因
子、趋化因子等产生，并上调共刺激分子和黏附

分子的表达，从而参与先天免疫和获得性免疫反

应[12]．已有研究显示，TLRs能在多种皮肤细胞中
表达，如表皮的角质细胞和朗格汉斯细胞、真皮免

疫系统细胞(如巨噬细胞、T和 B细胞、柱状细胞)
以及皮肤微脉管系统的内皮细胞[13]．本研究通过检

测 TLRs家族成员 TLR-4 在皮肤成纤维细胞的表
达，证实了 TLR-4及其下游连接子 MyD88在皮肤
成纤维细胞中也存在表达．

由于受损病人的伤口容易被革兰氏阴性细菌感

染，从而产生大量 LPS [14]，而 LPS 为 TLR-4的配
体，且研究显示，在烫伤组织，TLR-4能促进微脉
管炎症[15]，因此，我们研究了 TLR-4在皮肤增生性
瘢痕形成中的作用，发现在增生性瘢痕成纤维细胞

中，TLR-4的表达高于正常皮肤成纤维细胞，提示
在创伤愈合过程中，TLR-4的高表达可能促进了增
生性瘢痕的形成．同时还发现，MyD88在增生性
瘢痕组织中表达亦有上调．MyD88为 TLRs信号通
路的重要组成部分，MyD88缺陷小鼠对所有 TLR
的配体均不再产生促炎细胞因子[16]，因此，MyD88
是 TLR 家族成员信号通路所必需的连接分子．
MyD88在增生性瘢痕组织中表达上调，说明在增
生性瘢痕成纤维细胞中，TLR-4信号通路已经被激
活．TLR-4被激活后，可通过其连接子 MyD88导
致 NF-资B 和 MAPK 激活 [17-19]，我们的实验发现，

在 TLR-4被 LPS激活后，MyD88表达明显上调，
且伴随有 TGF-茁1和玉型前胶原的表达增加，进一
步说明在增生性瘢痕成纤维细胞中，TLR-4的活性
增强，且细胞内信号通路被激活．有研究显示，

TLR-4 基因敲除后的小鼠对 LPS 无反应，说明
TLR-4可以作为革兰氏阴性菌诱导的败血症的治疗
靶标[20]．当我们采用 siRNA 特异性干扰 TLR-4下
游连接子 MyD88 的表达后，TGF-茁1表达明显降
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Fig. 8 Effect of MyD88 siRNAs on LPS鄄stimulated HSFB
protein levels of MyD88, TGF鄄茁1 and 玉 procollagen

HSFB were seeded, grown to 70% confluence and transfected with

MyD88 siRNA 907 or csiRNA after 24 h, and then stimulated with

1 mg/L of LPS for another 24 h. The cells were harvested and total

protein extracted. The effect of MyD88 siRNAs on protein levels for

TGF-茁1 and 玉 procollagen in LPS-stimulated HSFB was assessed by

ELISA. Data is presented as x 依 s (n=3, **P < 0.01). : HSFB; :

HSFB+LPS; : HSFB+csiRNA+LPS; : HSFB+MyD88 siRNA+LPS.
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Fig. 7 Effect of MyD88 siRNAs on LPS鄄stimulated HSFB
mRNA levels of MyD88, TGF鄄茁1 and 玉 procollagen

HSFB were seeded, grown to 70% confluence, and transfected with

MyD88 siRNA 907 or csiRNA after 24 h, then stimulated with 1 mg/L

of LPS for another 24 h. The cells were harvested and total RNA

extracted. The effect of MyD88 siRNAs on mRNA levels for MyD88,

TGF-茁1 and 玉 procollagen in LPS-stimulated HSFB was assessed by

real time RT-PCR. Data is presented as x 依 s (n =3, **P < 0.01). :

HSFB; : HSFB+LPS; : HSFB+csiRNA+LPS; : HSFB+MyD88

siRNA+LPS.
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低，但由于 MyD88 并未被完全干扰，因此
TGF-茁1 的表达也未完全抑制，提示 MyD88可作
为 TLR-4信号通路中调节促炎细胞因子表达的靶
标．TLR-4在胞浆内的信号传递途径分为 MyD88
依赖性和非依赖性两种．MyD88依赖性途径能导
致促炎免疫反应，这可能是在本研究中 TLR-4促
进了增生性瘢痕形成的主要途径．而 MyD88非依
赖性途径则是导致抗病毒免疫反应，可能对增生性

瘢痕的形成作用并不明显．

TGF-茁是迄今为止人们了解最多，与创伤愈
合、瘢痕形成及多种纤维化性疾病关系最密切的细

胞因子．TGF-茁1由创伤部位的血小板及成纤维细
胞释放，影响着炎症反应、血管发生、重新形成上

皮、细胞外基质的沉积和重构．研究显示，在多种

人类纤维化疾病以及实验性纤维化过程中均存在

TGF-茁1 表达上调和胶原合成增加[21-22]．以小鼠胚

胎发生过程为模型，发现Ⅰ型胶原蛋白基因表达与

细胞外 TGF-茁1分布呈正相关[23]．应用短暂的腺病

毒转染到体外培养的成纤维细胞中，检测到

TGF-茁1可激活玉型胶原蛋白启动子的转录，而抑
制 TGF-茁1的表达后，玉型胶原的表达也减少[24]．

这些研究成果提示我们，如果能用一定的干预措施

降低创伤愈合过程中 TGF-茁1表达，就有可能控制
增生性瘢痕的发生、发展．在本次实验中，采用

siRNA干扰的方法特异性干扰 TLR-4 信号通路中
MyD88的表达，再用 LPS刺激，发现干扰 MyD88
后不仅 TGF-茁1表达明显降低，玉型前胶原的产生
也显著减少，提示，在增生性瘢痕成纤维细胞中阻

断 TLR-4信号通路，通过降低 TGF-茁1 的表达和
减少细胞外基质的产生来抑制增生性瘢痕的发生

发展．

本研究证实，皮肤成纤维细胞表达 TLR-4和
其胞内信号分子，且在增生性瘢痕成纤维细胞中的

表达增高．LPS 刺激成纤维细胞可增加其下游
TGF-茁1及玉型前胶原的表达，导致受损组织持续
的炎症反应，胶原产生增多且细胞增殖加速，最终

促进增生性瘢痕形成．而在增生性瘢痕成纤维细胞

中，采用 MyD88 siRNA处理，能显著抑制由 LPS
引起的 TGF-茁1 和玉型前胶原蛋白表达增加．因
此，阻断 TLRs信号通路有可能成为防治增生性瘢
痕的新策略．
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Toll Like Receptor鄄4 Involved in The Mechanism
of Hyperplastic Scarring via TGF鄄茁*

FAN Peng-Ju, YANG Xing-Hua**, XIAO Mu-Zhang, LONG Jian-Hong, LEI Shao-Rong
(Department of Plastic & Esthetic Surgery, Xiangya Hospital of Central South University, Changsha 410008, China)

Abstract Hyperplastic scar, a fibroproliferative disorder, complicates wound healing. Although the pathogenesis
is not well understood, prolonged inflammation is a known contributing factor. Emerging evidence suggests that
fibroblasts regulate immune/inflammatory responses through toll-like receptor 4 (TLR-4) activated by
lipopolysaccharide (LPS), leading to nuclear factor-资B (NF-资B) and mitogen-activated protein kinases (MAPK)
activation, cytokine gene transcription and co-stimulatory molecule expression and resulting in inflammation. So
the possible roles of TLR-4 in hyperplastic scar formation need to be explored. Paired normal and hyperplastic
scar tissue was collected and dermal fibroblasts isolated and cultured. Quantitative RT-PCR of pairs of fibroblasts
demonstrated mRNA levels for TLR4 and its legend myeloid differentiation factor 88 (MyD88) in hyperplastic scar
fibroblasts (HSFB) were increased significantly compared with normal fibroblasts (NFB). When paired normal and
HSFB were stimulated with LPS, significant increases in mRNA and protein levels for TLR-4, MyD88,
transforming growth factor-beta1 (TGF-茁1) and 玉 procollagen were detected. However, when transfected with
MyD88 small interfering RNA (siRNA) in HSFB, then stimulated with LPS, a significant decrease in mRNA and
protein levels for these molecules compared to only LPS-stimulated fibroblasts was detected. In comparison, a
scramble siRNA transfection did not affect mRNA or protein levels for these molecules. Results demonstrate LPS
stimulates proinflammatory cytokine expression in dermal fibroblasts and MyD88 siRNA eliminates the
expression. Therefore, controlling inflammation and manipulating TLR signaling in skin cells may result in novel
treatment strategies for hyperplastic scar.
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