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摘要：目的　 利用 ＲＮＡ 测序技术（ＲＮＡ⁃ｓｅｑ）研究创伤愈合及压力治疗过程中巴马小型猪瘢痕动物模型转录组水平

的变化。 方法　 通过背部取皮建立巴马小型猪瘢痕模型，取皮第 ６０ ｄ 开始加压（３􀆰 ４ ｋＰａ）治疗，在取皮第 ０、１４、３０、
６０ 和 ９０ ｄ 分别提取瘢痕组织总 ＲＮＡ 进行测序。 将所得序列映射到猪参考基因组并进行转录组重建，寻找差异表

达基因（ＤＥＧｓ），利用生物信息学方法进一步对所得 ＤＥＧｓ 进行 ＧＯ 分析和 ＫＥＧＧ 通路富集性分析，同时挑选部分

基因用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 进行验证。 结果 　 测序数据经过预处理，各组均有 ７８％ 以上的读段能准确比对到参考序列。
ＤＥＧｓ 鉴定结果表明，压力治疗前后有 ５６８ 个基因差异表达，其中上调 ２８９ 个，下调 ２７９ 个。 ＧＯ 富集分析发现，各组

ＤＥＧｓ 主要与细胞外基质、组织发展和皮肤发展相关。 ＫＥＧＧ 富集分析表明，创伤愈合过程中各组 ＤＥＧｓ 主要富集

于细胞外基质⁃受体相互作用、黏着斑和凋亡通路；压力治疗前后的 ＤＥＧｓ 除了富集于以上通路，还富集于 ＭＡＰＫ 和

ＰＩ３Ｋ 信号通路。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测表明，６ 个 ＤＥＧｓ 的表达模式与 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 分析结果一致，证实 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 结果的可靠

性。 结论　 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 分析鉴定出创伤愈合及压力治疗过程中瘢痕动物模型的差异表达基因，为临床瘢痕的治疗研

究提供实验依据。
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　 　 增生性瘢痕（ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｉｃ ｓｃａｒ，ＨＳ）是皮肤损伤

后出现的一种常见病理组织，影响美观甚至可导致

严重的功能障碍［１］。 ＨＳ 形成是一个复杂的生物学

过程，并受特定基因的严格控制。 压力疗法通常被

认为是预防和治疗烧伤后 ＨＳ 最好的非侵入性技术

之一，合理地使用压力疗法可以减轻瘢痕引起的疼

痛和瘙痒，减少胶原蛋白的产生，并能防止严重的

瘢 痕 挛 缩［２］。 研 究 表 明， 当 压 力 达 到

１􀆰 ３３～２􀆰 ００ ｋＰａ时，瘢痕增生就会受到限制，其可能

机制是机械压力可以通过激活细胞信号通路影响

细胞增殖和凋亡，导致组织缺血和缺氧。 在低氧环

境中，纤维母细胞被抑制，进而降低其合成胶原纤

维的能力。 局部缺血可导致 α⁃巨球蛋白的减少和

胶原酶浓度的增加，减少细胞外基质沉积［３⁃４］。 然

而，这些研究并不能完全反映由压力治疗引起的复

杂生物过程。
理想动物模型中的 ＨＳ 应在外观、组织学、生

物化学、免疫学、分子生物学和临床行为方面与

人类相匹配 ［５］ 。 Ｍｏｒｒｉｓ 等 ［６］ 报道了在兔耳上建

立 ＨＳ 模型，然而这种模型是一种小面积的全层

皮肤创伤，与深度真皮未受损、大面积烧伤伤口

完全不同。 研究表明，巴马小型猪的皮肤与人类

皮肤非常相似，包括胶原蛋白、弹性纤维和网状

纤维，且猪表皮或真皮的厚度与成人没有显著差

异 ［７］ 。 此外，猪对创伤的反应与人类相似，主要

通过重新上皮化进行修复；而在啮齿动物中，伤
口主要以收缩形式开始修复 ［８］ 。 因此，巴马小型

猪作为一种中国小型猪品种，可以用作伤口修复

及瘢痕研究的模型。

转录组测序技术是一种用于测量在某段时间

内或特定时刻样本 ＲＮＡ 表达的技术，已经被证明是

一种有效的转录组分析方法，可以提供组织样本的

定性、定量表达信息［９］。 基于其深度测序、高通量

和低成本的特点，ＲＮＡ 测序技术（ＲＮＡ⁃ｓｅｑ）已被广

泛用于许多复杂疾病发病机理等领域的研究。 然

而，目前还鲜有关于高通量 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 技术从转录组

水平分析动物模型创伤愈合和压力治疗过程中基

因表达变化，从而揭示压力治疗瘢痕分子机制的报

道。
本文建立了巴马小型猪瘢痕动物模型，并在皮

肤损伤 ６０ ｄ 后施加压力治疗，使用 ＲＮＡ 测序技术

评估创伤愈合过程和压力治疗前后瘢痕样本转录

组水平的变化，探索压力疗法的潜在分子机制，为
临床上瘢痕的预防及治疗奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物

３ 头雌性巴马小型猪，２ ～ ３ 月龄，体质量 ２１ ～
２３ ｋｇ。 购自北京实创世纪小型猪养殖基地，经实验

动物育种筛选，符合北京市小型实验猪地方标准，
遗传稳定性高。 室内单笼饲养，自由饮水及摄食。
实验开始前适应环境 ２ 周。
１􀆰 ２　 皮肤创伤及取样

实验前禁食 １２ ｈ。 背部剃毛，碘酒消毒，７５％ 酒

精冲洗干净。 通过肌肉注射 Ｚｏｌｅｔｉｌ（１５ ｍｇ ／ ｋｇ）麻醉

后，用电动取皮刀（Ｔｙｌｅｒ Ｒｅｓｅａｒｃｈ 公司，英国）在每

头猪背部脊柱两侧共创建 ４ 个 （ ２ 行 ２ 列） 深度

１􀆰 ８ ｍｍ、涉及真皮层的创面，面积为 ８ ｃｍ × ８ ｃｍ，
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同侧创面前后间隔 １２ ｃｍ。 创面不作任何处理，任
其自然愈合。 在取皮第 ６０ ｄ 时，利用自制的弹性绷

带装置对每头猪的 ２ 个头侧伤口施加约 ３􀆰 ４ ｋＰａ 压

力，每天 ２４ ｈ，持续加压 ３０ ｄ。 使用压力传感器每

周测量 １ 次压力大小并作适当调整。 在创伤后不

同时间点，分别在每个创面 １ ／ ４ 位置提取大小为

１􀆰 ０ ｃｍ × １􀆰 ５ ｃｍ 瘢痕组织，未治疗组定义为 ０、１４、
３０、６０ 和 ９０ ｄ 组，加压治疗组定义为 ９０ ｄ＋Ｐ 组。 取

皮与加压位置如图 １ 所示。

图 １　 创伤及加压位置示意图

Ｆｉｇ．１　 Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｒａｕｍａ ａｎｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ

１􀆰 ３　 ＲＮＡ 提取与测序

采用 ｍｉｒＶａｎａＴＭ ｍｉＲＮＡ 分离试剂盒（ＡＭ１５６１，
Ａｍｂｉｏｎ 公司，美国） 提取瘢痕组织总 ＲＮＡ，使用

ＲＮＡＣｌｅａｎ ＸＰ 试剂盒（Ｃａｔ Ａ６３９８７，Ｂｅｃｋｍａｎ 公司，
美国）进一步纯化 ＲＮＡ。 ＲＮＡ 纯化后随机打断成

小片段，使用 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ ＩＩ 逆转录酶和随机引物合

成 ｃＤＮＡ，对其进行末端修复并连接测序接头，ＰＣＲ
扩增产生最终的 ｃＤＮＡ 文库。 使用 ｃＢｏｔ 产生

Ｃｌｕｓｔｅｒ，在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ２５００（Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司，美国）
上测序。 转录组测序及数据分析均由上海伯豪生

物技术有限公司完成。

１􀆰 ４　 差异表达基因的鉴定及生物信息学分析

通过对测序文库的原始读段（ ｒａｗ ｒｅａｄｓ）预处

理，产生由干净读段（ ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ）组成的数据集。
使用 Ｔｏｐｈａｔ ２􀆰 １􀆰 ０ 将干净读段映射到猪（ｓｕｓ ｓｃｒｏｆａ）
参考基因组（ＮＣＢＩ 参考序列：ＧＣＡ＿０００００３０２５􀆰 ６）。
Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ 软件分析所有转录本的表达量，以每 １０６

个 ｍａｐ 上的 ｒｅａｄｓ 中比对到外显子的每 １０３ 个碱基

上的片段数（ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｐｅｒ ｋｉｌｏｂａｓｅ ｏｆ ｅｘｏｎ ｐｅｒ ｍｉｌ⁃
ｌｉｏｎ ｍａｐｐｅｄ ｒｅａｄｓ，ＦＰＫＭ）标准化计算基因表达水

平。 根据每个样本中基因的 ＦＰＫＭ 值计算差异表

达的倍数。 使用 Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ 软件的 Ｃｕｆｆｄｉｆｆ 模块鉴定

差异表达基因（ＤＥＧｓ），筛选条件为 ｑ≤０􀆰 ０５ 和差异

倍数≥２。 分别对 ＤＥＧｓ 进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 注释与

富集分析。
１􀆰 ５　 ＰＣＲ 验证

选择与瘢痕形成相关的 ６ 个基因通过 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 方法验证测序数据的准确性。 使用 Ｐｏｗｅｒ
ＳＹＢＲ􀅹 Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（ＡＢＩ 公司，美国）、模
板和引物以 １０ μＬ 总反应体积进行 ＰＣＲ 实验。 反

应条件为：９５ ℃，１０ ｍｉｎ （ １ 个循环）；９５ ℃，１５ ｓ
６０ ℃，１ ｍｉｎ（４０ 个循环）；６５ ～ ９５ ℃获得熔解曲线。
每个试验设 ３ 次重复。 选择琥珀酸脱氢酶（ ｓｕｃｃｉ⁃
ｎａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ Ａ，ＳＤＨＡ）作为内参，使用 ２－ΔΔＣｔ

方法计算基因的相对表达量。 引物由生工生物工

程（上海）股份有限公司设计和合成（见表 １）。

表 １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 鉴定引物

Ｔａｂ．１　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

基因名称 基因描述 基因编号 　 　 引物序列

ＴＧＦ⁃β１ 转化生长因子 β１ ３９７０７８ ５’端 ＣＴＣＣＧＡＴＴＴＡＡＣＣＣＣＴＡＧＣＣ
３’端 ＴＧＧＧＣＴＴＣＣＴＴＴＴＣＣＴＴＴＣＴ

Ｓｍａｄ⁃２ ＳＭＡＤ 家族成员 ２ １００１５５３０４ ５’端 ＧＧＣＴＣＡＧＴＣＣＧＴＴＡＡＴＣＡＧＧ
３’端 ＣＴＧＣＣＴＴＣＧＧＴＡＴＴＣＴＧＣＴＣ

Ｓｍａｄ⁃３ ＳＭＡＤ 家族成员 ３ ３９７２６０ ５’端 ＴＣＣＡＴＧＡＡＧＧＡＡＧＡＧＧＣＡＧＴ
３’端 ＣＴＧＡＧＣＡＴＧＴＧＡＧＡＡＴＧＴＧＧＡ

ＣＯＬ１Ａ２ Ｉ 型胶原 １００６２６７１６ ５’端 ＡＡＣＣＡＴＧＡＡＣＡＴＴＴＧＣＡＣＣＡ
３’端 ＧＧＴＡＴＧＧＡＴＣＡＣＡＣＴＣＡＣＡＧＧＡ

ＣＯＬ３Ａ１ ＩＩＩ 型胶原 １００１５２００１ ５’端 ＴＴＧＧＣＡＴＴＣＣＴＴＣＧＡＣＴＴＣＴ
３’端 ＴＧＴＴＣＣＡＴＧＴＡＣＧＣＡＡＴＧＣＴ

α⁃ＳＭＡ α⁃平滑肌肌动蛋白 ７３３６１５ ５’端 ＣＧＣＡＡＡＴＡＣＴＣＣＧＴＣＴＧＧＡＴ
３’端 ＧＧＣＴＴＣＧＴＣＧＴＡＣＴＣＣＴＧＴＴ

ＳＤＨＡ 琥珀酸脱氢酶 Ａ ７８０４３３ ５’端 ＣＡＣＡＣＧＴＴＧＴＡＣＧＧＡＡＧＧＴＣＴ
３’端 ＡＴＣＡＧＧＡＧＡＴＣＣＡＡＧＧＣＡＡＡ
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２　 结果

２􀆰 １　 ＲＮＡ 测序质量评估

在对测序进行严格的质量评估之后，每个样品

获得了超过 ３􀆰 ３ × １０７ 原始读段，质量值大于 ２０

（Ｑ２０）的碱基比例均超过 ９６％。 经过筛选之后，干净

读段百分比均超过 ９４％，为高质量的后续信息分析

奠定了基础。 使用 Ｔｏｐｈａｔ 软件将获得的干净读段

映射到参考基因组，映射比例在 ７８％ 以上 （见表

２）。

表 ２　 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 序列与参考基因组的比对

Ｔａｂ．２　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ ｒｅａｄｓ ｍａｐｐｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｏｍｅ

样本 Ｑ２０ ／ ％ 原始读段 干净读段 干净比例 ／ ％ 比对读段 唯一位点比对读段 映射比例 ／ ％
０ ｄ ９６􀆰 ３ ３７，２７３，５９０ ３５，２００，０１５ ９４􀆰 ４ ２７，６８５，０８２ ２６，６１９，１３０ ７８􀆰 ７
１４ ｄ ９６􀆰 ４ ３３，３１４，８６８ ３１，５０２，７２３ ９４􀆰 ６ ２５，２７２，１３４ ２３，７３４，２２１ ８０􀆰 ３
３０ ｄ ９６􀆰 ４ ４０，３２６，２３７ ３８，１１０，７４６ ９４􀆰 ５ ３０，１５７，８３３ ２８，３３９，７８１ ７９􀆰 ２
６０ ｄ ９６􀆰 ９ ３８，３９５，２４０ ３６，４６９，８５６ ９５􀆰 ０ ２８，６０５，６５１ ２７，１３５，６７３ ７８􀆰 ４
９０ ｄ ９７􀆰 １ ３５，１６５，０５２ ３３，５２６，１９８ ９５􀆰 ４ ２６，２９０，８５１ ２４，８０２，３３０ ７８􀆰 ３

９０ ｄ＋Ｐ ９６􀆰 ６ ３４，５６５，８５４ ３２，７８０，５７６ ９４􀆰 ８ ２５，８６２，６３５ ２４，７４８，１０３ ７８􀆰 ９

２􀆰 ２　 差异表达基因鉴定

利用 Ｔｏｐｈａｔ⁃Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ⁃Ｃｕｆｆｍｅｒｇｅ⁃Ｃｕｆｆｄｉｆｆ 分析流

程，以正常皮肤（０ ｄ）为对照，分析不同时间点瘢痕

组织的差异表达基因（见图 ２）。 从基因表达水平分

布可以看出，６ 个样本的表达水平均呈正态分布，
ｌｏｇ１０（ＦＰＫＭ）波峰均位于 ０ ～ １，表明 ＦＰＫＭ 值主要

分布于１～１０。 少数高表达基因 ＦＰＫＭ 值可以达到

１０４，低表达基因 ＦＰＫＭ 值仅有 １０－３左右，高低表达

基因数量级差达到 １０７，说明检测灵敏度很高，有利

于 ＤＥＧｓ 筛选。 根据筛选标准，各组与正常皮肤之

间以及压力治疗前后的 ＤＥＧｓ 数量如图 ３ 所示。 伤

后 ９０ ｄ 时，压力治疗后 ５６８ 个基因显著差异表达。
其中， ２８９ 个 基 因 （ ５０􀆰 ９％ ） 上 调， ２７９ 个 基 因

（４９􀆰 １％ ）下调。

图 ２　 各对比组差异表达基因的鉴定

Ｆｉｇ．２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ　 （ａ） Ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ａｌｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ， （ｂ） Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ
ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

２􀆰 ３　 差异表达基因的 ＧＯ 分类与富集分析

为了进一步阐明所有 ＤＥＧｓ 的功能，对各组

ＤＥＧｓ 进行 ＧＯ 注释，注释包括生物过程、细胞组分

和分子功能 ３ 类。 利用 ＷＥＧＯ 将差异表达基因的

ＧＯ 二级词条进行比较，发现各组差异表达基因均

倾向于在细胞过程、代谢过程、细胞部分以及分子功

能中的结合等部位显著富集，但是各组富集的基因

数不同（见图 ４）。 以校正后的 ｐ 值（ｑ 值）进行统计

检验，各组最显著富集的前 ５ 个 ＧＯ 分类词条如表 ３
所示， 差异表达基因主要与细胞外区域 （ ＧＯ：
０００５５７６）、细胞外基质（ＧＯ：００３１０１２）和细胞外外泌

体（ＧＯ：００７００６２）相关。
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图 ３　 各对比组差异表达基因数量

Ｆｉｇ．３　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＤＥＧｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

２􀆰 ４　 差异表达基因的 ＫＥＧＧ 分类与富集分析

为了进一步了解所有 ＤＥＧｓ 的生物学功能，本
文对其进行 ＫＥＧＧ 通路分类，主要包括细胞过程、
环境信息处理、遗传信息处理、代谢和生物系统 ５ 类

（见图 ５）。 各组 ＤＥＧｓ 主要富集在免疫系统、信号

转导、转运和分解代谢信号通路，但各组富集的基因

数不同。 此外，以 ｑ 值进行统计检验，各组最显著富

集的前 ５ 个 ＫＥＧＧ 信号通路如表 ４ 所示。 压力治疗

组中 ＤＥＧｓ 主要富集在细胞外基质⁃受体相互作用、
黏着斑和光传导等信号通路。
２􀆰 ５　 差异表达基因的 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证

通过实时荧光定量 ＰＣＲ 技术，比较分析６ 个

　 　

图 ４　 各对比组差异表达基因的 ＧＯ 分类

Ｆｉｇ．４　 ＧＯ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ ｏｆ ＤＥＧｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ　 （ａ） １４ ｄ ｖｓ ０ ｄ，（ｂ） ３０ ｄ ｖｓ ０ ｄ，（ｃ） ６０ ｄ ｖｓ ０ ｄ，（ｄ） ９０ ｄ ｖｓ ０ ｄ， （ｅ） ９０ ｄ＋Ｐ ｖｓ ９０ ｄ

表 ３　 各对比组差异表达基因富集的前 ５ 个 ＧＯ 分类

Ｔａｂ．３　 ５ ｍｏｓｔ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ＧＯ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ＤＥＧｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

组别 ＧＯ 术语 ＧＯ 编号 上调基因数 下调基因数 ｑ 值

１４ ｄ ｖｓ ０ ｄ

３０ ｄ ｖｓ ０ ｄ

６０ ｄ ｖｓ ０ ｄ

９０ ｄ ｖｓ ０ ｄ

９０ ｄ＋Ｐ ｖｓ ９０ ｄ

细胞外区域 ＧＯ：０００５５７６ ３７５ １３９ ５􀆰 ３１Ｅ－２６
细胞外囊泡 ＧＯ：１９０３５６１ ２７３ ８４ ２􀆰 ０３Ｅ－２２

细胞外外泌体 ＧＯ：００７００６２ ２７２ ８１ ４􀆰 ７９Ｅ－２２
囊泡 ＧＯ：００３１９８２ ２９４ ９６ ２􀆰 ９９Ｅ－１７

细胞外空间 ＧＯ：０００５６１５ １２９ ５１ ２􀆰 ３１Ｅ－１２
细胞外区域 ＧＯ：０００５５７６ ３０１ ２３４ ２􀆰 ８９Ｅ－２７
细胞外基质 ＧＯ：００３１０１２ ９９ ２４ ５􀆰 ９７Ｅ－２７

细胞外外泌体 ＧＯ：００７００６２ １９３ １６８ １􀆰 ２７Ｅ－２１
细胞外囊泡 ＧＯ：１９０３５６１ １９４ １６９ １􀆰 ５７Ｅ－２１

囊泡 ＧＯ：００３１９８２ ２１１ ２０２ １􀆰 ０２Ｅ－１９
细胞外基质 ＧＯ：００３１０１２ ８４ １８ １􀆰 ６１Ｅ－２８
细胞外区域 ＧＯ：０００５５７６ ２０４ １６５ １􀆰 ５４Ｅ－１９
组织发展 ＧＯ：０００９８８８ ９０ ９９ ６􀆰 １５Ｅ－１６

细胞外囊泡 ＧＯ：１９０３５６１ １３４ １１０ ８􀆰 ０３Ｅ－１４
细胞外外泌体 ＧＯ：００７００６２ １３３ １１０ ８􀆰 ６２Ｅ－１４
细胞外基质 ＧＯ：００３１０１２ １３８ ５６ ５􀆰 ２４Ｅ－１１
系统发展 ＧＯ：００４８７３１ ５００ ４６７ ５􀆰 ８１Ｅ－１０
细胞黏附 ＧＯ：０００７１５５ １８９ １３１ ６􀆰 ６８Ｅ－０９

多细胞生物发展 ＧＯ：０００７２７５ ５２６ ４９５ ７􀆰 ４５Ｅ－０９
解剖结构发展 ＧＯ：００４８８５６ ５７４ ５５０ １􀆰 ７１Ｅ－０８
细胞外基质 ＧＯ：００３１０１２ ５ ５１ ２􀆰 ２９Ｅ－３２
细胞外区域 ＧＯ：０００５５７６ ６５ ９３ ６􀆰 ６６Ｅ－２９
细胞外间隙 ＧＯ：０００５６１５ ２２ ４８ ５􀆰 ３４Ｅ－２０

蛋白质的细胞外基质 ＧＯ：０００５５７８ ３ ３３ １􀆰 ４４Ｅ－１９
钙离子结合 ＧＯ：０００５５０９ ２４ ２８ ２􀆰 ５６Ｅ－１６

８８３
医用生物力学　 第 ３４ 卷　 第 ４ 期　 ２０１９ 年 ８ 月

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃｓ， Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ．４， Ａｕｇ． ２０１９



图 ５　 各对比组差异表达基因的 ＫＥＧＧ 分类

Ｆｉｇ．５　 ＫＥＧＧ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ ｏｆ ＤＥＧｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ　 （ａ） １４ ｄ ｖｓ ０ ｄ， （ｂ） ３０ ｄ ｖｓ ０ ｄ， （ｃ） ６０ ｄ ｖｓ ０ ｄ， （ｄ） ９０ ｄ ｖｓ ０ ｄ，
（ｅ） ９０ ｄ＋Ｐ ｖｓ ９０ ｄ

表 ４　 各对比组差异表达基因富集的前 ５ 个 ＫＥＧＧ 分类

Ｔａｂ．４　 ５ ｍｏｓｔ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ＫＥＧＧ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ＤＥＧｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

组别 ＫＥＧＧ 术语 ＫＥＧＧ 编号 上调基因数 下调基因数 ｑ 值

１４ ｄ ｖｓ ０ ｄ

３０ ｄ ｖｓ ０ ｄ

６０ ｄ ｖｓ ０ ｄ

９０ ｄ ｖｓ ０ ｄ

９０ ｄ＋Ｐ ｖｓ ９０ ｄ

细胞外基质⁃受体相互作用 ｓｓｃ０４５１２ １６ ３ ０􀆰 ０００ １８５
黏着斑 ｓｓｃ０４５１０ ２５ ２ ０􀆰 ０２５ ９３４

蛋白质消化和吸收 ｓｓｃ０４９７４ １４ ２ ０􀆰 ０３３ １５２
趋化因子信号通路 ｓｓｃ０４０６２ ２０ ６ ０􀆰 ０５１ ７８５
ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路 ｓｓｃ０４１５１ ３１ ８ ０􀆰 ０７１ ３４８

细胞外基质⁃受体相互作用 ｓｓｃ０４５１２ １８ ４ ２􀆰 ４９×１０－６

黏着斑 ｓｓｃ０４５１０ ２６ ５ ０􀆰 ０００ ６７４
补体系统 ｓｓｃ０４６１０ １４ ２ ０􀆰 ０１０ ７１５

ＴＧＦ⁃ｂｅｔａ 信号通路 ｓｓｃ０４３５０ ７ ７ ０􀆰 ０３４ ７９０
蛋白质消化和吸收 ｓｓｃ０４９７４ １２ ２ ０􀆰 ０５１ ２６６

细胞外基质⁃受体相互作用 ｓｓｃ０４５１２ １４ １ ０􀆰 ０００ １５３
黏着斑 ｓｓｃ０４５１０ ２１ ２ ０􀆰 ０００ ５４３

白血球跨内皮迁移 ｓｓｃ０４６７０ １２ ６ ０􀆰 ００１ ０１８
蛋白质消化和吸收 ｓｓｃ０４９７４ １０ １ ０􀆰 ０３４ ７１２

凋亡 ｓｓｃ０４２１０ １１ ４ ０􀆰 ０６８ １８５
细胞黏附分子 ｓｓｃ０４５１４ ３７ ２３ １􀆰 ４３×１０－６

细胞外基质⁃受体相互作用 ｓｓｃ０４５１２ ２６ ８ ０􀆰 ０００ ７７４
金黄色葡萄球菌感染 ｓｓｃ０５１５０ １５ ７ ０􀆰 ００３ ０１３

ＭＡＰＫ 信号通路 ｓｓｃ０４０１０ ４６ ４６ ０􀆰 ００４ ２７９
ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路 ｓｓｃ０４１５１ ６３ ３７ ０􀆰 ００４ ２１５

细胞外基质⁃受体相互作用 ｓｓｃ０４５１２ １ ８ ０􀆰 ０００ ０３８
蛋白质消化和吸收 ｓｓｃ０４９７４ ０ ８ ０􀆰 ０００ ７１９

补体系统 ｓｓｃ０４６１０ １ ７ ０􀆰 ０００ ９４５
黏着斑 ｓｓｃ０４５１０ １ ８ ０􀆰 ０１２ ９２３
光传导 ｓｓｃ０４７４４ ３ ０ ０􀆰 ０１４ ３７６

（ ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３、 ＣＯＬ１Ａ２、 ＣＯＬ３Ａ１、
α⁃ＳＭＡ）与瘢痕形成密切相关的差异表达基因在不

同时间点皮肤组织中的表达量。 结果表明，这 ６ 个

基因的表达趋势与 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 分析结果基本一致，说
明 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 的分析结果具有较高的可靠性 （见

图 ６）。
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图 ６　 ＤＥＧｓ的 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证

Ｆｉｇ．６　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＥＧｓ ｕｓｉｎｇ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ　 （ａ） ＴＧＦ⁃β１， （ｂ） Ｓｍａｄ２， （ｃ） Ｓｍａｄ３， （ｄ） ＣＯＬ１Ａ２， （ｅ） ＣＯＬ３Ａ１， （ｆ） α⁃ＳＭＡ

３　 讨论

ＨＳ 是一种皮肤损伤后发病率高且难治愈的纤

维化疾病。 临床上，压力疗法已经被证明是一种有

效治疗 ＨＳ 的方法，可以通过抑制成纤维细胞增殖、
加速成纤维细胞凋亡和减少细胞外基质沉积而减

缓瘢痕增生［１０⁃１１］。 然而，压力治疗的确切分子机制

尚不清楚。 本课题组建立了巴马小型猪瘢痕动物

模型，观察到取皮第 ６０ ｄ 时形成的瘢痕具有致密、
纤维化的外观，而且在原始损伤边缘范围内，明显

比周围正常皮肤更坚硬，中心呈深红色。 经过临床

医生鉴定，属于 ＨＳ，选择头侧位置进行加压治疗，采
用 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 方法检测不同时间点皮肤组织中转录

组的变化，并进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证。
转录组包括某一时间点样本内所有转录产物

的集合，故会在特定发育阶段或特定生理条件下改

变。 分析转录组的能力对于查询基因组的功能元

件、揭示细胞和组织的分子机制以及了解疾病的发

生发展至关重要［１２］。 在本研究中，每个时间点的样

本产生大约 ３􀆰 ３×１０７ 原始读段，经过对原始读段的

预处理得到干净读段，７８％ 以上的干净读段成功定

位到猪参考基因组的序列上。 以目前的采样水平，
ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 方法的灵敏度允许精确鉴定差异表达基因

（ＤＥＧｓ）。 结果表明，在创伤后 １４、３０、６０、９０ ｄ 时，
与正常皮肤对比分别有 ２ ２４５、２ ３３０、１ ６７５ 和 ４ ５３７

个差异表达基因；在 ９０ ｄ 时，加压治疗组与未治疗

组相比有 ５６８ 个差异表达基因，表明这些基因可能

参与压力治疗 ＨＳ 的早期过程。
差异表达基因的 ＧＯ 功能分析结果表明，无论

创伤愈合还是加压治疗过程，每组的 ＤＥＧｓ 均涉及

超过 ５０ 个功能类别。 虽然各组 ＧＯ 功能类别中富

集的基因数不同，但是 ＤＥＧｓ 富集的 ＧＯ ２ 级分类基

本相同，包括生物过程部分的细胞过程、单一生物

过程和代谢过程；细胞组分部分的细胞、细胞部分、
细胞器；分子功能部分的结合、催化活性、分子功能

活性和信号转导活性。 此外，本研究发现，９０ ｄ＋Ｐ
和 ９０ ｄ 组的 ＧＯ ３ 级分类富集在细胞外基质、钙离

子结合和蛋白质的细胞外基质。 这一发现与 Ｈｕａｎｇ
等［１３］的研究结果一致，他们证实压力疗法可上调基

质金属蛋白酶的表达，并下调 ＨＳ 组织中的胶原蛋

白表达。 许多研究已经证实，大量信号转导途径参

与 ＨＳ 的形成和发展。 据报道，ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路

的激活可以抑制 ＨＳ 中成纤维细胞的凋亡［１４⁃１６］。
ＭＡＰＫ 信号转导途径也被普遍研究。 通常认为，
ＥＲＫ、ＪＮＫ 和 ｐ３８ 在 ＨＳ 发病机制中发挥重要的作

用［１７］。 在本研究中，通过对压力处理与未处理瘢痕

组织中的 ＤＥＧｓ 进行 ＫＥＧＧ 通路分析发现，ＥＣＭ⁃受
体相互作用途径、蛋白质消化和吸收、补体系统、黏
着斑和光传导通路富含更多的 ＤＥＧｓ。 研究表明，
了解 ＨＳ 病理生理学中关键生长因子作用途径的分
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子知识，可以解释发病机制并提供治疗基础［１８］。 本

研究结果表明，压力治疗也可以通过细胞因子⁃细胞

因子受体相互作用途径（如 ＩＧＦ⁃１ ／ ＩＧＦ⁃１Ｒ 途径）介
导治疗效果。 这些研究结果提示，与上述信号转导

途径相关的基因对压力疗法的临床效果起重要作

用。 然而，鉴于目前可获得的信息，压力治疗机制

与 ＥＣＭ⁃受体相互作用途径或黏着斑之间的关联可

参考信号网路预测［１９］作进一步研究。
为确定 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 结果的准确性，本课题组选择

了 ６ 个被证明与 ＨＳ 病理学相关的基因进行验证。
研究表明，ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 信号通路通过介导细胞生

长、细胞功能和 ＥＣＭ 沉积等过程在纤维化疾病的

发病机制中发挥作用［２０⁃２１］。 ＴＧＦ⁃β１ 在瘢痕疙瘩组

织中表达上调，并促进真皮成纤维细胞的增殖分化

以及胶原形成。 Ｓａｔｏ［２２］ 研究认为，ＴＧＦ⁃β 信号通路

与 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路之间的协同作用可能与

ＨＳ 和瘢痕疙瘩的发病机制有关。 因此，本文通过

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 研究 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 信号通路的表达模式。
结果显示， ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 结果中 ３ 种基因 （ ＴＧＦ⁃β１、
Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３）的表达趋势与 ＰＣＲ 结果一致，说明

ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 数据准确可靠。 通常认为，ＨＳ 形成是细胞

外基质过度沉积和降解失衡的结果，而胶原蛋白作

为细胞外基质的主要成分，在瘢痕形成和发展过程

中起着重要的作用。 因此，本文同时验证了 Ｉ、ＩＩＩ 型
胶原的表达模式。 此外，α⁃ＳＭＡ 是导致细胞收缩、
伤口过度愈合和瘢痕挛缩的关键因素［２３］。 本研究

发现，压力治疗 １ 个月后，Ｉ、ＩＩＩ 型胶原和 α⁃ＳＭＡ 的

ｍＲＮＡ 表达均显著降低，表明压力治疗可能通过减

少 ＥＣＭ 沉积而抑制瘢痕增生。

４　 结语

创伤愈合及压力治疗瘢痕过程往往由多基因

控制，涉及一系列基因的差异表达。 虽然本文对差

异表达基因进行了 ＧＯ 功能注释和 ＫＥＧＧ 通路富集

分析，但是它们差异表达的原因及作用机制还不清

楚，有待开展深入的探讨。 更进一步的研究将有助

于掌握压力治疗瘢痕过程中的信号传导途径，构建

相关基因调控网络，从而更全面地了解压力疗法的

调控机制，对未来临床研究 ＨＳ 的治疗具有重要的

指导意义。
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