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胎儿和出生后机体皮肤内转化生长因子一l3 

基因表达的变化 

陈伟 付小兵 葛世丽 孙 同柱 姜笃银 周岗 盛志勇 

【摘要】 目的 探讨转化生长因子一p。(TGF—p。)及其转录因子 smad2和 smad3基因在不同胎龄的胎儿 

和出生后机体皮肤组织中表达的变化特征及其可能的生物学意义。方法 用病理学技术检测不同发育时期 

皮肤的结构特征后，提取 18例不同胎龄(13432周)的胎儿皮肤和 6例出生后机体皮肤组织的总RNA后，分 

离 mRNA，用逆转 录一聚合 酶链 反应 (RT—PCR)方法 检测 这 3种 基 因在 不同组 织 中的 表达 变化 规律 。 

结果 TGF— 、smad2和 smad3基因在不同发育阶段的皮肤组织中都有表达。在早期妊娠胎儿的皮肤组织 

中，TGF一口。和 smad2基 因表达较弱 ，随着胎龄的增加，皮肤组织内这两种基因表达逐渐增强 ，在出生后机体 

的皮肤组织 中，这两种基因的表达量分别为妊娠早期皮肤的 1．3倍和 5．9倍，基因表达显著升高(P<O．05)。 

smad3基 因 的表 达呈 不同 的变 化规律 ，在妊娠 早期 的皮肤组织 中 ，该基 因的表达 较 强，随着胎 儿 的生长 

发育 ，该基因表达逐渐 降低 ，而在出生后机 体的皮肤组织 内，smad3基因表达 产物的灰度值 又升至 0．272± 

0．022，与早期妊娠胎儿皮肤相 比差异不 明显(P>0．05)。结论 TGF—p。、smad2和 smad3基因在不同发育阶 

段人皮肤组织内都有表达，显示 TGF—p 介导的信号通路可能对皮肤的发生、结构功能的维持以及伤后修复 

十分重要。在早期妊娠胎儿皮肤中，TGF—p。和 smad2基因低表达可能是胎儿皮肤创面无瘢痕修复的机制之 
一 ，smad3基因在其中的作用还需进一步研究。 

【关键词】 转化生长因子一p。； smad2基因； smad3基因； 无瘢痕修复； 胎儿皮肤 
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Expression characteristics of transforming growth factor 
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[Abstract] Objective To investigate gene expression of transforming growth factor—p】(TGF—p1) 

and its two upstream signalling factors (smad2 and smad3)in fetal skin at different gestational ages and 

postnatal skin and its potential biological significance．M ethods Fetal skin samples of human embryo were 

obtained from spontaneous abortions at different gestational ages ranging from 1 3 to 32 weeks，and also skin 

collected from patients undergoing plastic surgery． After morphological characteristics of skin at different 

developmental stages were examined histologically，gene expressions of TGF一口l，smad2 and smad3 in skin 

specimens at different developmental stages were examined with reverse transcription —polymerase chain 

reaction analysis(RT—PCR)．Results Gene expression of TGF一口l，smad2 and smad3 could al1 be detected 

in fetal skin and skin after birth．In skin from early gestational fetus，gene expressions of TGF一口l and smad2 

were weak． Along with advance in gestational age，gene expression of these two genes in skin became 

progressively stronger．In skin from late gestational fetus and skin after birth，the transcription contents of 

these two genes were significantly increased compared with early gestation fetus (P < 0．05)． On the 

contrary，gene expression of smad3 was apparently higher in younger fetal skin versus elder compared with 

that of 1ate feta1 skin (P< 0．05)．In skins after birth。the 1evels of smad3 gene expression was elevated to 

the level similar to that in early gestational fetal skin．Conclusion The signal pathway mediated by TGF—pl 

might be involved in regulating development of the skin at embryonic stage and in designating cutaneous 

structure and function，and also in wound healing after birth．The relative 1ack in expression of TGF一口】and 

smad2 genes in skins from younger fetuses might contribute to fetal scar—less healing。in which the role of 

smad3 needs to be further investigated． 
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早期妊娠胎儿皮肤创面愈合后一般不形成瘢 

痕，而妊娠晚期和出生后机体皮肤伤口愈合常为有 

瘢痕愈合，这一变化的机制目前尚不清楚。以往的研 

究表明，胎儿所处的无菌、湿润和低氧环境对皮肤创 

面修复结局影响较小，而细胞因子浓度变化在其中 

可能起着十分重要的作用。 。转化生长因子一 

(transforming growth factor—pl，TGF—p1)作为组 

织纤维化的重要调控蛋白，其基因表达增强，蛋白含 

量持续升高，可能会影响创面愈合后组织的重建，促 

进瘢 痕形 成。属 于 smads家族 成 员的 smad2和 

smad3能介导 TGF—p 引起的信号通路，将胞外刺 

激传递到细胞核内，调节特异基因表达。“ 。目前，关 

于不同发育阶段皮肤组织中 TGF— 及其信号分 

子 smad2和 smad3基因表达变化的研究还鲜有报 

道 ，阐明这一规律 ，有利于深入揭示 TGF一口 调节 

皮肤发育、维持其结构和功能的机制 ，以及早期妊娠 

胎儿皮肤创面无瘢痕愈合的部分奥秘。 

1 材料与方法 

1．1 标本来源及制备 ：由本院妇产科提供因创伤等 

意外因素终止妊娠的胎儿背部全层皮肤，共 18例， 

胎龄 (embryo gestational age，EGA)为 13～32周 ， 

其中 EGA一13、15、17、21、23、25、28、30和 32周各 

2例。根据胎儿发生的不同时期 ，将胎儿皮肤标本分 

为 3类 ：早期妊娠胎儿皮肤(EGA一13～17周)，中 

期妊娠胎儿皮肤(EGA一21～25周)和晚期妊娠胎 

儿皮肤(EGA一28～32周)。对应的 6例正常皮肤为 

因整形手术而取的人背部或上肢正常皮肤 ，其中男 

4例，女 2例，年龄 4～16岁。取材部位未经任何药 

物处理并经患者同意 。标本经无菌取材后 ，一部分立 

即存于液氮中冻存 ，用于进行逆转录一聚合酶链反应 

(RT—PCR)，检测基因表达；另一部分标本经体积 

分数为 1O 的中性 甲醛液固定，脱水 ，石蜡包埋后 

切片，进行组织形态学观察。 

1．2 不同发育阶段皮肤的组织学观察：石蜡切片脱 

蜡后用苏木素一伊红(HE)染色，显微镜 (Olympus， 

日本)下观察组织结构 。 

1．3 皮肤组织总 RNA 的提取和 mRNA 的分离 ： 

提 取 不同胎龄 的胎儿 和出生后 机体皮 肤 中的总 

RNA，采用紫外分光分析和凝胶电泳检测所提取总 

RNA的质量和浓度。按照 PolyATtract~mRNA 

Isolation System系统分离纯化 mRNA，紫外分光 

分析纯度。 

1．4 TGF— 1、smad2、smad3和 p—actin基因表达 

变化：采用 RT—PCR方法，每份样品取等量的 
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mRNA，用 Promega公司的逆转录试剂盒(A35OO)， 

按说 明书进行 cDNA 的合成，根据人 TGF—p 、 

smad2、smad3和 口一actin基因的 cDNA序列，按照 

引物设计原则，用Primer3．0引物设计软件设计引 

物，并在 Blast中进行同源性比较 。引物由上海博亚 

生物技术有限公司合成，选择适当的退火温度 

(Tm)，按程序进行相应模板的 PCR反应。PCR的 

条件 为：变性 ：94℃、3 min；扩增 ：94 C、30 S；Tm 

30 S，72 C、30 S；延伸：72 C、10 min；每个基因进行 

38个循环。所有样品取等量的模板进行PCR扩增。 

取 PCR产物 5 l，在质量分数为 1．5 的琼脂糖中 

电泳后紫外光下扫描；采用凝胶图像分析系统 

(uVP—GDS800，英国)对 目的基 因的表达 产物进 

行灰度测定。 

1．5 统计学处理：借助 SAS软件对结果进行统计 

学处理，各组结果均以均值±标准差(x-Z-_s)表示。阳 

性率组间比较采用单 因素方差分析 ，P(O．05为差 

异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 组织学观察 ：光镜下可见不同发育阶段胎儿和 

成人皮肤切片均含有完整的表皮、真皮和部分皮下 

肌肉。在胎儿发育早期(妊娠 13周)，皮肤表皮仅 由 

2～3层表皮细胞组成 ，真皮 内汗腺开始发育，而完 

整的毛囊结构 尚未形成 ；妊娠 17周左右 ，真皮层出 

现一个个上皮细胞团，这可能是正在发育的毛囊结 

构；妊娠 21周左右，皮肤表皮由 3～4层表皮细胞组 

成，汗腺、毛囊和皮脂腺等皮肤附属结构 已经形成， 

但体积细小并不太成熟；妊娠 25周以后，胎儿皮肤 

表皮细胞层数逐渐增多，汗腺和毛囊结构日益成熟 

且数量递增。在出生后机体的皮肤组织中，表皮层由 

多层细胞组成。表皮皮钉(皮脚)与真皮乳头相互交 

错 ，真皮层内胶原纤维排列整齐 ，汗腺、毛囊和皮脂 

腺等皮肤附属结构成熟且数量增加。 

2．2 胎儿皮肤和出生后机体皮肤组织 中smad2和 

smad3基因表达的变化：如图 1A和1B所示，smad2 

和 smad3基因表达产物通过 RT—PCR方法得到的 

特异性 DNA片段长度分别为752 bp和 319 bp。在 

所有被检测的不同胎龄胎儿和出生后机体皮肤组织 

中，这两种蛋白的基因都有表达。在妊娠早期的皮肤 

组织内，smad2基因表达水平较低，随着胎儿不断地 

生长发育，皮肤组织内该基因表达逐渐增强，在妊娠 

后期和出生后机体的皮肤组织中，smad2基因表达 

产物的灰度值分别升至为妊娠早期皮肤的 6．6倍和 

5．9倍，差异显著(P<O．O1)。smad3基因表达呈不 
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同的变化规律 。在妊娠晚期的皮肤组织中，smad3基 

因转录本的灰度值与妊娠早期皮肤相 比明显降低 

(P<O．O1)，而在出生后机体皮肤组织中，该基因表 

达有所回升，灰度值与妊娠早期皮肤相比差异不显 

著(P>O．05，表 1)。 

表 1 在不同发育时期的皮肤组织中 TGF—p，、smad2、 

smad3和 p—actin基因的转录本含量变化( ± ， 一6) 

Tab．1 Transcript contents of TGF—pl，smad2， 

smad3 and p—actin in skin at different 

developmental stages( ± s， =6) 

注 ：与早 期 妊娠 胎 儿组 比较 ： < 0．05，～ <0．O1；与 出生 后 

机体组比较 ： P<0．05， P<0．01 

2．3 胎 儿皮肤和出生后机体皮肤组织中 TGF—p 

和 8一actin基因表达的变化：如图 1c和 1D所示， 

TGF～p 和 p—actin基因的 mRNA经过 RT—PCR 

扩增后，所得特异性 DNA片段长度分别由275 bp 

和705 bp组成。在早期妊 娠胎 儿的皮肤组织 中， 

TGF～p 基因表达水平较低 ，随着胎 儿不断地生长 

和发育 ，皮肤组织内该基因表达水平逐渐升高。在出 

生后机体的皮肤组织中，TGF—p 基因的转录本含 

量进一步增大。在不同发育阶段的皮肤组织中，作为 

内参的p—actin基因都有表达，并且该基因的表达 

量没有显著性变化(P>O．05，表 1)。 

3 讨 论 

TGF—p 是一种多功能的细胞因子，与细胞膜 

上的受体特异性结合后，能激 活细 胞内 smad2和 

smad3介导的信号通路 ，诱导细胞内目的基因表达 

C 

2000bD 

1 000bD 
750bD 

5o0f 

250bp 

lo0bp 

和蛋白合成 。TGF—p 能够刺激成纤维细胞增殖 ， 

抑制表皮细胞生长，促进胶原等胞外基质大量合成 

和在胞外无规律沉积，趋化成纤维细胞和炎症细胞 

向伤 口聚集 ，诱导肉芽组织生长 ，在促进创面修复以 

及修复后组织的改建过程中起重要作用 。 。因此 ， 

研究 TGF～p 及其下游信号分子在不同发育时期 

皮肤组织中的基因表达变 化对探讨 TGF—p 影响 

皮肤生长发育和早期妊娠胎儿皮肤创面无瘢痕愈合 

将具有重要的意义。本研究表 明，TGF—p 、smad2 

和 smad3基因在不同发育时期的皮肤组织 内都有 

阳性表达，并且 TGF—p 和 smad2表达量随着皮肤 

的不断成熟而逐渐增加。这显示皮肤的生长发育、表 

型和功能的维持可能都需要 TGF—p 介导 的信号 

通路参与 ，并且 内源性 TGF—p 可能是皮肤修复与 

再生的重要内源性调控因子。 

在胎儿发育早期，皮肤伤口不发生收缩，愈合后 

也不形成瘢痕；在妊娠 中期，皮肤伤 口开始 出现收 

缩，愈合后形成类似瘢痕样结构；在妊娠晚期胎儿以 

及出生后机体皮肤中，创面愈合后伴随着瘢痕的形 

成∞ 。以往的研究发现 ，将 TGF—p，细胞因子注入 

兔胚胎皮下组织后 ，可引起伤口愈合形成增生性瘢 

痕，而外加 TGF一 的中和性抗体则抑制出生后机 

体皮肤损伤后瘢痕的形成，因此妊娠早期胎儿无瘢 

痕愈合可能与TGF—p。密切相关曲 。本研究发现， 

在早期妊娠胎儿皮肤中，TGF一 和 smad2基因表 

达较低 ，随着胎儿皮肤不断生长发育 ，这两种基因表 

达逐渐升高 ，在妊娠晚期和出生后机体皮肤中，这两 

种基因表达显著增强。这显示，TGF一．p 和 smad2 

基因低表达可能是胎龄较 小的胎儿皮肤无瘢痕愈合 

的机制之一。 

D 

1～3：出生后机体 ；4～6：晚期妊娠胎儿；7～9：中期妊娠胎儿；1o～12：早期妊娠胎儿；13：DL2000 DNA marker 

图 1 不同发育时期的皮肤组织中 TGF—pl(A)、smad2(B)、smad3(C)~[1 p—actin(D)基因表达的 RT—PCR结果 

Fig·1 RT～PCR analysis of TGF—pl(A)，smad2(B)，smad3(C)and B—actin(D)in skin at different developmental stages 
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本研究结果还显示，在不同发育阶段的皮肤组 

织中，皮肤的组成和结构具有特征性的变化。在早期 

胚胎的皮肤组织中，皮肤结构简单 ，细胞层数较少 ， 

smad3基因表达较强 ；随着胎龄的增加，皮肤组织的 

细胞层数明显增多，皮肤附属器开始成熟并逐渐增 

加，smad3基因表达渐渐 降低 ；在晚期胚胎的皮肤 

中，皮肤结构和功能都基本成熟 ，smad3基因表达降 

至最低，在出生后机体皮肤组织中，smad3基因表达 

又恢复到早期妊娠胎儿皮肤中的水平。这显示， 

smad3介导的信号通路可能与早期胎儿皮肤细胞快 

速增殖、创面愈合较快相关，而在出生后机体皮肤 

中，随着皮肤结构和功能的完全成熟，srnad3可能又 

与 smad2一起参与调控 TGF—p 引起瘢痕的发生 

和形成 ，但具体机制还不清楚 ，需进一步深入研究。 
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危重患者抢救过程中口咽通气道固定的改进 
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人工气道的建立是危重患者抢救 的 

重要方法 之一。也是 围手术期麻醉患者 

保持呼吸道通畅的基本措施。在危重患 

者抢救过程中，一些患者不需要做气管 

插管或气管切开；或需要进行气管插管， 

但不具备插管 的条件 ，这时可选用 口咽 

通气道法 。它是用特殊管道插入咽部，使 

舌根前移，达到解除呼吸道梗阻的 目的。 

对 口咽通气道传统的固定方法是将 

胶布缠绕牙垫顶部 ，贴在面颊的两侧 。但 

在临l床应用中我们发现，这种固定方法 

存在着许多弊端 ：① 由于咽部刺激 ，造成 
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口咽分泌物增 加溢 出，使得固定在 周围 

的胶布黏性下降，易使口咽通气道脱出。 

② 浅 昏迷或 渐清醒 的患者不 易忍受 刺 

激 ，如固定不牢固可用舌抵出。③ 由于 口 

咽通气道 需每 日更换清洗，撤 去胶布 时 

存在许多不便。④有些对胶布过敏者 ，粘 

贴处易出现过敏性皮炎或破溃。 

针对上述情况我们对 口咽通气道的 

固定方法进行 了一些改进：①将通 气道 

翼缘两侧各打一个小孔。②将绷带 (长度 

以能绕至颈后 为准)从一侧 小孔的上端 

向下端穿入 ，而从另一侧 下端 向上穿出。 

见图 i。 

使用方法 ：当气管插管等管道插入 

通气道后 ，将绷带绕至患者颈后部固定 ， 

再 用胶布固定面部两侧 的绷带 (胶布过 

敏者用纸胶布)。 

· 方 法 介 绍 · 

图 1 口咽通气道固定方法 

改进后的 固定方法优点 如下：① 此 

方法简单易行，可以防止脱落。②对胶布 

过敏者此方法极佳。 
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