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摘要 目的 研究 NEDD4-1 基因在正常皮肤与增生性瘢痕
和瘢痕疙瘩中的表达情况，探讨其在病理性瘢痕发病机制中

的作用。方法 收集临床标本 30 例，其中增生性瘢痕 10 例
( A组) 、瘢痕疙瘩 10 例( B组) 、正常皮肤 10 例( C组) ，采用
Western blot 法和普通 ＲT-PCＲ 方法检测 A、B、C 3 组中
NEDD4-1 蛋白和 mＲNA 表达情况，并进行统计学分析。结
果 在 A、B组中，NEDD4-1 mＲNA和蛋白均可表达，但表达
差异无统计学意义( P ＞ 0. 05 ) ，两组分别与 C 组比较，差异
无统计学意义( P ＞ 0. 05 ) 。结论 NEDD4-1 基因在病理性
瘢痕中均可表达，但 NEDD4-1 的表达与病理性瘢痕的发生
机制之间的关系仍需进一步研究。
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NEDD4 基因是 2010 年在日本人群进行瘢痕疙
瘩全基因组关联研究( GWAS) 中首次发现的与瘢痕
疙瘩显著相关的易感基因之一。近来，在日本人群
瘢痕疙瘩 GWAS 研究的基础之上，Zhu et al［1］对中
国汉族人群进行瘢痕疙瘩易感位点的验证性实验发

现 NEDD4 基因是与中国汉族瘢痕疙瘩发生显著相
关的基因之一，但是其在病理性瘢痕中的具体表达

情况尚不清楚。NEDD4-1 是其最重要的一种异构
体，NEDD4-1 为抑癌基因第 10 号染色体同源丢失
性磷酸酶张力蛋白基因 ( phosphatase and tensin ho-
mology deleted on chromosome ten，PTEN) 的泛素连
接酶，其通过蛋白质泛素化途径降解 PTEN，进而调
控肿瘤细胞的凋亡和增殖。Kim et al［2］研究发现在
胃肠肿瘤细胞中 NEDD4-1 表达明显增高。而病理
性瘢痕与肿瘤在某些方面上有着很多相似性，许多

与恶性肿瘤相关的基因、细胞因子在病理性瘢痕中
呈阳性表达，抑癌基因在病理性瘢痕中表达降低。

采用 Western blot和 ＲT-PCＲ方法检测正常皮肤、增
生性瘢痕、瘢痕疙瘩组织中 NEDD4-1 蛋白和 mＲNA
表达情况，探讨其表达与病理性瘢痕形成的关系，为

揭示病理性瘢痕的发病机制提供一定的实验依据。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 实验标本 收集安徽医科大学第一附属医
院整形外科手术切除的病理性瘢痕 20 例 ( 增生性
瘢痕 10 例、瘢痕疙瘩 10 例) ，年龄 10 ～ 52( 31. 63 ±
13. 48) 岁，其中男 8 例，女 12 例，按照我院伦理委员
会的准则，获得收集病情同意。在获得患者知情同
意并签署知情同意书的基础上进行手术切除。对照
组: 10 例( 取自植皮患者取皮区的正常皮肤) ，身体
均无病理性瘢痕存在，且均来自我院整形外科住院

患者。患者术前均无长期外用其他防治瘢痕药物
史，不伴有肿瘤等其他严重疾病。所取标本分两部
分，均立即放置于液氮灌内保存。
1． 1． 2 主要试剂 兔抗人 NEDD4-1 单克隆抗体
( 美国 Santa Cruz 公司 ) ; β-actin 单克隆抗体及
Western blot试剂盒( 美国 Sigma 公司) ; ＲT-PCＲ 试
剂盒( 美国 Promega 公司) ; 目的片段及内参引物
( 上海生工生物技术有限公司) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 Western blot 检测各组 NEDD4-1 蛋白表达
取冻存的瘢痕疙瘩、增生性瘢痕、正常皮肤组织各

0． 1 g，分别放置于 3 个研磨器中，按照细胞裂解液
试剂盒说明书分别加入适量的细胞裂解液 ( ＲIPA)
和蛋白酶抑制剂( PMSF) ，0 ～ 4 ℃冰上研磨成蛋白
匀浆，匀浆在转速为 8 000 r /min离心机中离心 10 ～
15 min，取上清液备用。BCA法测定蛋白浓度，12%
SDS-PAGE电泳后，湿转法将目的蛋白转至 PVDF
膜上，5%脱脂奶粉封闭 2 h，兔抗人 NEDD4-1 单克
隆抗体 4 ℃孵育过夜，TBS 缓冲夜 ( TBST) 漂洗 3
次，每次 10 min;加入相应辣根过氧化物酶标记的二
抗( 1 ∶ 1 000) 2 h，ECL发光液显色。以等量蛋白质
上样 β-actin对照，每个样本至少重复 3 次。
1． 2． 2 ＲT-PCＲ 法检测各组 NEDD4-1 基因的表达
从 － 80 ℃液氮罐中取出瘢痕疙瘩组织、增生性瘢
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痕组织、正常皮肤组织各约 100 mg 分别放入用
0. 1%DEPC水浸泡并消毒过的匀浆器中，向匀浆器
内加入 1 ml TＲIzol ＲNA提取液，置于冰上。以 TＲ-
Izol法提取组织中总 ＲNA，并用紫外分光光度计检
测 ＲNA 浓度和纯度 ( OD260 /OD280 ＞ 1. 8 ) 。根据浓
度取 1 μg 总 ＲNA，按照逆转录试剂盒操作说明将
ＲNA逆转录为 cDNA，进行 PCＲ 扩增。NEDD4-1 上
游引物: 5'-GCATGTTTGCCATCCTCCCA-3'，下游引
物: 5'-AGCCAGGCTTGCAAGAATTAG-3'，扩增片段
为 295 bp; GAPDH 上游引物: 5'-AGATCATCAG-
CAATGCCTCCTG-3'，下 游 引 物: 5'-ATGGCATG-
GACTGTGGTCATG-3'，扩增片段为 109 bp。扩增条
件为: 94 ℃预变性 5 min，94 ℃变性 30 s，55 ℃退火
30 s，72 ℃延伸 30 s，72 ℃终末延伸 10 min，共 35
个循环。PCＲ产物经 2%琼脂糖凝胶电泳分离，凝
胶分析系统观察并照相，每个样本至少重复 3 次。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 13. 0 分析软件进行
统计学处理。mＲNA 及蛋白的表达数据以 珋x ± s 表
示，组间差异检验采用方差分析，两两比较用 t 检
验。

2 结果

2． 1 Western blot 检测 利用 Image Pro 4． 5 软件
分析 Western blot 结果显示，NEDD4-1 蛋白在瘢痕
疙瘩、增生性瘢痕及正常皮肤中均可表达，但 3 组之
间差异无统计学意义 ( F = 2. 52，P ＞ 0. 05 ) 。其中
NEDD4-1 蛋白大小为 120 ku，内参 β-actin的大小为
42 ku。见图 1。

图 1 NEDD4-1 及内参Western blot检测结果

1 ～ 3:正常皮肤组织; 4 ～ 6:增生性瘢痕组织; 7 ～ 9:瘢痕疙瘩组织

2． 2 ＲT-PCＲ检测 用 TＲIzol 试剂将 3 组标本提
取出 ＲNA 后，经检测正常皮肤组、增生性瘢痕组及
瘢痕疙瘩组 OD260 /OD280比值在 1. 7 ～ 2. 0，比值符合
要求，可以作为 ＲT-PCＲ反应模板。ＲT-PCＲ法结果
表明: NEDD4-1 基因在瘢痕疙瘩、增生性瘢痕及正
常皮肤中均可表达，但 3 组之间差异无统计学意义
( P ＞ 0. 05 ) 。实验结果与 Western blot 检测结果相
同，见图 2、3。

图 2 NEDD4-1 及内参 PCＲ产物电泳图
1 ～ 3:正常皮肤组织; 4 ～ 6:增生性瘢痕组织; 7 ～ 9:瘢痕疙瘩组织

图 3 NEDD4-1 mＲNA在正常皮肤、增生性瘢痕

和瘢痕疙瘩组织中的表达情况

1:正常皮肤组织; 2:增生性瘢痕组织; 3:瘢痕疙瘩组织

3 讨论

NEDD4 基因位于 15q21． 3，其表达产物 E3 泛
素连接酶，是由 1 个 C2 域，3 个或 4 个 WW 域和 1
个泛素连接酶 Hect 域组成，在骨骼肌、膀胱、肝脏和
皮肤中高度表达［3］。而 NEDD4-1 是其中最重要的
一种异构体。NEDD4-1 可通过蛋白质泛素化途径
降解 PTEN，通过向 PTEN 附加泛素这一分子标志
物，促使 PTEN 在蛋白酶体中降解，进而调控肿瘤细
胞的凋亡和增殖［4］。PTEN 可催化 3、4、5-三磷酸磷

脂酰肌醇 ( PIP3 ) 去磷酸化，从而抑制 PI3K /Akt 细
胞信号转导通路，负调控细胞周期、增殖及促进细胞
凋亡等多种生理活动。作为 PTEN 上游靶基因，李
季林 等［5］通过构建 NEDD4-1 shＲNA表达载体研究
显示，NEDD4-1 可能通过泛素蛋白体途径降解
PTEN，导致 PI3K /Akt 激活，凋亡受阻，进而导致人
胶质瘤的发生。Kim et al［2］研究发现在胃肠肿瘤细
胞中 NEDD4-1 表达明显增高，而 PTEN 表达则降
低，认为 NEDD4-1 可能通过泛素化途径降解 PTEN，
从而导致肿瘤的发生。如前言所述，许多与恶性肿
瘤相关的基因、细胞因子在病理性瘢痕中呈阳性表
达，抑癌基因在病理性瘢痕中表达降低。此外，研
究［6 － 7］显示 PTEN是病理性瘢痕发生发展中重要的
调控因子，其在病理性瘢痕中表达明显降低。因此，
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NEDD4-1 基因的表达可能与病理性瘢痕的发生发
展存在密切关系。
日本学者 Nakashima et al［3］通过 GWAS 研究推

测认为 NEDD4 遗传变异可能导致 NEDD4 基因表
达减少，进而导致 Smad4 表达减少，Smad4 是转化生
长因子 β ( TGF-β ) 信号转导通路中的信息传递因
子，在 TGF-β 生物学效应中发挥重要作用，其减少
使 TGF-β信号转导通路活性增强，从而增强纤维母
细胞核扩散和瘢痕疙瘩的形成。但是最近研究［8］

显示 NEDD4 可通过 PTEN /PI3K /Akt信号通路促进
成纤维细胞增殖并增强其侵袭性，造成细胞间接触

抑制丧失; NEDD4 基因高度表达可诱导 P27 由细胞
核转移至细胞质，并促使其降解，而 P27 是一种周期
依赖性蛋白激酶抑制剂，通过抑制细胞周期在细胞

接触抑制过程中发挥重要作用; NEDD4 还可促使成
纤维蛋白和Ⅰ型胶原过量表达并积聚在细胞外基质
中，这些结果表明 NEDD4 可能促进瘢痕疙瘩的形
成和发展。同时研究［8］显示 NEDD4 可诱导 β 连环
素( β-catenin) 在成纤维细胞胞质中积聚，并激活 β-
catenin信号转导通路。而有文献［9］表明在瘢痕疙
瘩中存在大量 β-catenin 积聚。由此推测，NEDD4
表达增高可能会促进瘢痕疙瘩的形成与发展。但是
关于在瘢痕疙瘩中 NEDD4 基因表达是否比正常皮
肤组织高尚没有明确结果。本研究显示在人类正常
皮肤组织、增生性瘢痕及瘢痕疙瘩皮损组织中均检
测到 NEDD4-1 基因 mＲNA 及蛋白质的表达，但是
三者之间 NEDD4-1 mＲNA 及蛋白质表达差异无统
计学意义。分析原因可能有以下几点:第一，近年来
有关瘢痕疙瘩的遗传学研究［10 － 11］结果显示，瘢痕疙

瘩系多基因病，其发病可能与多个易感基因累加效

应及环境有关，其中单个易感基因多系微效基因。
NEDD4-1 基因可能就是其中之一，其单个基因的微
效作用可能不足以决定瘢痕疙瘩的发病。第二，可
能与试验样本量相对偏少，选择偏倚有关。第三，也
可能是因为 NEDD4-1 基因突变、基因结构改变导致
其产物发生了“质”的变化，从而影响瘢痕疙瘩的发
生与发展，而其产物“量”的变化在三者之间可能没
有差异。

NEDD4 基因作为瘢痕疙瘩易感基因，其在瘢痕
疙瘩发生发展中所起的作用需进一步研究，后期可

以从两个方面入手开展深入研究，一方面，可以加大

样本量，减少选择偏倚; 另一方面，可以从实验检测

和数据库搜索比对来分析 NEDD4 基因结构在 3 组
之间是否发生改变。另外，应用先进的外显子测序
技术亦将为瘢痕疙瘩易感基因的深入研究提供新的

方法。
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Expression of NEDD4-1 gene and its significance in pathological scar
Zhang Jinsong，Zhu Fei，Hu Chao，et al

( Dept of Orthopaedics，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To examine the gene expression of NEDD4-1 in pathological scar and explore its effect on
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formation of pathological scar． Methods Tissue specimens were collected from 10 cases of hypertrophic scar
( group A) ，10 cases of keloid ( group B) and 10 cases of normal skin ( group C) respectively． Western blot and
ＲT-PCＲ techniques were performed to detect the protein and gene expression of NEDD4-1． Ｒesults NEDD4-1
mＲNA and protein in both group A and B could be expressed，while the difference between the two groups was not
significant ( P ＞ 0. 05) ． Moreover，compared with the group C，the difference in gene expression of NEDD4-1 did
not reach statistical significance in both group A and group B ( P ＞ 0. 05) ． Conclusion In our experimental study，
NEDD4-1 gene is present in pathological scar，but further studies in the detailed mechanism are warranted．
Key words NEDD4-1; GWAS; pathological scar; keloid

强化阿托伐他汀治疗对 PCI术后肾功能的影响
刘月宾，程自平，赵 韧

摘要 目的 探讨强化剂量的阿托伐他汀能否减轻经皮冠

脉介入术( PCI) 对患者肾功能的影响及减少对比剂致急性
肾损伤( CI-AKI) 的发生率。方法 将 128 例接受 PCI 治疗
的患者随机分为 2 组: 强化组 ( n = 64 ) 和对照组 ( n = 64 ) 。

强化组术前 12 ～ 24 h、术后第 1 天及第 2 天均口服 80 mg阿
托伐他汀，对照组术前及术后口服 20 mg阿托伐他汀。主要
终点事件是 CI-AKI的发生率，并观察患者术前 24 h 和术后
24、48、72 h的血清肌酐( Scr) 、胱抑素 C、肾小球滤过率( eG-
FＲ) 、尿白蛋白、尿 β-2 微球蛋白水平。结果 强化组 3. 1%
( n = 2) 的患者发生 CI-AKI，对照组为 4. 7 % ( n = 3) ，两组间
差异无统计学意义 ( P = 1. 00 ) ; 术后两组间 Scr、胱抑素 C、
eGFＲ、尿白蛋白、尿 β-2 微球蛋白和肌酸激酶 ( CK) 差异均
无统计学意义。术后 3 d两组谷丙转氨酶( ALT) 升高，强化
组谷草转氨酶( AST) 亦升高( P ＜ 0. 05) ，但均在正常参考值
范围内。结论 PCI 术前强化阿托伐他汀治疗与常规剂量
比较在减轻肾功能损伤和降低 CI-AKI发生率方面差异无统
计学意义。

关键词 阿托伐他汀;经皮冠脉介入治疗;肾功能; 对比剂;

急性肾损伤
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冠状动脉粥样硬化性心脏病( coronary heart dis-
ease，CHD) 是由于冠脉粥样硬化致管腔狭窄，影响
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心肌的血流灌注，在此基础上可因斑块的不稳定而

引起急性心肌梗死 、心力衰竭、恶性心律失常、心源
性休克，甚至猝死。随着人们生活的改善，生活方式
的转变，CHD发病率逐年增加，严重威胁人们的身
体健康。现代介入医学的迅猛发展，使其可以被明
确诊断，并得到有效治疗。但是经皮冠脉介入治疗
( percutaneous coronary intervention，PCI) 离不开对比
剂的辅助，其引起的急性肾损伤( contrast-induced a-
cute kidney injury，CI-AKI) 也随之增多［1］，是医院获
得性 急 性 肾 衰 竭 的 第 三 大 常 见 原 因，约 占

10%［2 － 3］。国内外许多研究［4 － 5］显示强化他汀治疗

可能有助于减少 CI-AKI的发生率，但尚无定论。该
研究旨在探讨强化他汀治疗能否在 PCI术后减轻肾
损伤，降低 CI-AKI 的发生率，从而为临床治疗提供
参考。

1 材料与方法

1． 1 研究对象 选择 2012 年 11 月 ～ 2013 年 10 月
于安徽医科大学第一附属医院心血管内科行 PCI 治
疗的非 ST段抬高性急性冠脉综合征( acute coronary
syndromes，ACS) 患者 128 例，随机分为两组。排除
标准为:活动性肝病或肝酶学( aspartate aminotrans-
ferase /alanine aminotransferase，AST /ALT ) 升高，超
过正常上限 3 倍者，严重肾功能受损者; 肌酸激酶
( creatine kinase，CK) 超过正常上限 5 倍者; 有他汀
类过敏者或既往不能耐受他汀类药物者; 对比剂过

敏或 1 周内使用过对比剂者; 重度心力衰竭射血分
数( ejection fraction，EF) ＜ 30%者; 年龄 ＞ 90 岁者;
感染性疾病、自身免疫性疾病、恶性肿瘤等。
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