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·实验研究·

聚焦超声抑制慢性单纯性苔藓大鼠外阴皮肤
纤维化及其机制研究

刘 瑶 范艺巾 秦 溢 李成志

摘 要 目的 应用聚焦超声治疗慢性单纯性苔藓大鼠，观察大鼠外阴皮肤组织中转化生长因子β（TGF-β）及

B淋巴细胞瘤-2（Bcl-2）蛋白表达的变化，探讨聚焦超声治疗慢性单纯性苔藓的作用机制。方法 建立 40只雌性 SD大

鼠外阴慢性单纯性苔藓模型，随机分为实验组和对照组，每组各 20只，实验组大鼠采用聚焦超声治疗，对照组采用聚焦

超声假辐照治疗；另取 10只正常 SD大鼠为空白对照组。经聚焦超声治疗 4周后，观察并比较实验组与对照组治疗后大

鼠外阴皮肤恢复情况；Masson染色鉴定各组大鼠真皮浅层胶原纤维密度；免疫组织化学和Western blotting检测各组外阴

皮肤组织中TGF-β和Bcl-2蛋白的表达，比较各组大鼠外阴真皮浅层胶原纤维密度、皮肤组织中TGF-β和Bcl-2蛋白表

达情况。结果 经聚焦超声治疗后，实验组 70%（14/20）的大鼠外阴皮肤恢复正常；对照组仅 10%（2/20）的大鼠恢复正

常，两组治愈率比较差异有统计学意义（P<0.05）。实验组和空白对照组真皮浅层胶原纤维密度均明显高于对照组，差异

均有统计学意义（均P<0.05）；实验组与空白对照组比较差异无统计学意义。实验组和空白对照组外阴组织中TGF-β表

达低于对照组，Bcl-2蛋白表达高于对照组，差异均有统计学意义（均P<0.05）；空白对照组与实验组比较差异均无统计学

意义。结论 聚焦超声可能通过影响外阴皮肤组织中TGF-β和Bcl-2蛋白的表达，有效治疗大鼠外阴慢性单纯性苔藓。
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Inhibitory effect of focused ultrasound on vulvar skin fibrosis in lichen
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ABSTRACT Objective To observe the changes of transforming growth factor-β（TGF-β）and B-cell lymphoma-2
（Bcl-2）protein expression in vulva skin tissue of rats treated with focused ultrasound，and to explore the mechanism of action of
focused ultrasound in the treatment of lichen simplex chronicus（LSC）.Methods Forty female SD rats with LSC were randomly
divided into experimental group and control group，with 20 rats in each group.The rats in the experimental group were treated
with focused ultrasound，while the control group were treated with focused ultrasound false irradiation.Another 10 normal SD rats
were selected as the blank control group.After 4 weeks of focused ultrasound treatment，the recovery of vulva skin was observed
and compared between the experimental group and the control group.Masson staining was used to identify the density of collagen
fibers in the superficial dermis of rats in each group. The expression of TGF-β and Bcl-2 protein in vulva skin tissue were
detected by immunohistochemistry and Western blotting.The density of collagen fiber in superficial dermis and the expression of
TGF-β and Bcl-2 protein in vulva skin tissue were compared.Results In experimental group，70%（14/20）experimental rats
returned to normal.In control group，only 10%（2/20）returned to normal.The difference of cure rate between the two groups was
statistically significant（P<0.05）. The density of collagen fibers in the superficial dermis of the experimental group and blank
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外 阴 慢 性 单 纯 性 苔 藓（vulvar lichen simplex
chronicus，VLSC）是一种外阴慢性、炎症性疾病，好发

于中老年妇女，其发病机制尚不明确。病理特征为外

阴皮肤表层鳞状上皮增生，真皮浅层胶原纤维化。目

前，临床常用的治疗方法包括药物治疗和物理治疗。

常规药物治疗过程漫长且易反复发作；物理治疗虽然

在一定程度上有效，但复发率较高［1］。与上述治疗方

法相比，聚焦超声治疗具有疗效好、安全性高等优势，

但目前关于聚焦超声治疗疾病的分子机制却鲜有报

道 。 研 究［2-3］表 明 ，转 化 生 长 因 子 β（transforming
growth factor β，TGF-β）在真皮层纤维化过程中发挥拮

抗作用，可抑制真皮层纤维化进程；B淋巴细胞瘤-2
（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）可抑制相关纤维化的细胞

凋亡，从而在Bcl-2/Bax信号途径纤维化的过程中发挥

重要的作用。本实验通过建立VLSC动物模型并进行

聚焦超声治疗，观察聚焦超声对大鼠VLSC的治疗效

果，以及治疗后大鼠外阴组织中 TGF-β和 Bcl-2的变

化及真皮浅层胶原纤维化的程度，旨在探寻聚焦超声

治疗VLSC的作用机制。

材料与方法

一、实验动物

健康雌性SD大鼠50只，体质量180~200 g，8~10周
龄，由重庆医科大学实验动物中心提供［动物使用许

可证号：SYXK（渝）2018-0003］。本实验经重庆医科

大学医学研究伦理委员会批准。

二、实验方法

1.动物模型的建立及分组：雌性 SD大鼠备皮消毒

后，硬毛牙刷刷至大鼠外阴皮肤充血发红。用勾线笔

蘸 0.5%二羟甲基丁酸（DMBA）丙酮溶液（美国 Sigma
公司）涂抹于外阴皮肤。每周一、三、五涂药一次，连

续 12周。取外阴活检确定模型建立成功［4］的 40只雌

性 SD大鼠，随机分为实验组和对照组，每组各 20只。

另取10只正常SD大鼠为空白对照组。

2.治疗与干预方式：使用重庆海扶医疗科技股份

有限公司海极星®CZF超声波妇科治疗仪，治疗参数：

频率 8~12 MHz，焦距 0~8 mm，功率 0~50 W。经 1.0%
戊巴比妥钠腹腔麻醉 SD大鼠后，备皮消毒，治疗区域

涂超声治疗专用耦合剂。实验组根据皮损的范围、程

度及局部对超声辐照的反应确定辐照时间，均采用单

次治疗的方式，治疗平均剂量为 194.216 J；治疗头紧

贴大鼠外阴皮肤，匀速直线辐照，速度为（5~10）mm/s，
一般治疗 60~80 s。对照组治疗过程与实验组相同，但

仪器无功率输出；均治疗 4周。空白对照组大鼠不做

任何实验处理。观察并比较实验组与对照组VLSC大

鼠外阴皮肤恢复情况。

三、观察指标

1.Masson染色检测胶原纤维密度：取待检测的大

鼠外阴皮肤组织切片，入重铬酸钾浸泡过夜，铁苏木

素染液染色、丽春红酸性品红染色、磷钼酸染色后经

甲苯胺蓝染色；1%冰醋酸分化后透明封片。Masson
三色染液（武汉赛维尔生物科技有限公司）染色后真

皮层胶原纤维呈蓝色，IPP 6.0软件对切片的染色信号

进行光密度分析，计算真皮层胶原纤维的平均密度。

2.免疫组织化学检测蛋白表达：取待检测的大鼠

皮肤组织切片，抗原修复后避光孵育 25 min，3%牛血

清白蛋白（BSA）室温封闭 30 min，先后滴加相应的一

抗和二抗（武汉赛维尔生物科技有限公司），磷酸缓冲

盐溶液（PBS）冲洗，DAB显色液显色，复染、脱水封片。

高倍显微镜（×400）下观察，TGF-β和Bcl-2以细胞膜

和/或胞质出现棕黄色颗粒为阳性，获得图像采用软件

IPP 6.0进行光密度分析，平均光密度值代表蛋白表达

的强度。

3.Western blotting检测蛋白表达：取保存于-80℃
待检测的大鼠外阴皮肤组织，研磨后加入匀浆液提取

皮肤组织细胞浆或细胞核蛋白，蛋白样品在十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶中电泳分离后将凝胶上的蛋

白质转移至 PVDF膜上，然后加入一抗（TBST溶解的

5%脱脂牛奶，磷酸化蛋白使用 TBST溶解的 5%BSA）
和相对应的二抗（TBST稀释比例 1∶3000），最后经化

control group were significantly higher than that of control group（both P<0.05），while there was no significant difference between
experimental group and blank control group.The expression of TGF-β protein in vulvar tissues of experimental group and blank
control group were significantly lower than that of the control group，while the expression of Bcl-2 protein were higher than that
of the control group（all P<0.05）. There was no significant difference between experimental group and blank control group.
Conclusion Focused ultrasound may effectively treat rats with LSC by affecting the expression of TGF-β and Bcl-2 protein in
vulva skin tissue.

KEY WORDS Focused ultrasound；Lichen simplex chronicus，vulvar；Transforming growth factor β；B-cell
lymphoma-2；Rat
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学发光法显像。

四、统计学处理

应用 SPSS 22.0统计软件，计量资料以 x±s表示，多

组比较采用单因素方差分析，组间两两比较行 t检验；

计数资料以频数或率表示，治疗后治愈率比较行连续

校正χ2检验。P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

一、聚焦超声治疗前后VLSC大鼠外阴皮肤恢复

情况

聚焦超声治疗4周后，实验组70%（14/20）大鼠外阴

皮肤恢复正常；对照组80%（16/20）大鼠继续进展为外阴

低级别鳞状上皮内病变，仅10%（2/20）恢复正常。两组

治愈率比较差异有统计学意义（χ2=12.604，P<0.05）。

见表1。
表1 实验组与对照组聚焦超声治疗前后VLSC大鼠

外阴皮肤正常情况比较 只

组别

对照组（20）
实验组（20）

治疗前

正常

0
0

VLSC
20
20

LSIL
0
0

治疗4周后

正常

2
14*

VLSC
2
4

LSIL
16
2

与对照组比较，*P<0.05。VLSC：外阴慢性单纯性苔藓；LSIL：外阴

低级别鳞状上皮内病变

二、经聚焦超声治疗后各组大鼠真皮层胶原纤维

密度比较

空白对照组与实验组真皮层胶原纤维密度均明显

高于对照组，差异均有统计学意义（均P<0.05）；实验组

与空白对照组胶原纤维密度比较差异无统计学意义。

见表2和图1。
三、经聚焦超声治疗后各组大鼠外阴皮肤组织中

TGF-β及Bcl-2蛋白表达比较

空白对照组和实验组大鼠外阴皮肤中 TGF-β表

达均高于对照组，Bcl-2蛋白表达均低于对照组，差异

均有统计学意义（均P<0.05）；实验组与空白对照组大

鼠外阴皮肤组织中TGF-β及Bcl-2蛋白表达比较差异

均无统计学意义。见表2和图2~4。
表2 各组大鼠外阴真皮浅层胶原纤维密度及TGF-β、

Bcl-2蛋白平均光密度值比较（x±s）
组别

空白对照组

对照组

实验组

F值

P

胶原纤维密度

0.191±0.020*
0.316±0.031
0.189±0.009*
54.778
<0.05

平均光密度值

TGF-β
0.974±0.104*
0.372±0.039
0.947±0.090*
84.639
<0.05

Bcl-2
1.037±0.075*
1.304±0.150
0.947±0.090*
14.216
<0.05

与对照组比较，*P<0.05。TGF-β：转化生子因子β；Bcl-2：B淋巴细

胞瘤-2

A：空白对照组真皮层胶原纤维（蓝染部分）分布均匀，密度较小；B：对照组真皮层胶原纤维（蓝染部分）过度增生和沉积，密度明显增大；C：实验组真

皮浅层胶原纤维（蓝染部分）密度较对照组明显减小

图1 经聚焦超声治疗后各组大鼠外阴真皮浅层胶原纤维Masson染色镜下观（×200）

A B C

A B C
A：空白对照组；B：对照组TGF-β蛋白表达较少，表现为阳性细胞（箭头示）数量相对较少；C：实验组TGF-β蛋白表达，阳性细胞（箭头示）数量相对

较多

图2 经聚焦超声治疗后，免疫组织化学检测各组大鼠外阴皮肤组织中TGF-β蛋白表达（×400）
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讨 论

VLSC是外阴瘙痒常见的原因之一，其病因及发

病机制尚不明确。聚焦超声治疗 VLSC因其有效性

好、安全性高，目前在我国已广泛用于治疗外阴上皮

内非瘤样病变［5-6］。但关于聚焦超声治疗疾病的分子

机制却鲜有研究。本实验旨在探讨聚焦超声治疗

VLSC的作用机制。

TGF-β和Bcl-2蛋白均在真皮层胶原纤维化的过

程中发挥重要作用［2-3］。TGF-β是一种多肽类细胞因

子，具有调节细胞增殖和分化、促进细胞外基质

（ECM）形成和抑制免疫反应等作用。伤口修复过程

中，TGF-β通过减少炎症因子细胞聚集和ECM沉积，

来平衡伤口修复过程中的ECM合成和分解，这一过程

不仅可以促进伤口愈合，而且可以抑制疤痕形成和增

生，同时可以调节基质金属蛋白酶-2（MMP-2）与基质

金属蛋白酶的组织抑制剂-1（TIMP-1）之间的平衡，

促进MMP-2活性增加，使TIMP-1表达减少，从而加速

ECM的降解，使Ⅰ型胶原纤维明显减少，抑制纤维化

进程［2］。本实验经免疫组织化学检测结果显示，对照

组 VLSC大鼠的外阴皮肤组织中 TGF-β表达明显减

少，其真皮层胶原纤维化明显，真皮层胶原纤维密度

增大；而实验组大鼠表皮层由于抑制纤维化相关的

TGF-β蛋白表达增加，经聚焦超声治疗后真皮浅层胶

原纤维细胞密度较对照组明显减少（均P<0.05），排列

疏松。Bcl-2蛋白家族的主要作用机制是抗细胞凋

亡，主要通过线粒体外膜透膜化达到抑制细胞凋亡的

目的，Bax为促细胞凋亡基因，具有拮抗Bcl-2的作用，

两者的比值是细胞凋亡的决定性因素之一。VLSC动

物模型外阴皮肤组织鳞状上皮增生，上皮层细胞增

多，因此Bcl-2蛋白可能通过延迟细胞周期进程，延长

细胞生长，抑制细胞凋亡而发挥作用，同时也可能与

ECM的分泌增多有关。由于Bcl-2与Bax的相对比值

决定细胞凋亡的敏感度，Bax表达也是细胞凋亡的关

键因素之一，因此Bcl-2蛋白通过Bcl-2/Bax信号通路

调节细胞凋亡，在皮肤组织纤维化的进展中发挥重要

作用［3-4］。本实验免疫组织化学检测结果显示，对照组

VLSC大鼠外阴皮肤组织中Bcl-2表达明显增多，其真

皮层胶原纤维化明显，真皮层胶原纤维密度增大；而

实验组VLSC大鼠表皮层由于促维化相关的蛋白Bcl-2
表达减少，经聚焦超声治疗后真皮浅层胶原纤维细胞

较对照组密度明显减少，排列疏松。由此推测，聚焦

超声治疗可能通过增加TGF-β蛋白及减少Bcl-2蛋白

在其表皮层的表达，抑制真皮层胶原纤维增生。另外

（均 P<0.05），本实验也证实了VLSC大鼠经聚焦超声

治疗后真皮浅层胶原纤维化程度减弱，其恢复程度接

近于正常皮肤组织。

综上所述，聚焦超声治疗可通过影响外阴皮肤组

织中 TGF-β和Bcl-2的表达，抑制真皮浅层胶原纤维

化，从而达到治疗VLSC大鼠疾病的目的。
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A B C
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Bcl-2

β-action
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·病例报道·

患者男，54岁，因发现“胰腺占位”入院，既往有甲肝病史，

已治愈，入院时肝功能正常，乙肝表面抗原（-），丙肝抗体（-），

甲胎蛋白正常 。CT、MRI检查：胰头区包块，考虑胰腺癌，肝实

质内未见明显异常及异常增强。经腹超声检查：胰头区实质占

位性病变，肝实质回声稍增粗，肝 S5段可见 4 mm×4 mm的高回

声（图 1）。超声提示：增生结节？肝脏超声造影检查：动脉相

16 s后肝实质开始显影，逐渐呈弥漫性不均匀团状高增强，肝内

高回声无法辨别（图 2）；静脉相、延迟相呈持续不均匀高增强，

造影剂未消退；超声造影检查后即刻基波超声扫查：整体肝实

质回声增粗、增强，分布不均，可见团状高回声弥漫分布；造影

剂注射后 20 min、40 min复查肝内团状高回声较前明显（图 3）。

超声造影提示：肝内异常增强声像，考虑与肝脏代谢有关。造

影前后患者未诉不适。次晨复查肝脏超声，肝脏回声恢复造影

前表现。注射造影剂第２天复查肝功能指标上升（谷丙转氨酶

111.7 μmol/L，谷草转氨酶 62.17 μmol/L），第６天肝功能恢复正

常。后行胰十二指肠切除术，术中见肝脏形态比例正常，轻度

瘀胆样改变，未见明显肿块及结节。病理诊断：胰头部低-中分

化腺癌（pT4N2M0）。

作者单位：410000 长沙市，湖南省人民医院超声二科

通讯作者：危安，Email：weian1976@163.com

Abnormal enhancement of liver parenchyma by contrast-enhanced
ultrasonography：a case report

肝脏超声造影肝实质异常增强1例
张艳银 危 安

［中图法分类号］R445.1 ［文献标识码］B

图 1 造影前肝实质二维声像图

（箭头示肝S5段呈高回声）

图 2 超声造影示动脉相 21 s肝
实质呈弥漫性不均匀团状高增强

A：造影剂注射后1 min整体肝实质回声增粗、增强，分布不均，团状高回声弥漫分布；B、C：分别为造影剂注射后20 min、40 min肝内团状高回声较前明显

图3 超声造影检查后肝脏基波声像图

A B C

讨论：超声具有一种重要的生物学效应即空化效应，超声

微泡造影剂作为人造空化核进入机体后可显著增强这种空化

效应，微泡在超声辐照下产生巨大的剪切力，使周围组织的细

胞膜被击穿，引起细胞通透性增加或细胞死亡等，最终导致微

血管破裂、溶血、出血。本例患者入院时肝功能未见明显异常，

造影后肝功能指标出现上升，6 d后肝功能恢复正常，考虑该患

者在超声辐照微泡造影剂所产生的生物效应作用下，可能发生

了一过性的肝细胞损害及肝内微血管破裂，在声像图上表现为

肝实质异常增强，造影剂持续不消退。由于目前肝脏超声造影

出现异常增强的报道罕见，其作用机制尚不明确，超声检查经

验尚需积累，今后有待更多的病例和临床证实。
（收稿日期：2019-06-08）
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