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增生性瘢痕成纤维细胞 !物质表达的研究

朱剑武，赖西南，王正国，王丽丽，甯交琳，莫立稳) ) （第三军医大学大坪医院野战外科研究所第六研究室，创伤、烧伤与复
合伤国家重点实验室，重庆 %"""%&）

) ) 摘) 要：目的) 研究 *物质（+,-+./012 *，3*）在人增生性瘢痕体外培养的成纤维细胞的表达情况及其与正常皮肤之
间的差异，探讨增生性瘢痕组织 3*表达增高的原因。方法) 以酶消化法体外培养成人增生性瘢痕以及正常皮肤的成纤
维细胞，将 3*（终浓度为 !" 45678 9 :）加入培养液中刺激成纤维细胞，分别于刺激前和刺激后 !、(、;、!&、&% <采用 =>#*?=
检测细胞内 3* 基因的表达情况，@:A3B检测培养液中 3*浓度。正常皮肤对照组及瘢痕对照组除不应用 3*外，余处理均
相同。结果) 未受 3*刺激时，人增生性瘢痕及正常皮肤体外培养的成纤维细胞均能分泌一定浓度的 3*，两者之间差异有
统计学意义（! C "D "!）。3*刺激后，正常皮肤体外培养的成纤维细胞 3*基因和蛋白表达均在 ! E ( <内达到高峰，随后迅
速下降，&% <后仍高于其正常水平；而增生性瘢痕体外培养的成纤维细胞 3*基因和蛋白表达在 ( E ; <内达到高峰，随后
缓慢下降，&% <后仍高于其正常水平。两种成纤维细胞 3*的分泌差异有统计学意义（! C "D "$）。结论) 外源性 3*可诱
使成纤维细胞内 3*的分泌增加，而增生性瘢痕与正常皮肤成纤维细胞 3*的分泌情况有明显差异。
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) ) 神经肽 *物质（+,-+./012 *，3*）是一种主要由感
觉神经末梢分泌的神经递质，参与了创伤愈合的全部

生理过程，在瘢痕增生中起重要作用［!］。已有研究证
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实，多种细胞因子均可以自分泌和 9或旁分泌的方式作
用于细胞本身，调节细胞功能［&，(］。而皮肤组织中的

成纤维细胞、表皮细胞、血管内皮细胞亦可分泌 3*，且
细胞表面有 3*受体表达［%］。成纤维细胞是增生性瘢
痕的主要组成细胞，目前尚不清楚瘢痕组织成纤维细

胞 3*的分泌情况，及其与正常皮肤之间的差异。本实
验将 3*（终浓度为 !" 45 678 9 :）作用于瘢痕组织体外
培养的成纤维细胞，分别检测其 3*基因以及蛋白表达
情况，并与正常皮肤的 3* 分泌情况进行比较，以探讨
增生性瘢痕中 3*表达增高的原因。
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!" 材料与方法

!" !# 标本来源
# # 增生性瘢痕（$%&’()(*&$+,，-.）标本 / 例，男性 0 例，女性 0
例，年龄 !1 2 03 岁，均取自于第三军医大学西南医院整形美容
外科烧伤后 1 2 !1 个月的 -.手术患者。临床表现为瘢痕明显
高出皮肤，色红，可见明显毛细血管扩张，质硬，表面无破溃及

感染，瘢痕增生局限于皮损区，伴有瘙痒和疼痛症状，局部未行

任何治疗。正常皮肤标本 / 例，取自第三军医大学西南医院泌
尿外科包皮环切手术患者。

!" 4# 主要试剂
# # .56 789.:试剂盒购自 ;6; 公司，.56 <=56>< 试剂盒购自
=?@?<?公司，.56购自美国 .+AB? 公司，CD7D培养基、胰蛋白
酶为 E+F,*公司产品。6><引物由上海生工生物工程公司合成。
!" 0# 成纤维细胞的培养和 .6刺激
# # 参照文献［G］的方法进行。将手术获取的标本用无菌 6;.
漂洗 0 次，去除表皮和皮下脂肪，并剪碎。0H I、3" 4GJ的胰酶
振荡消化 4 $。加入小牛血清中和胰酶后，过滤除去组织碎片，
! 333 ( K B+L离心 !3 B+L，弃上清。加入 CD7D 培养液，吹打混
匀后接种于培养瓶，置于 0H I、GJ >M4孵箱中孵育，每周更换

4 次培养液。待成纤维细胞长满瓶底，胰酶消化后传代。细胞
传至第 N 2 / 代，用无血清的 CD7D 培养液饥饿细胞 4N $ 后，
换含终浓度为 !3 OH B*P K 8的 .6以及 4J小牛血清的成纤维细胞
培养液!" G BP，分别于刺激前（3 $）和刺激后!、0、/、!4、4N $吸取
培养液，O13 I保存待测。细胞总 <Q: 提取依照 =(+&R(’ 试剂
操作说明进行，随后 O 13 I保存待用。除正常皮肤组和 -. 组
加入 .6刺激外，另设正常皮肤对照组（不加 .6，余处理相同）。
!" N# .6基因表达情况检测
# # 反转录多聚酶链式反应（<=56><）检测 .6 B<Q: 的表达
量，以 !5?,)+L作为内参照，分别与目的基因于同一系统中共扩
增。6><引物见表 !，操作按 =?@?<? 试剂说明书进行。按说
明配制逆转录反应混合液，SS I变性 03 B+L，G I反应 G B+L。
反应产物于 O 43 I保存备用。按说明配制 6>< 反应体系，
SN I 变性 G B+L后，每个 6><循环 SN I变性 03 T，/3 I退火
03 T，H4 I延长 /3 T，共 0G 个循环。扩增产物经 !" 1J琼脂糖
凝胶电泳。凝胶拍照后，经 E’P C*, 4333 凝胶图像分析系统分
别测定各样本 .6 B<Q:和 !5?,)+L B<Q:的面积条带平均灰度
值（平均灰度值 U平均光密度值 V条带面积），计算各样本 .6
B<Q:的平均表达强度：< U .6 B<Q: 平均灰度值 K !5?,)+L 平
均灰度值。

表 !" !#$%&’( )*+,和 -. )*+,的 */#.0*引物序列
与扩增片段长度

基因 引物序列 产物长度

!5?,)+L 上游 GW5E=>>=E=EE>:=>>:>E:::>50W G33 F&
下游 GW5E>=>>::>>E:>=E>=E=>:50W

.6 上游 GW5E:>:E>E:>>:E:=>::EE:EE::50W 4G! F&
下游 GW5:>>E::=:>===>>=>:>E==:>E50W

!" G# .6蛋白表达情况检测
# # 酶联免疫吸附法（789.:）检测培养液中 .6的蛋白浓度以
反映成纤维细胞 .6 的蛋白表达情况。操作按 ;6; .6 789.:
试剂盒说明进行检测。将 !33 "P 样品及 G3 "P 酶标记溶液加
入空白微孔中，0H I孵育反应 /3 B+L后充分清洗 G 次，再加入
底物 :、;液各 G3 "P，0H I下避光孵育反应 !G B+L 后终止反
应，于波长 NG3 LB的酶标仪上读取各孔的吸光度值 !（NG3），

根据标准曲线，计算样品中 .6浓度。
!" /# 统计学分析
# # 数据以 !" X #表示，采用 .6.. !3" 3 统计软件对 .6 B<Q:、
.6蛋白的表达行单因素方差分析和配对资料 $检验。

1" 结果

4" !# 成纤维细胞的培养
# # 原代培养的 -.和正常皮肤的成纤维细胞体外生长过程相
似，在形态学上没有明显差别，均为典型的长梭形细胞，细胞核

呈类圆形或长椭圆形，细胞质向两极突起，长短不一，细胞生长

无序，随着细胞分裂加快，细胞呈平行排列或行成涡形，见图 !。

图 !" 体外培养的增生性瘢痕成纤维细胞"（倒置显微镜 V !33）

4" 4# .6 B<Q:表达情况
# # 提取的总 <Q: 在紫外分光光度仪上定量均在 N33 "A K "P
以上，其 !（4/3）K !（413）值均在 !" H0 2 !" S1。应用 !3 OH B*P K 8
.6刺激成纤维细胞后，我们观察到 -. 以及正常皮肤体外培养
的成纤维细胞内 .6 B<Q: 的表达均明显上调，但正常皮肤的
成纤维细胞内 .6 B<Q:表达在刺激后 ! 2 0 $达到高峰，而 -.
的成纤维细胞内 .6 B<Q:表达在刺激后 0 2 / $ 达到高峰，见
图 4。E’P C*, 4333 凝胶图像分析结果见表 4。
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#2

#3
:：正常皮肤；;：增生性瘢痕

D：CQ:标准（C8 4333）；! O /：分别为刺激 3、!、0、/、!4、4N $
图 1" !2 34)56 7 8 -.刺激后正常皮肤及 9-成纤维细胞内

-. )*+,的表达

表 1" 不同刺激时间增生性瘢痕及正常皮肤 -. )*+,表达
的变化（! :;，"" < #）

组别 3 $ ! $ 0 $ / $ !4 $ 4N $
正常皮肤 3"41N X3"3N/ 3"N0G X3"3G4? 3"/0N X3"3/N? 3"G4H X3"3G0? 3"NG! X3"3G/? 3"0!! X3"3NG
增生性瘢痕 3"0HH X3"3N1, 3"04G X3"3G/, 3"0HN X3"3/0Y 3"/H/ X3"3/HFY 3"/3N X3"3/0FY 3"0S! X3"3G0,
皮肤对照 3"4HS X3"301 3"414 X3"3N0 3"4S! X3"3NH 3"4SG X3"3N4 3"03! X3"3N1 3"4SS X3"3G!
瘢痕对照 3"0HS X3"3N! 3"013 X3"3N0 3"01N X3"3N1 3"01H X3"30S 3"01G X3"3G! 3"0S4 X3"3NS

?：% Z 3" 3!，与皮肤对照组比较；F：% Z 3" 3!，与瘢痕对照组比较；
,：% Z 3" 3G，Y：% Z 3" 3!，与正常皮肤组比较
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%# !" &$蛋白表达情况
" " ’&的成纤维细胞能分泌一定浓度的 &$［（(# )!% * (# (%+）
,-./ 0 1］，与正常皮肤的分泌量［（(# (23 * (# (%2）,-./ 0 1］相
比，差异显著（! 4 (# ()）。应用 )( 56 -./ 0 1 &$分别刺激成纤维
细胞后，我们观察到 ’& 以及正常皮肤体外培养的成纤维细胞
&$ 蛋白的分泌量均明显上调，与各自的对照组均有明显差别
（! 4(7 (2）。但正常皮肤的成纤维细胞 &$ 的分泌在刺激后 ) 8! 9
达高峰［（(# :+; * (7 (%%）,-./ 0 1］，而 ’& 的成纤维细胞内 &$
的分泌在刺激后 ! 8 3 9达高峰［（(7 !36 * (7 (%3）,-./ 0 1］，但
%: 9后仍维持在一个浓度较高的水平，与正常皮肤在各时相点
均有显著性差异（! 4 (7 (2）。

!" 讨论

" " &$是神经肽的一种，是广泛存在于中枢和外周神
经系统的一大类细胞外信使分子。本研究表明，在非

刺激条件下，瘢痕组织和正常皮肤成纤维细胞均能表

达一定量的 &$，且有明显的差异（! 4 (# ()）。而给予
)( 56 -./ 0 1的 &$刺激后，两种成纤维细胞 &$ 基因和
蛋白表达水平均明显上调，说明外源性的 &$对细胞自
身 &$ 的表达有明显影响。这一发现与以往在体实
验［3］结果一致。以辣椒素预先耗竭感觉神经末梢，阻

断神经末梢释放 &$后，致伤鼠皮肤肉芽组织成纤维细
胞 &$表达明显较感觉神经功能完整的皮肤低。皮肤
组织中的成纤维细胞可分泌 &$，且其表面有 &$ 受体
表达，这说明外源性的 &$ 可以通过成纤维细胞表面
&$受体来影响细胞本身 &$的表达。
" " 另外，本实验结果显示，正常皮肤组织成纤维细胞
&$表达水平在 ) 8 ! 9 迅速升高，在 ! 9 达到高峰，随
后迅速下降；而 ’& 组织成纤维细胞 &$ 表达水平在
) 8 3 9 缓慢升高，在 3 9 达到高峰，随后缓慢下降，
%: 9 后仍高于正常皮肤，与正常皮肤有明显差异
（! 4 (# (2）。这说明 ’&组织与正常皮肤的成纤维细
胞对同一浓度的 &$ 刺激的反应性有明显差异［6］。目
前的研究证实，成纤维细胞存在不同表型即异质

性［+］，主要表现在结构和功能的差异。吴义方等［;］的

研究发现 ’&成纤维细胞与正常皮肤成纤维细胞在细
胞形态和结构上均有明显差别。<=9>?@,A 等［)(］研究表
明，’&成纤维细胞 <BCD!) 及"型胶原分泌能力明显
强于正常皮肤成纤维细胞；相反，胶原酶分泌能力低于

正常皮肤成纤维细胞。’A?9AEAF 等［))］研究证实，’& 组
织的成纤维细胞分泌的胰岛素样生长因子结合蛋白 !
（ GBCH$D!）显著高于正常皮肤的成纤维细胞，在成纤
维细胞增殖和向肌成纤维细胞转化的过程中起重要作

用。本实验结果显示，’& 和正常皮肤成纤维细胞的
“异质性”除表现在两种细胞未受细胞外信号刺激时某

些细胞因子的基础表达上，还表现在受刺激后细胞因子

表达的差异，即对同一细胞因子刺激的反应差异上。

" " 已有研究证实，外源性的 &$可刺激成纤维细胞的
增殖，血管的发生和胶原的合成，在创伤愈合及瘢痕增

生中起非常重要的作用［)%］。’& 组织中 &$ 含量明显
高于正常皮肤［)!］，感觉神经末梢较正常皮肤增多，其

释放的 &$ 也增多。而 ’& 组织成纤维细胞的细胞特
性发生改变，神经末梢释放的 &$又会引起 ’& 成纤维
细胞更高水平的 &$ 释放，这可能是 ’& 组织中 &$ 表
达增高的重要原因。而成纤维细胞 &$分泌增加，进而
引起成纤维细胞胶原的合成和分泌增加，可能是瘢痕

增生的重要机制之一，这为今后通过神经肽防治瘢痕

增生提供新的理论基础。
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