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外源性一氧化氮对体外培养瘢痕成纤维细胞的抑制作用 

罗洪智 

(湖南省怀化市第一人民医院外科，怀化 418O0O) 

【摘 要】目的：探讨外源性一氧化氮对体外培养瘢痕成纤维细胞增殖的抑制作用。方法：取我院整形外科9例病理性瘢痕组织 

标本，组织块贴壁法培养瘢痕成纤维细胞。传代细胞分 5组，对照 A组不加一氧化氮供体硝普钠，实验组 B～D组加入浓度分别 

为 1o0、2o(】、3【)(】 moI仃J的硝普钠 ，实验组 E组加入浓度为 200 m0l／L的硝普钠及和 10 mol，L的鸟苷酸环化酶抑制剂美 

蓝。24 h后用 Griess还原法检测细胞上清液中一氧化氮的释放量，并进行 MTT试验。结果：病理性瘢痕组织标本原代培养成纤 

维细胞全部成活，形态正常。实验 24 h后细胞上清液中一氧化氮释放量随硝普钠浓度的增高而增加。M1Tr试验显示经硝普钠作 

用后瘢痕成纤维细胞的活细胞数较对照组明显减少( ：0．051，实验组 B～D之间，随着硝普钠浓度的增高，细胞活力也有降低趋 

势。并且，加入美蓝的实验组 E较实验组 c活细胞数增高(P<O．05)。免疫细胞化学检测显示 ：sNP作用后 I型胶原表达降低，而 

美蓝作用后 I型胶原表达增加。Ⅲ型胶原检测结果也有相同的变化。结论：外源性一氧化氮对培养状态下瘢痕成纤维细胞有抑 

制作用，这其中可能有 N0一Gc—cGMP通路的参与。 
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【Ahstract】 O髓 ￡ e： I expl0re the inhibitive ef cts of exogenous nitric 0xide on the pr0li{ mtion of in vitm cultuI℃d human 

ke10id 6hmhlasts． e 0ds：Fibr0b1asts was isolated f_rnm fresh path0l0gical scar tissue and cultur℃d．Fibmblasts weI distributed 

in five gmups． Fibmhlasts in contml gr0up A was cultured with0ut SNP；in experiment gmup B ～D，SNP was used in the 

concentrati0n of 100、200、300 mol／L each；in experiment gmup E，Fihmblasts was cultured with 200 m0l／L SNP and 10 

m0l／L methylene hlue．After 24 h，Griess and MTT were used to detect the concentr{扯i0n 0f N0 and ceU vigor．胍  Z括：The 

release 0f N0 increased along with the enhancement of the concentration 0f SNP． The am0unt 0f living cel1s in experiment 

gmups decI ased c0mpar d with the controls as sh0wn hy MTT test( 尸l<0．05)，but in experiment gr0up E，the amount of living ce11s 

was increased than gmup C(P<0．O5)．Immunocytochemica1 detecti0n sh0ws：SNP tI atment decI ased the expressi0n of c0l1agen l， 

and expI℃ssion 0f 0Ilagen I incr ased af er treated by Methy1ene blue．( ’zc s 0，z： Exogen0us nitric 0xide inhibits the 

pmliferation of of in vitm cultured human kel0id hmblasts，and these may be result in N0一GC—cGMP path way． 

【Ke)rw0rds】Path0l0gic aJ scar；Fihmb1ast；Nitric 0xide；celI pmli rati0n；In vitr0 

瘢痕组织不仅影响美容和功能，而且常常伴有 

瘙痒和刺痛，切除后又易复发。由于其发病机制尚 

未彻底阐明，治疗棘手，是 目前整形美容外科的难 

题之一。近年来发现一氧化氮(N0)及一氧化氮合酶 

在创伤及创面愈合过程中均具有重要作用 J。本实 

验以硝普钠(sNP)为 NO供体，观察外源性 N0对体 

外培养瘢痕成纤维细胞的作用，并初步探讨其调控 

作者介绍：罗洪智(1969一)，男，副主任医师 

研究方向：整形外科学。 

机制，从而为临床应用 N0供体药物减少病理J生瘢痕 

形成提供实验依据。 

1 材料与方法 

1．I 标本来源 

病理性瘢痕组织标本取 自我院整形外科 O8年 3月至 4 

月手术病例，共 9例。其中取 自胸前 4例 、耳垂和大腿各 2 

例、上臂 1例。患者年龄22～68岁，男 3例，女 6例。瘢痕形 

成时间 7～22个月，均无系统性疾病和激素注射史 
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1．2 成纤维细胞的培养 

采用组织块贴壁法培养成纤维细胞。将组织标本用含 

1o0 u几青霉素和 100 u几链霉素的磷酸盐缓冲液反复冲洗 

3次，去皮下组织和表皮，剪成约 1．0mm 左右的小块 ，均匀 

贴附于培养瓶底面。加入含 30％小牛血清(Gihco公司)的 

DMEM(Gibco公司)培养液，置于 37℃、95％空气、5％二氧化 

碳 、饱和湿度的组织培养箱(日本 TABAI)中静置培养。每 

4—6 d用含 l0％小牛血清的DMEM培养液换液 1次。待细 

胞长满瓶底形成细胞单层后，用0．25％胰蛋白酶(sigma公司) 

消化，按 l：3的比例进行传代培养，每3 d换液 1次。 

1．3 实验及分组 

取 5 7代的成纤维细胞 ，胰蛋白酶消化，用滴管吹打成 

单细胞悬液。将同一批细胞混合稀释至 10 个 几，接种到6孑L 

板中，每孔接种细胞悬液 2ml。共接种 50孔。每 10孑L为 1 

组 ，共分 1个对照组(A组)和4个实验组(B～E组)。A组不 

加 SNP，B D组加入浓度分别为 10O、200、30O mo帆 的 

sNP(北京双鹤药业股份有限公司)，E组加入浓度为200 m0l／L 

的SNP及和 10 mol／I 的鸟苷酸环化酶抑制剂美蓝(Sigma公 

司)。培养 24 h后，用吸管吹打成单细胞悬液。从每孑L中吸取 

1 m1的细胞悬液，进行 N0含量和细胞活性的测定。 

1-4 N0含量的测定 

N0的氧化产物 N0：浓度可通过 Griess试剂染色方法 

测得，其含量可间接反映N0的释放量。取 A～D组上清液 

0．5 ml，按 N0测试盒(南京建成生物工程研究所)说明书中 

提供的方法检测。用分光光度仪(光波长为550 nm)进行 比 

色，测定光密度值。根据计算公式 ：(测定管 A值一空白管 A 

值)／(标准管 A值一空白管 A值)×标准管浓度 (20 mo1／ 

L)×样品测试前的稀释倍数，计算出溶液中N0的含量。 

1．5 细胞活性的测定 

采用四甲基偶氮唑蓝比色法(MTT法)。从各组培养孑L中 

吸出 1 ml细胞悬液，以 1 5【)(】r／min离心 5 min，将上清液吸 

出。往沉淀细胞中加入 DMEM 12培养基 200 l，吹打成细 

胞悬液，再加入 5 的 M_rr溶液 (sigma公司)20 l，置 

37℃5Oml几C0，孵箱中继续孵育 4 h后 ，l 500 r／min、离心 5 

min，弃上清。每管中加入 150 l二甲基亚砜 ，振荡 10 min， 

酶联免疫检测仪(波长490 nm)测定各孑L吸光度值。 

1．6 免疫细胞化学检测 

细胞中 I、Ⅲ型胶原的表达变化 ，瘢痕细胞传代后接种 

于预先铺好无菌玻片的培养皿中，分别加入 200 mo sNP和 

l0 mo儿 美蓝，培养到细胞达 70％融合时，将玻片取出，进 

行特异性抗体 I、Ⅲ型胶原的表达检测。免疫组化的检测严 

格参照说明书进行。 

1．7 统计学方法 

结果以均数±标准差( ±s)表示，多组问均数比较用方 

差分析，两组比较采用 口检验。 '<0．05时被认为结果有显著 

性差异。 

2 结 果 

2．1 瘢痕疙瘩成纤维细胞培养 

9例手术切取的病理性瘢痕组织标本原代培养 

成纤维细胞全部成活，形态正常。 

2．2 不同浓度 sNP细胞培养上清液中NO含量 

各实验组和对照组间N0浓度均有差异，各实验 

组 N0浓度高于对照组(P<0．05)，且各实验组之间， 

随着sNP浓度的增高，N0的释放量也呈升高趋势。 

详见表 1。 

2．3 SNP对瘢痕成纤维细胞增殖的影响 

经sNP作用 24 h后，光镜下可见各实验组细胞 

数量较对照组明显减少，且随sNP浓度的增高，细胞 

数量有进一步减少趋势。详见图 1～3。各实验组与对 

照组之间吸光度值均数(A)有显著性差异( ，<O．05)， 

MTT法检测显示，各实验组细胞活性要明显低于对 

照组。各实验组之间，随着 sNP浓度的增高，细胞活 

力也有降低趋势。详见表 2。 

2．4乌苷酸环化酶抑制剂对 SNP作用后的瘢痕成 

纤维细胞增殖影响 

MTT法检测显示，实验组 c吸光度值 A低于对 

照组 A(P<0．05)，但加入鸟苷酸环化酶抑制剂美蓝 

的实验组 E，A值又有所上升(P<0．05)，提示鸟苷酸 

表 1 不同浓度 SNP细胞培养上清液中N0含量 

注： 和对照组相比，P<0．O5 
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环 化 酶 抑 制 剂 可 以 阻 断 S N P 对 瘢 痕 成纤 维 细 胞 增

殖 的抑 制作用 。 详 见 表 3 。

2 ． 5 免 疫 细 胞 化 学检 测 I 、 Ⅲ 型 胶 原 的 表 达

免疫 细胞 化学 方法 检测 2 0 0 斗 m o l／L S N P 和 1 0

LL m 0 1／L 美 蓝 以 及 空 白对 照 组 细 胞 中 I 、 Ⅲ 型 胶 原

特异性 抗 体 的表 达 。 结 果 显 示 ， S N P 作 用 后 I 型 胶

原 表达 降低 ， 而 美蓝 作用 后 I 型 胶 原 表 达 增加 ， Ⅲ 型

胶 原 检测结果 也 有相 同的变 化 ( 图 4 ～ 6 ) 。

3 讨 论

病 理 性 瘢痕包 括增生 性 瘢痕 和 瘢 痕疙瘩 。 病理

改 变 上 ， 瘢 痕 以 真皮纤 维 化 和 问质 胶原 蛋 白过 度 积

聚 为特征 ， 并伴有炎性 细胞侵润 及 真皮微 血 管异 常 。

病理 性 瘢 痕 的产 生 与体 内许 多 因 子 的异 常有 关h ”
，

而 成 纤 维 细胞 是 瘢 痕形 成 、 增 生 和 挛缩 的功 能性 细

胞 ， 其功能异常可 直接导致病 理 I生瘢 痕 的形成问
。 N O

表 3 美蓝 对 S N P 抑 制 瘢 痕 成 纤维 细 胞 增 殖 的干 预 作 用

注 ：

’

和 对照 组 A 相 比 ， P < O． 0 5 ；
n 和 实验组 C 相 比 ， P < O． 0 5

图 l 无 S N P 对 照 组 的成 纤 维 细 胞 培 养 ( x 4 0 )

图 3 3 0 0 I． L m o l／L S N P 的实 验 组 D 成 纤 维 细 胞 培 养 ( x 4 0 )
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图 5 S N P 组 I 型 胶原 表 达 有 所 减 弱 ( × 10 0 ) 图 6 美蓝 组 I 型 胶 原 表 达 又 有增 强 ( x 10 0 )
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则可能在参与瘢痕组织中成纤维细胞的调节中起 

着重要作用。 

NO是具有高度生物活性的无机小分子。它是 

体内L一精氨酸(L—Arg)和分子氧在 N0合成酶(N0s) 

的作用下产生的。王爱丽等_7J体外培养获得皮肤和 

瘢痕成纤维细胞，通过免疫组化及 RT—PCR方法比 

较两种组织及细胞中N0S的表达及分布的差异，结 

果发现体外培养的人增生性瘢痕来源的成纤维细 

胞 N0s表达和 N0生成量较正常皮肤组织中明显 

减少。经 N0S阻断剂 L—NAME 200 m0l／L作用 

后，I、Ⅲ型胶原表达显著增加。因此认为N0s表达 

降低可能与瘢痕增生密切相关。而阎国富阎取瘢痕 

疙瘩、正常皮肤和非病理性瘢痕制作组织匀浆后用 

Griess试剂检测上清液中的亚硝酸盐和硝酸盐的含 

量，结果显示瘢痕疙瘩中NO的含量显著高于正常皮 

肤组和非病理性瘢痕组，而非病理性瘢痕组和正常 

皮肤组之间无显著性差异。N0含量的增高可能是 

病理性瘢痕组织中微血管的阻塞导致组织中细胞 

因子较慢地被血流带走，也可能是机体抑制瘢痕产 

生的代偿。 

本实验以 sNP为供体 ，观察外源性 N0对体外 

培养瘢痕成纤维细胞的作用。我们发现 SNP浓度 

在 100～300 m0l，L时，N0的释放量随SNP浓度的 

增高而增加。说明 sNP适合作为N0的供体来模拟 

其体内释放过程。同时我们也发现经 sNP作用 24 h 

后，光镜下可见各实验组细胞数量较对照组明显减 

少，且随sNP浓度的增高，细胞数量进一步减少。通 

过M1_r法，各实验组细胞活性要明显低于对照组，并 

且实验组之问细胞活力也和 SNP浓度有明显的相 

关性。这表明外源性 N0对体外培养状态下瘢痕成 

纤维细胞有明显抑制作用。而仇树林等 通过建立 

大鼠创伤模型，并分别在创面局部应用 50 L葡萄 

糖溶液、0．5～4 mm0l／LsNP，观察及测量创伤后 3、7、 

10、l4 d的肉芽组织生长情况、NOs的表达情况和 

肉芽组织中羟脯氨酸含量，结果发现局部应用外源 

性NO具有显著的促修复作用，主要体现在伤后第 

7 10 d，小剂量的N0促进创面愈合的作用大于大 

剂量 N0。体内实验同样也证实外源性N0有抑制 

瘢痕形成的作用。但和本实验不同的是，抑制作用 

没有显示出剂量依赖性，考虑和本实验应用的sNP剂 

量范围较小有关。 

对于 N0产生生物效应的主要方式是：由 N0S 

催化 L一精氨酸生成内源性 N0，N0与可溶性鸟苷 

酸环化酶结合，促使 GTP转化成 cGMP，再激活 cGMP 

依赖性的蛋自激酶，使蛋白质磷酸化而发挥生物学 

效应，即 N0一Gc—cGMP通路。本实验发现 SNP对瘢 

痕成纤维细胞增殖的抑制作用可以被预先加入鸟 

苷酸环化酶抑制剂美蓝阻断。这表明 NO—Gc—cGMP 

的通路同样参与了N0抑制瘢痕成纤维细胞增殖过 

程。这一结果和Yi—chiang Hsu等 的结果类似。 

综上，我们的实验发现外源性 N0对培养状态下 

瘢痕成纤维细胞有抑制作用，这其中可能有 N0一 

Gc—cGMP通路的参与。这提示临床应用N0供体药 

物对减少病理性瘢痕形成可能有较好的效果。 
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