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水化作用对瘢痕增生影响的细胞学研究

樊东力1 ,李荟元2 ,肖光夏3　　(1 第三军医大学附属西南医院整形美容外科 , 重庆 400038;2 第四军医大学西京医院全军整形

外科中心 , 西安 710032;3第三军医大学附属西南医院全军烧伤研究所 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　观测水化作用对成纤维细胞的影响 , 探索其作用机制。方法　以表皮细胞与成纤维细胞分层培养为研究模

型 ,采用放射免疫 、免疫组化及图像分析等方法 , 观测对表皮细胞水化处理后成纤维细胞形态 、胶原合成及细胞因子表达的影响。
结果　采用水化处理后 ,成纤维细胞胶原合成 、TGF-β1 、 TGF-β(RI)和α-SM actin 阳性表达水平明显下降。结论　通过对表皮细胞的

水化 ,可抑制成纤维细胞的胶原合成。
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Cytological study on effects of hydration on hypertrophic scaring in vitro
FAN Dong-li , LI Hui-yuan , XIAO Guang-xia(Department of Plastic Surgery , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the effects and the mechanism of hydration on the morphology and functions of cultured fibroblasts.Meth-

ods　Keratotic epidermic cells and fibroblasts were cocultured in a layered combined cultivation system(Millicell-PCF culture medium , Sigma)as a

new cytologic model of hypertrophic scar.After keratotic epidermis was cultured in different media , the changes of fibroblast morphology , collagen

metabolism and cytokine expression were observed.Results　The expressions of TGF-β1 , TGF-β(RI)andα-SM actin were significantly decreased

after hydration.Conclusion　Collagen synthesis of fibroblasts can be inhibit by hydration on keratotic epidermis.
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　　硅凝胶膜对瘢痕增生具有防治作用 ,并已在临床
广泛应用 ,但其作用机制尚不十分清楚 。许多学者认
为水化作用 、低分子硅油在其作用机制中可能起着十
分重要的作用[ 1] 。增生性瘢痕的成纤维细胞与正常细
胞相比 ,对细胞因子的反应发生变化 ,细胞大大提高了
对TGF-β1 、TGF-β(RI)及α-SM actin的表达 ,并使细胞具
有平滑肌细胞样的收缩能力[ 2] 。本实验采用表皮细胞
与成纤维细胞分层混合培养的方法 ,观测水化作用 、低
分子硅油对增生性瘢痕成纤维细胞胶原合成 、细胞因
子表达的影响。

1　材料与方法

1.1　成纤维细胞与表皮细胞的混合培养
　　细胞培养采用自行设计的方法进行。标本取材于伤后 6 ～

12 月的增生性瘢痕组织。细胞培养采用 Millicell-PCF 培养皿
(Sigma 公司)。该培养皿是由 Millicell-PCF 半透膜分隔的上下

套叠的内外两个培养皿组成 , 半透膜均匀分布着直径 12.0 μm
大小微孔 ,细胞因子及其代谢产物均可通过这些微孔在上下培
养皿中交换。上层培养皿培养角化的复层表皮细胞 , 下层培养

皿培养单层的成纤维细胞。
　　首先 ,采用组织块培养法获得增生性瘢痕的表皮细胞及成

纤维细胞。成纤维细胞用培养瓶进行传代培养二 、三代后 , 液
氮保存。表皮细胞待其融合成膜片后用细胞刮勺将其取出 , 剪
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成1 mm×1 mm 左右大小的细胞膜片移植于 Millicell-PCF双层

培养皿内层培养皿的Millicell-PCF 膜上 , 37 ℃孵箱内放置 10 ～

15 min , 使其附壁 ,加入含 15%FCS 的 DMEM/F12 培养液适量 ,
继续培养 ,待细胞完全覆盖培养皿底部 , 再培养 7～ 10 d , 形成 2

～ 3 层的复层上皮后 , 把复层表皮细胞内部培养皿表面的培养

液移走 ,仅在外层培养皿中加入含 15%FCS 的 DMEM/ F12 培养

液 ,使表皮细胞在空气与培养液的临界面培养7 ～ 9 d , 每1 ～ 2 d

更换下层培养液 1 次 , 复层表皮细胞即逐步角质化 , 与上皮相
似。

　　将复苏传代 2次的增生性瘢痕成纤维细胞以 2×105 的细

胞密度接种在铺有盖玻片的外层培养皿底部 , 加入含 10%FCS

的 DMEM培养液 ,每 2 d换液 1 次 ,将分离培养的表皮细胞与成

纤维细胞的培养皿上下叠合在一起 , 仅在外层培养皿内加入 1

ml含 10%FCS 的 DMEM 培养液 ,然后再将上下套叠的内外两个

培养皿放入一个 35 mm 的玻璃培养皿内就形成一个表皮细胞

与成纤维细胞复合立体培养系统 ,即可用于实验。

1.2　实验方法
　　在增生性瘢痕细胞模型的内层培养皿表面加入 Hanks 平

衡盐水 、硅油 、液体石蜡等 , 共分 5 组 , 每组 8 例。 ①水化组

(Hydration , HD 组):加入 0.8 ml Hanks 平衡盐水溶液用于模仿

水化环境;②硅油组(Silicone oil , SO组)加入 0.8 ml 20 mm2/ s 的

医用级硅油;③液体石蜡组(Liquid paraffin , LP组)加入 0.8ml医

用液体石蜡;④空气对照组(Air control , AC 组):维持系统的表
皮细胞在空气与液体的界面环境下培养;⑤空白对照组(Blank

control , BC 组):内层培养皿没有表皮细胞 , 仅下层培养皿有单

一的成纤维细胞培养。

1.3　观测指标及方法
1.3.1　细胞形态学观察　　采用倒置显微镜观察对比各组实
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验因素作用后成纤维细胞形态学变化等。

1.3.2　成纤维细胞内胶原合成测定　　每组 8 皿 , 采用[ 3H]
脯氨酸渗入法测定标本的 cpm 值。

1.3.3　培养上清液中Ⅲ型前胶原放免测定　　每组 8 皿 , 施
加各种实验因素后收集培养上清液 ,用 hPCⅢ放射免疫分析试

剂盒(重庆市肿瘤研究所)测定各样本 hPCⅢ含量。

1.3.4　免疫组化　　采用 TGF-β1(工作浓度 1:200)、 TGF-αRI

(工作浓度 1∶200)兔抗人多克隆抗体(北京中山公司)和α-SM

actin 兔抗人即用型单克隆抗体(福州迈新公司)对不同组别的
细胞玻片(每组 8 例)采用 S-P 免疫组化检测试剂盒(北京中山

公司)按说明进行细胞化学染色。空白对照:用 0.01 mol/ L PBS

代替一抗进行 ,其它步骤不变。

1.3.5　图像分析　　采用 Mias 图像分析系统 , 每例切片随机

观测 3 个视野 ,测定出目标区域阳性细胞的面密度 , 并求出各
组均值。

1.4　统计学处理
　　数据以 x±s表示 ,采用华西医科大学 PEMS医用统计软件

包作 t检验。

2　结果

2.1　细胞形态学观察
　　各组经过实验因素处理后 ,成纤维细胞的形态均无明显差

异 ,细胞排列呈条索状或网状。

2.2　成纤维细胞内胶原合成测定
　　HD组的胶原合成水平最低 , 与其它各组相比有显著性差
异(P <0.01)。 SO组及 LP 组的胶原合成也明显低于 AC 组及

BC 组 , 各组的胶原合成水平以 BC 组最高 , 且明显高于 AC 组 ,

均有显著性差异(P<0.01),见表 1。

表 1　细胞内胶原含量(n=8,  x±s)

Tab 1　Content of collagen in fibroblast(n=8 , x±s)

Group cpm

Hydration(HD) 1 294.66±118.76▲

Silicone oil(SO) 1 694.17±86.93■

Liquid paraffin(LP) 1 882.5±34.29■

Air control(AC) 2 497.25±135.04■

Blank control(BC) 3 159.58±69.93☆

▲:P<0.01 vs other groups;■:P<0.01 vs BC;☆:P<0.01 vs AC

2.3　培养上清液中 Ⅲ型前胶原放免测定
　　各组上清液 hPCⅢ含量以 HD 组最低 , BC 组最高 , 与其它
各组对比均有显著性差异 , SO 组及 LP组的 hPCⅢ含量也明显

低于AC 组及 BC 组 , AC 组的 hPCⅢ含量还较 BC 组降低 , 均有

显著性差异(P<0.01),见表 2。

表 2　培养上清液 hPCⅢ含量测定(n=8 , x±s)

Tab 2　The content of hPCⅢ in culture media(n=8,  x±s)

Groups The content of hPCⅢ(μg/L)

HD 171.09±15.11▲

SO 216.79±15.29■

LP 215.58±14.53■

AC 242.88±15.75☆

BC 318.08±13.26

▲:P<0.01 vs other groups;■:P<0.01 vs BC 、AC;☆:P <

0.01 vs BC;Abbrevations same as in Tab 1

2.4　免疫组化
　　各组中培养成纤维细胞均显示 TGF-β1、 TGF-β(RI)和α-SM

actin 阳性表达。在 HD 组中成纤维细胞 TGF-β1、 TGF-α(RI)阳

性细胞表达较其它各组明显减弱 , 而 BC 组表达最强 , SO 组与

LP组的阳性细胞表达无明显差异 , 但较 AC 组 、BC 组明显减
少。α-SM actin阳性表达 HD 组 、SO 组 、LP 组较 BC 组明显降低

(P<0.01),图像分析结果如表 3 所示。

表 3　各组细胞免疫组化阳性细胞的面密度(n=8 , x±s)

Tab 3　Density of area of immunohistochemical positive cell s(n=8,  x±s)

Density of area
Group

TGF-β1 TGF-β(RI) α-SM actin

HD 0.0981±0.0135▲ 0.0662±0.0062▲ 0.0162±0.0037■

SO 0.1478±0.0209■ 0.1203±0.0244■ 0.0155±0.0038■

LP 0.1313±0.0239■ 0.1104±0.0173■ 0.0196±0.0045■

AC 0.2161±0.0384☆ 0.1410±0.0215☆ 0.0297±0.0045☆

BC 0.3028±0.0406 0.2203±0.0335 0.0422±0.0079

▲:P<0.01 vs other groups;■:P<0.01 vs BC 、AC , ☆:P<0.01

vs BC;Abbrevations same as in Tab 1

3　讨论

　　成纤维细胞在合成和调整细胞外基质成分中起着

十分重要的作用 ,在不同的生理及病理状态下 ,因组织

内微环境的变化而表现出不同的结构和功能 ,即异质
性(Heterogeneity)[ 4 , 5] 。增生性瘢痕的成纤维细胞与正

常细胞相比 ,对细胞因子的反应发生变化 ,细胞大大提

高了对 TGF-β1 的反应敏感性 ,细胞的形态也发生改
变 ,由多边形变成长梭形 ,并使α-平滑肌肌动蛋白的表

达增高 ,具有平滑肌细胞样的收缩能力
[ 5]
。

　　本研究发现 ,通过对表皮细胞进行水化后 ,成纤维

细胞TGF-β1 、TGF-β(RI)表达阳性细胞数量较其他各

组明显减少 ,没有与表皮细胞共同培养的空白对照组
的表达最强 ,硅油组 、液体石蜡组表达无明显差别 ,但

较空白对照组降低。这一结果表明通过对表皮细胞的
水化可以强化对成纤维细胞 TGF-β1、 TGF-β(RI)表达

下调的影响。硅油 、液体石蜡等对表皮细胞 、成纤维细

胞的影响无明显区别 ,则说明在硅凝胶膜对瘢痕影响
过程中 ,是水化作用发挥着关键性的作用 ,而非硅胶膜

中的硅酮物质在瘢痕的防治过程中发挥作用 。在本研
究中发现没有与表皮细胞共同培养的成纤维细胞的

TGF-β1 、TGF-β(RI)表达较其他各组明显增强 ,这表明:

表皮细胞能够抑制成纤维细胞对 TGF-β1 、TGF-β(RI)的
表达 ,而TGF-β(RI)的表达的减少则表明细胞对 TGF-

β1的反应敏感性的降低 。

　　通过水化处理后 ,成纤维细胞内胶原合成水平降
低 , Ⅲ型前胶原分泌减少 ,这与成纤维细胞 TGF-β1、

TGF-β(RI)的表达减少密切相关 ,提示:水化作用对成

纤维细胞的影响有可能是通过对细胞因子表达的调控

来实现的 。
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　　目前研究认为瘢痕的挛缩与瘢痕内的肌成纤维细

胞的数量有密切关系 ,肌成纤维细胞是导致瘢痕挛缩
的主要动力细胞[ 6] 。在本研究中 ,表皮细胞与成纤维

细胞共同培养的各组的α-SM actin表达明显低于成纤

维细胞单纯培养组 ,表明表皮细胞具有抑制成纤维细

胞向肌成纤维细胞的表型转化的作用。
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