
中华烧伤杂志2006年 12月第 2 鲞笠 塑 旦 !： 竺! 竺 ： ! ： !： 

血管内皮生长因子抗体靶向血管治疗对 

增生性瘢痕 I型胶原蛋白 

表达的影响 

岳毅刚 蒋常文 李佩英 周思 

【摘要】 目的 观察血管内皮生长因子(VEGF)抗体靶向血管治疗对人增生性瘢痕 I型胶原蛋 

白在裸鼠体内表达的影响。 方法 将 1％TBSA深 Ⅱ度创面愈合后的增生性瘢痕组织块(取 自1例 

女性烧伤 患者 )植入 48只 BALA／C裸鼠肩胛部皮下 ，建立裸鼠增生性瘢痕移植模型 。术后 3周 ，将裸 

鼠分 为大剂量组 、中剂量组 、小剂 量组及 对照组 ，每组 12只 ，分 别用 0．01 mol／L灭 菌磷 酸盐 缓冲液 

(PBS)稀释的 15、10、5 I~g／ml VEGF单克隆抗体 200 l以及等量 、同浓度 的 PBS进行 瘢痕 内直接 注 

射 ，每周 2次 ，持续 3周 。术后 45 d，测量各组裸 鼠瘢 痕组织 的大小 ，计算 体积 ；以 HE染 色行 组织学 

观察 ；采用逆转 录聚合酶链反应与蛋 白质印迹法 分析瘢痕组织 I型前胶原蛋 白 mRNA和 I型胶原 蛋 

白的表达。 结果 大剂量 组 、中剂 量组 、小剂 量组 瘢痕 体积 分别 为 (55．3±4．1)、(67．9±5．7)、 

(78．9±5．5)mm ；与对照组 (85．0±7．3)mm 比较 ，大剂量 组 、中剂量组 瘢痕体 积 明显变 小 (P < 

0．05)。大剂量组 、中剂量组血管和成纤维细胞较 少 ，胶 原纤维减 少 ，排列 较整齐 。与对照组 比较 ，大 

剂量组和 中剂量组 I型前胶原蛋 白 mRNA和 I型胶原蛋 白表达 明显降低 ；小剂量组 与之接 近。 结 

论 VEGF抗体靶 向血管治疗可 抑制增生性瘢 痕血管形成 、胶原 表达 及瘢 痕生长。 
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【Abstract】 0bjecfive To investigate the influence of the vascular endothelial growth factor(VEGF) 
antibody targeted vascular therapy on the expression of human collagen type I in hyperplastic scar of nude 

mice． Methods The hyperplastic scar from one femal bum patient with 1％ TBSA deep—partial thickness 

burns were implanted into subcutaneous skin of scapular region of 48 nude mice． Three weeks later， the 

nude mice were divide into large dose(LA)，medium dose(MD)，small dose(SD)and control groups， 

with 12 mice in each group．The mice in LA，MD and SD groups were injected with 200 l of 15，10，5 g／ml 
VEGF monoclonal antibody diluted in 0．01 mo1／L PBS，respectively in the scar twice a week for 3 weeks． 

while those in C group were injected with equal amount of 0．0 1 mo1／L PBS．The area and volume of the scar 

in each group were calculated and histological changes were observed，and the expression of collagen type I 

mRNA and its protein in each group were determined 3 days after treatment． Results The volume of scar 

in LA，MD，SD and C groups were(55．3±4．1，67．9±5．7，78．9±5．5，85．0±7．3)mm ，respective— 

ly． Compared with that in C group，the volume of the scar were significantly decreased in AD and MD groups 

(P <0．05)．A few number of vessels and fibroblasts were observed in LD，MD groups，with decreased 

number of collagen fibers a~anged in order．Compared with that in C group ，The expression of procollagen 

type I mRNA and its protein in C group was obviously higher than those in LD and MD groups(P < 

0．05)，but it was similar to those in SD group． Conelusion VEGF targeted vascular therapy is beneficial 

for the inhibition of the angiopoiesis of hyperplastic scar，the expression of collagen ，and the growth of scar． 

【Key words】 Vascular endothelial growth factors； Collagen type I； Endothelial cell—targeted 
therapy； Hypertrophic scar 
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· 论 著 · 

随着研究的不断深入 ，人们对增生性瘢痕形成 

的分子机制有了新 的认识 ，认为它的形成与其 内新 

生血管形成及血管 内皮 生长 因子 (vascular endothe． 

1ial growth factor，VEGF)等细胞因子过量表达有关。 
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VEGF可促进瘢痕血 管的生成，进 而引起成纤 维细 

胞 的增殖和胶原的形成。为此 ，本研究 以 VEGF为 

靶点 ，用其抗体对增生性瘢痕进行靶向血管治疗 ，旨 

在为增生性瘢痕的治疗提供一条新 的途径。 

材料与方法 

1．主要试剂：VEGF单克隆抗体 、辣根过氧化物 

酶(HRP)标记羊抗兔 IgG抗体购 自美 国 Santa Cruz 

公司；I型胶原蛋 白多克隆抗体购 自武汉博 士德生 

物工程有限公司 ；Trizol及 PCR试剂购 自美国 Pro— 

mega公司 ；RPMI 1640培 养基 购 自美 国 Sigma公 

司。 

2．增生性瘢痕移植模型的制备：无菌条件下 ，取 

1例烧伤患者 (女，35岁，1％TBSA深 Ⅱ度烧 伤，患 

者知情同意 )创 面愈合后 6个 月 的增 生性瘢 痕组 

织 ，去除脂肪，切成 8．0 mm×5．0 mm×3．5 mm 的 

组织块 ，置于预冷的 RPMI 1640培养基(含青霉素 、 

链霉素各 100 U／m1)中培养。无菌条件下，在 48只 

BALA／C裸鼠(中国医学科学院实验动物研究所)肩 

胛皮肤做--I1,切 口，将瘢痕组织块 移植 于皮 下，缝 

合皮肤建立裸 鼠增生性 瘢痕移植模型。术后 3周 ， 

将裸鼠分为大 剂量组 、中剂 量组 、小 剂量组及对 照 

组，每组 l2只，分别用 0．01 mol／L灭菌磷酸盐缓冲 

液(PBS)稀释的 15、10、5 Ixg／ml VEGF单克隆抗体 

200 tL1以及等量的 0．01 mol／L PBS进行瘢痕 内注 

射，每周 2次 ，持续 3周 ，完成治疗后第 3天取材。 

3．大体情况及组织学观察 ：术后 3周及 45 d(完 

成治疗后第 3天)取各组裸鼠瘢痕组织 ，用游标 卡 

尺直接测量其最大直径 a和最小直径 b，按公式 V= 

ab ／2计算其体积 ，并进行 大体 观察 。术后 45 d的 

瘢痕组织经 40 g／L多 聚 甲醛 固定 ，常规 石蜡切 片 

(厚度为 5 m)，脱蜡 至水 ，HE染色 ，常规脱水 、透 

明 、封片后 ，于光学显微镜下观察。 

4．采用逆转录聚合 酶链反应 (RT—PCR)检测 I 

型前胶原蛋 白 mRNA的表达：(1)引物设计 ：应用 

Premier 5．0软件设计引物 ，由北京赛百盛基 因技术 

有 限公 司合成 。 I型前胶原蛋 白上游 引物为 ：5 一 

CCTAGCAACATGCCAATC一3 ，下游 弓I物 为 ：5 一CA— 

AAG rrCCCACCGAGA一3 ，扩增产物长度 为 179 bp； 

B肌 动蛋 白上 游 引物 为 ：5’一GTGGACATCCGCAA— 

AGAC一3 ，下游弓I物为 ：5 一AAAGGGTGTAACGCAAC— 

TAA一3 ，扩增产物长度为 382 bp。(2)RNA提取 与 

cDNA合成 ：取各组瘢痕组织 ，按 Trizol试剂盒说 明 

书提取细胞总 RNA，取 2 g细胞总 RNA为模板逆 

转录合成 cDNA。反应条件为 ：42℃逆转录 30 min， 

95℃ 5 min灭活 鸟类成髓细胞性 白血病病毒逆转 

录酶。(3)PCR反应 ：取 2 l逆转录产物 ，以 p肌动 

蛋 白为内参照进行 PCR扩增 。条件为 95。c预变性 

10 min、95℃ 变性 40 S、54 oC退火 40 S、72 oC延伸 

40 S，共 30个循环 ，72℃再延伸 10 min。PCR产物 

经 15 g／L琼脂糖凝 胶电泳观察结 果 、照相 ，用凝胶 

图像分析系统分析结果 ，分别计算各组条带与 B肌 

动蛋 白的吸 光度 (A)值 的 比值 ，表 示 目的 基 因 

mRNA表达的相对水平。 

5．采用蛋 白质印迹 法检测 I型胶原蛋 白的表 

达 ：取各组瘢痕组织在 冰上提取蛋 白，应用考马斯 

亮蓝 G250试剂盒 ，每~L；OI1人 50 g蛋 白进行聚丙烯 

酰胺凝胶电泳 ，将靶蛋 白从凝胶转移至硝酸纤维 素 

(NC)膜 ，进行丽春红染色，根据蛋 白 marker确定转 

膜效果及靶蛋 白的位置。NC膜在 50 g／L脱脂奶 中 

封闭 1 h，每平方厘米 NC膜加入兔抗 I型胶原蛋 白 

(1：200)0．1 ml，4 oC静置过夜。然 后与 HRP标记 

的羊抗兔 IgG抗体于 37℃下孵育 1 h，利用化学发 

光法进行显色反应 ，观察结果。 

6．统计学处理 ：数据 以 x±S表示 ，采用 SPSS 

11．0统计软件进行单因素方差分析。 

结 果 

1．大体情况观察 ：各组裸 鼠移植后瘢痕全部成 

活 ，能触到凸起 、质硬的瘢痕 ，无消瘦 、精神萎靡 、食 

欲减退 、行动迟缓等不 良反应。注射 VEGF单克隆 

抗体后 ，局部未出现红肿 、糜烂 、化脓 、坏死等现象。 

各组裸鼠瘢痕体积变化见表 1。 

表 1 各组裸 鼠瘢痕组织体 积变化(mm ，；±s) 

注 ：与 对 照 组 比较 。} 尸 <0．05 

2．组织学观察：术后 45 d各组裸 鼠瘢痕组织外 

周均有一层纤维结缔组 织包膜包绕。大剂量组 、中 

剂量组瘢痕组织内血管、成纤维细胞较少 ，胶原纤维 

较少呈淡红色 、稀疏 、排列整齐 (图 1，2)。小剂量 

组瘢痕组织成纤维 细胞较多 ，胶原纤维较多呈淡红 

色 、排列较为紊乱 (图 3)。对照组的瘢痕组织 内有 

大量成纤维细胞 ，贴近包膜处有大量血管 ，血管 内 

可见染成红色的红细胞 ，胶原纤维较多呈淡红色 、粗 

大 、漩涡状排列 ，细胞核呈蓝黑色(图 4)。 
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内皮细胞通透性 ，引起血浆蛋白外渗 ，为血管新生 

提供基质。VEGF是血管 内皮细胞特异性有 丝分裂 

原，可促进其增殖 、分化 ，同时也可促进 内皮细胞 的 

运动 、迁移 J。人体的许多细胞和部分肿瘤 细胞都 

可以分泌 VEGF，增殖性 瘢痕 中的 VEGF主要 由角 

质形成细胞 、成纤维细胞产生 。正常皮肤 只产生少 

量的 VEGF，在缺血 、缺氧 、创伤 等病理情况下可产 

生大量 VEGF。研究表 明，VEGF及 VEGFR在增生 

性瘢痕中大量表达 ，且其表达量与瘢痕血管增生程 

度 、瘢痕成熟程度密切相关 。增生性瘢痕组织 内 

血管生长因子的大量表达可能对瘢痕 内大量血管的 

形成起支持作用 ，较多数量的血管可能为瘢痕提供 

充足的氧气和养分，以促进瘢痕成纤维细胞合成过 

量的胶原纤维。促进血管生成的生长因子不但能促 

进内皮细胞增殖 、迁移及黏附 ，而且 能抑制 血管 内 

皮细胞的凋亡 。有研 究表明，VEGF有促进 血管 

形成的作用，与增生性瘢痕形成有关 。 

靶 向血管治疗是近 30年来发展起来的一种治 

疗肿瘤的新方法 ，其治疗 目的并非直接杀灭肿瘤细 

胞 ，而是针对肿瘤血管新生的不同阶段设计特异性 

药物 ，作用于肿瘤血管 内皮细胞 ，使肿瘤血管新生 

受到抑制 ，甚至使原有血管退缩 ，引起肿瘤细胞血液 

供应障碍，达到抑制肿瘤生长和转移的作用 ’̈ 。 

与肿瘤相类似，增生性瘢痕也表现为大量血管存 

在 ，某些促血管生长的细胞 因子往往过度表达。能 

否通过抑制血管新生来达到治疗增生性瘢痕是值得 

研究的课题 ，有关 这方 面的研究报 道较少。VEGF 

有促进血管新生和瘢痕生长的作用 ，是血管靶 向治 

疗的 目的靶点 。沈锐等 用 VEGF抗体对增生性瘢 

痕动物模型进行靶向血管治疗 ，取得了一定的疗效。 

笔者采用裸鼠增生性瘢痕移植模 型，以不 同浓度 的 

VEGF单克隆抗体进行瘢痕 内注射治疗 ，结果显示 ： 

与对照组相比，各剂量 组瘢痕体积缩小 、血管减少 ， 

胶原纤维减少且排 列整齐 ，大剂量组尤为 明显。由 

此表 明，VEGF抗体 靶 向血管治疗 通过 阻断 VEGF 

的作用 ，可抑制胶原纤维合成和增生性瘢痕生长，具 

有重要的临床应用价值 ，值得进一步研究。 
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