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程中起着关键性 的作用。核心蛋白多糖是一种富含 

亮氨酸的小分子蛋白多糖，已有研究表明，在单层培 

养系统中核心蛋白多糖具有拮抗 TGF-p。刺激瘢痕 

成纤维细胞增殖的作用⋯。但 离开 了与细胞 外基 

质共同构成的三维立体结构，细胞在体外所表现出 

的生物学行为与体内存在较大差异。在皮肤组织 

内，核心蛋 白多糖总是结合在胶原纤 维表 面 ，为 

模拟体内核心蛋 白多糖和 TGF．p 的相互接触方 

式，笔者采用成纤维细胞胶原网格(FPCL)体外三维 

培养模型 ，研究核心蛋 白多糖在 固相对 TGF-p。刺 

激瘢痕成纤维细胞作用的影响。 

材料与方法 

1．成纤维细胞培养 ：取材 于烧伤患者治愈后行 

整形手术切除的增生性瘢痕(患者知情同意)，瘢痕 

增生的时间为伤后 3～6个月。修除表皮和皮下组 

织 ，在少量胎牛血清 (FCS，美国 Gibco公司)中剪成 

0．5～1．0 mm 的组织块贴附于培养瓶 ，加入含体积 

分数 20％FCS的 DMEM培养液(美国 Gibco公 司)， 

待细胞生长融合成片 ，再进行传代。实验用第 4～8 

代细胞。 

2．FPCL的制备及实验分组：参照文献[3]制备 

FPCL。采用醋酸法从 清洁级雄性 SD大 鼠(中国医 

学科学院上海实验 动物 中心 )尾腱 中提取 I型胶 

原，网格胶原终浓度为 1 g／L，加入经传代的细胞 ，调 

整其含量为 1×10。／ml。将胶原和细胞的混悬液按 

2 mL／l~均匀加入直径 35 mm 的培养皿 内，37℃培 

养 10 min，混悬液便形成凝胶即 FPCL，再加入相应 

的培养液 。将 FPCL分 为 4组 ，每 组 6个培养 皿。 

(1)对 照 组：FPCL加 入 含 体 积 分 数 2％ FCS的 

DMEM 7 ml；(2)核心蛋白多糖组 ：重组人核心蛋白多 

糖(美国 R&D公 司，冻干粉剂 ，按说明书稀释至终浓 

度为2 mg／L)混入 FPCL中，加入含体积分数 2％FCS 

的等量 DMEM；(3)TGF一13。组：FPCL加入含体积分 

数 2％FCS和 5 g／L TGF-B。的等量 DMEM；(4) 

TGF-13 +核 心蛋 白多糖组 ：重组 人核心 蛋 白多糖 

(终浓度为 2 mg／L)混入 FPCL中 ，加入含体积分数 

2％FCS和 5 g／L TGF-13。的等量 DMEM。 

3．FPCL收 缩 率 的测 定 ：用 坐标 纸 测 量 各 组 

FPCL的直径，计算其面积。以开始培养即时的网格 

面积为起始面积，按照下列公式计算各组 FPCL培 

养 12、24、48、72、96 h的收缩率 。收缩率 =(起始面 

积 一测定面积)÷起始面积 ×100％。 

4．FPCL中瘢痕成纤维细胞 I型纤溶 酶原激活 

物抑制因子 1(PA1．1)、0【平滑肌肌动蛋 白(0【-SMA) 

蛋白表达水平的检测：采用蛋白质印迹法检测。将 

各组 FPCL培养 24 h，加入胶原酶 I(美国 Sigma公 

司)消化 1 h，分离出细胞，加入胞质裂解液，冰上孵 

育 15 min，20 000×g离心 15 min。取上 清液 ，即为 

胞质蛋白，调整其浓度为 2 g／L，行十二烷基硫酸钠一 

聚丙烯酰胺凝胶电泳，加样量为 20 l，电转移转印 

迹至硝酸纤维膜，10 g／L封闭缓冲液封闭 1 h，采用 

小鼠抗人 PAI．1单克隆抗体(1：100稀释，英国 No- 

vocastra公司)、兔抗人 0【-SMA抗体(1：100稀释，美 

国Lab Vision公司)作为一抗，二抗分别采用碱性磷 

酸酶偶联的羊抗小鼠 IgG、羊抗兔 IgG，稀释比例均 

为 1：500，硝基四氮唑蓝／5．溴-4一氯一3．吲哚基磷酸 

(NBT／BCIP)显色。用 Quantity One 4．4．0版图像分 

析软件(德国 Zeiss公 司)进行分析 ，以相应蛋 白条 

带的平均吸光度(A)值来表示 PAI．1、0【．SMA的相 

对含量。 

5．FPCL中瘢痕 成纤 维细胞 PAI-1、0【-SMA的 

mRNA表达水平的检测 ：(1)总 RNA提取 ：FPCL培 

养 24 h，加入胶原酶 I消化分离出细胞 ，用 Trizol液 

裂解细胞 ，提取总 RNA。(2)逆转录 (RT)反应 ：反 

应条件为 70℃ 10 min、42℃ 15 min、95℃ 5 min、 

5℃ 5 min。(3)聚合酶链反应 (PCR)扩增：PAI．1 

上游引物 5 -TGCTGGTGAATGCCCTCTACT．3 ，下游 

引物 5 -CGGTCATTCCCAGGTTCTCTA．3 ，扩增 片段 

长度 400 bp；0【-SMA上游引物 5 ．AGGAAGGACCTC． 

TATGCTAACAAT-3 ，下 游 引 物 5 ．AACACATAGG． 

TAACGAGTCAGAGC一3 ，扩增片段长度 379 bp；13肌 

动 蛋 白 上 游 引 物 5 ．AcTTAGTTGcG1YI'AcAc． 

CCTTTCT-3 ，下游 弓I物 5 TTcATACATcTcAAGTT． 

GGGGGAC-3 ，扩增片段 长度 493 bp。反应条件 为 

95℃预变性 5 min、95℃变性 1 min、55℃退火60 S、 

72℃延伸 1 min，30个循环 ，最后 72℃延伸 7 min。 

(4)PCR产物行琼脂 糖凝胶电泳，凝胶 图像分析仪 

(美国 Bio-Rad公司)分析 目的基因与 B肌动蛋 白 A 

值的比值 ，以判断 目的基因的相对表达量。 

6．统计学处理 ：数据以 x±s表示，用 SPSS 10．0 

统计软件进行数据处理 ，采用单 因素方差分析 比较 

组间差异。 

结 果 

1．各组 FPCL培养至各 时相点时 ，其收缩 率的 

变化情况见表 1。 

2．FPCL中瘢痕成纤维细胞 PAl一1、a．SMA蛋自 
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表达水平的变化 ：核心蛋 白多糖组 PAl-l、d-SMA蛋 

白表达水 平 (1 665±139、1 603±138)与对 照组 

(1 764±147、l 699±146)比较 ，差异无统计学意义 

(P>0．05)。TGF．B 组 PAI．1、q．SMA蛋 白表达水 

平 (3 482±21l、4 320±272)显著高于对照组(P < 

0．01)。TGF．p +核心蛋白多糖组 PAI-l、OL-SMA蛋 

白表达水 平 (1 996±177、2 095±172)显 著低 于 

TGF．p 组(P <0．05)，且与对照组 比较差 异无统 

计学意义(P >0．05)。 

表 l 各组 FPCL培 养至各时 相点收缩 率的 

变化(％ ， ±s) 

注 ：与对照组比较，}P <0．05，#P <0．0l；与 TGF-Bl组 比较 ， 

△ P <0．05 

3．FPCL中瘢痕成纤维细胞 PAI．1及 OL．SMA的 

mRNA表达水平 的变化 ：RT—PCR检测结果见图 1。 

核心蛋白多糖组 PAl一1、d—SMA mRNA的表达 水平 

(0．25 4-0．05、0．19 4-0．07)与对照组 (0．29 4-0．06、 

0．21±0．06)比较，差异无统计学意义(P >0．05)。 

TGF—B 组 二者 的表达 水平 (0．89±0．15、0．56± 

0．11)显著高于对照组(P<0．O1)。TGF．B。+核心 

蛋 白多糖组二者的表达水平 (0．41 4-0．09、0．33± 

0．09)显著低于TGF．B 组(P<0．05)，且与对照组 

比较差异无统计学意义(P >0．05)。 

眦 一1(40O bp) B肌动蛋白 (493 bp) 

圈 1 各组胶原网格中瘢痕成纤维细胞 PA1．1和 (It．SMA 

mRNA表达水平的变化。M．marker；C．对照组；D．核心蛋 

白多糖组；T．TGF-BI组；TD．TGF-B1 4-核心蛋白多糖组 

讨 论 

细胞外基质对细胞生物学行为有着重要的调节 

作用，将成纤维细胞置于细胞外基质三维结构中培 

养更接近人体组 织 内的成纤维细胞-细胞外基质功 

能合胞体(syncytium)。1979年 ，Bell 研究设计出 

FPCL，从而实现对成纤维细胞进行三维立体培养。 

三维立体培养的细胞比单层培养细胞的生物学特征 

更加接近体 内的状态 。在皮肤组织 内，核心蛋 白多 

糖总是结合在胶原纤维表面。与胶原结合 的核心蛋 

白多糖 能与 TGF-p 相互作 用 。本研 究采 用 

FPCL体外三维培养模型，将重组人核心蛋白多糖和 

瘢痕成纤维细胞混入胶原凝胶 中，在培养液 中加入 

TGF．B ，这种固相研究更接近人体组织内的瘢痕成 

纤维细胞 、与胶原结合 的核心蛋 白多糖、TGF-p 三 

者之间的相互接触方式。 

培养于胶原凝胶中的成纤维细胞重塑基质形成 

致密 的组织样结构，这一过程表现为凝胶收缩。 

FPCL收缩过程 中力的产生来源于细胞 自身的运动 

和依 赖于 肌动 蛋 白细胞骨 架 。已有研 究表 明 ， 

TGF-p 直接作为促进剂和间接通过激活成纤维细 

胞分化为肌成纤维 细胞 促进 FPCL收缩 。Mark． 

mann等 将 MG-63骨肉瘤细胞转染人正义的或反 

义的核心蛋 白多糖 cDNA以造成核心蛋白多糖过表 

达或低 表达 ，结 果显示 核 心蛋 白多糖 过度 表达 与 

TGF-p 介导的胶原凝胶收缩呈负相关。本研究结 

果表 明，TGF-B 能 明显 促进 增生 性瘢 痕 FPCL收 

缩 ，将重组人核心蛋 白多糖混入胶原凝胶 中，能显著 

抑制 TGF．B 刺激 FPCL收缩的作用。 

Hausser等 报道，在培养液中同时加入核心蛋 

白多糖 (100 nmol／L)和 TGF-B (200 pmol／L)，虽然 

能够完全抑制 TGF—B 介导骨肉瘤细胞合成双糖链 

蛋白多糖(biglycan)的作用，但并不能抑制 TGF—p 

收缩胶原凝胶 的作用 。这可能是由于：TGF．p 刺激 

细胞的其 中一种方式是激活细胞 自分泌生长因子， 

自分泌的TGF-p 结合在胶原基质中，而不在培养 

液中。本研究将重组人核心 蛋 白多糖混入胶 原凝 

胶，这样核心蛋白多糖存在于瘢痕成纤维细胞的微 

环境中，不仅可以结合外源性的 TGF—B ，也能结合 

细胞 自分泌的 TGF-B 。 

在创面愈合过程中，参与创面修复的成纤维细 

胞 中可见 -SMA的表达 ，因此被称为肌 成纤维细 

胞，具有旺盛的合成、分泌活性和更强的收缩能力， 

TGF—p 能激活成纤维细胞分化成为肌成纤维细胞。 

Ⅱ T D C M Ⅱ T D C M 
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本研究结果显示，TGF．B。能显著增强胶原凝胶 中瘢 

痕成纤维细胞 ．SMA蛋白及其 mRNA的表达；将重 

组人核心蛋 白多糖混入胶原凝胶 中并加入 TGF-B。 

刺激， ．SMA蛋白及其 mRNA的表达水平并不增 

强，这表明在体内核心蛋白多糖可抑制 TGF-B。刺 

激成纤维细胞大量表达 -SMA的作用 。 

PA1．1是 一种 细 胞 外 基 质蛋 白酶 抑 制 因子 ， 

TGF．B 刺激后 ，细胞的 PAl一1蛋 白及 mRNA水平均 

升高，从而促进组织中细胞外基质的过度沉积。本 

研究结果显示 ，TGF．B。能显著增强胶原凝胶 中瘢痕 

成纤维细胞 PA1．1蛋白及其 mRNA的表达；将重组 

人核心蛋 白多糖混入 胶原凝胶 中，加 入 TGF-B。刺 

激 ，PAl-1蛋 白及其 mRNA的表达并不增强 ，提示在 

体内核心蛋白多糖可抑制 TGF-B。刺激成纤维细胞 

大量表达 PA1．1的作用。 

核心蛋白多糖在正常真皮 中含量丰富 ，而在早 

期增生性瘢痕组织 中它的含量极低或无 ，TGF-B。含 

量却比正常值高 ，TGF—B 被认为在增生性瘢痕形 

成过程中起着关键性的作用 。本实验观察到重组人 

核心蛋白多糖混入胶原凝胶，能显著抑制 TGF．B 

对瘢痕成纤维细胞的刺激效应，表明在体内核心蛋 

白多糖具有拮抗 TGF．B 的作用，提示皮 肤组织损 

伤后，创面机械性缺少核心蛋 白多糖 ，允许 TGF．B， 

活性上调 ，可能是瘢痕增生的一个重要 因素 。核心 

蛋白多糖是一种天然蛋白质，用于人体无不良反应， 

选择合适的方法使其应用于局部创 面，或上调其基 

因表达 (如基因转染)，或添加到组织工程皮肤支架 

中，可能在增生性瘢痕的防治中有一定的应用前景。 
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