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资料与方法 

一

、标本来源与细胞培养及分组 

1．标本来源 ：瘢痕疙瘩 、增生性瘢痕 和手术剩 

余正常皮肤真皮 ，来源于我科接受瘢痕整形术的 12 

例烧伤患者(均知情同意)。其中男 6例、女 6例， 

年龄 18～50岁[(31-I-12)岁]。瘢痕形成时间为伤 

后 10～14个月，诊断依据病史及病理检查结果 。 

2．细胞培养与实验分组 ：参照组织块培养法体 

外培养不同样本的 Fb ，并传至 6～8代。按不 同 

细胞培养条件分为：sP组 ，加入含终浓度为 1 X 10 

mol／L SP的 DMEM 培养 液；SP+sP受体 拮抗 剂 

(spantide)组 ，加入含终浓度 1 X 10～mol／L SP、3 X 

10。mol／L spantide的 DMEM培养液 ；空 白对照组， 

加入含体积分 数 10％胎牛血 清的 DMEM培 养液。 

每组各项检测指标均重复测定 6次。 

二 、检测指标 

1．Fb增殖活性的测定 ：将各组 Fb接种于 96孑L 

板，根据分组情况加入不同培养液培养 72 h。弃去 

部分上清 ，采用噻唑蓝(MTT，美国 Sigma公司)比色 

法 检测细胞增殖活性 ，以吸光度(A)值表示 。 

2．Fb凋亡率 (apoptotic rate，AR)的测定 ：参照 

文献 [1]将 Fb接种于 6孑L板 ，根据分组情况加入不 

同培养液培养72 h。将细胞消化收集 、离心 ，加入体 

积分数 70％乙醇 ，4℃固定过夜 ，加入 RNA酶(美国 

Sigma公司)孵育 30 min后冰浴，再加入碘化丙啶染 

液(美国 Sigma公司 )避光孵育 30 min，滤 网过滤后 

在 ELITE型流式细胞仪(美 国 Beckman公司 )上进 

行细胞 DNA含量分析以检测 AR。 

3．sP对 Fb增殖活性 影响 的时 间效应 ：将 Fb 

接种于5块 96孑L板 ，加入含终浓度为 1 X 10 mol／L 

sP的培养液 100 l／孑L，每隔 24 h取 1块板 ，参照文 

献[4]检测 Fb的增殖活性 。 

4．sP对 Fb增殖活 性影响 的剂 量效应 ：将 sP 

组划分出 1 X 10一、1 X 10～、1 X 10～、1 X 10～、1 X 

10。mol／L几个浓度梯度，其余分组条件不变 ，参照 

文献[4]检测 Fb的增殖活性。 

三 、统计学处理 

数据均以 x-I-s表示 ，应用 SPSS 8．0统计软件进 

行 F检验。 

结 果 

1．与空 白对照组 比较 ，sP组 各 Fb的 A值均显 

著增高(P <0．05)；SP+spantide组各 Fb的A值明 

显低于 sP组(P <0．05)，其中 KSF的A值高于空 

白对照组 (P <0．05)。空白对照组各 Fb的 A值相 

近(P >0．05)；SP组 、sP+spantide组 KSF的 A值 

显著高于 HSF、NDF，SP组 HSF的A值高于 NDF 

(P <0．05)，SP+spantide组 HSF与 NDF的A值相 

近(P >0．05)。见表 1。 

表 1 各组 Fh增殖 活性 的变化 (A值 ，x±s) 

组别 KSF HSF NDF 

空 白对照组 0．335±0．046 0．347±0．055 0．315±0．029 

SP组 0．656±0．071’ 0．525±0．064 0．404±0．063 

SP + 

spantide组 0．392±0．047— 0．316±0．042 0．289±0．034 

注 ：每组各项指标的样本数 为 6；与空 白对照组 比较 ， P <0．05； 

与 sP组 比较 ，#P <0．05；与组 内 KSF比较 ，△ P <0．05；与组 内 

HSF比较 ，☆ P <0．05 

2．与空 白对照组 相 比，sP组各 Fb的 AR值均 

显著降低(P <0．05)；SP十spantide组各 Fb的 AR 

普遍高于 sP组(P <0．05)，但 KSF低于空 白对照 

组(P <0．05)。空 白对 照组 KSF、HSF及 NDF的 

AR相近 (P >0．05)；SP组 、SP+spantide组 KSF、 

HSF的 AR均显著低于 NDF(P <0．05)，且 KSF的 

AR亦明显低于 HSF(P <0．05)。见表 2。 

表 2 各 组 Fh的 AR的变化(％ ，x±s) 

注：每组 各项指标 的样本数为 6；与空白对照组 比较 ， P <0．05； 

与 sP组 比较 ，#P <0．05；与 组 内 NDF比较 ，△ P <0．05；与组 内 

HSF比较，☆ P <0．05 

3．随着培养时间延长 ，KSF、HSF、NDF的 A值 

显示出不同程度的升高。其中 KSF的 A值在培养 

96 h内不断升高(P <0．05)；HSF的 A值在培养 

72 h内不断升高(P<0．05)；NDF的 A值在培养 

4 8、72 h时两 时相 点 间 比较 ，差 异有 统计 学 意义 

(P <0．05)。见表 3。 

4．sP组各浓度 sP作用的 KSF的A值均明显高 

于空白对照组 (P <0．O1)，其 中 1 X 10～～1 X 10。 

mol／L SP亦显著强于 sP+spantide组(P <0．05)。 

与空白对照组 、sP+spantide组相 比，sP组 中 sP的 

浓度为 1 X 10～～1 X 10～mol／L，HSF的 A值均显 

著增高(P <0．05或 0．01)。与空白对照组、sP+ 

spantide组相比，sP组 中 sP的浓度为 1 X 10～、1 X 

10～mol／L，NDF的 A值均显著增高(P <0．05或 

0．01)。见表 4。 
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表 3 SP对 Fb增殖活性影响 的时 间效应 (A值 ， ±s) 

注：与空白对照组比较， P<0．0l；与sP+spantide组比较，#P<0．05 

讨 论 

瘢痕组织 Fb可能来源于真皮深层的 Fb亚群 ， 

与正常真皮 Fb的特性不 同 ，并受细 胞外各种活 

性分子的调节。寻找这些作用介质，是 目前创 面干 

预治疗 的重要研究方 向。 

本文 中 MTT法 检 测结 果 显示 ，空 白对 照 组 

KSF、HSF、NDF的增殖活性无 明显差异；而在 SP作 

用下 3种 Fb的增殖活性虽然普遍增强，但在程度上 

存在明显的差异，即 KSF>HSF>NDF，说明 SP对 

病理性瘢痕 Fb具有更强的促增殖能力。SP对不 同 

Fb的作用 可被它 的神经激 肽 (NK)1受体拮抗 剂 

spantide抑制或部分抑 制，说 明 SP促 Fb增殖作用 

与 NK1功能有关。SP+spantide组 中 NDF、HSF的 

活性与空白对照组 比较无明显差异 ，而 KSF的活性 

虽然低于 SP组 ，但仍高于空 白对照组 ，说 明同样浓 

度的 spantide可完全抑制 SP对 NDF和 HSF的促增 

殖作用 ，而对 KSF仅仅是部分抑制。分析造成这种 

现象 的可能 原 因：KSF上 NK1受体 分 布较 NDF、 

HSF多 ；KSF上存在非 NK1却可产生 NK1样作用的 

sP受体；KSF的 NK1受体与 sP结合更加紧密，产 

生的效应较 NDF、HSF更加强烈 、持久 。 

Fb凋亡受到抑制与病理性瘢痕形成的关系 已 

为大量研 究所证 实 。Messadi等 的研究表 明， 

正常皮肤 Fb的 AR较瘢痕疙瘩高 2倍 。与在体检 

测结果不同，体外研究证实病理性瘢痕与正常真皮 

Fb的 AR无明显差异 ，说 明病理性瘢痕形成过程 

中细胞凋亡不足与细胞外 因素有关 。本研究结果表 

明，空 白对照组 KSF、HSF、NDF的 AR无 明显差异， 

在sP作用下却出现较大反差，即KSF<HSF<NDF， 

与 SP对不同 Fb增殖活性的影响一致 ，表 明这至少 

是不同 Fb增殖活性差异增强的原因之一。 

SP对不同来源 Fb的作用不同，再次证明了 Fb 

异质性在病理性瘢痕形成 中的作用。现在有关 Fb 

异质性在创面愈合中的作用尚不明确，但 sP无疑激 

发、加强了它的临床表现 。笔者曾利用手术技巧试 

图减轻这种因 Fb异质性造成的瘢痕增生 ，但仍 

然难以避免创面瘢痕性愈合。在这种情况下，通过 

调控 SP等介质的作用 以避免病理性瘢痕形成是一 

种可行 的方法。 

为进一步观测不 同 Fb对 SP作用的反应性 ，本 

研究同时检测了 SP对不 同 Fb作用的时间、剂量效 

应 。结果表明，SP对 KSF的作用更快 、持续时间更 

长，而且产生作用所 需的 SP浓度 更低 ；SP对 HSF 

的作用介于 KSF和 NDF之间。说明病理性瘢痕 Fb 

对 SP具有更高的敏感性、更强的持久性 ，其中 KSF 

尤甚于 HSF，再次证实 SP在增生性瘢痕 、瘢痕疙瘩 

等病理性瘢痕形成中的重要地位 。 

SP可为今后的病理性瘢痕 ，尤其是瘢痕疙瘩 的 

防治提供一条有效途径。曾有人局部应用辣椒素抑 

制 SP作用 ，一定程度上减轻了烧伤后瘢痕形成时的 

痛痒症状  ̈，但对瘢痕增生无明显抑制作用 。根据 

SP在瘢痕形成中的作用特点 ，有待 于进一步研究有 

效的防治方法。 
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