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碱性成纤维细胞生长因子与瘢痕成纤维细胞Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白的代谢☆
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Basic fibroblast growth factor and metabolism of I and III collagen protein in scar fibroblasts
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Abstract

BACKGROUND: Studies have confirmed that basic fibroblast growth factor (bFGF) can promote wound surface healing.
Scholars have paid great attention on whether bFGF can induce fibroblastic proliferation and lead to scar hyperplasia during
wound surface healing.
OBJECTIVE: To investigate the regulatory effects of bFGF on the synthesis and degradation of fibroblast I and III collagen
protein.
METHODS: Hyperplastic scar tissue was obtained from patients undergoing scar plasty at the Department of Burn, First Affiliated
Hospital, Sun Yat-Sen University. Fibroblasts of scar tissue were cultured by tissue block method. The second passage of cells
was collected. Effects of bFGF (0-500 µg/L) on synthesis and secretion of I and III collagen protein and cell matrix
metalloproteinase 1 in scar-derived fibroblasts were measured by chloramines T, RT-PCR and Western blot assay.
RESULTS AND CONCLUSION: bFGF stimulation had no effect on hydroxyproline, I and III collagen protein mRNA expression.
Low mass concentration of bFGF did not affect cell matrix metalloproteinase 1 expression, but cell matrix metalloproteinase 1
expression was increased with increased mass concentration of bFGF, especially 50, 100, 500 µg/L groups (P < 0.05 or P < 0.01
Simultaneously, changes in cell matrix metalloproteinase 1 expression were identical in cells and supernatant. Results have
suggested that high mass concentration of bFGF contributes to degradation of collagen protein by increasing cell matrix
metalloproteinase 1 synthesis, resulting in avoiding excessive deposition of extracellular matrix.

Xie JL, Bian HN, Li HD, Shu B, Qi SH, Tang JM, Xu YB, Li TZ, Liu XS. Basic fibroblast growth factor and metabolism of I and III
collagen protein in scar fibroblasts.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(41): 7657-7660.
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摘要

背景：研究证实碱性成纤维细胞生长因子有促进创面愈合的作用，然而其在促进创面愈合的同时是否会引起成纤维细胞的

增殖而导致瘢痕增生已受到学者的广泛关注。

目的：探讨碱性成纤维细胞生长因子对瘢痕成纤维细胞Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白合成和降解的调控作用。

方法：增生性瘢痕组织取自中山大学附属第一医院烧伤科行瘢痕整复术的患者，组织块法培养瘢痕成纤维细胞。取第 2代
细胞，采用氯胺 T法、RT-PCR和Western blot法检测不同浓度(0~500 µg/L)碱性成纤维细胞生长因子对瘢痕来源的成纤

维细胞Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白及细胞基质金属蛋白酶 1合成和分泌的影响。

结果与结论：碱性成纤维细胞生长因子对瘢痕成纤维细胞羟脯氨酸及Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白 mRNA的表达均无促进作用。低质

量浓度碱性成纤维细胞生长因子对细胞基质金属蛋白酶 1的表达无明显影响，但随着质量浓度的升高表现为增高趋势，以

50，100，500 µg/L组增高最显著(P < 0.05或 P < 0.01)。同时，细胞基质金属蛋白酶 1的表达在细胞与上清中变化一致。

说明高质量浓度碱性成纤维细胞生长因子可以通过增加细胞基质金属蛋白酶 1的合成来促进胶原蛋白降解，从而避免细胞

外基质的过度沉积。

关键词：碱性成纤维细胞生长因子；成纤维细胞；细胞基质金属蛋白酶 1；瘢痕；胶原蛋白
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0 引言

研究证实碱性成纤维细胞生长因子(basic
fibroblast growth factor，bFGF)有促进创面愈

合的作用[1-3]。由于可人工重组获得，已广泛应

用于临床各科[4-5]。然而bFGF在促进创面愈合

的同时是否会引起成纤维细胞的增殖而导致瘢

痕增生已受到学者的广泛关注。Ⅰ、Ⅲ型胶原

蛋白过度沉积和降解减少是增生性瘢痕形成的

主要原因 [6-7]。而基质金属蛋白酶 1(matrix

metalloproteinase-1，MMP-1)具有特异降解

Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白的作用[8-10]。

实验从蛋白及分子水平观察bFGF对体外

培养的人增生性瘢痕成纤维细胞Ⅰ、Ⅲ型胶原

蛋白及MMP-1合成和分泌的影响，探讨bFGF
与瘢痕形成的关系和可能机制。

1 材料和方法

设计：单一因素体外实验。

时间和地点：于2009年在中山大学附属第
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一医院外科实验室完成。

材料：瘢痕组织取自中山大学附属第一医院烧伤科

行瘢痕整复术的患者，均取得患者的知情同意。共取得

瘢痕组织3例。经病理学鉴定为增生性瘢痕组织。

试剂与仪器：

方法：

瘢痕成纤维细胞的培养与鉴定：具体操作步骤见文献

[11]，培养条件为 37 ℃、体积分数5%CO2，每隔3 d
换液1次。4~6 d有细胞爬出，三四周长满瓶底。以0.25%
胰蛋白酶消化传代，行抗Ⅲ型胶原蛋白免疫荧光染色，

荧光显微镜下鉴定。取第2代细胞用于实验。

实验分组及干预：取生长状态良好的对数生长期细

胞，以0.25%胰酶消化，用含体积分数15%胎牛血清的

DMEM调整细胞浓度为5×105 L-1，按1 000 µL/孔接种于

6孔板。分别设置0，1，5，10，50，100，500 µg/L bFGF
7个质量浓度组，加入相应质量浓度的bFGF及含体积分

数15%胎牛血清的DMEM培养液2 mL，继续培养72 h。
氯胺T法测上清中羟脯氨酸(hydroxyproline，HPr)的水平：

具体操作步骤见文献[9]。取培养液上清，氧化显色，调

节波长至560 nm，以空白管调零，读取标准管和测定管

的吸光度。做标准曲线，计算测定管HPr水平。

RT-PCR检测Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白mRNA的表达：以Trizol
法提取细胞总RNA，用紫外分光光度计测总RNA的纯度

和浓度，1%琼脂糖凝胶电泳鉴定其完整性。取总RNA
1 µg反转录为cDNA，样品-20 ℃保存。PCR引物由上

海博亚生物有限公司合成。

序列：

PCR反应条件：①Ⅰ型胶原蛋白：94 ℃预变性

5 min，94 ℃ 45 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，共33
个循环；最后72 ℃延伸10 min，4 ℃终止反应。②Ⅲ

型胶原蛋白：94 ℃预变性5 min；94 ℃ 45 s，53 ℃

1 min，72 ℃ 1 min，共35个循环；最后72 ℃延伸

10 min，4 ℃终止反应。以2%琼脂糖凝胶，在0.5×TBE
缓冲液中电泳进行PCR产物鉴定，反射紫外灯下用

IBAS 2.0全自动图像分析系统扫描、分析，mRNA结果

用其PCR产物与GADPH吸光度×面积的比值表示。

Western blot检测MMP-1蛋白的表达：具体操作步骤见

文献[11]。以鼠抗人MMP-1单克隆抗体(1∶500)孵育 1.5
h，用TBS-T缓冲液洗膜6次，山羊抗鼠IgG(1∶5 000)
孵育1.5 h，荧光放射自显影成像。

主要观察指标：上清中HPr的水平；Ⅰ、Ⅲ型胶原

蛋白mRNA的表达；MMP-1蛋白的表达。

设计、实施、评估者：实验的设计、实施、评估均

为本文作者，均受过专业培训。

统计学分析：实验所用数据均采用
_

x±s表示，用

SPSS 8.0统计软件包进行One Way-ANOVA 检验。P <
0.05为差异具有显著性意义。

2 结果

2.1 瘢痕成纤维细胞的培养与鉴定结果 组织块接种

4~6 d，有长梭形细胞萌出，随后迅速生长，传代后成纤

维细胞排列整齐，呈结节状或旋涡状走行。免疫荧光染

色可见梭形细胞的胞浆呈鲜红色，所有细胞全部为Ⅲ型

胶原蛋白阳性细胞，说明培养细胞为成纤维细胞，见图1。

2.2 bFGF对瘢痕成纤维细胞HPr表达的影响 见图2。

试剂及仪器 来源

胎牛血清

DMEM培养液，胰蛋白酶

PE480型 PCR扩增仪

细胞裂解缓冲液

IBAS 2.0全自动图像分析系统

鼠抗人 MMP-1单克隆抗体

山羊抗鼠 IgG

杭州四季青公司

美国 Gibco-BRL公司

美国 PE公司

美国 Amersco公司

德国 KONTRON公司

美国 Sigma公司

美国 Santa Cruz公司

引物 序列
片段长

度(bp)

Ⅰ型胶

原蛋白

上游 5’-TCC AAA GGAGAGAGC GGT AA-3’
下游 5’-GAC CAG GGAGAC CAAACT CA-3’

693

Ⅲ型胶

原蛋白

上游 5’-TTA TAAACC ACC CTC TTC CT-3’
下游 5’-TAT TAT AGC ACC ATT GAG AC-3’

255

GAPDH 上游 5’-CGT CTT CAC CAC CAT GGA GA-3’
下游 5’-CGG CCA TCG CCA CAG TTT-3’

300

Figure 1 Immunofluorescence staining of collagen type Ⅲ in
the cultured cells (×100)

图 1 培养细胞的抗Ⅲ型胶原蛋白免疫荧光染色(×100)

Figure 2 Effect of basic fibroblast growth factor (bFGF) on
hydroxyproline (HPr) in scar fibroblasts (

_

x±s, n=12)
图 2 bFGF对瘢痕成纤维细胞上清中 HPr水平的影响

(
_

x±s, n=12)
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300 bp
255 bp

 

统计学分析发现各组间HPr的表达差异均无显著性

意义(P > 0.05)，说明bFGF对瘢痕成纤维细胞胶原蛋白

的合成无促进作用。

2.3 bFGF对瘢痕成纤维细胞Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白mRNA
表达的影响 经不同质量浓度bFGF处理的瘢痕成纤维

细胞Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白mRNA的表达情况见图3。统计

学分析发现各组间Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白mRNA的表达差异

均无显著性意义(P > 0.05)，说明bFGF不能上调Ⅰ、Ⅲ

型胶原蛋白mRNA的表达。mRNA表达趋势与上清中蛋

白的表达具有一致性。

2.4 bFGF对瘢痕成纤维细胞及上清中MMP-1表达的

影响 经不同质量浓度bFGF处理的瘢痕成纤维细胞及

上清中MMP-1的表达情况见图4。统计学结果显示低质

量浓度(1，5 µg/L)bFGF对MMP-1的表达无明显影响。

但是随着质量浓度的升高表现为增高趋势，具有一定的

浓度相关性，以50，100，500 µg/L bFGF的作用效果

最明显(P < 0.05或P < 0.01)。MMP-1的表达在细胞与上

清中变化一致。

3 讨论

瘢痕形成的机制目前尚未完全清楚，一般认为细胞

外基质(extracellular matrix，ECM)过度沉积和降解减少

是增生性瘢痕形成的主要原因，其中Ⅰ、Ⅲ型胶原是

ECM的主要成分[11-12]。有研究证实在瘢痕组织内胶原蛋

白的合成是正常细胞的3倍。它们的数量、组成比例与

瘢痕组织的成熟、塑形、挛缩等过程密切相关。除了对

新形成的组织提供支持和张力外，还能促进细胞对已形

成的胶原进行重塑或改构[13-14]。因此，减少胶原的合成

或增加胶原的降解都可能减轻ECM异常沉积，最终导致

减轻瘢痕的形成。

HPr是合成胶原的特有原料，在胶原中的含量较为

稳定[15]。因此在临床和实验中，胶原总量的测定常采用

M 0 1 5 10 50 100 500

CoⅠ
GAPDH

693 bp

300 bp

a: RT-PCR for COⅠmRNA

M 0 1 5 10 50 100 500

GAPDH
CoⅢ

b: RT-PCR for COⅢ mRNA

Figure 3 Effects of basic fibroblast growth factor (bFGF) on
type Ⅰ (CoⅠ) and type Ⅲ (CoⅢ) collagen mRNA
expression in scar fibroblasts

图 3 bFGF对瘢痕成纤维细胞Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白 mRNA
表达的影响
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Figure 4 Effect of basic fibroblast growth factor (bFGF) on
matrix metalloproteinase-1 (MMP-1) in scar
fibroblasts and supernatant

图 4 bFGF对瘢痕成纤维细胞及上清中MMP-1表达的影响
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HPr法，实验即采用此方法，结果发现不同质量浓度

bFGF处理的瘢痕成纤维细胞上清中HPr水平差异无显

著性意义，RT-PCR结果显示Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白mRNA
表达水平的变化与HPr基本一致，说明bFGF不会增加胶

原蛋白的合成，更不会导致ECM异常沉积而引起瘢痕形

成[16-17]。实验发现，不同病例来源的细胞胶原合成的情

况相差较大，使得组间差异增加，从而统计学分析差异无

显著性意义(结果未给出)。提示个体差异是瘢痕形成的一

个重要因素。bFGF在促进成纤维细胞增殖的情况下未相

应地增加胶原的合成，这可能是由于胶原合成的量与成纤

维细胞的生物合成活性有直接关系，与细胞数无关[18]。

ECM的降解主要是依靠组织细胞所分泌的MMPs，
尤其是间质胶原酶，即MMP-1。研究表明MMP-1具有

特异降解Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型胶原的作用，因此组织中MMP-1
的水平及活性直接影响ECM的降解水平[19]。MMP-1通
常在胎儿无瘢痕愈合伤口中高表达，而在成人增生性瘢

痕或瘢痕疙瘩组织中表达水平低，说明MMP-1在瘢痕形

成过程中可能起重要作用。实验发现，bFGF不同程度

地增加了MMP-1的表达，并具有一定的浓度依赖性。这

提示bFGF可能通过增加胶原蛋白的降解减轻ECM的过

度沉积。

综上所述，bFGF主要是通过增加MMP-1合成、促

进胶原蛋白降解作用而避免ECM过度沉积的发生。因

此，从单因子角度分析，bFGF可能属于瘢痕形成的负

性因子。
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来自本文课题的更多信息--

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助。

课题的意义：碱性成纤维细胞生长因子有促进创面愈合

的作用，已广泛应用于临床各科。然而碱性成纤维细胞生长

因子在促进创面愈合的同时是否会引起成纤维细胞的增殖

而导致瘢痕增生已受到学者的广泛关注。实验从蛋白及分子

水平观察碱性成纤维细胞生长因子对体外培养的人增生性

瘢痕成纤维细胞Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白及细胞基质金属蛋白酶 1
合成和分泌的影响，探讨碱性成纤维细胞生长因子与瘢痕形

成的关系和可能机制，对临床应用碱性成纤维细胞生长因子

有一定的指导意义。

课题评估的“金标准” ：羟脯氨酸是合成胶原的特有

原料，在胶原中的含量较为稳定。因此在临床和实验中，胶

原总量的测定常采用羟脯氨酸测定法，实验即采用此方法。

设计或课题的偏倚与不足：细胞因子具有网络性特点，

它们相互诱生、相互影响受体的表达，生物学活性随之发生

相应的改变。因此，不能孤立地讨论某种因子的作用。所以，

内源性碱性成纤维细胞生长因子对创面修复及瘢痕形成的

作用有待于进一步研究。

提供临床借鉴的价值：实验提示碱性成纤维细胞生长因

子主要是通过增加细胞基质金属蛋白酶 1合成、促进胶原

蛋白降解作用而避免细胞外基质过度沉积的发生。因此，从

单因子角度分析，碱性成纤维细胞生长因子可能属于瘢痕形

成的负性因子。


