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神经生长因子对瘢痕成纤维细胞生物学特征的影响**☆
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Effect of nerve growth factor on biological characteristics of scar fibroblasts
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Abstract
BACKGROUND: Nerve growth factor is secreted and synthetized by a variety of cells, such as inflammatory cells and repairing
cells, its biological effects are diverse and closely related to the process of wound repair, but its mechanism is not yet clear.
OBJECTIVE: To observe the influence of nerve growth factor on the biological characteristics of scar fibroblasts.
METHODS: Eight clinical surgical resection specimens, including 5 face and neck hyperplastic scar or keloid specimens, did not
receive any treatment; three were prepuce specimens following circumcision (normal tissue). By use of tissue block method, the
scar and normal skin fibroblasts were cultured, followed by digestion passage. The scar tissue and normal tissue fibroblasts at 3-6
passages in the logarithmic phase were seeded in 96-well plate and divided into the experimental group (scar fibroblast group) and
the control group (normal skin fibroblasts group), with two parallel holes in each group were added with 3.33, 0.33 mg/L nerve
growth factor, 50 μL. Inverted microscope was used to observe fibroblast morphology. At 24, 48, 72 hours after culture, the
absorbance value was measured using MTT. Fibroblast DNA content and cell apoptosis were determined by flow cytometry.
RESULTS AND CONCLUSION: The fibroblasts were adherent cells, the scar and normal skin tissues were shown to cell free out
of tissue block and gradual expansion at 4-6 days after incubation. Compared with normal skin fibroblasts, the pathological scar
fibroblasts became larger, irregular shape and arrangement. MTT results showed that nerve growth factor could promote the
normal and hypertrophic scar fibroblasts growth, which becomes more apparent. Flow cytometry results showed that by adding
nerve growth factor, the percentage of scar fibroblasts at proliferating S-G2-M phase was higher than that in the control group, with
a lower level of apoptosis. It is indicated that nerve growth factor plays an obviously promoting role on normal and scar skin
fibroblasts growth and proliferation, especially on the scar skin.

Yuan RH, Liu L, Zhao DP, Xu HH, Sun JP, Wang FK, Ma J. Effect of nerve growth factor on biological characteristics of scar
fibroblasts.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(7):1208-1212.
[http://www.crter.cn http://en.zglckf.com]

摘要

背景：神经生长因子由多种细胞分泌合成，如炎性细胞、修复细胞等，其生物学作用呈多样性，与创伤修复过程密切相关，

但其作用机制尚不明了。

目的：观察神经生长因子对瘢痕成纤维细胞生物学特征的影响。

方法：8份临床手术切除标本，其中 5份为面颈部增生性瘢痕或瘢痕疙瘩标本，未接受过任何治疗；3份为包皮环切术切除

的包皮标本(正常组织)。采用组织块法培养瘢痕及正常皮肤成纤维细胞，消化法传代。取 3~6代对数生长期瘢痕组织及正常

组织成纤维细胞，接种于 96孔培养板中，设置实验组(瘢痕成纤维细胞组)和对照组(正常皮肤成纤维细胞组)，每组设两个平

行孔，分别加入 3.33，0.33 mg/L神经生长因子各 50 µL。采用倒置显微镜观察成纤维细胞形态。培养 24，48，72 h后，MTT
测定各孔的吸光度。流式细胞术分析成纤维细胞 DNA含量及细胞凋亡情况。

结果与结论：成纤维细胞为贴壁生长型细胞，瘢痕和正常皮肤组织块在接种后 4~6 d可见细胞从组织块中游出，逐渐向周围

扩展开。与正常皮肤成纤维细胞相比，病理性瘢痕成纤维细胞体积较大，形态和排列不规则。MTT结果显示，神经生长因子

可促进正常及瘢痕成纤维细胞的增长，后者更为明显。流式细胞术测定结果显示，加入神经生长因子后，瘢痕成纤维细胞增

殖期 S-G2-M细胞百分数高于对照组，且凋亡水平降低。提示神经生长因子对正常及瘢痕皮肤成纤维细胞的生长趋势与增殖

活性有明显的促进作用，对瘢痕皮肤的作用更明显。

关键词：瘢痕；细胞因子；成纤维细胞；创伤愈合；皮肤组织工程
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0 引言

病理性瘢痕在临床上发病率较高，目前比

较一致的看法是瘢痕疙瘩是一个复杂的病变，

与许多基因相关[1-2]。瘢痕疙瘩和增生性瘢痕是

成纤维细胞密度和细胞外基质物质增加的结

果。表皮角质形成细胞之间的相互作用和真皮

成纤维细胞在调节和稳态瘢痕形成中发挥重要

作用，瘢痕疙瘩和增生性瘢痕是相同的过程中

的两个不同阶段[3-4]。近年的大量研究已表明，

创伤部位细胞的多样性和合成活性由各种生长

因子调节，即生长因子参与了创伤修复的调控

过程[5]。生长因子大量释放，迅速扩散，并被蛋

白酶降解，新的生长因子又从趋化而来的细胞

中合成，另外，细胞间基质也影响生长因子的

作用，影响其溶解性及储存。因此，在创伤修

复的一系列过程中，生长因子起着关键性的作

用。研究表明，在增生性瘢痕和瘢痕疙瘩中Fas、
p53、Caspase-3和Caspase-9的表达均低于正

常皮肤，而Bcl-2的表达则高于正常，这就导致

细胞的凋亡受阻，形成增生性瘢痕[6-8]。在增生

性瘢痕中由于肌成纤维细胞凋亡基因的表达较

正常创口低，促使瘢痕收缩进而挛缩，影响功

能和外观[9-11]。基于上述原因，临床及实验均将

治疗瘢痕的重点放在抑制成纤维细胞的增生

上。

神经生长因子可由多种细胞分泌合成，如

炎性细胞、修复细胞等，其生物学作用具有多

样性，均与创伤修复过程有密切关系，但其作

用机制尚不明了。基于以上结果，作者进行了

更深入的研究。

1 材料和方法

设计：对比观察体外细胞学实验。

时间及地点：于2007-08/2009-12在昆明

医学院第一附属医院完成。

材料：

组织标本：实验组织取自8例临床手术切除

标本，其中5例为增生性瘢痕或瘢痕疙瘩，均

未接受过任何治疗，3例为包皮环切术切除的

包皮，所有患者均无全身器官性疾病。其中男

6例，女2例；年龄4~32岁，平均17岁；瘢痕

病程1~14年，平均4年。瘢痕取材部位：均取

自面颈部。标本采集前征得患者及其家属知情

同意。

实验药品、试剂及仪器：

实验方法：

瘢痕和正常皮肤成纤维细胞原代培养及传

代[12-15]：成纤维细胞为贴壁细胞，进行组织块培

养。将组织置于无菌生理盐水中漂洗 10 min，
尽量去除组织所附血液；置于200 U/mL青霉素、

200 mg/L链霉素双抗液培养皿中漂洗10 min；
用眼科剪完全修去表皮及皮下组织，将组织块

剪成1.0~2.0 mm3左右的小组织块；将小组织块

用眼科镊送入50 mL培养瓶中，在瓶壁上均匀摆

置，间距5 mm，翻瓶放置于37 ℃、体积分数

5% CO2孵箱中静置2 h，让组织块与瓶壁粘贴；

翻瓶，加入含体积分数10%新生胎牛血清及

100 U/mL青霉素、100 mg/L链霉素双抗液的完

全DMEM培养液(pH为7.2~7.4)，于37 ℃、体

积分数5% CO2孵箱中静置培养。

细胞传代：倒弃瓶内旧培养液；向瓶内加入

0.5~1.0 mL 0.25%胰酶+0.02%EDTA(1∶1)的
消化液，轻摇培养瓶，使消化液流遍所有细胞

表面；将培养瓶置于显微镜下观察，发现细胞

间质回缩、细胞间隙增大后，立即倒弃消化液

(消化时间2~5 min)，加入少许新的完全DMEM
培养液终止消化；用弯头吸管吸取瓶内培养

液，反复轻轻吹打瓶壁细胞及细胞团块，使之

成为单细胞悬液；进行细胞计数，以1×109 L-1

细胞浓度接种于新的培养瓶中，继续培养。

神经生长因子对成纤维细胞生长的影响：实验

取培养至3~6代成对数生长期细胞，调整细胞

数为1×109 L-1，接种于96孔培养板中，每孔加

入单细胞悬液100 µL，将96孔培养板移入

37 ℃、体积分数5%CO2孵箱中培养过夜。取

出96孔培养板，设置实验组(瘢痕成纤维细胞组)

药品、试剂及仪器 来源

DMEM培养基

新生胎牛血清

胰蛋白酶

EDTA、PBS(pH7.2-7.4)液、

D-Hank’s液(pH7.2-7.4)
神经生长因子

MTT溶液

超净工作台

CO2培养箱

倒置显微镜，高速离心机

NH.WZI.CU600电热恒温水温箱

ELX-800酶标检测仪

血球计数仪，XMT-7000型烤箱

一次性 96孔培养板

美国 GIBCO公司

杭州四季青生物工程

材料有限公司

美国 sigma公司

自配

武汉海特生物制药股份

有限公司

中山公司

杭州净化设备公司

德国 Heraeus公司

HERMLE公司

上海医疗器械七厂

BIO-TEK公司

上海实验仪器总厂

FAICON公司
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和对照组(正常皮肤成纤维细胞组)，每组设两个平行孔，

分别加入质量浓度为3.33，0.33 mg/L的神经生长因子各

50 µL。将96孔培养板置于37 ℃、体积分数5% CO2孵
箱中分别培养24，48，72 h。

改良四唑盐(MTT)比色试验[16]：呈色：取出96孔培养板，

每孔加入MTT溶液(5 g/L)20 µL，继续培养4 h；4 h后取

出96孔培养板，每孔加入质量三联液100 µL，振荡

10 min，使结晶物充分溶解，继续孵育12~20 h；比色：

选择540~570 nm波长，在酶联免疫检测仪上测定各孔

吸光度(A)值。

流式细胞术对瘢痕成纤维细胞DNA含量及细胞凋亡

(TUNNEL)的分析：取6~8代对数生长期细胞，消化后制

成单细胞悬液，调整细胞数为1×109 L-1，接种于100 mL
培养瓶中。将培养瓶置于37 ℃、体积分数5% CO2孵箱

中培养过夜。实验组加入终质量浓度为5 µg/L的神经生

长因子，另一组为对照组，为不加试剂相同容积的无血

清DMEM液细胞组。经处理、采集后用WincycleDNA软
件分析，得出G0/G1期、G2/M期、S期等细胞生长特点。

主要观察指标：培养24，48，72 h后， MTT测定

各孔的吸光度。流式细胞术分析瘢痕成纤维细胞DNA含
量及细胞凋亡情况。

设计、实施、评估者：由全体作者共同完成。

统计学分析：实验结果用
_

x±s表示，统计学处理采

用SPSS10.0软件包。采用配对t 检验和成组t 检验，将

实验组(瘢痕成纤维细胞)和对照组(正常皮肤成纤维细

胞)进行比较，以P < 0.05表示差异具有显著性意义。统

计学处理由昆明医学院统计学教研室完成。

2 结果

2.1 瘢痕成纤维细胞体外培养的形态观察 成纤维细

胞为贴壁生长型细胞，在倒置相差显微镜下观察，瘢痕和

正常皮肤组织块在接种后4~6 d可见细胞从组织块中游

出，逐渐向周围扩展开，细胞的生长排列多呈放射状、栅

栏状或旋涡状。与正常皮肤的成纤维细胞相比，病理性瘢

痕的成纤维细胞体积较大，形态和排列不规则，见图1。

2.2 MTT比色实验结果 见表1。

结果分析：

2.3 流式细胞术测定结果 见图2。

Figure 2 Determinations of fibroblast DNA content by flow
cytometry

图 2 流式细胞术测定瘢痕成纤维细胞 DNA含量结果

a: Control group

b: 5 µg/L nerve growth factor group

正常皮肤：

3.33 mg/L神经生长因子干预组与未进行生长因子干预的正常皮

肤成纤维细胞在 24 h差异有显著性意义(P < 0.05)。0.33 mg/L
神经生长因子与未进行生长因子干预的正常皮肤成纤维细胞在

48 h差异有显著性意义(P < 0.05)，其他时间段差异均无显著

性意义(P > 0.05)。

瘢痕皮肤：

3.33 mg/L 神经生长因子干预组与未进行生长因子干预的正常

皮肤成纤维细胞在 3个时间段作用的差异均有显著性意义(P <
0.05)。0.33 mg/L 神经生长因子与未进行生长因子干预的正常

皮肤成纤维细胞只在 72 h差异有显著性意义(P < 0.05)，其他

时间段差异均无显著性意义(P > 0.05)。
在同一种质量浓度中观察生长因子对正常皮肤和瘢痕皮肤成纤

维细胞之间作用的比较结果显示，神经生长因子在各个时间段

的作用差异均无显著性意义(P > 0.05)。

表 1 生长因子对正常和瘢痕成纤维细胞生长影响的测定结果
Table 1 Influence of growth factor on the normal and scar

fibroblast growth (A540 nm) (
_

x±s, A)

aP < 0.05, vs. normal skin fibroblasts without nerve growth factor; bP < 0.05,
vs. scar fibroblasts without nerve growth factor

Group Nerve growth
factor (mg/L) 24 h 48 h 72 h

Normal skin
fibroblasts

0 3.02±0.23 3.10±0.21 3.37±0.14

Scar fibroblasts 0 3.10±0.19 3.09±0.19 3.32±0.20
Normal skin
fibroblasts

3.33 2.75±0.40a 3.16±0.31 3.37±0.09

Scar fibroblasts 3.33 2.93±0.17b 3.31±0.18b 3.18±0.24b
Normal skin
fibroblasts

0.33 2.93±0.24 3.04±0.52a 3.30±0.16

Scar fibroblasts 0.33 2.79±0.32 2.97±0.23 3.10±0.24b

Figure 1 The growth of cell is adherent, long fusiform and
railings shape (Inverted microscope, ×200)

图 1 细胞贴壁生长，长梭形，呈栅栏状生长(倒置显微镜，
×200)
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流式细胞术测定瘢痕成纤维细胞DNA含量结果显

示，与对照组(未加入任何影响因素的瘢痕成纤维细胞组)
相比，实验组加入神经生长因子后增殖期(S-G2-M)细胞

百分数明显增高，增殖期(S-G2-M)细胞百分数分别是：

对照组：G1期56.5%，G2期10.3%，S期 33.2%，

G2/G1=1.583；神经生长因子组：G1期42.6%，G2期
34.7%，S期22.7%，G2/G1=1.96。TUNNEL对细胞凋

亡的测定结果显示：与对照组比较，实验组凋亡数明显

降低，凋亡数分别为：对照组17.9%，实验组2.58%，

见图3。

3 讨论

神经生长因子是神经系统最重要的生物活性分子，

除能促进伤后神经纤维的再生外，它还对免疫、造血等

非神经系统具有重要的调节作用，可以通过促进免疫、

炎性细胞的功能和活性而促进创面愈合，并在创伤后局

部痛觉过敏的发生中发挥重要作用。实验表明，增生性

瘢痕中存在神经生长因子的异常高水平表达，且神经生

长因子创面上皮化后仍可趋化、活化炎性细胞，并促进

其增殖及脱颗粒。因此推测[17]，增生性瘢痕内异常高水

平的神经生长因子能通过趋化、活化炎性细胞而启动病

理性胶原代谢。神经生长因子在增生性瘢痕的病理性胶

原代谢中可能发挥了重要的启动作用。高水平的神经生

长因子趋化并活化炎性细胞，促进其增殖及释放细胞因

子和炎症递质，后者又作用于成纤维细胞，使成纤维细

胞功能状态发生改变，合成过量的胶原等细胞外基质，

最终导致增生性瘢痕的发生。

现在有学者提出“神经源性炎症假说”，即过度的

神经生长因子可诱导感觉纤维过度释放神经肽，从而导

致神经肽的积累，即使在没有机械应力的作用下，仍然

能导致瘢痕疙瘩和增生性瘢痕的形成[18]。有实验表明，

羊膜发布大量的基底神经生长因子和转化生长因子β1和
神经生长因子受体的表达。此外，除了神经生长因子的

存在，可以大大增加转化生长因子β1的产生和释放[19]。

神经生长因子中在治疗不同原因造成的溃疡(角膜溃疡，

褥疮，后病毒感染，化学烧伤)时，可能缩短恢复进程，

是因神经生长因子和/或神经营养因子不同时间过程的

受体/大鼠p75 (非编码区)的表达，可能调节最后进程。

因此，神经生长因子的潜在亲愈合能力的可能调节愈合

过程中的一些病理变化[20]。局部应用神经生长因子可改

善韧带愈合促进再生和血管生成，并导致瘢痕增强韧带

的力学性能[21]。在心肌梗死瘢痕愈合的研究中显示，受

损的疤痕在的地塞米松治疗愈合后，衰减的瘢痕肌成纤

维细胞增殖及神经生长因子的表达，有助于减少梗死区

域的神经反应[22]。有学者应用基因芯片技术研究显示，

在瘢痕疙瘩与正常皮肤中，有高表达的转化生长因子β1
和神经生长因子[23]。

本实验MTT结果显示，3.33 mg/L神经生长因子与未

进行生长因子干预正常皮肤成纤维细胞在24 h作用差异

有显著性意义(P < 0.05)，0.33 mg/L神经生长因子与未进

行生长因子干预正常皮肤成纤维细胞在48 h作差异有显

著性意义(P < 0.05)，其他时间段作用的差异均无显著性

意义(P > 0.05)，此结果提示神经生长因子对正常皮肤成

纤维细胞在高质量浓度(3.33 mg/L)、短时间(24 h)和低质

量浓度(0.33 mg/L)、长时间(48 h)有影响。对瘢痕成纤维

细胞的测定结果显示，3.33 mg/L 神经生长因子与未进

行生长因子干预瘢痕皮肤成纤维细胞在3个时间段差异

均有显著性意义(P < 0.05)，0.33 mg/L神经生长因子只有

在72 h差异有显著性意义(P < 0.05)，其他时间段差异均

无显著性意义(P > 0.05)，此结果提示，瘢痕成纤维细

胞对高质量浓度(3.33 mg/L)的神经生长因子比较敏感，

且不受时间的限制，而对低质量浓度(0.33 mg/L)的神经

生长因子而言，要在较长的时间(72 h)下才对瘢痕成纤

维细胞有影响。对同一质量浓度而言，神经生长因子对

正常皮肤成纤维细胞和瘢痕成纤维细胞之间在3个时间

段的差异无显著性意义(P > 0.05)，此结果显示，神经

生长因子对正常皮肤和瘢痕组织中成纤维细胞的作用

之间没有明显的差异性，但不代表神经生长因子对两者

中的成纤维细胞没有作用。

流式细胞术测定结果显示，加入神经生长因子后，

瘢痕成纤维细胞增殖期(S-G2-M)细胞百分数高于对照

组，TUNNEL对细胞凋亡的测定结果显示：与对照组比

较，实验组凋亡数明显降低。此结果提示，瘢痕成纤维

细胞在生长过程中，对神经生长因子的刺激作用是比较

敏感的。

综合以上结果显示，在创伤修复过程中，神经生长

Figure 3 Determination of fibroblast apoptosis by TUNNEL
图 3 TUNNEL测定瘢痕成纤维细胞凋亡结果

a: Control group

b: 5 µg/L nerve growth factor group
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因子在促进炎症细胞聚集的同时，还促进了成纤维细胞

的增殖，且在瘢痕的形成过程中，在一定的条件下，可

影响正常皮肤和瘢痕组织的成纤维细胞的增殖，但后者

的敏感性偏高，因此可以促进创伤的愈合，但在一定的

条件下可能会导致瘢痕组织中成纤维细胞的过度增殖，

导致病理性瘢痕的形成，这一点有待于进一步的研究。
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利益冲突：本文实验过程及结果与任何团体、组织没有

任何利益冲突。

实验设计与文章构思：本实验主要观察了细胞因子（包

括 rhIFN-α、rhIL-2、EGF、bFGF、PDGF、TNF-α及 NGF）
对成纤维细胞生物学行为的影响以及病理改变。其创新性就

在于从细胞分子生物学水平探究细胞因子和药物对病理性

瘢痕形成与增生的作用机制，将形态学与细胞分子生物学相

结合进行研究。实验过程中采用了比较新的研究方法如免疫

组织化学、流式细胞学技术以及一些特殊的病理学染色技

术，并采用透射电镜对细胞的超微结构进行观察，所得出的

结论给以后的研究奠定了一定的基础并对临床治疗有一定

的理论指导意义。

实验中所采用的细胞因子，其对病理性瘢痕形成的作用

机制只是其中的一部分，但瘢痕的形成机制是很复杂的，受

很多方面的影响，实验仅做了一小部分，具体的还有待进一

步的研究。因此，课题组将继续向更深入的方面进行，如从

基因的角度研究病理性瘢痕的形成，血管化在病理性瘢痕形

成中的作用，丹参注射液中是哪一种或几种成分作为受体操

纵性钙阻滞剂发挥作用等，最终能为临床提供更有效的治疗

方法奠定可靠的病理学基础。
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