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　　【摘要】　目的　应用人皮肤瘢痕组织的成纤维细胞培养物测试抗氧化剂对吡啶连接链形成的抑

制作用 ,从而筛选出有效而且不损害细胞的抗氧化剂 ,以应用于增生瘢痕的临床治疗。方法　用烧伤

病人皮肤瘢痕组织培养成纤维细胞 ,在第 8 代传代培养物中加入自由基生成系统及不同的抗氧化剂:

超氧化物歧化酶 、过氧化氢酶 、谷胱甘肽过氧化酶 、谷胱甘肽 、去铁铵 ,而对照组不加任何作用物。在

37℃作用 4 h后 , 显微镜下观察细胞的形态变化并测定细胞及其上清液的吡啶连接链含量。 结果　

从各实验组成纤维细胞中测出的吡啶连接链的含量均低于对照组 , 尤其以过氧化氢酶 、超氧化物歧化

酶和去铁铵为显著(P<0.05), 而其中只有在加入过氧化氢酶的细胞培养物能保持正常的细胞形态 ,

其余的抗氧化剂则出现明显的细胞损害 ,表现在细胞膜破坏 、细胞溶解。结论　过氧化氢酶等 5 种抗

氧化剂都能有效地抑制吡啶连接链的形成 ,在临床应用上首选过氧化氢酶 ,因其既能有效地清除自由

基从而抑制吡啶连接链的形成 ,而且不损害细胞形态结构。
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【Abstract】　Objective　To investigate the effects of antioxidants on the pyridinoline crosslink formation in

human fibroblasts culture from hypertrophic scars.The role of these antioxidants in reducing the level of

pyridinoline crosslinks in-vitro without damaging the cells has important implications.These antioxidants can be

applied for the treatment of hypertrophic scars.Methods　9 cases of hyprotrophic scar biopsies were taken from

burn patients.The specimens were explant culture for 7 days.Insolated fibroblasts from these explant cultures were

subcultured for 8 passages.At the last passage , the cultures were subjected to a free radical generating system and

were added different antioxidants.The supernatant and cells were collected after 4 hrs of incubation and the

concentration of pyridinoline crosslinks was determined using Pyrilink kit.Results　When the fibroblast cultures

were subjected to free radicals and antioxidants , all samples showed a decrease in pyridinoline crosslinks

concentration.The more potent antioxidants found in this study were catalase , superoxide dismutase and

desferrioxamine.Particularly catalase which did not damage the cells.Conclusion　The antioxidants used in this

study were found to be effective in reducing the concentration of pyridinoline crosslinks.The best agent is catalase ,
which did not damage the cells and could be considered for clinical use.
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　　消除增生瘢痕一直是整形外科中难以解决的问

题。瘢痕形成的机制仍不十分清楚 ,不少文章曾报

导 ,从外伤到增生瘢痕的形成过程中伴有吞噬细胞

的激活和自由基的释放
[ 1-4]
,自由基对存在于胶原纤

维间的吡啶连接链的形成有密切关系[ 5 ,6] ,而这种

吡啶连接链大量地存在于瘢痕组织中[ 7-10] 。我们采

用体外细胞培养方法 ,探讨应用抗氧化剂清除自由

基以减少吡啶连接链形成的可能性 ,为寻找有效的

抗氧化剂预防和治疗增生瘢痕提供实验依据。

材料与方法

一 、材料

1.瘢痕组织的来源:增生瘢痕组织取自香港威

尔斯亲王医院的烧伤病人 ,共 9例 。其中女性 4例 ,

男性 5例 ,年龄 4 ～ 39岁 。所有病例的瘢痕部位均

在上肢 ,瘢痕形成时间最短 1年半 ,最长 5年 。瘢痕

组织是在病者接受瘢痕松解整形手术时采取 ,术前

征得病人同意并签署提供瘢痕组织作研究之用的同
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意书 。采集的瘢痕组织是手术过程中必需切除的部

分组织。

2.主要试剂:超氧化物歧化酶(superoxide

dismutase)、过氧化氢酶(catalase)、谷胱甘肽过氧化

酶(glutathione peroxidase)、谷胱甘肽(glutathione)、去

铁铵(desferrioxamine)、抗坏血酸(ascorbic acid)和乙

二胺四乙酸(EDTA)为美国 Sigma 公司产品 ,过氧化

氢(hydrogen peroxide)为德国 Riedel公司产品 ,FeCl2-

6H2O为德国 Merck 公司产品 , DMEM 培养基 、新生

小牛血清和胰蛋白酶为美国 GIBCO公司品 ,吡啶连

接链试剂盒由美国Metra Biosystems公司提供 。

二 、方法

1.成纤维细胞培养:(1)原代组织块培养:把手

术中采取的瘢痕组织放入无菌器皿并移入净化工作

台内 。在无菌条件下 ,剪除瘢痕组织的脂肪 ,把瘢痕

组织切成约1 mm3小块 ,点状接种于直径 60 mm 培

养皿中 ,并暴露于净化工作台内约 20 min ,待组织块

紧贴培养皿底部后 ,加入 3 ml含 10%小牛血清的

DMEM培养液 ,置 37℃含 5%CO2 的培养箱进行培

养 ,每周更换新鲜培养液 2次 。(2)分离成纤维细

胞:培养 7 d后 ,组织块周围长出上皮细胞和成纤维

细胞 。我们利用成纤维细胞对胰蛋白酶敏感度高于

上皮细胞的特点 ,于培养物中加入 0.25%胰蛋白酶

消化 1 min ,把成纤维细胞从培养皿中分离出来(上

皮细胞仍紧贴于培养皿中)并接种到细胞培养瓶 ,置

37℃培养 。(3)传代培养:当成纤维细胞生长达到

70%～ 80%融合后便进行传代培养 , 传代时用

0.25%胰蛋白酶消化细胞 ,制成细胞悬液 ,按等密度

分至两个培养瓶中 ,加入含 10%小牛血清的 DMEM

培养液于 37℃培养 。大约 2 ～ 3 d 便可传代 1次 。

当传代至第 8代时 ,把成纤维细胞定量地接种到 6

个直径 35 mm 的培养皿中 ,每培养皿细胞数为 3×

105 。于 37℃培养 24 h 后改用不含小牛血清的

DMEM培养液培养 48 h , 然后进行分组实验 。

2.实验分组:利用上述定量的成纤维细胞培养

物进行下列分组实验 。(1)实验组:5皿细胞培养物

分别地加入5种不同的抗氧化剂 , 抗氧化剂在培养

物中的最终浓度分别为:58 μg/ml超氧化物歧化酶 、

67 μg/ml过氧化氢酶 、1 mmol/L 谷胱甘肽 、0.38 mg

谷胱甘肽过氧化酶 、1 mmol/L 去铁铵 ,随后立即加

入自由基生成系统(在细胞培养物中的最终浓度是

0.1 mmol/L Fe3+ 、0.1 mmol/L EDTA 、1.7 mmol/L 抗

坏血酸 、1 mmol/L H2O2)。(2)对照组:细胞培养物

不加任何作用物 。9 例病人样本 ,每例均作 6 组实

验(5组实验组和 1组对照组),每组实验均做两份。

所有培养皿置 37℃培养 4 h 后 ,显微镜下观察及拍

照细胞形态 ,并分别收集细胞及其上清液作吡啶连

接链含量测定。

3.吡啶连接链含量测定:(1)水解成纤维细胞:

用 1 ml 6 mol/L HCl把成纤维细胞从培养皿中水解

分离并移入安瓿中 ,置 110℃水解 。(2)吡啶连接链

的测定:应用吡啶连接链试剂盒 ,把已裂解的成纤维

细胞作 10 倍稀释 ,细胞上清液则不作稀释。50 μl

待检样本及标准对照液分别加入测试板 ,再加入

100μl碱性磷酸酶于 4℃作用3 h ,然后用缓冲液 250

μl洗 3次 ,再加入 150 μl磷酸 P-硝苯基 ,室温作用

60 min后加入 100 μl 1 mol/L NaOH ,中止反应。用

美国 Biorad公司型号 2550的 EIA 读数仪测定吸光

度 ,波长 405 nm。

4.结果处理:按上述方法完成了对 9例烧伤病

人瘢痕组织的所有实验和测定。测定结果经计算机

SPSS软件用 t检验法作统计学处理 , P <0.05为差

异有显著意义。

结 果

一 、吡啶连接链含量

结果显示从所有组别的成纤维细胞中测出的吡

啶连接链含量均比上清液高出 6 ～ 7倍(表 1)。当

成纤维细胞培养物中加入自由基生成系统及其不同

的抗氧化剂后 ,从各实验组成纤维细胞中测出的吡

啶连接链含量均低于对照组 ,尤以超氧化歧化酶 、过

氧化氢酶和去铁铵组为显著(P<0.05)。但从培养

上清液中测出的吡啶连接链含量 ,各实验组与对照

组之间差异均无显著意义(P >0.05)。

表 1　吡啶连接链含量比较( x±s , nmol/L)

组别 例数 上清液中 成纤维细胞中

1对照组(不加反应物) 9 55±17 389±48

2超氧化物歧化酶组 9 56±26 272±40＊

3过氧化氢酶组 9 38±13 288±42＊

4谷胱甘肽组 9 68±25 287±54

5谷胱甘肽过氧化酶组 9 49±24 308±60

6去铁铵组 9 48±17 274±42＊

　　注:＊与对照组比较 P<0.05

二 、细胞形态变化

抗氧化剂对成纤维细胞的影响程度从光学显微

镜下(图 1)中可以清楚看到 ,除了对照组和实验组

中的过氧化氢酶组能保持正常的成纤维细胞形态之

外 ,其余各实验组均出现不同程度的细胞损害 ———
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注:①对照组(不加反应物)②超氧化物歧化酶组 ③过氧化氢酶组 ④谷胱甘肽组 ⑤谷胱甘肽过氧化酶组 ⑥去铁铵组

图 1　成纤维细胞在加药后 4 h的显微镜下形态学变化 ,除了对照组和过氧化氢酶组保持正常成纤维细胞形态外 ,其余④组和去铁铵组的

细胞均受损害 ,细胞膜破坏 ,细胞溶解(箭头所示)　×100

细胞膜破坏 、细胞溶解。

讨 论

本实验结果发现吡啶连接链绝大部分都存在于

成纤维细胞中 ,只有少量释放到培养液。本实验所

用的自由基生成系统产生大量的羟基 ,它们除了对

细胞膜产生过氧化损害作用之外 ,同时还破坏细胞

的DNA分子 。本研究中应用的抗氧化剂都能有效

地抑制吡啶连接链的形成 ,但只有过氧化氢酶能有

效地保护成纤维细胞免受自由基生成系统产生的羟

基对细胞的伤害 ,而保持成纤维细胞的正常形态;其

余的抗氧化剂均出现细胞膜破坏 ,细胞溶解等细胞

损害的表现 。然而 ,如何在临床上应用这种有效地

抑制吡啶连接链的形成而不损害细胞的抗氧化剂去

治疗增生瘢痕 ,仍需要作进一步的实验研究。

近期有文章报道 ,利用电渗药物的方法治疗增

生瘢痕
[ 11 ,12]

;为此我们构思今后的研究方向将会是

利用电渗方法把抗氧化剂渗入皮肤瘢痕组织中清除

自由基 ,以抑制吡啶连接链的形成 ,吡啶连接链是存

在于胶原纤维间的连接链 ,随着吡啶连接链的减少 ,

胶原纤维的数目亦会随之降低 ,从而达到预防和治

疗增生瘢痕的目的 ,而临床上首选的抗氧化剂应该

是过氧化氢酶 ,因其既能有效地清除自由基而且不

损害细胞 。
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