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羧甲基壳聚糖对体外培养人成纤维细胞自分泌生长因子及其形态结构

的影响

肖海军，侯春林，刘亚平
（第二军医大学长征医院骨科，上海２００００３）

［摘要］　目的：观察羧甲基壳聚糖对体外培养的人成纤维细胞形态结构及其分泌生长因子功能的影响，探讨其减轻创面过度

愈合、防止术后粘连的可能机制。方法：体外培养的人成纤维细胞，经不同浓度（０．０１、０．１、１．０、１０ｍｇ／ｍｌ）羧甲基壳聚糖作用

４ｄ后，或经０．１ｍｇ／ｍｌ羧甲基壳聚糖培养不同时间（１、２、３、４、５、６ｄ）后，采用间接酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）和放射免疫法测定

其自分泌转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）及表皮生长因子（ＥＧＦ）的变化规律；并通过光镜及透射电镜观察不同浓度及不同作用时

间后人成纤维细胞形态结构的变化。结果：羧甲基壳聚糖（≥０．１ｍｇ／ｍｌ）可抑制成纤维细胞自分泌ＴＧＦβ１，且随浓度的增大

及作用时间的延长而增强（Ｐ＜０．０５）；但对ＥＧＦ的自分泌无明显影响（Ｐ＞０．０５）。羧甲基壳聚糖（≥０．１ｍｇ／ｍｌ）体外能够抑

制成纤维细胞的增殖，引起超微结构的变化。结论：羧甲基壳聚糖浓度（≥０．１ｍｇ／ｍｌ）体外可能通过改变人成纤维细胞超微

结构，选择性抑制其自分泌ＴＧＦβ１，从而抑制细胞增殖，减轻组织粘连。
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　　粘连是外科手术后普遍存在的问题。术后粘连
不仅会影响手术效果，还可导致严重的术后并发症，
甚至会使一个成功手术归于失败。因此防止术后粘
连是一个亟待解决的问题。近年来，壳聚糖作为一
种具有良好的组织相容性和可吸收性的高分子生物

材料逐渐受到关注，动物实验证实壳聚糖可有效的
防治术后粘连［１～３］，而用于临床上也取得较满意的
疗效［４，５］。已有研究［６，７］表明，羧甲基壳聚糖对成纤
维细胞增殖和胶原合成有抑制作用，但其作用机制
一直未能阐明。本实验利用羧甲基壳聚糖作用于体
外培养的人成纤维细胞，对成纤维细胞自分泌生长

因子进行测定，对成纤维细胞形态结构进行观察，探
讨羧甲基壳聚糖预防组织粘连的作用机制。

１　材料和方法

１．１　主要试剂和仪器　超净工作台，倒置相差显微
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镜及照相系统（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，日本），多头细胞样品
收集器，γ免疫计数器，ＰＨＩＬＩＰＳＣＭ１２０透射电子
显微镜。ＲＰＭＩ１６４０培养基（含最终浓度青霉素

１００Ｕ／ｍｌ、链霉素１００μｇ／ｍｌ、１５％新生小牛血清，

Ｓｉｇｍａ公司），医用羧甲基壳聚糖粉剂（上海其胜生
物制剂实业公司提供），抗人转化生长因子β１
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）ＥＬＩＳＡ测
定试剂盒（Ｇｅｎｚｙｍｅ公司，ＵＳＡ）和人表皮生长因子
（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＥＧＦ）放射免疫分析测定
盒（北京北方生物技术研究所）。

１．２　人成纤维细胞原代培养　无菌条件下切取健
康人包皮环切术所得包皮。将切取的组织用７５０
ｍｌ／Ｌ乙醇溶液浸泡２ｍｉｎ，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）冲
洗２次后，剪成０．５～１．０ｍｍ３组织块，再用ＰＢＳ清
洗３次，移至２５ｍｌ培养瓶内，加入含终浓度青霉
素、链霉素１００Ｕ／ｍｌ，含１５％新生小牛血清的ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基适量，置３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度条
件下培养。原代培养细胞基本长满瓶壁后，用

０．２５％胰蛋白酶消化，进行传代培养。

１．３　实验方法及分组　实验分不同浓度羧甲基壳
聚糖（０．０１、０．１、１．０、１０ｍｇ／ｍｌ）的比较和０．１ｍｇ／

ｍｌ羧甲基壳聚糖不同作用时间（１、２、３、４、５、６ｄ）的
比较两部分，均设阴性对照组。每个样本取４瓶成
纤维细胞测定，实验重复２次。

　　不同浓度组之间的比较：选生长状态良好的传
代成纤维细胞第４～６代，以细胞２．５×１０５／瓶接种
于２５ｍｌ培养瓶，共２０瓶，置入３７℃、５％ＣＯ２培养
箱中培养１８ｈ后，吸出原培养液。羧甲基壳聚糖组
依次换含有浓度０．０１、０．１、１．０、１０ｍｇ／ｍｌ的羧甲
基壳聚糖培养液；对照组仅加入 ＲＰＭＩ１６４０培养
液；继续培养３ｄ后，０．２５％胰蛋白酶消化并计数，
分别调整细胞数为１．０×１０５／瓶，再加入不含羧甲基
壳聚糖的 ＲＰＭＩ１６４０培养液２ｍｌ／瓶，继续培养。

２４ｈ后分别取１００μｌ上清液，－２０℃保存备检。检
测时分别用间接酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）和放射
免疫法测ＴＧＦβ１和ＥＧＦ含量。

　　不同作用时间组的比较：共４８瓶，同上法培养
成纤维细胞１８ｈ后，吸出原培养液，实验组加入含
羧甲基壳聚糖０．１ｍｇ／ｍｌ的培养液，在第２～７ｄ每
天均取４瓶上清液（即羧甲基壳聚糖作用时间分别
为１、２、３、４、５、６ｄ）；对照组仅加入ＲＰＭＩ１６４０培养
液，取样时间与实验组相同。所有培养瓶均用

０．２５％胰蛋白酶消化并计数，均调整细胞数为１．０×
１０５／瓶，再加入ＲＰＭＩ１６４０培养液２ｍｌ／瓶培养２４
ｈ后分别测ＴＧＦβ１和ＥＧＦ含量。

１．４　细胞结构的观察　按上述方法同时另培养人
成纤维细胞，提取上清液同时收集培养细胞并在倒
置显微镜下观察。不同浓度间比较按提取上清液时
间（羧甲基壳聚糖作用第４天）取成纤维贴壁细胞，
不同时间的比较按观察时间提取。将贴壁成纤维细
胞从培养瓶中刷下、离心，用２．５％戊二醛溶液预固
定，１％锇酸后固定。经系列丙酮脱水，环氧树脂

Ｅｐｏｎ８１２浸透、包埋、聚合。定位后行连续超薄切
片，醋酸铀枸橼酸铅电子染色，透射电子显微镜下观
察：（１）正常人成纤维细胞在不同浓度０．０１、１．０
ｍｇ／ｍｌ羧甲基壳聚糖下超微结构变化；（２）在０．１
ｍｇ／ｍｌ羧甲基壳聚糖下了解第４天、第９天超微结
构变化。

１．５　统计学处理　用ＳＰＳＳ统计软件包采用单变
量方差分析进行处理，所有数据用珚ｘ±ｓ表示，Ｐ＜
０．０５为有统计学意义。

２　结　果

２．１　不同浓度羧甲基壳聚糖对人成纤维细胞自分
泌生长因子的作用　不同浓度羧甲基壳聚糖作用
后，相同数量的人成纤维细胞自分泌ＴＧＦβ１在０．０１
ｍｇ／ｍｌ浓度下与对照组无明显差别（Ｐ＞０．０５），在

０．１、１．０、１０ｍｇ／ｍｌ下分别与对照组比较ＴＧＦβ１浓
度降低（Ｐ＜０．０５），且随浓度的增大对ＴＧＦβ１抑制
作用增强（Ｐ＜０．０５）。而不同浓度羧甲基壳聚糖对
相同数量的人成纤维细胞自分泌ＥＧＦ无明显影响
（Ｐ＞０．０５）。详见表１。

表１　不同浓度羧甲基壳聚糖对人成纤维

细胞自分泌生长因子的影响
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ｏｆｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｈｉｔｏｓａｎｏｎｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｙｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
（ｎ＝４，珚ｘ±ｓ，ρＢ／ｎｇ·Ｌ－１）

Ｇｒｏｕｐ ＴＧＦβ１ ＥＧＦ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ３１４．９０±１２．３５ １２３±９
０．０１ ３１０．７４±１０．８６ １２６±７
０．１ ２５９．９５±１３．９４ １１９±７
１．０ ２０９．３２±１１．３９ １１５±１０
１０ １６７．３７±１４．４５ １１９±１１

　Ｐ＜０．０５ｖｓ０．０１ｍｇ／ｍｌｇｒｏｕｐ

２．２　羧甲基壳聚糖不同作用时间对人成纤维细胞
自分泌生长因子的影响　对照组人成纤维细胞自分
泌ＴＧＦβ１随培养时间的延长，浓度逐渐增高，第４
天达最高峰，以后开始减少。实验组在羧甲基壳聚
糖０．１ｍｇ／ｍｌ浓度持续作用下，人成纤维细胞自分
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泌ＴＧＦβ１随培养时间的延长逐渐下降，细胞自分泌

ＴＧＦβ１功能受到抑制（图１）。

图１　羧甲基壳聚糖（０．１ｍｇ／ｍｌ）在不同时间

对人成纤维细胞自分泌ＴＧＦβ１影响

Ｆｉｇ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ０．１ｍｇ／ｍｌｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｈｉｔｏｓａｎ
（ｔｒｅａｔｉｎｇｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｓ）ｏｎａｕｔｏｃｒｉｎｅＴＧＦβ１

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

　　对照组人成纤维细胞自分泌ＥＧＦ随培养时间
的延长，浓度逐渐增高，第５天达最高峰，以后增加
趋缓并逐渐维持在一定水平。实验组在羧甲基壳聚
糖０．１ｍｇ／ｍｌ浓度持续作用下，人成纤维细胞自分
泌ＥＧＦ随培养时间的延长与对照组增高趋势一致，
两者无明显差别，细胞自分泌ＥＧＦ不受羧甲基壳聚
糖的影响（图２）。

图２　羧甲基壳聚糖在不同时间

对人成纤维细胞自分泌ＥＧＦ影响

Ｆｉｇ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｓｏｆｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｈｉｔｏｓａｎ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｎａｕｔｏｃｒｉｎｅｏｆＥＧＦ
ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

２．３　光镜观察　多次光学显微镜下观察发现，在不
同羧甲基壳聚糖浓度作用下以及同一浓度不同作用

时间下人成纤维细胞形态结构与对照组无明显区

别，各组细胞均呈梭形或三角形。在羧甲基壳聚糖
作用第４天后，每次光镜视野下发现：羧甲基壳聚糖
浓度在０．０１ｍｇ／ｍｌ时，成纤维细胞数量与对照组
比较变化不明显（５０．７±５．０ｖｓ５２．３±５．４，Ｐ＞

０．０５）；当浓度达０．１ｍｇ／ｍｌ时，成纤维细胞数量
（３９．４±４．７）比０．０１ｍｇ／ｍｌ组少（Ｐ＜０．０５）；当浓
度达１ｍｇ／ｍｌ时，成纤维细胞数量（２３．５±３．２）明显
比０．１ｍｇ／ｍｌ组少（Ｐ＜０．０１）。而在同一羧甲基壳
聚糖浓度（０．１ｍｇ／ｍｌ）下，第９天明显比第４天成纤
维细胞数量少（２５．６±３．８ｖｓ３９．４±４．７，Ｐ＜
０．０１），即随时间延长，成纤维细胞数量逐渐减少。

２．４　透射电镜观察　对照组人成纤维细胞内质网
较丰富，呈扩张状态，内有较多新合成蛋白，内质网
表面有许多呈颗粒状的核糖体。高尔基体不发达，
线粒体细长，溶酶体中内容物较少，胞质内可见脂滴
（图３Ａ）。０．０１ｍｇ／ｍｌ羧甲基壳聚糖浓度作用第４
天时，除溶酶体数量增加以及内容物相对增多外，其
他与对照组相比无明显变化（图３Ｂ）；１．０ｍｇ／ｍｌ羧
甲基壳聚糖作用第４天时，内质网明显扩张，但内容
物不多，表面核糖体数量减少，与内质网游离，呈脱
颗粒现象，高尔基体及线粒体数量减少，线粒体轻度
肿胀，嵴低且稀疏，溶酶体数量明显增多，可见多量
晚期溶酶体（蜕变小体）（图３Ｃ）。羧甲基壳聚糖在

０．１ｍｇ／ｍｌ浓度持续作用下，第４天人成纤维细胞
内质网扩张明显，表面核糖体数量减少，与内质网游
离，呈脱颗粒现象，线粒体轻度肿胀，溶酶体数量增
加，内容物增多（图３Ｄ）；第９天内质网数量明显减
少，残存内质网扩张，内容物很少，表面核糖体呈脱
颗粒现象，线粒体肿胀明显，高尔基体减少，溶酶体
数量明显增多，可见多量晚期溶酶体（蜕变小体），部
分成纤维细胞坏死，有许多细胞碎片（图３Ｅ）。

３　讨　论

　　成纤维细胞是创伤愈合过程中形成肉芽组织、
合成胶原等细胞外基质，进行伤口重塑的主要修复
细胞，同时还可自分泌生长因子调控修复过程［８］，因
此成纤维细胞功能的变化对创伤愈合起着举足轻重

的作用，术后创伤部位过度愈合可导致纤维化，从而
造成组织粘连引起功能障碍［８］。

　　生长因子是由细胞分泌的一类调节细胞功能的
生物活性多肽，目前已证明生长因子组成了复杂的
网络，对创伤愈合有着重要的调控作用，如修复细胞
的增殖、迁移、细胞外基质合成和释放等生物学行为
受生长因子调控，但修复细胞又通过自分泌和旁分
泌机制合成产生生长因子，成纤维细胞可自分泌胰
岛素样生长因子 （ＩＧＦ）、血小板源性生长因子
（ＰＤＧＦ）、成纤维细胞生长因子（ＦＧＦ）、转化生长因
子（ＴＧＦβ１）、表皮生长因子（ＥＧＦ）等。其中 ＴＧＦ

β１是创伤修复过程中重要因子
［９］。实验证明，ＴＧＦ
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β１的主要功能是促进成纤维细胞的增殖、分化；促进
成纤维细胞合成分泌如胶原蛋白、纤维连接蛋白等
多种细胞外基质以及纤维蛋白溶解酶激活酶抑制剂

等，抑制基质蛋白的分解；活化巨噬细胞等［１０］。

ＥＧＦ也是创伤愈合中的重要生长因子，是上皮细胞
的趋化剂并能促进其分裂增殖［１１］。

图３　不同浓度羧甲基壳聚糖及不同作用时间下人成纤维细胞超微结构变化

Ｆｉｇ３　Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓａｆｔｅｒｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｈｉｔｏｓａｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ（×５０００）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：４ｄａｙｓａｆｔｅｒ０．０１ｍｇ／ｍｌｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｈｉｔｏｓａｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｃ：４ｄａｙｓａｆｔｅｒ１．０ｍｇ／ｍｌｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｈｉｔｏｓａｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｄ：４

ｄａｙｓａｆｔｅｒ０．１ｍｇ／ｍｌｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｈｉｔｏｓａｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｅ：９ｄａｙｓａｆｔｅｒ０．１ｍｇ／ｍｌｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｈｉｔｏｓａｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ｗｈｉｔｅａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｌｙｓｏ

ｓｏｍｅ；ｂｌａｃｋａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｃｅｌｌｕｌａｒｄｅｂｒｉｓ

　　本实验结果显示，羧甲基壳聚糖浓度超过０．１
ｍｇ／ｍｌ可明显抑制成纤维细胞自分泌ＴＧＦβ１，且随
浓度的增大抑制作用增强；而不同浓度羧甲基壳聚
糖对成纤维细胞自分泌ＥＧＦ均无明显影响。为了
能更科学的了解羧甲基壳聚糖在不同作用时间下对

成纤维细胞自分泌的作用，消除可能因随时间的延
长细胞死亡数增加或细胞因子降解等对结果的影

响，本实验对正常情况下成纤维细胞自分泌ＴＧＦβ１
和ＥＧＦ的规律进行了研究，发现成纤维细胞自分泌

ＴＧＦβ１先增加，到第４天达高峰随后降低，而ＥＧＦ
先增加然后维持在一定水平。我们的实验结果与张
洁等［１２］对人成纤维细胞ＴＧＦβ１浓度与细胞数量和
自分泌能力的研究结果一致。成纤维细胞自分泌达
最高峰可能主要是自分泌能力达到最强以及ＴＧＦ

β１分泌的累积效应。当加入羧甲基壳聚糖后，随作
用时间的延长能够持续抑制成纤维细胞自分泌

ＴＧＦβ１，但对ＥＧＦ的分泌无明显影响。因此羧甲
基壳聚糖可选择性抑制ＴＧＦβ１自分泌，达到减少成
纤维细胞增殖，减轻细胞外基质的沉积，从而减轻过
度愈合，同时又不影响正常上皮细胞的生长，达到促
进创面愈合而又防止了术后组织粘连的目的。

　　汤朝晖等［６］从细胞增殖角度认为羧甲基壳聚糖

在≥０．１ｍｇ／ｍｌ即对成纤维细胞有抑制作用，可以
使成纤维细胞的Ｇ１期细胞比例增加，减少进入细胞
周期的细胞数目。我们从超微结构观察，发现羧甲
基壳聚糖在０．０１ｍｇ／ｍｌ时，虽然对细胞数目变化
还不明显，但细胞内微结构已有改变，表现在溶酶体

数量增加以及内容物相对增多，说明羧甲基壳聚糖
在０．０１ｍｇ／ｍｌ即已对成纤维细胞产生了抑制作用，
而当羧甲基壳聚糖超过０．１ｍｇ／ｍｌ时，细胞微结构
已变化非常明显，如蜕变小体的出现，核糖体脱颗
粒，线粒体及内质网肿胀，甚至成纤维细胞的坏死崩
解，从而引起了细胞数量上的变化。

　　虽然本实验证明了羧甲基壳聚糖能够抑制体外
培养的人成纤维细胞自分泌ＴＧＦβ１，对ＥＧＦ无明
显抑制作用，但是在机体创伤愈合过程中细胞因子
的相空变化及相互作用是非常复杂的，并不象体外
这么简单，羧甲基壳聚糖在机体创伤愈合过程中是
如何调控伤口的正常愈合与过度愈合之间的平衡，
而不至于防碍伤口愈合，这就需要进一步研究羧甲
基壳聚糖对细胞因子之间的网络调控关系及信号转

导通路的变化。
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