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成纤维细胞生长因子一1o对 3种与修复有关 

内源性生长因子表达的调控作用 

孙晓庆 付小兵 陈伟 孙同柱 

【摘要】 目的 观察成纤维细胞生长因子(FGF—lO)X~人角朊细胞表达转化生长因子一a(TGF—a)、血 

小板源性生长因子一AB(PDGF—AB)和血管内皮细胞生长因子(VEGF)的作用。方法 FGF一10工作浓度为 

4、16、125和 500 pg／L，不含EGF和含EGF的无血清角朊细胞培养液分别作为阴性和阳性对照。细胞接种密 

度为 2 500和 375 000细胞／cm ，24、48和 72 h进行培养上清中的细胞计数，TGF—a、PDGF—AB和 VEGF 

的含量用酶联免疫吸附法(ELIsA)测定。结果 ①低接种密度、细胞处于未融合生长状态时，各组 24 h培养 

上清中 TGF—a含量均较低，48 h的16 pg／L以上组及 72 h各浓度组培养上清中 TGF—a的分泌量均显著高 

于阴性对照组单个细胞的 TGF—a分泌量。高接种密度、细胞处于融合生长状态时，24 h的培养上清中未检测 

到 PDGF—AB；48和 72 h的培养上清中，125和 500 pg／L的FGF一1O组PDGF—AB浓度及每 1O 细胞的分 

泌量显著高于阴性对照组，且 PDGF—AB的分泌呈FGF一1O剂量依赖性。②低接种密度时，FGF一1O各组 

VEGF浓度及每 1O 细胞 VEGF分泌量在各时间点均与阴性对照组无明显差异，而阳性对照EGF组 VEGF 

分泌显著高于其它各组。结论 FGF一10上调角朊细胞分泌PDGF—AB、TNF—a可能与FGF一10间接作用 

于成纤维细胞、血管内皮细胞进而促进肉芽组织的形成有关。 

【关键词】 成纤维细胞生长因子一10；血小板源性生长因子；转化生长因子；血管内皮细胞生长因子 
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Effects of fibroblast growth factor～10 on the secretions of transforming growth factor—a·platelet—derived 

growth factor—AB and vascular endothelial grouth factor by normal adult human keratinocytes in culture 

SUN Xiao—qing ，FU Xiao—bing。CHEN Wei，SUN Tong—zhu． 304￡̂ Hospital of People’s Libera— 

tion Army。Beijing j00037，China 

[Abstract] Objective To evaluate the effect 

secretion of transforming growth factor—a(TGF—a)， 

of fibroblast growth factor一10(FGF 一 10)on the 

platelet—。derived grouth factor—‘AB(PDGF—。AB)and 

vascular endothelia1 growth factor(VEGF)bv human keratinocytes．Methods Concentrations of FGF一10 

used were 4，16，125 and 500 ng／m1．Serum —free keratinocyte growth medium without EGF or with EGF 

were as negative contro1 and positive contro1。respectively．Cells were cultured at 2 500，37 500 cells／cm in 

dishes in serum —free medium and supernatants were collected at 24。48 and 72 hours．The concentrations of 

TGF—a。P【× F—AB and VEGF in eel1 culture supernatant were measured by using TGF —a，P【× F—AB 

and VEGF enzyme 1inked immunoadsorbent assay(ELISA)kits，respectively and eel1 numbers were counted 

by haemocytometer．Results For cells cultured at 1ow density and cells were subconfluent，TGF—a in each 

group was 1ow and there was no significant difference among them at 24 hours．At 48 hours，both in absolute 

concentrations and on a per—eel1 basis。FGF一10 enhanced the secretion of TGF—d by cells cultured at low 

density in a dose—dependent fashion．At 72 hours，the concentrations of TGF—ct in al1 dose of FGF 一10 

were significantly higher than that in negative control(P<O．O5)．The production of TGF—a in pg／10 cells 

in 500 ng／ml FGF一1 O reached statistical significance compared with negative control(P< O．O5)．The 

secretion of TGF —a in FGF 一10 were 1ower than that in positive contro1 at 48 and 72 hours．For cells 

cuttured at 37 500 cells／cm ．the secretion of TGF—d stimulated by FGF一10 was similar to that when cells 

cuttured at 1ower density．PDGF —AB in each group was undetectable．W hen cells cuttured at high density 

and reached 100 confluent，PDGF—AB could not be detected at 24 hours．At 48 hours，both in absolute 

concentrations and on a per—eel1 basis．PDGF—AB productions in 125 and 500 ng／ml of FGF一10 were 

markedly greater than those of negative contro1 at 48 and 72 hours (P< O．O5)，and the secretion of 

P【× F —AB stimulated by FGF 一1 0 was in a dose 一dependent fashion．For cells cultured at 1ow density， 

although the concentrations of VEGF in 16—500 ng／ml of FGF～1O were significantly higher than that in 

negative control(P< 0．05)at 72 hours。on a per—cell basis，they were not greater than that of negative 

contro1．The secretion of VEGF in positive contro1 was greater than that of FGF 一10 at 24—72 hours． 

Conclusion The effect of FGF一1 0 on increasing secretion of TGF—d and PDGF —AB might mediate the 

actions of FGF一1 0 on keratinocytes，fibroblasts and endothelia1 cells to promote re—epithe1ia1ization as wel1 

as granulation tissue deposition during wound healing． 
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成纤维细胞生长因子 10(FGF一1O)也称为角 

朊细胞生长因子 2(KGF一2)，它由间质细胞合成与 

分泌，其受体则分布在一些上皮细胞起源的细胞表 

面，如皮肤的角朊细胞和胃肠道黏膜上皮细胞等“ 。 

实验研究表明，FGF一1O在促进动物创面以及人下 

肢静脉慢性溃疡的愈合过程中，其组织学不仅表现 

在刺激角朊细胞增殖与迁移，还表现在促进肉芽组 

织的形成心 。因而FGF一10如何促进肉芽组织的 

形成，是否可通过作用于角朊细胞，调控角朊细胞表 

达生长因子等，从而对创面修复产生间接作用尚不 

十分清楚。本研究拟通过体外细胞培养实验，观察 

FGF一10对培养的成人角朊细胞分泌转化生长因 

子一a(TGF—a)及 血 小 板 源 性 生 长 因子 一AB 

(PDGF—AB)和血管 内皮细胞生长 因子 (VEGF)的 

影响，来探讨 FGF一10促进创面再上皮化及肉芽组 

织形成的作用机制。 

1 材料与方法 

1．1 人角朊细胞培养：参照 Hager等 方法，改良 

后用Dispase和胰蛋白酶分离人角朊细胞。成人皮 

肤取材于整形外科手术患者。采用无血清的角朊细 

胞培养液(GKGM，Gibeo，Paisly，UK)培养分离的 

角朊细胞，培养液中添加有牛垂体提取液(BPE)和 

表皮细胞生长因子(EGF)。细胞接种于75 mm 培养 

瓶中，在 37 C、体积分数为 5 的 CO 培养箱中生 

长为第一代细胞，细胞达 7O％～8O 融合后经胰酶 

消化传代。将在培养瓶中生长至第二代的角朊细胞 

用胰酶消化后冻存于液氮中备用。 

1．2 角朊细胞接种：为观察 FGF一10对不同生长 

密度角朊细胞表达 TGF—a的差异，将细胞接种密 

度分高低两种，即 2×104／培养皿(2 500细胞／cm ) 

和 3×10 ／培养皿(37 500细胞／cm )两组。将第二 

代角朊细胞从液氮中复苏后接种于直径为 32 mm 

的细胞培养皿中，接种密度分别为 2 500细胞／cm 

和 37 500细胞／cm ，采用添加 EGF的无血清角朊 

细胞生长培养液 (KGM 一2，Biowhittaker Co．Ltd， 

USA)在 37 oC、5 CO 培养箱中培养、贴壁 24 h， 

将培养液替换成不含EGF的 KGM 一2培养液再培 

养24 h。然后将培养液替换成分别含有4、16、125和 
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500／~g／L FGF一10(人类基因科学公司，Rockville， 

MD 20850，美 国)的 KGM 一2培养液 (未 添加 

EGF)，FGF一10贮存液用无菌去离子水配制，分装 

后贮存于一7O℃备用，于实验当日用 KGM 一2培养 

液配制 FGF一10工作液。以不含EGF的KGM 一2 

培养液作为阴性对照组 ，含有 EGF的 KGM 一2培 

养液作为阳性对照组，即以EGF为阳性对照。分别 

于 24、48和 72 h收集培养上清液。 

1．3 TGF—a、PDGF—AB和 VEGF测定 ： 

1．3．1 上清收集：为减少离心管壁及冻存管对细胞 

培养上清中TGF—a的吸附，于收集细胞培养上清 

前在培养皿中加入体积分数为 1O 的牛血清白蛋 

白(BSA)，使其终浓度为0．1 。将细胞培养上清离 

心，10 000 r／min，4℃，以去除细胞及细胞碎片，然 

后分装于冻存管中(每管0．3 m1)，一7O℃保存备用。 

1．3．2 细胞计 数：将 角朊 细胞用质量 分数为 

0．125 的胰蛋白酶+0．01 EDTA消化，采用血 

球计数板计数得出各培养皿中的细胞总数。 

1．3．3 检测方法：均采用酶联免疫吸附(ELISA) 

法，TGF—a试 剂盒 为 CNBiosciences Nottingham 

UK；PDGF—AB和 VEGF试剂盒为 R&D Systems 

Abington UK，按说明书进行操作。样本均采用复孔 

检测。TGF—a含量以ng／L表示，由每个细胞培养 

皿上清中TGF—c【、PDGF—AB和 VEGF总量与该 

培养皿细胞总数计算可得每 1O 个细胞 TGF—a、 

PDGF—AB和 VEGF分泌量，以pg／10 细胞表示。 

1．4 统计学处理：采用Statview 4．5软件对数据进 

行多元分析。对每个时间点的数据采用单侧方差分 

析检验，所得 F值用Fisher’S PLSD进行 TGF—a、 

PDGF—AB和 VEGF含量组间差异显著性判断， 

P<O．05为差异有显著的统计学意义。 

2 结 果 

2．1 FGF一1oxC低密度接种角朊细胞分泌TGF—a、 

PDGF—AB和 VEGF的影响：当细胞接种密度为 

2 500细胞／cm 时，各种浓度的 FGF一10在 24～ 

72 h均对角朊细胞产生增殖作用，最佳作用浓度为 

125／~g／L，而且 FGF一10的增殖作用要强于 EGF 

(图 1)。各时间点的细胞培养上清中均未检测到 

PDGF—AB。当细胞接种密度为37 500细胞／cm 、 

贴壁并在无 EGF的培养基中生长 24 h后，显微镜 

下观察，细胞已 100 融合，且角化的细胞团较多。 

24 h收集的各组细胞培养上清中TGF—a的浓 

度及每 10 个细胞的 TGF—a分泌量均较低，且各 

组间无明显差异；同时未能检测到 PDGF—AB。 
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48 

时间 (h) 

囝 1 FGF一10对低密度接种角朊细胞 的增殖作 用 

F-噻．1 Effect of FGF一10 on the proliferation of 

keratinocytes seeded at low density 

48 h培养上清中，16～500／~g／L FGF一1O组中 

的TGF—a浓度及每 10 个细胞的 TGF—a分泌量 

均较阴性对照组显著升高(P均<0．05)，但均低于 

阳性对照 EGF组(图 2和 3)。上清中 TGF—a的浓 

度以及每 1O 个细胞的TGF—a分泌量与 FGF一10 

浓度的对数均呈正相关，相关系数分别为 0．983和 

0．848。72 h培养上清中，4种不同浓度 FGF一10组 

TGF—a含量均显著高于阴性对照组(P均d0．05， 

图 2)，但仅 500／~g／L FGF一10组每 1O 个细胞的 

TGF—a分泌量较阴性对照组显著升高，其它浓度 

FGF一1O组 TGF—a虽较阴性对照组高，但均未达 

到显著性差异，且均低于阳性对照 EGF组(图 3)。 

48 h FGF一1O各组每 1O 细胞分泌 TGF—a为 

88O～1 700 pg／10 细胞，72 h FGF一1O各组分泌 

TGF—a为 1 65O～3 200 pg／10 细胞。 
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注：与阴性对照比较 ： P<o．05 

圈 2 低密度接种角朊细胞培养上清液中TGF—a的浓度 

Fig．2 Concentration of TGF—a in supernatant from 

keratinocytes seeded at low dens ity 

48及 72 h的培养上清 中，125和 500 ptg／L 

FGF一1O组 PDGF—AB的浓度及每 10 个细胞的 

PDGF—AB分泌量较阴性对照组显著升高(P< 

0．05，图 4和 5)。PDGF—AB的分泌呈 FGF一10剂 

量依赖性。48 h上清中 PDGF—AB的浓度以及每 

·15· 

1O 个细胞的 PDGF—AB分泌量与 FGF一10浓度 

的对数均呈正相关，相关 系数分别 为 0．928和 

0．892。72 h上清中PDGF—AB浓度以及每 1O 个 

细胞的 PDGF—AB分泌量与FGF一10浓度的对数 

也均呈正相关，相关系数分别为 0．902和 0．848。 
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注：与阴性对照比较： P<o，05 

图3 FGF—l0对低密度接种角朊细胞产生 TGF—a的作用 

Fig，3 Effect of FGF 一10 on the production of TGF —a of 

keratinocytes see ded at low density 
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注：与阴性对照比较： P<o．05 

图 4 低密度接种角朊细胞培养上清液中 PDGF—AB的浓度 

Fig．4 Concentration of PDGF—AB in supernatant from 

keratinocytes seeded at low dens ity 

时 间 (h) 

注：与阴性对照比较： P<o．05 

图5 FGF—l0对低密度接种 

角朊细胞分泌 PDGF—AB的作用 

Fig．5 Effect of FGF 一10 on the production of PDGF —AB 

of keratinocytes seeded at low density 
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在细胞接种密度为 2 500细胞／cm 时，虽然 

16～500#g／L的 FGF一10组培养上清中VEGF浓 

度显著高于阴性对照组(P均<0．05)，但每 10 个 

细胞VEGF的分泌量与阴性对照组并无差异(图 6 

和图7)，EGF阳性对照组每 1o 个细胞VEGF的分 

泌量明显增高。 
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注：与阴性对照比较： P<O，05 

图6 低密度接种角朊细胞 

培养上清液中VEGF的浓度 

Fig．6 Concentration of VEGF in supernatant from 

keratinocytes seeded at low density 
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图7 FGF—l0对低密度接种 

角朊细胞分泌 VEGF的作用 

Fig．7 Effect of FGF一 10 on the production of VEGF of 

keratinocytes seeded at low density 

2．2 FGF一1o对高密度接种细胞分泌 TGF—a、 

VEGF的作用：细胞接种密度为 37 500细胞／cm。、 

贴壁、在无EGF的培养基中生长 24 h以后，显微镜 

下观察，细胞已100％融合，且角化的细胞团较多。 

FGF一10作用 24～72 h后，与低密度接种细胞不 

同，各组培养皿中细胞总数增加较少(图8)。24 h的 

细胞培养上清中，与低密度接种细胞一样，各组 

TGF—a的浓度较低。FGF一10作用48 h后，各个 

剂量的FGF一1o组TGF—a的浓度及每 1o 细胞的 

分泌均较阴性对照组显著升高(P均d0．05)。72 h 

收集的培养上清中，125和 500 t~g／L FGF一10的 

TGF—a浓度显著高于阴性对照组 (P均<0．05)， 

500#g／L FGF一10的每 1o 细胞的 TGF—a分泌 

高于阴性对照组(P<o．05，图9和 lO)。与低密度接 

种的细胞相同，72h上清中TGF—a浓度及每10 个 

细胞 TGF—a分泌量与 FGF一1o浓度的对数均呈 

正相关，相关系数分别为 0．845和 0．954。阳性对照 

EGF组 TGF—a分泌在各时间点均高于 FGF一10 

组。48 h FGF一10各组细胞的 TGF—a分泌量为 

2 ooo～2 700 pg／1o 细胞，72 h FGF一1o各组细胞 

TGF—a分泌量为2 850~4 300 pg／lO 细胞。 

24 48 

时间 (h) 

图 8 FGF—l0对高密度接种角朊细胞的增殖作用 

Fig．8 Effect of FGF 一10 on the proliferation of 

keratinocytes seeded at high density 

48 

时间 (h) 

注：与阴性对照比较：’P<O．05 

图 9 高密度接种角朊细胞培养上清液中 TGF—a的浓度 

Fig．9 Concentration of TGF—a in supernatant from 

keratinocytes seeed ed at high dens ity 
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图 10 FGF一10对高密度接种的角朊细胞分泌 TGF—a的作用 

Fig．10 Effect of FGF 一10 on the prod uction of TGF —a 

of keratinocytes seed ed  at high dens ity 

当细胞接种密度为 37 500细胞／cm。时，各组 

VEGF的分泌随培养时间的延长而增多，但各组之 

间并不存在差异(图 11)。 
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消化道的黏膜上皮细胞，因而 FGF一10作用的靶细 

胞仅为上皮细胞。 。我们以前的实验结果表明， 

FGF一1O对体外培养的成人角朊细胞产生促增殖 

作用，且这种促增殖作用与 FGF一10呈剂量依赖 

性 。动物实验表明，创伤后第 1 d FGF一10表达上 

调，第 3 d FGF一10表达迅速下调 。外用FGF一10 

能明显促进青年和老年兔的缺血性创面修复，其组 

织学表现不仅为促进表皮基底层细胞增殖，而且还 

促进创面肉芽组织形成，刺激真皮成纤维细胞增 

殖。 。由于皮肤中仅表皮细胞为FGF一10的靶细 

胞，因而 FGF一10对成纤维细胞增殖及肉芽组织形 

成的刺激可能是FGF一10的间接作用。在创面愈合 

过程中，角朊细胞产生的多种细胞因子和生长因子， 

是上皮细胞与间质细胞相互调控中的重要作用机制 

之一。因而FGF一10促进真皮成纤维细胞增殖与肉 

芽组织形成是否与 FGF一10通过特异性结合角朊 

细胞的FGFR2Ⅲb后，调控角朊细胞生长因子合成 

与分泌，从而间接作用于成纤维细胞、血管内皮细 

胞，促进肉芽组织形成有关，尚缺乏实验证据。 

3．3 TGF—a是EGF家族成员之一，TGF—a在结 

构上与 EGF相似，通过与EGF受体的结合对靶细 

胞产生生物学效应。在正常情况下，上皮细胞和间质 

细胞均能合成与分泌 TGF—a，皮肤的多种细胞表 

面如角朊细胞、成纤维细胞和血管内皮细胞等也均 

表达 EGF受体。在创面修复过程中，许多细胞如血 

小板、活化的巨噬细胞、成纤维细胞和角朊细胞合成 

与分泌TGF—a∞ 。研究证明，TGF—a能促进多种 

动物模型与患者的创面修复，如外用 TGF—a可加 

速动物与人烧伤创面的再上皮化及肉芽组织的形 

成。 。TGF—a对成纤维细胞产生促分裂作用，在发 

育与创面修复过程中，还调控 TGF—p诱导成纤维 

细胞、平滑肌细胞的细胞外基质合成与分泌。∞。将 

角朊细胞与微血管内皮细胞共培养，不仅促进了内 

皮细胞增殖，还诱导内皮细胞成管状结构，而且进一 

步研究证实角朊细胞的这种作用是由TGF—a介 

导。 。因而 FGF一10刺激角朊细胞合成与分泌 

TGF—a，通过 TGF—a的介导来实现 FGF一10促 

进刨面肉芽组织形成的作用。 

3．4 皮肤组织中，除血小板是创面 PDGF的重要 

来源外，角朊细胞、成纤维细胞、血管内皮细胞及单 

核细胞均表达 PDGF，包括 PDGF—AA、一BB、一AB 

和近年来新发现的PDGF—CC。PDGF的受体分别 

由a、p两个亚基聚合而成，a亚基不仅和PDGF—A 

结合；也和 PDGF—B及 PDGF—C结合；但 p亚基 
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则只与PDGF—B特异性结合，因而，PDGF—AB既 

能与 a亚基结合，也能与 亚基结 合，这也就是 

PDGF—AB和 PDGF—BB是 PDGF家族中生物学 

活性最强的生长因子的原因之一。许多细胞均表达 

PDGF受体，如成纤维细胞、血管内皮细胞、平滑肌 

细胞以及一些炎性细胞 ，但角朊细胞本身并不表达 

PDGF的受体n”。在创面愈合过程中，PDGF—AB 

调控肉芽组织的形成与组织改建。体外实验结果表 

明，PDGF—AB不仅刺激正常皮肤的成纤维细胞的 

增殖，也刺激糖尿病慢性溃疡创面的成纤维细胞的 

增殖。 。PDGF—AB还通过上调人真皮成纤维细胞 

整和素的表达，促进成纤维细胞对胶原与纤维连接 

蛋白等细胞外基质的迁移。 。动物实验结果也表 

明，在创面愈合过程中，创面局部 PDGF—AB的表 

达上调，而且局部应用PDGF—AB也可缩短创面的 

愈合时间n∞。大鼠局部应用 PDGF—AB不仅刺激 

成纤维细胞增殖，而且诱导成纤维细胞合成胶原增 

加，从而促进创面肉芽组织的形成。”。大血管和微 

血管内皮细胞、平滑肌细胞也均表达 PDGF受体， 

PDGF—AB可诱导创面血管平滑肌细胞迁移和内 

皮细胞增殖、迁移及血管腔形成。 。因此，FGF一10 

可能通过刺激角朊细胞合成与分泌PDGF—AB来 

介导其促进创面肉芽组织形成的生物学效应。 

本实验结果提示 FGF一10不仅直接促进角朊 

细胞的增殖，而且还刺激角朊细胞合成与分泌粒一巨 

噬细胞集落刺激因子(GM—CSF)和PDGF—AB，从 

而间接作用于参与组织修复的其它细胞如炎性细 

胞、成纤维细胞、内皮细胞以及角朊细胞自身，促进 

创面的再上皮化与肉芽组织形成。此外，离体实验及 

在体实验表明 FGF一10对肿瘤细胞无明显的促增 

殖作用。”，因而 FGF一10可能是一个较为安全的 

治疗创面愈合的生长因子。 
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