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碱性成纤维细胞生长因子对激光烧伤大兔皮肤愈合的影响分析 *
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摘要 目的：探讨碱性成纤维细胞生长因子对激光烧伤大兔皮肤愈合的影响分析。方法：通过热辐射仪激光灼烧对大兔耳朵进行

烧伤处理，根据实验需求，将其随机分为三组：对照组，bFGF组，bFGF + DAPT组。通过 ImageJ软件测量伤口面积和疤痕组织的

厚度，并定期计算残余伤口面积率和疤痕指数。通过组织学分析大兔伤口愈合的新血管生成量。通过蛋白印迹分析 Notch1、

Jagged1和 Hes1的蛋白表达。通过免疫荧光分析愈合后的皮肤中 琢-SMA，Col I和 Col III的相对蛋白水平。结果：bFGF组较对照

组的疤痕指数降低（P<0.05），bFGF+DAPT组较 bFGF组疤痕指数升高（P<0.05）。bFGF组较对照组的愈合面积增加（P<0.05），
bFGF + DAPT组较 bFGF组愈合面积降低（P<0.05）。与对照组相比，bFGF组的愈合时间明显缩短，较低的残余伤口面积和较低的
疤痕指数（P<0.05），而 bFGF + DAPT组表现出明显的愈合延迟和较高的疤痕指数（P<0.05）。bFGF组较对照组的新血管生成量增
加（P<0.05），bFGF + DAPT组较 bFGF组心血管生成量减少（P<0.05）。bFGF组较对照组的肉芽组织平均厚度增加，表皮间隙的闭
合百分比升高（P<0.05），bFGF + DAPT组较 bFGF组肉芽组织平均厚度增加、表皮间隙的闭合百分比减少（P<0.05）。H＆E染色进

行组织学分析发现，与对照组和 bFGF + DAPT组相比，bFGF组出现明显的再上皮化和新血管形成，愈合效率较高（P<0.05）。
bFGF组较对照组 Notch1、Jagged1和 Hes1的蛋白表达升高（P<0.05），bFGF + DAPT组较 bFGF组 Notch1、Jagged1和 Hes1的蛋

白表达降低（P<0.05）。bFGF组较对照组琢-SMA，Col I和 Col III的蛋白表达降低（P<0.05），bFGF + DAPT组较 bFGF组表达升高

（P<0.05）。结论：bFGF可以通过促进 ESC的增殖并通过激活 Notch1 / Jagged1途径抑制其向肌成纤维细胞（Myofibroblasts，MFB）

的分化加快伤口愈合，减少疤痕形成。
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Analysis of the Effect of Basic Fibroblast Growth Factor on the Skin Healing
of Laser Burned Rabbits*

To explore the effect of basic fibroblast growth factor on the skin healing of laser burned rabbits.

The rabbit ears were burned by laser burning with a thermal radiometer. According to the needs of the experiment, they were randomly

divided into three groups: control group, bFGF group, bFGF + DAPT group. The wound area and scar tissue thickness are measured by

ImageJ software, and the residual wound area rate and scar index are calculated regularly. Histological analysis of the amount of new an-

giogenesis in the wound healing of rabbits. The protein expression of Notch1, Jagged1 and Hes1 was analyzed by Western blot. The rela-

tive protein levels of 琢-SMA, Col I and Col III in the healed skin were analyzed by immunofluorescence. The scar index of the

bFGF group was lower than that of the control group (P<0.05), and the scar index of the bFGF + DAPT group was higher than that of the

bFGF group (P<0.05). Compared with the control group, the healing area of the bFGF group was increased (P<0.05), and the healing area
of the bFGF + DAPT group was lower than that of the bFGF group (P<0.05). Compared with the control group, the healing time of the
bFGF group was significantly shorter, with a lower residual wound area and a lower scar index (P<0.05), while the bFGF + DAPT group

showed obvious delayed healing and a higher scar index (P<0.05). The amount of neovascularization in the bFGF group was higher than
that in the control group (P<0.05), and the amount of cardiovascular production in the bFGF + DAPT group was lower than that in the

bFGF group (P<0.05). Compared with the control group, the average thickness of granulation tissue in the bFGF group increased, and the
closure percentage of epidermal space increased (P<0.05). Compared with the bFGF group, the average thickness of granulation tissue in
the bFGF + DAPT group increased, and the closure percentage of epidermal space decreased (P<0.05). H&E staining for histological

analysis showed that compared with the control group and bFGF + DAPT group, the bFGF group had obvious re-epithelialization and

*基金项目：陕西省自然科学基金项目（2017JM8136）

作者简介：董高宏（1973-），男，本科，主治医师，研究方向：皮肤性病学，电话：13572427833，E-mail：DGHtdpfk73822@163.com

△ 通讯作者：孟安锋（1976-），男，本科，副主任医师，研究方向：整形与美容，电话：13571161109，E-mail：menganfeng0508@163.com

（收稿日期：2021-03-07 接受日期：2021-03-31）

4211窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.22 NOV.2021

new blood vessel formation, and the healing efficiency was higher (P<0.05). The protein expression of Notch1, Jagged1 and Hes1 in the
bFGF group was higher than that in the control group (P<0.05), and the protein expression of Notch1, Jagged1 and Hes1 in the bFGF +
DAPT group was lower than that in the bFGF group(P<0.05). The protein expression of 琢-SMA, Col I and Col III in the bFGF group was

lower than that in the control group (P<0.05), and the expression in the bFGF + DAPT group was higher than that in the bFGF group

(P<0.05). bFGF can promote the proliferation of ESC and inhibit its differentiation into myofibroblasts (MFB) by activating

the Notch1/Jagged1 pathway to accelerate wound healing and reduce scar formation.

Basic Fibroblast Growth Factor; Myofibroblasts; Notch1 / Jagged1; Laser Burns; Wound Healing

前言

烧伤是常见的临床疾病，会给患者带来极大的身心伤害，

理想的伤口愈合应保护伤口免受细菌感染并提供潮湿的愈合

环境，同时具有生物相容性并可以促进修复细胞的增殖，迁移，

组织重塑和其他过程[1]。伤口愈合通常涉及多阶段过程和多种

细胞类型。伤口愈合的研究表明，某些生长因子的功能异常在

非愈合伤口中起作用[2]。这些发现指导了先进的生物工程技术

考虑使用外源制备的生长因子和细胞因子。疤痕是伤口愈合的

最常见并发症之一，不仅使患者陷入毁容，功能受损以及身心

痛苦，而且使他们成为家庭和社会的沉重负担。已被广泛证实，

疤痕的主要原因是缺乏 ESC和 MFB的过度增生 ESC位于表

皮基底层和毛囊口中，具有很强的增殖和分化潜能[3]。在生理条

件下，ESC保持皮肤的正常结构和功能，并通过增殖，迁移和分

化来修复损伤[4]。从理论上讲，所有皮肤病变都可以通过 ESC

修复，但是，在严重的皮肤附属物损坏（例如毛囊和汗腺损伤）

的情况下，缺乏毛发和汗腺的疤痕组织很普遍[5]。疤痕中的 ESC

数量低于正常皮肤，而 MFB则更高，这种现象暗示 ESC的增

殖减少和异常分化可能是瘢痕形成的重要原因[6]。ESC的增殖

和分化主要取决于干细胞生态位的调控，包括生长因子，细胞

外基质和信号传导途径等[7]。其中，由 Jagged1介导的 Notch途

径起着重要的作用 [8]。我们之前的研究发现，激活 Notch1 /

Jagged1途径可以促进 ESC增殖并抑制细胞向MFB分化[9]。多

年的临床观察表明 bFGF可以促进伤口愈合并减少瘢痕形成，

但如何调节 ESC 的增殖和分化以及可能的分子机制仍不清

楚。在我们先前的研究中，我们发现 bFGF可以促进 ESC增殖

并抑制细胞向MFB分化。这些效果与 Notch1 / Jagged1途径一

致。因此，我们进行了这项研究，以确定 bFGF是否可以通过激

活 Notch1 / Jagged1途径来调节 ESC的增殖和分化，并最终促

进伤口愈合和减少瘢痕形成。

1 材料和方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 Sprague-Dawley（SD）大鼠（胎儿，年龄：1-3

天，体重：8-10 g，等级：SPF）和新西兰兔（雌性，年龄：8-10周，

体重：2-2.5 kg，等级：清洁）从中山大学实验动物中心获得，并

按照医学部伦理委员会的规定保持在标准条件下。

1.1.2 实验动物 ESC的分离和培养 从新生 SD大鼠皮肤的

背面分离出 ESC。简而言之，从胎儿 SD大鼠的背部采集皮肤

样品，并将其切成片（约 0.3× 0.3 cm2）。在 4℃的 PBS中的

0.5%Dispase II（17105041; Gibco）中孵育过夜后，将表皮薄片与

真皮小心分离，并在 0.25%的胰蛋白酶（25200-056; Gibco）中于

37℃消化 20分钟。收集快速粘附的细胞，并在 37℃的 5%CO2

中于 K-SFM培养基中培养。当培养物达到 70-80%汇合时，细

胞被消化并以 1：2的比例传代。将 SD大鼠的 ESC重新分为

bFGF（10 ng/mL，PHG0264; Gibco），bFGF+DAPT（20 滋mol/ L，
ab120633；Abcam，UK），DAPT 分别是 bFGF 受体和 Notch 信

号转导的特异性抑制剂。

1.1.3 大兔烧伤模型及处理 为了研究 ESC 在疤痕中的功

能，采用了兔耳疤痕模型。灼伤是由 Gubler-Kochetygov热辐射

仪造成的。在烧伤创面诱导后第 5天开始对其进行治疗。对照

（未经治疗的）动物被允许自愈。受伤前，每 12小时四次向 10

只新西兰兔（8-10周大）腹膜内注射 50 mg/kg 5-溴脱氧尿苷，

以鉴定 ESC。施加到耳朵的剃毛皮肤上的燃烧板的温度为

800℃，接触时间为 3 s，伤口的大小为 24 cm2。在全开式麻醉下

（2 -4 mL的 0.1%溶液静脉注射）进行伤口处理。直至伤口闭合。

1.1.4 实验分组 根据实验要求，将兔子随机分为三组：对照

组（激光灼伤伤口只进行消毒处理，允许被自愈），bFGF组（每

天分别向伤口施用 bFGF（10 ng/mL），bFGF + DAPT组（每天向

兔子伤口施用 bFGF，10 ng/mL+ DAPT，20 滋mol/ L）。
1.2 实验方法

1.2.1 伤口愈合及疤痕指数分析 期间记录伤口的愈合时间，

对伤口进行拍照，使用国立卫生研究院 ImageJ软件测量伤口

面积和疤痕组织的厚度，并定期计算残余伤口面积率和疤痕指

数。剩余伤口面积率的计算公式为：残留伤口面积率 = [（第 n

天面积）/（第 0天面积）]× 100%（n=0、10、15、30）。疤痕指数的

计算公式为：疤痕指数 = [（疤痕厚度 -相邻正常皮肤的厚度）/

（相邻正常皮肤的厚度）]× 100%。收集第 0、10、15、和 30天的

伤口组织并将其分成中心两半：一半用于组织学分析和免疫荧

光分析，另一半在液氮中快速冷冻用于蛋白质分析。

1.2.2 组织学分析 收集所有样品和伤口组织，并在 4%的多

聚甲醛中固定过夜。酒精脱水并包埋参数后，使用 Leica

RM2235旋转切片机将样品切成 5毫米的切片。通过连续两次

浸入二甲苯中使切片脱脂，用浓度递减的乙醇进行水合。在

Leica DMI 6000 B自动荧光显微镜或 Leica M205 FA立体显微

镜下观察了用 Masson三色（MTC）和 picrosirius红（PSR）染色

的切片。在 Leica DMI 6000 B自动荧光显微镜下通过交叉偏振

镜观察到双折射胶原蛋白的图像。使用图像 J（1.6.0-24，美国国

立卫生研究院）进行图像分析和数据收集

1.2.3 蛋白质提取和蛋白质印迹分析 用 ProteoPrep誖 总蛋白
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提取试剂盒（PROTTOT-1KT；Sigma）提取大鼠 ESC 或兔组织

的总蛋白，并用 BCA 分析试剂盒（23225; Pierce）测定蛋白浓

度。在 4℃，14,000× g下离心 15分钟后，将上清液转移至新的

试管中。将不同组中等量的总蛋白上样以进行蛋白质印迹分

析。在 200 mA下将蛋白质转移到聚偏二氟乙烯（PVDF）膜

（Millipore，美国）上 1 h。一抗（1：500）在 4℃孵育过夜，二抗（1：

5000）在室温下孵育 2 h。在 ECL底物（美国皮尔斯）中孵育后，

通过将 PVDF膜暴露于放射自显影胶片（日本，柯达）来拍摄图

像 。 抗 Notch1 抗 体 （NB100-105H）， 抗 Jagged1 抗 体

（NB600-450）和抗Hes1抗体（NB600-594）购自 NOVUSBiologi-

cals（USA），靶蛋白的定量 western印迹测量值通过每次印迹中

源自相同样品的 GAPDH的相应测量值进行归一化。一式三份

进行独立实验。

1.2.4 免疫荧光分析 用 PBS洗涤后，将每组的切片在 10%

山羊血清（16210064；Gibco）中于 37℃封闭 30分钟。为了进行

双重标记，添加了两个兼容的小鼠抗一抗的主要抗体：抗 BrdU

（1：250，ab8152; Abcam）和抗 琢-SMA（1：200，ab7817; Abcam），

抗胶原 I（1：1000，ab90395；Abcam），抗胶原蛋白 III（1：500，

ab6310；Abcam），抗锯齿 1（1：500，ab89663；Abcam），兔抗

Notch1（1：500，ab128076；Abcam）和抗 -Hes1（1：100，ab119776;

Abcam）。在 4℃孵育过夜后，将切片用 3%BSA / PBS洗涤，并

与以下二抗孵育 1小时：用 Alex Fluor 488（1：200，ab150113;

Abcam）标记的山羊抗小鼠 IgG和山羊用 Alexa Fluor 594（1：

200，ab150116; Abcam）标记的抗小鼠 IgG。用荧光显微镜（日本

OLYMPUS）记录切片。

1.3 统计分析

用 PRISM5.0软件（GraphPad，CA，USA）分析数据。除非另

有说明，否则值表示为平均值± 标准偏差（SD）。对照组和实验

组之间的表达差异比较是通过 Student t检验进行的。使用单向

方差分析（ANOVA）比较多个组之间的差异，进行 Bonferroni

事后检验进行成对比较。所有统计分析均使用 SPSS 19.0软件

（SPSS，芝加哥，伊利诺伊州，美国）进行，P<0.05表示差异具有
统计学意义。

2 结果

2.1 bFGF降低大兔疤痕指数

bFGF 组较对照组的疤痕指数降低（P<0.05），bFGF +

DAPT组较 bFGF组疤痕指数升高（P<0.05）。（表 1）。

表 1 大兔瘢痕指数比较

Table 1 Comparison of Large Rabbit Scar Index

Groups 15 d 30 d

Control group 2.64± 0.35 2.43± 0.33

bFGF group 1.35± 0.18 1.21± 0.15

bFGF + DAPT group 2.26± 0.29 2.15± 0.25

F 12.337 11.025

P 0.032 0.014

2.2 伤口闭合的定量分析

伤口闭合定量分析表示为伤口愈合面积相对于初始伤口

面积的百分比，比较第 10 d、15 d、30 d的伤口愈合情况，bFGF

组较对照组的愈合面积增加（P<0.05），bFGF + DAPT 组较

bFGF组愈合面积降低（P<0.05），如图 1所示。

与对照组相比，bFGF组的愈合时间缩短，较低的残余伤口

面积和较低的疤痕指数（P<0.05），而 bFGF + DAPT组表现出

明显的愈合延迟和较高的疤痕指数（P<0.05），（表 2）。

表 2 伤口闭合的定量分析

Table 2 Quantitative Analysis of Wound Closing（%）

Groups 10 d 15 d 30 d

Control group 18.37± 3.49 26.24± 4.28 46.05± 5.72

bFGF group 35.06± 5.19 67.15± 6.39 92.34± 11.35

bFGF + DAPT group 22.42± 4.11 41.62± 5.83 71.25± 7.35

F 13.045 11.283 9.126

P 0.013 0.027 0.004

2.3 bFGF刺激伤口组织中的血管生成

bFGF组较对照组的新血管生成量增加（P<0.05），bFGF +
DAPT组较 bFGF组心血管生成量减少（P<0.05）。（表 3）。

2.4 bFGF促进肉芽组织的形成和上皮再形成

术后第 15天评估大兔耳朵伤口中心的肉芽组织厚度和伤

口表皮间隙的闭合百分比，bFGF组较对照组的肉芽组织平均

厚度增加，表皮间隙的闭合百分比升高（P<0.05），bFGF +

DAPT组较 bFGF组肉芽组织平均厚度增加、表皮间隙的闭合

百分比减少（P<0.05）。H＆E染色进行组织学分析发现，与对照

组和 bFGF+DAPT组相比，bFGF组出现明显的再上皮化和新

血管形成，愈合效率较高（P<0.05）。箭头代表血管，圆圈代表炎
性细胞，星形代表表皮，菱形代表胶原纤维，矩形代表成纤维细
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胞，椭圆形代表水肿。（图 2，表 4）。

2.5 bFGF增强 ESCs Notch1 / Jagged1信号转导的表达

bFGF组较对照组 Notch1、Jagged1和 Hes1的蛋白表达升

高（P<0.05），bFGF + DAPT组较 bFGF 组 Notch1、Jagged1 和

Hes1的蛋白表达降低（P<0.05）。（表 5）。

表 3 各组不同时间点伤口组织中的血管生成比较

Table 3 Comparison of angiogenesis in wound tissue at different points in time

Groups 10 d 15 d 30 d

Control group 11.43± 2.65 26.42± 4.13 49.35± 5.83

bFGF group 28.47± 4.15 52.84± 6.39 127.38± 14.25

bFGF + DAPT group 18.62± 2.85 37.63± 4.94 72.01± 7.66

F 12.152 11.745 9.318

P 0.031 0.015 0.003

图 2 H＆E染色

Fig.2 H&E staining

表 4 肉芽组织厚度和上皮再形成能力检测

Table 4 Detection of granulation tissue thickness and epithelial recapacity

Groups Thesh tissue ththickness（mm） Closing of the epidermal clearance（%）

Control group 236.58± 24.47 46.23± 5.72

bFGF group 473.19± 36.01 96.25± 7.31

bFGF + DAPT group 352.66± 28.19 68.54± 6.22

F 11.374 13.208

P 0.015 0.027

2.6 bFGF抑制 ESC向MFB的分化

bFGF组较对照组 琢-SMA，Col I和 Col III的蛋白表达降

低（P<0.05），bFGF + DAPT 组较 bFGF 组表达升高（P<0.05）。
（表 6）。

3 讨论

伤口愈合通常从止血开始，经历由生物力学反应驱动的三

个重叠阶段，即炎症，增殖和成熟[10]。bFGF与其他生长因子一

起在伤口愈合中起着关键作用，bFGF基因敲除小鼠的全厚度

皮肤伤口愈合明显慢于野生型小鼠[11]。此外，许多研究表明，

bFGF的外用促进伤口愈合。例如，一项研究发现，在使用组织

支架和次生分裂厚度皮肤移植物进行组织工程的下肢重建手

术后，通过局部 bFGF注射大大改善了皮肤硬度[12]。相似地，与

阳性对照相比，用与纤维蛋白结合肽融合的 bFGF处理大鼠全

层急性切口后，观察到肉芽增加和上皮形成加速[13]。此外，发现

bFGF治疗糖尿病大鼠切开伤口可将上皮形成，肉芽形成和伤
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口断裂强度提高到非糖尿病小鼠中观察到的水平。

研究表明 bFGF可以加速伤口愈合和平滑上皮形成，这导

致人们认为 bFGF的局部应用还可以防止创伤和烧伤中病理

性瘢痕的形成[14]。一些证据表明，bFGF治疗还可以减少先前存

在的病理性瘢痕，将人肥厚性疤痕植入裸鼠并用控释 bFGF制

剂治疗疤痕可减小疤痕的大小[15]。羟脯氨酸含量也降低，并且

观察到胶原纤维降解。因此，bFGF在肥厚性瘢痕中诱导胶原降

解[16]。在本研究中，我们证明了 bFGF还可以通过激活 Notch1 /

Jagged1途径抑制 ESC向MFB的分化，我们首先通过添加相

关的抑制剂 DAPT并敲低 Jagged1来阻断 Notch1 / Jagged1途

径，以在体外确认我们的猜想，并使用兔耳疤痕模型进行验证，

表明 bFGF 通过抑制通过 Notch1 / Jagged1 途径的 ESC 向

MFB的分化来减少疤痕。

尽管疤痕的机制尚不清楚，但迄今为止，MFB的增生已被

证实是最重要的因素。研究报道，bFGF是体内减少MFB区域

的有效刺激剂，大概是因为其对 琢-SMA表达的下调以及MFB

快速诱导凋亡的作用 [17]。细胞治疗方面的最新研究还发现，

bFGF可以抑制心脏干细胞向MFB的分化，从而改善心肌梗塞

后细胞外基质的失调 [18]。尽管这些发现表明 bFGF可以减少

MFB的形成，但它对 ESC的作用仍是未知的，ESC在伤口愈

合和上皮再生中起着关键作用。在此，我们推测 bFGF可能类

似地抑制 ESC向MFB的分化。在我们的体外研究中，我们检

测到了 琢-SMA的表达，这是MFB的特异性标记，可以直接显

示出 ESCs向MFB的分化。同时，我们还检查了 MFB代谢产

物 Col I和 Col III的表达，以间接反映 ESCs向MFB的分化，

这与免疫荧光分析的结果一致表明，bFGF组中 琢-SMA，Col I

和 Col III的表达低于其他组，这表明 bFGF可以抑制 ESC向

MFB的分化。

已经证实，Notch1 / Jagged1途径在干细胞中起重要作用，

Hes1阻遏物是 Notch信号传导下游造血干细胞发育的重要调

节剂[19]。通过激活其下游基因 Hes1，Notch1/Jagged1途径主要

促进干细胞增殖并抑制其分化[20]。在我们以前的研究中，我们

发现激活 Notch1/Jagged1途径有助于促进 ESC的增殖并抑制

细胞的分化，这与上述 bFGF对 ESC的作用是一致的。因此，我

们认为 bFGF可能通过激活 Notch1/Jagged1途径来调节 ESC。

在我们目前的体外研究中，我们首先检测了每个组的 Jagged1，

Notch1和 Hes1的表达，发现在 bFGF组中这要比其他组高得

多。作为一种 酌-分泌酶抑制剂，DAPT可以通过阻断 NICD的

裂解来抑制 Notch途径，这对于激活下游靶基因的转录是必不

可少的，这表明 bFGF可能主要通过激活 Jagged1起作用。兔子

的耳朵伤口模型一直是理想的模型，为了验证我们在体内的发

现，我们在兔耳伤口模型上进行了动物研究，通过观察伤口愈

合时间并测量伤口面积和疤痕组织的厚度，我们发现 bFGF可

以促进伤口愈合并减少疤痕，这些结果与 bFGF在临床观察中

的功能一致。众所周知，正常的皮肤组织是由表皮，真皮和皮肤

附件组成的。在表皮和真皮组织的交界处，我们经常看到一个

清晰的乳头状结构和基底细胞，ESCs驻留在其中。在我们的体

内研究中，我们在 30天之内收集了不同组的组织以进行病理

学检测，发现 bFGF促进了上皮再形成，皮肤附着再生和胶原

蛋白的重新分配，具有更清晰的细胞层，更多的表皮脊等。

Notch1/Jagged1通路参与调节毛囊进入真皮的研究并维持产

后头发的稳态，而 DAPT可以调节人毛囊干细胞的增殖和分

化，我们发现 Notch1/Jagged1途径在 bFGF促进伤口愈合的过

程中也起着重要作用。当我们通过 DAPT抑制 Notch信号通路

时，bFGF对伤口愈合的功能减弱，证实 Notch1信号通过细胞

质线粒体途径和核转录调控抑制人牙囊干细胞的凋亡。

综上所述，我们的研究显示，bFGF可以通过促进 ESC的

增殖并通过激活 Notch1/Jagged1途径抑制其向 MFB的分化加

快伤口愈合，减少疤痕形成。
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