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成骨细胞特异性因子 2及其相关因子在大鼠

皮肤创面瘢痕重塑期中的表达变化及意义

李博仑 侯俊杰 聂芳菲 秦泽莲 赵霞 张哲 马勇光

【摘要】 目的 观察成骨细胞特异性因子 2（PN）、血管生成素 -1（Ang-1）、血管内皮生长因子（VEGF）及

其受体 2（Flk-1）在创面及瘢痕中的表达情况，探究其对创伤愈合和瘢痕形成的意义。 方法 雄性 SD 大鼠 82

只，按随机数字表法将大鼠按预定处死时间分组，每组 8～9 只，背中部脊柱旁左右各制备 1 个皮肤全层（正常

皮肤）及皮下浅层组织的创面（2�cm×2�cm），观察创面瘢痕并测量愈合面积；苏木素 - 伊红（HE）染色行组织病

理学观察，免疫组化法检测 4～8 周创面瘢痕 PN、Ang-1、VEGF、Flk-1 的表达；各时间点用蛋白质免疫印迹试

验（Western�blotting）检测 PN、Ang-1、VEGF 的表达。以正常皮肤作为对照。结果 HE 染色显示，4～8 周创面

组织已愈合、完成了上皮化。 免疫组化结果显示，愈合创面组织中 Flk-1 表达量与正常皮肤无差异，PN 表达量

（A 值 /滋m

2

）仅在伤后 5 周低于正常皮肤（2.43±0.44 比 4.24±0.50，P＜0.05），4、5、6、8 周 Ang-1 与 VEGF 的表

达量（A 值 /滋m

2

） 均低于正常皮肤（Ang-1：3.51±0.93、 3.10±0.57、 2.77±0.59、 2.77±1.26 比 4.89±0.48，

VEGF：1.76±0.68、 1.75±0.49、 1.99±0.42、 1.94±0.86比 4.86±1.63，均 P＜0.05）；在创面瘢痕中，PN、Flk-1 的

阳性信号主要集中于细胞内，Ang-1、VEGF 的阳性信号主要存在于细胞外基质。 Western�blotting结果显示，PN、

Ang-1、VEGF 表达均在创面 10�d 时达到高峰，并高于正常皮肤表达量的 7.90～22.56 倍（PN：2.45±1.51 比

0.31±0.19，Ａng-1：18.43±15.20 比 1.53±1.42，VEGF：6.09±4.66比 0.27±0.13，P＜0.05 或 P＜0.01）， 随后迅

速下降。 结论 PN、Ang-1、VEGF、Flk-1 在大鼠全层皮肤缺损创面愈合过程中存在一过性的表达升高，在创面

瘢痕中的表达部位和局部表达量与创伤早期相比有一定区别； 它们共同参与了大鼠全层皮肤缺损创面修复的

过程，其作用可能在创伤修复过程的增生期，在瘢痕中的低表达可能与大鼠的无瘢痕愈合有关。
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【

Abstract

】

Objective To�investigate�the�expressions�of�periostin�（PN）， angiopoietin-1�（Ang-1）， vascular�

epithelial�growth�factor�（VEGF）and�fetal�liver�kinase-1�（Flk-1）during�the�processes�of�scar�formation�and�modulation�in�rat�

cutaneous�wounds�and�probe�into�their�roles�in�wound�healing�and�scaring.�Methods Eighty-two�male�Sprague-Dawley�

（SD） rats�were�randomly�divided�into�10�groups�with�8-9�rats�in�each�group.�Two�2�cm×2�cm�full-thickness�excisional�

wounds�in�the�back�were�created�in�each�rat.�The�wound�surface�was�observed， and�the�healing�area�was�measured.�The�

pathological�change�was�observed�after�hematoxylin�and�eosin�（HE） staining.�The�expressions�of�PN， Ang-1， VEGF�and�

Flk-1�in�wound�surface�scar�at�4-8�weeks�were�determined�with�immunohistochemistry.�The�expressions�of�PN， Ang-1�

and�VEGF�were�determined�by�Western�blotting.�The�normal�skin�was�served�as�control.�Results HE�staining�showed�

that� the�wound� surface� tissue� had� healed�with� epithelization� at� 4-8�weeks.� Immunohistochemistry� results� showed� that�

there�was�no�significant�difference�in�Flk-1�expression�between�wound�surface�tissue�and�normal�skin.�The�PN�expression�

（A�value/滋m

2

） in�wound�surface� tissue�was� significantly� lower� than� that� in�normal� skin� at� 5�weeks�（2.43±0.44�vs.�

4.24±0.50， P＜0.05）， and�the�expression�of�Ang-1�and�VEGF�（A�value/滋m

2

） at�4， 5， 6， 8�weeks�was�significantly�

lower�than�that�in�normal�skin�（Ang-1： 3.51±0.93， 3.10±0.57， 2.77±0.59， 2.77±1.26�vs.�4.89±0.48； VEGF：

1.76±0.68， 1.75±0.49， 1.99±0.42， 1.94±0.86� vs.� 4.86±1.63， all� P＜0.05）.� In�wound� surface� scar， PN� and�

Flk-1�positive�signal�was�found�in�cell， and�the�Ang-1�and�VEGF�positive�signal�in�extracellular�matrix.�Western�blotting�

data�demonstrated�that�the�expressions�of�PN， Ang-1�and�VEGF�peaked�at�the�10th�day�after�excision�with�increases�to�

7.90-22.56�folds�compared�with�normal�skin�（PN： 2.45±1.51�vs.�0.31±0.19， Ang-1： 18.43±15.20�vs.�1.53±1.42，

VEGF： 6.09±4.66�vs.� 0.27±0.13， P＜0.05�or�P＜0.01）， and� then� followed�with� a� decrease.�Conclusions PN，

Ang-1， VEGF�and�Flk-1�are�transiently�overexpressed�in�early�stage�of�full-thickness�cutaneous�wound�healing�in�rats.�

Their�expressions�vary�in�wounds�and�scars.�They�participate�in�the�healing�of�full-thickness�cutaneous�wounds�together�

and�may�be�essential�for�the�proliferation�stage�during�wound�healing.
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皮肤创面愈合主要分为炎症期、 增生期和重塑

期，包括炎症反应、肉芽组织形成、伤口收缩、再上皮

化、组织重塑等过程，受到多种细胞因子的调控

［

1

］

。

血管形成是创伤愈合的重要环节。 本课题组前期用

免疫组化法对成骨细胞特异性因子 2（PN）、血管生

成素 -1（Ang-1）、血管内皮生长因子（VEGF）及其受

体 2（Flk-1）等血管相关因子在大鼠全层皮肤缺损

创面中的表达进行定位研究， 并分析证明这些因子

在伤后早期创面组织中高表达； 直至创面表皮化后

（伤后 3 周）， 除 Flk-1 外的各因子局部表达仍高于

正常皮肤

［

2

］

。 现有的其他类似研究观察时间多不超

过伤后 4 周

［

3-4

］

，上述因子在表皮化后的创面瘢痕中

的表达规律少有研究。因此，本实验观察了表皮化后

更长时间大鼠创面瘢痕中各因子的定位表达情况，

并对伤后 4～8 周创面中各因子的表达进行定量，以

明确其在大鼠创面瘢痕中的表达规律。

1 材料与方法

1.1 实验动物及模型制备： 雄性 SD 大鼠 82 只，由

北京大学医学部实验动物科学部提供， 动物许可证

号：SYXK（京）2011-0039，体质量 220～260�g。 本实

验经北京大学医学部伦理委员会批准并按照动物伦

理学要求处置动物。 术前 12�h 禁食，腹腔注射戊巴

比妥 50�mg/kg，背部刮毛，背中部脊柱旁左右各制备

1 个皮肤全层及皮下浅层组织创面（2�cm×2�cm），压

迫止血。 切下的皮肤组织即为正常皮肤标本。

1.2 创面标本取材及处理：按随机数字表法将大鼠

按预定处死的时间点分组，术后 1、4、7、10�d 和 2、4、

5、6 周每个时间点 8只， 术后 3周、8周每个时间点

9只。 4～8 周测量创面瘢痕面积。 过量麻醉处死大

鼠，切取双侧创面及周围组织（3�cm×3�cm），左侧组

织经多聚甲醛固定后用于组织病理学观察及免疫组

化检测； 右侧组织置于液氮中，-80�℃冰箱保存，用

于蛋白质免疫印迹试验（Western�blotting）检测。

1.3 组织病理学观察及免疫组化检测：按常规方法

行苏木素 - 伊红（HE）染色，进行组织病理学观察。

进行 PN、Ang-1（均为英国 Abcam 公司）、VEGF、

Flk-1（均为美国 Santa�Cruz 公司）免疫组化染色，在

400 倍显微镜下紧邻表皮层下方区域随机选取 6 个

视野， 采用 Image-Pro�Plus�6.0 软件进行图像分析，

检测其积分吸光度（A） 值。 以 A 值除以视野面积

（46�875�滋m

2

）作为平均 A 值（单位：A 值 /滋m

2

）。计算

每张切片 6个视野的平均 A 值的均数。

1.4 Western�blotting 检测： 按常规方法用提取的蛋

白样品进行电泳，再用硝酸纤维素膜转膜，250�mA、

150�min。 转膜后以 5%�牛血清白蛋白（BSA）室温封

闭 1�h，加一抗（所有因子抗体同免疫组化法），4�℃

过夜。 以含吐温 20 的三羟甲基氨基甲烷缓冲液

（TBST） 漂洗后加入荧光二抗， 再次漂洗后以美国

ODYSSEY 公司的红外荧光双色激光成像系统进行

分析。 β-肌动蛋白（β-actin）作为内参基因。

1.5 统计学分析：以 SAS�9.0 软件进行分析，检测数

据用均数±标准差（x±s）表示，多组数据的比较采

用方差分析（ANOVA）， 不能使用参数检验时采用

Kruskal-Wallis�检验； 两组数据的比较采用 t 检验，

P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 大鼠创面瘢痕观察及面积测量： 术后 4 周，创

面表皮化已完成，瘢痕中心区域为暗红色，接近正常

皮肤处为白色；瘢痕略挛缩，正常皮肤微凸向瘢痕区

域；以后瘢痕颜色逐渐淡化。 术后 8周，绝大部分创

面瘢痕颜色变浅、接近正常肤色，个别瘢痕中心区域

仍为红色，但颜色浅、面积缩小。

4、 5、 6、 8 周大鼠创面瘢痕面积（mm

2

）分别为：

37.91±14.35、 39.75±7.14、 28.97±7.43、 30.03±14.77，

各时间点瘢痕面积之间比较差异无统计学意义

（F＝1.55，P＝0.2229）。

2.2 HE 染色观察（图 1）：显微镜下观察，4～8 周的

愈合创面组织均已完成上皮化， 组织平面与周围正

常皮肤水平一致、无凸起。

2.3 免疫组化染色观察（图 2）：正常皮肤的表皮和

毛囊中 PN、Ang-1、VEGF、Flk-1 表达较真皮中多；

真皮中它们主要表达于成纤维细胞。创面上皮化后，

愈合创面组织中的 PN、Flk-1 表达特征与其在正常

皮肤中的表达相似，仍是表皮中表达高于真皮，真皮

中主要表达于细胞内， 细胞外基质中亦有表达；

Ang-1、VEGF在创面上皮化后的表达特征与其在正

常皮肤中的表达不同，主要表达于细胞外基质，细胞

成分无明显深染。

2.4 免疫组化检测结果（表 1）：5 周时创面瘢痕 PN

表达量明显低于正常皮肤（P＜0.05），而 4、 6、 8 周

图 1 镜下观察大鼠皮肤创面组织病理学改变 正常皮肤（a）；

创面愈合 6 周时（b）创面中胶原纤维大体上平行于表皮排列，其

间散在分布成纤维细胞和毛细血管；绿色箭头示皮脂腺，红色箭

头示血管，蓝色箭头示成纤维细胞 HE染色 高倍放大

2b 2c211!�n211!�n
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时 PN表达量与正常皮肤比较差异无统计学意义。

4～8 周创面瘢痕中 Ang-1、VEGF 表达量明显

低于正常皮肤（字

2

值分别为 19.3501 和 17.3671，

P 值分别为 0.0007和 0.0016）；而各时间点间创面瘢

痕 Ang-1、VEGF 表达量差异均无统计学意义

（字

2

值分别为 3.3899 和 1.7386， P 值分别为 0.3353

和 0.6284）。

4～8 周创面瘢痕中 Flk-1 表达量与正常皮肤

比较差异无统计学意义（F＝0.90，P＝0.4779）。

2.5 Western�blotting 检测结果（表 2；图 3）：各因子

在各时间点间的表达量有所不同。 10�d 时创面 PN、

Ang-1、VEGF 表达达到峰值， 高于正常皮肤 7.90～

22.56 倍（P＜0.05或 P＜0.01）。

3 讨 论

PN 是一种细胞外基质蛋白，通过细胞膜表面整

合素影响细胞黏附，促进创伤愈合

［

5-6

］

。 本课题组前

期的研究发现，PN 可以促进人皮肤成纤维细胞的增

殖、迁移和黏附，并可以在酸性条件下增强血管内皮

细胞功能

［

7

］

。 本课题组前期的研究还发现，用免疫组

化法观察大鼠全层皮肤缺损创面伤后 3 周内 PN 等

因子的表达发现，PN 蛋白在伤后 7�d 表达达到高

峰，创面在伤后 10～14�d 完成上皮化

［

2

］

。 本次实验

图 2 显微镜下观察大鼠正常皮肤和全层皮肤缺损愈合 6 周时创面中相关因子的表达 正常皮肤中成骨细胞特异性因子 2（PN）在真皮主

要表达于成纤维细胞，在细胞外基质表达极少（a）；创面 PN表达于细胞和细胞外基质，细胞中表达较多（b）；正常皮肤和创面真皮中血管生

成素 -1（Ang-1）在细胞和细胞外基质均有表达（c、d）；正常皮肤和创面真皮中血管内皮生长因子（VEGF，e、f）及其受体 2（Flk-1，g、h）均主

要表达于成纤维细胞，在细胞外基质表达较少；绿色箭头示皮脂腺，红色箭头示血管，蓝色箭头示成纤维细胞 免疫组化 高倍放大

表
1 免疫组化法检测大鼠全层皮肤缺损愈合创面

中 PN、Ang-1、VEGF、Flk-1 的表达结果（x±s）

注：PN：成骨细胞特异性因子 2，Ang-1：血管生成素 -1，VEGF：

血管内皮生长因子，Flk-1：血管内皮生长因子受体 2；与正常

皮肤组比较，

a

P＜0.05

组别

动物

数

PN

（A值 /滋m

2

）

Ang-1

（A值 /滋m

2

）

VEGF

（A值 /滋m

2

）

Flk-1

（A值 /滋m

2

）

正常皮肤组 8 4.24±0.50 4.89±0.48 4.86±1.63 4.11±1.28

创面 4周组 8 3.55±1.19

3.51±0.93

a

1.76±0.68

a

4.96±0.64

创面 5周组 8

2.43±0.44

a

3.10±0.57

a

1.75±0.49

a

4.81±0.98

创面 6周组 8 4.48±1.26

2.77±0.59

a

1.99±0.42

a

4.71±0.76

创面 8周组 9 3.75±1.28

2.77±1.26

a

1.94±0.86

a

4.62±0.96

表
2 Westem�blotting 检测大鼠全层皮肤缺损愈合创面中

PN、Ang-1、VEGF的表达结果（x±s）

注：Western�blotting：蛋白质免疫印迹试验，PN：成骨细胞特异性

因子 2，Ang-1：血管生成素 -1，VEGF：血管内皮生长因子；与

正常皮肤组比较，

a

P＜0.01，

b

P＜0.05

组别 动物数 PN Ang-1 VEGF

正常皮肤组 8 0.31±0.19 1.53± 1.42 0.27±0.13

创面 1�d组 8 0.36±0.23 2.84± 2.00 1.18±1.56

创面 4�d组 8 1.01±0.86 3.30± 2.51

1.89±1.34

b

创面 7�d组 8 0.32±0.14 1.64± 0.66 0.39±0.12

创面 10�d组 8

2.45±1.51

a

18.43±15.20

b

6.09±4.66

a

创面 2 周组 8

0.07±0.08

a

0.15± 0.15

b

0.17±0.09

创面 3周组 9

0.08±0.04

b

0.24± 0.15

b

0.21±0.33

创面 4周组 8 0.54±0.78 1.83± 3.18 0.51±0.66

创面 5周组 8 0.26±0.14 2.30± 1.66 0.29±0.24

创面 6周组 8

1.02±0.71

a

0.68± 0.64 1.06±0.83

创面 8周组 9 0.23±0.21

0.08± 0.04

b

0.33±0.20

PN：成骨细胞特异性因子 2，Ang-1：血管生成素 -1，VEGF：

血管内皮生长因子，β-actin：β-肌动蛋白，M：Marker，

1�~�8：正常皮肤，9�~�17：伤后 8周创面瘢痕

图 3 蛋白质免疫印迹试验检测大鼠全层皮肤缺损

愈合创面中相关因子的表达
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Western�blotting 结果发现，PN 蛋白在伤后 10�d 时表

达达到高峰；伤后 7～10�d 创面上皮化尚未完成，仍

处于创伤修复增生期。 我们前期的研究还发现，PN

在瘢痕疙瘩、 增生性瘢痕、 难愈合创面中也呈高表

达，这些组织也均处于增生状态，故推测 PN 的高表

达与组织的增生状态密切相关，PN 高表达增强了成

纤维细胞、血管内皮细胞、角质形成细胞等细胞的功

能，促进了创伤修复和愈合；在瘢痕组织中，PN 过表

达促进了瘢痕组织持续增生。

我们前期研究发现， 在伤后 3 周创面 PN 的表

达仍高于正常皮肤

［

2

］

。 因此，本实验观察了 PN 在大

鼠表皮化之后创面瘢痕中的表达情况。 免疫组化结

果发现，PN 表达在伤后 4 周降至正常皮肤水平，

5 周明显低于正常皮肤水平， 在 6 周恢复到正常皮

肤表达水平。PN 在大鼠创面瘢痕中的表达分布与正

常皮肤的表达特点相似。 Western�blotting 结果显示，

PN 表达水平于伤后 10�d 达高峰，随后下降，至 8 周

时在创面瘢痕中其表达量与正常皮肤相当。 本课题

组前期发现，在人正常皮肤、增生性瘢痕和瘢痕疙瘩

组织及其成纤维细胞中，PN 基因和蛋白表达梯度

增高；PN 蛋白促进人正常皮肤成纤维细胞增殖等功

能

［

8

］

；病理性瘢痕的治疗药物氢化可的松可抑制增

生性瘢痕和瘢痕疙瘩成纤维细胞中 PN 的表达

［

9-10

］

。

PN 可通过增加转化生长因子 -茁（TGF-茁）的表达刺

激胶原形成和组织纤维化

［

11

］

，而 TGF-茁 与组织纤维

化具有明确的关系

［

12

］

，并可调控 PN 的表达

［

13

］

。 故推

测，PN 对皮肤过度增生性瘢痕的形成可能有重要作

用， 大鼠瘢痕中 PN 表达下降至正常水平与无瘢痕

愈合可能有一定关系。

本实验发现，Ang-1 和 VEGF 在大鼠全层皮肤

缺损创伤后表达升高。 Ang-1 可促进血管的形成和

稳定，抑制血管通透性

［

14

］

。Ang-1在创面中的作用可

能是促进新生血管的稳定、抑制炎性细胞的渗出。在

创面中，VEGF 由血管内皮细胞产生，可促进白细胞

黏附，增加血管通透性，促进内皮细胞增生和迁移，

促进血管新生。 Zhou 等

［

15

］

研究发现，联合使用两种

分子对缺血性疾病动物模型的治疗效果优于单独使

用一种分子，其原因可能在于 VEGF 与 Ang-1 的作

用相互补充，共同促进缺血组织的血管形成。这可能

就是 Ang-1 与 VEGF 在大鼠皮肤全层缺损创伤愈

合过程中的作用所在。

免疫组化结果显示，4 周后各因子的表达与早

期创面相比阳性信号明显减弱。 近年亦有 Ang-1、

VEGF 与纤维化有关的报道

［

1

］

。 PN、Ang-1 和 VEGF

在伤后 4～8周的表达下降至正常或更低水平，这一

时期是创面瘢痕形成和重塑的时期。 上述因子在人

的过度增生性瘢痕中高表达， 而在大鼠创面瘢痕中

表达不高。 我们推测 PN、Ang-1、VEGF、Flk-1 表达

水平的降低和分布特点的改变可能与大鼠的瘢痕重

塑，最终达到无瘢痕愈合有一定关系。然而这一猜测

和具体机制有待进一步的研究证实。

本实验结果表明，PN、Ang-1、VEGF 共同参与了

大鼠全层皮肤缺损创面的修复过程， 其重要作用可

能在创伤修复过程的增生期； 推测创面瘢痕中各因

子表达水平下降可能与皮肤创面无瘢痕愈合有关。
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