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藻酸盐敷料与 mEGF联合应用对难愈性创面 bFGF

影响的随机对照试验
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 摘要! 目的: 探讨联合应用藻酸盐敷料 ( alg inate dressing)与冻干鼠表皮生长因子 ( m ouse epiderm a l grow th fac

tor, mEGF )对难愈性创面碱性成纤维细胞生长因子 ( basic fibrob last g row th fac to r, bFGF )表达的影响, 评价其疗效。方

法: 采用前瞻性、随机、对照设计方法,选择经常规换药抗炎治疗 1个月创面仍未愈合的 18例患者, 年龄 18~ 61岁,平

均 36 4岁; 男 12例,女 6例; 足部 11例, 小腿 3例, 手 4例。随机分成 3组:藻酸盐敷料与 mEGF联合治疗组 ( A组 )、

mEGF治疗组 ( B组 )、常规治疗组 ( C组 ) ,每组 6例。治疗 7、14、21、28 d后评价其创面愈合指数, 7 d和 14 d时行活

组织检查常规病理学观察, 免疫组织化学 SP法评定 bFGF表达阳性细胞数目。结果: A、B组创面愈合均明显, A组较

B组突出 (P < 0 05)。病理学检查显示: A组创面修复细胞增殖明显,表皮增厚, 上皮化活跃; B组虽也有类似改变,但

不如 A组显著。免疫组织化学 SP染色显示: 3组 bFGF表达均有上调,但以 A组最为显著 (P < 0 05)。结论: 藻酸盐

敷料与 mEGF联合应用治疗难愈性创面,能协同两者优势, 较单用 mEGF疗效更佳。

 关键词! 藻酸盐; 表皮生长因子; 碱性成纤维细胞生长因子; 创伤愈合; 随机对照试验

Effec ts of alginate dressing and mouse ep iderm al grow th factor comb ination therapy on expression of basic fib rob last
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ABSTRACT Objective: To exp lo re the influence of a lg inate dressing and mouse epiderm a l grow th fac to r ( mEGF ) com b ina

tion the rapy on express ion o f basic fib roblast grow th facto r in patients w ith refractory w ound and eva luate its clin ica l e ffect.

M ethods: E ighteen patients of sk in defects trea ted by change dressing for one m onth in th is study. There w ere 12 m ales and

6 fem ales aged from 18 to 61 yea rs ( m ean 36 4 years). Thew ounds occurred at foot in 11, calf in 3 and the hand in 4. The pa

tients w ere random ly div ided in to 3 groups( the rew ere 6 cases in every g roup): a lg inate dressing andmEGF group ( g roup A ),

mEGF group ( group B) and contro l group ( group C). W ound c losure indexes w ere m easured in 7, 14, 21, 28 days. The sam

p les w ere harvested in 7, 14 days fo r pa tho log ic exam ination and the po sitive sta in ing ce lls o f basic fibroblast grow th factor ( bF

GF ) w ere determ ined by SP immunohistochem ica l sta in ing techn ique. R esults: W ound hea ling w as promo ted in g roup A and

g roup B and the w ound c losure indexes w as increased in g roup A (P < 0 05). P atho log ical exam ination show ed the ep iderm is

w as thicker in group A than that in g roup B. T rea tm ent by the a lg inate dressing comb ined w ith themEGF, ang iogenesis was ac

tive and g ranu lation was enhanced. The express ion o f the bFGF w as show n in the fibroblasts, the blood cap illa ries and the basa l

layer of the epiderm is in group A, B and C. The rew as sign ificant d iffe rence be tw een g roup A and g roup B (P < 0 05), group B

and g roup C(P < 0 05). Conc lu sion: Comb ination therapy of a lg ina te dress ing and mEGF have a better resu lts than tha t w ith

mEGF only in patien ts w ith refractory wound.
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严重创伤常常导致较大面积的皮肤缺损, 如何覆盖这些

创面是一个非常重要的课题。临床常用自体皮转移、移植

和同种异体皮、异种皮以及其他生物材料覆盖来消灭创面,

然而这些方法很多患者心理上难以接受, 且存在增加创伤、

引起排异反应等弊端。如何促进创面的自我修复来消灭皮

肤缺损一直是人们不断探索的难题。我们的研究试图前瞻

性地将藻酸盐敷料 ( a lg inate dress ing )与冻干鼠表皮生长因
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子 ( m ouse epide rm al grow th facto r, mEGF )联合应用于难愈性

的皮肤创面, 通过观察其对组织病理和创面碱性成纤维细

胞生长因子 ( basic fibroblast grow th factor, bFGF )表达的影

响 ,评价其疗效。

1 材料与方法

1 1 药物、试剂与器材 藻酸盐敷料购自康乐保 (中国 )有

限公司, 国药管械 (进 )字 2000第 1694号。冻干鼠表皮生长

因子购自杭州天目北斗生物制药有限公司 ( S19990001 ), 使

用时配制成 5 000 IU /m ,l 4 # 冰箱保存。 SP免疫组化试剂

盒、二氨基联苯胺 ( DAB )显色剂、bFGF试剂盒等均购自北京

中山生物技术有限公司,其他常用试剂由浙江省人民医院病

理科提供。主要设备有德国 Leica病理系统: RM2135切片

机, ST5020自动染色机, ASP300脱水机; 显微摄影系统 ( O

lym pus BX51) ; M IAS病理图像分析系统。

1 2 临床资料 因急性创伤所致皮肤缺损创面,经常规换药

抗炎治疗 1个月仍未愈合,且创面大于 12 cm2而无感染者,

取得患者同意后纳入本研究。合并有糖尿病、严重心肾功能

不全、严重消耗性疾病及其他全身情况较差的患者予以排除。

本组 18例,性别、年龄以及创面所在部位等一般资料见

表 1。 3组一般资料经统计学分析,差异无统计学意义 (P >

0 05)。各病例按年龄大小从小到大排序后, 根据随机数目表

法分成 3组: 藻酸盐敷料与 mEGF联合治疗组 ( A组 )、mEGF

治疗组 ( B组 )、常规治疗组 ( C组 ),每组 6例。

表 1 各组平均年龄、性别、创面所在部位

Tab. 1 The m ean age, the sex and the position of the

wound in d ifferen t groups

组别
病例

(例 )
年龄 (  x ∃ s)

性别 (例 )

男 女

创面所在部位 (例 )

足 小腿 手

A 6 36 6 ∃ 13 9 4 2 3 2 1

B 6 31 8 ∃ 12 1 2 4 5 1 0

C 6 40 8 ∃ 11 0 6 0 3 0 3

1 3 治疗方法 创面彻底清创后, 周围擦拭干净。A组将

mEGF以 100 IU / cm2创面均匀喷洒于合适大小藻酸盐敷料上

后 覆盖; B组用普通纱布代替藻酸盐敷料如前法处理; C组用

凡士林纱布贴敷创面, 各组处理完毕后均覆以普通纱布。治

疗过程中注意无菌操作。前 1周左右创面渗出较多, 每日换

药,渗出减少后隔日换药。

1 4 评价指标及方法

1 4 1 取材及标本制备 治疗后 7、14 d切取少量创面边缘

组织, 10%中性甲醛固定, 乙醇脱水, 二甲苯透明, 浸蜡包埋

后, 4 m厚连续切片备用。

1 4 2 创面愈合指数评定 治疗开始时和治疗后 7、14 d用

透明硫酸纸描记创面面积, 采用称重法计算创面愈合指数。

愈合指数 = (治疗前重量 -治疗后重量 ) /治疗前重量

1 4 3 组织病理学观察 石蜡切片常规脱蜡至水后, 用苏木

精 -伊红 ( HE)染色法染色,光镜下观察。

1 4 4 免疫组织化学染色 石蜡切片常规脱蜡至水; 3%

H 2O2甲醇液阻断内源性过氧化物酶活性, 10 m in; 蒸馏水洗

2次,各 5 m in; 0 01 mm ol/L柠檬酸液 ( pH 6 0) , 92~ 98 # 下

抗原热修复, 10 m in,冷却后放入 PBS液; 5%小牛血清室温下

封闭非特异性抗原, 10 m in; 滴加 bFGF一抗, 4 # 冰箱过夜;

PBS液冲洗后滴加生物素标记的二抗, 37 # 孵育 30 m in; PBS

液洗,滴加 SP液 37 # 30 m in; PBS洗; 镜下控制 DAB显色;

苏木精复染, 常规梯度乙醇脱水、二甲苯透明、中性树胶封片,

显微镜下观察。以细胞染色中出现棕色为阳性, 同时设不加

一抗的阴性对照。各样本 400倍光镜下,随机选择 5个视野,

每个视野观察 100个细胞,统计阳性细胞数。

1 5 统计学分析 用 SPSS 12 0统计软件对数据进行统计

学处理, 计量资料 (  x ∃ s)均用单因素方差分析 q检验, 计数资

料用多个独立样本秩和检验。

2 结果

2 1 创面愈合指数 治疗后 7 d, A、B组均可见创面明显缩

小,与 C组比较差异有统计学意义 (P < 0 05); 14 d时, A组

与 B、C组差异有统计学意义 (P < 0 05 ), A组有 3例创面基

本完成修复, B组仅 1例创面愈合, C组创面缩小明显不如 A、

B组 (P < 0 05); 21 d时, A组有 1个创面未闭合 , B组有 3例

大体上愈合, C组无一例闭合; 28 d时, A组所有创面均已基

本愈合, B组仍有 1例未能闭合, C组仅 2例创口闭合。见图

1, 表 2。
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表 2 不同时相创面愈合指数变化 (% ,  x ∃ s)

Tab. 2 The change of the w ound closure indexes in

differen t tim es( % ,  x ∃ s)

组别 7 d 14 d 21 d 28 d

A 37. 83 ∃ 4. 22* 85. 00 ∃ 9. 10* % 94. 33 ∃ 6. 28* % 99. 17 ∃ 1. 00*

B 32. 17 ∃ 4. 49* 73. 17 ∃ 7. 44* 85. 17 ∃ 9. 13* 95. 50 ∃ 5. 54*

C 23. 83 ∃ 5. 27 54. 83 ∃ 8. 45 64. 83 ∃ 6. 11 85. 00 ∃ 7. 80

注:与 C组比较, * P < 0 05;与 B组比较, % P < 0 05

Note: Com pared w ith group C, * P < 0 05; com pared w ith group B, % P <

0 05

2 2 组织病理学观察 治疗后 7 d, A、B组均可见创面表皮

增厚, 表皮角质增多增粗,提示上皮再生活跃, 但 A组还可见

组织结构较为完整, 基底细胞层趋于柱状,结合较为紧密, 成

纤维细胞较多, 胶原排列较为有序, 有少量毛细血管生成。而

C组几乎没有以上变化。治疗后 14 d, A组可见组织结构基

本完整, 表皮层角化,全层趋于修复,基底细胞更趋于柱状, 成

纤维细胞和胶原较前均明显增多, 并由较多毛细血管生成。

B组也有类似改变, 但不如 A组明显。 C组较前有所改善, 但

组织中毛细血管根少 ,成纤维细胞数较少, 胶原排列紊乱。

2 3 免疫组织化学观察 免疫组织化学 SP法染色发现, bF

GF染色阳性的细胞主要定位于成纤维细胞和血管内皮细胞。

7 d时, A、B组 bFGF染色阳性细胞均开始增多, A组较为明

显 (P < 0 05); 14 d时, A、B组阳性细胞表达继续增加,仍以

A组增加较为显著 (P < 0 05), C组略有增多, 但其与 A、B组

相比差异有统计学意义 (P < 0 05)。见图 2, 3,表 3。

表 3 各组 bFGF阳性染色细胞数变化 (% ,  x ∃ s)

Tab. 3 The change of the num ber of the positive

stain ing ce lls of bFGF in d ifferent groups(% ,  x ∃ s )

组别 7 d 14 d

A 46. 50 ∃ 2. 88* % 60. 83 ∃ 3. 67* %

B 41. 83 ∃ 3. 97* 56. 00 ∃ 3. 41*

C 33. 50 ∃ 3. 45 43. 67 ∃ 4. 32

注:与 C组比较, * P < 0 05;与 B组比较, % P < 0 05

Note: Com pared w ith group C, * P < 0 05; com pared w ith group B, % P <

0 05

3 讨论

表皮生长因子 ( epiderm a l grow th factor, EGF )最早是从鼠

颌下腺中分离出的一种多肽, 是一种强效细胞增殖因子, 能够

加速正常皮肤表皮更新, 促进损伤创面愈合。创伤后局部聚

集的血小板释放大量无活性的 EGF, 该前体通过与细胞膜上

酪氨酸激酶受体 [ 1]或 G蛋白偶联受体 ( G, prote in coupled re

ceptor, GPCR ) [ 2]结合后活化, 将刺激信号传入细胞膜内, 经细

胞内多种蛋白分子构成的信号传递途径,将信号传入核内, 激

活相应的靶基因, 导致细胞内游离 Ca2+增多, 促进糖酵解及

DNA、RNA和蛋白质的合成, 从而促使与组织修复相关的表

皮细胞、真皮成纤维细胞、血管内皮细胞和角化细胞等的分

裂、增殖 [ 3 4] ,趋化表皮细胞和成纤维细胞向创面迁移, 诱导

胶原、聚葡萄糖胺和纤粘连蛋白等细胞外基质的合成与分

泌 [ 5] , 加速创面愈合。同时, EGF的激活也能刺激其他内源

性生长因子增多, 如碱性成纤维细胞生长因子 ( basic fibrob last

g row th factor, bFGF)、转化生长因子 ( transform ing g row th factor,

TGF )等等, 以共同促进创面的愈合。

虽然创伤后局部 EGF的受体大量增加 [ 6] , 内源性 EGF

也在创面迅速积聚, 但由于组织中 EGF的含量本来就较低,

加之创面组织炎症浸润和组织坏死对局部组织 EGF的释放

有一定的抑制作用, 故内源性的 EGF往往难以满足创伤后组

织自身修复过程的需要。于是有学者在创面局部适当的补充

外源性 EGF, 与内源性 EGF协同作用, 同时这样也可促进内

源性 EGF的表达, 从而刺激组织分泌更多的 EGF, 以最大限

度地发挥 EGF本身的生物学作用,加速创面愈合。

有研究 [7]表明, EGF用于创面治疗时, 必须以一定的浓

度持续作用于创面才能达到较为理想的结果。 EGF水剂治疗

创面往往得不到理想的疗效, 原因之一在于水剂很容易流失,

尤其在一些分泌物较多的创面, 很快被稀释并随分泌物排出。

Tanaka等 [ 7]认为 EGF凝胶剂更适用于创面的治疗, 可在创面

表面形成一层薄膜, 具有防止细菌污染的屏障作用。而且凝

胶剂在创面停留时间较液体制剂长, 使 EGF对创面各类细胞

有连续刺激作用, 加速创面愈合。此外凝胶较为柔和,可减轻

敷料对创面的直接刺激, 它良好的保湿性、润滑性使创面保持

一个湿润的环境, 这对创面的愈合是非常有利的 [ 7 8]。然而

EGF凝胶剂由于种种原因,目前临床上还没有广泛使用。

藻酸盐敷料 [9]与普通纱布比较非常柔软, 其原料是从海

藻中提取的藻蛋白酸, 它是一种类似纤维素的不能溶解的多

糖,在制作敷料时它被转换成一种钙盐。藻酸盐具有极强的

吸收性, 能吸收相当于自身重量 20倍的液体, 能有效控制渗

液并延长使用时间。在与伤口接触时, 藻酸盐中的钙离子能

置换伤口渗液中的钠离子,从而在伤口表面形成一层稳定的

网状凝胶, 能保持创面湿润且不粘创面, 保护暴露的神经末

梢,减轻疼痛。藻酸盐敷料的这些特点与 EGF凝胶剂非常相

似。
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bFGF同 EGF一样在创伤愈合过程中发挥着重要的作

用 [ 10] ,它直接作用于成纤维细胞和血管内皮细胞膜上的特异

性受体, 通过细胞外信号调节激酶信号通路激活 c fos介导血

管内皮细胞的迁移活性, 促进其有丝分裂, 使肉芽组织血管生

成能力增强。此外, 该细胞因子还能刺激多种细胞的分裂与

增殖, 激活受体分子的蛋白激酶, 促进蛋白合成、基质形成, 并

通过与细胞膜表面的受体结合 ,调节细胞的生长周期, 有效促

进细胞 DNA合成,促使大量修复细胞如成纤维细胞等增殖,

使创面胶原等细胞外基质沉积, 肉芽组织生长、增厚, 创面再

上皮化加速从而缩短愈合时间,促进创面修复。因此, 从某种

意义上讲, 组织中 bFGF的表达水平也代表了创面的修复状

况, 可以作为创面修复过程中的一个客观指标。

我们的研究发现 ,藻酸盐敷料与 mEGF联合应用于难愈

性的皮肤缺损创面, 能明显上调 bFGF的表达水平, 刺激创面

肉芽组织及其毛细血管生长,促进创面修复细胞增殖。通过

与单独应用 mEGF治疗和常规治疗比较,发现该治疗组合, 能

协同两者优势, 克服 mEGF在创面存留时间短、容易丢失的不

足, 极大限度地发挥 mEGF促进创面上皮化的生物学作用, 能

更好地促进创面的愈合。
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