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【摘要】 目的 探讨碱性成纤维细胞生长因子（basic fibroblast growth factor，bFGF）与胶原膜靶向结合修复大

鼠硬腭软组织缺损创面的血管化情况。方法 6周龄雄性Wistar大鼠 96只，在大鼠硬腭第三磨牙远中到第一

磨牙近中建立直径为 3 mm的硬腭软组织圆形缺损动物模型，随机分成 4组，分别在 4组大鼠的硬腭软组织缺

损中植入靶向结合 bFGF/胶原膜、游离结合 bFGF/胶原膜、胶原膜、不植入胶原膜（空白对照组）。各组大鼠分

别在术后 1 周、2 周、4 周、8 周观察创面的愈合情况，并各组处死 6 只，HE 染色比较新生血管数目。结果

植入后 1周、2周、4周时，靶向结合 bFGF/胶原膜组新生血管数分别为 8.94 ± 0.61、17.39 ± 2.08、11.22 ± 1.66，
均分别显著高于其他各组，差异有统计学意义（P < 0.05）。8周时，靶向结合 bFGF/胶原膜组新生血管数目为

4.17 ± 1.28，各组新生血管数目差异无统计学意义（P > 0.05）。结论 靶向结合 bFGF/胶原膜有较好的促创面

愈合期血管新生作用，加速创面愈合。
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Effects of basic fibroblast growth factor combined with a collagen membrane on soft tissue defects vasculariza⁃
tion in the hard palates of rats LIU Shuangxi1, XU Shulan2, WANG Binping1, CHEN Zhuogeng1. 1. Department
of Implantation, Affiliated Haikou Hospital of Central South University Xiangya School, Stomatology Center of Hainan
Province, Haikou 570208, China; 2. Implantation Center, Stomatological Hospital of Southern Medical University,
Guangzhou 510280, China
【Abstract】 Objective To study the vascularization of the collagen⁃binding basic fibroblast growth factor (bFGF)⁃
loaded collagen membranes in soft tissue repair in the hard palates of rats. Methods Ninety⁃six male 6⁃week⁃old Wi⁃
star rats were randomly divided into 4 groups, and 3⁃mm⁃diameter circular soft tissue defects were produced from the
distal surface of the third molar to the mesial surface of the first molar in their hard palates. The defects were covered
with a collagen⁃targeting bFGF/collagen membrane, a free bFGF/collagen membrane, a collagen membrane or no mem⁃
brane (control group). Every 6th rat was randomly sacrificed at 1, 2, 4 and 8 weeks in every group after surgery. Wound
healing and the number of new blood vessels were measured by hematoxylin⁃eosin (HE) staining. Results The num⁃
bers of new blood vessels in the collagen⁃targeting bFGF/collagen membrane group were 8.94 ± 0.61, 17.39 ± 2.08 and
11.22 ± 1.66 at 1, 2 and 4 weeks after surgery, respectively, which were significantly greater than the values in the oth⁃
er groups (P<0.05). At 8 weeks, the number of new blood vessels in the collagen⁃ targeting bFGF/collagen membrane
group was 4.17 ± 1.28, and there was no significant difference in the numbers of new blood vessels between any of the
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groups (P > 0.05). Conclusion Collagen⁃targeting bFGF/collagen membranes had a favorable effect on promoting an⁃
giogenesis during wound healing, and promoted wound healing.
【Key words】 Basic fibroblast growth factor; Collagen membrane; Soft tissue defect; Vascularization; Angio⁃
genesis; Target

近年来，胶原膜被广泛应用于口腔黏膜缺损、

牙龈缺损以及牙龈萎缩等情况的修复［1-2］。在组织

修复过程中，血管新生是极其重要的［3］。有学者发

现，多数生长因子对新生血管的形成皆有促进作

用［4］。其中，碱性成纤维细胞生长因子（basic fibro⁃
blast growth factor，bFGF）是其中十分重要的调节因

子之一［5⁃6］。许多研究证实 bFGF具有促进骨组织

生长、韧带愈合以及促进骨⁃肌腱愈合等作用。但

有关 bFGF靶向结合胶原膜是否能促进硬腭软组

织缺损修复时的新生血管形成报道少见，本研究

采用胶原膜结合碱性成纤维细胞生长因子修复大

鼠硬腭软组织的缺损，观察创面的愈合及新生血

管化情况，为其应用于临床修复软组织缺损提供

实验基础。

1 材料和方法

1.1 实验动物

96 只 6 周龄雄性 SPF 级 Wistar 大鼠，体质量

160～220 g，购于中山大学实验动物中心，动物质

量合格证号：SCXK（粤）2009⁃0011。
1.2 主要试剂和仪器

bFGF和胶原膜购于烟台正海生物技术有限公

司，bFGF和胶原膜复合材料由中国科学院遗传与

发育生物学研究所自主开发完成［7］，苏木精染色剂

和伊红染色剂（广州秀威生物有限公司），光学显

微镜（Olympus cx21型，日本）。

1.3 植入材料制备

①胶原膜：天然Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白（牛源

化）为主要成分的脱细胞真皮基质。膜的规格：长

× 宽 × 厚为 5 mm × 7 mm × 1 mm。

②靶向结合 bFGF/胶原膜的制备：首先将 bFGF
应用基因工程的方式使其N端与胶原结合结构域

（collagen binding domain，CBD）相连接，获得融合蛋

白，再将10 μg融合蛋白滴加均匀于胶原膜上，融合

蛋白与胶原膜接触时，其胶原结合区域与胶原结

合，bFGF被锚定于胶原膜上而不能发生自由扩散，

随后冷冻干燥，最终获得靶向结合 bFGF/胶原膜复

合材料，使得该材料具有靶向和缓释给药等功能。

③游离结合 bFGF/胶原膜：直接将 10 μg的 bF⁃
GF均匀滴加于胶原膜上，随后冷冻干燥而获得。

1.4 动物实验

10%的水合氯醛以 0.3 mL/100 g的剂量以腹腔

注射的方式麻醉Wistar大鼠，在大鼠硬腭第三磨牙

远中到第一磨牙近中建立直径为 3 mm的硬腭软

组织缺损动物模型，随机分成 4组，分别在 4组大

鼠的硬腭软组织缺损中植入靶向结合 bFGF/胶原

膜（靶向结合 bFGF/胶原膜组）、游离结合 bFGF/胶
原膜（游离结合 bFGF/胶原膜组）、胶原膜（胶原膜

组）、不植入胶原膜（空白对照组）；缝线固定胶原

膜。术后将所有大鼠分笼饲养，连续 3 d肌注 5万

单位的青霉素G。

1.5 标本制备

手术后 1、2、4、8周时，于各组中分别随机抽取

6只Wistar大鼠处死。将大鼠的上颌骨切下来后

取其硬腭，观察创面愈合情况。在 4%多聚甲醛中

固定 24～72 h。随后 4～6 周用 10%EDTA 液进行

脱钙处理，继而梯度酒精进行脱水处理，最后用石

蜡包埋。

从每个标本的矢状面的中央切开后，从中央

到两边切厚度为 3 μm的组织连续切片，经过 HE
染色后置于光镜下观察切片的情况。

1.6 组织切片观察新生血管情况

在 10 × 40的高倍光学显微镜下观察HE染色

后的切片，随机选 3个视野进行新生血管的数目计

数，新生血管计数的标准是［8］：只有血管形态完整

且在光镜下能看到管腔内有红细胞及管壁有内皮

细胞才认定为血管，否则不予计数。将 3个视野的

血管计数后求其均数。

1.7 统计学分析

采用 SPSS 17.0软件分析数据，计量资料应用 x

± s表示，各时间点各处理组采用单因素方差分析

进行比较，若计量资料为非正态分布，采用秩和检

验。进一步两两比较采用 LSD检验，检验水平为

α＝0.05。
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2 结 果

2.1 大体观察

手术创面未出现感染现象，一期愈合无排斥

反应，动物存活率为 100%。

手术后 1周时，部分大鼠的缝合区域有缝线脱

落现象，无异常渗出的情况发生。4组创面均未完

全愈合，创面边缘稍红肿，无明显渗出液。

2周时，4组创面基本愈合，靶向结合 bFGF/胶
原膜组完全愈合，游离结合 bFGF/胶原膜组与胶原

膜组偶见小面积创面未愈合，空白对照组偶有小

面积未愈合（图 1）。

图 1 1、2周时各组创面愈合情况

Figure 1 Images of wound healing at 1 and 2 weeks

靶向结合 bFGF/胶原膜组 游离结合 bFGF/胶原膜组 胶原膜组 空白对照组

1周

2周

2.2 HE染色结果

1周时，胶原膜未完全被降解，各组有不同程

度的新生组织形成，但结构皆较为紊乱，均无成

型上皮层形成。靶向结合 bFGF/胶原膜组和游离

结合 bFGF/胶原膜组，均见大量的炎症细胞浸润，

有大量的新生血管生成，血管扩张充血，可见间

质水肿；胶原膜组也可见较多的炎症细胞，但新

生的血管数量稍少，间质水肿明显；空白对照组

的炎症细胞较多而新生血管数目少，间质水肿

明显。

2周时，靶向结合 bFGF/胶原膜组可仍见数量

较多的扩张血管，排列较欠整齐，间质水肿较之前

明显减少，可见较多的排列紊乱的新生胶原纤维，

炎症细胞数量开始减少；在游离结合 bFGF/胶原膜

组和胶原膜组中也可观察到较多的扩张的新生血

管，但明显少于靶向结合 bFGF/胶原膜组，且排列

稍紊乱，而空白对照组中新生血管数量最少，且炎

症细胞数量仍较多，新生胶原纤维最少。

4周时，游离结合 bFGF/胶原膜组、胶原膜组、

空白对照组炎性细胞和新生血管减少，且可见一

定数量胶原纤维，但排列较紊乱。靶向结合 bFGF/
胶原膜组新生胶原纤维最多，且各结构排列较为整

齐、紧密，新生血管数量与2周比明显减少。游离结

合 bFGF/胶原膜组和胶原膜组中新生血管数量相

当，与 2周相比有所减少，但少于靶向结合 bFGF/胶
原膜组，空白对照组新生血管数量最少。

8周时，靶向结合 bFGF/胶原膜组的腭部软组

织基本改建完成，游离结合 bFGF/胶原膜组、胶原

膜组组织排列稍欠整齐，空白对照组组织结构排

列紊乱。

1周、2周、4周、8周各组新生血管计数见表 1。
方差分析结果显示：在第 1、2、4周时，靶向结合 bF⁃
GF/胶原膜组、游离结合bFGF/胶原膜组和胶原膜组

分别与空白对照组比较，均具有显著性差异（P＜

0.01）；靶向结合 bFGF/胶原膜组与空白对照组比

较，具有显著性差异（P＜0.01）；游离结合 bFGF/胶
原膜组与空白对照组比较，1周时，差异具有统计学

意义（P＜0.05），而 2周和 4周时差异无统计学意义

（P＞0.05）；在 8 周时，各组间差异无统计学意义

（P＞0.05）。
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表 1 各组术后各时间段新生血管数目

Table 1 Number of new blood vessels in each group at 1，2，4 and 8 weeks n = 96，x ± s

组别

靶向结合 bFGF/胶原膜组

游离结合 bFGF/胶原膜组

胶原膜组

空白对照组

术后时间

1周

8.94 ± 0.611）2）

6.67 ± 1.011）3）

5.78 ± 0.401）

4.33 ± 0.73

2周

17.39 ± 2.081）2）

10.56 ± 1.311）

9.11 ± 1.671）

6.39 ± 0.74

4周

11.22 ± 1.661）2）

5.06 ± 0.711）

5.39 ± 1.021）

4.56 ± 0.27

8周

4.17 ± 1.28
3.72 ± 1.00
3.83 ± 1.09
3.56 ± 0.78

注 术后 1周、2周、4周、8周时靶向结合 bFGF/胶原膜组、游离结合 bFGF/胶原膜组和胶原膜组分别与空白对照组比较，1）为P＜0.01；术后

1周、2周、4周、8周时靶向结合 bFGF/胶原膜组、游离结合 bFGF/胶原膜组分别与胶原膜组比较，2）为P＜0.01，3）为P＜0.05。

3 讨 论

3.1 bFGF和胶原膜对软组织的修复作用

bFGF 是一种碱性多肽，是 FGFs 家族中的一

员，因其能促进成纤维细胞的分裂、增殖而命

名［9］。bFGF的细胞增殖效应［10］主要表现在能促进

中胚层与神经外胚层来源细胞分裂、分化，特别是

能促进血管内皮细胞有丝分裂，从而介导新生血

管形成［11］，具有促进血管形成的作用［12］。缓释细

胞生长因子使其局部浓度达到有效浓度，同时使

有效浓度维持相对较长时间，以达到较好的促进

效果是目前的研究热点。

胶原膜因具有良好的生物学性能而被广泛地

用于颌面部组织的缺损修复。研究发现胶原膜可

结合多种生长因子，形成生长因子缓慢释放系统，

其中包括 bFGF的结合，使得其在修复部位缓慢释

放［13］。本实验通过基因工程的方法使 bFGF 的 N
端连接一段序列为 TKKTLRT的 7肽，使之形成具

有CBD的融合蛋白，将其置于胶原膜上时，其能与

胶原靶向结合，形成靶向结合 bFGF/胶原膜。这样

可使得 bFGF的自由扩散被限制，从而只在材料原

位发挥效果。

目前的研究中，bFGF的应用剂量相差较大，从

5 μg到 400 μg不等。Liu等［14］采用 2 μg、10 μg、20
μg等不同浓度的 bFGF修复大鼠全层皮肤缺损，结

果显示新生血管与 bFGF剂量不完全呈正相关，且

发现 2 μg和 10 μg可能是最佳的剂量。但也有学

者认为 bFGF 促进血管新生与剂量呈正相关，Doi
等［15］制备兔右肢股骨动脉损伤模型，分别对其应

用不同剂量的 bFGF，结果发现随着 bFGF剂量的增

加，兔股骨动脉损伤导致的右肢缺血影响逐渐减

小，同时也发现该部位血管数量、密度以及组织灌

注量与 bFGF的浓度呈正相关。高剂量 bFGF的使

用，会产生不良反应，如肾脏毒性、血小板减少症

等［16］。本研究参考以往文献中 bFGF的使用量，选

择每张胶原膜上结合 10 μg bFGF，进行实验以验

证靶向结合 bFGF/胶原膜、游离结合 bFGF/胶原膜

和单纯胶原膜修复大鼠腭部软组织缺损是否存在

差异，结果表明，在各个时间段，新生血管的数目

最多的均是靶向结合 bFGF/胶原膜组，其新生血管

的数目在 1周到 8周的时间段是呈现先增后减的

趋势，其中 2周时新生血管数目最多，且出现了大

面积的血管化的现象。

3.2 bFGF和胶原膜联合应用的修复效果

游离结合 bFGF/胶原膜组中的 bFGF仅仅依靠

物理吸附作用存在于胶原膜上，由于胶原膜内部

结构是一种疏松多孔结构，其一面光滑致密面，另

一面则疏松多孔，因此其能通过物理学的方式吸

附游离态的 bFGF，但两者并未发生特异性结合，当

游离结合 bFGF/胶原膜覆盖创面进行修复时，胶原

膜周围充满血液，而 bFGF则通过血液在创面局部

快速扩散，使得局部 bFGF 的浓度在短时间内偏

高，但持续时间过短，而不能完全发挥其效应。尽

管比胶原膜组中的新生血管稍多，但仍未达到令

人满意的加速创面愈合的疗效。

本研究结果初步表明，靶向结合 bFGF的胶原

膜是软组织缺损中比较理想的修复材料，它不仅

发挥胶原膜的支架作用，同时也能发挥 bFGF的促

血管生成作用。
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