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局部 !"#$的高表达促进小鼠创伤后皮肤的再上皮化

高强国!，符) 刚&，余) 瑾!，连小华!，杨) 恬! ) ) （第三军医大学：!基础医学部细胞生物学教研室，&西南医院血液科，重庆，
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) ) 摘) 要：目的) 将构建的含 +,-.的真核表达质粒转入创伤小鼠皮内，研究 +,-. 在皮肤创伤后再上皮化的作用。
方法) 将构建的真核表达质粒 /012,3!#+,-.通过电穿孔法转入创伤小鼠皮内，观察质粒转入情况，测定创面愈合率，通
过组织形态学观察和测定创面肉芽组织羟脯氨酸、蛋白含量来反映肉芽组织中胶原和蛋白合成的情况，评价创面愈合质

量。免疫组织化学检测细胞增殖阳性率。结果) +,-.质粒转染的小鼠创面愈合率高于对照组，肉芽组织变化不明显，早
期胶原蛋白含量增加，表皮细胞的增殖迁移能力增加。结论) 局部 +,-.的高表达能促进创伤后皮肤的再上皮化。
) ) 关键词：+,-.；创伤；再上皮化；电穿孔法
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) ) 创伤愈合是一个复杂的生物学过程，涉及细胞的
迁移、粘附、通讯、增殖、分化、上皮化和基质的合成与

沉积等细胞生物学的各个方面［!］。+,-.（ +H<X8:9UG
/L9UJ8:<;G: 9QI8V9I<H HGQG/I<H）是由相对分子质量（$$
_ ("）‘ !"*组成的高度糖基化的蛋白质，通过磷酸化

的糖脂锚定在细胞表面，由 * 个同源的半胱氨酸重复
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结构域组成。+,-. 通过与特异性配基 +,- 的结合，
在前导细胞的前沿将纤溶酶原转换成活性的纤溶酶，

从而参与 03O 的降解，加速前沿细胞定向的迁移侵
入。另外，+,-. 通过成为其他一些分子的功能性单
位（如 bB，8:IG;H8:等）的配基，启动了几个信号转导途
径［&，*］。因此，+,-.不仅在功能上作为一个蛋白酶受
体，而且能在细胞外信号途径中发挥作用，从而影响细

胞的迁移、黏附、分化和增殖。

) ) 以往的研究表明，在创伤后 !& D，创伤边缘表皮各
层的角质形成细胞有强烈的 +,-. J.B- 的表达，在
创伤后 %’ D和 5( D仍有 +,-. J.B-的表达，但此时
阳性较弱，而且 +,-. J.B- 只出现在创伤边缘向外
生长的最前端的角质形成细胞中。同时，+,-. 在创
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伤下面浸润的粒细胞和创伤区域的内皮细胞中也有表

达［(］，但对于创伤愈合过程中 $%&’的功能研究较少。
本实验将构建的质粒以电穿孔法转染创伤小鼠，通过

创面愈合率的测定，创面愈合质量的评价的比较，免疫

组织化学等方法研究 $%&’在皮肤创伤后再上皮化进
程中所起的作用［)］。

!" 材料与方法

!# !" 实验动物及主要试剂、器材
" " *%+级 ,&-, . /小鼠购自第三军医大学实验动物中心。兔
抗鼠 0123 一抗、免疫组化试剂盒（中杉金桥公司，北京），无内
毒素质粒抽提试剂盒（天为时代，北京），羟脯氨酸测定试剂盒

（建成公司，南京），电穿孔仪（456 789 ,:;公司，美国），<4=>
+%5! 质粒，<4=+%5!>$%&’质粒（自制）［2］。

!# ?" 实验动物及分组
" " 雌性 ,&-, . /种小鼠 () 只，质量（?9 @ 8）A，于不锈钢笼具
中饲养，自由摄食、饮水。按随机数字表分为 8 组：创伤对照组
（&组）、空质粒转染创伤组（,组）和 $%&’质粒创伤处理组（5
组），每组 !) 只小鼠，每组下设 !、8、2、B、!( C ) 个时相点，每时
相点 8 只小鼠。

!# 8" 创伤模型制备
" " 创伤模型参考文献［3］建立。将待处理的小鼠进行乙醚麻
醉，剪去背部毛，用取皮器在背部做 ! /D?的圆形切口，深达皮

下（皮肤全层）。在创伤边缘前后两侧注射 )9!A 的质粒，对照
组用溶解质粒的 :4缓冲液代替。在注射处进行电穿孔刺激。
电穿孔使用的参数参照文献［7］略有修改。模式：EF；电压：
299 F；脉冲时间：!99 !G；脉冲数：92；间隔：!?) DG；极性：单极。

!# (" 测定指标
!# (# !" 创面愈合率的测定" " 分别于创伤后用半透明硫酸纸
贴于创面上，沿创面外缘画线，记录后用正交坐标纸测定切口

面积大小，计算愈合率，评价缺损创面的愈合速度。

" " 愈合率 H（! I现切口面积 .原切口面积）J !99K
!# (# ?" 质粒转染观察 " " 剪取创伤面部分组织，经固定脱水
后，进行冰冻切片，在荧光显微镜下观察质粒转染情况。

!# (# 8" 创面愈合质量的评价" " 通过组织形态学观察和测定
创面肉芽组织羟脯氨酸、蛋白含量来反映肉芽组织中胶原和蛋

白合成的情况，评价创面愈合的质量。

!# (# 8# !" 组织形态学观察" " 取缺损创面组织置于 !9K福尔
马林溶液中固定，石蜡包埋，常规切片后行 E4、6LGGMN染色，这
时新生的胶原被染成蓝绿色，光镜下观察蓝绿色范围的大小就

可反映伤口恢复情况。

!# (# 8# ?" 皮肤及创面肉芽组织蛋白含量的测定" " 称取适量
皮肤及缺损创面肉芽组织，用生理盐水研磨制做成 !K匀浆，加
入 ! . 8 倍体积 ! DMO . - PLQE 溶液，混匀后过夜，次日用 +MO1N>
%RSNMO法测定溶液中蛋白质含量。
!# (# 8# 8" 皮肤及创面肉芽组织羟脯氨酸含量的测定" " 照试
剂盒说明书进行。

!# (# (" 免疫组织化学检测细胞增殖阳性率" " 0123 一抗浓缩

液按 !T !)9 稀释，操作步骤按常规进行。0123 染色结果判定：
细胞核呈棕黄色或棕褐色为阳性，根据阳性细胞数量和表达强

度进行半定量分析。在 ?99 倍视野下计数 )99 个细胞中的阳
性细胞数，每例切片计数 8 次，平均每 !99 个细胞中的阳性细
胞数即为阳性率。

!# )" 图像分析
" " 通过 :U=4’图像分析软件（重庆大学）测定染色标本的平
均光密度（&QV）值。

!# 2" 统计学分析
" " 数据以 !! @ "表示，应用 *%** !9# 99 统计软件进行 #检验。

#" 结果

?# !" 创面愈合率的测定
" " 各组在创伤后 ! C创面愈合率无差别，8 C $%&’质粒转染
组愈合率显著高于空质粒转染组和对照组（$ W 9# 9)），见表 !。

表 !" 小鼠皮肤缺损创面的愈合率（% H 8，!! @ "）

伤后时间
组别

! C 8 C 2 C B C !( C
&组 )# ! @ 9# 8 !8# ? @ ?# 3 89# 8 @ )# ? (7# B @ 2# ? 37# ? @ )# 8
,组 )# ! @ 9# ? !?# ! @ 8# 8 ?B# 2 @ (# B (3# ( @ 8# ? 33# 2 @ (# )
5组 )# ! @ 9# ) !2# ) @ (# (L 8)# 3 @ 2# ! )(# 8 @ )# ? 78# ( @ 2# !

&：创伤对照组；,：空质粒转染创伤组；5：$%&’ 质粒创伤处理组；
L：$ W 9# 9)，与空质粒转染创伤组比较

?# ?" 质粒转染小鼠的鉴定
" " 创伤后，对小鼠进行电穿孔转染，实验小鼠均未发生感染
死亡。将冰冻切片在荧光显微镜下观察，第 ! 天，带绿色荧光
的细胞较少，不易被发现；第 8 天，小鼠创伤处带绿色荧光的细
胞较多，大多位于创伤边缘（图 !&,），空白对照组创伤处未见
绿色荧光表达（图 !5）。

?# 8" 组织学形态观察
?# 8# !" 创面愈合情况" " 创伤后第 8 天创面开始缩小，第 !2
天 $%&’处理组小鼠创面愈合，对照组第 !3 天完全愈合。质粒
$%&’处理的小鼠愈合率高于正常对照和空质粒转染的愈合
率。

?# 8# ?" 对创面组织进行 E4 和 6LGGMN 染色" " 6LGGMN 染色，
在第 ! 天所有处理情况无大的差别，第 ? X 8 天发现质粒 $%&’
处理组比正常对照和空质粒转染组，胶原形成的网状结构更细

密。) C以后各处理组无大的差别（图 ?）。
?# 8# 8" 创伤免疫组织化学 0123 表达" " 创伤后 8 C，表皮角
质形成细胞中有 0123 阳性表达，见图 8。细胞平均阳性率
<4=+%5!>$%&’转染组为 B?K，空质粒转染组为 37K，对照组
为 3(K（$ W 9# 9) <4=+%5!>$%&’转染组 &"空质粒转染组）。
?# 8# (" 肉芽组织蛋白含量的测定 " " 实验结果表明，不同质
粒转染的小鼠，创伤部位的肉芽组织蛋白含量的变化不明显，

无显著性差异（$ Y 9# 9)），见表 ?。
?# 8# )" 组织羟脯氨酸含量的测定 " " 结果表明，在创伤第 8
天，转染 <4=+%5!>$%&’质粒的羟脯氨酸含量均升高，以后逐
渐降低，但总体表达水平，质粒转染组含量高于空质粒转染组

和对照组（$ W 9# 9)），见表 8。
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!："#$%&’()*&!+电穿孔小鼠；,：-./0) "#$%&’( 电穿孔小鼠；’：创伤对照组
图 !" 在创伤边缘的细胞转染有绿色荧光蛋白质粒

!! !" !#
!：转染 "#$%&’(1)*&!+质粒；,：转染 -./0)"#$%&’( 质粒；’：创伤对照组

图 #" 小鼠创伤后电穿孔第 $ 天%&’’()染色"（ 2 344）

!! !" !#
!：转染 "#$%&’()*&!+质粒；,：转染 "#$%&’( 质粒；’：对照
图 $" 小鼠创伤后 $ 天免疫组化检测 *+,- 的表达"（ 2 (44）

表 #" 小鼠创伤部位肉芽组织蛋白含量测定（! 5 6，!" 7 #）

伤后时间
组别

( 8 6 8 9 8 : 8 (; 8

!组 (;(<4( 7=<63 (>><?; 79<?; (>(<?3 7((<36 (>(<?( 7(><;9 (;?<34 7=<9=

,组 (63<;( 7?<>( (;><:= 7(6<>3 (;4<=4 7:<(3 (6=<39 7?<>: (;3<(3 7><;?

’组 (69<63 7(4<=? (9><?= 7=<9> (;=<4> 7(;<93 (>3<>: 7((<;: (;?<?= 7?<:9

!：创伤对照组；,：空质粒转染创伤组；’：*&!+质粒创伤处理组

表 $" 小鼠创伤部位羟脯氨酸含量测定（! 5 6，!" 7 #）

伤后时间
组别

( 8 6 8 9 8 : 8 (; 8

!组 (< 3: 7 4< 4? (< :> 7 4< (( (< :; 7 4< 46 3< 4: 7 4< 4> 3< 6? 7 4< (;

,组 (< 63 7 4< 4; 3< 6? 7 4< 4= (< ?9 7 4< (3 (< => 7 4< 4: 3< 33 7 4< 46

’组 (< 64 7 4< 49 3< == 7 4< (6 3< >4 7 4< 46 3< 9: 7 4< 4; 3< ?; 7 4< 4:

!：创伤对照组；,：空质粒转染创伤组；’：*&!+质粒创伤处理组

$" 讨论

@ @ *&!+ 由于能够与 *&! 结合，从而促进肿瘤细胞
的增殖和迁移，因此可应用于肿瘤的治疗中［:］。本研

究转染构建质粒后，通过荧光显微镜观察，在创伤后

( 8，含绿色荧光蛋白的细胞均位于创伤的边缘，但数
目不多，在创伤后 > 8检测，在创伤边缘仍发现有绿色
荧光蛋白的细胞。带荧光的部位主要位于创伤边缘的

角质形成细胞中，表明在皮肤的增殖迁移过程中，

*&!+主要作用于表皮。本实验结果显示，转染质粒
*&!+的小鼠其愈合率高于对照组，说明 *&! A *&!+
在皮肤的创伤愈合过程中起着一定的作用，增加创伤

边缘角质形成细胞的 *&!+ 表达，则促进了 *&! 与
*&!+的结合，从而促进了细胞的迁移。
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" " 以往的研究表明，高表达的 $%&’ 能与 !("!)整
合蛋白结合，通过 $%&’ 结合激活的 !("!)整合蛋白
持续高表达 *’+（有丝分裂的细胞外调控激酶），导致
细胞的生长、迁移［!,］。在迁移的角质形成细胞中增强

的 $%& - $%&’ 的表达是通过 %+. 的选择性活化介导
的，随后通过创伤的诱导改变细胞骨架。

" " 在本实验过程中对创伤面进行 /01123 染色，转染
$%&’质粒的小鼠比空质粒转染的小鼠形成的胶原网
状结构更细密，而且染色较深。可能转染 $%&’ 后，与
$%&相结合，导致纤溶酶的形成增多，刺激创伤边缘表
皮的角质形成细胞分泌了较多的其他因子，从而使新

生胶原的表达增多。

" " 在本实验结果中，空质粒转染组与对照组蛋白含
量无差别，各处理组与对照组含量无明显变化。这可

能是由于肉芽组织还不成熟，肉芽组织中水分比正常

皮肤多的原因。或 $%& 与 $%&’ 结合后，进一步加速
了对创面坏死组织中蛋白成分的水解，使其脱落，从而

使其含量降低。

" " 羟脯氨酸含量能特异反映组织胶原蛋白含量，可以
反映创伤愈合的状况。第 4 天 $%&’ 处理组的羟脯氨
酸的含量明显升高，达到峰值，然后含量表达降低。含

量的增加均高于空质粒组和对照组，可见 $%&’在创伤
愈合中具有一定的作用，并且是在创伤早期作用明显。

" " 本实验结果显示 +567 的表达，在 $%&’ 转染组明
显高于对照组。说明在局部条件下，$%&’ 能促进创
伤部位角质形成细胞细胞的增殖，从而促进细胞的迁

移和创伤的愈合。

" " 本研究通过电穿孔法对质粒进行转染，通过增加

$%&’局部的表达，发现创伤早期 $%&’在创伤边缘表
皮的角质形成细胞中表达，具有促进角质形成细胞增

殖迁移和促进皮肤再上皮化的作用。
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全国消化外科新技术、新进展研讨会征文通知

" " 由《中华消化外科杂志》编辑委员会主办，第三军医大学西南医院全军肝胆外科研究所、《中华消化外科杂
志》编辑部、重庆市消化外科专业委员会承办的\全国消化外科学术新技术、新进展研讨会\将于 H,,J 年 !! 月在
重庆市召开。大会将以展示消化外科领域发展的新技术为主题，以手术及 Y5;=2 演示为主要形式。欢迎全国外
科同仁踊跃投稿参会。

" " 征稿内容：消化外科领域，包括肝脏肿瘤、胆道肿瘤、肝胆管结石、胰腺肿瘤、肝移植、食管疾病、胃肠疾病、胃
肠肿瘤等相关学科最新临床新技术、新方法；消化外科领域相关实验研究新成果；消化外科疾病的诊治经验。

" " 投稿要求：#论文全文 ( ,,, 字以内，包括 (,, 字左右的中文摘要，请用 X28; 格式，文题用 4 号黑体，正文用
( 号宋体，!# ( 倍行距。$文内务必注明“会议征文”字样、作者的联系地址、电话、*)@05>。%请尽量使用电子邮
件投稿，投稿请发《中华消化外科杂志》专用邮箱：;5?1$8?] H64# 3=9，邮件主题注明“会议征文”。&纸版投稿请用
&O 纸打印，请寄：重庆市第三军医大学西南医院《中华消化外科杂志》编辑部 邮编：O,,,4J。’截稿日期：H,,J
年 !, 月 4, 日。优秀论文将在《中华消化外科杂志》优先发表，参会者可获得国家继续教育(类学分 !, 分。
" " 地" 址：重庆市第三军医大学西南医院《中华消化外科杂志》编辑部" " 邮" 编：O,,,4J
" " 联系人：陈" 敏" 邹迎芬" " 电" 话：（,H4）6J7(O6((，6J7(O776
" " 传" 真：（,H4）6(4!7647" " !"#$%&：;5?1$8?] H64# 3=9
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