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小鼠皮肤创伤后创面局部真皮干细胞参与修复过程

陈泽林，周　青，粟永萍，史春梦　　（４０００３８重庆，第三军医大学预防医学院全军复合伤研究所，创伤、烧伤与复合伤国家重
点实验室，重庆市纳米医药工程技术研究中心）

　　［摘要］　目的　研究小鼠皮肤创伤后，创面局部的真皮干细胞是否被激活并参与创伤愈合过程。方法　 小鼠背部
行全层皮肤损伤后，首先应用腹腔单次注射ＢｒｄＵ２ｈ后标记快速分裂细胞（ｒａｐｉｄｌｙｄｉｖｉｄｉｎｇｃｅｌｌｓ，ＲＤＣｓ），检测创面局部组
织中不同时间点细胞增殖反应情况；其次通过多次连续注射 ＢｒｄＵ长时间后在体检测标记存留细胞（ｌａｂｅｌｒｅｔａｉｎｉｎｇｃｅｌｌｓ，
ＬＲＣｓ），以反映创伤后局部真皮干细胞被激活情况；最后分离 ＢｒｄＵ在体多次连续标记后的肉芽组织细胞和正常真皮细
胞，通过比较其集落形成能力并检测ＢｒｄＵ信号存留情况，研究肉芽组织中真皮干细胞被激活和参与修复的情况。结果　
单次注射ＢｒｄＵ２ｈ后，在正常皮肤组织中，仅在表皮基底层和毛囊上皮细胞中存在少量的 ＢｒｄＵ阳性细胞，而创伤后在创
缘表皮、毛囊、创缘真皮和肉芽组织细胞都发生了明显的增殖反应；创伤后多次连续注射ＢｒｄＵ３ｄ后，通过长时间示踪，证
实创面愈合后肉芽组织中存在ＬＲＣｓ，而在正常真皮组织中未检测到被 ＢｒｄＵ标记的细胞；进一步发现肉芽组织细胞较正
常真皮细胞具有更强的集落形成能力，且在肉芽组织细胞形成的集落中仍可检测到ＢｒｄＵ信号阳性的ＬＲＣｓ。结论　 创面
肉芽组织中存在具有干细胞特性的ＬＲＣｓ，提示皮肤创伤后局部真皮干细胞被激活并参与创伤愈合过程。
　　［关键词］　 创伤；愈合；干细胞
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　　皮肤创伤愈合是一个复杂的生物学过程，通常可
分为炎症反应期、增殖期和重塑期３个主要阶段［１］，涉

及多种细胞成分（如炎症细胞、成纤维细胞、表皮细胞

等）和非细胞成分（如多种细胞因子和细胞外基质等）

的共同参与。细胞成分在创伤愈合中起主导作用，其

中修复细胞的增殖反应是创伤愈合过程中的重要环节

之一。干细胞的激活是修复细胞增殖的基础，既往对

创伤愈合过程中表皮和毛囊干细胞展开了大量的体内

和体外的研究，表明创伤后表皮和毛囊的干细胞被迅

速激活，并参与创面的再上皮化和附属器的重建［２］。

然而对真皮来源的干细胞在创伤愈合过程中的作用研

究较少。我们前期与国外同期分离出真皮多能干细

胞，发现移植真皮多能干细胞可促进创面愈合［３］，但

是对于原位的真皮多能干细胞在创伤后是否被激活并

参与创面愈合过程尚未完全阐明。

　　由于干细胞缺少特异性表面标志物，所以对其进行
体内鉴别相对困难。既往研究表明：正常组织中的干细

胞是一群相对静止的细胞，可较长时间停留在 Ｇ０期，
细胞分裂周期显著延长［４］，但被 ＢｒｄＵ标记后可长时
间存留ＢｒｄＵ信号，被称为标记存留细胞（Ｌａｂｅｌｒｅｔａｉ
ｎｉｎｇｃｅｌｌｓ，ＬＲＣｓ）；进一步证明这些 ＬＲＣｓ具有干细胞
特性［５］，因此可通过检测ＬＲＣｓ来对干细胞进行鉴别。
这一方法已经被成功用于多种组织干细胞的研究，包

括表皮［５］、脂肪［６］、膀胱［７］、子宫内膜［８］等。而对于细

胞增殖过程中的快速分裂细胞（ｒａｐｉｄｌｙｄｉｖｉｄｉｎｇｃｅｌｌｓ，
ＲＤＣｓ），由于其细胞分裂周期较短，不能长时间存留
ＢｒｄＵ信号，研究证实其被 ＢｒｄＵ标记以后，经过 ６～
７次分裂后（约７ｄ）即不能检测到ＢｒｄＵ信号［５，９］。我

们分析，皮肤创伤后如真皮干细胞被激活，可通过

ＢｒｄＵ长时间标记技术检测ＬＲＣｓ来反映真皮干细胞参
与修复过程的情况；另一方面，集落形成能力（ｃｏｌｏｎｙ
ｆｏｒｍｉｎｇｕｎｉｔ，ＣＦＵ）作为评估干细胞自我更新能力的重
要指标已被广泛应用于多种类型的干细胞的研究中，

如骨髓间充质干细胞［１０－１２］、神经干细胞［１３］等。因此，

创伤后如果真皮干细胞被激活，可通过分离创面组织

细胞，检测其集落形成能力以进一步了解干细胞参与

修复的情况。

　　本研究采用ＢｒｄＵ标记法分别检测全层皮肤损伤
后创面局部修复细胞的增殖反应和真皮组织中 ＬＲＣｓ
细胞被激活的情况，为进一步研究真皮干细胞在创伤

修复中的作用与机制提供依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物和主要试剂
　　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，６～８周龄，体质量１８～２２ｇ，购于第三军医
大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心。ＢｒｄＵ（Ｓｉｇｍａ公

司），兔抗ＢｒｄＵ一抗（Ｒｏｃｋｌａｎｄ公司），兔二步法免疫组化试剂
盒（北京中杉金桥公司），０．２５％胰蛋白酶工作液（ＨｙＣｌｏｎｅ公
司），胶原酶Ⅰ型（Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ公司），瑞特吉姆萨快速染液（南
京建成科技有限公司），羊抗兔ｃｙ３荧光二抗（碧云天生物技术
有限公司）。

１．２　创伤模型建立
　　创伤组小鼠用１％戊巴比妥钠麻醉，背部刮毛后作直径
１６０ｃｍ的圆形全层皮肤切除损伤。正常对照组不作损伤。

１．３　创伤后创面ＲＤＣｓ的检测
　　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠４８只，雌雄各半，按随机数字表分成２组：
正常对照组和创伤组，正常对照组６只，创伤组４２只。创伤组
设下１、３、５、７、９、１５、２０ｄ７个时相点，每个时相点６只。于每
个时相点腹腔注射 ＢｒｄＵ（１２５ｍｇ／ｋｇ）２ｈ后，断颈处死小鼠取
材正常皮肤和创面组织，用１０％中性甲醛固定后用于免疫组织
化学染色。

１．４　创伤后创面ＲＤＣｓ在体存留ＢｒｄＵ时间的检测
　　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠３６只，雌雄各半，按随机数字表分成２组：
创伤组１８只，对照组 １８只，共设下创伤后 ３、５、７、９、１２、１５ｄ
６个时相点，每个时相点创伤组和对照组各３只。创伤后６０ｈ
腹腔注射ＢｒｄＵ（１２５ｍｇ／ｋｇ）１次，对照组小鼠注射ＢｒｄＵ量和时
间同创伤组小鼠。标记完毕后按时相点取材，部位和方法同１．３。

１．５　创伤后创面ＬＲＣｓ的检测
　　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠 ３６只，雌雄各半，按随机数字表法分成 ２
组：创伤组１８只，对照组１８只，共设下创伤后３、５、７、９、１２、１５ｄ
６个时相点，每个时相点创伤组和对照组各３只。创伤后０～
６０ｈ内连续腹腔注射 ＢｒｄＵ（１２５ｍｇ／ｋｇ），１次／１２ｈ，对照组小
鼠注射ＢｒｄＵ量和时间同创伤组小鼠。标记完毕后按时相点取
材，部位和方法同１．３。

１．６　真皮细胞和肉芽组织细胞的分离和集落形成能
力检测

　　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠１２只，雌雄各半，按随机数字表分成２组：
创伤组和正常对照组各６只，创伤后第４～６天连续腹腔注射
ＢｒｄＵ（１２５ｍｇ／ｋｇ），１次／１２ｈ，创伤后第７天时，剪下对照组真皮
组织和创伤组肉芽组织，０．２５％胰蛋白酶工作液作用４℃过
夜，撕去表皮组织后剪碎，０．２５％胶原酶Ⅰ型工作液，３７℃摇床
作用１～２ｈ，过滤后重悬细胞，贴壁培养得到原代细胞。
　　集落形成能力（ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇｕｎｉｔｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＣＦＵＦ）检测：
接种原代肉芽组织细胞或正常真皮细胞于６孔板中，１０５细胞／孔
培养１ｄ后固定，１０００细胞／孔培养８ｄ后固定。应用快速瑞特
吉姆萨染液染色后进行集落分析，集落计数时以细胞数＞５０计
为一个集落。应用细胞免疫荧光染色检测细胞中的ＢｒｄＵ。

１．７　免疫组织化学和细胞免疫荧光染色
　　ＢｒｄＵ免疫组化染色：兔抗ＢｒｄＵ一抗１∶５００稀释；操作步骤
按常规进行。ＢｒｄＵ结果判定：细胞核呈棕黄色或棕褐色为阳
性。ＢｒｄＵ细胞免疫荧光染色：兔抗 ＢｒｄＵ一抗１∶５００稀释，ｃｙ３
荧光二抗１∶２００稀释，操作步骤按常规进行。ＢｒｄＵ结果判定：
细胞核呈红色荧光为阳性。应用ＩＰＰ６．０软件进行图像分析。

１．８　统计学处理
　　应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，数据以 珋ｘ±ｓ表示，组
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间比较应用方差分析或独立样本ｔ检验。

２　结果

２．１　创面修复细胞的增殖反应特点
　　通过检测ＢｒｄＵ标记２ｈ后的ＲＤＣｓ细胞可反映正常皮肤和
创伤后不同时相点创面修复细胞的增殖反应情况：正常小鼠皮

肤组织中，ＲＤＣｓ零星散在分布于表皮的基底层和毛囊的上皮组
织（图１Ａ）。皮肤创伤后第１天，创面局部表皮和毛囊部位的
ＲＤＣｓ即开始增多，伤后第７～９天到达最高峰，第１５天创面愈合
时仍可见有少量ＲＤＣｓ，伤后２０ｄ，ＲＤＣｓ数量趋于正常，见图１。
　　在正常真皮和皮下组织中未见明显 ＲＤＣｓ（图２Ａ）。伤后
前３ｄ，创缘真皮、皮下组织中也未检测到明显ＲＤＣｓ，肉芽形成
不明显，随着肉芽逐渐形成，其细胞增殖反应也逐渐增强，伤后

第７～９天达到最高峰，第１５天后随着创面愈合过程的完成肉
芽组织细胞增殖反应减弱并恢复至正常组织水平，见图２。

２．２　创面肉芽组织中存在ＬＲＣｓ
　　应用ＢｒｄＵ多次连续标记的方法可标记组织中的干细胞，
因此创伤后我们应用ＢｒｄＵ连续标记３ｄ，然后长期观察。结果
发现：在创面愈合即创伤后第 １５天时肉芽组织中发现存在
ＢｒｄＵ存留细胞。同时我们还检测了创面ＲＤＣｓ在体存留 ＢｒｄＵ
的时间约６ｄ，即ＲＤＣｓ在伤后第９天时已不能检测到 ＢｒｄＵ信
号（图３），所以在伤后第１５天时仍存留ＢｒｄＵ信号的细胞就可
认为是ＬＲＣｓ。进一步我们应用等剂量的 ＢｒｄＵ连续标记正常
小鼠３ｄ后检测真皮组织中的 ＬＲＣｓ发现：在正常小鼠真皮组
织中未检测到ＬＲＣｓ。这说明真皮干细胞在正常情况下处于静
息状态，在创伤后被激活并参与到创伤愈合过程中。见图４。
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Ａ～Ｈ：分别代表正常皮肤和创伤后１、３、５、７、９、１５、２０ｄ创面
图１　ＢｒｄＵ标记正常和创伤后不同时相点Ｃ５７ＢＬ／６小鼠２ｈ后表皮和毛囊组织ＢｒｄＵ免疫组化染色观察　（ＳＰ×４００）
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Ａ～Ｈ：分别代表正常皮肤和创伤后１、３、５、７、９、１５、２０ｄ创面
图２　ＢｒｄＵ标记正常和创伤后不同时相点Ｃ５７ＢＬ／６小鼠２ｈ后真皮或肉芽组织ＢｒｄＵ免疫组化染色观察　（ＳＰ×４００）
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Ａ～Ｂ：伤后第３天正常皮肤、创面；Ｃ～Ｄ：伤后第７天正常皮肤、创面；Ｅ～Ｆ：伤后第９天正常皮肤、创面
图３　ＢｒｄＵ一次标记Ｃ５７ＢＬ／６正常和创伤小鼠后不同时间正常皮肤和创面ＢｒｄＵ免疫组化染色观察　（ＳＰ×４００）
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Ａ～Ｂ：伤后第３天正常皮肤、创面；Ｃ～Ｄ：伤后第７天正常皮肤、创面；Ｅ～Ｆ：伤后第１５天正常皮肤、创面
图４　连续３ｄ标记Ｃ５７ＢＬ／６正常和创伤小鼠后不同时间正常皮肤和创面ＢｒｄＵ免疫组化染色观察　（ＳＰ×４００）

２．３　真皮细胞和肉芽组织细胞的ＣＦＵＦ分析
　　结果显示：伤后７ｄ肉芽组织细胞形成 ＣＦＵＦ的集落数
（２０．６７±２．１３）明显高于正常真皮细胞［（０．１７±０．４１），Ｐ＜
００１］。进一步检测细胞ＢｒｄＵ信号发现：在正常真皮细胞来源

的ＣＦＵＦ集落中未检测到 ＢｒｄＵ阳性细胞，而在肉芽组织细胞
来源的ＣＦＵＦ集落中可见ＢｒｄＵ阳性的ＬＲＣｓ（图５），提示正常
真皮中的干细胞处于相对静止的状态，创伤后真皮组织中的干

细胞被激活并参与肉芽组织的形成。
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Ａ～Ｃ：肉芽组织细胞接种（１０５／９．６ｃｍ２）后第１天（×２００）；Ｄ～Ｆ：肉芽组织细胞接种（１０００／９．６ｃｍ２）后第８天（×１００）；蓝色：细
胞核；红色：ＢｒｄＵ；叠加：ＢｒｄＵ阳性的细胞核

图５　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠肉芽组织细胞集落ＢｒｄＵ荧光染色观察

３　讨论

　　干细胞是组织更新和修复的基础，创伤后，组织局
部的干细胞被激活，进而通过增殖、迁移、分化等一系

列生物学过程完成组织修复。在表皮、毛囊以及真皮

组织中存在多种类型的干细胞，这些干细胞在创伤修

复中的作用与意义尚未完全阐明。创伤后表皮和毛囊

的干细胞被迅速激活，研究表明创伤后位于表皮基底

层的表皮干细胞被激活并发生大量的细胞增殖和迁移

实现创面的再上皮化。毛囊膨大部位也存在表皮干细

胞［１４］，在创伤后被迅速激活并参与表皮的再上皮化，

但在缺乏毛囊的皮肤中，创伤愈合也不受到影响［１５］。

进一步的研究发现，毛囊来源的表皮干细胞主要参与

创伤愈合早期的再上皮化［１６］。

　　近年来的越来越多的研究表明在真皮组织中存在
着具有很强自我更新和多向分化能力的干细胞［１７－１８］，

在维持局部间质组织微环境的平衡中起着重要的作

用。创伤后通过全身或局部移植真皮干细胞，可促进

创面愈合，进一步研究表明，这些干细胞主要通过旁分

泌和分化等多方面发挥着促愈作用［１９］。然而对于真

皮原位的干细胞在创伤后是否也参与到创伤愈合过程

中，目前尚不完全清楚。本研究表明，在正常小鼠中真

皮干细胞处于相对静止的状态，创伤后原位真皮干细

胞通过一定信号途径被激活，并参与到肉芽组织的形

成中，随着创伤愈合的完成这些干细胞又逐渐恢复到

相对静止状态。在此过程中干细胞被激活的机制是需

要阐明的重要问题。以往的研究表明：Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
信号通路在创伤过程中起着非常重要的作用。Ｏｋｕｓｅ
等［２０］检测了皮肤创伤愈合过程中Ｗｎｔ家族和βｃａｔｅｎｉｎ
的表达时发现，Ｗｎｔ３、Ｗｎｔ４、Ｗｎｔ５ａ、Ｗｎｔ１０ｂ和 βｃａｔｅｎｉｎ
表达增加，证明 Ｗｎｔ信号通路是被激活的。创伤愈合
过程中Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ被证明可以调节表皮细胞和真
皮成纤维细胞的增殖、分化、迁移［２１－２２］。也有研究认

为：正常的皮肤细胞间连接紧密，表达大量的 Ｃａｄｈｅｒｉｎ
分子，当这些连接被外力破坏时，就启动了胞内的

βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，从而创面细胞被激活［２３］。但是对

于创伤后真皮干细胞被激活是否也有赖于 Ｗｎｔ／β
ｃａｔｅｎｉｎ信号通路目前尚不完全清楚，因此进一步研究
创伤后干细胞受到局部微环境作用后被激活的信号途

径对于揭示组织修复的深入机制和指导促进修复与再

生可能具有重要意义。
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颈椎椎管内肠源性囊肿１例
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ｈｔｍｌ（２０１３０４２３）

　　肠源性囊肿（ｅｎｔｅｒｏｇｅｎｏｕｓｃｙｓｔ）又称做神经管原肠囊肿，是
一种较少见的先天性发育畸形的囊肿。因其壁内衬能分泌黏

液的类似于胃肠道的柱状上皮而得名，多来源于胚胎发育时期

神经肠管的残余组织［１］。本院收治１例，现报告如下。

１　临床资料

　　患者，男性，１１岁，因“间断后颈部疼痛９个月”于２０１２年
１２月３日收治入本院。临床表现：后颈部疼痛，同时出现四肢
发麻、乏力，走路不稳，行动不便；用药（消炎、止痛）后上述症状

可短时消失。查体：步入病房，神志清楚，语言流利，对答切题，

双侧瞳孔直径约３ｍｍ，对光反射灵敏；颈软，四肢肌力及肌张
力正常，双下肢肌力Ｖ级；腱反射正常，双侧巴氏征阴性。颈椎
ＭＲＩ示：颈３～５椎体平面椎管内见不规则囊状稍长Ｔ１长Ｔ２信
号影，大小约２．９３ｃｍ×１．１３ｃｍ×１．６ｃｍ，相应层面脊髓稍受
压变细，增强扫描脊髓侧边缘似可见点线样强化（图１）；考虑
颈３～５椎体平面椎管内占位，先天性囊肿与神经鞘瘤待鉴别。
术中见囊肿位于颈３～５段脊髓腹侧，长约４ｃｍ，囊液呈淡黄
色，壁薄，与脊髓紧密粘连，显微剪将其剪破后吸干净囊内液

体，完整保留神经根，剪取部分囊壁送病检。病理诊断：（颈

３～５椎管内）肠源性囊肿（图２）。

２　讨论

　　肠源性囊肿是一种由于胚胎期发育时期异位的前肠胚胎
残余组织在椎管内破坏中胚层而导致的先天性疾病，主要由神

经肠管的残余组织发育形成（神经肠管是胚胎发生第３周时在
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