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富勒醇促进小鼠皮肤创面愈合的疗效及机制

梁富程 1,何志强 1,张伟楠 1,巩志丹 2,范晓棠 3,鲁元刚 1　（1. 陆军军医大学大坪医院整形美容科，重庆 400042；2. 中国人民解

放军31411部队，辽宁 沈阳 110020；3. 陆军军医大学医学心理系军事认知心理学教研室，重庆 400038）

［摘 要］　目的　探究生物材料富勒醇在小鼠皮肤创面愈合中的疗效及机制。方法　将 24只 6~8周龄雄性C57BL/6小鼠随机

分为假手术组（对照组）、模型组+生理盐水组（NS组）及模型组+富勒醇组（FUL组），每组8只。FUL组在建模后腹腔注射10 mg·kg-1·d-1

富勒醇 7 d，NS组及对照组注射等体积生理盐水。每日记录小鼠体质量，分别于治疗第 3、7天对创面进行拍照并计算相应的创面愈

合率。治疗后通过 HE 染色和 Masson 染色观察创面皮肤组织愈合情况；RT-qPCR 检测创缘组织 TNF-α、IL-6、IL-1β mRNA 水平；

Western blot检测创缘组织NF-κB、TNF-α、IL-6、IL-1β蛋白水平；ELISA检测小鼠血清TNF-α、IL-6、IL-1β及创缘组织MDA、SOD水平。

结果　各组小鼠每天的体质量无明显变化（P>0. 05）。第 3、7天，FUL组创面愈合率明显高于NS组（P<0. 05）；与NS组相比，干预结

束时FUL组创缘组织NF-κB、IL-1β、IL-6、TNF-α及MDA水平明显下降（P<0. 05），而SOD水平显著升高（P<0. 05），同时血清中 IL-1β、

IL-6、TNF-α表达明显下降（P<0. 05）。HE染色及Masson染色显示，与NS组相比，FUL组上皮结构连续、完整，胶原纤维更加密集且

排列整齐，上皮爬行距离更远（P<0. 05），肉芽组织更厚（P<0. 05），胶原容积分数更高（P<0. 05）。结论　富勒醇可以有效促进小鼠皮

肤创面愈合，其可能是通过抑制NF-κB信号通路及下游炎症因子表达实现的。
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Efficacy and mechanism of fullerenol in promoting skin wound healing of mice
LIANG Fu-cheng1，HE Zhi-qiang1，ZHANG Wei-nan1，GONG Zhi-dan2，FAN Xiao-tang3，LU Yuan-gang1　（1. Department 
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Shenyang Liaoning 110020，China；3. Department of Military Cognitive Psychology，Faculty of Medical Psychology，Army Medical University，
Chongqing 400038，China）

Abstract: Objective　To explore the efficacy and mechanism of the biomaterial fullerenol （FUL） on skin wound healing of mice.
Methods　A total of 24 male C57BL/6 mice aged from 6 to 8 weeks were randomly divided into the sham operation group （control group）， 
model group+normal saline group （NS group） and the model group+fullerenol group （FUL group）， with 8 mice in each group. Mice in the 
FUL group injected intraperitoneally with 10 mg·kg-1·d-1 fullerenol for 7 days，and mice in the NS group and the control group injected with 
an equal volume of normal saline. The daily body weight of mice were recorded， and the wounds were photographed on the 3rd and 7th days 
of treatment to calculate the corresponding wound healing rate.The wound skin tissue healing after treatment was observed by HE and Masson 
stainings， the mRNA levels of TNF-α，IL-6，IL-1β in wound margin tissue were detected by RT-qPCR，the protein levels of NF-κB，TNF-α，IL-6， 
IL-1β in wound margin tissue were detected by Western blot， the levels of TNF-α， IL-6， IL-1β in serum and MDA，SOD in wound margin 
tissue were detected by ELISA. Results　There was no significant change in daily body weight among groups (P>0.05).On the 3rd and 7th 
days， the wound healing rate of the FUL group was significantly higher than that of the NS group （P<0. 05）. Compared with the NS group， 
the levels of NF-κB， IL-1β， IL-6， TNF-α and MDA in the wound margin tissue of the FUL group were significantly decreased （P<0. 05）， 
while the level of SOD was significantly increased （P<0. 05）， and the expression of serum IL-1β， IL-6， and TNF- α were significantly 
decreased （P<0. 05）. The HE staining and Masson staining showed that the FUL group had a continuous and complete epithelial structure, 
denser and neatly arranged collagen fibers, longer epithelial crawl distance (P<0.05), thicker granulation tissue (P<0.05), and higher collagen 
volume fraction compared with the NS group (P<0.05).Conclusion　Fullerenol can effectively promote the skin wound healing of mice， which 
may be achieved by inhibiting the NF-κB signaling pathway and the expression of downstream inflammatory factors.
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临床上烧创伤、肿瘤及溃疡等常导致皮肤创面不

能愈合或无愈合倾向，不仅增加了治疗难度，还加重

了患者的经济负担，已成为一个棘手的公共问题[1]。

研究发现，各种致病因素会引起核因子 κB（nuclear 
factor kappa-B,NF-κB）信号通路的持续激活，并促进白

介素 1β（interleukin-1β,IL-1β）、白介素 6（interleukin-6,
IL-6）、肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor-α,TNF-α）
等炎症因子的释放，进而导致炎症过程的持续存在[2]。

持续的炎症状态和异常的炎症因子分泌会导致伤口

愈合停留在炎症阶段，是临床上皮肤创面迁延不愈的

重要原因[3]。目前，针对创面延迟愈合的治疗方法仍

不能很好地解决炎症问题，导致病情反复，效果不佳。

因此，寻找一种新型主动抗炎药物促进皮肤创面的愈

合，从而实现创面解剖和功能的重建与修复具有重要

意义[4-5]。

富勒醇（fullerenol,FUL）作为一种新型的生物材

料，是具有多羟基的 C60分子，因其具有性质稳定、价

格低廉、较好的生物相容性等优点而被广泛关注。但

其生物合成过程中可能会产生大量的有机溶剂及酸

碱，限制了其应用。本研究所采用的富勒醇通过催化

剂辅助机械化学方法合成，可提高产量且不需要纯

化[6]。在抑郁症及放射性皮炎等动物模型中，富勒醇

表现出良好的抗氧化活性和化学抗炎等功能[6-7]；但其

对小鼠皮肤创面愈合的影响目前尚不清楚。基于此，

本研究建立小鼠皮肤创面模型，观察经富勒醇治疗的

效果并初步探讨其机制，以期为临床皮肤创面修复提

供新的治疗策略。

1　材料与方法

1. 1　实验动物

6~8 周龄雄性健康 C57BL/6 小鼠 24 只，购自湖南

斯莱克景达实验动物有限公司[生产许可证号：SYXK
(渝)2017-0002]，体质量 18～23 g，每笼 4 只饲养，自由

饮水、饮食，环境温度21~24 ℃，相对湿度50％～60％，

维持 12 h 光照/12 h 黑暗的昼夜交替节律。所有实验

均在陆军军医大学军事认知心理学教研室动物实验

室进行。

1. 2　主要试剂

富勒醇根据高能物理研究所和国家纳米科学技

术中心（中国北京）的报告合成，并溶于 0. 9% 生理盐

水中（10 mg/mL）。RIPA 裂解缓冲液购自上海碧云天

公司，ELISA试剂盒购自厦门慧佳科技有限公司，反转

录试剂盒购自美国赛默飞公司，脱毛膏购自法国薇婷

公司，HE染色试剂盒购自上海碧云天公司，Masson染

色试剂盒购自上海贝博生物公司。

1. 3　实验分组及模型建立

将 24 只小鼠随机分为假手术组（对照组）、模型

组+生理盐水组（NS组）及模型组+富勒醇组（FUL组），

每组 8只。给予小鼠 1%戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，背

部术区备皮后，于俯卧位固定，术区常规碘伏消毒，乙

醇脱碘，脱毛膏脱毛。真手术组建模：通过打孔的方

式在小鼠背部作 2 个直径 6 mm 的圆形全层皮肤缺损

创面，术后单笼喂养[8-9]。建模成功后，立即给予 FUL
组小鼠腹腔注射 10 mg/kg富勒醇[6]，其余 2组注射等体

积生理盐水。各组小鼠每日给药 1次，连续 7 d。干预

结束后，麻醉状态下处死小鼠，取材制作切片并进行

相应检测。

1. 4　皮肤创面愈合率的计算

治疗后第 3、7 天，数码相机采集小鼠皮肤创面图

片，利用 Image J软件分析图像，每只小鼠的创面面积

取平均值，创面愈合率=（创面初始面积-第 n天创面面

积）/创面初始面积×100%。

1. 5　HE染色

采用 HE 染色试剂盒，将创缘石蜡切片放入二甲

苯中，梯度乙醇水化后，依次放入苏木素、伊红染液进

行染色，然后梯度乙醇脱水、二甲苯透明，中性树胶封

片并拍照。分析图像，计算上皮爬行距离及肉芽组织

厚度。

1. 6　Masson染色

采用 Masson 染色试剂盒，将创缘切片脱蜡（方法

同HE染色），依次加入苏木素、丽春红、苯胺蓝等进行

染色，梯度乙醇脱水、二甲苯透明，中性树胶封片后拍

照。分析图像，统计胶原容积分数。

1. 7　Western blot检测相关蛋白表达

每组分离3只小鼠皮肤创面样本，在4 ℃的RIPA裂

解缓冲液中研磨匀浆，4 ℃下以15 000 r/min离心裂解产

物 10 min，使用二辛可宁酸试剂盒测定蛋白浓度。将

样品（每泳道 10 μL）在 10% SDS-PAGE上以 80 V分离

120 min，然后以 220 mA 转移到 PVDF 膜上 120 min。
5%脱脂牛奶室温封闭3 h。然后将膜与 IL-1β（1∶1 000）、
IL-6（1∶1 000）、TNF-α（1∶1 000）、NF-κB（1∶1 000）、

β -actin (1∶10 000）一抗孵育，再与辣根过氧化物酶结

合的二抗孵育。通过增强化学发光法观察膜上的特

异性蛋白条带。使用 Image Lab 软件计算条带的灰

度值。
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1. 8　RT-qPCR检测相关mRNA表达

每组分离 3 只小鼠皮肤创面样本，研磨匀浆后置

于 4 ℃ TRIzol 试剂中，加入 200 μL 氯仿，剧烈振荡

15 s，4 ℃下以 12 000 r/min 离心裂解产物 10 min。取

水相溶液，添加 200 μL 70% 乙醇(无 RNase 水配制)到

吸附柱。离心后，使用 Nano Drop 2000 分光光度计测

定RNA浓度，按照说明书逆转录为 cDNA，PCR仪进行

RT-qPCR，采用比较周期阈值方法定量 RNA 的相对

量。引物见表1。

1. 9　ELISA检测血清炎症因子水平及氧化应激水平

干预结束后，每组取 6只小鼠血液常温放置 2 h后

离心，得到血清样本；取创缘组织采用预冷的 PBS 清

洗，去除血迹及多余筋膜，剪碎并称重。组织和 PBS
（含蛋白酶抑制剂）按照质量体积比 1∶9混匀，充分研

磨后，以 3 000 r/min离心 10 min，获取组织匀浆。按照

说明书操作，使用比色法分别计算血清中 IL-1β、IL-6、
TNF-α 的含量及创缘组织中丙二醛(malondialdehyde,
MDA)含量和超氧化物歧化酶 (superoxide dismutase,
SOD)活性。

1. 10　统计学分析

使用 SPSS 25. 0 软件进行统计学分析，数据以均

数±标准差（x-±s）表示，2 组间比较采用配对样本 t检

验，多组间比较采用单因素方差分析。P<0. 05为差异

具有统计学意义。

2　结果

2. 1　小鼠体质量变化

各组小鼠每天的体质量无明显变化（P>0. 05），见

图1，说明富勒醇对小鼠的生长发育无明显影响。

2. 2　小鼠创面愈合情况

NS 组和 FUL 组小鼠的创面均随着时间推移不断

变小，在同一时间点，FUL 组小鼠的愈合率均高于 NS

组，差异有统计学意义（P<0. 05），见图2。
2. 3　小鼠创面HE染色及Masson染色

HE 染色结果显示，治疗后第 7 天，与 NS 组相比，

FUL组上皮结构连续、完整，上皮爬行距离远，肉芽组

织更厚，差异有统计学意义（P<0. 05）。Masson染色结

果显示，治疗后第 7天，FUL组的胶原纤维更加密集且

排列整齐，胶原容积分数高于NS组，差异有统计学意

义（P<0. 05)，见图3。
2. 4　各组小鼠创面组织 IL-1β、IL-6、TNF-α、NF-κB 的

蛋白表达水平比较

治疗后第7天，FUL组小鼠皮肤创面组织的 IL-1β、
IL-6、TNF-α、NF-κB的蛋白表达水平均低于NS组，差异

有统计学意义（P<0. 05）；但FUL组以上蛋白表达水平与

对照组比较，差异无统计学意义（P>0. 05），见图4。

表1　RT-qPCR引物序列

基因

IL-1β
IL-6
TNF-α
β-actin

上游序列

5'-GGCAACTGTTCCTGAACTCAACTG-3'
5'-GAGACTTCACAGAGGATACCA-3'
5'-TAGCCCACGTCGTAGCAAA-3'
5'-TGTAAAACGACGGCCAGT-3'

下游序列

5'-CCATTGAGGTGGAGAGGTTTCAGC-3'
5'-GTGCATCATCGTTGTTCATAC-3'
5'-GCAGCCTTGTCCCTTGAAG-3'
5'-CAGGAAACAGCTATGACC-3'

图1　小鼠每日体质量变化图

a：小鼠创面愈合情况；b：小鼠创面愈合率 #：与NS组相比，P<0.05
图2　小鼠创面愈合情况
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2. 5　各组小鼠创面组织 IL-1β、IL-6、TNF-α 的 mRNA
表达水平比较

RT-qPCR结果显示，治疗后第 7天，FUL组的创面

组织炎症因子 IL-1β、IL-6、TNF-α mRNA 表达均低于

NS组，差异有统计学意义（P<0. 05），但 FUL组以上炎

症因子mRNA的表达与对照组比较，差异无统计学意

义（P>0. 05），见图5。
2. 6　各组小鼠血清炎症因子及创面组织氧化应激水

平比较

ELISA结果显示，治疗后第 7天，FUL组的血清炎

症因子 IL-1β、IL-6、TNF-α水平均低于NS组，差异有统

计学意义（P<0. 05），FUL组以上血清炎症因子水平与

对照组比较，差异无统计学意义（P>0. 05）。与 NS 组

相比，FUL 组创面组织的 MDA 含量明显下降，SOD 活

性明显升高，差异均有统计学意义（P<0. 05）；但 FUL
组氧化应激水平与对照组比较，差异无统计学意义

（P>0. 05），见图6。
3　讨论

创面修复是一个复杂而有序的生物学过程，大致

可以分为出血炎症期、细胞增殖期、组织重塑期，三个

时期相互独立又彼此紧密联系。皮肤伤口修复的关

键因素是伤口炎症、伤口收缩和上皮再形成[10]。皮肤

创面难治愈的主要原因在于其不遵循正常有序的愈

合过程，可能出现角化细胞迁移障碍、创面上皮化困

难、炎症因子持续释放、巨噬细胞比例失调等。既往

研究发现，创面难愈合与氧化应激和炎症过程持续存

在有关，炎症和氧化应激之间相互作用，互为因果[11]。

a：HE染色（绿色箭头为伤口边缘，黄色箭头为上皮尖端，蓝色双向箭头为肉芽组织）；b：Masson染色；c：上皮爬行距离；d：肉芽组织厚

度；e：胶原容积分数 *：与对照组相比，P<0.05；#：与NS组相比，P<0.05
图3　小鼠创面组织HE染色及Masson染色
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目前，药物治疗均无法达到理想效果，精准调节炎症

过程，并解决伤口过度氧化应激问题是促进皮肤创面

愈合的关键。

出血炎症期作为创面愈合的初期，也是伤口的第

一道防御机制，对整个愈合过程至关重要[12]。炎症反

应中的抗炎和促炎因子是一把双刃剑，适度炎症对组

织修复有益，但过度炎症不利于伤口愈合[13]。适度炎

症可以激活中性粒细胞，释放炎症因子，同时激活机

体释放转化生长因子、血小板衍生生长因子、碱性成

纤维细胞生长因子和表皮生长因子等，这些生长因子

会吸引更多的免疫细胞参与创面的愈合过程。NF-κB
是一种参与先天和适应性免疫反应的转录因子，其适

度活化对于机体抵御创伤、感染等具有重要意义，过

度活化又可诱导 IL-1β、IL-6、TNF-α 等炎症因子的过

度表达；TNF-α也可以激活NF-κB通路的转录和表达，

NF-κB通路的激活又可以诱导多种炎症介质的表达，

形成一个自分泌增强的回路，加剧炎症反应。本研究

中，FUL组 IL-1β、IL-6、TNF-α、NF-κB的表达水平较NS
组均有不同程度下降，说明富勒醇具有调节伤口炎症

的能力，其可以调控创缘 NF-κB 的水平，从而减少创

面周围组织及血液中 IL-1β、IL-6、TNF-α 等炎症因子

的表达，有助于创面正常愈合。

皮肤创面的局部微环境被破坏，如氧化应激水平

升高、血液灌注不良等，会导致创面愈合困难[14-15]。因

此，调节创面氧化应激水平也极为重要。MDA是脂质

与氧自由基反应形成的产物之一，其与皮肤创面不愈

合密切相关[16]。氧自由基可加快巨噬细胞迁移，引起

炎症和促纤维化细胞因子的释放，进一步刺激活性氧

a：蛋白免疫印迹图；b：IL-1β 蛋白表达；c：IL-6 蛋白表达；d：TNF-α 蛋白表达；e：NF-κB 蛋白表达 *：与对照组相比，P<0.05；#：与 NS
组相比，P<0.05

图4　小鼠创面组织炎症因子的蛋白表达

a：IL-1β mRNA表达；b：IL-6 mRNA表达；c：TNF-α mRNA表达 *：与对照组相比，P<0.05；#：与NS组相比，P<0.05
图5　小鼠创面组织炎症因子的mRNA表达
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产生。过量的活性氧可通过激活对氧化还原状态敏

感的转录因子NF-κB从而促进促炎因子的表达，进一

步上调血管细胞黏附分子-1、细胞间黏附分子-1及单

核细胞趋化蛋白-1等与炎症相关的基因产物的表达，

加剧炎症反应；此外，自由基所致的氧化应激与炎症

通过调控转录水平进而相互影响，形成自由基-氧化

应激-炎症-氧化应激-自由基的恶性循环。氧化应激

通过氧化加重炎症反应，炎症通过炎症介质促进氧

化。本研究结果显示，与 NS组相比，FUL组小鼠创面

组织中 MDA水平显著降低，而 SOD水平显著升高，说

明经富勒醇治疗后，伤口周围的氧化应激水平下降，

表明富勒醇在抑制炎症反应的同时，可降低伤口周围

组织中的氧化应激水平，协同降低炎症水平，共同促

进皮肤创面的愈合。

再上皮化和伤口收缩是影响伤口愈合的另一重

要因素。急性损伤的治疗需要快速有效的上皮化过

程以恢复皮肤完整性。皮肤愈合需要新生上皮在伤

口床上扩张[17-19]。本研究 HE 染色结果显示，与 NS 组

相比，FUL组新生上皮更长，肉芽组织更厚，说明富勒

醇可促进再上皮化。有效的伤口收缩有利于缩短愈

合时间，而胶原纤维的沉积与有序排列对于提高伤口

组织重塑也有不可或缺的作用[20-21]。本研究Masson染

色结果显示，FUL组较 NS组有更多的胶原纤维沉积，

胶原结构排列更密集，胶原容积分数更高，说明富勒

醇可加快伤口收缩，从而促进伤口愈合。

综上，富勒醇可有效促进小鼠皮肤创面愈合，其

机制可能与富勒醇抑制 NF-κB 信号通路及下游炎症

因子表达，从而减轻炎症、氧化应激，促进伤口再上皮

化和增强伤口收缩有关。本研究结果可为临床上创面的

相关治疗提供参考和实验依据。但本研究为动物实验，

其临床有效性和实用性仍有待进一步证实。
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