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大鼠皮肤切创愈合过程中VEGF，TGF-13 1蛋白的表达 

夏 鹏 -，童文祥 ，喻永敏 ，，李刚莲 ，马智华s，杨 里 -，万立华 

(1．重庆医科大学基础医学院法医学教研室，重庆 400016；2．重庆市公安局九龙坡区分局刑警支队，重庆 400039；3．重庆市 

公安局刑警总队技术处，重庆 400042) 

【摘 要】目的：通过研究皮肤切创愈合过程中血管内皮生长因子(Vascular endothelial cell growth factor，VEGF)、转化生长因子 

B 1(Transforming growth factor-p 1，TGF—p 1)的表达与损伤时间的关系，探讨 VEGF、TGF—p 1能否在法医学判断损伤时间方面 

作为一个指标。方法：用大鼠建立皮肤切创模型，按随机原则分为实验组、正常对照组和死后损伤组，采用免疫组化(Immunohi 

stochemistry，IHC)方法对大鼠皮肤切创愈合过程中 VEGF、TGF—p 1的表达变化进行观察。结果：实验组 VEGF、TGF—p 1在 

创伤周围组织中的表达高于对照组及死后伤组(P<O．05)；VEGF在创伤后 3～24 h主要在中性粒细胞 、巨噬细胞和成纤维细胞 

中表达，阳性表达的强度与创伤后时间正相关；2 d出现在新生肉芽组织血管内皮细胞 、巨噬细胞及成纤维细胞中，呈强阳性表 

达，于伤后 4 d达到峰值；以后各组阳性细胞逐渐减少 ，呈弱阳性表达，与对照组比较差异有显著性(P<O．05)；TGF—B 1的生 

前伤后变化规律与 VEGF基本相似。结论：VEGF、TGF—B 1在创伤修复过程中的表达呈现时序性规律 ，可以为法医学损伤时间 

推断提供一种新的指标。 

【关键词】皮肤切创；VEGF；TGF—B 1；损伤时间；免疫组化 

【中国图书分类法分类号】R89 【文献标识码】A 【收稿日期】2009—03—09 

Expression of protein vEG F and TG F一13 1 in the process of cicatrization of 

incised wounds on rat skin 

xIA Peng．et ol 

(Department ofForensic Medical，College ofBasic Medicine，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To investigate whether the expression of protein VEGF and TGF—B 1 can be used as an index to estimate injury age 

in the field of forensic medicine by approaching the temporal relation of VEGF and TGF-B 1 expression with injury in the he~ing process 

of the incised wounds on rat skin．Methods：Experimental rat models were established by incisions made on the rat skin．the rat models 

were divided randomly into three groups：the experimental group，the normal group，and the postmortem injured group．The expression of 

VEGF and TGF—B 1 were observed with Immunohistochemical techniques in their process of cicatrization．Results：In the experimental 

group，the expression ofVEGF and TGF—B 1 were higher than those in the normal control and postmortem injury group (P<0．05)．The 

expression of VEGF mainly existed in the neutrophilic granulocyte，macrophages and fibroblasts 3~24 h after injury，and its positive level 

increased in direct proportion to the wound age．Two days after the injury，the presence of VEGF was observed in the macrophages， 

fihroblasts，and the vascular endothelial cell of neoformative granulation tissue with strong positive expression，reaching a summit on the 

4thday after the injury．The positive cells in both groups then gradually decreased，with the protein expression turning weakly positive． 

Their difference with the norm al control group is significant(P<O．05)．The changing rule of TGF—B 1 expression in the experimental group 

was similar to that of the VEGF expression．Conclusion：The expression of VEGF and TGF—B 1 during the cicatrization process follows 

temporal rules，thus can be provided as an new index to judge the Injury age in the field of forensic medicine． 
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创伤修复是一个受多种因素调控的复杂过程_11。近年来， 

国内外学者通过研究细胞因子在脑损伤修复中的表达发现 

细胞因子在脑损伤修复中与损伤时间有密切的关系 】。而针 

对法医学中最常见的皮肤损伤时间和细胞因子表达的关系 

作者介绍：夏 鹏(1976一)，男，硕士， 

研究方向：法医病理学。 
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研究相对较少。此次实验通过研究血管内皮生长因子(Vas— 

cular endothelial cell growth factor，VEGF)和转化生长因子 8 1 

(Transforming growth factor-B 1，TGF—p 1)在大鼠皮肤切创模 

型中的表达和损伤时间的关系，来探讨在法医学的损伤时间 

推断中，VEGF、TGF—B 1能否作为一个指标诊断生前伤及损 

伤时间。 
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1 材料和方法 

1．1 实验动物及 分组 

清洁成年 SD大白鼠 105只 (由重庆医科大学实验动物 

中心提供 )，雌雄不限，体重 180～200 g，随机分成正常对照 

组和实验组。对照组为未造创的大白鼠5只，死后即刻取相 

同部位皮肤 ；实验组按生前造创和死后造创不同时相点分为 

生前伤组(伤后即刻、0．5、l、2、3、6、12、24 h、2、3、4、5、6、7、 

10、12、14 d共 17组)和死后伤组(O．5、1、2 h共 3组)，每组 5 

只。 

1．2 皮肤切创模型的建立 

实验前大鼠背臀部剪毛处理 ，l％戊巴比妥 30 mg／kg腹 

腔注射麻醉。常规手术消毒，于背臀部脊柱两旁 0．5 cm处，纵 

行切开皮肤 ，创口长约 1．5 em，深达肌层。创面自然止血，不 

包扎 ，不施药。造创后送清洁单笼饲养，给予消毒饲料和蒸馏 

水 ，并保持创面干燥。于造创后按上述时相点断颈处死，取创 

口及周围0．5 em皮肤全层及皮下组织。对照组动物不造创， 

断颈处死后在相同部位取材。 

1．3 常规 HE染 色 

经造创所取皮肤组织放入 4％多聚甲醛／PBS中室温固 

定 24 h，常规脱水 、包埋，制成 0．5 m厚的切片，HE染色 ， 

光镜观察。 

1．4 免 疫组化染 色 

一 抗 VEGF、TGF—B 1兔抗鼠单克隆抗体，二抗及 SABC 

试剂盒，DAB显示剂均购 自武汉博士德生物技术公司。将所 

取检材放入 4％多聚甲醛／PBS中室温固定 24 h，常规脱水 、 

包埋 ，APES处理载玻片，制成 0．5 m厚的切片。微波抗原 

修复，PBS缓冲液清洗。正常羊血清封闭，兔抗鼠 VEGF、 

TGF—B 1单克隆抗体作为一抗 4~C孵育过夜。SABC法进行 

免疫组化染色，DBA显色。苏木素复染，镜检。按染色强度分 

为 4级 ：阴性：胞浆或胞膜未见着色；弱阳性 ：胞浆或胞膜着 

淡黄色；阳性：胞浆或胞膜着黄色或浅褐色；强阳性：胞浆或 

胞膜着深褐色。各组均以PBS代替一抗作阴性对照。 

1．5 数据图像和统计学分析 

每张切片随机取 5个高倍视野(×400)，计数视野 中包 

括炎性细胞、成纤维细胞和血管内皮细胞的阳性细胞总数 ， 

计算平均每个视野中的阳性细胞数，每组 5张切片，再计算 

每组平均每个高倍视野中的阳性细胞数。统计学以各组实验 

数据 ±s表示 ，应用 SAS8．2软件进行单因素方差分析及两 

两比较用 SNK检验。 

2 结 果 

2．1 创 口皮肤组织基本病理变化 

生前伤组损伤后 0．5～1 h伤口已止血。镜下见真皮层毛 

细血管扩张充血，周围见少量中性粒细胞浸润，表皮层未见 

炎性细胞浸润。2—3 h真皮层毛细血管明显扩张充血，真皮 

层内炎性细胞浸润增多，仍以中性粒细胞为主，表皮层可见 

少量炎性细胞浸润(图 1)。 

伤后 6～24 h各组真皮层和表皮层均可见毛细血管明显 

扩张，大量中性粒细胞 、巨噬细胞浸润。2 d组创缘皮肤已干燥 

结痂，肉芽组织开始形成，并向创口生长。3～4 d组大量肉芽 

组织形成，除炎症细胞外，尚可见大量成纤维细胞(图2)。5～ 

6 d组可见创口已基本为肉芽组织填平，炎性细胞少见。以后 

各组见创口基本愈合，肉芽组织纤维化，向瘢痕组织转变。死 

后伤各组无生前伤组改变，每只大鼠皮肤均变干、变薄。 

2．2 VEGF免疫组化染 色结果 

对照组表皮细胞呈弱阳性表达。死后伤 0．5 h组表皮细 

胞呈弱阳性表达(图 3)，死后 1 h组与 2 h组表达呈阴性。生 

前损伤组中 0～2 h组在表皮和毛囊呈弱阳性表达，但与对 

照组比较差异无显著性(Jp>0．05)；伤后 3—24 h，创缘处表皮 

层、毛囊染色呈阳性，中性粒细胞 、巨噬细胞浸润，阳性细胞 

数随伤后时间增加，与对照组 比较差异有显著性(P<0．05)； 

2—4 d组在新生肉芽组织血管内皮细胞、巨噬细胞及成纤维 

细胞 中呈强阳性表达(图 5)，阳性细胞数于伤后 4 d达到峰 

值，与对照组 比较差异有显著性(P<0．05)；5—6 d组巨噬细 

胞和成纤维细胞阳性表达的数量开始减少 ，表达呈阳性；7 d 

以后各组阳性细胞逐渐减少，呈弱阳性表达(图 6)；至伤后 

14 d表达部位转变为表皮细胞，但与对照组比较差异有显著 

性(P<0．05)。 

2-3 TGF—B1免疫组化染色结果 

对照组及死后伤各组观察结果与 VEGF表达结果相似。 

生前伤组 0．5 h与对照组相似，仍呈弱阳性表达，与对照组比 

较差异无显著性(P>0．05)；1—3 h组在创缘处表皮、毛囊呈 

阳性表达(图 7)，远离创缘的表皮、真皮免疫染色不增强，此 

时相组与对照组比较差异有显著性(P<0．05)；12 h组可见大 

量巨噬细胞 、中性粒细胞阳性表达细胞数明显增多(图 8)， 

与对照组 比较差异有显著性(P<0．05)；2～4 d组与 VEGF表 

达结果相似，呈强阳性(图 9)，阳性细胞数于4 d达到峰值， 

与对照组比较差异有显著性(P<0．05)。以后各时相点表达强 

度逐渐降低，至 14 d表达部位由炎性细胞、修复细胞转变为 

皮肤表皮(图 1O)。 

2．4 各组 VEGF、TGF—B1阳性细胞表达情况见表 1。 

3 讨 论 

VEGF是单基因编码高度保守的同源二聚体分泌性多肽 

因子 ，通过 VEGF受体起作用。是一种对血管生成有极强诱 

导作用的多功能诱导因子 ，能特异性作用于血管内皮细胞， 

具有促进血管内皮细胞分裂 、增殖 、细胞质钙聚集以及诱导 

血管生成和使血管通透性增强等作用，是已知促血管生成所 

有因子中最强因子Ⅲ。TGF—B 1是一种具有广泛生物学效应 

的多肽细胞因子，参与细胞的增殖分化、代谢和内外间质的 

形成 ，在组织创伤、修复、炎症、骨质再生、肿瘤发生等病理生 

理过程中起重要作用15．6l。 

根据本实验观察结果，在皮肤创伤修复过程的早期 VEGF、 

TGF—B 1的表达呈弱阳性 ，阳性细胞主要存在于表皮及毛 

囊 ，与对照组比较差异无显著性。说明创伤早期的 VEGF、 
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：与对照组及死后伤组比较差异无统计学意义，( 0．05)．h：与对照组及死后伤组比较差异有统计学意义
，(P<O．05) 

图 1 伤后24 h创伤区大量炎性细胞浸润．毛细 图2 伤后4d肉芽组织形成。可见大量 

血管扩张 HE×100 成纤维细胞 HE×100 

图4 伤后 12 h炎症细胞 VEGF阳性表达 

免疫组化染色×400 

图5 伤后 4 d血管内皮细胞和成纤维细胞 

VEGF强阳性表达免疫组化染色 ×400 

图3 伤后2 h创缘表皮 VEGF弱阳 

性表达免疫组化染色 X 200 

图6 伤后 7d肉芽组织中VEGF阳性表达 

减弱免疫组化染色×400 
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图7 伤后 2 h创缘表皮TGF—B1阳 

性表达免疫组化染色X 400 

图8 伤后 12 h炎症细胞明显增多。 

TGF--B 1阳性表达免疫组化染色 X 400 

图 10 伤后 14 d表皮及毛囊TGF—B1弱 

阳性表达免疫组化染色 ×200 

TGF一13 1早期表达主要源于损伤的表皮，局部的出血和渗出 

液，表达强度低，与常态下皮肤表皮细胞因子的表达强度无 

统计学差异。创口早期表达的TGF一13I，尚可作为趋化因子， 

使炎性细胞和成纤维细胞到达创口[7,81，并通过与受体结合， 

活化炎性细胞和修复细胞 ，诱导其它生长因子，对修复起到 

正向调节作用 。TGF一13 1在 3 h后，VEGF在 6h后的阳性表 

达主要存在于中性粒细胞和巨噬细胞，表皮及毛囊上皮细胞 

的表达逐渐减弱，说明由于伤后随炎性细胞的趋化、渗出， 

VEGF与 TGF一13 1的来源逐渐转变为巨噬细胞 、中性粒细胞。 

TGF一8 1尚活化了巨噬细胞等炎性细胞，诱导其产生VEGF 

等多种细胞因子参与创伤的愈合过程 】。实验中可观察到 

VEGF、TGF一13 1的阳性表达增强，表达部位也由表皮转变为 

炎性细胞，特别是巨噬细胞。创伤修复中后期，即造创后 2-4 

d．VEGF和 TGF一13 l呈强阳性主要表达于血管内皮和成纤 

维细胞中，并于伤后 4 d同时达到峰值 ，而病理表现出此时 

大量肉芽组织形成和成纤维细胞聚积，说明随着肉芽组织的 

增生和成纤维细胞的大量分化增殖 ，VEGF和 TGF—B 1的表 

达已经由炎性细胞为主转变为肉芽组织和成纤维细胞为主。 

此时 VEGF与肉芽组织中血管内皮细胞上的血管内皮细胞 

因子受体(Vascular endothelial cell growth factor receptor．VEG— 

FR)作用，直接促进内皮细胞分化增殖和迁移 ，促进血管构建 

和生成，同时 ，增生的毛细血管内皮细胞也可能通过 白分泌 

的方式，促进肉芽组织毛细血管的增生。创伤修复晚期 ，我们 

观察到炎性细胞、成纤维细胞数目减少，肉芽组织增生逐渐 

停止，皮下组织的阳性表达逐渐减弱，表皮和毛囊上皮的表 

达逐渐恢复至与正常皮肤一致。说明 VEGF和 TGF一13 l的 

分泌与上述细胞的增殖程度正相关 ，在炎性细胞和修复细胞 

分泌高峰之后，VEGF和TGF—p l的分泌也随之下降，表达 

部位转变为常态下的皮肤表皮。 

本实验中观察到对照组的表皮呈现弱阳性表达，说明正 

图 9 伤后 4 d血管内皮细胞和成纤维细胞 

TGF一13 1强阳性表达免疫组化染色 X 400 

常皮肤表皮中有少量 VEGF和 TGF一13 1的存在 ，其作用可 

能与维持自身稳态有关[II,121。死后伤早期亦 现弱阳性蛋白 

表达，分析其可能原因：①死后伤早期创 口仍会有出血 ，血液 

成分细胞中含有少量细胞因子；②死后组织 自溶引起的假阳 

性；③死后伤早期对损伤刺激的超生反应[13．1 。 

通过此次实验对 VEGF和 TGF一13 1的初步研究 ，显示 

VEGF、TGF一13 1在创伤修复中发挥着重要作用，其表达在创 

伤修复过程中呈现出时序性规律。国内的王慧君，李学锋 

等I 采用 RT—PCR、斑点杂交、原位杂交和实时 PCR等技 

术对大鼠皮肤内 TGF一13 l基因的表达进行了研究，结果表 

明 TGF一13 1 mRNA的表达与损伤时间也具有类似相关性。而 

Takaniyat 1和周建清等【 91采用 IHC方法在对 VEGF研究中也 

发现皮肤损伤后 VEGF随时间的这种单峰变化规律，但峰值 

表达时间比本次实验提前 48 h出现 ，分析可能为实验对象 

和具体检测方法的不同所影响。Corral等[201在研究了皮肤损 

伤后 VEGFmRNA的表达后发现 VEGFmRNA在皮肤损伤发 

生后表达提高 6 7倍 ，可持续至伤后 10 d，认为 VEGF在局 

部创伤修复中的作用超过了碱性成纤维细胞转化因子(Basic 

fibroblast growth factor，bFGF)。作者认为深入研究 VEGF和 

TGF—B 1蛋白和基因表达的时间规律以及它们在创伤修复 

中的作用 ，不仅可以为法医学损伤时间推断这一难题提供一 

种新的指标 ，而且研究 VEGF、TGF—B 1在脑 、骨质等损伤愈 

合、肿瘤发生发展中的表达和作用，还可以为临床创伤治疗、 

肿瘤治疗 、缺血缺氧性疾病的治疗和整形美容等发现新的途 

径。 
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CL 316243对孕大鼠离体子宫平滑肌收缩的作用 

晏 飞 1，董 志 1，傅洁民2，曾凡新 2 

(1．重庆医科大学生物化学与分子药理学重点实验室，重庆 400016；2．重庆医药工业研究院，重庆 400061) 

【摘 要】目的：探讨 8，一肾上腺素受体(Adrenoreceptor，AR)激动剂 cL 316243对孕大鼠离体子宫平滑肌收缩的作用及其受体 

选择性。方法：以 13 一AR激动剂沙丁胺醇(Salbutamo1)作阳性对照，观察累积加人 CL 316243和沙丁胺醇对未预处理和经美托 

洛尔(Metoprolo1)，IcI 118．55l或 SR 59230A预处理后的缩宫素诱导的孕大鼠子宫平滑肌收缩的影响。放射免疫法检测 cL 

316243和沙丁胺醇对平滑肌中cAMP和 cGMP浓度的影响。结果：CL 316243对缩宫素诱导的收缩幅度具有浓度依赖性松弛作 

用。其松弛作用的 E一值(48．13％±5．61％)显著高于沙丁胺醇(35．52％±5．15％)(P<0．05 o CL 316243的松弛作用能被 sR 

59230A拮抗而不被美托洛尔或 ICI l 18．551拮抗 ，沙丁胺醇则是被 ICI l 18．551拈抗而不被美托洛尔或 SR 59230A拮抗。相比 

空白对照组，CL 316243和沙丁胺醇能增加子宫平滑肌 cAMP浓度，但 cGMP浓度增加不显著。结论：CL 316243激活 13，一AR，增 

加细胞内 cAMP浓度，进而松弛孕大鼠离体子宫平滑肌。 

【关键词】13 一肾上腺受体；CL 316243；沙丁胺醇；cAMP 
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Effects of CL 31 6243 on isolated term-pregnant rat myometrial strips in vitro 

，，4Ⅳ Fe ，etal 

(Key Laboratory ofBiochem~try and Molecular Pharmacology，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the effects of the selective p 3一adrenoreceptor(AR)agonist，CL 3 1 6243，on the contractions and 

levels of cAMP and cGMP of myometrial strips isolated from term—pregnant rats．Methods：Salbutamol，all agonist of B 2一AR，was chosen 

as positive contro1．We evaluated the effect of increasing concentrations of CL 3 16243 and salbutamol on oxytocin—induced myometrial 
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