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小鼠皮肤切创愈合过程中巨噬细胞炎性蛋白一1 的表达及其 

与损伤时间的关系 

廖 鹰，邓世雄 

(重庆医科大学基础医学院法医教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨MIP一1 Ot在小鼠皮肤切创损伤愈合过程中的表达分布变化规律及其与损伤时间的关系。方法：小鼠背部制 

做全层切创，应用免疫组织化学技术及阳性细胞计数法观察伤后小鼠切创组织中不同时程的生前伤(1h～14d)和死后伤(0,5～6h) 

皮肤创伤局部 MIP一1 Ot的表达，并和无切创的小鼠作为对照。结果：在生前损伤组中，MIP一1 Ot最早在伤后 6h出现阳性表达，随后表 

达逐渐增多，在 3d达到高峰，其后呈下降趋势。而MIP一1 Ot在早期死后伤组及对照组仅在表皮，皮脂腺，汗腺上皮细胞呈弱阳性表达。 

结论：MIP一1 Ot在小鼠皮肤切创愈合过程中呈现一定时序性变化，有望作为法医损伤时间推断的一个有用的参考指标。 

【关键词】MIP一1 Ot；趋化因子；损伤时间；切创；免疫组化 
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An immunohistochemical study on the time-dependent expression of 

MI P-1 0(during healing of skin incised wound in mice 

L／A 0 Ying，et ol 

(Department of Forensic Medicine，College of Basic Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To explore the expression of MIP一1 Ot during healing of skin incised wound and the applicability of 

time-dependent expressions of MIP-1 Ot to determination of wound age．Methods：An incised wound was made in the dorsal 

skin of mouse．Immunohistochemical and image-analysis techniques were employed in vital skin wounds l h-1 4d after incision 

and postmortem incision 0．5-6h after death，and the non-incised mouse skin was used as contro1．Results：In the vital skin 

incisions，expression of MIP一1 began at 6h after incision，which．increased subsequently，and peaked at 3d、The quantity of 

MIP一1 expression decreased and minimized in the specimens aged 1 4 days．In the non—wounded groups and postmortem 

incision groups MIP一1 was only detected as weak expression in the epiderm ic cells．sweat gland cells and endothelial cells． 

Conclusion：The time—dependent expression of MIP-1 during healing of skin incised wound may be used as a useful 

reference marker． 

【Key words】MIP一1 ；Chemokines；Wounding interval estimation；Incised wound；Immun0hist0chemistry 

趋化因子是能使细胞发生定向运动的小分子 

细胞因子。目前发现的趋化因子有四大类，巨噬细 

胞炎性蛋白一1仅(MIP一1仅)是属于 CC类的趋化因 

子。MIP一1仅具有多种生物学作用，其炎症作用主 

要通过对炎性细胞的趋化作用及活化作用而参与 

炎症过程，另外还有免疫作用及其可抑制造血干细 

胞的增殖等。国内目前对 MIP一1仅研究多集中在临 

床领域，而在法医学对皮肤机械性损伤修复时间的 
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推断上报道较少。本研究通过建立小鼠皮肤切创损伤 

模型，运用免疫组化技术对小鼠损伤组织进行MIP一1仅 

的检测与分析，探讨在皮肤创伤愈合过程中其表达 

的时序性变化规律，以便为法医病理学损伤时间的 

推断提供一个新的理论依据。 

1 材料和方法 

1．1 实验动物和分组 

使用清洁级成年昆明系小鼠70只(重庆医科大学实验动 

物中心提供)，雌雄不限，体重(35±5)g，随机分为实验组和 
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对 照 组 。 实验组 又 按 照 生 前 造 创 和 死 后 造 创 时相 点 的不 同分

为生 前 创 伤组 和 死 后 创 伤 组 ， 每 时相 点 5 只 动 物 ， 对 照 组 5

只 动物取 正 常小 鼠相 同部 位皮肤 。 具 体分 组 为 ：实验组 ：生 前

造创组 ：1 h 、 3 h 、 6 h 、 12 h 、 l d 、 3 d 、 6 d 、 10 d 、 14 d 9 组 ， 死 后 造创组 ：

0 ． 5 h 、 l h 、 3 h 、 6 h 4 组 ；对 照 组 ：未造 创死 后 即刻取 材 。

1 ． 2 小 鼠 背部 切 创 模 型 的 建立 及 取 材

常规 手 术 消 毒 ， 在 小 鼠臀 背 部脊 柱 旁 l c m 处 ， 做 一 与 脊

柱平 行 的皮肤全 层 切 口 ， 长 约 1． 5 c m 。 创 面 自然止 血 ， 不 包 扎 。

不施 药 。 切创后 每 只 小 鼠分 笼饲 养 。 给予 消毒饲料 及 蒸馏 水并

保持伤 口 干燥 、 防止 伤 口 感染 。 分别按 生前造创组 上 述不 同存

活 时 间行 颈椎脱 位 处 死 动物取 材 。 死 后 造 创组 直接断颈 处 死

后 按 0 ． 5 h 、 l h 、 3 h 、 6 h 的分 组 时 间 在 与 生 前 造 伤 组 小 鼠背 部

相 同部位造创取 等量 大 小 的皮肤组 织块 。 对 照 组 直接段 颈 处

死 后 取 相 同部位 皮 肤组 织 。 所 取 皮肤标 本 放 入 4 ％ 多 聚 甲醛

，P B s 中 固定 2 4 h 后 ， 脱水 、 透 明 、 石 蜡 包埋 做常规 病 理 组 织 学

及 免疫组 化染 色 。

l _3 实验 试 剂

兔抗 鼠 M I P — l d 多克隆抗 体 ， 羊抗 兔 I g G ， s A B c 试 剂盒

及 D A B 显 色剂均 购 于 武汉 博士 德生 物工 程 有 限公 司 。

1 ． 4 常规 病 理 组 织 学切 片 染 色

4 ％ 中性 多 聚 甲醛缓 冲固定 液 固定标本 ， 常规脱水 ， 包埋 ，

切成 5 m 切 片 ， H E 染色 ， 光镜 观 察 。

1 ． 5 免 疫 组 化 染 色

兔抗 鼠 M I P — l 旺 作为 一 抗 ，按 s A B c 免疫组 化试 剂盒 ( 武

汉 博 士 德生 物 工 程 有 限公 司 )说 明进行染色 ， D A B 显 色 ， 苏木

素做核复染 。 染色 中以 P B s 代替 一 抗作 阴性 对照 ， 未见非特异

性 染色 。

1 ． 6 M I P — l d 阳 性 细 胞 计 数 及 统 计 学分 析

显 微 镜 ( × 4 0H0 )下 ， 每 张 切 片 随机 选 择 10 个 视 野 数 多 核

粒 细 胞 、 单 核 细 胞 和 成 纤 维 细 胞 的 阳性 细 胞 数 ， 计 算 每个 视

野 中 阳 性 细 胞 与 此 3 种 细 胞 总 数 的 比 值 。 采 用 S P s S f or

w i n d o w s 10 ． 0 软 件包 ， 应 用 方 差 分 析 进 行 统 计 学 分 析 ， 数 据

应 用 ；± 。 表示 。
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图 l 对 照 组 ， M I P 一 1 d 在 表 皮 细 胞 ， 毛 囊 ，

皮 脂 腺 内呈 弱 阳 性表 达 ( S A B C ×4 0 0 )

2 结 果

2 ． 1 H E 组 织 切 片 染 色观 察

生 前造创组 ：在伤后 l 一 3 h 镜下 可 见 真皮毛 细 血

管扩 张 ， 充 血 ， 创缘毛 囊周 围少 量 中性 粒 细胞 ， 6 h 中

性 粒 细 胞继 续 游 出逐 渐 增 多 ， 1 2 h 有 少 量 巨 噬 细 胞

游 出 ， 炎症 细胞 主要 以 中性粒细胞为 主 ， 1 d 中性粒 细

胞 数量 达 到 最 高峰 ， 此 时 肉芽 组 织 开 始形 成 并 向创

口 长 入 3 d 成纤维细胞 开 始增 生 ， 此 时 巨 噬 细胞 达 到

最 高峰 ， 中性 粒 细 胞 大 多 消失 ， 其后 巨 噬 细 胞 减 少

至 6 d 基 本 消失 至 14 d 肉芽组 织 开 始纤 维 化 ， 创 口 基

本 愈合 。

死 后 造 创 组 及 对 照 组 ：镜下 未 见 生 前 损 伤 组 上

述 改 变 。

2 ． 2 免 疫 组 化 染 色观 察

对 照 组 ：在 少 量 表皮 细胞 及 毛 囊 ， 皮 脂 腺 ， 汗 腺

上 皮细胞 呈 弱 阳性 表达 ( 见 图 1 ) 。

死 后 造 创 组 ：0 ． 5 h ， l h 组 在 表 皮 细 胞 及 部 分 毛

囊表达 弱 阳性 ( 见 图 2 ) ， 3 h 后 表达 阴性 。

生 前 造 创 组 ：伤后 1 h ， 3 h 组 切 片染 色 与 对 照 组

基 本相 同 ；伤后 6 h 后 可 见 开 始在损 伤 区 侵润 的 中性

粒细胞 中少 量 M I P 一 1 仅 的 阳性 表达 ；伤后 6 ～ 1 2 h 侵

润 的 中性 粒 细胞 数量 增 多 ， 1 2 h 后 少 量 巨 噬 细 胞 游

出 ， 可 见 散 在 阳性 表 达 的单核 细胞 和 大量 阳 性 中性

粒 细胞 ( 见 图 3 ) ；1 d 后 随着 炎症 细 胞 的增 多 ， 阳性 细

胞 主要 以 中性 粒 细 胞 为 主 ， 伤后 3 d 组 ( 见 图 4 ) ， M I P

一 1 仅 的 阳性 表达 达 到最 高峰 ， 主要 在 大量 的单核 细

胞 内表达 并 在 开 始增生 的成纤 维 细胞 内表 达 ；其后

到 1 4 d M I P 一 1 仅 阳性 表达 在部分成纤 维细胞 内 。

2 ． 3 阳 性 细 胞 计 数 及 统 计 学分 析

表 1 为 M I P 一 1 仪 阳性 细 胞 百 分率 ， 经 统计学 方
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图 2 死 后 造 创 1 h 组 ， M I P 一 1 d 在 少 量 的 表 皮

细 胞 ， 毛 囊 ， 皮 脂 腺 内呈 弱 阳性 ( s A B c ×4 0 0 )
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图 3 生 前 造创 12 h 组 。 M I P 一 1 d 在 大量 的 中性粒 细

胞 及 少量 单 核 细 胞 内呈 阳 性表达 ( S A B C ×4 0 0 )

差 分 析 ， 各 相 邻 两 组 之 间 M I P — l d 阳 性 细 胞 比率 相

比均具有 显 著差 异 (P < 0 ． 0 1 ) ， 见 表 l 。 其 中伤后 3 d 组

与其他各 时 间组 相 比均有 显 著差 异 (尸< 0 ． 0 1 ) 。

表 l 不 同损伤 时 间皮 肤炎 症 细 胞 ， 修 复细 胞 M I P — l d 表 达

的 阳性 计 数 ( ；t s )

3 结 论

趋 化 性 细 胞 因 子 又 称 趋 化 因子 或 趋 化 蛋 白 ， 它

们参 与 白细 胞 迁 移 、 激 活 和 趋 化 ， 决 定 了 哪 些 细 胞

将穿过 内皮 细 胞 及 在 组 织 中移 到何 处 ， 在 炎症 反 应

中起 核 心 作用 。 M I P — l d 属 趋 化 因 子 C C 亚 族 ， 分 子

量 为 8 k u ， 其 基 因定位 于 人 1 7 q 1 1 ． 2 — 1 2
， 在 不 同 因素

刺激下 ， M I P 一 1 仅 可 由多种 细胞 产 生 ， 如单 核 ／巨 噬

细 胞 、 成纤 维 细胞 、 内皮细胞 、 中性 粒 细 胞 、 B 细胞及

某 些 肿 瘤 细 胞 等⋯
。 M I P 一 1 d 通 过 受 体介 导 与靶 细

胞结合发 挥其生 物学 活性 。 M I P 一 1 d 的靶 细 胞 有 酸

性 粒 细胞 、 单核 细 胞 、 活 化 T 细胞 、 树 突 细 胞 、 中性

粒 细 胞 、 N K 细 胞 及 造 血 干 细 胞 ， C C R l 、 C C R 3 和

c C R 5 为 M I P — l d 的受体 ， 在不 同的靶细胞 上 存在着

不 同的受体 。 M I P — l d 与其受 体结 合 后 ， 有趋 化免

图 4 生前造创 3 d 组 ， M I P — l d 主 要 在 单细 胞

及 部 分 成 纤 维细 胞 上 阳性 表 达 ( s A B C ×4 0 0 )

疫 细胞 、 抑制 造 血 干 细胞 生 长 及 抑制 H IV 感染 的作

用 。

近 几 年 对 于 M I P 一 1 d 的 研 究 多 集 中在 临 床 领

域 ， 研 究发 现 其 与 一 些 有关 炎 性 反 应 疾 病 发 生 发 展

过 程 关 系密切 。 2 0 0 2 年 ， c o w e U 等【。
研 究发 现 脑 组 织

缺 氧 缺 血 后 M I P 一 1 d 表 达 4 ～ 1 6 h 逐 渐 升 高 ，
7 2 h

仍保持较 高水平 ， 其显 著表达 于 神经 损伤 和单核 ／巨

噬 细胞 聚集 的部位 。 H u f f n a 对e 等㈨观 察 经 支气管 内

接 种 新 型 隐球 菌 的 小 鼠灌洗 液 中 M I P — l d 浓 度 升

高 ， 加 入 特异 M I P 一 1 仪 抗 体后 ， 肺 内单核 细 胞 、 中性

粒细 胞 、 巨 噬 细胞数 目明显 减少 。 其他 一 些 炎 性疾病 ，

如细 菌性 脑 膜 炎 、 多 发性 硬 化 的脑 脊液 等也 均 可 检

测 到 M I P 一 1 0 [ ㈣
。 以 上 研 究结果均表 明 M I P — l 0 【 在

赞 l生反 应 过 程 中起 着重 要 的作 用 。

本 实 验 研 究 利 用 免疫 组 化 方 法 对 小 鼠 切 创 部

位进行 观 察检测发 现 ， 在 正 常对 照组 及 死 后 伤组 M I

P 一 1 仪 仅在 表皮 细 胞 及 毛 囊 ， 皮脂腺 ， 汗 腺 上 皮 细 胞

呈 弱 阳性 表 达 。 生 前 伤后 创 伤皮肤 M I P 一 1 旺 的表 达

变化有 一 定 的时 间规 律 ， 在损伤 后 6 h 开 始表 达 ， 7 2 h

表 达 最 强 ， 其后 逐 渐下 降 。 M 1P — l 仅 阳性 表 达 细胞 在

损 伤修复早期 主 要 在 中性 粒 细 胞 表 达 ， 在 修复 中晚

期 主 要 在 大 量 的 巨 噬 细 胞 内表达 ， 及 可 见 部 分 阳 性

表达 的成纤 维细胞 。 D i p i e t m 等1q 发现 老 鼠受伤后 伤 口

里 M I P — l 仪 m R N A 及 其表 达 蛋 白质 在 受 伤 3 d 后 达

到高峰 。 我们 的研究结果 与 D i p i e f r 0 的研 究结果基 本

一 致 ， M I P 一 1 d 的 表 达 同 巨 噬 细 胞 渗 出 时 间 一 致 ，

提 示 M I P 一 1 d 在 巨 噬 细 胞 至 伤 口 的补 充 及 组 织 的

修 复 中进 程 一 致 ， 其 时 程 性 表 达 可 作为损伤 时 间推

断的参考 。 另外值得 注 意 的是 ， 为何 M I P 一 1 d 在死 后

早期损 伤有 弱 阳性 表达 ， 其 引 起 因素很 多如 死 后 伤

早 期 尚有 活 力 的 细 胞 对 损 伤刺 激 具 有 超 生 反 应 能

重庆维普 http://www.cqvip.com
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力18]，死后早期创口仍有出血，含有细胞因子成分等 

原因，但其性质与生前伤有本质上的不同。 

本研究结果表明了MIP一1 0【主要参与了创伤 

愈合中晚期组织修复过程并发挥了重要的作用，其 

在创伤后表达的时序性变化规律对于法医学检案 

中损伤时间的推断有重要的意义。但由于 MIP一1 0【 

对损伤刺激反应主要在损伤修复中晚期，其并非是 
一 个损伤敏感性指标，因此我们认为在伤后存活时 

间推断中，MIP一1 0【表达只能作为辅助指标，应结 

合其他指标联合检测，并且相对于人体检案的实用 

性和可行性还有一定的差距，有待进一步完善。 
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白的明确表达，具体原因尚有待于进一步探讨。但与 

Kawamura等报道 相符：基因改造的高表达p300基 

因的大鼠能对抗阿霉素所致心肌细胞凋亡及心衰， 

仅通过提高 Bcl一2基因表达水平实现，而p53没有 

变化。 

综 七所述：与传统的STH一2心脏停搏液比较，TIx 

心脏停搏液能减少大鼠缺血再灌注心肌细胞凋亡 

的数量，具有更好的心肌保护作用；1TIx心脏停搏液 

减轻心肌细胞凋亡可能是通过上调抑制凋亡蛋白 

Bcl一2表达，下调促进凋亡蛋白Bax表达，提高Bcl一2／Bax 

比值来实现。 
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