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两种促进烫伤小鼠愈合的融合肽

方　晨，郭葆玉

第二军医大学药学院生化药学教研室，上海２００４３３

［摘要］　目的：观察设计合成的两种融合肽对小鼠烫伤的疗效。方法：针对烫伤经历炎症反应、感染、而后细胞增殖修复的

特点，选择相应的氨基酸序列人工合成两种融合肽 ＭＴα１和 ＭＴ５０８，将其应用于深Ⅱ度烫伤的小鼠模型上，观察愈合情况。

同时，为了在微观领域证实愈合情况，选择了６个检测指标，包括：利用免疫组化方法检测烫伤皮肤组织中Ⅰ型胶原、血管内皮

生长因子（ＶＥＧＦ）、增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）和细胞角蛋白（ＣＫ）的表达；用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测烫伤小鼠血清中

ＴＮＦα的含量变化和伊文思蓝（Ｅｖａｎｓｂｌｕｅ）染色检测烫伤皮肤组织中血管通透性的改变。结果：两组用药组比对照组创伤愈

合时间提前１周左右；免疫组化结果显示两组用药组第１０天Ⅰ型胶原、ＶＥＧＦ、ＰＣＮＡ和ＣＫ都呈阳性表达，而同时相的对照

组各个指标则是阴性结果。烫伤组织ＴＮＦα的ＥＬＩＳＡ检测和血管通透性的Ｅｖａｎｓｂｌｕｅ检测则印证了我们所合成的融合肽有

抗炎、抗渗作用。结论：设计合成的两种融合肽对烫伤小鼠均有明显加快愈合的作用。

［关键词］　融合肽；电烧伤；伤口愈合；免疫组织化学

［中图分类号］　Ｒ６４４　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００８）０３０２５９０７

Ｔｗｏｆｕｓｉｏｎｐｅｐｔｉｄｅｓｐｒｏｍｏｔｅｈｅａｌｉｎｇｏｆｓｃａｌｄｅｄｍｉｃｅ

ＦＡＮＧＣｈｅｎ，ＧＵＯＢａｏｙｕ

ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌＰｈａｒｍａｃｙ，ＳｃｈｏｏｌｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３，Ｃｈｉｎａ

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆ２ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｌｙｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｆｕｓｉｏｎｐｅｐｔｉｄｅｓｏｎｓｃａｌｄｅｄｍｉｃｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：

Ｔｗｏｎｅｗｆｕｓｉｏｎｐｅｐｔｉｄｅｓ，ＭＴ５０８ａｎｄＭＴα１，ｗｅｒｅｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｂａｓｅｄｏｎａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｓｅｌｅｃｔｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｃｈａｒ

ａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｓｃａｌｄ（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ３ｓｔａｇｅｓ：ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，ｉｎｆｅｃｔｉｏｎａｎｄｒｅｐａｉｒｂｙｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ）．Ｔｈｅ２ｐｅｐｔｉｄｅｓｗｅｒｅａｐｐｌｉｅｄｆｏｒ

ｓｅｃｏｎｄｄｅｇｒｅｅｓｃａｌｄｂｕｒｎｉｎｍｉｃｅａｎｄｔｈｅｈｅａｌｉｎｇｏｆｔｈｅｓｃａｌｄｂｕｒｎｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆⅠｃｏｌｌａｇｅｎ，ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏ

ｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＶＥＧＦ），ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ（ＰＣＮＡ），ａｎｄｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ（ＣＫ）ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏ

ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ．ＳｅｒｕｍＴＮＦαｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＥＬＩＳＡｉｎｔｈｅａｎｉｍａｌｓａｎｄｔｈｅｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｗａｓ

ａｎａｌｙｚｅｄｂｙＥｖａｎｓｂｌｕｅｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｈｅａｌｉｎｇｐｅｒｉｏｄｓｏｆｓｃａｌｄｂｕｒｎｓｉｎｔｈｅ２ｐｅｐｔｉｄｅｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ１ｗｅｅｋｅａｒｌｉｅｒｔｈａｎ

ｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｏｌｌａｇｅｎⅠ，ＶＥＧＦ，ＰＣＮＡａｎｄＣＫｗａｓ

ａｌｌｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｔｈｅ２ｐｅｐｔｉｄｅｇｒｏｕｐｓ１０ｄａｙｓａｆｔｅｒｓｃａｌｄａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌｐｅｒｍｅａｂｉｌｉ

ｔｙａｎｄｓｅｒｕｍＴＮＦαｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅＭＴα１ａｎｄＭＴ５０８ｇｒｏｕｐｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅ２ｆｕｓｉｏｎｐｅｐｔｉｄｅｓｈａｄａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

ａｎｄａｎｔｉｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｓｉｎｓｃａｌｄｅｄｍｏｕｓｅ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｆｕｓｉｏｎｐｅｐｔｉｄｅＭＴα１ａｎｄＭＴ５０８ｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅ

ｈｅａｌｉｎｇｏｆｓｃａｌｄｂｕｒｎｓｉｎｍｉｃｅ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ｆｕｓｉｏｎｐｅｐｔｉｄｅｓ；ｅｌｅｃｔｒｉｃｂｕｒｎｓ；ｗｏｕｌｄｈｅａｌｉｎｇ；ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００８，２９（３）：２５９２６５］

［收稿日期］　２００７０９０６　　　　［接受日期］　２００７１０２３
［作者简介］　方　晨，硕士生．Ｅｍａｉｌ：ｗｗｗ．ｆｒａｎ＿ｃｈｅｎ＠１６３．ｃｏｍ
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１２５０７０３９８．Ｅｍａｉｌ：ｂｙｇｕｏ１６３２０００＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　烫伤是平时常见的外伤，其发生率约为外科住
院患者的３％～５％。烫伤不仅造成皮肤的毁损，而
且会引起严重的全身性反应，尤其是大面积烫伤，全
身反应甚为剧烈，可出现各系统器官的代谢紊乱和
功能失调，称之为“烫伤病”。一般烫伤病程经历３
个时期：休克期、急性感染期、修复期。各期有其不
同的特点，但相互间联系紧密并有重叠，并非绝对的

截然分开。我国普遍采用三度四分法，即根据皮肤
烫伤的深浅分为：浅Ⅰ度、浅Ⅱ度、深Ⅱ度、Ⅲ度。烫
伤治疗存在着创面疼痛、进行性坏死、易感染、瘢痕
愈合等四大难题。治疗烧烫伤的药物亦是针对这四
个问题进行研究的，分为中药和西药两大类，中药对
烫伤的治疗作用在于抗菌、收敛、生肌、清热、消肿和
止痛等药用疗效；而西药在于消炎、抗感染、生肌、促
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进伤口愈合和促进上皮生长等。目前较多应用抗生
素类药物来预防治疗烫伤创面感染、消炎和抗菌［１］。

　　随着现代科技的发展，人们越来越多地关注开发
和发展多肽作为治疗疾病的药物。因其是最符合人
体生物学调节规律的治疗手段，可以避免许多其他类
型药物给人体带来的不良反应，药用多肽和诊断多肽
试剂已引起人们的高度重视。于是我们受到启发，综
合考虑：（１）ＴＰ５０８促进胶原在创基聚集以及加速创
面血管化、表皮细胞的增生和移行，从而加速切口和
创面的愈合过程［２］。（２）Ｔα１具有刺激血管内皮细胞
迁移，促进血管生成和伤口愈合等作用［３］。（３）ＭＣＤ
肽通过降低毛细血管通透性、阻止白细胞游走及抑制
前列腺素Ｅ２的合成等作用来起到抗炎作用［４］，挑选
它们的氨基酸序列合成２种融合肽 ＭＴα１和 Ｍ
Ｔ５０８，期望其能对烫伤起到加快创面愈合的疗效。

１　材料和方法

１．１　材料和仪器　鼠抗人细胞角蛋白（ＣＫ）单克隆
抗体、鼠抗增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）购自丹麦Ｄａｋｏ
公司，鼠抗人血管内皮细胞生长因子（ＶＥＧＦ）购自
美国ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｃ，Ⅰ型胶原购自
美国Ｚｍｙｄｅ公司，ＤＡＢ显色试剂盒购自武汉博士
德生物工程有限公司，免疫组化的二抗试剂盒购自
华美生物工程公司，小鼠ＴＮＦα定量ＥＬＩＳＡ试剂
盒购自上海博光生物科技有限公司，伊文思蓝、重铬
酸钾、无水乙醇购自上海振兴化工一厂，浓硫酸、甲
醛、丙酮、柠檬酸、柠檬酸三钠、二甲苯购自上海试剂
一厂，磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、氯化钠购自上海新
华化工厂，其余常用试剂为国产分析纯市售商品。
主要实验仪器包括：３．９ｍｍ×１５０ｍｍ 的 Ｃ１８柱
（Ｓｙｍｍｅｔｒｙ公司），Ｗａｔｅｒｓ６００泵、Ｗａｔｅｒｓ２４８７检测
器及 ＨＳ（Ｖ４．０）色谱数据工作站处理数据（Ｗａｔｅｒｓ
公司，美国）。Ｗｅｌｌｓｃａｎ ＭＫ３型酶联免疫检测仪
（ＬａｂｓｙｓｔｅｍｓＤｒａｇｏｎ公司），ＣＳ１０１２Ａ型电热干烤
箱（重庆银河实验仪器公司），ＢＭⅢ组织包埋机（湖
北省医用电子仪器厂），２０４５石蜡切片机（德国Ｌｅｉ
ｃａ公司），光学显微镜、成像系统、摄像系统（奥林巴
斯公司），－８０℃低温冰箱（ＲＥＶＣＯ公司），７２１分光
光度计（上海圣科仪器设备有限公司）。

１．２　两种烫伤融合肽的合成与分离纯化　由吉尔
生化有限责任公司分别合成肽粗品 ＭＴα１和 Ｍ
Ｔ５０８，将合成的２种融合肽粗品分别溶于１０ｍｌ无
菌ＭｉｌｌｉＱ水中，分２ｍｌ依次进样进行ＨＰＬＣ纯化。
流动相Ａ是含０．１％三氟乙酸（ＴＦＡ）的ＭｉｌｌｉＱ水，
流动相Ｂ是含０．１％三氟乙酸（ＴＦＡ）的乙腈。用流

动相Ａ将体系平衡后，在３５ｍｉｎ内以１ｍｌ／ｍｉｎ的
流速线性梯度洗脱，收集活性峰成分，将各个活性峰
收集液混匀，每管２ｍｌ分装，冷冻干燥后即得融合
肽样品。

１．３　烫伤小鼠动物模型的制备及动物分组　健康
昆明种小鼠９０只（第二军医大学实验动物中心提
供），雌雄各半，体质量２０～２５ｇ，随机分为空白对照
组（组Ⅰ，ｎ＝３０）、ＭＴα１组（组Ⅱ，ｎ＝３０）和 Ｍ
Ｔ５０８组（组Ⅲ，ｎ＝３０）。致伤前小鼠背部约２ｃｍ×
３ｃｍ面积的区域剪毛，生理盐水清洗后，涂抹脱毛
剂脱毛，饲养２４ｈ。烫伤前乙醚轻度麻醉２～３ｍｉｎ，
恒温恒压电烫仪（８０±２）℃，１０ｓ，在小鼠背部皮肤
建立直径为２．５ｃｍ的深Ⅱ度烫伤模型。清创后，即
日起分别于各组小鼠创面涂抹受试药物：组Ⅰ涂抹
生理盐水１００μｌ／只；组Ⅱ涂抹５００μｇＭＴα１／只；组

Ⅲ涂抹５００μｇＭＴ５０８／只；每天１次，连续给药２１
ｄ，记录伤口的反应情况。

１．４　创伤皮肤组织石蜡切片的制备　在烫伤后１、

３、５、７、１０、１４和２１ｄ，将烫伤小鼠每组取２只拉颈
处死，剪下创面皮肤浸入１０％甲醛ＰＢＳ溶液中固定

７２ｈ待用。载玻片及盖玻片置于酸性溶液中浸泡２４
ｈ，蒸馏水冲洗，烤箱烘干，载玻片上涂上多聚赖氨酸
阴干备用。前述经１０％甲醛ＰＢＳ溶液固定后的烫伤
皮肤组织，由石蜡包埋，记录编号。在石蜡切片机上
切片，直径约为４μｍ，每个标本切片８张。

１．５　免疫组化及 ＨＥ染色　将以上各组石蜡切
片：过氧化物酶的检测后，ＰＢＳ洗涤，５ｍｉｎ×４次；
常规ＡＢＣ法染色；蒸馏水充分洗涤终止反应；脱水、
透明、中性树脂封片，ＨＥ染色观察组织形态。

　　常规石蜡切片脱蜡至水，ＰＢＳ洗涤３ｍｉｎ×３
次；滴加１滴０．３％ Ｈ２Ｏ２于切片上，室温反应２０
ｍｉｎ，用ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次；浸入０．０１ｍｏｌ／ＬｐＨ
６．０柠檬酸缓冲液１００℃１０ｍｉｎ抗原修复；滴加１
滴ＵｌｔｒａＶｂｌｏｃｋ于切片上，室温反应５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗

３ｍｉｎ×３次；分别滴加工作浓度的鼠抗人ＣＫ、鼠抗

ＰＣＮＡ、鼠抗 ＶＥＧＦ、Ⅰ型胶原抗体溶液各１滴，

３７℃，１ｈ，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次；滴加１滴生物素化羊
抗鼠ＩｇＧ溶液，３７℃，０．５ｈ，用ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次；
加ＳｔｒｅｐｔａｔｉｖｅＨＲＰ，３７℃，０．５ｈ，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×４
次；ＤＡＢ染色；树脂封片，显微镜下镜检观察免疫组
化结果。

１．６　ＥＬＩＳＡ检测烫伤小鼠血清中ＴＮＦα的含量　
在烫伤后１、３、５、７、１０、１４和２１ｄ，将各组烫伤小鼠
每组取２只，摘右眼球取血２ｍｌ，将所取全血标本于
室温下静置ｌｈ，４９９．５×ｇ，１０ｍｉｎ，吸取上层血清收



第３期．方　晨，等．两种促进烫伤小鼠愈合的融合肽 ·２６１　　 ·

集，置－８０℃低温冰箱保存。按小鼠 ＴＮＦα定量

ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书操作，于４９２ｎｍ处测Ｄ值。

１．７　伊文思蓝检测烫伤皮肤组织中血管通透性　
在烫伤后１、３、５、７、１０、１４和２１ｄ，将各组烫伤小鼠
每组取２只根据０．１ｍｌ／１０ｇ尾静脉注射１％伊文
思蓝溶液，３０ｍｉｎ后，小鼠脱颈椎致死，用直径１．２
ｃｍ打孔器取下等面积背部创伤蓝染皮肤，剪碎浸入

７∶３的丙酮生理盐水溶液５ｍｌ，２４ｈ，４９９．５×ｇ，１０
ｍｉｎ，取上清液在６１０ｎｍ处测定光密度Ｄ值。

２　结　果

２．１　２种烫伤融合肽的分离纯化　人工合成的融
合肽ＭＴα１和 ＭＴ５０８纯度不高，通过ＨＰＬＣ将其
进一步纯化，利用 ＨＳ（Ｖ４．０）色谱数据工作站提供
的实时检测曲线观察样品色谱峰保留时间，收集洗
出液并于峰值下降结束前停止收集，分装、冷冻干
燥，得到纯度分别９９．６％和９９．４％的分离物，经质
谱分析其相对分子质量 Ｍｗ＝５８６８．７５和 Ｍｗ＝
５２８１．３４分别与理论相对分子质量５８６８．７０和

５２８１．３０基本吻合（图１、图２）。

图１　纯化前后融合肽 ＭＴα１的ＨＰＬＣ图谱

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｓｙｎｃｒｅｔｉｃｐｅｐｔｉｄｅＭＴα１
Ａ：ＰｕｒｉｆｉｅｄＭＴα１；Ｂ：ＣｒｕｄｅＭＴα１

图２　纯化前后融合肽 ＭＴ５０８的ＨＰＬＣ图谱

Ｆｉｇ２　ＨＰＬＣｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｓｙｎｃｒｅｔｉｃｐｅｐｔｉｄｅＭＴ５０８
Ａ：ＰｕｒｉｆｉｅｄＭＴ５０８；Ｂ：ＣｒｕｄｅＭＴ５０８

２．２　ＨＥ染色及免疫组化结果分析　皮肤从外到

内是由表皮、真皮和皮下组织三层构成，皮肤烫伤的

深浅可分为浅Ⅰ度、浅Ⅱ度、深Ⅱ度、Ⅲ度。图３Ａ
可以看到烫伤已经深至真皮网状层，可以大体判断

为深Ⅱ度烫伤。其特点是除表皮、全部真皮乳头层

烧毁外，还伤及真皮网状层，但位于真皮深层的毛囊

及汗腺等皮肤附件深部结构仍健在。水疱皮破裂或

去除腐皮后，创面呈白中透红，红白相间或可见细小

栓塞的血管网，创面渗出多、水肿明显，由于神经末

梢部分被毁导致痛觉迟钝。镜下见坏死的真皮胶原

纤维肿胀、融合，原纤维结构消失；有些附件轮廓尚

能辨认；痂下组织明显充血、水肿；在坏死层和存活

组织之间有白细胞浸润带，伤后１２ｈ出现，此后日

趋明显（图３Ｂ）。

　　烫伤组织 ＭＴα１组和 ＭＴ５０８组第１４天创面

愈合 ＨＥ染色。创面愈合需要经过坏死组织清除、

脱落或痂皮下愈合等过程，由残存的毛囊、汗腺等附

属器的上皮细胞逐步生长使创面上皮化，一般需要
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１８～２４ｄ左右。而本实验用药后１４ｄ烫伤创面已
经愈合，表皮组织细胞修复，细胞组织形态恢复接近
正常，深层细胞边界清楚，接近正常皮肤形态（图

４Ａ、４Ｂ）。未用药组第１４天创面恢复期的 ＨＥ染

色与前面用药组相比，其愈合进程比较慢，皮肤形成
薄的表皮层，伴有结缔组织少量肉芽生成，深层皮肤
组织有血管增生，开始向正常皮肤的细胞结构改变，
深层细胞坏死变性也相对变少（图４Ｃ）。

图３　烫伤皮肤组织ＨＥ染色

Ｆｉｇ３　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｓｃａｌｄｓｋｉｎｔｉｓｓｕｅ
Ａ：Ｔｈｅｂｏｕｎｄａｒｙｏｆｓｃａｌｄｓｋｉｎａｎｄｎｏｒｍａｌｓｋｉｎ；Ｂ：ＴｈｅｐａｎｏｒａｍａｏｆｄｅｅｐⅡｄｅｇｒｅｅｓｃａｌｄｓｋｉｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图４　烫伤皮肤组织第１４天恢复ＨＥ染色

Ｆｉｇ４　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｓｃａｌｄｓｋｉｎｔｉｓｓｕｅａｆｔｅｒ１４ｄａｙｓ
Ａ：ＭＴα１ｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＭＴ５０８ｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

　　烫伤组织第１０天 ＭＴα１组和 ＭＴ５０８组Ⅰ型胶
原免疫组化图可见，两组用药组都出现了成纤维细胞

呈棕黄色，Ⅰ型胶原的阳性表达（图５Ａ、５Ｂ）；烫伤组织
未用药组Ⅰ型胶原免疫组化为阴性结果（图５Ｃ）。

图５　烫伤皮肤组织第１０天Ⅰ型胶原免疫组化

Ｆｉｇ５　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆⅠｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｓｃａｌｄｓｋｉｎａｆｔｅｒ１０ｄａｙｓ
Ａ：ＭＴα１ｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＭＴ５０８ｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００
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　　烫伤组织第１０天 ＭＴα１组和 ＭＴ５０８组

ＶＥＧＦ免疫组化图可见，新生血管的ＶＥＧＦ阳性表
达（图６Ａ、６Ｂ）；烫伤组织未用药组为阴性结果（图

６Ｃ）。

图６　烫伤皮肤组织第１０天ＶＥＧＦ免疫组化

Ｆｉｇ６　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＶＥＧＦｉｎｓｃａｌｄｓｋｉｎａｆｔｅｒ１０ｄａｙｓ
Ａ：ＭＴα１ｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＭＴ５０８ｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

　　ＰＣＮＡ 免疫组织化学常作为细胞增殖参数，

ＰＣＮＡ阳性细胞为核着色，呈棕黄色偏心分布，弥漫
性细胞质染色见于有丝分裂期或血管内皮细胞。烫

伤组织第１０天 ＭＴα１组和 ＭＴ５０８组ＰＣＮＡ免疫
组化图可见ＰＣＮＡ阳性表达（图７Ａ、７Ｂ）。烫伤组
织未用药组ＰＣＮＡ免疫组化图为阴性（图７Ｃ）。

图７　烫伤皮肤组织第１０天ＰＣＮＡ免疫组化

Ｆｉｇ７　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＰＣＮＡｉｎｓｃａｌｄｓｋｉｎａｆｔｅｒ１０ｄａｙｓ
Ａ：ＭＴα１ｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＭＴ５０８ｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

　　ＣＫ阳性是胞质型，即阳性颗粒主要分布于细
胞质，通常表现为弥散性分布，烫伤组织第１０天 Ｍ
Ｔα１组和 ＭＴ５０８组ＣＫ免疫组化图可见ＣＫ阳性

表达（图８Ａ、８Ｂ）。烫伤组织未用药组ＣＫ免疫组化
图为阴性（图８Ｃ）。

图８　烫伤皮肤组织第１０天ＣＫ免疫组化

Ｆｉｇ８　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＣＫｉｎｓｃａｌｄｓｋｉｎａｆｔｅｒ１０ｄａｙｓ
Ａ：ＭＴα１ｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＭＴ５０８ｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００
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２．３　ＥＬＩＳＡ检测烫伤小鼠血清中ＴＮＦα的含量　
图９可见融合肽 ＭＴα１组和 ＭＴ５０８组在组织恢
复早期第１～３天 ＴＮＦα浓度有所上升，第５天

ＴＮＦα浓度有明显的下降，说明烫伤始期炎症反应
强烈，但在 ＭＴα１和 ＭＴ５０８作用下表现为缓慢下
降，表明 ＭＴα１和 ＭＴ５０８对烫伤组织炎症反应有
抑制作用。而未用药组所测ＴＮＦα浓度在烫伤早
期持续上升，直到１周后才开始缓慢的下降，这在愈
合时相上落后于用药组。与对照组自然愈合相比，

ＭＴα１和 ＭＴ５０８在烫伤组织中起到抗炎的作用，
对提前创面的愈合时间有所帮助。

图９　ＥＬＩＳＡ检测烫伤小鼠血清中ＴＮＦα含量的动态变化

Ｆｉｇ９　ＥＬＩＳＡｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｃｈａｎｇｅｏｆ

ｓｅｒｕｍＴＮＦαｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｉｎｓｃａｌｄｅｄｍｉｃｅ

２．４　伊文思蓝检测烫伤皮肤组织中血管通透性　
根据伊文思蓝能在血液内与白蛋白结合，循环到各
脏器，从毛细血管渗透到组织间，可通过染料透过的
量间接判定血管的通透性，而染料透过量与６１０ｎｍ
处测定的光密度Ｄ 值成正比。由所测Ｄ 值与测定
时间绘制成曲线，可反映烫伤皮肤组织中血管通透
性的动态变化趋势（图１０）。

图１０　伊文思蓝检测烫伤皮肤

组织中血管通透性动态变化趋势

Ｆｉｇ１０　Ｅｖａｎｓｂｌｕｅｓｔａｉｎｉｎｇｆｏｒｄｙｎａｍｉｃｃｈａｎｇｅｏｆ

ｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｉｎｓｃａｌｄｅｄｍｉｃｅ

　　可以看到融合肽 ＭＴα１组和 ＭＴ５０８组在组

织恢复早期Ｄ值有明显的大幅度下降，表明 ＭＴα１
和 ＭＴ５０８对烫伤组织血管通透性有较明显的抑制

作用，而未用药组所测Ｄ 值则相对缓慢平滑的改

变。在第１４天 ＭＴα１组和 ＭＴ５０８组的烫伤小鼠

创面已经愈合，其Ｄ 值一直延续到第２１天都浮动

地很小；而未用药对照组的Ｄ 值在第１４～２１天之

间仍持续下降，直到第２１天才与 ＭＴα１组和 Ｍ

Ｔ５０８组趋于接近。与对照组自然愈合相比，ＭＴα１
组和 ＭＴ５０８组确实能加快烫伤创面的愈合。而伊

文思蓝的检测结果说明融合肽 ＭＴα１和 ＭＴ５０８
具有降低毛细血管通透性的作用，在烫伤过程中可

以抗渗，帮助提前愈合时间。

３　讨　论

　　烫伤创面的修复是一个很复杂的过程，它经过

互相交错的３个时期，即炎症期、增生期和重建期。

伤后３ｄ内的炎症期血小板的裂解除了起凝血与止

血作用外，还生成血小板活性因子（ＰＡＦ）及血小板

衍化生长因子（ＰＤＧＦ）；同时有粒细胞和巨噬细胞的

趋化作用；粒细胞还能分泌各种酶，如中性蛋白酶、

弹力酶等。当创面上有病原菌和酶存在时，由于组

织细胞裂解加重了创面的炎症反应，并有炎性分泌

物渗出［５］。此后，无论有无明显感染，创面要进入肉

芽组织形成的增生期。此时，有大量新生的微血管

组织、纤维细胞、肌纤维细胞、巨细胞、组织细胞等游

移。同时血管壁在细胞因子激发下增加了渗透性，

因而白蛋白、纤维蛋白进入细胞外间隙引发创面水

肿，同时也促使细胞分裂增殖形成肉芽创面。增殖

期的长短视个体病情差异而定，一般在２周左右。

第三期的组织重建与修复，表现为皮肤上皮再生和

真皮结缔组织形成。其主要成分为胶原纤维、弹力

纤维和蛋白质和多糖结合的大分子物质的基质。

　　依据烫伤创面愈合主要包括炎症反应、细胞增

殖、结缔组织形成、创面收缩和创面重新塑造等过

程，我们选择Ⅰ型胶原、血管内皮生长因子、增殖细

胞核抗原、细胞角蛋白的免疫组化，酶联免疫吸附试

验检测烫伤小鼠血清中ＴＮＦα的含量和伊文思蓝

检测烫伤皮肤组织中血管通透性这几个指标来证明

我们合成的融合肽的效果。创面愈合首先表现为局

部炎症反应，炎性细胞引起的炎症反应不仅为清除

坏死组织和异物所必需，且同时分泌各种细胞因子，
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参与细胞分化和增殖过程，启动和调控创面修复。

实验中，酶联免疫吸附试验检测烫伤小鼠血清中的

ＴＮＦα的含量和伊文思蓝检测烫伤皮肤组织中血

管通透性这２个指标测试了融合肽中 ＭＣＤ肽序列

的抗炎作用和降低血管通透性来抗渗、抗休克的作

用。抗炎、抗渗本身也是有利于帮助创面愈合的，实

验结果也显示出融合肽确实有这样作用，其与加快

创面愈合时间及免疫组化结果都呈现一致性。其次

是细胞增殖，细胞增殖主要为成纤维细胞和表皮细

胞的增殖，是烫伤愈合过程关键环节。

　　皮肤成分中有７０％是由胶原蛋白组成，皮肤和

各种软组织或器官的间质中同时含有Ⅰ型胶原和Ⅲ
型胶原，真皮层大部分由胶原蛋白及弹性蛋白（ｅｌａｓ

ｔｉｎ）等组成［６］。正常皮肤组织中以Ⅰ型胶原为主，

在组织损伤后的修复过程中，早期以Ⅲ型胶原为主，

而Ⅰ型胶原的增多标志着后期创伤恢复的逐步

成熟。　　　　

　　血管内皮生长因子是一种特异性作用于血管内

皮细胞的多功能细胞因子，能诱导新生血管形成，而

新生血管形成反映了烫伤创面的修复［７］。ＰＣＮＡ是

诱导和参与ＤＮＡ合成的物质，处于增殖状态的细

胞可表达ＰＣＮＡ。ＰＣＮＡ高表达提示细胞增殖旺

盛［８］。细胞角蛋白是一个多基因家族，主要在上皮

细胞表达。皮肤中主要是存在于表皮层，正常附属

器结构包括大小汗腺和毛囊外根鞘中也表达特异性

角蛋白亚型［９］。这些指标都是检验损伤愈合的有利

证明。

　　本实验中，经 ＭＴα１和 ＭＴ５０８治疗的烫伤小

鼠比对照组自然愈合的小鼠创面愈合时间有明显提

前。对照组在２１ｄ后自然愈合，而两个用药组在１４

ｄ已经愈合。同时用药组Ⅰ型胶原、ＶＥＧＦ、ＰＣＮＡ、

ＣＫ的免疫组化结果也显示出阳性，表明创面愈合

所需的条件都在逐步成熟，而同一时相的对照组的

免疫组化结果呈阴性，预示着机体还在适应烫伤刺

激所造成的损害，没有进入创面恢复期，这样就在时

间上拖后了创面愈合。

　　于是我们得出结论：本实验中融合肽 ＭＴα１和

ＭＴ５０８确实加快了小鼠深Ⅱ度烫伤愈合的进程。

这对于寻找治疗烫伤新型药物提供了新的思路，也

拓宽了多肽药物治疗疾病的范围。希望这对于多肽

的应用和烫伤治疗的深入了解都能提供一个新的

视角。　　　　
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