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烧伤大鼠创面再上皮化过程中表皮角质 

形成细胞基底膜相关基因的表达 

章雄 刘琰 张志 许伟石 

【摘要】 目的 检测烧伤大鼠创面再上皮化过程中表皮角质形成细胞(KCs)基底膜(BM)相关 

基因的表达。 方法 24只sD大鼠造成背部45 cm 深Ⅱ度烫伤，按照基因表达检测时间随机分为 

A组(伤后3 d)、B组(伤后10 d)、c组(伤后 14 d)、D组(创面完成再上皮化后)，每组6只。伤后3、 

l0、14 d取距创缘 l cm处皮肤标本，创面完成再上皮化后取创面中心皮肤标本，分别制备 KCs悬液。 

另取6只sD大鼠背部皮肤作为正常对照组。利用基因芯片技术检测各组大鼠创面再上皮化不同阶 

段KCs BM相关基因的差异性表达。 结果 伤后3 d，KCs层粘连蛋白 ŷl、整合素 p8基因表达上 

调，基因表达数据与正常对照比值分别为2．068和2．200。再上皮化过程中(伤后 l0、14 d)层粘连蛋 

白受体l、整合素 Bl基因表达上调，p2、p7表达下调，基因表达数据与正常对照的比值分别为2．472、 

2．658、0．419和0．462。IV胶型原dl、d3基因各组均上调，基因表达数据与正常对照的比值为2．547 

和2．036。 结论 创面再上皮化过程中整合素 Bl、层粘连蛋白 ŷl、层粘连蛋白受体 l、Ⅳ型胶原 

dl、d3基因表达上调，有利于新生皮肤 BM的构建和KCs与BM之间形成稳定的连接。 
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【Abstract】 0bjeetive To study the expression of keratinocyte(KC)basement membrane(BM)re— 
lated genes during the process of re．eDithelialization of burn wound in scalded rats with cDNA microarray 

technique． Methods Twenty．four SD rats were inflicted with deep partial thickness scald with an area of 

45 cin on the back，and they were randomly divided into A[3 postscald day(PSD)]，B(10 PSD)，C(14 

PSD)and D(re—epithelialization complete day)groups，with 6 rats in each group．Tissue samples were har— 

vested from 1 cm of wound margin on 3，10 and 14 PSD． On the re—e pithelialization complete day，tissue 

samples were harvested from the center of the wound in D group and digested with enzyme into KC suspen— 

sions．Skin samples from the back of 6 uninjured rats were taken as normal contro1．The differential expres— 

sion of KC BM related genes during different stages of re—e pithelialization was assayed with cDNA microar— 

ray． Results The expression of laminin(LN)gamma 1(2．068)and integrin 138(2．200)was up—regula— 

ted on 3 PSD compared with that in contro1．The expression of integrin 13 1 and LN receptor 1 was up—regula— 

ted on 10 and 14 PSD，(2．472 and 2．658)，while that of integrin 132 and B1(0．419 and 0．462)down—reg— 

ulated on 1 0 and 1 4 PSD，and the expression of type IV collagen et l and et3 was up—regulated during re—epi— 

thelialization． Conclusion The experssion of integrin 131，LN gamma 1，LN receptor 1，type IV collagen 

et l and et3 genes were up—regulated during re—epithelialization，which might be beneficial to the construction 

of BM in new skin and the formation of stable conjunction between KC and BM． 

【Key words】 Basilar membrane； Gene expression； Re—epithelialization； Keratinocytes 

基底膜(basilar membrane，BM)是位于表皮、真 

皮连接处的一层片状结构，由层粘连蛋白、Ⅳ型胶原 

和Ⅶ型胶原等成分组成，表皮细胞通过半桥粒和锚 

着纤维等结构与 BM紧密连接，以抵抗外界对皮肤 

的剪切应力。创面愈合时 BM成分和结构的重建是 

影响愈合质量的重要因素。笔者利用基因芯片技术 

检测烧伤大鼠创面再上皮化过程中表皮角质形成细 

胞(Keratinocytes，KCs)BM相关基因的表达，以了 

解创面再上皮化过程中 KCs BM相关成分的基因表 
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1．动物模型及分组：清洁级 SD大鼠(中国医学 

科学院上海实验动物中心)30只，体重200—250 g， 

雌雄不拘。取 24只大鼠，用 25 g／L戊巴比妥钠(30 

mg／kg)腹腔 内注射麻醉，背部脱毛。大鼠分笼饲 

养，自由进食、饮水。24 h后采用同样方法麻醉大 

鼠，将其仰卧固定于带有椭圆孔的烫伤板上，80℃ 

水浸烫6 s，造成背部45 cm 深 Ⅱ度烫伤(经病理切 

片证实，以下称烧伤)，伤后立即腹腔内注射乳酸林 
Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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格液5 m1复苏。将 24只大鼠按照基因表达检测时 

间随机分为 A组(伤后 3 d)、B组(伤后 10 d)、c组 

(伤后 14 d)、D组(创面完成再上皮化后)每组 6 

只。另取 6只大鼠作为正常对照组。 

2．标本采集：A、B、c组大鼠分别在伤后 3、10、 

14 d麻醉后无菌操作下取距创缘 1 cm宽皮肤，D组 

在创面完成再上皮化后取创面中心皮肤。所取皮肤 

均用 2．5 g／L胰蛋白酶一乙二胺四乙酸(美国 Gibco 

公司)消化后制备 KCs悬液。 

3．用基因芯片技术检测 KCs基因的表达：以 

Trizol法抽提各组 KCs的 RNA，经 DNA酶消化和 

RNA纯化试剂盒(德国 Qiagen公司)纯化，甲醛变 

性电泳和微流电泳系统(2100生物分析仪，美国安 

捷轮公司)鉴定 RNA质量，逆转录合成 cDNA。采 

用上海生物芯片有限公司提供的鼠cDNA 1．2基因 

表达谱芯片(基因数为9 235)，芯片杂交和洗涤后， 

进行数据分析：满足中位数比值、比值的中位数、回 

归比值三者之间的差异 ≤10％，信噪比≥2，信号 

值≥100者为可采用数据，log，Ratio之差 >1或 <一1 

为差异数据。各时相点基因表达数据与正常对照组 

中的对应数据点相除，>2．0或 <0．5表示在该时相 

点上调200％或下调50％以上的基因。 

4．PCR的测定：选取差异基因 NM一021740，以 

SYBR绿(德国 Qiagen公司)为荧光染料，采用 PE 

7000荧光实时定量 PCR仪(美国 ABI公司)对芯片 

结果进行验证。采用 Primer Express软件设计引物。 

其上游引物为5 一CCTCGAAACTCGACTAATTCCT一3 ； 

下游引物 5 ．TTCCTTCTTCTCCTTCAAGTCC．3 。磷 

酸甘油醛脱氢酶(GAPD，作为内参照)上游引物为 

5 一GACAATCCATTTCCAAGACTGA．3 ；下游引物为 

5 一GGCCAGCCCTTACTTATACTTG一3 。 反 应 如 下： 

PCR Master mix(德国Qiagen公司)15 l，10 I~mol／L 

上游引物0．9 l，10~mol／L下游引物 0．9 l，cDNA 

5 l，水 8．2 l。94 cC变性 15 S，60 cC复性和延伸 

1 min，共40个循环。每个反应管内的荧光信号到达 

设定的域值时所经历的循环数为 ct值，以管家基因 

GAPD来校正每个样品的 ct值，通过校正后的 ct值 

计算起始模板的相对值，与该基因在基因芯片上的荧 

光信号值进行比较。 

结 果 

1．KCs基因的表达：伤后 3 d KCs层粘连蛋白 

1、整合素 B8的基因表达上调。基因表达数据与 

正常对照的比值分别为 2．068和2．200。再上皮化 

过程中(伤后 10、14 d)层粘连蛋 白受体 1、整合素 

131基因表达上调，p2、p7表达下调。基因表达数据 

与正常对照的比值分别为 2．472、2．658、0．419和 

0．462。1V型胶原 1、 3基因各组均上调。基因表 

达数据与正常对照的比值为2．547和2．036。 

2．PCR结果：荧光实时定量 PCR结果与相应基 

因的芯片结果经复管比较，两者的变化趋势有良好 

的相关性(图1)，表明基因芯片结果可靠。 

伤后时问 (d) 

Ⅳ_02174D-芯片 

174D—Rr_P 

图 1 PCR检测结果与基因芯片检测结果比较 

Fig 1 Comparison of the results of real—time PCR and eDNA 

m Icroarray 

讨 论 

整合素是一大类细胞间黏附分子，由 和 B亚 

基组成，参与细胞与细胞、细胞与细胞外基质之间的 

连接，对细胞 的增 殖、迁 移、分化都具有 调节 作 

用 。。 。整合素 B1介导基底层 KCs与 BM之间紧 

密连接，如 1B1可与层粘连蛋白结合； lp1、 2B1 

可识别胶原。整合素 B1又可作为表皮干细胞和短 

暂扩充(transient amplifying，TA)细胞的表面标记。 

再上皮化过程中，整合素 B1基因表达上调，显示 

KCs大量增殖，而这些增殖细胞所表达的整合素 B1 

又有利于它们迁移后与新的细胞外基质之间形成良 

好的连接。其他如整合素 p7、B2在创面再上皮化 

中期表达下调，整合素 B8基因在创面再上皮化早 

期上调，这些黏附分子基因在再上皮化过程中不同 

时相点的差异性表达可能共同参与了细胞的增殖、 

黏附、BM的重建等生物学活动。 

BM的重建是创面再上皮化过程的一个重要步 

骤，BM为表皮基底细胞层和真皮乳头层问的结构。 

在上皮化过程中形成良好的 BM为表皮与真皮提供 

了稳固的连接 。层粘连蛋白、Ⅳ型胶原和Ⅶ型胶 

原是 BM的主要成分。层粘连蛋白是由ft．、p、 3个 

亚单位构成的异三聚体，可与Ⅶ型胶原 和Ⅳ型胶 

原 连接构成 BM特有的空间结构，保证了表皮． 

真皮之间连接的稳定性，还可调控 KCs的黏附和迁 

移等生物学功能。创面再上皮化早期 KCs层粘连 

8 7 6  5  4 3 2 l  O  
蛏 蟮 

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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蛋白 v̂1的基因表达上调；再上皮化过程中层粘连蛋 

白受体 1基因表达上调，整合素 p1基因表达上调， 

Ⅳ型胶原 1、 3基因分别在创面再上皮化过程中 

和完成时上调。由此提示，创面再上皮化过程中， 

BM的修复可能与细胞的增殖、迁移活动同时进行， 

BSVI成分的表达具有不同的时相性。创面再上皮化 

过程中层粘连蛋白受体表达上调则有利于新迁移的 

KCs与 BM之间的牢固黏附。 
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介入栓塞治疗大面积烧伤后消化道出血一例 

张巨祥 杨思福 王勇 

患者男，32岁。天然气燃爆伤后 2 h人院。诊断：(1)烧 

伤总面积 93％，其中 Ⅱ度 31％、Ⅲ度 62％TBSA。(2)中度 

吸人性损伤。 (3)头皮裂伤 10 cm，右膝关节囊开放性损伤 

8 em。立即给予气管、静脉切开，留置导尿管，行常规抗休 

克、抗感染、抗酸治疗，创面清创后涂磺胺嘧啶银糊剂并暴 

露，红外线烤灯照射。患者平稳度过休克期。伤后4 d行双 

上肢、右下肢削痂(共 28％TBSA)辐照猪皮覆盖术。术后 2 d 

行自体微粒皮+辐照猪皮覆盖术。伤后 10 d患者精神差，体 

温 39．8 oC，呼吸 28次／min，脉搏 127次／min，右下肢 后侧 

7％辐照猪皮上有霉菌斑(涂片显示为白色念珠菌)和皮下积 

液。彻底清除有霉菌斑和粘贴不牢的辐照猪皮，用双氧水、体 

积分数0．1％新洁尔灭反复冲洗3次，用1 g／L氟康唑外敷包 

扎，1次／d：静脉滴注氟康唑0．2 g，2次／d。伤后 14 d患者创 

面霉菌及全身感染症状消失，大便潜血(+++)。将人院后 

一 直静脉推注的西咪替丁 0．4 g(1次／6 h)改为奥美拉唑 4O 

mg(1次／d)，El服云南白药0．5 g，1次／6 h，效果不佳，出血 

逐渐加重。伤后 19 d患者解柏油样稀便，2—4次／d，300— 

500 ml／次；便前 1m2 h患者出现肢冷、脉速、大汗、面色蜡黄 

等血容量不足表现。先后用去甲肾上腺素8 mg+冰等渗盐 

水2O ml；凝血酶50 000 U+冰等渗盐水3O ml，1次／4 h；云南 

白药0．5 g(1次／6 h)加冰等渗盐水 1O ml交替胃管注入及 

保留灌肠。给予奥曲肽0．6 mg+100 g／L葡萄糖溶液 1 000 

ml持续24 h静脉滴注和肌肉注射巴曲酶 1 000 U等治疗，仍 

未见好转，便色由黑褐色转为暗红、鲜红色。输注全血2 000 

ml／d，仍不能维持血红蛋白含量稳定。胃镜检查排除胃、十 

二指肠出血 ，结肠镜检见结肠内有血液，出血部位不明确。 

作者单位 ：457001 濮阳，中原油田总医院烧伤科(张巨祥)，放 

射科(杨思福、王勇) 

· 病 例 报 告 · 

伤后23 d行数字减影血管造影(DSA)：术前肌肉注射山 

莨菪碱 15 mg，常规消毒 ，局部麻醉，用改 良Seldinger技术经 

左股动脉穿刺置人 5F导管鞘 ，再插入 4F超滑 Yashiro导管 

分别至肠系膜上 、下动脉，以 4 ml／s注入对 比剂[350 g／L碘 

海醇(商品名欧乃派克)]16 ml。见肠系膜上、下动脉及分支 

广泛痉挛变细，左结肠与乙状结肠动脉吻合弓中段有一团异 

常血管。再经 4F导管插入 2F／3F SP微 导管至该段，以 2 

ml／s注入6 ml对比剂．见局部血管增多、增粗、走行紊乱，对 

比剂浓染、外溢，符合出血征象。在该血管团处注入 2 mm 

明胶海绵颗粒，其上、下端分别注入明胶海绵 1或2条。撤 

除微导管，在乙状结肠动脉主干行 DSA以观察栓塞效果，见 

异常血管团消失，局部对比剂染色变淡，正常动脉分支存在， 

介入栓塞结束。患者生命体征逐渐平稳，18 h后排黑色软便 

200 g，以后转为褐色便，3 d后褐便消失。随后经4次肉芽创 

面植皮，患者于伤后 52 d痊愈出院。随访 1年未见出血复发。 

讨论 消化道应激性溃疡出血 ，是大面积烧伤不可忽视 

的并发症。轻者大便潜血阳性，重者呕血、便血甚至休克，传 

统治疗方法有手术和非手术疗法。非手术疗法常作为首选， 

大多数患者出血也能得以控制，但不能控制反复出现的大出 

血。手术疗法常用于大血管损伤，但手术创伤大，术前需明 

确出血性质和部位，否则不仅止不住血，还会加重病情。本 

例患者出血十余天，在多种内科治疗无效的情况下用 DSA 

诊疗，效果满意。由此表明 DSA诊疗烧伤并发消化道出血 

具有可行性，其治疗损伤轻，方法简便，既可明确诊断，又可 

行介入栓塞治疗，还能验证栓塞效果，不失为一种内科治疗 

失败后的首选疗法。 
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