
中国法医学杂志2001年第 l6卷第 2期 

文章编号：1001 5728(2001)02 0073 03 

人皮肤组织刺、切创后 IL．8表达的免疫组织化学研究 
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摘要：为探讨人皮肤刺、切创后白细胞介素 8(intezteukin一8，IL一8)在推断皮肤损伤时间中的应用价值 本研究 

应用免疫组化技术对 52倒不同损伤时间人体皮肤剌 、切创组织中 【L8的表达进行 了研究。伤后 4h的损伤皮肤组织 

中可见部分的多核粒细胞表达 IL8。伤后 12～24 h，大部分浸润的多核牧细胞及部分单核细胞为 IL 8阳性。随伤后 

时间延长，IL-8阳性细胞以单核及成纤维细胞为主：伤后 4～6 h的皮肤 中，[L-8阳性细胞 比率较低，为 16．0± 

10．1％。伤后 1--4 d达高峰，为59．6±8．7％ 其后逐渐减少：本研究结果表明，I【，8的表达可用于皮肤刺、切创后 

损伤时间的推断。 
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study oil the temporal exprcmion of interleukin-8 in the incised and stabbed 

wounds in human skin／ GUAN Dawei，MEI Bingmng，YU Jian，et at．／~Elepartment of Forensic 

Pathology，School ofForensicMedicine，Ĉina Medical University，Shenyang J10001 

Abstract：To explorethe applicabiiity ofinterieukin-8(IL一8)to determination ofwound ageinthe 

ineised and stabbed human skin samples．an i1TIITIUnohistochemical atudy on the temporal expression of IL- 

8Ⅵm  performEl on 52 human skin wounds at different posttmumatic intervals．Expression of IL-8 was de— 

tectable in polymorphonuclear cells(PMNs)in the wound specimens aged 4h．In the wound specimens 

aged from 12～24h after injury．IL-8Ⅵm identified in a large number of infiltrating PMNs and part of 

mononuclear cdls(MNCs)．Afterwards，the MNCs and fibroblAstic ce11s(阳Cs)accountEl in the m。St 

part of the IL-8一positive cells．Morphometrically．the ratio of the number of the IL-8·stained PMNs。 

MNCs and F] to totat number of the eells in the wounds WAS evaluated and calcutate1．The ratio of the 

IL广8一positive cellswaslow inthewound specimens aged4 and6h(16．0±10．1％)，andm ximizedinthe 

"~rOund specimens agedbetwc~n1 and 4 days(59．6％±8．7％)．Thereafter，the ratio decreasedandmin+ 

imizedin the specimens aged from 19 to 21 days(27．5±5．9％)．The results suggest that IL一8 can be 

used as a marker for the wound age determination in both incised and stabbed human skin． 

Key words：W0ond age determination：Immunohistochemistry；Interleukin-8 

损伤时间的推断是法医实践中的重要课题之一。 

迄今许多学者应用多种方法及指标对其进行了较广泛 

的研究，包括利用生物化学或组织化学等手段测定损 

伤周边区的酶活性ll 以及应用免疫组织化学染色技 

术检查某些细胞外基质成分，如纤维连接蛋白和胶原 

纤维t2,3 J。近年来，实验研究表明，某些细胞因子， 

如白细胞介素 1a或 1日、白细胞介素6、肿瘤坏死园 

子等也可用于损伤时间的推断H， 。 
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教授，主要从事钝力性心脏外伤、心脏性急死及皮肤损伤愈 

合机制的研究。 

本研究利用人体皮肤损伤标本，通过免疫组织化 

学染色，对 IL一8在伤后不同时间的表达及其在推断 

皮肤损伤时间中的应用价值进行了探讨。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

法医学尸体剖验中采取的人皮肤损伤组织 52例 

其中切创 32例、刺刨 2O例。男性 35例，女性 17 

例，年龄 7～77岁 (平均 4O．2=19．8岁)。损伤时间 

为伤后 O～21 d，其中伤后 4 h内8例、6 h 2例、12 

h1例、1 d 8例、1．25 d 5例、3 d 3例 、4 d 3例 、7 

d 4例、8 d1例 、9 d 2例、14 d 3例、17 d 2例、19 
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d 2例、20 d 5例及21 d 3例 所有案例解剖均在死 

后 3 d内进行，解剖前尸体在 一4～一2O℃冰箱内保 

存。死者生前无患有营养不良、恶性疾患、代谢性疾 

病，治疗中也无使用过延缓细胞生长或类固醇药物等 

情况 每例中均采取损伤周围未受影响的皮肤做对照。 

1．2 免疫组化染色 

将皮肤标本固定于 4％ P1强 缓冲液福尔马林中。 

经石蜡包埋后制成 4 m切片，贴于硅化玻璃载片上 

干燥 切片脱腊后放人含有 0．3％过氧化氢甲醇溶液 

中，灭活组织中内源性过氧化物酶活性。经 PBS净 

洗后，将切片放人 pH 6．0的柠檬酸缓冲液中，微波 

炉中加热至90℃10 min以修复抗原。切片冷却至室 

温后，PBS净洗 ，滴加 1：100倍稀释的抗人 IL一8单 

克隆抗体 (IgG】，( lzyme，USA)保湿合内室温下 

孵育60 min PBS净洗后，滴加标有过氧化物酶的 

羊抗兔 lgG抗体 (EnVisionTM系统，I)ako)，用 DPd3 

显色并做核复染。每次染色中均以 PBS或正常小鼠 

I~3 替代一抗做阴性对照 常规做 HE染色。 

1．3 阳性细胞计数分析 

显微镜×200倍率下，在每张切片中随机选择 1O 

个视野计数包括多核粒细胞、单核细胞及成纤维细胞 

的阳性细胞，计算每个视野中阳性细胞与此三种细胞 

总数的百分比值，并做 t检验。数据应用 SPSS for 

Windows软件包进行分析，数据用 x±s表示 

2 结 果 

2．1 免疫组化染色 

2．1．1 对照纽皮肤染色 对照组标本中，表皮层的 

棘细胞、基底细胞以及真皮层的汗腺细胞胞质呈 IL厂 

8阳性 。 

2．1．2 损伤组皮肤染色 伤后3 h内的标本中，无 

炎细胞浸润。伤后 4 h组，损伤周边区有少数中性粒 

细胞浸润，并可见细胞质呈 IL．8阳性 伤后 12～48 

h切片中可见大量浸润的白细胞，包括多核粒细胞及 

单核细胞，均表达 IL一8(照片 1) 伤后 3～4 d，IL 

8阳性细胞以单核细胞为主及部分成纤维细胞。伤后 

1周的切片中 IL-8阳性细胞以成纤维细胞为主 (照 

片 2)，新生的毛细血管内皮细胞也表达 IL一8。 

照片 1．皮肤切刨24h后阳性中性多接白细胞 (矢状箭头示)和单核细胞 (三角箭头示)(ID8免疫组化染色 X 200)； 

照片 2．皮肤切刨 7 d后 IL-8阳性成纤维细胞 (三角箭头示)(ID8免疫组化染色 ×400) 

Photo 1·The IL一8一tx3sitive polymorphonuclear cells‘_dⅢ )and mononuc[ear cells(arrowheads)24h w。und ng in skin 

(Immunostaining of 1[．-8，×200)；Photo 2． Fhe IJ，8一 ∞idwe fibroblasts(arowhe~4s)7d post—wounding in Ln(Im— 

munostaining of IL-8，X 400) 

2．2 阳性细胞计数分析 

图1为不同损伤时间后 IL一8阳性细胞的百分率。 

伤后 6 h之内，IL-8阳性细胞的比率较低 (16．0± 

10．1％)。损伤 12 h组，阳性细胞 比率 明显增 高 

(55．6±6．5％)伤后 1～4 d，IL-8阳性细胞比率最 

高 (59．6±8．7％)。伤后7～9 d，比率下降 (49．3± 

5．3％)。伤后 l4及 17 d组 中，该 比率继续下降 

(47．5±10．0％，38．8±2．8％)。伤后 19～21 d，阳 

性细胞比率最低 (27．5±5．9％)。经统计学 t检验， 

伤后1--4d各组的阳性细胞率与其它时问组相比较 
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图 1．人皮肤损伤后不同时间 IL一8阳性细胞的百分率 

ng1．m  pereemage of IL．8·positi~e cells at different 
Wound ages in hmnan skin 
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均有显著差异 (P<0．05或 0．01)。 

3 讨 论 

IL-8属于化学趋化性细胞因子，具有激活中性 

粒细胞的功能。其生物学效应与血浆源性过敏毒素 

C5a、细胞源性白三烯 B4等化学趋化因子相似 』。 

多种细胞，如内皮细胞、成纤维细胞、上皮细胞及平 

滑肌细胞等均可产生和释放 IL_8L6一。IL一8可趋化中 

性粒细胞、T细胞和角质细胞．并促进上皮细胞和白 

细胞增生，在皮肤损伤后愈合过程中起着重要作用。 

本实验研究中应用免疫组化技术证明皮肤损伤区 

中性粒细胞、单核细胞及成纤维细胞在皮肤损伤愈台 

过程中均表达 IL-8 其 阳性细胞 比率随伤后时间不 

同而表现出有规律性地变化。阳性细胞比率在伤后 l 

-- 4 d组达到最高值。更重要的是．IL-8可耐受使蛋 

白质变性和灭活的多种处理因素，如高热、强酸和强 

碱、除垢剂以及有机溶剂等L 。II，8对多肽酶类也 

具有耐受性。只在 37℃下可被弹力酶及 cathepsin G 

缓慢灭活 J 众所周知，法医实践中多数情况下， 

尸检材料均会受到死后变化的影响，而 IL-8的理化 

特性表明其在法医学实践中应用的可行性。另外，本 

研究中在损伤时间相同或相似的标本中．IL8的免疫 

染色强度在不同年龄组中亦未发现有明显变化，如伤 

后 1～4 d的标本中虽然 IL 8阳性细胞的比率不同， 

但阳性细胞的染色强度未见变化。因此，IL 8的免 

疫组化染色可作为一种指标用于损伤时问的判定 但 

本研究中未进行细胞种类的标记性染色，如果分别对 

皮肤伤后不同时间中性粒细胞、巨噬细胞及成纤维细 

胞等不同种类细胞以及人体不同部位皮肤损伤后这些 

细胞 IL．8表达的变化进行细致的研究，可能会更准 

确地判定损伤时间，并且比单纯通过组织学观察这些 

细胞数量变化更有意义，从而成为法医学实践中判定 

损伤时间的可靠而实用的指标之一。 

免疫组化染色已成为常规组织学检测技术，虽然 

染色中需用微波炉进行抗原修复，但这一技术容易掌 

握，早已在免疫组化染色中推广和应用_l 。应当指 

出的是，免疫组化染色应在相同和标准化的条件下进 

行，以保证实验结果的可靠性。 
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