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皮肤切创愈合中 caspase一3表达的免疫组化研究 
杜宇，官大威 ，赵锐 (中国医科大学法医学院，辽宁 沈阳 110001) 
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f摘 要1目的 探讨皮肤切创损伤愈合过程 中，caspase一3在损伤区内的表达以及不同损伤时间 caspase一3 

的变化规律。方法 应用免疫组织化学技术对 33例不同损伤时间小鼠皮肤切创组织 中caspase一3的表达进 

行研究。同时以 3例非切创小鼠皮肤组织做对照。结果 伤后 6h的损伤皮肤组织中可见少量中性粒细胞 

表达 caspase一3，伤后 12—24h，大部分浸润的中性粒细胞及部分单核细胞为caspase一3阳性。随伤后时间延 

长。caspase一3阳性细胞以单核细胞及成纤维细胞为主。伤后 O～3h，caspase一3阳性细胞比率较低 ，为(4．53± 

6．53)％。12h后逐渐增加 ，伤后 3 d达高峰 ，为(62．66+4．84)％，其后逐渐下降。结论 小鼠皮肤损伤愈合过程 

中．caspase一3可能在诱导损伤 区内中性粒细胞、单核 巨噬细胞及成纤维细胞发生凋亡过程 中发挥重要作 

用。同时，easpase一3的规律性表达可用于损伤时间的推断。 
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【Abstract] Objective To investigate the expression of caspase一3 during skin wound healing and explore 

the applicability of caspase-3 to determination of wound age． M ethods The expression of caspase一3 were 

perform ed on 33 mice skin incised wounds at different posttraumatic intervals and 3 mice as control by 

immunohistochemical technique．Results Expression of caspase-3 was detectable in polymorphonuelear cells 

(PMNs) in the wound specimens aged 6 h In the wound specimens aged from 12 h to 24 h after injury， 

caspase-3 was identified in a large number of infiltrating PMNs and part of mononuclear cells (MNCs)． 

Afterwards，the MNCs and fibroblastie cells(FBCs)accounted in the most part of the easpase一3 positive 

cells．Morphometrically，the ratio of the number of the caspase一3 stained PMNs，MNCs and FBCs to total 

number of the cells in the wounds was evaluated and calculated．The ratio of the caspase-3 po sitive cells 

was lOW in the wound specimens aged from 0 h to 3 h (4．53_+6．53)％，and maximized in the wound speci— 

mens aged 3 day(62．66±4．84)％．Thereafter，the ratio decreased and minimized in the specimens aged 14 

day(21．56+_4．54)％．Conclusion The results suggest that easpase一3 may play an important role in inducing 

neutrophil，macrophage and fibroblast apo ptosis during skin wound healing．Furtherm ore，easpase一3 may be 

used as a marker for the wound age determination． 
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皮肤损伤愈合是有多种细胞因子和细胞成分参 

与的过程，其中最重要的三种细胞成分为中性粒细 

胞 ，单核巨噬细胞及成纤维细胞 。渗出期和纤维增生 

期损伤区内上述细胞数量急剧增加，修复期显著减 

少，使细胞数保持平衡是通过程序性细胞死亡(pro— 

grammed cell death，PCD)，即细胞凋亡 (apoptosis)机 

制来完成的【n。近来新发现一类细胞凋亡调节因子家 
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族 。即 caspase蛋 白酶家族 ，其 中 caspase一3是导致细 

胞凋亡的最强大的最终效应因子。 

本研究应用免疫组织化学技术 ，检测皮肤切创愈 

合过程中 caspase一3在损伤区及其周边区细胞中的表 

达。为进一步研究皮肤损伤愈合过程中easpase一3是 

否细胞凋亡的关键因子奠定基础 。同时探讨 caspase一 

3的变化规律是否可作为损伤时间推断的指标。 

1材料和方法 

1．1材料 

1．1．1实验动物及分组 

健康成年清洁级昆明系小鼠36只，雌雄不限，每 

只重 35~40g，按切创后处死时间不同分为 0，1，3，6， 
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12h，1，3，5，7，1O，14d组，每组 3只，正常对照组 3只。 

1．1．2 试 剂 

caspase一3抗体及 SABC试剂 盒均购 自于武汉博 

士德生物工程有限公司 。 

1_2方法 

1．2．1动 物模 型 制 造及 取 材 

用 2％戊 巴比妥钠 按照 30 mg·kg 剂 量腹 腔麻 

醉 ，剪毛处理后 ，常规手术消毒 ，然后在背部 中央做一 

纵行长 lcm皮肤全层切 口。创面 自然止血 ，不包扎 ， 

不施药。切创后，每只小鼠分笼饲养并饲以消毒饲料 

及双蒸水防止伤El感染，并注意保持伤El干燥。分别 

于伤后 O，1，3，6，12h，1，3，5，7，1O，14 d行 小 鼠颈椎脱位处 

死 ，于伤 El处取 1．5 cm~l cm皮肤组织 ，对照组小 鼠同 

样方法麻醉 ，背部剪毛后不做切 El，行颈椎脱位处死 ， 

取与损伤组小鼠相同部位同等大小皮肤组织作为对 

照，所取皮肤标本放人 4％多聚甲醛／PBS中固定 12h， 

常规石蜡包埋 。 

1．2．2免疫组织化 学染色 

蜡块标本 5 m厚连续切片 ，贴于经 APES处理 

后 的硅化玻璃载片上干燥 。按免疫组化试剂盒说 明书 

SABC法进行染色 ，应用微波法修复抗原(将切片放 

人 pH6．0的柠檬酸缓冲液中 ，微波炉中加热至 9O℃ 

10min)。实验中以PBS代替 1抗作阴性对照 ，并做空 

白对照 。常规 HE染色。 

1．2．3阳性细胞计数分析 

显微镜x400倍率下 ，在每张切 片中随机选择 1O 

个视野计数包括中性粒细胞 、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 

总数的比值。采用 SPSS for windows 10．0软件包，应 

用方差分析进行统计学分析，数据应用 ±s表示。 

2 结 果 

2．1 HE染色 

损 伤组 中 ．伤后 1～3h组见真皮 内毛细血 管扩 

张、充血，毛囊周围开始出现少量中性粒细胞。6h可 

见创缘边缘有部分上皮胞浆均质化，细胞核消失，真 

皮内中性粒细胞浸润增多。伤后 12h见皮下组织内 

有大量渗 出的中性粒细胞及 巨噬细胞 。1 d皮肤干燥 

已结痂 ，镜下见 肉芽组织 已形成 ，并 向创 口长人 ，此 时 

肉芽组织成分以渗出的炎性细胞为主，创缘区单核细 

胞开始大量浸润 。3 d见成纤维细胞开始增生 ，7 d时 

成纤维细胞数量达高峰。1O～14d创El基本愈合，损伤 

区内的中性粒细胞、单核细胞及成纤维细胞数量显著 

减少 。 

2．2 caspase一3的表达 

Journal of Forensic Medicine，February 2004，Vo1．20．No．1 

2．2．1对照组皮肤 染色 

对照组标本中，表皮基底细胞层、棘细胞层、颗粒 

细胞层以及真皮层皮脂腺 和汗腺上皮 细胞表达 cas— 

pase一3阳性 。 

2．2．2损伤组皮肤 染色 

伤后 O，1 h组切 片染 色与对照组染 色基本相 同 

(图 11，3 h组损伤 区开始 中性粒细胞浸润 ，并可见少 

量 caspase一3阳性表达 。伤后 6h～1 d组切片中 ，损伤 

区浸润 的细胞数量增多 ，caspase一3阳性细胞 主要为 

中性粒细胞及单核细胞(图 2)。伤后 3d和 5d组，成纤 

维细胞大量增生 ，caspase一3阳性细胞主要为单核细 

胞和成纤 维细胞(图 3、4)。伤后 7～14d，caspase一3阳 

性细胞 以成纤维细胞为 主(图 5、6)。阴性及空 白对照 

染色阳性细胞。 

2．2．3 阳性 细胞 计 数 

伤后 3 h之 内 ，caspase一3阳 性 细 胞 比率 较 低 

(4．53-+6．53)％；6 h组阳性细胞比率开始升高 (24．17~ 

1．76)％；12 h阳性细胞比率继续升高 (27．32-+2．72)％； 

l d组 caspase一3阳性 细 胞 比率 升 高 明 显 (4O．41± 

6．53)％；在伤后 3 d，阳性细胞比率达最高 (62．66-+ 

4．84)％；5dcaspase一3阳性细胞比率开始下降 (52．70± 

4．36)％；7d阳性细胞 比率下降(46．71±4．21)％；10d组 

该比率继续下降(33．11-+3．42)％；伤后 14d，caspase一3 

阳性细胞比率下降到最低(21．56±4．54)％。经统计学方 

差分析，除 0h组外，各时间相邻两组之间 caspase一3 

阳性细胞 比率相 比均有显著差异 (P<0．01)，其中伤后 

3d组 caspase一3阳性细胞比率与其他各时间组相比 

均有显著差异( <0．01)。 

3 讨 论 

近年来研究表 明，多种疾病所致 的器官组织损 害 

的发生与细胞凋亡密切相关 ，如心肌缺血后再灌注损 

伤、肿瘤 、自身免疫性疾病、病毒感染以及神经系统变 

性性疾病[21。已经有研究表明凋亡可 以用于损伤时间 

的判定，Sawaguchi等通过对大鼠模型的闭合性头部 

损伤的研究 ，已经证明了凋亡是相对精确的头皮挫伤 

时间“标志”，并有数据显示头皮挫伤处在 10h后头皮 

中细胞凋亡数 目就有明显增加网。目前 ，对细胞凋亡的 

研究集中在细胞内具有关键作用的蛋白质被特异性 

酶切的机制。细胞内外的许多信息刺激，如死亡受体 

结合了特定的配体 、紫外线照射与电离辐射、生长因 

子缺乏等，均可诱导细胞发生反应，尽管这些信号以及 

紧随其后的反应途径是多种多样的，但凋亡执行过程 

中都会发生蛋白质的特异性酶切，而负责特异性酶切 

这些蛋白的半胱氨酸蛋白酶家族统称为 caspasesN。 
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caspase蛋 白酶 家族成 员均以无活性的酶原形式存在 

于 细胞 质 中。研究 表 明 ，当通过 FAS或 TNFR(tu— 

mour necrosis factor receptor)将凋亡信号传递至细 

胞 内后 ．通过一系列级联反应激活 caspase蛋 白酶家 

族的某些成员，并裂解成二聚体而发挥效应。cas— 

pase一3是该酶家族 中导致细胞凋亡 的最强大 的最终 

效应因子。caspase一3被激活后，作用于细胞质成分 ， 

而使细胞 发生凋亡 。 

在一项调查人体各种组织器官中caspase一3分布 

的研究中 ．应用 Western blotting及免疫组织 化学证 

实 ，在皮肤真皮中的“静止”成纤维细胞中含有 cas— 

pase-3酶原．高度提示皮肤损伤愈合过程中caspase一3 

可能起着关键作用【5j。已有研究表明在皮肤损伤愈合 

过程中 ，肥厚性瘢痕及瘢 痕疙瘩 中 caspase一3表达增 

强诱 导纤维母 细胞 凋亡 。提 示 caspase一3在皮肤损 伤 

后的瘢痕形成中发挥重要作用[61。程飚等研究表明．在 

烫伤的创面愈合过程中。caspase一3 mRNA和蛋白的表 

达随烫伤后时间不同呈现规律性变化 。Guan等研究 

证实皮肤损伤愈合过程中单核巨噬细胞及成纤维细胞 

均表达 Fas和 FasL．部分共同表达 Fas和 FasL的细胞 

发生凋亡 。提示皮肤损伤后单核巨噬细胞及成纤维细 

胞的增生与消亡 ，使细胞数减少可能是通过 Fas／FasL 

系统介导完成的罔。然而 Fas只是细胞膜蛋白受体。在 

细胞凋亡中只起到将凋亡信号传递至细胞质 的作用 。 

而导致皮肤损伤愈合过程中单核巨噬细胞及成纤维细 

胞凋亡的最终“执行者”是何种因子现不清楚 ，也无研 

究报道。许多研究表明 Fas／FasL系统将细胞外刺激传 

递至细胞内．通过一系列级联反应激活 caspase蛋 白酶 

使其裂解进而作用于细胞质成分引起细胞凋亡。结合 

上述相关研究报道，提示在皮肤损伤愈合过程中。cas— 

pase一3极有可能是诱导中性粒细胞、单核巨噬细胞及 

成纤维细胞凋亡的最终执行 因子之一 。 

本项实验研究结果表明 ，应用免疫组织化学技术 

观察到小鼠皮肤切创的损伤愈合过程中，皮肤损伤区 

内的中性粒细胞、单核巨噬细胞及成纤维细胞均表达 

caspase一3。通过对 caspase一3在各时相点阳性细胞 比 

率进行计算发现，阳性细胞比率随伤后时间不同而表 

现出有规律的变化。阳性细胞 比率在伤后 3h较低 ， 

6～12h开始升高，1 d阳性细胞比率显著升高．在 3d 

达到最高峰，此后，随损伤时间延长，阳性细胞 比率逐 

渐下降，至伤后 14d降至最低。经统计学方差分析。 

伤后 3 d组阳性细胞 比率与其他各时间组相比均有 

显著差异(P<O．O1)。caspase一3在皮肤损伤愈合过程 

中表达的这种变化可能是创面愈合本身所具有的特 
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点决定的。组织修复的起始阶段 6～36h大量的中性 

粒细胞和单核巨噬细胞渗出，随后 3 d开始成纤维细 

胞 大量增 生 ，但在进入下一 阶段 之前 。它们需要 以凋 

亡的方式减少和消失 。因此 caspase一3的 阳性细胞 比 

率从 6～12h开始升高，在 3 d达到最高峰．并在以后 

随损伤时间延长。阳性细胞比率逐渐下降。 

以上研究结果，提示小鼠皮肤损伤愈合过程中。 

caspase一3可能对于引发中性粒细胞、单核巨噬细胞 

及成纤维细胞凋亡起着重要的作用 ，是皮肤损伤愈合 

过程 中的重要 因子 。同时 ，由于在皮肤损伤愈合过程 

中损伤区的中性粒细胞、单核细胞及成纤维细胞表达 

caspase一3的阳性细胞比率随时间不同而呈现出有规 

律性的表达 ，经统计学方差分析 ，除 0h组外，各时间 

相邻两组之间 caspase一3阳性细胞比率相 比均有显 

著差异 (P<O．O1)，因此 caspase一3可 以成 为用于 损伤 

时间判定 的指标 。(图见 S5页1 
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