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摘 要:目的 动态观察大鼠难愈性创面组织ERK1/2、ATF2蛋白表达变化,从磷酸化ERK1/2对激活 ATF2的交互

作用(crosstalk)角度,阐明皮肤再生医疗技术(Moistexposedburntherapy/Moistexposedburnointment,MEBT/ME-

BO)促进慢性难愈合创面修复的分子机制。方法 96只SD大鼠随机分为 MEBO组、贝复济(rb-bFGF)组、模型组、空

白对照组4组,各24只,创建体表皮肤溃疡模型,观察创面愈合情况,并于造模后第3d、7d、14d各取相同部位创面组

织,采用 WesternBlotting技术检测磷酸化ERK1/2、ATF2蛋白表达水平。结果 MEBO组可见淡红色新生上皮由四

周向创面中心生长,创面恢复良好。MEBO组和贝复济组创面愈合时间差异无统计学意义(P>0.05),均小于模型组

(P<0.01);经14d治疗后,磷酸化ERK1/2及ATF2含量增高,同组内不同时间点ERK1/2、ATF2的表达差异有统计

学意义(P<0.01),同时间点内不同组间的磷酸化ERK1/2、ATF2的表达差异有统计学意义(P <0.01),组间比较

MEBO组和贝复济组磷酸化ERK1/2、ATF2的表达差异无统计学意义(P>0.05),但与模型组相比差异有统计学意义

(P<0.01)。结论 MEBT/MEBO能加快大鼠慢性难愈合创面的愈合速度,提高修复质量;MEBT/MEBO可能通过激

活ERK1/2信号通路,调控磷酸化ERK1/2、ATF2表达水平,使ERK1/2激活p38信号通路的下游底物ATF2产生交互

作用,共同促进慢性难愈合创面的修复。
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  Abstract: Objective Thisarticleaimstodynamicallyobserveextracellularsignal-regulatedkinase1/2
(ERK1/2),activatedtranscriptionfactor2(ATF2)proteinexpressionchangesinrats’hard-to-healwound
tissues,andtoelucidatethemolecularmechanismofskinregenerativemedicineandtherapy(Moistexposed
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burntherapy/Moistexposedburnointment,MEBT/MEBO)inenhancinghard-to-healulcerrepairfromthe
crosstalkofphosphorylatedERK1/2activatingATF2. Methods Ninety-sixSDratswererandomlydivided
into4groups:MEBOgroup,rb-bFGFgroup,modelgroup,andblankcontrolgroup,24ratsineachgroup.
Thesuperficialskinulcermodelsweredeveloped.Thehealingofwoundswasobserved.Ondays3,7and14
afterthemodelsweredeveloped,thesamelocationtissuesineveryratswerecollected,thenthephosphoryla-
tedERK1/2,ATF2proteinexpressionsweremeasuredbyusingWesternBlotting. Results Thenewlypink
epitheliumsgrewfromperipheryofwoundstowardscenter.Therecoveryofwoundswasfine.Comparisonof
woundhealingtimebetweenMEBOgroupandrb-bFGFgroupshowedtherewasnostatisticallysignificant
difference(P>0.05),andbothofMEBOgroupandrb-bFGFgrouphadshorterwoundhealingtimethan
thatofmodelgroup(P<0.01).After14-daytreatment,theamountofphosphorylatedERK1/2andATF2
elevated;atdifferenttimepointsinthesamegrouptheexpressionsofERK1/2,ATF2werestatisticallydiffer-
ent(P<0.01);atthesametimepointsindifferentgroupstheexpressionsofERK1/2,ATF2werestatisti-
callydifferent(P <0.01);comparisonofphosphorylatedERK1/2andATF2expressionsbetweenMEBO

groupandrb-bFGFgroupshowedtherewasnostatisticaldifference(P >0.05),butcomparingtomodel
groupyieldedstatisticaldifference(P<0.01). Conclusion MEBT/MEBOcanacceleratethehealingprocess
ofratschronichard-to-healwoundsandimprovethehealingquality.MEBT/MEBOmayregulatephospho-
rylatedERK1/2,ATF2expressionsbyactivatingERK1/2signalingpathwaywhichinducesthecrosstalkbe-
tweenERK1/2andp38signalingpathwaydownstreamsubstrateofATF2activatedbyERK1/2.
  Keywords: MEBT/MEBO;chronichard-to-healwounds;crosstalk;signalingpathway

  体表慢性难愈创面(俗称溃疡),指病程3个月以

上,无法通过正常有序且及时的修复过程达到解剖和

功能上完整状态的创面。慢性难愈合创面病因复杂、

病程长、治疗难度大、并发症多、愈后极易复发且少数

尚有癌变可能,已成为目前外科领域研究的热点之一。

皮肤 再 生 医 疗 技 术(Moistexposedburntherapy/

Moistexposedburnointment,MEBT/MEBO)作为当

代外治烧伤创疡及慢性难愈合创面的重要方法之一,

课题组前期系列研究已揭示,MEBT/MEBO干预治

疗可调控创面肉芽组织VEGF、bFGF、EGF基因及蛋

白表达,显著提高其表达水平,促进创面成纤维细胞增

殖及毛细血管再生,形成利于创面愈合的修复基质,加

快肉芽组织生长及肉芽组织在创面的填充,促进上皮

细胞生长,最终加快创面愈合的进程,减少瘢痕形

成[1-2]。

现代分子生物学的车轮飞速前进,在创面修复过

程中,信号转导被看作沟通创伤修复内因(基因表达)

及外因(环境因素)的桥梁[3]。胞外信号活化调节激酶

1/2(extracellularsignal-regulated kinase1/2,

ERK1/2)和p38同属丝裂原活化蛋白激酶(mitogen

-activatedproteinkinase,MAPK)类激酶,研究表

明,在伤口愈合过程中,ERK1/2和p38信号通路扮演

着至关重要的角色[4]。此外,2条信号通路之间并不

平行孤 立,而 是 存 在 交 互 作 用(crosstalk)。其 中,

ERK1/2是ERK1/2MAPK信号通路的重要蛋白,活

化 转 录 因 子 2(activatedtranscriptionfactor-2,

ATF2)是p38信号通路中的下游底物,本实验拟动态

观察 MEBT/MEBO对大鼠慢性难愈合创面修复的影

响,及其对创面组织ERK1/2、ATF2蛋白表达水平的

调控作用,从二者交互作用(crosstalk)角度进一步阐

明 MEBT/MEBO促进慢性难愈合创面修复的分子机

制。

1 材料与方法

1.1 实验动物 健康成年SD雄性大鼠96只,12周

龄,体重220~250g,由广西医科大学动物实验中心提

供。

1.2 试剂 美宝湿润烧伤膏(MEBO):汕头经济特区

美宝制药厂,国药准字Z20000004;贝复济即外用重组

牛碱性成纤维细胞生长因子(rb-bFGF):珠海亿胜生

物制药有限公司,国药准字S19991021;醋酸氢化可的

松注 射 液:上 海 通 用 药 业,国 药 准 字 H31021290;

Bradford蛋白定量试剂:碧云天生物技术有限公司;

一抗:Santacruz;二抗:Santacruz;GAPDH内参:康成

生物科技有限公司。

1.3 动物模型的建立及分组 96只大鼠适应性喂养

1周后,采用随机数字表法分为:空白对照组、模型组、
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MEBO组与贝复济组,每组各24只,空白对照组仅建

立开放性创面模型,不施予任何干预措施,其余三组参

照赵京禹等[5]全层皮肤缺损法和沈氏改良塑料环肉芽

肿定量法[6],无菌操作下,将7%水合氯醛(0.5ml/

100g)对三组大鼠腹腔注射进行麻醉,备皮,造模区

(腰椎两边)以圆形图章印出直径15mm标记,剪刀剪

除标记范围的全层皮肤,深达筋膜,即刻以醋酸氢化可

的松(8mg/100g)局部注射,连续注射1个星期,建成

大鼠慢性难愈合创面模型。模型制备完成后立即用

药。

1.4 换药方法 造模后分笼单独饲养,自由进食饮

水。空白对照组不做任何处理。其余三组于造模成功

后次日开始换药,每日早晚各1次。仅换药首日以1/

5000呋喃西林液清洁创面。换药前先将原来的残留

药物及渗出物沾净,然后以生理盐水清洁创面。ME-
BO组、贝复济组创面分别外敷外喷美宝湿润烧伤膏

和贝复济药液,而后用药液浸透后的纱布,按创面大小

剪成小块贴于创面上,再在创面上加盖两层消毒干纱

布。模型组创面外敷单层生理盐水纱布,然后在创面

上加盖两层消毒干纱布。MEBO组、贝复济组、模型

组依据动物伦理学标准,从换药第1d至第14d每日

1次腹腔注射80000U青霉素。

1.5 实验样本采集 于换药后3d、7d、14d共3个

时相点每组随机选取8只大鼠,分别将大鼠用盐酸氯

胺酮(100mg/kg)腹腔注射麻醉,取相同部位创面新

生肉芽组织(深达筋膜层),迅速冷冻于-80℃,备用。

1.6 WesternBlotting检测磷酸化ERK1/2、ATF2
蛋白表达量 取创面肉芽组织加400μl单去污剂裂

解液(含PMSF)于匀浆器中进行匀浆裂解30min后,

将裂解液移至1.5ml离心管中,然后在4℃下12000
r/min离心5min,取上清分装于0.5ml离心管中并

置于-20℃保存;Bradford法测定蛋白浓度;进行

SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE);采用湿

法,将蛋白质从胶转移至PVDF膜,用pH7.4TBS洗

膜后置于5%脱脂牛奶中1h,用1xTBST洗膜,每次

10min,3次,结合一抗及洗涤,再结合二抗及洗涤;两
种显色底物1∶1等体积混合,膜用去离子水稍加漂

洗,反贴法覆于混合液滴上,置于保鲜膜内固定于片盒

中,迅速盖上胶片,关闭胶盒。取出胶片立即完全浸入

显影液中1~2min,后放在定影液中至底片完全定

影。采用软件对图像灰度进行分析与扫描,结果用目

标蛋白条带的光密度值与GAPDH 条带的光密度比

值表示。

1.7 统计学方法 采用SPSS17.0统计软件包进行

数据处理,计量资料均以(췍x±s)表示。多个样本间的

比较采用单因素方差分析(one-wayANOVA)。两

两比较采用q检验。当P<0.05为差异有统计学意

义。

2 结果

2.1 创面大体情况观察 用药14d后,空白对照组

创面面积明显减少,新生上皮完全覆盖创面,创面周围

有大量鼠毛生长。MEBO组创面周围及基底部可见

到鲜红色的肉芽组织,呈颗粒状,触之易出血,可见淡

红色新生上皮由四周向创面中心生长。贝复济组创面

呈鲜红色,创面周围新生上皮逐渐向中心生长,生长稍

慢。模型组创面基底苍白,生长明显缓慢。

2.2 创面愈合时间 记录各组大鼠从造模成功之日

起至新生上皮完全覆盖创面并生长毛发,创面完全恢

复所需时间。各组之间愈合时间比较:MEBO组创面

愈合时间与贝复济组差异无统计学意义(P>0.05),
但均长于空白对照组,短于模型组,差异具有统计学意

义(P<0.01);模型组愈合时间最长,与其余三组分

别比较,差异均有统计学意义(P<0.01),见表1。

表1 四组大鼠创面愈合时间比较 (췍x±s,d)

组别 n 愈合时间

MEBO组 24 16.96±0.22ad

贝复济组 24 17.34±0.42be

模型组 24 25.07±0.52
空白对照组 24 14.09±.0.31c

 注:与模型组比较,a:P<0.01,b:P<0.01,c:P<0.01;与

空白对照组比较,d:P<0.01,e:P<0.01

2.3 ERK1/2、ATF2蛋白激酶的表达 创面修复过

程中,各组大鼠创面肉芽组织中磷酸化ERK1/2蛋白

(p-ERK1/2)表达量均呈上升趋势。换药第3d,

MEBO组、贝复济组、模型组三组间相比,差异无统计

学意义(P>0.05),空白对照组明显高于 MEBO组、

贝复济组、模型组,差异均有统计学意义(P<0.01);
第7d,模型组表达水平明显低于 MEBO组、贝复济

组,差异有统计学意义(P <0.01),空白对照组均高

于其余三组(P<0.01),MEBO组、贝复济组明显高

于模型组(P<0.01),MEBO组同贝复济组比较,差
异无统计学意义(P>0.05);第14d,四组p-ERK1/

2蛋白量水平均较前提高,差异均有统计学意义(P<
0.01),MEBO组同贝复济组间比较,差异无统计学意

义(P >0.05),空白对照组仍高于其他三组(P <
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0.01),而 MEBO组及贝复济组始终高于模型组(P
<0.01),见表2、图1。

表2 各时相点各组大鼠创面组织中p-ERK1/2
蛋白表达变化 (췍x±s)

组别 n 第3d 第7d 第14d

MEBO组 8 0.28±0.03e 0.44±0.06ae 0.70±0.03ae

贝复济组 8 0.29±0.04f 0.40±0.05bf 0.68±0.04bf

模型组 8 0.31±0.04 0.35±0.03 0.39±0.03
空白对照组 8 0.60±0.03c 0.64±0.04c 0.90±0.04c

 注:与模型组比较,a:P<0.01,b:P<0.01,c:P<0.01;与

空白对照组比较,e:P<0.01,f:P<0.01

  随着创面逐级愈合,各组大鼠创面肉芽组织中磷

酸化ATF2蛋白表达量亦呈逐渐上升趋势。换药第3
d,MEBO组、贝复济组、模型组三组间相比,差异均无

统计学意义(P>0.05),空白对照组显著高于 MEBO
组、贝复济组、模型组,差异有统计学意义(P <0.
01);第7d,各组差异显著,模型组以外的其他三组表

达量上升趋势明显,其中,模型组表达水平明显低于

MEBO组、贝复济组,差异有统计学意义(P<0.01),
空白对照组仍高于其余三组(P <0.01),MEBO组、
贝复济组明显高于模型组(P<0.01),MEBO组同贝

复济组比较,差异无统计学意义(P>0.05);第14d,
四组蛋白量水平均在第7d基础上又有所升高,差异

有统计学意义(P <0.01),其中 MEBO组同贝复济

组间比较,差异无统计学意义(P >0.05),空白对照

组仍高于其他三组(P <0.01),而 MEBO组及贝复

济组始终高于模型组(P<0.01),见表3、图1。

表3 各时相点各组大鼠创面组织中ATF2
蛋白表达变化 (췍x±s)

组别 n 第3d 第7d 第14d

MEBO组 8 0.71±0.03d 1.02±0.05ad 1.43±0.04ad

贝复济组 8 0.73±0.04e 1.00±0.06be 1.41±0.03be

模型组 8 0.74±0.02 0.76±0.07 0.79±0.05
空白对照组 8 1.92±0.03c 2.01±0.04c 2.41±0.05c

 注:与模型组比较,a:P<0.01,b:P<0.01,c:P<0.01;与

空白对照组比较,d:P<0.01,e:P<0.01

图1 各时相点创面组织磷酸化ERK1/2、ATF2WesternBloting检测

注:1为 MEBO组;2为贝复济组;3为模型组;4为空白对照组

3 讨论

MEBT/MEBO以 MEBO为治疗药物,以湿润暴

露疗法(MEBT)为治则。临床上经20余年的研究及

应用,其既可有效促进慢性溃疡创面愈合,且能达到原

位再生不留瘢痕或少留瘢痕的效果[7]。有别于传统

“干性愈合”观念,MEBT/MEBO法循“有水有土万物

乃生”理念,其“湿性愈合”理念及“原位再生”修复机

制,经得起临床长期考验。
在创面修复过程中,信号转导逐渐被看作探索其

内在基因表达与外环境因素联系的必要手段[3]。其

中,同属MAPK的ERK1/2和p38信号通路是关系到

创面修复愈合最重要的2条细胞内信号传导系统。细

胞外信号经由信号传导系统传递到细胞核内,介导细

胞产生反应,调节细胞生长、增殖、分化和凋亡等生理

过程及创伤愈合和炎症反应等病理过程。课题组临床

研究也已揭示:MEBT/MEBO能有效促进体表慢性难

愈合创面修复,修复机制可能为参与了对ERK1/2及

p38信号通路的调控[8-10]。细胞受到刺激后,作为

ERK1/2信号通路上最重要的ERK1/2蛋白,必须被

上游的 MAPK激酶(MAPKK)磷酸化而激活,进而调

节下游的靶分子c-myc和Akt,从而促进细胞迁移、
增殖 和 胶 原 沉 积[11]。使 用 ERK1/2 阻 断 剂 抑 制
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ERK1/2信号通路可使伤口愈合明显延缓[4,12]。同

样,细胞受到刺激后,p38被上游的 MAPKK磷酸化而

活化,激活的p38进入到细胞核或转移到其他部位,

激活下游的激酶或多种转录因子,如ATF2,转录因子

肌细胞增强因子2C(myocyteenhancerfactor2C,

MEF2C)和 MAPK活化蛋白激酶-2(MAPK-acti-
vatedproteinkinase-2,MAPKAPK-2/MK2)。

ATF2被激活后,调控诸多炎症因子的表达,如 TNF
-α、IL-1、IL-6、IL-8、IL-12等,促进多种细胞迁

移、细胞分裂,最终组织修复增速[13]。

结果表明,创面逐级愈合过程中,ERK1/2、ATF2
蛋白逐渐展现出一致的上升趋势。创面形成后,组织

细胞遭受由缺血缺氧、应激及炎性反应产生的激素、炎
性因子、细胞因子等系列刺激,信号通路激活,将胞外

刺激信号传递到细胞核内,介导细胞产生级联反应。

ERK1/2信号转导通路负责调控细胞的生长、分化,

JNK及p38MAPK信号转导通路参与炎症、细胞凋亡

等应激反应[14-15],研究揭示,ERK1/2和p38信号通

路在伤口愈合修复中起着关键的作用[16]。这2条信

号通 路 之 间 并 不 平 行 孤 立,而 是 存 在 交 互 作 用

(crosstalk)。ERK1/2、ATF2分别作为 ERK1/2和

p38信号通路上最重要蛋白及下游底物,胞外信号活

化调节激酶ERK1/2被上游的 MAPKK 磷酸化而激

活,对p38MAPK信号通路上底物因子ATF2,进行跨

信号通路的交互激活,ATF2被激活后,进一步调节其

靶基因的转录,进而调控伤口愈合的生理进程[12,17]。

ERK1/2和p38信号通路,交互调控着下游底物,共同

促进伤口愈合。阻断它们的交互作用,可显著抑制细

胞增殖[15]。实验中,伴随时间推移,创面肉芽组织中

ERK1/2、ATF2表达水平呈现一致上升势态,表明

ERK1/2对ATF2的跨信号通路激活作用,调控着创

面修复。

本实验不仅发现磷酸化ERK1/2、ATF2蛋白表

达一致逐渐上升,还发现,模型组的低于其他三组,尤
其在创面用药一段时间后,MEBO组、贝复济组磷酸

化ERK1/2、ATF2蛋白含量明显上升。我们知道,创
面形成后,局部炎症因子发生炎症反应,炎症反应是创

面修复所必需的防御机制,创面愈合过程中,炎症刺激

激活信号通路,ERK1/2被磷酸化激活,跨信号通路

作用于ATF2,调节致炎因子TNF、IL-1、IL-6同抗

炎因子IL-12生成[13]。创面致炎因素与抗炎因素失

衡,决定炎症反应进程,慢性难愈创面一旦形成,损伤

局部存在长期炎症过程,抗炎因素与致炎因素长期失

衡,则创面反复迁延难愈。MEBO法循“湿性愈合”、
“原位再生”两大理念,其剂型、基质、营养成分、药物成

分共同发挥效用,达到营造生理湿润环境、再生修复、
改善微 环 境、抗 炎、抑 菌 等 作 用,通 过 上 调 磷 酸 化

ERK1/2、ATF2蛋白表达水平,调控炎症反应的病理

过程,使抗炎因素战胜致炎因素。从而加快多种细胞

迁移及细胞分裂的生理进程,最终促进了组织的修复

愈合[18]。所以,实验中,未使用任何药物干扰的模型

组,其磷酸化ERK1/2、ATF2蛋白含量虽逐渐升高,
但明显低于其他三组。在创面逐级愈合过程中,随着

用药时间的推移,MEBO组、贝复济组磷酸化ERK1/

2、ATF2蛋白含量明显上升,说明 MEBO可通过上调

磷酸化ERK1/2、ATF2蛋白表达水平,促使慢性难愈

合创面修复。
综上,我们认为,慢性创面刺激致使ERK1/2和

p38信号通路激活,而磷酸化ERK1/2对 ATF2的跨

信号通路的交互激活作用,调控着创面修复;MEBO
可能通过上调磷酸化ERK1/2、ATF2蛋白表达水平,
加快细胞迁移、增速细胞分裂,最终促进了组织修复愈

合。
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