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皮肤再生医疗技术对大鼠慢性难愈合创面组织中BMP-4表达的影响
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摘 要:目的 动态观察皮肤再生医疗技术(moistexposedburntherapy/moistexposedburnointment,MEBT/MEBO)

对大鼠慢性难愈合创面组织中BMP-4表达的影响。方法 通过随机数字表将90只SPF雄性大鼠随机分为 MEBO组、

阳性药组(贝复济组)、模型组、急创组和空白组,构建大鼠慢性难愈合创面模型后,MEBO组创面局部涂用湿润烧伤膏,

贝复济组创面局部涂用贝复济,模型组和急创组局部涂用生理盐水,于治疗后第3d、7d、14d应用 Westernblotting检

测大鼠创面组织中BMP-4表达情况,于治疗后第14d,应用 Masson染色,观察创面局部病理学形态。结果 ①除空白

组外,其余各组BMP-4的表达水平均呈先升高后降低的趋势(P<0.01),同一时间,MEBO组及阳性药组创面组织中

BMP-4的表达水平均高于模型组(P <0.05);②MEBO 组及阳性药组创面组织病理学形态优于模型组。结论 
MEBT/MEBO能有效影响大鼠创面组织中BMP-4表达水平,从而影响慢性难愈合创面修复的质量。
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EffectsofMEBT/MEBOontheexpressionofBMP-4inchronicrefractorywoundtissuesofrats

LanHaisheng1,LiMingshang2,HuangXusen1,HuangHaige1,

CenXiaoning1,LyuJiansheng1,ZhongLihua2

(1.AffiliatedHospitalofYoujiangMedicalUniversityforNationalities,

Baise533000,Guangxi,China;2.YoujiangMedicalUniversityfor
Nationalities,Baise533000,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Todynamicallyobservetheeffectofmoistexposedburntherapy/moistexposed
burnointment(MEBT/MEBO)ontheexpressionofBMP-4inchronicrefractorywoundtissuesofrats. 
Methods Atotalof90SPFmaleratswererandomlydividedintotheMEBOgroup,thepositivedruggroup
(rb-bFGF)group,themodelgroup,theacutewoundgroupandtheblankgroupbyrandomnumbertable.After
theestablishmentofchronicrefractorywoundmodelsinrats,woundsinMEBOgroupwerelocallycoatedwith
MEBO,rb-bFGFGroupwithrb-bFGF,andthemodelgroupandacutewoundgroupwithnormalsaline.Onthe
3rd,7thand14thdayaftertreatment,WesternblottingwasusedtodetecttheexpressionofBMP-4inwound
tissuesofrats.Onthe14thdayaftertreatment,Massonstainingwasappliedandthelocalpathologicalmor-
phologyofthewoundwasobserved. Results ①Exceptforthatoftheblankgroup,theexpressionsofBMP-
4inothergroupsshowedatrendofincreasingatfirstandthendecreasing(P<0.01).Atthesametime,the
expressionsofBMP-4inwoundtissueoftheMEBOgroupandthepositivedruggroupwerehigherthanthatof
themodelgroup(P<0.05).②ThehistopathologicalmorphologyofwoundsoftheMEBOgroupandthepos-
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itivedruggroupwassuperiortothatofthemodelgroup. Conclusion MEBT/MEBOcaneffectivelyaffect
theexpressionofBMP-4inwoundtissuesofrats,thusimprovingtherepairqualityofchronicrefractory
wound.
  Keywords: moistexposedburntherapy/moistexposedburnointment;BMP-4;rat;chronicrefractory

wound;repair

  皮肤再生医疗技术(moistexposedburntherapy/

moistexposedburnointment,MEBT/MEBO)广泛应

用于临床治疗慢性难愈合创面中取得满意疗效,同时

与其他的治疗方法比较还有操作简单,价格低廉等特

点,在临床上得到了广大医务工作者的认可[1]。近年

来,随着对 MEBT/MEBO作用机制研究的不断深入,
发现 MEBT/MEBO是通过多种通路、因子共同调控

的创面修复与再生,但具体机制仍未能完全揭示[2]。
骨形成蛋白4(BMP-4)作为骨形成蛋白家族一员,对
细胞增殖、黏附和分化、血管形成、器官纤维化、骨骼发

育和骨形成至关重要,而细胞的增殖和分化、血管的形

成、纤维的沉积均能有效影响创面修复[2-4]。因此,本
研究通过动态监测大鼠慢性难愈合创面组织中BMP-
4的动态的变化,明确其对创面修复的影响,为进一步

揭示 MEBT/MEBO在创面修复中的作用机制奠定一

定理论基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 健康雄性SD大鼠90只,购于长

沙市天勤生物技术有限公司,年龄12~14周,体重

240~270g,在SPF级动物验室内进行饲养、造模、取
标本。本研究经右江民族医学院实验动物伦理委员会

批准。

1.1.2 主 要 试 剂  湿 润 烧 伤 膏:国 药 准 字

Z20000004,汕头市美宝制药有限公司生产;贝复济:
国药准字19991021,珠海亿胜生物制药有限公司生

产;醋酸氢化可的松注射液:国药准字 H31021290,上
海通用药业股份有限公司生产;水合氯醛:CAS登记

号302-17-0,泰兴市豪申化工贸易有限公司生 产;

BMP-4一抗:Anti-BMP4Antibody,美国博士德,稀释

比例:1∶1000;二抗:山羊抗兔的二抗,北京中杉,货号

ZB2301,稀释比例:1∶3000。

1.1.3 主要器材 精确电子天平(北京赛多利斯)、

Bio-rad蛋白质电泳系统(美国伯乐公司)、迷你转印电

泳槽型(美国伯乐公司)、THZ-C 恒温振荡摇床(培
英)、酶标仪(美国赛默飞)、JS-680B全自动凝胶成像

系统(培清)。

1.2 实验方法

1.2.1 动物分组 进行适应性喂养后,将90只大鼠

随机分为5组:慢性难愈合创面组(模型组)、MEBO

润烧伤膏组(MEBO组)、阳性药组(贝复济组)、急创

组和空白组,每组18只大鼠。

1.2.2 动物模型的建立 空白组仅剃除皮肤毛发不

作缺损创面模型,其余4组参照付小兵院士[5]方法制

作创面模型,腹腔注射水合氯醛(0.3ml/100g)麻醉,
麻醉成功后进行背部备皮,用直径为1.5cm的图章在

脊柱两侧进行标记,予碘伏进行皮肤消毒,空白组仅行

备皮不做皮肤缺损创面,其余4组分别于脊柱两侧用

外科组织剪刀做深达筋膜层的全层皮肤缺损创面(一
只大鼠做两个创面模型),创面缺损模型建立后,在模

型组、阳性药组、MEBO组大鼠后肢进行肌肉注射醋

酸氢化可的松(8mg/100g),而急创组未注射氢化可

的松,创面再次与碘伏进行消毒,空白组及急创组局部

涂用生理盐水,模型组创面局部涂生理盐水,MEBO
组局部涂美宝湿润烧伤膏,阳性药组局部涂贝复济,予
无菌干纱布包扎固定,每天换药2次[6]。

1.2.3 标本采集 在干预后的第3d、7d、14d,每组

随机选取6只大鼠(共12个模型),用眼科剪刀取创面

组织,10%福尔马林固定部分组织,余暂时存于液氮

罐,标本采集结束后,转移至-80℃的冰箱冷藏备用。

1.2.4 Westernblotting技术检测BMP-4蛋白表达

水平 精确电子天平称取100mg大鼠创面组织,剪
碎放入到EP管中,每100mg组织加入1ml组织裂

解液,将EP管至于冰面上,予匀浆机将标本搅碎,予

4℃离心机在15000r/min下进行离心20min,取上清

分装,按照碧云天试剂盒说明书检测蛋白含量,检测完

后进行配平,最后加入LoadingBuffer并将蛋白变性

后保存备用;备SDS-PAG凝胶后将提取的蛋白上样,
置于90V恒压下进行电泳30min,继续于120V电压

下电泳,直至条带均匀跑开,在300mA恒流下进行半

干转60min,室温摇床封闭1h,TBST洗膜3次,每次

5min,并于4℃摇床内孵育一抗过夜;一抗孵育后,洗
膜3次(同前),二抗室温孵育1.5h;洗膜3次(同前),
将配置发光液均匀滴至PVDF膜后进行曝光,并保持

条带图;最后用ImageJ软件进行灰度分析,样本蛋白

含量=目的条带积分吸光度值/内参条带积分吸光度

值[7]。

1.2.5 Masson染色检测创面纤维化情况 创面组织

固定后,将组织置入乙醇中脱水,脱水后进行石蜡包

埋,使用 Masson染色试剂盒进行染色,Weigert苏木
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精液染核6min,分化液分化10s,Masson蓝化液蓝

化4min,水洗,丽春红品红染液染色7min,1%磷钼

酸溶液洗2min,苯胺蓝染色液染色复染1min,乙醇

脱水,透明剂透明,中性树胶封片,然后镜下观察创面

组织纤维化情况。

1.3 统计学方法 采用SPSS20.0统计软件进行统

计学分析,计量资料以(췍x±s)表示,组间比较采用单因

素方差分析,组内不同时项对比采用重复测量方差分

析,以P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 BMP-4蛋白表达情况 对不同时间的蛋白表达

量进行重复测量方差分析,组间干预因素及观察时间

之间差异均有统计学意义,以时间为主效应(F =
272.683,P =0.001),以干预方法为主效应(F =
447.153,P=0.001),两者交互作用(F=35.436,P
=0.001),除了空白组外,其余4组BMP-4表达水平

均成先升高后降低趋势(P<0.01)。在造模后第

3d,BMP-4表达水平升高,其中急创组达到峰值最

高,其次为阳性药组、MEBO组、模型组、空白组。在

造模后第7d,BMP-4表达量达到观察时项的最高峰,
其中急创组达到峰值最高,其次为阳性药组和 MEBO
组、模型组、空白组,阳性药组和 MEBO组表达水平差

异无统计学意义(P >0.05)。在造模后第14d,

BMP-4表达水平低于第7d(P<0.05),其中表达量

急创组最高,其次为阳性药组和 MEBO组、模型组、空
白组,阳性药组和 MEBO组表达水平差异无统计学意

义(P>0.05),见图1、表1。

注:1为 MEBO组,2为阳性药组,3为模型组,
4为急创组,5为空白组

图1 5组大鼠BMP-4蛋白表达条带图

表1 5组大鼠创面组织中BMP-4表达水平

组别 动物数 3d 7d 14d F P

MEBO组 12 0.486±0.071ab 0.874±0.089ac 0.606±0.036ad 101.615 <0.001
阳性药组 12 0.559±0.055a 0.934±0.061ac 0.627±0.037ad 175.066 <0.001
模型组 12 0.407±0.028b 0.703±0.075bc 0.598±0.032d 110.055 <0.001
急创组 12 0.816±0.049ab 1.081±0.106abc 0.763±0.035ad 69.882 <0.001
空白组 12 0.322±0.026ab 0.351±0.027ab 0.316±0.032a 5.302 0.010
F 179.445 160.005 283.300
P <0.001 <0.001 <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与模型组对比,a:P<0.05;与阳性药组对比,b:P<0.05;与第3d对比,c:P<0.05;

与第7d对比,d:P<0.05。

2.2 创面组织 Masson染色结果 在创面形成的第

14d,MEBO组及阳性药组可见完整再生皮爬覆,局部

创面胶原纤维排列相对整齐;模型组胶原纤维排列紊

乱,局部形成瘢痕组织;急创组局部创面胶原纤维排列

疏松、整齐,可见毛囊,血管的再生;空白组见完整上皮

组织,创面胶原纤维排列疏松、整齐,创面可见毛囊存

在。

3 讨论

慢性难愈合创面是外科常见疾病之一,因其治疗

周期长、难度大以及费用高,往往造成患者巨大负

担[2]。创伤后的修复是一个复杂的愈合环境,成纤维

细胞具有强大的修复和再生潜力,在细胞因子环境中

相互作用,影响这些细胞的功能和分化,导致一系列的

愈合反应,适当的纤维化对修复创伤组织有积极意义,
而过度的细胞外基质沉积往往造成瘢痕愈合[8]。骨形

成蛋白(BMP)属于转化生长因子-β(TGF-β)超家族的

一 类 多 功 能 的 分 泌 型 信 号 分 子,其 中 以BMP-2、

注:A为 MEBO组,B为阳性药组,C为模型组,
D为急创组,E为空白组

图2 5组大鼠第14d创面组织 Masson染色图(×200)

BMP-4、BMP-6、BMP-7的功能最具有代表性,BMP相

关信号通路在维持血管内稳态、调控组织纤维沉积中

发挥重要作用[3,9-11]。在本研究中,在创面形成后的第

3d,BMP-4的表达量逐渐升高,其中以急创组表达量

最高,其次为阳性药组、MEBO组、模型组,其原因可
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能是在创面形成后,机体需要成纤维沉积促进纤维化,
促进创面修复,故BMP-4表达较空白组升高;BMP-4
表达量在急创组最高,可能与急创组大鼠未注射氢化

可的松,局部呈急性创面,机体修复能力较强有关,在
创面形成的第7d,BMP-4表达水平持续升高,在创面

形成的第14d,BMP-4表达水平较第7d下降,但仍高

于正常,可能与创面形成后期,局部创面修复趋于完

善,故BMP-4表达逐渐下降。在同一时间对比中,阳
性药组和 MEBO组表达均高于模型组,结合 MEBO/

MEBT目前已有的机制研究,其原因可能是,慢性创面

组局部修复能力低下,甚至出现修复停滞状态,而

MEBO及贝复济能有效促进创面修复[12]。
在慢性难愈合创面愈合过程中,TGF-β/Smad信

号通路与创面修复及病理性瘢痕的形成密切相关,

TGF-β与BMP家族密切相关,有研究表明,TGF-β1
能够促进细胞的增殖而BMP-4抑制细胞的增殖,两者

间存在拮抗关系,同时BMP-4也能诱导AKT活化,增
加细胞表面的TGF-β受体水平,导致Smads的自分泌

活化和基因表达增强[3,9-10]。唐乾利等[13]研究表明,

MEBO/MEBT在创面愈合早期可通过激活TGF-β1/

Smad3信号通路,促进创面损伤修复,而在愈合晚期则

抑制该信号通路的活化,控制创面组织过度增生,有效

改善慢性创面肉芽组织中成纤维细胞形态、毛细血管

新生情况,促进创面愈合。本研究 Masson染色结果

显示,贝复济组及 MEBO组创面组织愈合病理学形态

优于模型组,提示BMP-4有可能影响创面纤维沉积和

组织重塑。结合目前已有 MEBO/MEBT相关机制研

究:MEBO/MEBT早期能有效上调BMP-4、BMP-7、

P-AKT表达水平,下调TGF-β1,P-Smad3表达水平,
有效改善慢性创面肉芽组织中成纤维细胞形态、毛细

血管新生情况,促进创面脂肪细胞的生长,从而有效促

进创面的修复和再生[3,13-16]。因此,MEBO可能是通

过TGF/Smad信号通路及BMP/Smad信号通路共同

调控创面修复和再生。
综上所述,本研究结果显示,MEBO/MEBT能有

效影响BMP-4在大鼠慢性难愈合创面组织中的表达

水平,BMP-4的动态表达也在影响创面修复的结局,
但其具体机制仍需下一步研究证实。
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