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文章亮点： 

通过 CD31、CK4、成纤维细胞生长因子免疫组织化学的对比分析，骨髓间充质干细胞悬液皮下及真皮

层注射治疗组大鼠创面中毛细血管内皮细胞、表皮细胞、成纤维细胞明显多于注射安慰剂的对照组(P < 

0.05)。作者推测具有分化潜能的骨髓间充质干细胞可在皮肤微环境诱导下直接分化为表皮细胞和血管内

皮细胞，并分泌成纤维细胞生长因子促进创面愈合。 
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摘要 

背景：β射线皮肤损伤创面难愈，尚无有效的治疗方法。  

目的：观察骨髓间充质干细胞对 β射线皮肤损伤创面愈合的影响。  

方法：①选用 SD雌性大鼠 3只分离培养骨髓间充质干细胞，传代细胞生长至第 5代，DAPI 标记细胞，

制备骨髓间充质干细胞悬液。②选 3 月龄清洁级 SD 雌性大鼠 47 只，随机分为 3 组：治疗组应用直线

加速器产生的 β射线(45 Gy)单次照射大鼠臀部皮肤 40 mm×30 mm，建立急性深Ⅱ度 β射线皮肤损伤

动物模型，创面出现后将骨髓间充质干细胞悬液注入大鼠创面皮下及真皮层；对照组 β射线照射同治疗

组，创面出现后注射安慰剂，用法同治疗组。正常组为正常大鼠。光镜下观察治疗后 1，2，3，4 周各

组大鼠创面组织病理学变化，免疫组织化学方法检测 CD31、CK4、成纤维细胞生长因子含量的动态变

化。 

结果与结论：治疗组创面愈合时间比对照组明显加快(P < 0.05)。治疗组注射骨髓间充质干细胞细胞悬

液后 1-4周 CD31、CK4、成纤维细胞生长因子阳性细胞值明显高于对照组(P < 0.05)。证实骨髓间充质

干细胞能促进 β射线皮肤损伤创面的愈合，缩短创面愈合的时间。 
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Abstract 

BACKGROUND: The β-ray-irradiated skin injury is difficult to heal and there is no effective treatment 

method for β-ray-irradiated skin injury. 

OBJECTIVE: To investigate the effect of bone marrow mesenchymal stem cell transplantation in treatment 

of β-ray-irradiated skin injury in rats. 

METHODS: Three Sprague-Dawley female rats were killed to isolate and culture the bone marrow 

mesenchymal stem cells, then the cells were labeled with 4',6-diamidino-2-phenylindole to prepare the  
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bone marrow mesenchymal stem cells suspension after passaged to the fifth generation. Forty-seven Sprague- 

Dawley female rats of 3 months old and clean grade were randomly divided into three groups: treatment group, 

control group, and normal group. In the treatment group, single dosage (45 Gy) of β-ray irradiation produced by 

linear accelerator was applied on buttock skin (40 mm×30 mm) in rats, and the acute deep Ⅱ β-ray-irradiated skin 

injury model was established. Bone marrow mesenchymal stem cell suspension was injected in the 

subcutaneous and dermal layers after the wound appeared. The rats in the control group were irradiated as those 

in the treatment group, and placebo was injected when the wound appeared, with the same method as the 

treatment group. Rats in the normal group were not irradiated. The pathological changes of wound tissue of rats 

in each group were observed at 1, 2, 3 and 4 weeks after treatment under light microscope, and the concentration 

of CD31, CK4 and fibroblast growth factor was detected by immunohistochemistry. 

RESULTS AND CONCLUSION: The wound healing time in the treatment group was shorter than that in the 

control group (P < 0.05). Immunohistochemistry showed the number of CD31, CK4 and fibroblast growth factor 

positive cells in the treatment group at 1-4 weeks after bone mesenchymal stem cell suspension injection was 

significantly greater than that in the control group (P < 0.05). It indicates that bone mesenchymal stem cell 

injection can promote the wound healing of β-ray-irradiated skin injury and reduce wound healing time. 

Key Words: stem cells; bone marrow-derived stem cells; bone marrow mesenchymal stem cells; β ray; skin 

injury; wound; wound healing; rats; fibroblasts; tissue regeneration; tissue engineering; other grants-supported 

paper; stem cell photographs-containing paper 
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0  引言 

 

近年来随着核技术的发展，β射线皮肤损伤逐渐成为临床的一种常见病
[1-3]
。目前对β射

线皮肤损伤还没有有效的治疗方法，随着分子生物学和组织工程学的飞速发展，通过干细胞

移植治疗难愈性创面，成为目前研究的热点，骨髓间充质干细胞在创面修复中的作用已受到

广泛关注。实验通过直线加速器建立大鼠深Ⅱ度β射线皮肤损伤模型，将同种异体骨髓间充

质干细胞的细胞悬液注入大鼠深Ⅱ度β射线皮肤损伤创面的真皮层及皮下，观察骨髓间充质

干细胞对β射线皮肤损伤创面愈合的影响，通过光镜观察创面各时期的病理变化，应用免疫

组化检测创面组织中的CD31、CK4、成纤维细胞生长因子的表达，探讨骨髓间充质干细胞

促进β射线皮肤损伤创面愈合的机制，为进一步的临床应用提供理论依据。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。 

时间与地点：于2010年6月至2011年5月在苏州大学附属第一医院中心实验室与烧伤整

形外科实验室完成。 

材料：  

主要试剂及仪器： 

Main reagents and instruments: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

试剂及仪器 来源 

抗大鼠 CD31、 CK4、FGF单克隆抗体                             

西门子 PRIMUS直线加速器                  

400倍光学显微镜 BH-2型                  

RM2135切片机                            

二氧化碳培养箱                           

武汉博士德生物工程公司 

德国西门子   

日本 OLYMPUS公司    

德国 leica  

美国 Shellab   
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实验动物：3 月龄清洁级 SD 雌性健康大鼠 47 只，

体质量 250-300 g；6-8周龄清洁级 SD雌性健康大鼠

3只，体质量 180-220 g，由苏州大学实验动物中心提

供，实验动物使用许可证号：SYXK(苏)2002-0037。 

方法： 

    分组：3月龄清洁级健康雌性 SD 大鼠 47只，随机

分为 3 组：①治疗组(n=21)，应用直线加速器产生的 β

射线(45 Gy)单次照射大鼠臀部皮肤 40 mm×30 mm，建

立急性深Ⅱ度 β射线皮肤损伤动物模型。创面出现后将

骨髓间充质干细胞悬液(浓度为 1×10
9
 L

-1
)1 mL注入大

鼠创面皮下及真皮层，从周边健康皮肤进针单点注射。

②对照组(n=18)，β 射线照射同治疗组，创面出现后注

射安慰剂，用法同治疗组。③正常组(n=8)，正常大鼠。 

骨髓间充质干细胞的分离与培养
[4]
：选用 6-8周雌性清

洁级 SD大鼠 3只，在无菌条件下取出大鼠双股骨和胫

骨，暴露骨髓腔，用 5 mL注射器吸取 4 mL含体积分

数 10%胎牛血清的 DMEM 冲出骨髓，细胞计数板计数，

以 2×10
6
有核细胞/cm

2
接种予 25 mL培养瓶，37 ℃，

体积分数 5%CO2：孵箱静置培养。 

骨髓间充质干细胞的传代培养：原代细胞生长至第 7

天达 80%融合时进行传代。 

骨髓间充质干细胞的鉴定
[5-7]

：  

骨髓间充质干细胞的标记：选择第 3 代的间充质干

细胞的细胞标记。 

骨髓间充质干细胞的示踪：①标记后的骨髓间充质

干细胞悬液(浓度为 1×10
9
 L

-1
)1 mL均匀注入深Ⅱ度 β射

线皮肤损伤创面(皮下与真皮层)，从周边健康皮肤进针单

点注射。②24 h后切取创面组织 10 mm× 10 mm大小 1

块，放入生理盐水暂时保存。③做连续冰冻切片。④荧

光显微镜下观察骨髓间充质干细胞。未能立即观察的切

片可暂时在丙酮液中保存。 

β 射线皮肤损伤动物模型的制备：大鼠深Ⅱ度 β射线皮

肤损伤动物模型的制备：①大鼠用体积分数 10%水合氯

醛(3 mL/kg)腹腔注射麻醉。②以西门子 PRIMUS 直线

加速器产生 4 MeV高能电子 β射线单次局部照射大鼠

后臀部，非照射部位用 10 cm 厚铅板屏蔽。照射面积

为 40 mm×30 mm，剂量率为 200 cGy/min，照射时

间为 22.5 min，照射剂量 45 Gy。 

实验取材及处理：大鼠常规分组饲养，创面出现后 1，

2，3，4 周治疗组及对照组各取大鼠 3 只，在体积分数

10%水合氯醛(3 mL/kg)腹腔注射麻醉下，各切取创面组

织 10 mm ×10 mm 大小 1块。取材部位：臀部创面。

用体积分数 4%甲醛固定，常规石蜡包埋、切片，苏木

精-伊红染色，光镜观察以及免疫组织化学检测。正常

组：8只一次性取材同治疗组和对照组。  

主要观察指标：观察创面愈合时间及计数创面愈合

率；通过光镜观察创面各时期的病理变化；免疫组织化

学检测创面组织中的 CD31、CK4、成纤维细胞生长因

子的表达。 

统计学分析：所有数据以x
_

±s表示，采用 SPSS 12.0

统计软件，各组间比较均采用 t 检验。P < 0.05为差异

有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  SD大鼠47只，分为3组，实

验过程中治疗组死亡2只，对照组死亡1只，进入结果分

析44只。 

 

2.2  骨髓间充质干细胞形态观察  刚分离出的大鼠骨

髓间充质干细胞呈类圆形，夹杂少量红细胞，细胞贴壁

速度较快。48-72 h后开始伸展，6-8 d后贴壁细胞数目

明显增多，细胞生长进入指数期，增殖迅速，约14 d时

细胞长满瓶壁，即可进行传代。传代细胞在一两天处于

静止期，3 d开始增殖，4 d进入对数生长期，第6天达高

峰。细胞生长至第3代后，细胞融合后呈旋涡状排列，

细胞外观呈长梭形的成纤维样细胞样形态，细胞形态渐

趋一致，连续培养未见钙化及成脂现象。 

 

2.3  骨髓间充质干细胞的DAPI标记、示踪  骨髓间充

质干细胞被DAPI标记后，在荧光显微镜下观察呈蓝色，

见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  DAPI 标记后的骨髓间充质干细胞(箭头所指 DAPI 标

记后的骨髓间充质干细胞，×400)   

Figure 1  Mesenchymal stem cells after labeled with 

4',6-diamidino-2-phenylindole (arrow shows the 

labeled cells, ×400) 

 

注：骨髓间充质干细胞被 DAPI 标记后，在荧光显微镜下观察呈

蓝色。 
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注射前骨髓间充质干细胞核形完整，染色质均匀。

注射后创面组织切片中的骨髓间充质干细胞荧光显微

镜下仍可见核形完整的骨髓间充质干细胞，核形基本完

整，稍有变形，见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  创面愈合情况  治疗组创面愈合时间显著短于对

照组[(30.40±1.52)，(43.60±2.70) d，P < 0.05，n=5]。

治疗组与对照组大鼠创面出现后不同时间的创面愈合

率比较见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5  免疫组织化学观察结果 

微血管数的测定：正常组大鼠皮肤微血管内皮细胞表达

CD31，主要分布在真皮层的血管内皮细胞的胞膜及胞浆

中，以CD31阳性即棕黄色血管内皮细胞或细胞簇代表一

组单独的微血管。治疗组治疗后1周，可见溃疡周围微血

管增多，两三周逐渐增多，4周微血管数略有回降。对照

组1周无明显微血管增多，2-4周逐渐增多。治疗后1，2，

3周两组CD31表达水平差异有显著性意义(P < 0.05)。治

疗后4周两组差异无显著性意义(P=0.06)，见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CK4在创面中阳性表达：正常组CK4阳性细胞排列规律

整齐，分布在角质层、棘细胞层、颗粒层的角质形成细

胞细胞质中。治疗后1周，CK4阳性细胞分布在上皮细胞

中，排列不整齐，量少，主要分布在角质层，棘细胞层

和颗粒层很少有阳性表达，治疗组与对照组无明显差异。

治疗后2-4周，CK4阳性细胞表达逐渐增多，排列逐渐整

齐，特别是棘细胞层和颗粒层的阳性表达增多，治疗组

比同期的对照组明显阳性细胞数增多，排列整齐。 

 

创面愈合过程中成纤维细胞的表达：见表3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 1  治疗组及对照组大鼠 β射线照射皮肤损伤创面出现后不

同时间的创面愈合率比较 

Table 1  Wound healing rate of the treatment and control groups 

at different time points after β-ray-irradiated skin injury 

                                        (x
_

±s, %) 

 

与对照组比较，a
P < 0.05。 

注：治疗组创面皮下及真皮层注入骨髓间充质干细胞悬液；对照组创面注射

安慰剂；结果说明治疗组创面愈合时间显著短于对照组。 

 

时间 对照组(n=17) 治疗组(n=19) 

1周 

2周 

3周 

4周 

15.49±3.50 

37.39±1.66 

49.69±2.57 

65.18±1.42 

21.04±2.37
a
 

46.40±2.97
a
 

71.03±3.17
a
 

90.99±2.58
a
 

 

 

图 2  β 射线照射大鼠皮肤损伤创面皮下及真皮层注射骨髓

间充质干细胞(箭头所指创面中的骨髓间充质干细胞，

×400)   

Figure 2  Subcutaneous and dermal layer injection of bone 

marrow mesenchymal stem cells in the rat 

β-irradiated-skin injury wound (arrow shows bone 

marrow mesenchymal stem cells in wound, ×400) 

 

注：可见核形完整的骨髓间充质干细胞，稍有变形。 

表 2  正常大鼠及治疗组、对照组大鼠 β 射线照射皮肤损伤创

面出现后不同时间的微血管计数 

Table 2  Microvessel count of normal, treatment and control 

groups at different time points after β-ray-irradiated 

skin injury                                (x
_

±s) 

与对照组比较，a
P < 0.05。 

注：正常组大鼠皮肤微血管内皮细胞表达 CD31，主要分布在真皮层的血管

内皮细胞的胞膜及胞浆中，以 CD31 阳性即棕黄色血管内皮细胞或细胞簇代

表一组单独的微血管。治疗组创面皮下及真皮层注入骨髓间充质干细胞悬

液；对照组创面注射安慰剂；结果说明 1，2，3 周治疗组 CD31 表达显著

高于对照组。 

 

时间 正常组(n=8) 对照组(n=17)       治疗组(n=19) 

1周 

2周 

3周 

4周 

10.66±2.08 

 

 

 

9.67±1.53 

13.00±2.00 

15.33±2.08 

16.67±2.08 

13.33±1.53
a
  

18.67±1.53
a
 

23.33±2.08
a
 

20.00±1.00 

 

表 3  正常大鼠及治疗组、对照组大鼠 β 射线照射皮肤损伤创

面出现后不同时间的成纤维细胞生长因子阳性比较 

Table 3  Fibroblast growth factor positive cells in normal, treatment 

and control groups at different time points after 

β-ray-irradiated skin injury                       (x
_

±s) 

与对照组比较，a
P < 0.05。 

注：治疗组创面皮下及真皮层注入骨髓间充质干细胞悬液；对照组创面注射

安慰剂；结果说明治疗后 2，3，4 周治疗组成纤维细胞生长因子表达显著

高于对照组。 

 

时间 正常组(n=8) 对照组(n=17)       治疗组(n=19) 

1周 

2周 

3周 

4周 

25.33±8.74 18.33±7.02  

33.00±7.55   

60.67±4.51   

64.33±12.59                      

26.67±4.04 

73.00±11.14
a
 

140.00±16.09
a
 

98.00±10.15
a
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正常组大鼠皮肤内成纤维细胞主要分布在表皮基

底细胞、毛囊上皮细胞、成纤维细胞及血管内皮细胞的

胞膜及胞浆中。治疗组治疗后1周，可见溃疡周围增生

上皮细胞、毛囊上皮细胞及基底部血管内皮细胞、成纤

维细胞、炎性细胞成纤维细胞生长因子表达，其阳性细

胞数量和强度稍高于对照组；治疗后2-4周，对照组创

面出现整体阳性度进一步增加，治疗组其阳性细胞数量

到第3周达峰值，4周时有回落。治疗后2，3，4周两组

成纤维细胞表达水平差异有显著性意义(P < 0.05)，第1

周差异无显著性意义(P=0.14)。 

 

3  讨论 

 

就射线产生方式来看，以往常采用敷贴放射性同位

素方法，易致污染，剂量也不容易准确掌握，而采用直

线加速器则有剂量容易控制，无污染等优点。实验采用 

45 Gy β射线一次性照射后，大鼠则于照射后5周全部出

现稳定的β射线皮肤损伤创面，即刻切取标本苏木精-伊

红染色光学显微镜下观察创面均为深Ⅱ度。实验再一次

证实了采用直线加速器建立大鼠β 射线皮肤损伤动物

模型具有简便、可靠、剂量易控制等优点
[8]
；45 Gy β

射线能制作出可靠的大鼠深Ⅱ度β射线皮肤损伤动物模

型，且死亡率低。实验在预试验中分别用5，15，30，

45和60 Gy β射线照射大鼠臀部皮肤，经光镜检查证实

45 Gy β射线照射所形成创面为深Ⅱ度β射线皮肤损伤。 

 

骨髓间充质干细胞具有多向及横向分化潜能，易于

自体获得，移植后无免疫排斥反应，并易于在体外分离

培养和扩增等特点，在组织工程、细胞移植、基因治疗

等方面已被广泛应用
[9-11]

。骨髓间充质干细胞虽然具有

很强的增殖能力，但是其在体外培养的增殖能力与和稳

定程度与培养条件、供体年龄及状态等因素都有关。实

验中选用6-8周龄的SD大鼠的骨髓，以获得稳定和增殖

能力强的标本，但是有研究证实，有年龄较大的供体在

体外进行扩增培养时发现，在传代至8代时细胞出现胞体

肥大，变形，伸展，胞质内出现空泡，代谢产物增多等

老化迹象。试验中还发现一个问题就是诱导后的细胞增

殖能力明显下降。尤其是诱导后形态变化明显的细胞，

最多只能传一代，约有半数细胞生长减缓，慢慢凋亡。 

 

骨髓间充质干细胞治疗皮肤损伤有5种途径：①经

静脉注射
[12-13]

。②皮下注射
[14]
。③真皮层注射

[14]
。④直

接覆盖创面表面
[15]
。⑤注射于创面周围

[16]
。实验选用注

射到真皮层及皮下组织，结合深Ⅱ度β射线皮肤损伤特

点，具有以下优点：①骨髓间充质干细胞与皮肤损伤创

面零距离，不像静脉注射骨髓间充质干细胞那样需要迁

移，节省了迁移过程进入其他组织的损耗，更多的骨髓

间充质干细胞直接、间接的参加创面的修复。②骨髓间

充质干细胞移植暴露于创面，使骨髓间充质干细胞出于

体内与体外交界处，无法与体内的内环境进行信息传递

及物质交换，“孤军深入”，失去了营养支持。③深Ⅱ度

损伤的真皮层存在大量的瘀滞带
[17]
，瘀滞带的微环境更

能激发注射骨髓间充质干细胞以最大的潜能向血管内

皮细胞、表皮细胞分化，分泌成纤维细胞生长因子等众

多细胞因子参与创面的修复。 

 

β射线皮肤损伤的坏死性溃疡，创面经久未愈，目

前其具体机制不明，没有有效的治疗方法
[18-21]

；骨髓间

充质干细胞可以向创面修复细胞分化及分泌创面愈合

的刺激因子，并且异体移植治疗不会引起免疫反应。实

验治疗组愈合时间明显比对照组缩短，差异有显著性意

义(P < 0.05)，证明了骨髓间充质干细胞治疗β射线皮肤

损伤创面疗效明显；通过CD31、CK4、成纤维细胞生

长因子免疫组化的对比分析，治疗组创面中毛细血管内

皮细胞、表皮细胞、成纤维细胞明显多于对照组，差异

有显著性意义(P < 0.05)。推测具有分化潜能的骨髓间

充质干细胞可在皮肤微环境诱导下直接分化为表皮细

胞和血管内皮细胞、分泌成纤维细胞生长因子促进创面

愈合。 

 

总之，骨髓间充质干细胞能促进β射线皮肤损伤创

面的愈合，其机制可能是：骨髓间充质干细胞在创面微

环境中可以向血管内皮细胞、表皮细胞、成纤维细胞分

化，创面中的骨髓间充质干细胞还可以分泌成纤维细胞

生长因子等细胞因子，从而促进创面愈合。 
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