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创伤条件下骨髓细胞向皮肤软组织细胞分化的研究进展 

王君 李海红(综述) 付小兵 李存保(审校) 
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皮肤是人体最大的器官，具有抵御 

外界微生物入侵、排泄、防止水分蒸发、 

调节体温等重要作用。同时也是免疫系 

统的组成部分。目前对烧／Ol伤皮肤缺损 

的治疗常采用 自体皮肤移植方法，但大 

面积烧／创伤患者常常存在 自体皮肤不 

足的状况。近十余年，组织工程学的发展 

为大面积皮肤缺损修复开辟 丁新 的途 

径，虽然研制了几种人工皮肤，但 目前尚 

无一种能完全满足创面修复在功能上与 

外观上的需要，其存在的最大共同问题 

是均不能重建毛囊、皮脂腺、汗腺等皮肤 

附属器官，降低了皮肤对环境的适应能 

力。因此，进行烧／刨伤皮肤的功能修复， 

是目前创伤修复的热点问题，也具有极 

大的临床应用前景。 

组织损伤修复是一个极其复杂的生 

物学过程，需要有多种细胞、细胞外基质 

(ECM)成分以及各种调控因子的共同 

参与。目前认为，参与组织损伤修复的细 

胞来源主要有两人类：一类是定居于损 

伤 组织 自身 的 干 细胞 (resident stem 

cells)，其在许多组织 中已经被鉴定出 

来，包括神经“ 、脂肪 和表皮 等；另 
一 类是由骨髓迁移到损伤组织的骨髓来 

源细胞 (bone marrow-derived cells)。归 

巢到损伤位点的骨髓来源干细胞或分化 

为损伤细胞的表型“‘ ，或通过创造增强 

修复的微环境来促进组织内源性细胞的 

再生 。目前认为，骨髓中至少有两种多 

能干细胞群可能有助于组织修复，即造 
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血 干 细 胞 (hematopoietie stem cells， 

HSCs)和间充质 干细胞 (mesenchymal 

stem cells，MSCs)。皮肤组织损伤后，在 

损伤细胞产生的趋化信号作用下，骨髓 

中的于细胞从骨髓动员到循环细胞池并 

迁移到损伤位点。在早期炎症阶段 ，这些 

细胞调节上皮细胞和真皮 MSCs的增殖 

和迁移” ，促进炎症细胞趋化，发动创伤 

修复过程；炎症消退后 ，骨髓来源的细胞 

可以分化为表皮角质细胞、皮脂腺细胞、 

毛囊上皮细胞、树突状细胞以及 内皮祖 

细胞，并且可整合到愈合的皮肤 。。 ；上 

皮化完成后 ，HSCs和 MSCs都能产生 

l、i11型胶原，长期重构愈合的真皮。 

l 骨髓 MSCs的生物学特性 

MSCs是来源于中胚层的具有多向 

分化潜 能的干 细胞 ，主要 存在 于全 身结 

缔组织和器官间质 中，以骨髓组织中最 

易获得，胎肝、胎儿脐血 中亦可分离得 

到 “ 骨髓中只台有少量 MSCs，约占单 

核细胞的 0．001 ～0．010 ，并随着年 

龄增加而减少。原代培养的 MSCs经过 

2～4 d潜伏期，迅速集落性扩增，是旋涡 

状生长，细胞呈均一的成纤维状形态。 

MSCs中约有 2O 的细胞处于静止期 

(GO期)，表明 MSCs有强大增殖能力。 

MSCs的表面标志具有非单一性特 

征，它表达间质细胞、内皮细胞和表皮细 

胞的表面标志，一般认为 (：I]29、CD44、 

CDl 66及 SH2、SH3是 MSCs的重 要标 

志物⋯ ，通过流式细胞仪研究细胞表 

面抗原发现，MSCs分于表面小表达造 

血细胞表面抗原．如造血前体细胞标 

抗原 CI)34，白细胞标志抗原CD45，淋巴 

细胞表面抗原 CDlla，单核细胞／巨噬细 

胞表 面抗原 CD14．证明 MSCs为非造血 

类细胞 。 

常见培养方法为全血接种法、氯化 

铵溶血法、密度梯度离心法、流式细胞仪 

分离法。Vlasselaer等 的实验表明，利 

用流式细胞仪分选的细胞 ，有很多不黏 

附于培养瓶，且在培养 24 h后死亡，推 

测可能是分选操作抑制了ECM 蛋白黏 

附分子的合成和分选操作中的剪切力所 

致，称为“分选效应 (sorting effect)”。吕 

昌伟等“ 通过对全血培养法、溶血纯化 

法、密度梯度离心法进行比较性研究，结 

果显示在克隆形成率、首次传代时间、扩 

增成功率等指标方面，密度梯度离心法 

明显优于其他两种分离法。 

在研究早期人们普遍认为，干细胞 

只在个体发育时向其最为相邻的细胞形 

态增殖，这一传统观念在过去 10年的研 

究中被彻底颠覆。一些成体细胞显示出 

极为广阔的可塑性，因此，在临床应用中 

有着向多种组织分化的能力，这种可塑 

性是一把双刃剑，不稳定的细胞表型可 

以导致组织细胞功能和／或表型的退化， 

甚至分化为恶性细胞 。成体干细胞的可 

塑性是指来源于一种器官或组织的干细 

胞被转移到另一种生长环境中，分化成 

与新的生k环境相适应的细胞。大多数 

人认为干细胞 的分化与微环境密切相 

关，干细胞进入新环境后对新的微环境 

调节信号作出反应。 

MSCs连续传代和冷冻保存后仍具 

有多向分化潜能 ，体外培养 12代仍能保 

持正常的染色体组型和端粒酶活性 “ 。 

在一定的诱导条件下，如微环境中的细 

胞因子、多维分化信号、ECM成分以及 

同种或异种细胞间接触等，MSCs具有 

向成骨细胞 、软骨细胞、肌腱细胞、脂肪 

细胞“ ，骨骼肌、平滑肌、造血支持基 

质““” 等中胚层细胞分化的能力；同时 

可以向外胚层的星形胶质细胞 ，神经 

元“ ，表皮或上皮组织 ”及内胚层的 

肝卵圆细胞 、血管 内皮细胞 和心肌 

细胞 ”分化 。 

2 骨髓 HSCs的生物学特性 

HSCs是较早进行研究的干细胞， 

1962年 Goodman等首先实验证明小鼠 

血液中存在 HSCs。HSCs由胚胎期的中 

胚层细胞衍生而来，在卵黄囊、胎肝和骨 

髓中可分离得到。出生后 HSCs包括骨 

髓干细胞和外周血干细胞。HSCs约为 

整个骨髓细胞的 0．01 ～0．05 ，体积 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


中国危熏病急救医学 2006年 1月第 l8卷第 l期 Chin Crit Care Med，January 2006，Vo1．18，No．1 

较小，体积质量较轻，形态与小淋巴细胞 

相似；对 4一氢过氧环磷酰胺(4 HC)和 

5一氟脲嘧啶(5一FU)有抵抗作用；罗丹 

明拒染或淡染。HSCs可持续产生并且 

维持终生，具有 自我更新和多向分化增 

殖潜能，99．5 以上处于 Go期。HSCs 

是体 内各种血细胞 的惟一来源 ，单个 

HSCs就可以重建整个造血系统所有髓 

系和淋巴系细胞。 

已有研究显示，HSCs的表型特征为 

CD34~／Thy 1 7CI)38／1 in／CD45RA ／ 

Rh123 “。国内外研究都支持CD34 是 

HSCs的主要标志物。但最近的研究发 

现，还存在着 CD34一HSCs，它能长期重 

建造血系统 ，并且可以分化为cD34 细 

胞 Ziegler等 ”报道，血管内皮生长因 

子受体(KDR)可作为判别 HSCs和造血 

祖细胞(hematopoietic progenitor cells， 

HPCs)的标志。KDR 在CD34 细胞表 

达仅 占0．1 ～0．5 ，HSCs细胞表 面 

标志限定在 CD34 KDR ，而 HPCs细 

胞表面标 志则 为 CD34 KDR 。Nishi 

等 报告，CD34 Lin C—Kit Scal 的 

部分 HSCs具有长期重建造血的能力， 

因此 ，CD34 CD38一Lin C—Kit Scal 

的细胞都是 HSCs。 

获取高度均一的纯化细胞是开展细 

胞生物学特性等各项研究的基础。最近 

20年来建立的 HSCs分选方法主要有 

流式细胞分选技术(FA(：s)、组织培养瓶 

铺展贴壁、亲和吸附柱(CEPRA FE)、免 

疫磁珠法(MACS)等。但前 3种方法存 

在纯度不高、技术要求高、仪器设备昂 

贵、影响细胞活力、易于污染等不足。免 

疫磁珠是一种包被有单克隆抗体的磁性 

微粒，可特异性地与靶物质 (细胞、蛋白 

质、DNA和细菌等)结合，使之具有磁顺 

应性，继而在外加磁场的作用下被滞留， 

从而与其他成分分离，达到富集纯化的 

目的。MACS根据 最终 选留物质的不 同 

可分为阳性选择(留取与磁珠结合的阳 

性物质)和阴性选择(留取不与磁珠结合 

的阴性物质)。 

早期干细胞研究主要集中在 HSCs 

上，且在 HSCs移植及基 因治疗血液病 

方面取得了巨大进展。单个 HSCs可重 

建整个造血系统所有髓系和淋 巴系细 

胞。现代干细胞技术研究表明，HSCs较 

预期有更高的可塑性，可分化成为除造 

血组织外其他类型的组织细胞。Ohgushi 

等 研究发现．用 HSCs依附在生物活 

性材料上，扩增后植入皮下、肌肉或骨缺 

损处，在微环境作用下，可以向特定的方 

向转化，成 为其他类型的细胞。Eglitis 

等 研究表明，HSCs能够分化为星形 

胶质细胞、少突胶质细胞及小胶质细胞。 

Jackson等 发现，移植后 HSCs可选择 

性 自行迁移进入受体小 鼠心肌梗死灶 

内，进一步分化形成心肌细胞和血管 内 

皮细胞，参与形成有功能的心肌组织。 

Alison等 。 研究指 出，骨 髓干细胞 或 

HSCs能够 在 鼠肝 内转化 成为肝 卵圆 细 

胞，甚至成熟的肝细胞和胆管细胞。 

3 骨髓细胞 对创伤 皮肤软 组织细 胞 的 

修 复 

骨髓细胞长久以来被认为是通过产 

生 炎性 细胞 分泌的细胞活性因子及其相 

应的级联反应来参与皮肤损伤的修复。 

近 年来研究 表 明，骨髓细 胞也 可 以成为 

皮肤祖细胞一个莺要补充源。目前在皮 

肤创伤修复的研究中常引入 GFP转基 

因小鼠模型(green fluorescent protein 

transgenic mice)，其骨髓细胞中约有一 

半的细胞带有绿色荧光标记，在荧光显 

微 镜 的特定波 长下可 以显示 绿色 荧光 。 

Kataoka等””和 Fathke等 ” 将从 GFP 

鼠 股 骨 中 获 取 的 骨 髓 细 胞 注 入 到 非 

GFP鼠体内，受体鼠在移植前要经过放 

射线如 。Co或化疗药物如白消安等的处 

理 ，以破坏其免疫系统，防止移植排斥反 

应的发生；在移植后 10周，免疫荧光显 

微镜下可观察到正常皮肤中有散在的绿 

色荧光标记；流式细胞技术检测~IJGFP 

阳性细胞约占皮肤中正常皮肤细胞的 

14 ，GFP阳性细胞在非创伤表皮中发 

生浸润，在临近表皮的毛囊、内外毛根鞘 

局部、真皮乳头和邻近毛囊膨出部可见 

到很多 GFP阳性细胞表达，但在皮脂腺 

和汗腺周围很少看到。在GFP嵌合体鼠 

的背部形成深达筋膜的创面，观察骨髓 

细胞对创面愈合和皮肤再生 的促进作 

用 ，结果发现，创伤后 21 d，创面已达到 

完全上皮化。在新生成的血管、毛囊、真 

皮的横纹肌 、皮脂腺和表皮中可以明显 

看到 GFP阳性细胞，其中毛囊和皮脂腺 

中表达较高。同时对创面再生皮肤进行 

特异性免疫染色，发现 GFP阳性细胞町 

以出现角蛋白和 GFP抗体双重标志。这 

一

发现强有力地证明了骨髓在皮肤组织 

损伤时有向表皮十细胞或祖细胞转化的 

趋 势。Badiavas等” 在实验中将 GFP 

骨髓细胞与 C57BI 胎鼠的真皮细胞和 
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表皮细胞按比例混合涂抹到裸鼠背部刨 

面，并用一个特制的硅胶帽罩住周边创 

面边缘，防止其在创伤愈合期间向创面 

蔓延生长。在创伤4周后，在创面彤成与 

C57BI 鼠相 似 的黑毛 ，提示 重建 的皮肤 

组织是由移植的细胞组成，而不是由宿 

主周边的残余皮肤细胞移行而来。在移 

植 3周后重建皮肤的组织切片中，发现 

许多 GFP阳性细胞出现在表皮、毛囊、 

皮脂腺和真皮中。在重建的组织中约有 

372个毛囊，其 中 1 8个(占 4．8 )含有 

GFP阳性细胞 。在这些 含有 GFP阳性 

细胞的毛囊 中GFP阳性细胞大约占细 

胞总数的 10 ～9o ，一些 毛囊主要由 

GFP阳性细胞组成。在 87个再生皮脂 

腺中有 1()个表达 GFP阳性细胞，其腺 

体中的阳性表达率占 25 ～9O 。为了 

标记这些从骨髓细胞衍生的皮肤细胞， 

研究中采取了组化和特殊染色。结果发 

现，表皮基部和底部皮脂腺的GFP阳性 

细胞表达 cK1(一种表皮及其相关细胞 

典型的角蛋白标志物)，在毛囊外根鞘的 

GFP阳性细胞表达 CK6，在真皮中未发 

现 GFP阳性黑色 素细胞 。一些 GFP阳 

性细胞形成一个环形结构，其内出现红 

细胞 ，这些细胞表达血管似血友病因子 ， 

这种因子是从表达有平滑肌肌动蛋白的 

细胞 中分 离得 到的 ，提示这 是新 生 的血 

管管腔。在表皮中同时还发现了树突状 

GFP阳性细胞。这一实验表明骨髓来源 

的细胞可以分化为组成皮肤组织的各种 

细胞 。 

4 MSCs对创伤皮肤软组织细胞的修复 

当前，有关 HSCs对皮肤创面软组 

织细胞修复的研究鲜有报道。相反 ，近期 

Rovo等 的研究却表 明移 人体内的 

HSCs并不能达到毛囊的重建。因此我 

们猜想在骨髓细胞中参与创伤皮肤软组 

织细胞重建的主要是 MSCs，并有望利 

用干细胞壁 龛(niche)诱 导 MSCs分化 

来 建皮肤附属器官 ”。当前国内对于 

该项 的研究常采用 MSCs体外培养标 

记，体内移植转化的方法进行观察。将获 

取的成体大鼠骨髓细胞在体外进行培 

养，传至第 3代，移植前用5 gmol／L的 

5 溴 脱氧尿嘧啶 (5 BrdU)的培养基孵 

育。应用 5一BrdU标记细胞是目前细胞 

生物学研究手段中的一项基本技术，在 

细胞合成期(s期)5一BrdU替代胸腺嘧 

啶掺入细胞核内，可以作为体外培养的 

MSCs所特有的标记物 ，以区分在体细 
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胞。将标记好的MSCs注入到烧／创伤动 

物体内，一般在移植 3周后 ，通过对创面 

组织的特异性组化染色显示，BrdU阳性 

细胞多聚集在真皮层及皮下脂肪层的血 

管周围，部分细胞包绕血管或位于血管 

内皮处。部分阳性细胞同时表达Ⅷ因子， 

提示该细胞已转化为血管内皮细胞。有 

少量 5 BrdU染色阳性细胞存在于表 

皮层。连续切片中5一BrdU阳性细胞同 

时表达角蛋白，并位于毛囊 内层的上皮 

根鞘、表皮棘层和颗粒层内，呈立方形或 

多角形，与周围表皮细胞无形态学差异， 

可见其相邻生长。激光共聚焦显微镜观 

察，皮肤 5一BrdU和角蛋白免疫荧光舣 

染色也有类似结果显示。在一些实验中 

也初步观察到 5 BrdU阳性细胞参 与 

了皮脂腺导管的构成 。 

目前认为，局部应用 MSCs治疗促 

进皮肤创面愈合，提高愈合质量可能通 

过以下几种途径：①MSCs分泌的细胞 

因子和生长因子促进创面肉芽组织的形 

成、再上皮化及附件的再生。已有研究 

表明，在创伤环境下 MSCs还能够分泌 

集落细胞刺激因子(G—CSF)、白细胞介 

素一6(IL～6)、II 8、肿 瘤坏死 因子 

(TNF 。)等，影响创伤愈合的过程 。 

③MSCs转化为血管内皮细胞、表皮细 

胞及皮肤附件的某些结构参与修复。 

目前，国内外对于皮肤创伤修 复的 

研究虽然取得 了一些进展，但均未解决 

汗腺损伤的修复问题。如果这一问题不 

能得到进一步解决，就不可能达到再生 

皮肤的完全功能修复目的。本实验室在 

利用 MSCs对创伤修复取得了 一些进 

展 ”，希望以此来推动创伤皮肤功 

能修复的进一步完善。李海红等 体外 

分 别分 离培养 和扩增 人骨髓 MSCs和 人 

汗腺细胞(s( ( s)，用二步免疫细胞化学 

法检测骨髓 MSCs和 SGCs抗原表达情 

况。SGCs经高温损伤后，大多数细胞的 

细胞 问连接消失 。与经 5 BrdU 标记的 

MSCs共同培养 2周后，部分细胞 同时 

表达癌胚抗原 (CEA)和 Brdu，并 且有 

多核现象。细胞染色显示双染细胞可达 

1 ～5 ，多核细胞 月，核染色不同的细 

胞约为 0．01 ～0．05 。通过以 k实验 

我们认为，在损伤的微环境下，MSCs可 

以 向 SGCs转 化 ，其机 制 可能足 细胞 分 

化、细胞融合甚至是核融合。 
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综合治疗银环蛇咬伤 82例 

喜 

【关键词】 蛇咬伤； 中毒； 综合治疗 

银环蛇毒是神经毒素，一般咬伤后 

当时无明显不适感，伤后 1～4 h出现全 

身中毒症状，往往因喉头水肿，外周呼吸 

肌麻痹以及心脏束支传导阻滞而死于呼 

吸、循环衰竭“ 。1 996年 5月一2∞5年 

8月，共收治银环蛇咬伤患者 82例，采 

取综合治疗方法。效果满意，报告如下。 

I 临床资料 

1．1 病例：82例 中男 48例，女 34例， 

年龄 18～67岁。受伤部位 ：上肢 28例， 

下肢 54例。咬伤距就诊时间：10 rain 

3 h，65例为伤后 l h。伤口有 2个牙痕， 

针尖样大小，间距 0．8～1，5 cm，伤口不 

红、不肿、不痛或仅微痛、有麻木感。 

l，2 治疗方法：①局部处理：蛇咬伤后 

立即用绳带结扎伤 口上端，每隔 1 5～ 

20 min松解 1～2 rain，直至局部处理完 

毕。蛇咬伤后 10 min内用火柴头反复烧 

灼牙痕，再用刀片划破伤口，负压吸引毒 

液，用清水或冷盐水反复冲洗伤口 用质 

量分数为 2 的普鲁卡因加 a一糜蛋 白 

酶或 1。500～1：1 000高锰 酸钾溶液 

1～3 ml环形封闭伤口。中草药任选半枝 

莲、犁头草、匍伏堇、东风菜、鸭跖草、万 

年青、蛇莓中的一种，洗净、捣烂，外敷伤 

作者单位：321300 浙江省永康市西城 

街道卫生院 

作者简介：卢春喜 (1954一)，男(汉族)， 

浙江永康人，主治医师 

口。②全身治疗：石老鼠 5 g ，水黄连 

5 g，青木香 2 g，八角莲 4 g，开 I：1箭 4 g， 

七叶一枝花 3 g，研粉。冷开水送服，每 日 

2--3次，病情严重者增加剂量及用药次 

数 。并加服人工牛黄 0．2 g ，必要时重 

复使用。尽早使用抗银环蛇毒血清8 kU 

加入到质量分数为 25 ～5O 的葡萄 

糖2O ml中静脉注射 ，病情严重者加用抗 

银环蛇毒血清 8 kU加入到质量分数为 

5 的葡萄糖盐水 250～500 ml中静脉 

滴注。用药前进行皮肤过敏试验。另给予 

激素、莨菪类药、氨茶碱、广谱抗生素、破 

伤风抗毒索及支持疗法治疗。 

1，3 疗效判定标准 ：①治愈：全身及 

局部症状消失，合并症消除，无后遗症。 

②显效：全身症状消失。局部伤口仍有少 

许微痛或麻木感。⑧无效 ：经治疗后症状 

加重或死亡 。 

l_4 结果：82例中。2 d内治愈 18例， 

均为小银环蛇咬伤或咬伤浅表的患者 ； 

3～5 d治愈 62例；7 d治愈 1例 ．】2 d治 

愈 1例，总有效率 1OO 。 

2 讨 论与体 会 

银环蛇咬伤治疗困难，病死率极高， 

早期诊断和及时处理是治疗成功的关 

键。由于银环蛇个体较小、毒牙短、牙痕 

不深、毒液少，咬伤时毒液仅限于皮下组 

织，范围不广，采用局部烧灼可使蛇毒蛋 

白凝 固而失去毒性；负压吸引、环形封 

· 经 验 交 流 · 

闭、草药外敷治疗，可阻断蛇毒沿静脉及 

淋巴管扩散。抗银环蛇血清具有中和血 

中蛇毒索、控制和消除全身中毒症状 的 

功效 ，且作用快；但对已损伤的内脏功能 

和局部变化几乎无作用。笔者在临床诊 

治过程中体会到，伤后 2 h使用效果最 

佳，被一条银环蛇咬伤一般使用一支抗 

银环蛇毒血清，同时加用地塞米松 1O～ 

20 mg，以防变态反应发 生 。 

中草药是治疗银环蛇咬伤的有效方 

法，笔者体会到人工牛黄、石老鼠对银环 

蛇毒素有明显的解毒功能，使用后可迅 

速改善中毒症状，恢复器官功能，加用水 

黄连、青木香、八角莲、开口箭、七叶一枝 

花等草药效果更佳。配合西医疗法，可扬 

长避短，提高疗效。 
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