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摘要 目的：观察胎盘间充质干细胞对 TGF-茁1/Smad信号通路的调控作用，探讨胎盘间充质干细胞对烫伤愈合及瘢痕形成的影
响。方法：构建小鼠烫伤模型，注射人胎盘间充质干细胞（hPMSCs），荧光显微镜观察小鼠创伤皮肤组织中 hPMSCs细胞的存活情

况；HE和 Masson染色观察小鼠创伤皮肤的变化；Western blot检测观察创伤皮肤 TGF-茁1、p-Smad3、Smad7、琢-SMA、collagen I、

Collagen III蛋白表达变化。结果：注射 hPMSCs细胞后，小鼠创伤面积逐渐减小，创伤愈合率逐渐增加；hPMSCs细胞分布在小鼠

创伤皮肤组织中，存活状况较好。进一步研究发现烫伤模型组皮肤表层细胞受损脱落，真皮层组织疏松，毛囊、皮脂腺等附属器坏

死，可见明显的毛细血管扩张，并伴有炎性细胞渗出，同时可见大量的成纤维细胞增生和胶原纤维形成；注射 hPMSCs细胞治疗

后，病理改变、纤维增生和胶原形成明显减轻；此外，烫伤模型组创伤皮肤组织中 TGF-茁1、p-Smad3表达明显上调，Smad7蛋白表
达明显下调，琢-SMA、collagen I、Collagen III表达明显上调。经 hPMSCs细胞治疗后，TGF-茁1、p-Smad3蛋白表达明显下调，Smad7
蛋白表达明显上调，琢-SMA、collagen I、Collagen III蛋白表达明显下调。结论：胎盘间充质干细胞可能通过抑制 TGF-茁1/Smad信号
通路，发挥促进烫伤愈合且抑制瘢痕形成的作用。
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The Effect of Placental Mesenchymal Stem Cells on Scald Healing in Mice*

To observe the regulation of placental mesenchymal stem cells on TGF-茁1/Smad signaling pathway, and to
explore the effect of placental mesenchymal stem cells on scald healing and scar formation. We constructed mouse scald model

and injected hPMSCs cells into the scald mice. The survival of hPMSCs in the wounded skin tissues of mice was observed by fluores-

cence microscopy and the changes of wounded skin in mice by HE and Mason staining, meanwhile the expression of TGF-茁1, p-Smad3,
Smad7, 琢-SMA, collagen I and Collagen III protein in wounded skin was detected by Western blot. The wound area of mice was

decreased gradually, and the wound healing rate was increased gradually after injected into hPMSCs; The distribution of hPMSCs in the

wounded skin tissue of mice was observed under fluorescence microscope, and the survival condition was better; Further research found

that skin surface cells were damaged and exfoliated, dermal tissue was loose, hair follicles, sebaceous glands and other appendages were

necrotic, and obvious telangiectasis was observed, accompanied by inflammatory cell exudation and a large number of fibroblast prolifer-

ation and collagen fibers were observed in the scald model group, After injection of hPMSCs, pathological changes, Fibrous proliferation

and collagen formation were significantly alleviated; the expressions of TGF-茁1 and p-Smad3 was significantly higher, the expression of
Smad7 protein was significantly lower, meanwhile the expressions of proteins 琢-SMA, collagen I and Collagen III were significantly in-

creased in scald model group; while the expressions of TGF-茁1 and p-Smad3 was significantly lower and the expression of Smad7 pro-

tein was significantly higher and 琢-SMA, collagen I and Collagen III were significantly decreased after injection of hPMSCs.

Placental mesenchymal stem cells may promote scald healing and inhibit scar formation by inhibiting TGF-茁1/Smad signaling pathway.
Placental mesenchymal stem cells; Scald healing; Scar formation; TGF-茁1/Smad signaling pathway
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前言

伤口愈合是由多种因素介导的伤口重组再生，保持皮肤完

整性的复杂而动态的生物学过程[1]。目前不愈合伤口及慢性伤

口普遍增加，伤口愈合成为一个重要的公共健康问题。伤口创

面可能出现在任何烧伤、烫伤等事故中，而烫伤所致的病理性

瘢痕的形成是临床上面临的重要难题之一。病理性瘢痕带来的

不仅是外观的变形，而且很大程度上是严重的瘢痕，可引起增

生性痉挛、脱发等皮肤功能障碍[2,3]。间充质干细胞具有分化成

多种细胞的潜能，有利于伤口的修复，采用间充质干细胞治疗

急性和慢性伤口利于创面加速闭合，增加创面上皮化，并提高

再生强度[4-8]。胎盘间充质干细胞（PMSCs）为间充质干细胞的一

种，具有抗炎、抗癌、抗纤维化和免疫耐受的功能[9,10]，可促进血

管生成[11]、骨愈合[12,13]及软骨修复[14]，并对胎儿脊柱裂具有一定

的治疗作用[15]。有报道指出胎盘间充质干细胞可促进小鼠皮肤

烫伤愈合[16,17]，同时有效抑制瘢痕的形成[18,19]，但其相关机制还

不是十分清楚。本实验通过构建小鼠烫伤模型，将 CM-Dil标记

的人胎盘间充质干细胞（hPMSCs）经皮内注射到小鼠烫伤部

位，观察 hPMSCs细胞对 TGF-茁1/Smad信号通路的调控作用，
探讨胎盘间充质干细胞对烫伤愈合及瘢痕形成的影响，为胎盘

间充质干细胞治疗烫伤伤口的机制研究提供进一步依据。

1 材料与方法

1.1 材料

清洁级健康雄性 C57BL/6小鼠（体重 20-22 g）购自辽宁长

生生物股份有限公司；胎牛血清购自美国 Gibco公司；低糖

DMEM 培养基购自 Biological Industries（BI）公司；CM-Dil 荧

光染料购自上海翊圣生物科技有限公司；苏木精购自中国索莱

宝公司；曙红 Y购自上海生工生物公司、酸性品红购自国药公

司；全蛋白提取试剂盒、BCA蛋白浓度测定试剂盒、SDS-PAGE

凝胶快速制备试剂盒、TGF-茁1 抗体、Smad7 抗体、琢-SMA 抗

体、collagen I抗体、Collagen III抗体、内参抗体茁-actin及羊抗
兔 IgG-HRP抗体均购自沈阳万类生物科技有限公司；p-Smad3

抗体购自北京博奥森生物技术有限公司；PVDF膜购自美国

Millipore 公司；CD90-FITC、CD105-PE、CD45-FITC、HLA-DR-

PE抗体均购自美国 eBioscience公司。

1.2 实验方法

1.2.1 人胎盘间充质干细胞（hPMSCs）提取 采用组织培养

法提取分离人胎盘间充质干细胞[6]，经产妇同意，无菌条件下取

足月健康剖宫产新生儿胎盘组织，分离胎盘绒毛膜面 1～2 cm

厚的组织，剪成 5 mm × 5 mm× 5 mm的组织块，并将组织块

移致培养皿中，加入含 10%胎牛血清和 1 %青 /链霉素的低糖

培养基在 37℃、5% CO2培养箱中培养，7-10天进行换液，弃去

未贴壁的细胞继续培养至 2-3周。

1.2.2 hPMSCs细胞的鉴定 hPMSCs细胞生长至密度为 90%

左右，用 0.25%胰酶消化细胞后，按 1:2进行传代，继续于培养

箱中培养，培养至 P3代时，消化细胞，调整细胞浓度为 5× 105/mL，

分别加入 CD90-FITC、CD105-PE、CD45-FITC、HLA-DR-PE 抗

体，4℃孵育 30 min，PBS洗 2次，进行流式细胞仪上机检测。

1.2.3 hPMSCs细胞培养与 CM-Dil标记 人胎盘间充质干细

胞（hPMSCs）用含 10%胎牛血清的低糖 DMEM 培养基于

37℃，5% CO2的培养箱内培养。细胞生长至密度为 90%左右，

加入浓度为 2 滋M CM-Dil进行细胞标记，将标记的细胞置于

37℃，5% CO2培养箱内静置孵育 5 min，再于 4℃冰箱内孵育

15 min，消化离心，PBS重悬细胞用于动物注射。

1.2.4 小鼠烫伤模型建立 20-22 g雄性 C57BL/6小鼠，用 1%

戊巴比妥钠（80 mg/kg）腹腔注射麻醉后，背部皮肤进行脱毛，

然后用 80℃的水在脱毛处烫伤 10 s，用烫伤模板在背部制造大

约为 2× 3 cm的烫伤区。

1.2.5 hPMSCs细胞注射 实验分为对照组、模型组、hPMSCs

组 3组，每组 3只小鼠。模型组和 hPMSCs组小鼠建立烫伤模

型，hHPMSCs组将 60 滋L含 0.7× 106个细胞的 PBS经皮内注

射到小鼠烫伤周围的 4个位点中，其余组基于等剂量的 PBS，

每周测量创伤大小并计算愈合率，3周后处死小鼠。

1.2.6 荧光显微镜观察小鼠创伤皮肤组织中 hPMSCs细胞存活

情况 在小鼠创面皮肤中心区域切取全层皮肤标本，然后制

作冰冻切片，荧光显微镜下观察荧光信号。

1.2.7 HE染色观察小鼠创伤皮肤的变化 小鼠处死后，取小

鼠创伤皮肤组织固定于 10%中性甲醛溶液中。石蜡包埋切片，

脱蜡至水，苏木素染色 5 min，蒸馏水中浸泡 5 min，1%盐酸酒

精分化 3 s，自来水流水冲 20 min，蒸馏水中浸泡 2 min，伊红染

色 3 min，脱水、透明、封片，于 200× 显微镜下观察染色效果。

1.2.8 Masson染色观察小鼠创伤皮肤的变化 小鼠处死后，

取小鼠创伤皮肤组织固定于 10%中性甲醛溶液中。石蜡包埋切

片，脱蜡至水，苏木素染色 6 min，充分水洗后 1%盐酸酒精分化

3 s，自来水流水冲 20 min，蒸馏水中浸泡 2 min，酸性品红染色

1 min，0.2%冰醋酸水溶液浸洗片刻，滴加 1%磷钼酸水溶液分

化 5 min，用苯胺蓝复染 5 min，脱水、透明、封片，于 200× 显微

镜下观察染色效果。

1.2.9 Western Blot 检测 TGF-茁1、p-Smad3、Smad7、琢-SMA、col-

lagen I、Collagen III 蛋白表达 RIPA 裂解法提取样本总蛋

白，采用 BCA蛋白浓度测定试剂盒对蛋白进行定量，取 40 滋g
蛋白上样，行 SDS-PAGE并转印至 PVDF膜，经 5 %（M/V）脱

脂奶粉封闭 1 h 后，放入一抗 TGF-茁1（1:500）、p-Smad3（1:
1000）、Smad7（1:500）、琢-SMA（1:500）、collagen I（1:500）、Colla-

gen III（1:500）、茁-actin（1:1000）工作液中 4℃过夜孵育，TBST

缓冲液清洗 PVDF膜，放入二抗羊抗小鼠 IgG-HRP（1:5000）工

作液中 37℃孵育 45 min，ECL底物发光，采用凝胶图象处理系

统（Gel-Pro-Analyzer软件）分析目标条带光密度值。

1.2.10 统计学方法 采用 SPSS 18.0统计软件进行分析，两

组间比较采用独立样本 T检验，P<0.05表示具有统计学意义。

2 结果

2.1 hPMSCs细胞提取和鉴定

采用组织培养法从胎盘绒毛组织中分离胎盘间充质干细

胞，成功分离胎盘间充质干细胞，组织分离培养 12天时细胞

（图 1A）以及 P3代细胞见（图 1B）；通过流式细胞术对间充质

干细胞细胞表面标记抗原 CD90和 CD105及造血细胞表面抗

原 CD45和 HLA-DR-PE进行检测，结果显示分离的 hPMSCs

细胞表面标记抗原 CD90 和 CD105 呈 阳性，CD45 和

HLA-DR-PE呈阴性，表明分离的 hPMSCs具有间充质干细胞

的特性，且不具有造血细胞特性（见图 2）。
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2.2 人胎盘间充质干细胞（hPMSCs）对烫伤模型小鼠创伤愈合

的影响

建立小鼠烫伤模型，将 hPMSC细胞经皮内注射到小鼠烫

伤周围的 4个位点中，每周测量创伤大小，测量 3周并计算愈

合率。实验结果显示：hPMSC细胞治疗组与烫伤模型组相比，

在 7天时创伤面积有所减小，14天时小鼠创伤面积逐渐减小，

具有极显著性差异（P<0.01），21天时，创伤面积继续减小（P<0.
05），（见图 3A）；hPMSC细胞治疗组与烫伤模型组相比，在 7

天时创伤愈合率有所增加，14天时创伤愈合率显著增加（P<0.
01），21天时愈合率继续增加（P<0.05），（见图 3B）。表明 hPM-

SC细胞可促进烫伤模型小鼠创伤的愈合。

2.3 小鼠创伤皮肤组织中 CM-Dil标记的 hPMSCs细胞存活情

况

注射 hPMSCs细胞 21 d时，取小鼠创面皮肤中心区域全

层皮肤标本，制作冰冻切片，荧光显微镜下观察荧光信号。结果

显示注射 hPMSCs细胞 21 d时 hPMSCs细胞分布在创伤皮肤

组织中，存活状况较好。（见图 4，红色荧光代表 CM-Dil标记的

hPMSCs细胞）。

2.4 HE和Masson染色检测小鼠创伤皮肤的变化

注射 hPMSCs 细胞 21 d 时取小鼠创伤皮肤组织，HE 和

Masson染色观察创伤皮肤病理变化，HE染色结果显示：对照

组皮肤各层结构正常无明显病理改变，烫伤模型组皮肤表层细

胞受损脱落，真皮层组织疏松，毛囊、皮脂腺等附属器坏死，并

可见明显的毛细血管扩张，并伴有炎性细胞渗出，注射 hPM-

SCs治疗后，病理改变明显减轻（见图 5）；Masson染色结果显

示：模型组在真皮层可见大量的成纤维细胞增生和胶原纤维形

成，经注射 hPMSCs治疗后，纤维增生和胶原形成明显减轻（见

图 6）。

图 1 胎盘间充质干细胞的提取和传代

Fig.1 Extraction and passage of placental mesenchymal stem cells

图 2 胎盘间充质干细胞流式细胞术检测

Fig.2 Detection of placental mesenchymal stem cells by flow cytometry
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图 5 HE染色检测小鼠创伤皮肤的变化

Fig.5 The changes of wounded skin in mice were detected by HE assay

图 4 CM-Dil标记的 hPMSCs细胞的分布

Fig.4 The distribution of CM-DiI-labeled PMSCs

2.5 hPMSCs细胞对 TGF-茁1/Smad信号通路相关蛋白表达的
影响

注射 hPMSCs细胞 21 d时，取小鼠创伤皮肤组织，Western

blot 检测创伤皮肤组织中 TGF-茁1/Smad 信号通路相关蛋白
TGF-茁1、p-Smad3、Smad7的表达，实验结果显示：烫伤模型组
创伤皮肤组织中 TGF-茁1、p-Smad3蛋白表达与对照组相比显
著上调（P<0.01），Smad7蛋白表达显著下调（P<0.01），hPMSCs

细胞治疗组与烫伤模型组相比 TGF-茁1、p-Smad3蛋白表达显
著下调（P<0.01），Smad7蛋白表达显著上调（P<0.01）（见图 7）。

2.6 hPMSCs细胞对瘢痕形成相关蛋白表达的影响

注射 hPMSCs细胞 21 d时，取小鼠创伤皮肤组织，Western

blot检测创伤皮肤组织中瘢痕形成相关蛋白琢-SMA、collagen

I、Collagen III的表达，实验结果显示：烫伤模型组创伤皮肤组

织中琢-SMA、collagen I、Collagen III蛋白表达与对照组相比显

著上调（P<0.01），hPMSCs 细胞治疗组与烫伤模型组相比

琢-SMA、collagen I、Collagen III蛋白表达显著下调（P<0.01）（见
图 8）。

图 3 hPMSCs对烫伤模型小鼠创伤愈合的影响

Fig.3 The effect of hPMSCs on wound healing in scald model mice

注：图 3A为 0-21 d小鼠创伤面积变化，图 3B为 7-21天小鼠创伤愈合率变化，
##表示与烫伤模型（scalded model）组比较，P<0.01，#表示与烫伤模型（scalded model）组比较，P<0.05

Note: Fig.3A the changes of wound area from 0 to 21 day in mice; Fig.3B the changes of wound healing rate from 0 to 21 day in mice, ##P< 0.01 versus

scalded model group, #P< 0.05 versus scalded model group.

3 讨论

间充质干细胞（MSCs）可迁移至损伤部位并分化分成多种

类型的细胞[20]，Kato等[21]报道指出骨髓间充质干细胞在移植 2

周后可分布在疤痕组织周围。本实验通过将 CM-Dil标记的

hPMSCs细胞经皮内注射到小鼠烫伤皮肤周围，注射 21 d后，

取小鼠创面皮肤中心区域全层皮肤标本，制作冰冻切片，荧光

显微镜下观察发现 hPMSCs细胞分布在创伤皮肤组织周围，存

活状况较好，与 Kato等报道的骨髓间充质干细胞在疤痕组织

中的分布基本一致；Wang等[17]研究表明胎盘间充质干细胞可

促进糖尿病小鼠皮肤伤口愈合，Du等[18]研究指出胎盘间充质

干细胞可促进小鼠皮肤烫伤愈合。本实验将 hPMSC细胞经皮
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图 6 Masson染色检测小鼠创伤皮肤的变化

Fig.6 The changes of wounded skin in mice were detected by Masson assay

图 7 TGF-茁1、p-Smad3、Smad7蛋白表达变化
Fig.7 The changes of expression of TGF-beta 1, p-Smad3 and Smad7 proteins

注：图 7A为 TGF-茁1蛋白表达变化，图 7B为 p-Smad3蛋白表达变化，图 7C为 Smad7蛋白表达变化，**表示与对照（control）组比较，P<0.01；
##表示与烫伤模型（scalded model）组比较，P<0.01

Note: Fig.7A the changes of expression of TGF-茁1 protein, Fig.7B the changes of expression of p-Smad3 protein, Fig.7C the changes of expression of

Smad7 protein, **P<0.01 versus control group, ##P<0.01 versus scalded model group.

图 8 琢-SMA、collagen I、Collagen III蛋白表达变化

Fig.8 The changes of expression of 琢-SMA、collagen I and Collagen III proteins

注：图 8A为琢-SMA蛋白的表达，图 8B为 collagen I蛋白表达，图 8C为 Collagen III蛋白表达，**表示与对照（control）组比较，P<0.01；
##表示与烫伤模型（scalded model）组比较，P<0.01

Note: Fig.8A the changes of expression of 琢-SMA protein, Fig.8B the changes of expression of collagen I protein, Fig.8C the changes of expression of

Collagen III protein, **P<0.01 versus control group, ##P<0.01 versus scalded model group.

内注射到小鼠烫伤周围的 4个位点中，每周测量创伤大小，测

量 3周并计算愈合率，通过 HE和Masson染色检测小鼠创伤

皮肤的变化，结果发现 hPMSCs细胞治疗烫伤小鼠创伤愈合面

积显著减小，创伤愈合率显著增加，创伤组织部位炎性细胞减

少，纤维化细胞明显减轻，表明 hPMSCs细胞可促进小鼠皮肤

伤口愈合，与前人研究结果基本一致。
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瘢痕的形成与成纤维细胞对 TGF-茁1 的敏感性密切相
关 [22]，TGF-茁1是瘢痕形成的关键效应因子[23]，抑制 TGF-茁1的
表达可降低成纤维细胞增殖，抑制胶原蛋白分泌，有助于改善

增生性瘢痕的形成 [24]。Smad3 是 TGF-茁1 重要的信号分子，
TGF-茁1与 TGF-茁1受体结合激活引发 Smad2/3磷酸化，激活

Smad2/3，活化的 Smad2/3与 Smad4结合形成复合体转移到细

胞核中进而调节靶基因的表达[25]；在 TGF-茁1信号传导通路中
Smad6/7通过与 Smad2/3竞争结合受体 I以及干扰 Smad2/3和

Smad4的结合来抑制 TGF-茁1信号的传导[26]。Smad3参与胶原

的合成和收缩，并在瘢痕中表达显著升高[26]。有报道指出，Smad

相互作用蛋白 1（Smad interacting protein 1，SIP1）可通过抑制

TGF-茁1/Smad信号通路抑制瘢痕的形成[27]；内源性肽 LYENRL

通过抑制 TGF-茁1/Smad通路来抑制肥大瘢痕源成纤维细胞的
激活[28]，可见 TGF-茁1/Smad信号通路在瘢痕形成的过程中起关
键作用；同时研究表明，骨髓间充质干细胞可通过抑制 TGF-茁1
的表达，改善博来霉素诱导的皮肤纤维化的形成过程[29]；自体

脂肪源性间充质干细胞可能通过下调 TGF-茁1与胶原蛋白的
表达，发挥抑制兔耳增生性瘢痕的形成[30]。肌成纤维细胞在伤

口愈合和疤痕形成中发挥重要作用[31,32]。皮肤损伤过程中，皮肤

成纤维细胞向肌成纤维细胞转变，肌动蛋白 琢-SMA表达及收

缩能力增强[33]。Hu等[34]研究发现胎盘间充质干细胞分泌的外泌

体通过抑制 TGF-茁1/Smad信号通路抑制皮肤成纤维细胞向肌
成纤维细胞分化，提示胎盘间充质干细胞分泌的外泌体可通过

调控 TGF-茁1/Smad信号通路抑制瘢痕形成，加速创口愈合。为
了明确胎盘间充质干细胞对 TGF-茁1/Smad信号通路的调控作
用，我们通过Western blot检测创伤皮肤组织中 TGF-茁1/Smad
信号通路相关蛋白 TGF-茁1、p-Smad3、Smad7的表达，结果显示
在烫伤小鼠中 TGF-茁1和 p-Smad3表达显著上调，Smad7表达

显著下调，而在人胎盘间充质干细胞治疗小鼠中 TGF-茁1和
p-Smad3表达显著下调，Smad7表达显著上调，表明烫伤可诱

导 TGF-茁1 和 p-Smad3 的高表达，p-Smad3 的高表达可抑制

Smad7表达进而激活 TGF-茁1/Smad信号通路，而人胎盘间充
质干细胞可抑制烫伤诱导的 TGF-茁1/Smad信号通路的激活；
为了明确胎盘间充质干细胞对对烫伤瘢痕形成的影响，我们通

过 Western blot 检测创伤皮肤组织中瘢痕形成相关蛋白

琢-SMA、collagen I、Collagen III的表达，结果表明烫伤可引起

琢-SMA、collagen I、Collagen II的高表达，促进瘢痕的形成，而

人胎盘间充质干细胞治疗可抑制烫伤引起的 琢-SMA、collagen

I、Collagen III的高表达，抑制瘢痕的形成。

综上所述，我们推测人胎盘间充质干细胞可能通过抑制

TGF-茁1/Smad信号通路，发挥促进烫伤愈合且抑制瘢痕形成的
作用。本研究为胎盘间充质干细胞治疗小鼠烫伤伤口相关机制

的研究奠定了基础，对于开发新的有效的靶点治疗药物也具有

十分重要的理论和实际意义。
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