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IL-33/HMGB-1与胎鼠皮肤伤口的瘢痕形成的相关性研究 *

王 璇 1 李学拥 1 李 靖 1 赵聪颖 1 何 林 2 全 猛 3△

（1空军军医大学第二附属医院（唐都医院）烧伤整形科 陕西西安 710038；

2西安交通大学第一附属医院整形美容颌面外科 陕西西安 710061；3西安市强森医院美容外科 陕西西安 710100）

摘要 目的：探究 IL-33/HMGB-1在胎鼠伤口愈合中的作用。方法：构建小鼠伤口愈合模型，并随机分组为注射 PBS组、注射重组

蛋白 IL-33组和重组蛋白 HMGB-1组。通过免疫组织化学、DAB和苏木精复染方法检测 IL-33/HMGB-1的表达及定位；结合

Axiovision软件计算MOMA-2阳性巨噬细胞、波形蛋白阳性成纤维细胞和血管密度；通过 Masson's三色染色评估伤口胶原蛋白

的沉积情况和愈合情况。结果：E15和 E18胎鼠未损伤皮肤的基底角质形成细胞核均呈阳性染色；与 E15胎鼠相比，E18胎鼠皮肤

中 HMGB-1和 IL-33的表达水平升高（P<0.05）。处理 0 h-48 h，E15和 E18胎鼠伤口边缘附近角质形成细胞的核染色呈降低，

IL-33和 HMGB-1表达水平均降低（P<0.05）。Masson三色染色结果显示，与 PBS组相比，当采取 200 ng或 400 ng HMGB-1或

IL-33处理，E15胎鼠伤口愈合形成疤痕的数量均显著增加（P<0.05），且疤痕大小呈剂量依赖性增加（P<0.05）。创伤后 7 d，与 PBS

组相比，HMGB-1和 IL-33处理的 E15胎鼠伤口和瘢痕中波形蛋白阳性成纤维细胞、MOMA-2阳性巨噬细胞的数量和 PECAM

阳性血管密度均显著升高（P<0.01）。结论：IL-33/HMGB-1可以促进胎鼠伤口瘢痕的形成，其可能机制包括对成纤维细胞的直接刺

激，以及与伤口中血管生成和巨噬细胞募集增加有关。
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The Correlation between IL-33/HMGB-1 and Scar Formation of
Skin Wound in Fetal Rats*

To investigate the role of IL-33/HMGB-1 in wound healing of fetal rats. The wound healing mod-

els of mice were established and randomly divided into PBS group, IL-33 group and HMGB-1 group. The expression and localization of

IL-33/HMGB-1 in injured and uninjured fetal rats was detected by immunohistochemistry, DAB and hematoxylin staining. And

MOMA-2 positive macrophages, vimentin positive fibroblasts and vascular density (PECAM positive area percentage) was calculated by

axiovision software. The deposition and healing of collagen on the wound bed was evaluated by Masson's trichrome staining.

The basal keratinocytes of E15 and E18 fetal rats were positive. Compared with E15 fetal rats, the expression levels of HMGB-1 and

IL-33 in the skin of E18 fetal rats were significantly increased(P<0.05). Treatment 0 h-48 h, the nuclear staining of keratinocytes near the
wound edge of E15 and E18 fetal rats were significantly decreased, and the expression levels of IL-33 and HMGB-1 were significantly

decreased (P<0.05). Masson trichrome staining showed that compared with PBS group, when treated with 200 ng or 400 ng HMGB-1 or

IL-33, the number of scars formed by wound healing in E15 fetal mice was significantly increased(P<0.05), and the scar size increased in
a dose-dependent manner (P<0.05). 7 days after trauma, compared with the PBS group, the number of vimentin-positive fibroblasts,

MOMA-2-positive macrophages and PECAM-positive blood vessel density in wounds and scars of E15 fetal rats treated with HMGB-1

and IL-33 were significantly increased (P<0.01). IL-33/HMGB-1 can promote the formation of fetal rats wound scar. The

possible mechanisms of scar formation include direct stimulation of fibroblasts, angiogenesis and macrophage recruitment.
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前言

皮肤伤口愈合是一个高度协调其复杂的过程，目前尚未完

全了解。伤口愈合是恢复皮肤完整性的生理过程，旨在修复受

损的组织。皮肤伤口愈合的过程分为四个阶段：止血，炎症，增

殖和重塑[1]。瘢痕形成是不完善的机制，为恢复组织完整性而做

出的进化折衷，以外观为代价防止感染，往往会导致患者严重

功能障碍和心理问题[2]。研究表明，细胞因子通过不同途径促进

愈合，例如刺激基底膜成分的产生，防止脱水，增加炎症并加速

肉芽组织的形成，在哺乳动物发育的前 2-3个月，胚胎皮肤会

发生一种独特的愈合过程[3]；这种独特的愈合能力会随皮肤的

发育而丧失。研究表明，妊娠晚期的胎儿皮肤伤口会引发强烈

的炎症反应和瘢痕形成（纤维化伤口）[4]；另外，诱导炎症会导致

早期胎儿伤口的瘢痕形成，否则这些伤口就会愈合[5]；这导致学

界推测炎症是瘢痕形成的关键决定因素。而炎症的发生和发展

与报警蛋白的持续释放和刺激密切相关[6]。

报警蛋白是一组内源性炎症介质，有时被称为损伤相关分

子模式[7]。大多数警报蛋白主要是参与不同细胞过程的细胞内

分子，在细胞损伤或活化细胞分泌过程中释放后，它们充当细

胞外危险信号；在正常情况下它们不与炎性细胞接触[8]。然而，

当细胞受到损伤或刺激时，报警蛋白可以在被炎症细胞识别并

引发炎症的细胞释放[9]。

高迁移率族蛋白 （High mobility group box-1 protein,

HMGB-1）是一种非组蛋白的核内结构的报警蛋白，它允许转

录因子和染色质之间的相互作用[10]。HMGB-1通常定位于细胞

核；然而，当细胞损伤发生时，HMGB-1移位到细胞质并由细胞

释放[11]。IL-33通常位于细胞核中，起促炎性报警作用[12]。细胞外

的 IL-33通过与 ST2结合，并通过 IL-1RAcP发出信号来刺激

炎症，从而导致丝裂原活化蛋白激酶信号和 NF-资B的激活[13]。

尽管炎症在伤口修复中很重要，但很少有报道研究

IL-33/HMGB-1在皮肤伤口愈合中的作用，也很少有研究评估

其调节伤口炎症早期阶段的能力。本研究旨在评估

IL-33/HMGB-1在小鼠伤口愈合中的作用。

1 材料和方法

1.1 材料

雌性 FVB小鼠购自北京维通利华实验动物技术有限公

司；福尔马林、丙酮、甲醇购于上海生工有限公司；异氟醚购于

上海源叶生物科技有限公司；无菌 PBS缓冲液、DAB溶液购于

上海远慕生物科技有限公司；印度墨水购于北京华越洋生物科

技有限公司；HMGB-1或 IL-33重组蛋白购于艾美捷科技有限

公司；所有一抗和二抗购于 Abcam公司；Vectaain ABC-HRP

试剂盒购于 Vector公司。

1.2 方法

1.2.1 实验动物及分组 本研究采用雌性 FVB小鼠伤口愈合

模型 [14]。所有程序都得到了本院动物护理和使用委员会的批

准。在异氟醚麻醉下，对受孕第 15天（E15，皮肤伤口经历无疤

痕愈合[14]）和第 18天（E18，皮肤伤口经历纤维化愈合[15]）的胎

鼠于其背部切割形成长约 2 mm的皮肤伤口。采用皮下注射无

菌 PBS缓冲液稀释 10%的 1 滋L印度墨水以确定伤口位置。
E15或 E18胎鼠皮肤的伤口采用皮下注射 200 ng或 400 ng的

重组小鼠 HMGB-1（E15+HMGB-1组和 E18+HMGB-1组）或

IL-33（E15+IL-33组和 E18+IL-33组）；在对照组胎鼠背部相同

位置采用皮下注射 10%印度墨水溶液或等体积 PBS溶液作为

对照（PBS组）。在伤后 12 h到 7 d的不同时间点，对进行母鼠

安乐死，并取出胎鼠。同时，采集对照胎鼠的皮肤样本进行对照

分析。所有标本在 10%缓冲福尔马林中固定过夜，石蜡包埋或

TBS组织冷冻液冷冻，并用于组织学和免疫组织化学分析。

1.2.2 免疫组织化学 冰冻石蜡切片 (10 滋m) 用于 IL-33和

HMGB-1的免疫组织化学检测。将切片在二甲苯中脱蜡，分级

醇中再水化。用 4%过氧化氢孵育 5 min，抑制内源性过氧化物

酶活性。切片用抗 IL-33（1:100）和 HMGB-1（1:100）的抗体在

4℃下培养过夜。然后将切片与二抗辣根过氧化物酶 (HRP)于

4℃结合并孵育 1 h。然后使用 3,3'-二氨基联苯胺（DAB）溶液

孵育 30 min，使用苏木精染色，并用乙醇快速脱水，二甲苯透明

的中性树脂片密封；待干燥后使用倒置荧光显微镜观察。

1.2.3 伤口疤痕组织评估 Masson's三色染色评估伤口胶原

蛋白的沉积情况和愈合情况。染色方法如文献所述[13]，切片脱

蜡和复水，在 0.1%天狼星红饱和苦味酸中室温孵育 90 min，然

后在 0.01 N盐酸中洗涤 2 min。然后对切片进行脱水和清除，

并在安装偏振滤光片附件的显微镜上观察。根据瘢痕组织的组

织学特征（包括缺乏皮肤和正常皮肤组织被无组织的胶原蛋白

替代）确定瘢痕组织的存在，并通过 Axiovision软件用于测量

瘢痕的宽度。

1.2.4 IL-33/HMGB-1的表达和定位 为确定 IL-33/HMGB-1

的表达和定位，将损伤和未损伤的胎鼠皮肤 10 滋m冰冻切片风
干，丙酮固定 20 min。然后将切片用 PBS缓冲液清洗，用 0.3%

过氧化氢在甲醇中处理 30 min，然后用 PBS缓冲液清洗。用

10%的正常山羊血清阻断切片 30 min，然后在 4℃孵育一抗

HMGB-1（1:100）或 IL-33（1:100）过夜。然后将切片用 PBS缓冲

液洗涤后，用生物素化的二抗 IgG（1:200）孵育 1 h，并用 PBS

缓冲液洗涤。然后将载玻片在亲和素 -生物素 -辣根过氧化物

酶复合物中孵育 30 min。切片再次清洗，在 DAB溶液中于黑暗

中孵育 8 min。切片用苏木精 -2复染，并用双蒸水冲洗。切片脱

水并用盖玻片固定，然后使用荧光显微镜观察，并根据荧光强

度对 IL-33/HMGB-1的表达进行定量分析。

1.2.5 成纤维细胞及巨噬细胞分析及血管密度分析 冰冻切

片中成纤维细胞（抗波形蛋白抗体）的检测过程与上述

IL-33/HMGB-1的表达和定位的技术类似，只是血清、一抗和二

抗的类型有所不同，其余均操作类似。石蜡切片检测成纤维细

胞。脱蜡复水后，免疫组织化学检测成纤维细胞（抗波形蛋白抗

体，1:200）。使用 Axioskop 40 显微镜和 AxioCam MRc5 和

Axiovision 40版本 4.6.3.0软件从载玻片中生成图像。采集数字

图像，计数MOMA-2阳性巨噬细胞和波形蛋白阳性成纤维细

胞。在修复过程的早期阶段对巨噬细胞进行分析，在紧挨着伤

口两侧的一个高倍视野中对细胞数量进行计数。在随后的时间

点对成纤维细胞进行分析，并在伤口 /瘢痕中进行计数。同时

使用 Image J软件对血管密度（PECAM阳性面积百分比）按上
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述方法计算。

1.3 统计学分析

使用 GraphPad Prism分析数据。统计学差异通过非配对

student't检验确定，P<0.05被认为具有统计学意义。

2 结果

2.1 IL-33/HMGB-1在未受伤的胎鼠皮肤中的表达水平

免疫组织化学染色结果显示，E15和 E18胎鼠未损伤皮肤

的基底角质形成细胞核均呈阳性染色；与 E15胎鼠皮肤相比，

E18胎鼠皮肤中 HMGB-1和 IL-33的表达水平更强，这表明

E18胎鼠皮肤中的基底层角质形成细胞有更高的 HMGB-1和

IL-33的基线表达水平。见图 1。

图 1 未损伤胎鼠皮肤的 IL-33/HMGB-1免疫染色检测（50 滋m）
Fig.1 Detection of IL-33/HMGB-1 immunostaining in the skin of uninjured fetal mice (50 滋m)

Note: A: The expression level of HMGB-1 in the uninjured skin of E15 fetal mice; B: The expression level of HMGB-1 in the uninjured skin of E18 fetal

mice; C: The expression level of IL-33 in the uninjured skin of E15 fetal mice; D: The expression level of IL-33 in the uninjured skin of E18 fetal mice

2.2 IL-33/HMGB-1在 E15和 E18伤口中的表达水平

0 h-48 h，随着时间进展，E15和 E18胎鼠伤口边缘附近角

质形成细胞的核染色呈逐渐减少趋势，IL-33和 HMGB-1表达

水平均呈显著下降趋势（P<0.05）。48 h-72 h，E15胎鼠伤口处

IL-33和 HMGB-1表达水平均呈上升趋势，并接近基线水平；

E18胎鼠伤口处 IL-33和 HMGB-1表达水平均仍处下降趋势

（P<0.05）。这些结果表明，在瘢痕形成的 E18胎鼠伤口中，伤口

边缘的大量角质形成细胞会在较长时间内持续释放

IL-33/HMGB-1。见图 2。
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2.3 IL-33/HMGB-1处理对瘢痕形成的影响

Masson三色染色结果显示，PBS组的的 E15胎鼠伤口愈

合时均没有瘢痕形成；与 PBS组相比，当采取 200 ng或 400 ng

HMGB-1或 IL-33处理，E15胎鼠伤口愈合成疤痕的数量均显

著增加（P<0.05），且随着 HMGB-1或 IL-33用量增加，疤痕大

小呈剂量依赖性增加（P<0.05）。见图 3。

图 2 IL-33/HMGB-1在 E15和 E18胎鼠伤口中的表达水平

Fig.2 The expression level of IL-33/HMGB-1 in wounds of E15 and E18 fetal mice

Note: A: Immunostaining to detect the expression levels of HMGB-1 and IL-33 in the wounds of E15 and E18 fetal mice (50 滋m); B: IL-33/HMGB-1

positive keratinocyte nuclear staining count; *P<0.05, **P<0.01, #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001.

图 3 IL-33/HMGB-1处理后胎鼠伤口的愈合结果评估

Fig.3 Evaluation of wound healing of fetal mice after IL-33/HMGB-1 treatment

Note: A and C: The existence and size of scars was evaluated by Masson tricolor stained sections after HMGB-1 treatment (100 滋m); B and D: The

existence and size of scars was evaluated by Masson tricolor stained sections after IL-33 treatment (100 滋m); E: The wounds Healing width of HMGB-1 or

IL-33 treatment; ND: not detected; compared with PBS group, *P<0.05, **P<0.01

2.4 IL-33/HMGB-1刺激纤维细胞增加和血管生成

为了探究 IL-33/HMGB-1对瘢痕形成的刺激作用的潜在

机制，本研究使用了高剂量的 IL-33/HMGB-1以引起最大的疤

痕形成做进行进一步分析。成纤维细胞检测结果表明，创伤后

7 d，与 PBS组相比，HMGB-1和 IL-33处理的 E15胎鼠伤口和

瘢痕中波形蛋白阳性成纤维细胞显著增加（P<0.01）。血管生成
检测结果显示，与 PBS组相比，HMGB-1和 IL-33处理的 E15

胎鼠伤口和瘢痕中 PECAM阳性血管密度显著增加（P<0.01）。
见图 4。

2.5 IL-33/HMGB-1促进炎症反应

结果显示，与 PBS组相比，IL-33和 HMGB-1处理的 E15

胎鼠伤口中 MOMA-2 阳性巨噬细胞的数量显著升高（P<0.
01）。该结果表明，IL-33/HMGB-1处理后可能引起胎鼠炎症的

发展。见图 5。
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图 4 IL-33/HMGB-1对伤口成纤维细胞和血管生成的影响

Fig. 4 Effect of IL-33/HMGB-1 on wound fibroblasts and angiogenesis

Note: A: Density statistics of vimentin-positive fibroblasts in wounds/scars (50 滋m); C: PECAM positive staining in the wound/scar to assess blood vessel

density (50 滋m).

3 讨论

胎儿皮肤在受伤后通过再生正常皮肤具有独特的愈合能

力。在这种类型的愈合过程中，损伤部位几乎没有炎症，也不会

产生疤痕组织；然而，胎儿皮肤只能在发育的早期阶段进行无

疤痕愈合[16]。妊娠后期，胎儿皮肤开始愈合，更像是完全发育的

皮肤，具有强烈的炎症反应，并形成疤痕组织 [4]。文献表明，

HMGB-1，具有警报蛋白的经典功能[17]，同时具有促炎作用，并

已被认为是全身性炎症的生物标志物[18]。

炎症是胎儿伤口瘢痕形成的已知调节因子，而警报蛋白越

来越被认为是伤口炎症的介质[19]。研究表明，HMGB-1跟瘢痕

形成有关[20]。而 IL-33和 HMGB-1一样，也是报警蛋白的一种，

其在成人伤口愈合中具有一定的刺激作用 [21]。本研究检测了

IL-33及 HMGB-1在胎鼠皮肤中的表达情况，结果发现 IL-33

和 HMGB-1在瘢痕形成的伤口中的表达更高；与 E15胎鼠皮

肤相比，E18胎鼠皮肤中 HMGB-1和 IL-33的表达水平更高，

这表明 E18皮肤中的基底层角质形成细胞有更高的 HMGB-1

和 IL-33的基线表达。

HMGB-1可促进糖尿病创面模型的伤口闭合、肉芽组织形

成和血管生成，并在尾部损伤 /淋巴水肿和烧伤动物模型中描

述了 HMGB-1的表达和释放[22]。此外，研究表明，HMGB-1刺激

成纤维细胞迁移并调节胶原合成[23]。IL-33作为促炎细胞因子，

并在胎儿伤口从无疤痕愈合到纤维化愈合的过渡中具有重要

意义[24]。关于 IL-33基因敲除小鼠的研究表明，成年伤口的肉芽

组织面积没有明显变化[25]。本研究显示 IL-33/HMGB-1在胎鼠

皮肤表皮层的表达存在发育差异。未损伤的 E18胎鼠皮肤的基

底角质形成细胞对 IL-33/HMGB-1的染色比对 E15胎鼠皮肤

的染色更深。此外，在损伤后观察到 IL-33/HMGB-1定位的空

间和时间差异。与 E15胎鼠伤口创面相比，E18胎鼠伤口创面

IL-33/HMGB-1核染色减弱，角质形成细胞胞浆染色增强，这种

染色模式在 E18胎鼠伤口创面距离创缘较远，且持续时间较

长。IL-33/HMGB-1染色类似的空间和时间变化在其他类型的

损伤模型中也有描述[22]。炎症反应期间释放 HMGB-1的时间取

决于所使用的模型，而在受伤的情况下，可能取决于损伤的严

重程度[22]。研究显示在 E18胎鼠的伤口创面中，IL-33/HMGB-1

在 48 h-72 h有较强的释放，这提示 IL-33/HMGB-1可能在维持

或延长炎症反应中起重要作用。

HMGB-1可以通过增加胶原沉积的成纤维细胞数目或肌

成纤维细胞数量，提高在胎儿伤口疤痕组织沉积 [14]。将重组

IL-33/HMGB-1导入 E15胎鼠的伤口，观察其对胶原沉积的影

图 5 IL-33/HMGB-1引起伤口的巨噬细胞募集（50 滋m）
Fig.5 Macrophage recruitment in wound induced by IL-33/HMGB-1 (50 滋m)
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响。本研究结果表明，注射 PBS的对照组胎鼠伤口无瘢痕愈

合，而在 IL-33/HMGB-1存在的情况下，伤口通过纤维化被诱

导愈合。随着 IL-33/HMGB-1的加入，瘢痕形成的发生率更高，

瘢痕面积更大，胶原蛋白更紊乱，成纤维细胞的数量也更多。这

些结果与 HMGB-1释放与其他器官纤维化相关的研究是一致

的[26]。HMGB-1也被证明可以刺激成纤维细胞迁移 [27]。因为

HMGB-1可以在成纤维细胞中发出信号，并且在 HMGB-1处

理的创面中有更多的成纤维细胞存在。

本研究通过检测伤口的血管生成情况，间接评估

IL-33/HMGB-1促进瘢痕形成的机制注射 IL-33/HMGB-1的创

面 PECAM阳性血管密度增加。HMGB-1可以刺激血管生成[28]，

在成人和胎儿伤口中，较高水平的血管生成与瘢痕形成有关[29]。

根据炎症与胎儿伤口瘢痕形成 /愈合结果的密切联系 [30] 以及

HMGB-1 与炎症的联系。本研究比较了 PBS 对照组和注射

IL-33/HMGB-1 的 E15 胎鼠伤口中巨噬炎症细胞的数量。在

IL-33/HMGB-1处理的伤口中发现明显更多的巨噬细胞，这可

以部分解释这些伤口愈合时有疤痕的原因。文献表明，伤口巨

噬细胞募集增加与更严重的瘢痕形成有关，在无瘢痕的胎儿伤

口中巨噬细胞数量较少[30]。

综上所述，研究表明 IL-33/HMGB-1在纤维化 E18胎鼠的

伤口中释放量增加，在 E15胎鼠伤口中 IL-33/HMGB-1刺激瘢

痕组织的产生，这提示 IL-33/HMGB-1可以促进胎鼠皮肤伤口

瘢痕的形成。其促进瘢痕形成的可能机制包括对成纤维细胞的

直接刺激，以及与伤口中血管生成或巨噬细胞募集增加有关的

间接途径。
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