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  [摘 要] 目的 探究红色诺卡菌细胞壁骨架(Nr-CWS)促进烫伤创面愈合的机制。方法 建立小鼠深

Ⅱ度烫伤模型,将30只雄性BABL/C小鼠随机分为2组,Nr-CWS组与生理盐水组,Nr-CWS组:将60
 

μg
 

Nr-
CWS溶解于

 

1
 

mL生理盐水,外涂小鼠创面,并裸露创面保持创面干燥;对照组:用生理盐水1
 

mL外涂小鼠创

面,裸露创面保持创面干燥。2组小鼠每天换1
 

次药,连续给药22
 

d,相机记录下创面愈合情况,并于第
 

3、7、
14、21天,留取创面皮肤组织制作冰冻切片,HE、Masson染色进行病理学分析,免疫组织化学染色观察创面

CCR7、CD206、LY6G、CD31
 

变化,酶联吸附试验检测创面肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、转化生长因子-β(TGF-β)
变化。结果 治疗后,Nr-CWS组烫伤创面愈合时间早于对照组,创面愈合率高于对照组;烫伤第3天Nr-CWS
组中性粒细胞LY6G阳性细胞率远低于对照组[(16.00±2.94)%

 

vs.(31.00±2.93)%,P<0.01];Nr-CWS
组 M1、M2型巨噬细胞峰值出现早于对照组(P<0.01);烫伤创面愈合过程中,TNF-α表达量与 M1型巨噬细

胞数量均呈 下 降 趋 势,CD31细 胞 阳 性 率、TGF-β表 达 量 与 M2型 巨 噬 细 胞 数 量 均 呈 先 升 后 降 的 趋 势。
结论 Nr-CWS可加速烫伤创面愈合,减少创面中性粒细胞的聚集,并且在烫伤的早期阶段促进伤口巨噬细胞

的增殖,促进 M1型巨噬细胞向 M2型巨噬细胞转化,促进伤口从炎症反应阶段过渡到修复阶段。
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[Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

mechanism
 

by
 

which
 

the
 

red
 

nocardia
 

cell
 

wall
 

skeleton(Nr-CWS)
 

promotes
 

healing
 

of
 

scald
 

wounds.Methods A
 

model
 

of
 

deep
 

second-degree
 

burn
 

in
 

mice
 

was
 

established.A
 

total
 

of
 

30
 

male
 

BALB/C
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

Nr-CWS
 

group
 

and
 

the
 

normal
 

saline
 

group.
Dissolve

 

60
 

μg
 

Nr-CWS
 

in
 

1
 

mL
 

of
 

physiological
 

saline,and
 

applied
 

it
 

externally
 

to
 

the
 

mouse
 

wounds.Keep
 

the
 

exposed
 

wounds
 

dry.The
 

control
 

group
 

was
 

treated
 

by
 

applying
 

1mL
 

of
 

physiological
 

saline
 

to
 

the
 

mouse
 

wounds,while
 

keeping
 

the
 

exposed
 

wounds
 

dry.Both
 

groups
 

of
 

mice
 

had
 

the
 

medication
 

changed
 

once
 

a
 

day,
and

 

the
 

treatment
 

was
 

continued
 

for
 

22
 

days.The
 

healing
 

status
 

of
 

the
 

wounds
 

was
 

recorded
 

using
 

a
 

camera,
and

 

skin
 

tissue
 

samples
 

from
 

the
 

wounds
 

were
 

collected
 

on
 

days
 

3,7,14,and
 

21
 

for
 

making
 

frozen
 

sections.
Pathological

 

analysis
 

was
 

conducted
 

using
 

Hematoxylin
 

and
 

Eosin
 

staining(HE
 

staining)
 

and
 

Masson
 

stai-
ning.Immunohistochemical(IHC)

 

staining
 

was
 

conducted
 

to
 

observe
 

changes
 

in
 

CCR7,CD206,LY6G,and
 

CD31
 

expression
 

at
 

the
 

wound
 

site.Enzyme-Linked
 

Immunosorbent
 

Assay(ELISA)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

levels
 

of
 

TNF-α
 

and
 

TGF-β
 

in
 

the
 

wound.Results After
 

treatment,the
 

Nr-CWS
 

group
 

exhibited
 

earlier
 

burn
 

wound
 

healing
 

time
 

and
 

higher
 

healing
 

rates
 

compared
 

to
 

the
 

control
 

group.On
 

Day
 

3,the
 

positive
 

rate
 

of
 

LY6G+
 

neutrophils
 

in
 

the
 

Nr-CWS
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

[(16.00±
2.94)%

 

vs.(31.00±2.93)%,P<0.01].Furthermore,the
 

peaks
 

of
 

M1
 

and
 

M2
 

macrophages
 

occurred
 

earlier
 

in
 

the
 

Nr-CWS
 

group
 

compared
 

to
 

the
 

control
 

group(P<0.01).During
 

the
 

healing
 

process
 

of
 

the
 

scald
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wounds,the
 

expression
 

level
 

of
 

TNF-α
 

and
 

the
 

number
 

of
 

M1
 

type
 

macrophages
 

both
 

showed
 

a
 

downward
 

trend,while
 

the
 

positive
 

rate
 

of
 

CD31
 

cells,the
 

expression
 

level
 

of
 

TGF-β,and
 

the
 

number
 

of
 

M2
 

type
 

macro-
phages

 

all
 

showed
 

an
 

initial
 

increase
 

followed
 

by
 

a
 

decrease.Conclusion The
 

Nr-CWS
 

can
 

accelerate
 

scald
 

wound
 

healing,reduce
 

the
 

aggregation
 

of
 

neutrophils
 

in
 

the
 

wound,and
 

promote
 

macrophages
 

proliferation
 

of
 

wound
 

in
 

the
 

early
 

stages
 

of
 

scald
 

wound,facilitating
 

the
 

transformation
 

of
 

M1
 

type
 

macrophages
 

to
 

M2
 

type
 

macrophages,and
 

promoting
 

the
 

transition
 

of
 

the
 

wound
 

from
 

the
 

inflammatory
 

reaction
 

stage
 

to
 

the
 

repair
 

stage.
[Key

 

words] Red
 

nocardia
 

cell
 

wall
 

skeleton; Scald
 

wound; Wound
 

healing; Macrophage; Polari-
zation; Inflammation

  皮肤是人体最大、最复杂的器官,分布着大量免

疫细胞,具有物理和化学生物屏障功能。皮肤的烫伤

不仅影响局部,还可能会通过炎症造成全身损伤[1]。
烫伤后,皮肤的物理化学免疫屏障消失,细菌感染风

险增加,对患者的生命构成威胁[2]。烫伤创面应尽早

清除焦痂及坏死组织,尽早植皮。但皮肤来源受限,
且自体皮肤移植后也有不成活的风险。异种皮如猪

皮移植有排斥及感染的风险,此外,皮肤组织工程仍

处于实验阶段[3]。传统的烫伤创面治疗药物如银离

子敷料等对烫伤创面愈合效果并不显著,因此亟待新

药物的研发[4]。红色诺卡菌细胞壁骨架(Nr-CWS)是
从红色杆菌中提取的一种细胞壁骨架成分,能够上调

机体的免疫功能,具有促进巨噬细胞活化、吞噬病原

体等功能[5]。并且已应用于临床宫颈糜烂、肿瘤及糖

尿病创面的治疗[6-7]。
烫伤创面的愈合与创面炎症状态、中性粒细胞数

量、巨噬细胞数量及极化、分泌的因子密切相关。Nr-
CWS具有调节免疫细胞的功能,那么 Nr-CWS是否

可以促进烫伤创面的愈合,其愈合过程与巨噬细胞数

量及极化是否有关,尚不清楚。本实验设立对照组,
研究Nr-CWS对烫伤创面的愈合效果,以及对巨噬细

胞极化及其分泌的细胞因子的影响。
1 材料与方法

1.1 实验动物与主要试剂、仪器 32只8周龄雄性

BABL/C小鼠,由徐州医科大学动物实验中心提供,
为小鼠提供符合标准的水和食物,严格按照动物委员

会的标准进行实验,并经过徐州医科大学伦理委员会

批准(批号202204A171)。Nr-CWS购自辽宁格瑞仕

特生物制药有限公司,苏木精-伊红(HE)染液、马松

(Masson)染液购自中国武汉赛维尔生物技术有限公

司,小鼠肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、转化生长因子-β
(TGF-β)酶联吸附试验(ELISA)试剂盒购自中国国

药集团化学试剂有限公司,抗CCR7抗体、抗CD206
抗体、抗CD31抗体、抗LY6G抗体购自英国 Abcam
公司,正置光学显微镜、成像系统购自日本尼康公司。
1.2 方法

1.2.1 动物造模 小鼠适应性饲养1周后,于实验

前1
 

d
 

22:00禁食水。腹腔注射浓度为180
 

mg/kg的

水合氯醛,待小鼠麻醉后,用剃毛机将小鼠背部中央

位置毛发剃去,并用脱毛膏将剃毛区剩余的毛发处理

干净,将100
 

℃的1.5
 

cm×1.5
 

cm×1.5
 

cm正方体

铁块施加0.5
 

kg压力按于小鼠背部中央脱毛区10
 

s,
造成小鼠背部面积为2.25

 

cm2 深Ⅱ度烫伤区域。烫

伤完成后将小鼠脱颈处死,用牙科剪沿创面2
 

mm剪

下皮肤创面,做HE、Masson染色。
1.2.2 动物分组及处理 共32只小鼠,经上述造模

烫伤后
 

24
 

h处死小鼠2只,放置标尺并拍摄创面照

片,进行固定后制作切片。将剩余30只小鼠随机分

为2组:Nr-CWS组与对照组,每组15只。Nr-CWS
组:取Nr-CWS

 

60
 

μg溶解于1
 

mL生理盐水,用药液

浸湿棉球,外涂小鼠创面,并裸露创面保持创面干燥;
对照组:用生理盐水1

 

mL棉球外涂,裸露创面保持创

面干燥。因裸露创面造成药物流失量大,为保证药物

有效浓度,两组小鼠换药频率为1
 

次/天,给药22
 

d。
于第

 

3、7、14、21
 

天,每组各处死
 

3
 

只小鼠,放置标尺

拍摄创面照片,留取小鼠创缘1.0~1.5
 

mm皮肤组

织进行后续实验。
1.2.3 创面评估 在第

 

2、6、10、14、22
 

天,相机记录

下创面愈合情况并用Image
 

J软件计算创面大小,统
计分析伤口愈合率及

 

2
 

组小鼠烫伤创面平均愈合时

间,计算公式为:创面愈合率(%)=(2.25-创面面

积)/2.25×100%。第14天,取创口周围新生组织,
固定后制成切片,进行HE及 Masson染色,并置于显

微镜下评估表皮损伤及再上皮化程度、真皮层受损和

恢复情况,以及炎症细胞浸润情况和创面愈合质量。
1.2.4 免疫组织化学(免疫组化)染色 取石蜡组

织,经过组织脱蜡、抗原修复等步骤,滴加已稀释的兔

抗鼠CCR7、CD206、CD31和LY6G一抗(1∶100),在
4

 

℃冰箱中过夜,第2天滴加二抗孵育,滴加DAB显

色液显色,再经过复染、脱水、透明、封片等,在光学显

微镜下观察,拍摄照片。
1.2.5 ELISA 从-80

 

℃冰箱取出标本,常温下溶

化,严格按照试剂盒操作说明进行操作,分别检测

TNF-α、TGF-β水平。
1.3 统计学处理 阳性细胞率均值,标准差用表示,
两组间独立数据比较采用独立样本t检验,不同时间

重复测量数据采用重复测量方差分析,免疫组织化学

细胞阳性率结果及ELISA对重复测量方差分析结果
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进行简单效应分析和Bonferroni校正。采用Image
 

J、IBM
 

SPSS
 

Statistics
 

23.0软件和GraphPad
 

Prism
 

9.4软件进行数据处理分析与图表制作。P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 深Ⅱ度烫伤模型构建 HE染色示:表皮层消

失,真皮深层受损,仅残留部分皮肤附属器。Masson
染色示:表皮层消失,真皮深层胶原纤维肿胀、变性、
排列紊乱,呈红蓝交替染色特征,并且以暗红色为主,
真皮胶原纤维符合深Ⅱ度烫伤标准。见图1。
2.2 烫伤创面大体观察 小鼠在烫伤造模成功后全

部存活,无脱水,无腹泻。肉眼可见:刚烫伤完的创面

呈灰白色,受热后创面稍皱缩,创面水肿。第2天,
Nr-CWS组创面略高于正常皮肤,肉眼观察创面呈黄

褐色、有少量结痂,创面形状较规则。对照组创面水

肿,略高于周围正常皮肤,形状较规则。第6天,Nr-
CWS组全部结痂,与周围皮肤界限清楚,部分痂皮脱

落。对照组创面呈深黄色,与周围组织分界明显,有

形成痂皮的趋势。第10天,Nr-CWS组创面均呈现

褐色结痂,Nr-CWS组小鼠创面分泌物较少。对照组

创面分泌物较多,痂皮较深。第14天,Nr-CWS组创

面大部分痂皮已脱落,创面呈暗红色,仅残留部分痂

皮,创面周围毛发生长整齐,创面趋于愈合。对照组

部分毛发开始与创面分离,有脱落趋势,创面周围毛

发生长不均匀。第21天,Nr-CWS组创面已完全愈

合,对照组仍残留部分痂皮。见图2。
2.3 创面愈合情况 对2组小鼠的创面愈合率及创

面直径进行比较,结果显示,2组的创面愈合率均随时

间推移显著提高,但Nr-CWS组的愈合率在第2~14
天各时间点均显著高于对照组(P<0.001)。至第22
天2组创面均接近完全愈合,但Nr-CWS组达到完全

愈合的时间更早。此外,交互效应分析表明,2组愈合

率的增长趋势存在显著差异(P<0.001),Nr-CWS组

在早期(第2~14天)表现出更快的愈合速度,而对照

组直至第22天才接近完全愈合。见表1、2。

图1  烫伤完成小鼠创面皮肤染色(160×)

图2  小鼠创面变化情况

2.4 创面的组织学变化 在第14天对烫伤创面进

行HE染色中观察到,与对照组相比,Nr-CWS组创

面已更接近正常创面,毛囊、汗腺等皮肤附件已基本

形成,表皮层完整,厚度均匀,表面呈波浪状,毛囊从

皮下一直延伸到表皮层,并附着汗腺,真皮层稍薄,炎

症细胞浸润少;对照组表皮层明显增厚,真皮层增厚,
未见皮肤附件,同时可见大量炎症细胞浸润。Masson
染色中观察到相似的结果,第14天时,Nr-CWS组皮

肤完整度已接近正常皮肤。对照组表皮、真皮层明显

增厚,轻微角化过度,真皮层红蓝相间,间质不均匀,
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胶原纤维中掺杂肌原纤维,未见皮肤附件,伴有炎症 细胞浸润。见图3。

图3  第14天创面组织学染色图(100×)

表1  不同时间节点2组创面愈合率结果(x±s,%)

组别 n 第2天 第6天 第10天 第14天 第22天

Nr-CWS组 3 24.33±2.08 44.33±4.04 72.67±2.52 92.33±2.52 100.00±0.00

对照组 3 12.67±2.52 17.00±3.61 38.67±3.51 63.33±4.73 99.53±0.50

  注:时间效应,F=1
 

376.629,P<0.001;组间效应,F=128.852,P<0.001;交互效应,F=60.515,P<0.001。

表2  不同时间节点2组创面直径结果(x±s,cm)

组别 n 第2天 第6天 第10天 第14天 第22天

Nr-CWS组 3 1.78±0.05 1.24±0.06 0.73±0.22 0.38±0.12 0.03±0.06

对照组 3 1.87±0.16 1.62±0.04 1.24±0.13 1.11±0.16 0.18±0.16

  注:时间效应,F=183.414,P<0.001;组间效应,F=41.061,P<0.003;交互效应,F=7.547,P<0.001。

2.5 创面LY6G、CCR7、CD206、CD31表达情况分析

2.5.1 创面中性粒细胞LY6G免疫组化结果分析 
第3天Nr-CWS组皮下组织出现散在中性粒细胞,并
向上层浸润,平均阳性细胞率(16.00±2.94)%。对

照组皮下浸润大量中性粒细胞,并向上积聚在脂肪

层,平均阳性细胞率(31.00±2.93)%,烫伤第3天,
对照组中性粒细胞阳性细胞率远高于 Nr-CWS组

(P<0.01)。见图4。

2.5.2 创面 M1型巨噬细胞CCR7免疫组化结果分

析 Nr-CWS组创面在第3天积聚大量CCR7型巨噬

细胞,远高于对照组,差异有统计学意义(P<0.001)。
Nr-CWS组CCR7型巨噬细胞峰值主要出现在烫伤

第3天,而对照组从第3天开始上升,到第7天达峰

值,第7天 Nr-CWS组CCR7型巨噬细胞高于对照

组,差异有统计学意义(P<0.01)。第14~21天Nr-
CWS组、对照组创面散落CCR7型巨噬细胞,差异无

统计学意义(P>0.05)。见图5、表3。

2.5.3 创面 M2型巨噬细胞CD206免疫组化结果分

析 Nr-CWS组烫伤创面CD206细胞阳性率从第3
天开始上升,到第7天达峰值并开始下降,第21天达

最低值。对照组从第3天开始保持上升趋势,并持续

到第21天。第3~7天,Nr-CWS组烫伤创面CD206
型巨噬细胞远高于对照组(P<0.001)。第14天出现

反转,Nr-CWS组烫伤创面CD206型巨噬细胞阳性细

胞率低于对照组(P<0.01),此差异在第21天更为显

著(P<0.001)。见图6、表4。

2.5.4 创面血管内皮细胞标志物CD31免疫组化结

果分析 Nr-CWS组烫伤创面内皮细胞标志物CD31
细胞阳性率从第3天开始上升,到第7天达峰值,并
从第7天后开始下降,第21天达最低值。对照组从

第3天开始保持上升趋势,并持续到第21天。第3
天2组烫伤创面散落血管内皮细胞阳性率无明显差

异(P>0.05)。第7天 Nr-CWS组烫伤创面散落血

管内皮细胞阳性率远高于对照组(P<0.001)。到第

14天时对照组略低于 Nr-CWS组,但差异无统计学

意义(P>0.05)。第21天Nr-CWS组烫伤创面散落
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CD31型血管内皮细胞阳性率远低于对照组(P<
0.001)。见图7、表5。
2.6 创面TNF-α和TGF-β表达情况 Nr-CWS组

与对照组TNF-α表达量总体上呈下降趋势。第3~7
天Nr-CWS组 TNF-α表达量均高于对照组(P<
0.01),第14天出现反转,Nr-CWS组TNF-α表达量

开始低于对照组(P<0.05)。至第21天Nr-CWS组

TNF-α表达量持续下降,并低于对照组(P<0.05)。

见表6。Nr-CWS组TGF-β表达量从第3天开始上

升,到第7天达到最高值,之后呈下降趋势,第21天

达最低值。对照组从第3天开始保持上升趋势,并持

续到第21天。第3~7天Nr-CWS组TGF-β表达量

均显著高于对照组(P<0.001)。第14~21天 Nr-
CWS组TGF-β表达量显著低于对照组(P<0.001)。
见表7。

  注:A.第3天小鼠创面中性粒细胞LY6G免疫组化染色(200×);B.Image
 

J软件计算2组创面中性粒细胞LY6G平均阳性细胞率;aP<
0.01,n=3。

图4  小鼠创面LY6G免疫组织化学染色

图5  第3、7、14、21天小鼠创面 M1型巨噬细胞CCR7染色(200×)

表3  2组创面CCR7免疫组化结果(x±s,%)

组别 n 第3天 第7天 第14天 第21天

Nr-CWS组 3 46.10±3.03 38.28±2.06 11.67±3.35 7.85±1.33

对照组 3 10.23±2.46 23.78±4.52 15.48±1.98 12.74±3.32

组间效应(Bonferroni校正) - P<0.001 P<0.01 P>0.05 P>0.05

  注:-表示无此项。

表4  2组创面CD206免疫组化结果(x±s,%)

组别 n 第3天 第7天 第14天 第21天

Nr-CWS组 3 25.27±2.95 33.09±2.83 8.49±2.05 6.44±1.70

对照组 3 3.18±1.62 5.63±2.85 23.67±3.35 30.11±3.06

组间效应(Bonferroni校正) - P<0.001 P<0.001 P<0.01 P<0.001

  注:-表示无此项。
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图6  第3、7、14、21天小鼠创面 M2型巨噬细胞CD206染色(200×)

图7  第3、7、14、21天小鼠血管内皮细胞标志物CD31染色(200×)

表5  2组创面CD31免疫组化结果(x±s,%)

组别 n 第3天 第7天 第14天 第21天

Nr-CWS组 3 10.73±2.72 31.25±3.83 20.03±2.85 13.61±1.67

对照组 3 8.24±2.06 9.03±2.52 23.82±3.33 30.79±2.59

组间效应(Bonferroni校正) - P>0.05 P<0.001 P>0.05 P<0.001

  注:-表示无此项。

表6  2组创面TNF-α结果(x±s,pg/mL)

组别 n 第3天 第7天 第14天 第21天

Nr-CWS组 3 374.55±16.86 340.59±10.37 169.09±9.53 117.99±15.59

对照组 3 291.18±16.85 264.12±16.40 204.58±19.50 166.62±11.22

组间效应(Bonferroni校正) - P<0.01 P<0.01 P<0.05 P<0.05

  注:-表示无此项。

表7  2组创面TGF-β结果(x±s,pg/mL)

组别 n 第3天 第7天 第14天 第21天

Nr-CWS组 3 284.43±13.17 344.41±22.19 178.38±9.00 117.95±15.51

对照组 3 119.66±17.50 171.28±11.93 271.98±9.49 296.47±12.15

组间效应(Bonferroni校正) - P<0.001 P<0.001 P<0.001 P<0.001

  注:-表示无此项。
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3 讨  论

烫伤是常见的意外伤,严重的烫伤易留瘢痕,影
响美观,给患者身心造成损伤,关节区烫伤遗留瘢痕

易给患者造成功能障碍[8]。与一般创面相比,烫伤易

感染,易留瘢痕。烫伤伤口愈合是一个复杂的多步骤

过程,涉及血凝块形成、炎症、再上皮化、肉芽组织形

成、新生血管形成和重塑的重叠阶段[9]。皮肤具有复

杂的免疫细胞网络,这些免疫细胞分布在组织中,对
宿主皮肤防御和稳态至关重要,且在伤口愈合过程中

起着至关重要的作用,高度复杂的免疫网络包括多种

免疫细胞的协同作用。
中性粒细胞是最早被募集到烫伤创面的免疫细

胞,成熟中性粒细胞的寿命只有24
 

h,当中性粒细胞

凋亡裂解时,体内的各种有毒物质会被释放到细胞外

加重创面损伤[10]。中性粒细胞的大量持续聚集会加

重炎症,甚至转化为慢性炎症。中性粒细胞的增多会

诱导更多的巨噬细胞到达炎症创面,吞噬清除中性粒

细胞,减轻炎症。本实验中,第3天 Nr-CWS组烫伤

创面 的 中 性 粒 细 胞 少 于 对 照 组,这 一 结 果 表 明

Nr-CWS可能通过增强烫伤创面中巨噬细胞的募集,
清除中性粒细胞。不同于中性粒细胞,巨噬细胞寿命

更长,且具有强大的吞噬能力,紧随中性粒细胞到达

创面。当皮肤遭受损伤时,真皮巨噬细胞会被迅速激

活并紧随中性粒细胞到达创面,吞噬杀灭病原体,并
清除凋亡中性粒细胞。不同炎症因子会诱导原始单

核细胞分化为不同表型和功能的巨噬细胞。
伤口愈合的3个阶段:急性炎症阶段、细胞迁移

增殖阶段、重塑阶段[11]。在急性炎症阶段,M1巨噬

细胞具有很强的吞噬、清除病原体能力。本实验中,
Nr-CWS能够诱导大量 M1型巨噬细胞向创面聚集并

清除坏死组织,减少烫伤小鼠的感染,实验结果也证

明Nr-CWS可以减少烫伤创面的感染。在细胞迁移

增殖阶段,M2巨噬细胞迁移到伤口床并参与形成肉

芽组织。巨噬细胞从伤口边缘和骨髓中招募成纤维

细胞,巨噬细胞诱导部分成纤维细胞向肌纤维细胞转

变。在重塑阶段,巨噬细胞和肌纤维细胞发生凋亡并

从伤口消失[12],创面血管萎缩减少。
早期炎症中性粒细胞的减少,转而由巨噬细胞和

成纤维细胞主导完成的增殖和重塑。当巨噬细胞较

早地进入伤口时,可以清除病原体,启动血管生成、成
纤维细胞迁移和胶原合成。加快创面愈合分3个阶

段,由急性炎症阶段向细胞迁移增殖阶段的转变[13]。
先前的研究表明,Nr-CWS可以作为免疫调节

剂,上调机体的免疫功能[14]。一些研究人员将其应用

于小鼠皮肤伤口,发现 Nr-CWS可 以 促 进 伤 口 愈

合[15]。正常创面中,早期主要分布的是 M1型巨噬细

胞,其在创伤后第7~14天达高峰,而M2型巨噬细胞

主要分布在晚期创面及瘢痕增生期,在创伤后第14~
28天达高峰[16]。本实验中,第3天 Nr-CWS组 M1

型巨噬细胞即达峰值,并向创面聚集、增殖,清除中性

粒细胞,取代中性粒细胞成为创面最主要的炎症细

胞,分泌相关炎症因子,如TNF-α,并促进表皮及毛囊

的再生。第7天Nr-CWS促进 M1型巨噬细胞向 M2
型巨噬细胞转化,M1型巨噬细胞开始减少,M2型巨

噬细胞达峰值,远早于正常创面的第14~28天。从

第14天开始,Nr-CWS组创面中 M1、M2巨噬细胞迅

速减少,持续低于对照组,可能与炎症早期巨噬细胞

的过度消耗有关。有研究表明,M2型巨噬细胞在创

面的持续存在及激活会导致瘢痕的形成[17]。重塑期,
M1、M2巨噬细胞的减少,导致血管形成及肌成纤维

细胞的减少,有利于创面的重塑,减少瘢痕的形成。
本研究中,前7天的烫伤创面,Nr-CWS组 M1型

巨噬细胞与TNF-α表达量均远高于对照组,并于第3
天之后呈下降趋势。这表明在创面愈合过程中,M1
型巨噬细胞可分泌TNF-α等相关炎症因子,杀伤病

原体,减少烫伤小鼠的感染机会;M2型巨噬细胞从第

3天开始增加到第7天达高峰,并伴随着 TGF-β、
CD31表达量的增长,创面也相较于对照组愈合快,可
能与增多的 M2型巨噬细胞,分泌TGF-β诱导成纤维

细胞分化为肌成纤维细胞分泌胶原纤维及细胞外基

质,以及血管内皮生长因子促进血管生成有关。到第

14、21天,M2型 巨 噬 细 胞 数 量 迅 速 减 少,TGF-β、
CD31表达量也迅速减少,创面成纤维细胞向肌成纤

维细胞转化减少,细胞外基质减少,毛囊生长增多,创
面愈合更快。值得注意的是,CD206、CD31与炎症因

子在第14天的“反转”现象反映Nr-CWS能够加速炎

症-修复进程。加速巨噬细胞的转化和血管生成在早

期完成,避免过度修复导致的瘢痕形成。而对照组因

修复延迟,第14天时对照组仍处于修复中期,相关标

志物持续高表达,M2型巨噬细胞持续聚集以应对延

迟的修复需求。这一结果符合 Nr-CWS早期强效干

预,后期减少过度修复的作用特点,与其促进创面快

速愈合、减少瘢痕的临床效果一致。
在第14天的表达反转(Nr-CWS组低于对照组)

可能反映 Nr-CWS加速了创面修复进程。早期 M2
型巨噬细胞和血管生成的快速激活(第3~7天)促使

Nr-CWS组更早进入重塑阶段,导致相关标志物表达

下降;而 对 照 组 因 修 复 延 迟,M2 型 巨 噬 细 胞 和

CD31+血管内皮细胞仍处于增殖期,故表达量较高。
这一现象与 Nr-CWS组创面更早愈合的组织学结果

一致。
Nr-CWS对巨噬细胞表型转化的调控涉及多条

信号通路的协同作用。具体而言,在伤口愈合模型

中,Nr-CWS通过处理上调巨噬细胞中PI3K、Akt和

mTOR的磷酸化水平,激活PI3K/Akt/mTOR信号

通路,促进巨噬细胞向 M2表型极化。该通路的激活

会进一步诱导IL-10和 TGF-β1的分泌。同时,Nr-
CWS增强巨噬细胞的迁移和吞噬能力,促进伤口局
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部 M2型细胞的募集,从而推动组织修复进程[5]。在

肿瘤微环境中,Nr-CWS通过双重机制调控巨噬细胞

的抗 肿 瘤 功 能。一 方 面,其 通 过 TNF-α/TNFR1/
caspase-8通路增强巨噬细胞的促凋亡活性。另一方

面,Nr-CWS抑制 Wnt/β-catenin通路,从而抑制肿瘤

细胞迁移。此外,Nr-CWS通过下调PD-L1表达解除

免疫抑制,促进 M1型巨噬细胞的抗肿瘤活性。这种

双重调控机制表明,Nr-CWS可通过协同激活促凋亡

通路与抑制促癌信号发挥抗肿瘤作用[14]。在皮肤损

伤修复中,Nr-CWS通过激活 TGF-β1/Smad通路驱

动巨噬细胞的 M2极化及血管生成。动物实验显示,
Nr-CWS处理显著上调伤口组织中巨噬细胞标志物

CD68和F4/80的表达及 TGF-β1的蛋白水平,进一

步激活下游Smad蛋白,促进血管内皮生长因子的释

放,使新生血管密度显著增加。此外,Nr-CWS通过

该通路还可加速细胞外基质重塑,缩短伤口完全愈合

时间[15]。
本研究也存在一些局限性,通过之前的研究知

道,Nr-CWS可以促进烫伤创面的愈合,然而未对其

分子机制进行具体实验研究。此外,Nr-CWS对其他

皮肤细胞(如成纤维细胞、内皮细胞和人角质形成细

胞)的机制需要更加深入的探索。
综上所述,Nr-CWS能使烫伤创面炎症从嗜中性

粒细胞主导的炎症向巨噬细胞主导的炎症转变,并促

进烫伤创面从炎症反应期向肉芽组织增生期及重塑

期转变,从而加快创面愈合。
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