
在深度烧伤及热压伤中，真皮细胞的代谢、功

能、形态都发生了病理性改变。能够可逆修复创

面、恢复功能的变性真皮是影响手术修复以及预后

的重要因素［1-2］。miRNA在生物体发育和修复过程

中起着重要的调控作用［3］，参与细胞凋亡、血管生成

等伤口愈合的不同方面，在皮肤病理生理及皮肤疾

病中发挥重要的作用。本研究选择在皮肤真皮层

毛囊中高表达且具有促进细胞增殖和迁移作用的

miRNA⁃199a家族中高度保守的miRNA⁃199a⁃5p作

为目标miRNA［4］，研究大鼠烧伤和热压伤中随着自

身修复的时间变化，miRNA⁃199a⁃5p表达的变化，为

探讨热压伤创面修复机制提供新的思路。

1 材料和方法

1.1 材料

6周龄清洁级SD大鼠，体重200~250 g。脱毛处

理：实验前 24 h，大鼠双侧大腿及臀部用脱毛膏脱

毛，清水冲洗干净，避免皮肤损伤。暴露24 h后，观

察脱毛处皮肤，无损伤者纳入实验，进行后续操

作。本动物实验3R原则。

1.2 方法

将纳入实验的SD大鼠随机分成5组，其中阴性

对照组6只不进行处理，其余4组每组26只，为热压

伤模型组，用异氟烷进行麻醉［5］。将 YLS⁃5Q台式

超级控温烫伤仪温度调节至90 ℃，时间调节至10 s，
压力分别调节至 0 kg（无压力烫伤组）和 0.5、1.0、
1.5 kg，对各组大鼠进行造模。造模 24 h后，每组各

取1只大鼠实施安乐死，取造模处皮肤组织，制成切

片、HE染色观察。

组织样本收集和RNA抽提。4组造模动物，每

组在造模后第 1、3、5、7、14天分别随机取 5只实施

安乐死，无菌摘取造模处皮肤组织，封闭于经处理

的保存管中。阴性对照组在造模后的第 14天一次

取样。所有取得的大鼠皮肤组织样本在液氮下研

磨，研磨好后取相同重量的组织，分别加入 1 mL
TRIzol（Ambion公司，美国），按照说明书进行RNA
的抽提并测浓度。

miRNA逆转录预处理。根据数据库检索结果，

定制逆转录引物（RT⁃primer）：miRNA⁃199a⁃5p RT引

物（5′ ⁃ GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATT ⁃
CGCACTGGATACGACGAACAG ⁃ 3′），U6 RT 引物

（5′⁃ CGAGCACAGAATCGCTTCACGAATTTGCGTG⁃
TCAT ⁃3′）。合成miRNA⁃199a⁃5p 扩增引物（正向引

物：5′ ⁃ TCGACCCAGTGTTCAGACTAC⁃ 3′，反向引

物：5′⁃ GTGCAGGGTCCGAGGTATT ⁃3′），U6 扩增引

物（正向引物：5′⁃ CTCGCTTCGGCAGCACATAT⁃3′，
反向引物：5′⁃ CGAGCACAGAATCGCTTCA ⁃3′）。将

大鼠烧伤和热压伤自身修复过程中miRNA⁃199a⁃5p的表达变化
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RT⁃primer分别稀释至 5 μmol/L，按照RNA 1 μg（换

算成体积）、RT primer 2 μL，用 H2O 补充至 11 μL
预混合 RNA 样本，70 ℃下恒温 10 min，之后冰浴

2 min。将冰浴后的预混合RNA样本按照5×RT⁃buf⁃
fer 5 μL、dNTP（10 mmol/L）0.5 μL、RNAasin 0.5 μL、
RT酶 0.5 μL分别加入试剂，用H2O补充至 25 μL。
将混合后的样本在 PCR 仪中 42 ℃ 恒温 60 min，
70 ℃ 处理10 min。

实时荧光定量PCR（quantitative real⁃time PCR，

qPCR）检测。按照 2×SYBR Green（Thermo Fisher
Scientific，公司）5 μL、正向引物（20 μmol/L）0.1 μL
反向引物（20 μmol/L）0.1 μL、cDNA（1 ng/μL）1 μL、
H2O 3.8 μL添加检测样本，每个样本每个基因设3个
复孔。qPCR程序：95 ℃5 min预变性，95 ℃ 15 s，
60 ℃ 1 min进行检测，并记录荧光信号。以ΔCT表示

检测样本模板中miRNA⁃199a⁃5p达到对照U6相同

信号强度时扩增的循环数，ΔCT值越高，代表检测样

本模板中miRNA⁃199a⁃5p的数量越少。通过2-ΔΔCT 法

检测miR⁃199a⁃5p的相对含量。

1.3 统计学方法

采用SPSS16.0统计软件。实验结果以均数±标
准差（x ± s）表示，组间比较采用 t检验，P ≤ 0.05为

差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 热压伤造模

造模后，大鼠模型部位如图 1所示。造模 24 h

后取造模处皮肤组织切片，HE染色结果见图2。阴

性对照组大鼠皮肤组织结构完整，毛囊结构明显可

见。无压力烫伤组烫伤部位皮肤真皮层表层细胞

有损伤，核内物质外泄。热压伤中真皮层细胞损伤

情况较为严重，随着热压伤压力的增加，真皮层厚

度减少。

2.2 qPCR数据与分析

以阴性对照组作为基准，将 qPCR 法检测的

miR⁃199a⁃5p相对含量处理成百分比值，结果见表

1。无压力烫伤组皮肤组织中的miR⁃199a⁃5p相对

含量第1、3、5、7天表达下调，第14天时表达显著上

调。0.5 kg热压伤组皮肤组织中的miR⁃199a⁃5p相

对含量第 1、3、5天表达下调，第 7天时回复至正常

水平，第 14天时表达显著上调。1.0 kg和 1.5 kg热
压伤组皮肤组织中的miR⁃199a⁃5p相对含量第1、3、
5天表达下调，第7天时表达比正常组织表达水平略

高，第14天时表达上调，但与0.5 kg热压伤组比较，

表达上调的幅度低。造模之后3个压力组在表达趋

势上趋于一致，都是先抑制，然后逐步上调。第14天

A：阴性对照组；B：无压力烫伤组；C：0.5 kg热压伤组；D：1.0 kg热压伤组；E：1.5 kg热压伤组。

图2 热压伤皮肤组织HE染色结果（×400）

EDCBA

造模部位

图1 SD大鼠热压伤造模部位图示

表1 miR⁃199a⁃5p的相对含量

与阴性对照组比较，*P＜0.05。

组别

阴性对照组

无压力烫伤组

0.5 kg热压伤组

1.0 kg热压伤组

1.5 kg热压伤组

第1天
100.00

51.17 ± 24.07
50.36 ± 8.47*

56.17 ± 18.72
85.38 ± 33.33

第7天
100.00

061.61 ± 16.32
095.70 ± 17.14
149.34 ± 59.31
142.05 ± 29.17

第14天
100.00

440.44 ± 123.13*

478.48 ± 180.89*

309.36 ± 94.00*

205.43 ± 61.86*

第3天
100.00

64.65 ± 17.41
58.24 ± 8.78
51.59 ± 30.33
41.52 ± 17.35*

第5天
100.00

39.58 ± 13.34*

39.84 ± 9.11*

64.81 ± 40.63
57.41 ± 16.84

（%，x ± s）
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时miR⁃199a⁃5p相对含量表达略有不同，压力值越

大，miR⁃199a⁃5p相对含量上调的幅度越小。

3 讨 论

目前，早期手术削痂或切痂结合皮片和/或皮瓣

移植，是治疗深度烧伤的重要方法［6］。但是，对烧伤

深度的判断以及术者手术水平的优劣，直接影响了

患者的预后。而热压伤的特点是热力烧伤与机械

压力损伤共同存在，往往伤及肢体的深部组织，治

疗时既要有足够的组织来修复创面，又要兼顾损伤

部位复杂、精细的活动功能，治疗有一定难度［1］。

皮肤中表达丰富的miRNA中，miRNA⁃199家族

主要存在于真皮层的毛囊中［7］。研究表明，Dicer酶
在皮肤表皮层级毛囊中均有表达，当小鼠表皮的

Dicer酶被敲除后，其中许多miRNA不能成熟，失去

了正常功能，改变了皮肤结构发育，而且只能观察

到一些毛囊样结构［8］。miR⁃199a⁃5p为高度保守

miRNA，在多种肿瘤中异常表达，与肿瘤的发生、发

展关系密切［4］。

本研究中使用大鼠制作烧伤和热压伤模型，在

不同的时间里取烧伤处组织样本，检测样本中的

miRNA⁃199a⁃5p的相对表达量，结果呈现miRNA⁃
199a⁃5p相对表达量先抑制后上调的趋势。推测在

皮肤组织受损初期，真皮层受到影响，变性真皮细

胞在短时间内无法恢复正常功能，因此细胞内miR⁃
NA⁃199a⁃5p的表达量相对减少，表现为表达抑制。

损伤发生过后，变性真皮随着时间慢慢发生改变，

恢复真皮细胞的正常功能，细胞进行内调节，miR⁃
NA⁃199a⁃5p的相对表达量慢慢趋于正常，达到正常

水平。当真皮细胞恢复功能之后，由于烧伤和热压

伤造成的真皮层损伤，真皮细胞需要进行分裂增

殖、迁移，对损伤真皮和表皮进行修复，因此细胞内

miRNA⁃199a⁃5p的相对表达量上调，真皮细胞增殖活

跃，细胞迁移能力增强，开始实施真皮细胞的修复。

各模型组之间进行比较，0.5 kg压力组组织细

胞的表现与烧伤组差别不大。在变性真皮细胞恢

复正常细胞水平的过程中，各压力组之间的差别不

大，细胞进入活跃期，miRNA⁃199a⁃5p表达量相对上

调的过程中，可见上调的幅度随压力的增加呈现降

低的现象。在真皮细胞增殖和迁移的能力上，压力

组之间存在区别，压力越小，miRNA⁃199a⁃5p上调幅

度大，细胞的增殖和迁移能力强。这可能与皮肤组

织修复有关，压力值越小，细胞增殖和迁移发生的

时间越早，皮肤组织修复得越快。反之，压力值越

大，皮肤需要修复的时间越长。

本研究所使用的模型模拟的是临床上烧伤/热
压伤发生期及修复早期的过程。理论上，miRNA⁃
199a⁃5p的调控在组织完成修复之后，存在一个逐渐

下调，并恢复至正常细胞表达水平的一个趋势，在

临床上对应的是疤痕修复至结束。因此，在本研究

的基础上，可以设计进一步的实验来验证理论，从

而为热压伤的创面修复提供新的思路。
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