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摘要 为研究表面活性剂 P188 是否对大鼠自体脂肪移植后

的炎症浸润具有抑制作用。建立大鼠自体脂肪移植动物模

型，分为对照组( 生理盐水组) 和实验组( P188 组) ，于 1、2、4
周取出脂肪组织，测定体质量和体积; 通过 HE 染色观察移

植后脂肪炎症浸润的程度; 通过 ＲT-PCＲ 和 ELISA 检测相关

炎症因子基因和蛋白水平的表达。脂肪移植 4 周后，对照组

与实验组的脂肪体质量、体积具有差异性［体质量: ( 0. 13 ±
0. 02) g vs ( 0. 19 ± 0. 02 ) g，P ＜ 0. 01; 体积: ( 0. 15 ± 0. 03 )

ml vs ( 0. 19 ± 0. 01) ml，P ＜ 0. 05］; HE 结果显示，移植 4 周

后实验组炎症浸润面积低于对照组; ＲT-PCＲ 和 ELISA 结果

显示 P188 抑制 IL-1β、IL-6、TNF-α 的 mＲNA 以及蛋白表达。
实验结果表明 P188 对大鼠自体脂肪移植后的炎症浸润具有

抑制作用。
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近年，自体脂肪移植已成为修复软组织缺损的

有效方法。移植过程中脂肪组织因遭受破坏而引发

级联反 应 导 致 的 细 胞 凋 亡 是 存 活 率 低 的 原 因 之

一［1］。由于创伤，机体产生应激反应，导致相关炎

症因子释放引起炎症反应。创伤愈合过程中多种炎

症细胞在创伤局部浸润并引起促纤维化因子的分

泌，以致成纤维细胞在创伤发生后机体愈合过程中

增殖导致瘢痕 ［2］。当感受到炎症刺激和危险信号

的存在，巨噬细胞会发生相关变化并且释放活性物

质以及炎症细胞因子，如白细胞介素-12( interleukin-
12，IL-12) 、IL-1、IL-6，肿瘤坏死因子-α( tumor necro-
sis factor-α，TNF-α) 等［3 － 4］。

Poloxamer 188( P188 ) 是一种三嵌段聚合物，可

以在细 胞 膜 破 损 时 有 效 恢 复 受 损 细 胞 膜 的 完 整

性［5］。已有文献证明［6］，P188 可以减轻兴奋性脑损

伤后的巨噬细胞浸润以减轻炎症反应，但尚无文献

针对 P188 对自体脂肪移植的炎症浸润情况进行报

道。该研究将在大鼠自体游离脂肪移植模型中，观

察 P188 对大鼠自体脂肪移植炎症浸润的影响以及

对移植术后存活率的影响作用。

1 材料与方法

1． 1 主要材料 表面活性剂 Kolliphor P188( 美国

Sigma 公司) ; ELISA 试剂盒 ( 武汉华美生物工程有

限公司) ; 引物( 南京金斯瑞生物科技有限公司) ; 逆

转录试剂盒( 南京诺唯赞生物科技有限公司) ; TＲ-
Izol ( 美国 lnvitrogen 公司) ; 离心机( 德国 Eppendorf
公司) ; 荧 光 定 量 PCＲ 仪 ( 美 国 Thermo Fisher 公

司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 实验动物与分组 随机选取 36 只健康雄性

SD 大鼠，体质量 200 ～ 300 g，均购自安徽医科大学

实验动物中心，饲养于 SPF 实验室条件下，在整个

实验过程中保持饲养环境的昼夜节律。造模前，36
只大鼠常规进行分笼饲养，每笼 6 只，使用标准饲

料，采取自由饮水，维持室温在 21 ～ 26 ℃，室内湿度

控制在 ( 50 ± 5 ) %。将 36 只 SD 大鼠随机分为 2
组，每组 18 只，分为对照组( 生理盐水组) 和实验组

( P188 组) 。两组大鼠于同一时间采取自体脂肪移

植，于术后 1、2、4 周三个时间点取出标本。
1． 2． 2 动物脂肪移植 实验动物采用 10% 水合氯

醛腹腔麻醉，固定，脱毛，消毒，铺巾，于耻骨联合上

方 1 cm 作切口夹取皮下脂肪组织，切取脂肪组织约

0. 4 ml 后，结扎血管，缝合伤口。将取出的脂肪组织

用组织剪除去包膜与血管后，剪碎，根据实验组和对

照组需要，分别用生理盐水与一定浓度的药物浸润

处理 30 min，留置待用。背部脱毛消毒铺巾，在脊柱

两侧分别作约 1. 5 cm 圆形标记区域，分别作一小切

口，止血钳皮下钝性分离，将剪碎的脂肪组织分别用

生理盐水和相应浓度的药物处理后，用 1 ml 注射器

分别将处理好的脂肪组织对应注射进分离好的间

隙，每只 大 鼠 背 部 两 侧 各 注 入 脂 肪 组 织 ( 0. 2 ±
0. 02) ml，体质量约为 ( 0. 25 ± 0. 05 ) g，最后缝合伤
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口。分别在术后 1、2、4 周取出移植脂肪组织。同时

腹主动脉取血，置于离心机以6 000 r /min 离心 10
min，吸取上层血清，－ 80 ℃ 冻存，用于 ELISA 实验

测定。
1． 2． 3 脂肪组织称重及体积测量 将取出组织置

于无菌操作台上，去除其表面覆盖的筋膜。用超精

密电子秤称重。取 1 ml 医用注射器，用蜡块封死注

射器的针尖端，在自制注射器中加入 0. 4 ml 蒸馏

水，依次将取出的脂肪组织放置入内，记录量筒内液

面上升的高度，高度差即是取出的脂肪组织体积。
1． 2． 4 组织学观察 将取出的脂肪组织用 10% 福

尔马林固定 24 h，经过 4% 多聚甲醛固定，津蜡，包

埋，2 μm 厚度连续切片，HE 染色，光镜下观察脂肪

组织形态结构。
1． 2． 5 实时定量荧光 PCＲ 检测炎症因子的 mＲNA
表达 将各组脂肪组织用 Trizol 裂解后，匀浆，按照

试剂盒说明书，抽提总 ＲNA 样品，逆转录获得 cD-
NA，设计引物，然后使用 SYBＲ Green PCＲ mix 试剂

盒分别检测 IL-1α、IL-1β、IL-6、TNF-α mＲNA 水平，

后用 Ｒeal-time PCＲ 检测炎症因子的 mＲNA 表达。

表 1 ＲT-PCＲ 引物序列

基因名称 上游引物( 5’-3’) 下游引物( 3’-5’)

IL-1α TGAGTCGGCAAAGAAATCAA AGAGAGATGGTCAATGGCAGA
IL-1β TTGTGGCTGTGGAGAAGCTG GCCGTCTTTCATACACAGG
Il-6 AGTTGCCTTCTTGGGACTGA CAGAATTGCCATTGCACAAC
TNF-α ACGGCATGGATCTCAAAGAC CGGCAGAGAGGAGGTTGACT
β-actin TGACGTGGACATCCGCAAAG CTGGAAGGTGGACAGCGAGG

1． 2． 6 ELISA 试剂盒检测炎症因子的蛋白表达

检测 IL-1α、IL-1β、IL-6、TNF-α 的 蛋 白 表 达 情 况。
将血清样品从冰箱取出，用恒温水浴箱解冻，按照

ELISA 试剂盒说明书，经过包被抗体洗涤，加入血清

样品孵育洗涤，加入酶标再孵育洗涤和加底物显色

等步骤，最后用酶标仪在 450 nm 波长下读取 OD
值。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行数据

分析。进行方差齐性检验，正态性检验。计量资料

实验数据以 珋x ± s 表示。单变量两组资料之间的比

较采用 t 检验; 多组资料之间的比较采用单因素方

差分析; 方差不齐采用非参数检验。以 P ＜ 0. 05 为

差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 脂肪组织称重及体积测量 结果显示，脂肪移

植 1、2 周时，实验组与对照组之间体质量和体积比

较差异无统计学意义; 4 周时对照组体质量为( 0. 13
± 0. 02) g，实验组体质量为( 0. 19 ± 0. 02 ) g，两组比

较差异有统计学意义( F = 113. 781，P ＜ 0. 01 ) ; 4 周

时对 照 组 体 积 ( 0. 15 ± 0. 03 ) ml，实 验 组 体 积 为

( 0. 19 ± 0. 01) ml，两组比较差异有统计学意义( F =
75. 347，P ＜ 0. 05) 。见图 1。

图 1 P188 对移植后脂肪组织的体积和体质量的影响

A: 体积; B: 体质量; 与生理盐水组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

2． 2 组织学观察 HE 染色显示，对照组炎症反应

较强，炎性细胞占据大部分视野，结构紊乱，脂肪细

胞松散无规律，可见脂肪液化以及坏死。至 4 周时

可见纤维结缔组织较多。而添加了 P188 的实验组

在 2 周时可见到较多脂肪细胞产生，至 4 周时可见

组织间隔不多，新生脂肪细胞排列相对整齐，形态规

则。见图 2。
2． 3 实时定量荧光 PCＲ 检测炎症因子的 mＲNA
表达 4 周时，实验组移植脂肪组织中 IL-1α、IL-
1β、IL-6、TNF-α 的 mＲNA 表达水平低于对照组，差

异有统计学意义，其中 IL-1α、IL-1β、IL-6 ( FIL-1α =
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45. 158，FIL-1β = 137. 533，FIL-6 = 65. 187，P ＜ 0. 05 ) ，

TNF-α( FTNF-α = 365. 781，P ＜ 0. 01) 。见图 3。
2． 4 ELISA 试剂盒检测炎症因子的蛋白表达 图

4 结果显示在自体脂肪移植4周时，P188作用实验

图 2 HE 染色观察移植后脂肪组织炎症浸润 × 200

A: 对照组; B: 实验组; 1: 1 周组; 2: 2 周组; 3: 4 周组

图 3 两组炎症因子 mＲNA 的表达情况

A: IL-1α; B: IL-1β; C: IL-6; D: TNF-α; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01
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图 4 两组炎症因子蛋白表达情况

A: IL-1α; B: IL-1β; C: IL-6; D: TNF-α; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

组可以降低炎症因子 1L-1β、IL-6、以及 TNF-α 的表

达，且差异有统计学意义，其中 IL-1β、IL-6 ( FIL-1β =
34. 607，FIL-6 = 16. 224，P ＜ 0. 05 ) ，TNF-α ( FTNF-α =
198. 633，P ＜ 0. 01) 。而 IL-1α 的蛋白表达水平虽然

有下降趋势，但差异无统计学意义( FIL-1α = 54. 657，

P ＞ 0. 05) 。

3 讨论

自 Neuber 于 1893 年完成第一例脂肪移植术至

今，自体脂肪移植已经成为当下整形手术以及组织

修复重建手术的热点。由于脂肪移植存在多个步

骤，且会对局部组织造成一定程度的损伤，伴随的炎

症反应不可避免的会对移植存活率造成影响。炎症

反应存在于多种病理过程中，炎症反应的激活、炎症

细胞因子的分泌对创伤发生后机体愈合过程中局部

组织的修复和功能的重建有着重要影响作用。除巨

噬细胞之外，局部炎症反应对成纤维细胞的增殖也

有促进作用［7］，在局部创面愈合过程中，促炎性因

子的分泌，炎性细胞因子的释放导致炎症反应的激

活，从而引起成纤维细胞的增殖。研究表明［8］，促

炎因子的高表达，抑炎因子的低表达，促进形成瘢痕

组织及瘢痕疙瘩。
脂肪组织中除脂肪细胞外，还有成纤维细胞、前

脂肪细胞、巨噬细胞等。巨噬细胞是与炎症相关的

至关重要的细胞之一。由于炎症反应集中在脂肪移

植术后早期阶段，故为验证 P188 对脂肪移植的影响

作用，取出脂肪组织的时间点设置在移植后早期，通

过评估 P188 对脂肪移植的早期影响作用，可以有效

评估其远期效果［9］。有文献［10］报道，在脂肪移植过

程中，移植的成熟脂肪细胞会因缺氧缺血而凋亡，而

前体脂肪细胞分化为脂肪细胞来替代坏死细胞，从

而重新构建移植脂肪的结构。高水平的巨噬细胞浸

润会抑制前体脂肪细胞的成脂倾向，因此可以推断，

抑制脂肪移植炎症反应，会对脂肪移植存活率产生

影响。正常生理环境下，脂肪细胞分泌的多种细胞

因子处于动态平衡状态，当受到环境威胁时，稳定状

态失衡，促进 IL-1、IL-6、TNF-α 等炎症因子分泌增

加从而使巨噬细胞活化。与巨噬细胞一样，脂肪细

胞表达了大量受体，对炎症因子介导的炎症反应非

常敏感，多个炎症信号转导级联反应被激活，分泌相

关炎 症 因 子［11］。脂 肪 细 胞 对 TNF-α 十 分 敏 感，

TNF-α 对脂肪细胞的生理功能产生多种影响，包括
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活化细胞因子的基因表达［12］。
Poloxamer188 是一种合成表面活性剂，是一种

非离子三嵌段共聚物，可插入人工脂质单层膜中，修

复受损的生物膜。已有文献［13］研究证明，P188 可

以减轻兴奋性脑损伤后的巨噬细胞浸润，以减轻炎

症反应。Ｒuhl et al［14］通过体外细胞实验证实 P188
对脂肪细胞的增殖及分化有促进作用，对相关因子

的释放如 IGF-1 ，VEGF 等虽有影响，但作用甚微，

不具备统计学意义。
本实验通过对移植后 1、2、4 周的脂肪炎症因子

进行检测发现表面活性剂 P188 对移植前两周的脂

肪细胞保护和抑制炎症浸润的作用并不明显，与生

理盐水组差异无统计学意义; 而 4 周组的结果表明，

P188 组不仅能抑制炎症的浸润并且可以抑制炎症

因子 1L-1β、IL-6 以及 TNF-α 的 mＲNA 和蛋白水平

的表达( 与对照组比较，差异有统计学意义，1L-1β、
IL-6，P ＜ 0. 05; TNF-α，P ＜ 0. 01) 。

综上所述，通过对实验结果的观察和数据的比

较，P188 可以减轻自体脂肪移植术过程中产生的炎

症反应。因 此 也 可 以 推 断，在 创 伤 愈 合 领 域，因

P188 对炎症反应具有抑制效应，而对瘢痕以及瘢痕

疙瘩的形成具有抑制作用，在整形外科修复创面方

面的应用有待发掘。
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Inhibiting effects of P188 on inflammatory infiltration
of fat transplantation on rats

Li Yinqiu，Ni Ziqiao，Wang Xin，et al
( Dept of Plastic Surgery，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract To study whether Kolliphor P188 could inhibit the inflammation during autologous fat transplantation，

from the perspective of inflammation to analyze the effect of P188 on transplantation． The animal models of autolo-
gous fat transplantation were divided into the control group ( normal saline group ) and the experimental group
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Effect of gender on the establishment of mouse
psoriasis induced by imiquimod
Luo Tingting，Han Chenchen，Cui Dongqian，et al

( Institute of Clinical Pharmacology，Anhui Medical University，Key Laboratory
of Anti-inflammatory and Immune Medicine Ministry of Education，Anhui Collaborative

Innovation Center of Anti-inflammatory and Immune Medicine，Hefei 230032)

Abstract An imiquimod ( IMQ) -induced psoriasis mouse model was established to evaluate the model and explore
the effect of gender on IMQ-induced mouse psoriasis model establishment． Half of male and female BALB /c mice
were randomly divided into normal control group，model group 1 ( male) and model group 2 ( female) ，and IMQ was
applied to the back skin of mice to establish a mouse psoriasis model． The psoriasis area and severity index ( PASI)
was scored daily for mouse skin． The pathological changes of skin were observed by HE staining． The thymus index
and spleen index were calculated． The expression of proliferating cell nuclear antigen ( PCNA) was detected by im-
munohistochemistry and the expression of involucrin was detected by immunofluorescence． Compared with the con-
trol mice，IMQ-induced male and female mice showed scaly，erythema and thickening and continued to deteriorate，

and the PASI score also showed the same results． HE staining found that compared with control mice，the epidermis
of IMQ-induced male and female mice were thickened( P ＜ 0. 001) ，telangiectasia and inflammatory cell infiltration
were observed in the superficial epidermis． Parakeratosis was observed in the stratum corneum and the granular lay-
er became thinner or even disappeared． The acanthosis was thick，and epidermis extended downward． The spleen
index of IMQ-induced mice increased( P ＜ 0. 001) ，and there was no significant difference in spleen index between
male and female mice． The expression of keratinocytes in IMQ-induced male and female mice increased( P ＜ 0. 05)

and there was abnormal differentiation． There was no significant difference in the expression of PCNA and involu-
crin between male and female mice． The IMQ-induced mouse psoriasis model has many similarities with human pso-
riasis，and gender has little effect on the establishment of IMQ-induced mouse psoriasis model．
Key words gender; psoriasis; imiquimod; animal model
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( P188 group) ． Weight and volume were measured after fat tissue was removed at time points 1，2 and 4 weeks．
The degree of fat inflammatory infiltration after transplantation was observed by HE staining． Finally，the mＲNA
and protein levels of inflammation-related factors IL-1α，1L-1β，IL-6，TNF-α were detected by ＲT-PCＲ and ELISA．
After 4 weeks of fat transplantation，there were differences in fat weight and volume between the control group and
the experimental group［weight: ( 0. 13 ± 0. 02) g vs ( 0. 19 ± 0. 02) g，P ＜ 0. 01］，volume: ( 0. 15 ± 0. 03) ml vs
( 0. 19 ± 0. 01) ml，P ＜ 0. 05］． HE staining results showed that the inflammatory infiltration area of P188 group
was lower than that of normal saline group 4 weeks later． ＲT-PCＲ and ELISA results showed that 4 weeks after fat
transplantation，P188 inhibited the mＲNA levels of inflammatory cytokines IL-1α，1L-1β，IL-6，TNF-α and the pro-
tein expressions of IL-1α，1L-1β，IL-6，TNF-α． It’s proved that P188 can inhibit inflammatory infiltration after au-
tologous fat transplantation in rats．
Key words P188; fat transplant; inflammation

·936·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2020 Apr; 55( 4)


