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［摘　 要］　 目的　 研究芦荟凝胶多糖基于磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ）雷帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）信号通路对
急性放射性皮肤损伤模型的修复作用。方法　 选取４０只雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠，１０只为正常组（等体积生理盐水），其余３０只建立急性
放射性皮肤损伤模型，随机分为模型组、低剂量组、高剂量组，每组１０只。模型组和正常组均给予等体积生理盐水干预，低剂量组、
高剂量组分别以单层纱布浸润０． ４ ｍｇ ／ ｍＬ、０． ８ ｍｇ ／ ｍＬ的芦荟凝胶多糖外敷干预。记录创面愈合时间、放射性皮肤损伤评级，检测
创面微血管密度、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）含量，病理学观察创面组织细胞形态，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测ＰＩ３ＫＡｋｔｍＴＯＲ信号通路相关
蛋白表达。结果　 低剂量组和高剂量组创面愈合时间均短于模型组，且高剂量组创面愈合时间显著短于低剂量组（Ｐ ＜ ０． ０５）；与模
型组相比，正常组大鼠０级较多，Ⅳ级较少；低剂量组和高剂量组大鼠Ⅳ级较少（Ｐ ＜ ０． ０５）。模型组、低剂量组、高剂量组创面微血
管密度、ＶＥＧＦ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白表达量低于正常组，ｍＴＯＲ蛋白表达量高于正常组；低剂量组、高剂量组创面微血管密度、ＶＥＧＦ、
ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白表达量高于模型组，ｍＴＯＲ蛋白表达量低于模型组；高剂量组创面微血管密度、ＶＥＧＦ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白表达量高于低剂
量组，ｍＴＯＲ蛋白表达量低于低剂量组。结论　 高剂量芦荟凝胶多糖可通过调控ＰＩ３ＫＡｋｔｍＴＯＲ信号通路促进急性放射性皮肤损
伤模型创面新生血管形成，加快创面修复。
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　 　 放射治疗简称放疗，是临床上治疗恶性肿瘤的常
用手段，放射线在杀死肿瘤细胞的过程中也会损伤患
者周围正常组织、器官，其中放射性皮肤损伤是放射治
疗的主要并发症［１］。目前主要通过外敷乳膏、喷剂等
治疗放射性皮肤损伤，例如细胞因子类、三乙醇胺乳膏
以及糖皮质激素软膏等药物，也有少数通过静脉注射
放射防护药物，但治疗效果均不显著［２３］。芦荟凝胶多
糖是芦荟中重要的生物活性物质，研究显示，其生理活
性较强，在免疫调节方面具有广谱性，同时在抗辐射、
抗肿瘤方面效果显著，还具有抗溃疡、美容护肤等功
效［４５］。目前芦荟凝胶多糖对急性放射性皮肤损伤的
研究较少。本研究通过探讨芦荟凝胶多糖对急性放射
性皮肤损伤模型的修复作用及相关机制，以期为其临
床应用提供参考。
１　 材料与方法
１． １　 材料与主要试剂

选取４０只雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠，体质量为１６０ ～２２０ ｇ，均
由华阜康生物科技股份有限公司提供［动物生产许可
证号为ＳＣＸＫ：（京）２０１９００１７］。所有大鼠均单笼饲
养，自由饮水、进食，室温１８ ～ ２５ ℃。库拉索芦荟购自
海南南洋芦荟生物工程有限公司，酶联免疫试剂盒及
其分析纯购自美国ＧＩＢＣＯ公司，苏木精—伊红试剂购
自上海慧颖生物科技有限公司，ＶＥＧＦ抗体及ＰＩ３Ｋ、
Ａｋｔ、ｍＴＯＲ一抗和二抗购自武汉艾德思科技文化有限
公司，ＢＣＡ试剂盒及其试剂购自上海晶抗生物工程有
限公司。
１． ２　 方法
１． ２． １　 急性放射性皮肤损伤模型建立　 　 ４０只大鼠
中选取１０只为正常组，其余３０只参考文献［６］建立
急性放射性皮肤损伤模型：将大鼠固定后，采用脱毛试
剂（饱和硫化钠＋等量滑石粉）在大鼠左后肢均匀涂
抹，２０ ｍｉｎ后用纱布去除试剂并进行脱毛处理；０． １％
戊巴比妥钠腹腔麻醉，大鼠在摆位床中呈环形，保证左
后肢在射线照射范围内；使用铅板对非照射部位进行
遮挡。采用６ ＭｅＶ电子线照射大鼠左后肢脱毛部位的
皮肤，剂量率为４００ ｃＧｙ ／ ｍｉｎ，一次性照射剂量为
４０ Ｇｙ。正常组仅做脱毛处理。
１． ２． ２　 芦荟凝胶多糖制备及分组　 　 摘取新鲜芦荟
叶，清洗干净后，经过剪刺、去皮，将凝胶打浆，取１００ ｇ
采用超声波协同复合酶法［７］浸提，真空抽滤，减压浓
缩至２０ ｍＬ，加４倍体积无水乙醇沉淀，于４ ℃静置过
夜。经过沉淀、过滤后，分别添加无水乙醇、丙酮、乙醚
洗涤，最后冷冻、干燥，得到白色粉末。采用硫酸—蒽
酮法测定多糖含量，其范围在５ ～ ４０ μｇ ／ ｍＬ。３０只模

型大鼠随机分为低剂量组、高剂量组、模型组各１０只。
低剂量组、高剂量组分别以单层纱布浸润０． ４ ｍｇ ／ ｍＬ、
０． ８ ｍｇ ／ ｍＬ的芦荟凝胶多糖外敷干预；模型组和正常
组的单层纱布浸润的等体积生理盐水外敷，各组大鼠
均连续干预１个月。
１． ２． ３　 创面愈合时间、放射性皮肤损伤评级　 　 记录
各组大鼠创面愈合时间。参考急性放射性皮肤损伤评
级标准［８］对模型大鼠皮肤损伤状况进行评估：０级，大
鼠皮肤无任何变化；Ⅰ级，大鼠皮肤表现为点状红斑，
脱毛，呈干性脱皮；Ⅱ级，大鼠皮肤红斑明显，伴有斑状
湿性脱皮，中度水肿；Ⅲ级，大鼠产生融合性湿性脱皮，
凹陷水肿；Ⅳ级，大鼠皮肤出现溃疡、出血、坏死等。
１． ２． ４　 创面微血管密度、ＶＥＧＦ含量检测　 　 抽取大
鼠腹部静脉血３ ｍＬ，以３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心１０ ｍｉｎ，分离上
层血清。采用酶联免疫法检测ＶＥＧＦ含量：将提前稀释
好的标准品１００ μＬ加入相应的微孔板反应孔中，第１孔
只加样品稀释液为零孔。盖上模板混合均匀，在３７ ℃
下反应９０ ｍｉｎ，甩去孔内液体，吸干水分；将准备好的
０． １ ｍＬ ＶＥＧＦ抗体加入到每孔中，在３７ ℃下反应
６０ ｍｉｎ，空白孔不加底物四甲基联苯胺（ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｂｅｎ
ｚｉｄｉｎｅ，ＴＭＳ）；甩去孔内液体，每孔加满０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＰＢＳ，浸泡１ ～ ２ ｍｉｎ，甩去孔内液体，吸干水分；每孔加
入９０ μＬ ＴＭＳ，避光处理１５ ～ ２０ ｍｉｎ；每孔加入９０ μＬ
ＴＭＳ终止液，即蓝色变为黄色。在波长４５０ ｍｍ处分
析ＶＥＧＦ水平。制作常规石蜡切片，选择１０个连续不
重叠的切片于高倍镜下观察微血管数量。
１． ２． ５　 病理学观察　 　 处死大鼠，解剖后快速提取左
后肢皮肤组织制作标本，４％多聚甲醛固定，制作常规
石蜡切片；０． ５％苏木精—伊红染色１０ ｍｉｎ，自来水冲
洗１次；乙醇梯度脱水，中性树胶封片，显微镜下观察
染色结果。
１． ２． ６　 ＰＩ３ＫＡｋｔｍＴＯＲ信号通路相关蛋白表达检测
　 　 采用Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测，将采集到的血液标本以
３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心处理１０ ｍｉｎ，取上清液，采用ＢＣＡ法
进行蛋白定量测定，在２ × ＳＤＳ凝胶缓冲液中加入蛋
白５０ μｇ，于１００ ℃下加热５ ｍｉｎ进行蛋白变性。凝胶
电泳，转膜，取膜，于４ ℃在５％脱脂牛奶中固定、封闭
处理１ ｈ，使用０． ０５％ ～ ０． １％ ＴＢＳＴ稀释一抗（ＰＩ３Ｋ、
Ａｋｔ、ｍＴＯＲ，１∶ １ ０００），于４ ℃孵育过夜保存，之后使用
０． ０５％ ～ ０． １％ ＴＢＳＴ 洗膜３ 次，每次５ ｍｉｎ。
０． ０５％ ～０． １％ ＴＢＳＴ稀释二抗（１∶ １０ ０００），摇动孵育
１ ｈ，再次用ＴＢＳＴ连续洗膜３次，每次５ ｍｉｎ。ＤＡＢ显
色，定量分析蛋白表达情况。以ＧＡＰＤＨ为内参。
１． ３　 统计学处理

采用ＳＰＳＳ １７． ０软件行统计分析，所有数据以均
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数±标准差（ｘ ± ｓ）表示，多组间比较采用方差分析，两
组间比较采用ｔ检验；计数资料及构成比以率（％）表
示，组间比较采用χ２检验。Ｐ ＜ ０． ０５为差异有统计学
意义，Ｐ ＜ ０． ０１为差异有极显著性统计学意义。
２　 结果
２． １　 创面愈合时间比较

低剂量组和高剂量组创面愈合时间均短于模型
组，且高剂量组短于低剂量组，差异有统计学意义
（Ｐ ＜ ０． ０５），见图１。

：与模型组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与低剂量组比较，Ｐ ＜ ０． ０５
图１　 创面愈合时间比较

２． ２　 放射性皮肤损伤评级比较
与模型组相比，正常组大鼠０级较多，Ⅳ级较少；

与模型组比较，低剂量组和高剂量组大鼠Ⅳ级较少，差
异有极显著性统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０１），见表１。

表１　 放射性皮肤损伤评级比较（ｎ ＝１０，只）
组别 ０级 Ⅰ级 Ⅱ级 Ⅲ级 Ⅳ级
正常组 １０ ０ ０ ０ ０

模型组 ０ ０ １ ３ ６　
低剂量组 ０ ２ ３ ４ １

高剂量组 ２ ４ ３ １ ０

：与模型组比较，Ｐ ＜ ０． ０１
２． ３　 创面微血管密度、ＶＥＧＦ含量比较

模型组、低剂量组和高剂量组创面微血管密度、
ＶＥＧＦ含量均低于正常组（Ｐ ＜ ０． ０１）；低剂量组和高剂
量组创面微血管密度、ＶＥＧＦ含量高于模型组（Ｐ ＜
０． ０１）；高剂量组创面微血管密度、ＶＥＧＦ含量高于低剂
量组，差异有极显著性统计学意义（Ｐ ＜０． ０１），见图２。
２． ４　 病理学观察

在显微镜下观察发现，正常组表皮细胞较为平整，棘
细胞、成纤维细胞排列整齐，未发现狭窄、增宽等，皮脂腺、
毛囊、汗腺等正常，肌纤维结构正常，无炎症细胞浸润；模
型组细胞表皮呈波浪状，不整齐，无棘细胞排列，胶原纤
维、毛囊、汗腺被破坏，真皮层内有大量炎症细胞浸润，新
生血管较为少见；低剂量组和高剂量组溃疡表面有新生
皮肤、肉芽形成，新生血管明显增加，炎症细胞浸润程度
降低，其中高剂量组皮脂腺、毛囊、汗腺结构正常，胶原纤
维、纤维母细胞数量增加，排列整齐（图３）。

ａ：创面微血管密度；ｂ：ＶＥＧＦ含量　 ：与正常组比较，Ｐ ＜ ０． ０１；
＃：与模型组比较，Ｐ ＜ ０． ０１；△：与低剂量组比较，Ｐ ＜ ０． ０１

图２　 创面微血管密度、ＶＥＧＦ含量比较

ａ：正常组；ｂ：模型组；ｃ：低剂量组；ｄ：高剂量组
图３　 病理学观察（ＨＥ ×２００）

２． ５　 ＰＩ３ＫＡｋｔｍＴＯＲ信号通路相关蛋白表达
模型组、低剂量组和高剂量组ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白表达

量均低于正常组，ｍＴＯＲ蛋白表达量高于正常组
（Ｐ ＜ ０． ０５）；低剂量组和高剂量组ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白表达
量高于模型组，ｍＴＯＲ 蛋白表达量低于模型组
（Ｐ ＜０． ０５）；高剂量组ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白表达量高于低剂量
组，ｍＴＯＲ蛋白表达量低于低剂量组（Ｐ ＜０． ０５），见图４。
３　 讨论

临床上将放射性皮肤损伤分为慢性放射性皮肤损
伤、急性放射性皮肤损伤以及放射性皮肤癌［９］。放射
性皮肤损伤患者临床表现主要为局部皮肤瘙痒，严重
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：与正常组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与模型组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；△：与
低剂量组比较，Ｐ ＜ ０． ０５

图４　 ＰＩ３ＫＡｋｔｍＴＯＲ信号通路相关蛋白表达
者会发生脱皮、疼痛、溃疡等，造成局部感染；病情严重
的患者皮肤会变薄，产生瘢痕、挛缩［１０１１］。研究证实，
放射性皮肤损伤会降低患者生存质量，进而大大降低
患者对放射治疗的依从性［９］，导致患者中断放疗，甚
至是放弃治疗，致使肿瘤得不到控制，生存率降低［１２］。
Ｙｅｅ等［１３］的研究指出，在不降低放射治疗效果的情况
下，尽量减少放射治疗对患者周围正常皮肤组织产生
的伤害，能明显减轻患者痛苦，提高患者生活质量，增
加放射治疗的依从性。

临床研究显示，芦荟具有免疫调节、抗炎、抗病毒、
抗真菌感染、抗辐射、促进伤口愈合等多种功效，在治
疗烧伤、创伤方面效果显著［１４］。芦荟的化学成分相对
复杂，有１６０多种成分，主要是以糖类、醌类化合物为
主，还包括大量的有机酸、氨基酸等，维生素、酶类物质
也相对丰富，其中芦荟多糖是芦荟凝胶中最主要的活
性物质［１５１６］。目前，芦荟多糖在烫伤、烧伤方面的研
究较多，但是其在放射性皮肤损伤中的应用相对较少。
目前，放射性皮肤损伤发病机制尚未明确，有学者认为
放射线会导致机体中ｐ５３和Ｂａｘ蛋白表达升高，使局
部组织中的血管内皮细胞、成纤维细胞以及表皮细胞
发生坏死和凋亡，新生血管减少，创面收缩，进而导致
表皮化发生［１７］。也有研究指出，放射线会破坏活性
氧、自由基结构及机体上皮细胞基底层，导致放射性皮
肤损伤发生［１８］。

本研究中，大鼠创面经过不同浓度的芦荟凝胶多
糖干预后，创面愈合时间有不同程度的缩短，其中高剂
量组创面愈合时间最短，说明芦荟凝胶多糖能促进放

射性皮肤损伤创面愈合，且更高剂量的芦荟凝胶多糖
对促进愈合的效果更好。放射性皮肤损伤大鼠皮肤损
伤评级越高，皮肤损伤越严重［１９］。本研究中，模型组
大鼠皮肤损伤评级Ⅳ级的数量较多，主要表现为表皮
厚度增加，脱皮、水肿、溃疡严重。低剂量组和高剂量
组大鼠皮肤损伤为Ⅳ级的数量较模型组少，说明低剂
量和高剂量芦荟凝胶多糖均能改善放射性皮肤损伤大
鼠皮肤损伤状况。

创面微血管发生栓塞会导致组织缺血缺氧，这也
是创面坏死的主要原因，创面微血管数量与组织中血
流、氧供的修复有关，若创面有丰富的新生血管形成，
创面组织能够获得足够的营养物质以及氧，则可加快
创面愈合速度［２０２１］。ＶＥＧＦ是内皮细胞中重要的趋化
因子，主要通过角质、巨噬细胞分泌合成，ＶＥＧＦ会增
加内皮细胞纤溶酶原激活剂、胶原酶含量，促进毛细血
管融合，形成大血管，在血管内皮细胞的迁移、增殖过
程中发挥着重要作用，可促进新生血管形成［２２２３］。本
研究结果显示，大鼠创面经不同浓度芦荟凝胶多糖干
预后，创面微血管密度、ＶＥＧＦ含量均有不同程度的提
高，其中高剂量组效果最为显著，说明芦荟凝胶多糖能
促进ＶＥＧＦ合成和释放，促进放射性皮肤损伤模型创
面新生血管形成，进一步加快大鼠创面愈合，且具有剂
量依赖性。

ＰＩ３Ｋ是一种磷脂酰肌醇激酶，主要存在于细胞
中，其活性主要体现在丝氨酸／苏氨酸激酶方面，通过
激活下游信号分子，在多种细胞活动中发挥着重要的
作用［２４］。Ａｋｔ在磷酸化作用下，会激活ｍＴＯＲ，参与生
物学活动［２５］。ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ信号通路在细胞凋亡过程中
具有重要作用［２６］。在创面早期，自噬是细胞保护机制
之一，ｍＴＯＲ参与信号转录以及蛋白合成过程，并且
ｍＴＯＲ在自噬信号转换中发挥着关键性的作用，可诱
导细胞自噬［２７２８］。本研究结果表明，经不同浓度芦荟
凝胶多糖干预后，大鼠ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白表达量升高，
ｍＴＯＲ蛋白表达量降低，说明芦荟凝胶多糖可能通过
调控ＰＩ３ＫＡｋｔｍＴＯＲ信号通路相关蛋白，促进大鼠创
面愈合。在创面早期，由于炎症反应导致创面缺血、缺
氧，营养不足，ｍＴＯＲ通路将细胞中的坏死物质清除，
有助于保持细胞结构的稳定，抵抗病原体入侵，减轻炎
症反应，加快创面愈合速度［２９３０］。

综上所述，高剂量芦荟凝胶多糖能促进急性放射性
皮肤损伤大鼠模型创面新生血管形成，加快创面修复，
其作用机制可能与ＰＩ３ＫＡｋｔｍＴＯＲ信号通路有关。
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