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胰岛素外用对糖尿病大鼠深Ⅱ度烧伤创面HIF一1{It及 VEGF 

表达的影响 

曾 勇，简华刚，高 兵，苏晓林，秦开秀 

(重庆医科大学附属第二医院创伤烧伤科 ，重庆 400010) 

【摘 要】目的：观察胰岛素外用对糖尿病大鼠深Ⅱ度烧伤创面中缺氧诱导因子一1 (Hypoxia inducible factor一1 ，HIF一1 ot)和 

血管内皮生长因子(Vascular endothelial growthfactor，VEGF)表达的影响，探讨胰岛素外用促进糖尿病创面愈合的可能机制。方 

法：sD大鼠 42只，雌雄不限，建立链脲菌素(Streptozotocin，STZ)诱导的糖尿病大鼠深 Ⅱ度烧伤模型 ，完全随机分为胰岛素外用 

组及空白对照组，即分别用胰岛素及生理盐水敷料每 日换药两次。于治疗 1、2、3周后，取创面全层组织 ，通过 RT—PCR和免疫 

组化分别检测创面组织中HIF—l d mRNA的含量的变化和 HIF一1 0l及 VEGF的阳性表达情况以及微血管密度。结果：与对照 

组相比较，胰岛素干预 l、2、3周后，创面愈合率明显增大，创面组织中HIF一1 0[mRNA相对含量和 HIF一1仅的阳性细胞数明显 

减少，而 VEGF的阳性表达细胞数则明显增多(P<0．05)，且微血管密度也显著增高(Jpl<0．05)。结论：胰岛素外用能促进糖尿病大 

鼠创面的愈合，其机制与下调 HIF一1(It的水平、上调 VEGF的表达水平，进而促进创面血管生长，改善创面的血供有关。 

【关键词】胰岛素；外用；糖尿病大鼠烧伤创面；缺氧诱导因子一1 oL；血管内皮生长因子 
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Effects of dressing change with insulin on the expression of H I F-1 o(and VEG F 

in deep II burn wound healing in diabetic rats 

ZENG Yong，etal 

(Department oftheTraumaandBurning，the SecondAffiliatedHospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To study the effect of dressing with insulin Olq the expression of HIF一1 0[and VEGF in deep／／degree burn wound 

healing of diabetic rats and explore th possible meehanisms．Methods：42 rats．either male or female．were established models of deep II 

burn wounds with diabetes，which was induced by streptozotocin (STZ)．They were completely randomly divided into two groups，that is 

the insulin group and the control group．Dressing changes with insulin and saline dressings twice daily，respectively．Full—thickness tissues 

of the wounds were collected respectively in the 1 st，2nd and 3rd weeks after the treatment．The expression of hypoxia inducible 

factor-1 oL mRNA (HIF-1 0l mRNA)was detected with RT-PCR；and the positive staining of HIF-1 ot and VEGF and microvessel 

density in the wound healing were determined,．with IHC．Results：Compared with the control，the healing rate was obviously increased， 

the expression of HIF-1 mRNA and the positive expression of HIF一1 ot were significantly decreased (P<0．05)，while，the expression 

of VEGF were obviously strengthened (P<0．05)in the insulin group after lw，2w，3w．And，the microvessel density was significantly 

higher in the insulin group than that in the contro1．Conclusion：Dressing change with insulin can promote the wound healing in diabetic 

rats through down—regulating the expression of HIF一1 ，up-regulating the expression of VEGF in the wound，thereby inducing the 

growth of blood vessels of wound，and improving the blood supply． 

【Key words】Insulin；Dressing change；Bum wound of diabetic rats；HIF一1 ；VEGF 

糖尿病患者由于机体存在特殊的高糖环境，后期常常并 

发肢体远端溃疡，长久难愈；临床上也常见糖尿病患者创面 

出现愈合延迟或不愈。糖尿病创面难以愈合、治疗冈难，与糖 

尿病病程、糖尿病神经病变、血管病变以及局部的感染有关 ， 

其中新生血管化障碍和(或 )延迟血管化可能是其重要原因 
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之一IJ1。血管内皮生长因子(Vascular endothelial growth factor， 

VEGF)是血管生成以及血管新生的主要的调控因子，它能够 

刺激内皮细胞的增殖、迁移和体内血管的形成 ，它同时又是 

一 种局部内生性调节剂 ，可维护血管的正常状态及完整性田。 

在血管的发育过程中，HIF一1对血管新生起重要作用，它是 

VEGF的转录活化因子，通过转录活化编码 VEGF基因而刺 

激血管新生 。而缺氧诱导因子一1 (Hvp0xiainduciblefact0r 

一 1 ot，HIF～1 )决定了 HIF一1的活性嘲。研究表明，在糖尿病 
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慢性创面中由于 VEGF含量减少 ，引起了组织缺血缺氧，使 

得创面组织中 HIF一1 分泌 ，进而加重缺血缺氧 ，从而导致 

创面的愈合延迟或不愈合。本研究旨在通过建立糖尿病大鼠 

深Ⅱ度烧伤模型，研究胰岛素外用对糖尿病大鼠深 Ⅱ度烧伤 

创面中 HIF一1 OL和 VEGF表达的影响，探讨胰岛素外用促进 

糖尿病烧伤创面愈合的可能机制。 

1 材料与方法 

1．1 仪 器及 试剂 

XW一80C VERTEX旋涡混合器(上海医科大学仪器厂)， 

凝胶成像仪(美国，BIO—RAD UNIVERSAL HOODⅡ一s．N．76S／ 

04988)，PCR仪(美国 BIO—RAD)，冷冻型 Biofuge离心机(德 

国，Heraeus公司)。普通胰岛素(400 IU／IO ml，江苏万邦生化 

医药股份有限公司)，H1F—l Ot抗体 、VEGF，CD3l抗体及免 

疫组化通用试剂盒购于北京博奥森生物技术有限公司。 

1．2 致伤装置 

以250 ml三角烧瓶装适量蒸馏水(约 50 m1)，置于垫有 

石棉网的金属j脚架上 ，三脚架下置酒精灯，将水煮沸并一 

直保持沸腾 ，不同室温下多次测量烧瓶 口蒸汽温度均为 

100~C。致伤时，用麻醉状态下的大鼠裸露皮肤密闭烧瓶 口。 

1．3 研究对象 

SD大鼠42只 ，雌雄不拘 (重庆医科大学动物中心提 

供)，体重(200±30)g，试验期间，大鼠于室温下 ，单笼混合饲 

料饲养，双路供水，2 d打扫卫生一次，注意保暖。建模前适应 

性饲养一周。 

1．4 方 法 

1．4．1 建立糖尿病大鼠模型 大鼠禁食 12 h(不禁水 )，称 

重 ，用柠檬酸缓冲液(pH 4．29)以 2％浓度 (质量分数 )配制 

STZ溶液 ，腹腔快速注射相应剂量的 STZ(60 ml／kg体重)，30 

min内注射完毕(STZ称重，配制及注射时注意避光)。若诱导 

剂注射前基础血糖水平 <8．9 mol／L，诱导后 14 d血糖水平 

>11．2 mol／L，大鼠体质量明显下降，且随机抽样的胰腺组织 

学观察证实胰岛细胞被破坏 ，即可视为糖尿病模型诱导成 

功。 

1．4．2 建立糖尿病大鼠合并烧伤模型 糖尿病大鼠模型建 

模成功后喂养 1个月 ，10％的水合氯醛麻醉 (400 mg，kg体 

重，腹腔内注射 )，大鼠背部以硫化钡脱毛剂脱毛，脱毛面积 

约 5 cm X 6 cm，脱毛 1 d后 ，再 次以水合氯醛麻醉 (剂量同 

前)，以前述致伤装置在背部脱毛区致伤 5 rain，致伤面积约 

同烧瓶口面积。 

1．43 药物治疗 建模成功后 ，42只大 鼠完全随机分为 2 

组，即胰岛素外用组与对照组，每组 21只大鼠。伤后即时予 

以创面处理，治疗组 以胰岛素敷料湿敷，胰岛素浓度取 400 

mU／ml，每个创面约 1．5 ml，对照组以生理盐水敷料湿敷，每 

天换药 2次。伤后第一次换药前 ，以75％乙醇消毒创面。 

1．4．4 标本采集 分别在伤后 1、2、3周取标本，每个时相点 

每组处死 7只大鼠，剪取创面及创缘全层皮肤。标本分为 2 

份 ，一份用 10％甲醛固定 ，石蜡包埋 ，切片 ，用于免疫组化 ； 

一 份为皮肤组织，去表皮及脂肪组织，100 rag／块 ，冻存于一 

80~C液氮冰箱，用于 RT—PCR。 

1．4．5 创面愈合率的测量 将创面大小描绘在透明薄膜上 ， 

以此为模板，将质地均匀的硬纸片剪成同样大小。用分析天 

平称质量。以硬纸片质量间接表示创面面积的大小 ，并按下 

列公式计算创面愈合率：创面愈合率 =『(原始创面面积 一未 

愈合创面面积)／原始创面面积1×100％。 

1．4．6 免疫组化测 HIF一1 d及 VEGF 每个样本共取 5张 

切片，其中HE染色一张、HIF一1 及 VEGF各 2张。采用 sP 

法行免疫组化染色，严格按试剂盒说明书进行操作。采用光 

镜观察 ，细胞内出现棕黄色颗粒作为 HIF一1 Ot及 VEGF阳性 

表达细胞。光镜 10×40视野下，每张切片随机取 3个视野， 

分别计数视野中 HIF一1 的阳性细胞数以及 VEGF的阳性 

细胞数 ，取 3×2个视野计数之和分别为每个样本 HIF—l 

及 VEGF阳性表达的相对含量。 

1．4．7 RT—PCR 提取细胞总 RNA，以大鼠 B—actin作为内 

参照，作 RT—PCR分析，所有操作严格按试剂盒说明完成。 

PCR扩增条件为：94012预变性 2 mJn，然后 94℃ 30 S，59℃30 

S，72％45 S，共 35个循环。大鼠 HIF一1 引物序列：上游为： 

5’一caa gtc ace aca gga cag tac ag一3’，下游为 5’一cat cag aag gac 

ttg ctg gct g-3’，产物大小为613 bp。内参照基凶大鼠 p—actin 

引物序列：上游为 5’一ect ett tgc atg tet cac tc一3’，下游为 5’一 

aat gtc acg C8C gatttc c一3’，产物大小为 377 bp。反应结束后 ， 

取 5 l产物进行琼脂糖凝胶电泳 ，电泳后 以凝胶成像系统 

成像 ，并采用 Quantity one软件进行扫描半定量分析 ，以所测 

得样品光密度积分与 B—actin光密度积分的比值为样本半 

定量值。 

1．4．8 创面组织微血管密度 (Microvessel density，MVD) 检 

测所获得组织块标本固定于 10％缓冲福尔马林溶液，石蜡 

包埋 、切片、保存。以抗 CD31单克隆抗体对皮肤组织标本进 

行免疫组化染色 ，图像输入计算机中，应用图像分析软件计 

算阳性染色区域占视野面积的百分比，取平均值。 

1．4．9 统计学方法 采用重复实验设计方案 ，所有的结果均 

以；±s表示 ，并进行方差分析，P<O．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 糖尿病大鼠烧伤模型的成功建立 

在使用 STZ前 ，所有大鼠的基础血糖水平为(5．6±1．2) 

m0I／L；诱导 1、2、3周后 ，血糖水平分别为(14．3±3．5)mol／L、 

(24．8±2．7)mo]／L和(28．5±3．3)mol／L，均明显高于使用 STZ 

前 ，且大鼠体重明显下降，所有大 鼠的胰腺组织做 HE染色 

后镜下观察发现胰岛细胞被破坏，即可视为糖尿病模型诱导 

成功。深 Ⅱ度烧伤后 ，镜下可见皮肤有明显缺损，创面炎性细 

胞浸润慢而持久 ，坏死组织形成脱落迟而不明显 ，肉芽组织 
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黄芪对兔耳增生性瘢痕作用的实验研究 

张 艳，邱 林，吴清华，李明勇 

(重庆医科大学附属儿童医院烧伤整形外科，重庆 400014) 

【摘 要】目的：观察黄芪(Radix astragali)对日本大耳白兔增生性瘢痕的作用。方法：日本大耳白兔20只，建立兔耳增生性瘢痕 

动物模型。待创面上皮化(伤后21 d)将其随机分为5组，每组4只，实验组A、B、c分别局部注射不同浓度的黄芪注射液，对照 

组 D局部注射生理盐水 ，对照组 E为空白对照。分别在伤后 32、43 d测量瘢痕厚度、硬度 ，并常规做 HE染色，RT-PCR观察瘢 

痕组织中转化生长因子 B 1(Transforming growth factor-B 1，TGF—p 1)mRNA水平的变化，免疫组化观察TGF—p 1蛋白的表达。 

结果：治疗组中瘢痕厚度、硬度与药物浓度呈负相关(P<0．05)，治疗组瘢痕组织中 TGF—B lmRNA和其蛋白水平均明显减少 ，呈 

剂量效应关系；与生理盐水和空白对照组比较，差异有统计学意义 ，实验组在伤后 32、43 d时两组问差异有统计学意义( 

0．05)，对照组在伤后32、43 d时两组间差异无统计学意义(尸>O．05)。结论：黄芪注射液通过减少TGF—B lmRNA水平合成，减少 

TGF一8 1蛋白的表达，从而抑制兔耳增生性瘢痕组织增生，显示黄芪注射液可能是治疗增生性瘢痕较好的药物。 

【关键词】黄苠；增生性瘢痕；转化生长因子 p 1 
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The effects of radix astragali on hypertrophic scars in rabbit ears 

zHANG Yah。et al 

(Department ofBurns andPlastic Surgery，the Children’s Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To observe the effects of radix astragali on hypertrophic scars in rabbit ears．Methods：Twenty healthy adult 

Japanese big ear rabbits were given hypertrophic scars over the ventral sulfaae of the ears and on the 21st day after wound，an imals were 

randomly divided into the treated groups(groups A，B，and C were treated with radix astragali in different concentrations)and the control 

groups(groups D and E were treated with saline and blank control，respectively)．On the 32nd and 43rd day after wound，the thickness 

and hardness of seal"were measured．The TGF—B lmRNA were detected in hypertrophic scar samples with RT—PCR．The change of scar 

tissues was observed with H&E staining and immunohistochemical staining with TGF—B 1．Results：The thickness and hardness of scar 

were inversely correlated with the concentration of radix astragali in the radix astragali—treated group(P<0．05)．Image analysis demonstrat- 

ed that the expression of TGF-B lmRNA and its protein in all radix astragali—treated groups were significantly reduced as compared with 
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研究方向：儿童烧伤整形。 
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those in saline group and blank control group；There was signifi- 

cant difference in treated groups(P<O．05)，but no significant dif- 

ference in control groups(P>0．05)between the 32nd day and 
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