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Ⅰ型糖尿病小鼠背部皮肤生物力学性能退化和伤口愈合障碍的机制研究
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　　［摘要］　目的　探究由链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｃｉｎ，ＳＴＺ）诱导的Ⅰ型糖尿病（ｔｙｐｅⅠ ｄｉａｂｅｔｅｓ
ｍｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ１ＤＭ）小鼠，其背部皮肤生物力学性能减弱和伤口愈合障碍的机制。方法　４０只８周龄且体
质量为２０～２５ｇ的雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，采用随机数字表法分为２组：野生型（ｗｉｌｄｔｙｐｅ，ＷＴ）组（ｎ＝２０）
和Ｔ１ＤＭ组（ｎ＝２０）。利用原子力显微镜和扫描电镜检测皮肤的杨氏模量、松弛率及胶原排布。将皮肤
组织石蜡切片进行苏木精伊红（ＨＥ）染色、马松染色、天狼星红染色、ＧｏｒｄｏｎＳｗｅｅｔ染色和维多利亚蓝染
色，分别评估表皮与肉芽组织、总胶原含量、Ⅲ型胶原与Ⅰ型胶原比例、网状纤维含量和弹性纤维含量。
免疫组织化学染色法和蛋白免疫印迹法定量检测Ⅰ型胶原与Ⅲ型胶原蛋白表达情况。流式细胞术和组
织石蜡切片的免疫荧光染色检测创面组织内肌成纤维细胞转化情况。结果　与 ＷＴ组相比，在造创后
第２１天Ｔ１ＤＭ组小鼠背部皮肤刚度、强度和回弹力均显著降低（Ｐ＜０．０５）；愈合过程中及愈合后 Ｔ１ＤＭ
组胶原蛋白、弹性纤维减少，Ⅲ型胶原蛋白与Ⅰ型胶原蛋白比例显著增加，网状纤维明显增多（Ｐ＜
０．０５）；Ｔ１ＤＭ组创面愈合早期阶段肌成纤维细胞转化显著减少（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｔ１ＤＭ抑制成纤维
细胞向肌成纤维细胞转化，引起伤口愈合障碍，导致小鼠背部皮肤力学性能减弱。
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　　糖尿病是一种慢性代谢性疾病，全球患病人数不
断增加，预计到 ２０４５年全球将有 ７亿 ２０～７９岁成人
患糖尿病［１－２］。糖尿病会引发全身多个器官的并发

症，其中皮肤并发症发生率较高，主要包括皮肤感染、

皮肤瘙痒、糖尿病足等。这些皮肤并发症严重影响患

者的生活质量，给医疗保健系统带来沉重负担。

　　糖尿病引起的高血糖会导致皮肤结构和功能的改
变。研究表明，糖尿病患者皮肤胶原纤维排列紊乱，弹

性纤维含量减少，真皮层变薄［３－４］。这些病理改变削弱

了皮肤的机械强度和修复能力，使皮肤在受到外力作用

时更容易发生撕裂和溃疡。此外，糖尿病还会引起微血

管病变，血管内皮细胞功能受损，血管再生能力下降，加

重组织缺血缺氧，延缓创面愈合［５］。目前临床上缺乏有

效的手段来定量评估糖尿病患者皮肤的生物力学性能

和微观结构改变，阻碍了针对性治疗方案的制定。

　　近年来，原子力显微镜（ａｔｏｍｉｃｆｏｒｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，
ＡＦＭ）和扫描电镜（ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＳＥＭ）
等先进成像技术为定量分析皮肤力学特性和微观形态

提供了新的途径。ＡＦＭ可以在纳米尺度上测量材料
的杨氏模量、粘附力、松弛特性等力学参数。ＳＥＭ能
够清晰观察皮肤胶原纤维的排列取向和孔隙率等超微

结构，这为揭示糖尿病皮肤脆性的机制奠定了基础。

　　本研究拟建立Ⅰ型糖尿病小鼠皮肤全层缺损模
型，运用ＡＦＭ和ＳＥＭ等技术手段，系统定量分析糖尿
病皮肤在正常和创面愈合过程中的生物力学性能退

化、微观结构紊乱以及成分比例失衡，并探讨其与伤口

愈合障碍的关系，以期为糖尿病患者的皮肤健康管理

提供新的思路和方法。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　将４０只８周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（体质量为２０～
２５ｇ）采用随机数字表法分为 ２组：野生型（ｗｉｌｄｔｙｌｅ，
ＷＴ）组（ｎ＝２０）和Ｔ１ＤＭ组（ｎ＝２０），饲养在１２ｈ光照／

黑暗循环，温度为１８～２５℃，湿度为５０％的环境中。小
鼠可自由获得标准食物和过滤水。所有实验小鼠均来

自陆军军医大学实验动物中心，饲养于陆军军医大学第

一附属医院烧伤研究所洁净动物室。实验方案遵循陆

军军医大学的指导方针进行，并均获得陆军军医大学动

物实验伦理委员会审批（ＡＭＵＷＥＣ２０２３７０５１）。
１．２　实验仪器及试剂
　　ＭＴＳ单轴材料拉伸试验仪（美国美特斯公司），
ＪＰＫＮａｎｏｗｉｚａｒｄ４原子力显微镜（德国 ＪＰＫ公司），
ＭＬＣＴ探针（美国布鲁克公司），扫描电子显微镜（德国
蔡司公司），激光共聚焦显微镜（日本奥林巴斯公司），

ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（上海碧云天公司），封闭用
羊血清工作液（北京中杉金桥公司），凝胶制备试剂盒

（上海雅酶公司），化学发光检测试剂盒（美国赛默飞

公司），改良版 Ｍａｓｓｏｎ染色试剂盒（中国索莱宝公
司），改良版ＧｏｒｄｏｎＳｗｅｅｔ染色试剂盒（中国索莱宝公
司），天狼星红染色试剂盒（美国ｐｏｌｙ公司），维多利亚
蓝染色试剂盒（中国索莱宝公司），ＤＡＢ显色试剂（中
国索莱宝公司），Ⅰ型胶原抗体（美国Ａｂｃａｍ公司），Ⅲ
型胶原抗体（美国Ａｂｃａｍ公司），αＳＭＡＦＩＴＣ抗体（美
国 Ｓｉｇｍａ＋Ａｌｄｒｉｃｈ公司），Ｖｉｍｅｎｔｉｎ抗体（美国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ公司）。
１．３　实验方法
１．３．１　Ⅰ型糖尿病小鼠模型制备　　为了建立Ⅰ型
糖尿病模型，连续３ｄ对野生型小鼠进行腹腔注射链
脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｃｉｎ，ＳＴＺ），注射剂量为 ０．１ｍｇ／ｇ。
注射前小鼠禁食６ｈ，注射后给予正常食物和清洁水。
１周后，采集小鼠尾部末梢血测量血糖值。为确保皮
肤充分糖化，挑选血糖水平高于１６．６ｍｍｏｌ／Ｌ的小鼠，
在标准条件下饲养至注射ＳＴＺ后３周，即１１周龄。
１．３．２　全层皮肤缺损伤口模型建立　　小鼠腹腔注
射１％戊巴比妥钠，注射剂量１０ｍｇ／ｇ，麻醉生效后，小
鼠背部脱毛并用 ７５％的乙醇清洗消毒。沿背部正中
线提起小鼠皮肤，用圆形打孔器在背侧的两侧进行直
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径为１ｃｍ的全层皮肤切除。造创后分别在第３、７、１０
和１４天拍摄伤口区域的照片。使用ＩｍａｇｅＪ软件测量
伤口面积占０ｄ伤口面积的百分比。
１．３．３　宏观力学性能检测　　从小鼠背部切取待测
试的皮肤，预留３ｍｍ×１０ｍｍ大小的夹具固定区域，测
试区域皮肤的尺寸为１０ｍｍ×３ｍｍ。为保证测量结果
准确，在切取下待测皮肤２ｍｉｎ内使用 ＭＴＳ单轴材料
测试设备对测试区域皮肤进行拉伸。测试区域皮肤分

别拉伸到指定的长度和皮肤断裂为止（图 １）。使用
Ｏｒｉｇｉｎ软件绘制皮肤的杨氏模量曲线。根据公式分析
计算杨氏模量，用以表征皮肤刚度特性，数值越大代表

其刚度越大，其中Ｆ初始代表拉伸前力值，Ｆ终末为拉伸断
裂前力值，Ｌ初始代表拉伸前皮肤长度，Ｌ终末代表拉伸断
裂前皮肤长度，Ｅ代表杨氏模量。公式如下。

　　Ｅ＝
（Ｆ终末－Ｆ初始）／Ｆ初始
（Ｌ终末－Ｌ初始）／Ｌ初始

　　皮肤拉伸至初始长度的１３０％并保持３００ｓ，观察

保持期间力值变化，分析计算松弛率，用以表征皮肤弹

性和回弹力，数值越大代表其弹性与回弹力越弱。其

中Ｆ０ｓ代表拉伸至１３０％保持第０ｓ力值，Ｆ３００ｓ代表拉
伸至１３０％保持第３００ｓ力值，ＲＲ（ｒｅｌａｘａｔｉｏｎｒａｔｅ）代表
松弛率。公式如下。

　　ＲＲ＝
Ｆ０ｓ－Ｆ３００ｓ
３００ｓ

１．３．４　微观力学性能与微观形貌检测　　全层切取
１０ｍｍ×１０ｍｍ的包含愈合后皮肤样本，放置在－２０℃
下冷冻３０ｍｉｎ。使用冰冻切片机沿与皮肤平面平行的
方向，从表皮到真皮网状层依次切８片冷冻切片，每片
厚度３０μｍ。弃去可能含有表皮的前２张切片，使用
其余６片进行实验。使用ＭＬＣＴＣ探针对皮肤组织进
行力学性能测试。在形态学研究中，使用 ＭＬＣＴＥ探
针测量高度图和形态图（图 １）。使用 ＪＰＫＤａｔａ
ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ数据处理软件生成图像并处理形态图像和
力学曲线。

图１　宏观力学与微观力学、形貌测量方法
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　　切取待观察的皮肤并浸没在３７℃的ＧＮＫ溶液中
４ｈ，用镊子剥除表皮组织。使用梯度乙醇和梯度叔丁
醇对皮肤组织进行脱水，用导电胶将脱水后的皮肤组

织粘附到金属样品台上，并在临界点干燥器中进行干

燥。干燥后，以 ２０ｍＡ的电流大小对样品进行 １８０ｓ
的离子溅射，然后喷金。用扫描电子显微镜进行拍照。

测量所有胶原原纤维与水平线的夹角，统计分析与水

平线夹角的分布趋势，用以表征胶原排布紊乱程度，与

水平线夹角分布集中代表胶原排布整齐。

１．３．５　苏木精伊红染色　　在全层缺损模型制备后
的第３、７、１０和１４天分别切取伤口组织。在采集后立
即进行石蜡包埋、固定、切片，切片厚度为８μｍ。切片
依次进行脱蜡、水化后，使用苏木精染料染色３ｍｉｎ，随
后以自来水短暂冲洗去除浮色。接着使用分化液对染

色进行精细调控，数秒后再次以自来水冲洗实现返蓝

效果。最后迅速以伊红染液复染３０ｓ左右，以增强色
彩对比度。使用整片扫描显微镜检查切口周围的肉芽

组织。

１．３．６　免疫组化染色法　　将石蜡切片水化并梯度
脱蜡。切片在室温下用内源性过氧化物酶阻断剂处理

１０ｍｉｎ。然后将一抗在切片上于４℃孵育１晚。第２天
滴加反应增强液在切片上，置于３７℃烘箱孵育２０ｍｉｎ。
然后滴加改良酶标记的羊抗兔ＩｇＧ聚合物再置于３７℃
烘箱孵育２０ｍｉｎ。最后，将切片置于室温，使用 ＤＡＢ
显色试剂进行显色。最后将切片用苏木精染色，并使

用全玻片扫描显微镜拍照。

１．３．７　马松、天狼星红、维多利亚蓝染色和 Ｇｏｒｄｏｎ
Ｓｗｅｅｔｓ染色　　使用马松染色试剂盒为胶原纤维着
色，天狼星红染色试剂盒用于Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白染
色，维多利亚蓝染色试剂盒用于弹性纤维染色，

ＧｏｒｄｏｎＳｗｅｅｔｓ染色试剂盒用于网状纤维染色。所有
染色均按照试剂盒说明书进行操作。使用全切片扫描

显微镜对切片进行拍摄。用平均光密度值（ＡＯＤ）代
表总胶原蛋白、Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白、弹性纤维以及网
状纤维的表达水平。

１．３．８　免疫荧光测定　　石蜡切片经脱蜡和水化后，
与荧光直标抗体一起在 ４℃温育过夜。第 ２天用含
ＤＡＰＩ的抗荧光淬灭封片剂进行封存。最后使用激光
共聚焦显微镜进行免疫荧光切片拍摄。

１．３．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达水平　　将切取的
创面组织剪碎置于含有ＲＩＰＡ裂解液的ＥＰ管中，加入
蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂和 ＰＭＳＦ，在超声机中充
分裂解后，以１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，去上清液进行
ＢＣＡ法测蛋白浓度，配平后煮沸１０ｍｉｎ。按说明书制

备ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶，完全凝固后每孔加等量蛋白进行
电泳，电泳完毕进行冰浴电转将蛋白转移到 ＰＶＤＦ膜
上。将ＰＶＤＦ膜与抗胶原Ⅰ（１∶１０００）和抗胶原Ⅲ一
抗（１∶１０００）在４℃下孵育一整夜。用含有５％脱脂牛
奶的ＴＢＳＴ封闭 ＰＶＤＦ膜，然后用与之匹配的辣根过
氧化物酶偶联的二抗在室温下孵育１ｈ。在化学发光
试剂中浸泡后检测化学信号。ＩｍａｇｅＪ分析条带灰
度值。

１．４　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８统计软件对数据进行统计
分析，数据以 珋ｘ±ｓ表示。多组间的数据差异采用单因
素方差分析，两组数据之间的比较采用独立样本 ｔ检
验。Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　糖尿病皮肤对伤口愈合速度的影响
　　创面定期拍照结果显示，与 ＷＴ组相比，Ｔ１ＤＭ组
创面在愈合过程中闭合速度减慢，各时间点创面面积

比例差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图２Ａ、Ｂ）。组织
石蜡切片ＨＥ染色结果显示，Ｔ１ＤＭ组在造创后３ｄ和
７ｄ时肉芽组织面积和厚度均减少，在 １４ｄ时 ＷＴ组
肉芽组织已消退，Ｔ１ＤＭ组肉芽组织才开始增多，差异
均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图２Ｃ～Ｅ）。
２．２　Ⅰ型糖尿病皮肤生物力学性能分析
　　宏观拉伸测试检测力学性能结果表明，在单轴负
载下，与 ＷＴ组相比，Ｔ１ＤＭ组正常皮肤和造创愈合后
新生皮肤的杨氏模量和断裂能均降低，差异均具有统

计学意义（Ｐ＜０．０５，图３Ａ、Ｂ）。宏观拉伸应力松弛实
验结果显示，Ｔ１ＤＭ组皮肤松弛率下降，差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０１，图３Ｃ、Ｄ）。
　　ＡＦＭ测量组织杨氏模量结果同样显示，与 ＷＴ组
相比，Ｔ１ＤＭ组皮肤在正常和创伤愈合后状态下杨氏
模量减弱（图 ３Ｅ、Ｆ）。ＡＦＭ粘附力测定结果显示，与
ＷＴ组相比，Ｔ１ＤＭ组皮肤在正常和创伤愈合后状态下
粘附力下降（图３Ｇ、Ｈ）。ＡＦＭ应力松弛检测显示，与
ＷＴ组相比，Ｔ１ＤＭ组皮肤松弛率下降，差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０１，图３Ｉ、Ｊ）。
２．３　糖尿病皮肤组织中胶原纤维结构排布情况
　　ＳＥＭ对胶原结构扫描拍摄图像显示，与 ＷＴ组比
较，Ｔ１ＤＭ组正常皮肤和创后２１ｄ皮肤胶原排布更加
紊乱（图 ４Ａ），胶原原纤维与水平线夹角增加（图
４Ｂ）。ＡＦＭ形貌扫描结果同样显示，Ｔ１ＤＭ组相对于
ＷＴ组胶原纤维排布更加紊乱无序（图４Ｃ），胶原原纤
维与水平线夹角增加（图４Ｄ）。
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图２　Ⅰ型糖尿病小鼠皮肤愈合情况

７８３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２１）



!"#$

组创后
%"&

皮肤

'!

组创后
%(&

皮肤

!(#$

组正常皮肤

'!

组正常皮肤

)

*

+

,

(

-

应
力

.
$
/
0

1 (- (1 ,-

应变
.2

'

!

组
正
常
皮
肤

!

(

3

$

组
正
常
皮
肤

!

(

3

$

组
创
后
,

(

&

皮
肤

'

!

组
创
后
,

(

&

皮
肤

!(3$

组创后
,(&

皮肤

'!

组创后
,(&

皮肤

!(3$

组正常皮肤

'!

组正常皮肤

(4-

-56

-57

-5*

-5,

-

杨
氏
模
量

.
$
/
0

-5--*

-5--8

-5--%

-5--(

-

松
弛
率
.（
$
/
0
.
9

）

7

*

%

-

断
裂
能

.
$
/
0

正
常
皮
肤

创
后
%

(

&

皮
肤

'!

组

!(3$

组

(-- %-- 8--

(5-

-51

-

应
力
.
$
/
0

:

:

:

0

:

:

正常皮肤 创后
%(&

皮肤

'
!

组
!
(
3
$

组

正常皮肤 创后
%(&

皮肤

'
!

组
!
(
3
$

组

'!

组
!(3$

组

正常皮肤 创后
%(&

皮肤

'!

组
!(3$

组

1--

*--

+--

%--

(--

-

杨
氏
模
量

.
$
/
0

'!

组
!(3$

组

正常皮肤 创后
%(&

皮肤

'!

组
!(3$

组

%5-

(51

(5-

-51

-

粘
附
力
.
;
<

!(3$

组创后
%(&

皮肤

'!

组创后
%(&

皮肤

!(3$

组正常皮肤

'!

组正常皮肤

(5--

-5=1

-51-

-5%1

-归
一
化
应
力
.
$
/
0

( % 8 * 1

时间
.9

'!

组

!(3$

组

正常皮肤 创后
%(&

皮肤

7

*

%

-

松
弛
时
间

.
9

:

:

>

?

@

3

时间
.9

A

B

C

D

E

F

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ：ＷＴ组和Ｔ１ＤＭ组正常和愈合皮肤宏观拉伸检测杨氏模量曲线；Ｂ：杨氏模量与断裂能统计；Ｃ：ＷＴ组和 Ｔ１ＤＭ组
正常和愈合皮肤宏观拉伸检测松弛曲线；Ｄ：松弛率差异统计；Ｅ：ＡＦＭ测得ＷＴ组和Ｔ１ＤＭ组正常和愈合皮肤杨氏模
量空间分布；Ｆ：ＡＦＭ检测杨氏模量数值大小分布；Ｇ：ＡＦＭ检测 ＷＴ组和 Ｔ１ＤＭ组正常和愈合皮肤粘附力空间分布；
Ｈ：ＡＦＭ测得粘附力数值大小分布；Ｉ：ＷＴ组和Ｔ１ＤＭ组正常和愈合皮肤的ＡＦＭ检测松弛曲线；Ｊ：松弛时间统计

图３　Ⅰ型糖尿病小鼠背部皮肤力学性能情况
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Ａ：ＳＥＭ扫描ＷＴ组与Ｔ１ＤＭ组小鼠背部皮肤胶原纤维形貌；Ｂ：ＳＥＭ胶原纤维与水平线夹角分布；Ｃ：ＡＦＭ扫描
ＷＴ组与Ｔ１ＤＭ组小鼠背部皮肤胶原纤维形貌；Ｄ：ＡＦＭ胶原与水平线夹角分布

图４　Ⅰ型糖尿病对小鼠正常和愈合后皮肤微观结构的影响

２．４　皮肤组织病理学的改变
　　ＨＥ染色结果显示，与 ＷＴ组比较，Ｔ１ＤＭ组皮肤
厚度在正常和愈合状态下均减小，同时 Ｔ１ＤＭ组愈合
后皮肤长度更长，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，
图５Ａ～Ｃ）。马松染色结果发现，Ｔ１ＤＭ组未愈合和愈
合的皮肤胶原纤维含量较 ＷＴ组相比均减少，差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图５Ｄ、Ｅ）。天狼星红染色结
果显示，Ｔ１ＤＭ组皮肤在正常代谢和伤口愈合过程中
Ⅲ型胶原蛋白／Ⅰ型胶原蛋白比例增加，差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０５，图５Ｆ、Ｇ）。ＧｏｒｄｏｎＳｗｅｅｔｓ染色结果显
示，Ｔ１ＤＭ组皮肤网状纤维蛋白含量在正常和创伤后状
态下均增多，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图５Ｈ、Ｉ）。
通过维多利亚蓝检测法观察到，Ｔ１ＤＭ组在正常和愈
合后皮肤中弹力纤维含量均减少，差异具有统计学意

义（Ｐ＜０．０１，图５Ｊ、Ｋ）。
２．５　糖尿病皮肤愈合过程中细胞外基质改变
　　马松染色结果表明，在愈合过程中，Ｔ１ＤＭ组胶原
纤维生成减少，与ＷＴ组相比差异具有统计学意义（图
６Ａ、Ｂ，Ｐ＜０．０１）。天狼星红染色结果显示，在创面修
复过程中，与 ＷＴ组相比，Ｔ１ＤＭ组新生的Ⅲ型胶原蛋
白／Ⅰ型胶原蛋白比例增加，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０１，图６Ｃ、Ｄ）。ＧｏｒｄｏｎＳｗｅｅｔｓ染色结果显示，Ｔ１ＤＭ
组网状纤维在愈合过程中出现异常增多，差异具有统

计学意义（Ｐ＜０．０１，图６Ｅ、Ｆ）。维多利亚蓝染色发现，
与ＷＴ组相比，Ｔ１ＤＭ组弹性蛋白在造创后３ｄ时生成
变化不大，在第７天和１４天弹性蛋白含量显著减少，
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图６Ｇ、Ｈ）。
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Ａ：ＷＴ组与Ｔ１ＤＭ组小鼠背部正常皮肤和愈合后皮肤切片ＨＥ染色情况；Ｂ：皮肤厚度统计；Ｃ：愈合后皮肤长度统
计；Ｄ：ＷＴ组与Ｔ１ＤＭ组小鼠背部正常皮肤和愈合后皮肤切片马松染色观察；Ｅ：胶原纤维含量统计；Ｆ：ＷＴ组与
Ｔ１ＤＭ组小鼠背部正常皮肤和愈合后皮肤切片天狼星红染色观察；Ｇ：Ⅲ型胶原与Ⅰ型胶原比例统计；Ｈ：ＷＴ组
与Ｔ１ＤＭ组小鼠背部正常皮肤和愈合后皮肤切片ＧｏｒｄｏｎＳｗｅｅｔｓ染色观察；Ｉ：网状纤维统计；Ｊ：ＷＴ组与Ｔ１ＤＭ组
小鼠背部正常皮肤和愈合后皮肤切片维多利亚蓝染色观察；Ｋ：弹性纤维统计

图５　Ⅰ型糖尿病小鼠正常和愈合后纤维比例变化情况
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Ａ：ＷＴ组与Ｔ１ＤＭ组小鼠背部愈合过程中皮肤切片马松染色观察；Ｂ：胶原纤维含量统计；Ｃ：ＷＴ组与Ｔ１ＤＭ组小
鼠背部愈合过程中皮肤切片天狼星红染色观察；Ｄ：Ⅲ型胶原与Ⅰ型胶原比例统计；Ｅ：ＷＴ组与 Ｔ１ＤＭ组小鼠背
部愈合过程中皮肤切片ＧｏｒｄｏｎＳｗｅｅｔｓ染色观察；Ｆ：网状纤维统计；Ｇ：ＷＴ组与 Ｔ１ＤＭ组小鼠背部愈合过程中皮
肤切片维多利亚蓝染色观察；Ｈ：弹性纤维统计

图６　Ⅰ型糖尿病愈合过程中纤维比例改变
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２．６　糖尿病对伤口胶原蛋白生成的影响
　　免疫组织化学染色结果显示，愈合过程中各时间
点内Ｔ１ＤＭ组相较于 ＷＴ组，其Ⅰ型胶原蛋白含量减
少，Ⅲ型胶原蛋白含量增多，差异均具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５，图 ７Ａ～Ｅ）。蛋白质免疫印迹检测结果显

示，在造创后３ｄ和２１ｄ，Ｔ１ＤＭ组Ⅲ型胶原蛋白／Ⅰ型
胶原蛋白比例增加，造创后７ｄ和１４ｄⅢ型胶原蛋白／
Ⅰ型胶原蛋白比例差异无统计学意义，造创后 ３ｄ和
２１ｄⅢ型胶原蛋白／Ⅰ型胶原蛋白比例差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０１，图７Ｆ、Ｇ）。
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Ａ：各时间点ＷＴ组与Ｔ１ＤＭ组小鼠背部皮肤切片Ⅰ型胶原免疫组织化学染色观察；Ｂ：Ⅰ型胶原蛋白含量统计；
Ｃ：各时间点ＷＴ组与Ｔ１ＤＭ组小鼠背部皮肤切片Ⅲ型胶原免疫组织化学染色观察；Ｄ：Ⅲ型胶原蛋白含量统计；
Ｅ：免疫组织化学染色Ⅲ型胶原与Ⅰ型胶原比例统计；Ｆ：蛋白质免疫印迹检测 ＷＴ组与 Ｔ１ＤＭ组小鼠背部皮肤
Ⅰ型胶原和Ⅲ型胶原表达；Ｇ：蛋白质免疫印迹Ⅲ型胶原与Ⅰ型胶原比例统计

图７　Ⅰ型糖尿病小鼠皮肤中胶原蛋白比例改变
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２．７　Ⅰ型糖尿病对皮肤肌成纤维细胞比例的影响
　　流式细胞术结果显示，在造创后７ｄ，与 ＷＴ组相
比，Ｔ１ＤＭ组创面边缘组织 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ＋和 αＳＭＡ＋双阳
性所代表的肌成纤维细胞比例减少（图８Ａ）。造创后
３ｄ肌成纤维细胞比例差异无统计学意义，造创后７ｄ
肌成纤维细胞比例差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图
８Ｂ）。免疫组织荧光染色结果显示，在造创后 ３ｄ，
Ｔ１ＤＭ组表达 αＳＭＡ＋的细胞量减少，表达 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ＋

的细胞量无明显变化。在造创后 ７ｄ，Ｔ１ＤＭ组表达

αＳＭＡ＋的细胞量和表达 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ＋的细胞量均减少。
在造创后１４ｄ，Ｔ１ＤＭ组表达αＳＭＡ＋的细胞量和表达
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ＋的细胞量反而增多，在造创后２１ｄ，Ｔ１ＤＭ组
表达αＳＭＡ＋的细胞量增多，而表达 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ＋的细胞
量无明显变化（图 ８Ｃ、Ｄ）。各时间点 αＳＭＡ＋细胞量
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图８Ｅ）。在造创后３ｄ
与２１ｄ的Ｖｉｍｅｎｔｉｎ＋细胞量差异无统计学意义，造创后
７ｄ与１４ｄ的 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ＋细胞量差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０１，图８Ｆ）。
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Ａ：各时间点ＷＴ组与Ｔ１ＤＭ组小鼠背部皮肤流式细胞术检测结果；Ｂ：肌成纤维细胞比例统计；Ｃ：ＷＴ组小鼠背
部皮肤免疫荧光染色观察；Ｄ：Ｔ１ＤＭ组小鼠背部皮肤免疫荧光染色观察

图８　Ⅰ型糖尿病皮肤肌成纤维细胞表达情况

（图８Ｅ、Ｆ续下页）
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Ｅ：αＳＭＡ＋细胞量统计；Ｆ：Ｖｉｍｅｎｔｉｎ＋细胞量统计

续图８　Ⅰ型糖尿病皮肤肌成纤维细胞表达情况

３　讨论

　　本研究通过力学测试、高分辨率成像及组织学检
测，评估了Ⅰ型糖尿病对小鼠背部皮肤生物力学完整
性和伤口愈合能力的负面影响。研究结果显示，糖尿

病患者伤口愈合时间明显延长，主要因肉芽组织在初

期生成不足，导致伤口难以恢复稳固状态［６］。这一发

现对临床治疗和护理具有参考价值，展示出糖尿病对

伤口愈合机制的影响。此外，采用平行于皮肤平面的

冰冻切片技术，本研究发现糖尿病小鼠皮肤在宏观与

微观力学层面均显著弱化，表现为刚度、粘附力、弹性

及回弹性等参数的全面下降。此现象在正常与愈合皮

肤中也得到验证，强调了皮肤脆弱是糖尿病的普遍并

发症，这种皮肤脆弱特性不仅限于创伤愈合过程，也存

在于正常皮肤中［７－９］。本研究通过精准量化手段对糖

尿病相关生物力学变化进行客观展示，高分辨率成像

的结果显示，糖尿病皮肤中的胶原纤维分布更加紊乱，

微观结构的生成存在缺陷，这些改变导致了糖尿病皮

肤的机械性能减弱。本研究通过对皮肤微观结构进行

量化评估，直观展示了糖尿病所致胶原蛋白失调及皮

肤脆弱［６，１０］。这些发现进一步印证了糖尿病皮肤的病

理机制，并有希望为糖尿病治疗方案的制定提供新的

方向［１１］。

　　组织病理切片实验数据显示，糖尿病能使皮肤细
胞外基质失调，包括胶原蛋白耗竭、Ⅲ型胶原纤维异常
积聚等，这些变化共同导致皮肤机械基础结构的退化。

本研究将基质组成变化与功能衰退直接联系起来，更

深层次地解释了糖尿病皮肤病理机制，从病理学角度

为糖尿病皮肤并发症治疗提供了新的视角［１２］。未来

研究可聚焦于基质病理机制及调节基质周转平衡的治

疗策略［１３］。本研究结果与先前文献一致，阐述了糖尿

病病理状态下胶原亚型异常累积对伤口愈合的负面影

响，尤其是Ⅲ型胶原蛋白的持续存在导致的皮肤机械
性能弱化［１４］。皮肤机械性能变化与弹性纤维、网状纤

维生成异常相结合，为理解糖尿病伤口愈合障碍提供

了新的视角。未来需深入探索基质成熟受阻及组织功

能恢复不全的病理生理机制［１５－１７］。糖尿病伤口愈合

初期肌成纤维细胞数量显著减少，这与伤口闭合延迟

直接相关。这些结果建立了早期细胞化功能障碍与整

体组织修复缺陷之间的联系［１８－１９］。未来研究应进一

步探讨基质稳态、细胞因子信号网络及细胞动员机制

的相互作用，从而全面揭示糖尿病伤口愈合障碍的分

子与细胞基础。

　　综上所述，本研究从生物力学、组织基质和细胞层
面揭示了Ⅰ型糖尿病导致皮肤脆弱和伤口愈合功能障
碍的复杂机制，并提出了多种潜在的治疗途径。这些

途径包括使用生物材料和技术重建皮肤机械耐久性、

促进胶原蛋白亚型更替以及加速伤口成纤维细胞转化

等［２０－２２］。然而，本研究也存在一些局限性，首先，本研

究评估皮肤愈合质量的方法是有创性的，如何在糖尿

病患者病损处原位无创性分析预估皮肤性能变化，从

而在溃疡出现之前确定预防性疗法仍有待探索［２３－２６］。

其次，弹性成像等新兴技术可将组织生物力学与糖化血

红蛋白等指标联系起来，对患者进行风险分级［２７－２９］。

此外，由于本研究只关注了Ⅰ型糖尿病模型，没有对
Ⅱ型糖尿病的影响和性别差异进行比较研究。尽管一

４９３２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



些临床数据表明Ⅱ型糖尿病皮肤变化不明显［３０－３１］，但

对皮肤微观结构进行定量分析仍有必要。未来工作可

考虑聚焦于以下几个方面：一是开发无创性评估技术，

对糖尿病患者皮肤性能进行实时监测；二是进行更广

泛的比较研究，包括不同类型糖尿病及性别差异对皮

肤健康的影响；三是探索糖尿病代谢、血管和炎症并发

症对皮肤功能的潜在影响，为制定综合治疗方案提供

科学依据。未来可进一步加强组织工程和生物材料技

术在糖尿病皮肤健康管理中的应用，从而改善患者预

后和生活质量。
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