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摘 要 目的：研究三七/白及胶海绵促进糖尿病足溃疡（DFU）模型大鼠创面愈合的作用机制。方法：取健康SD大鼠，采用高脂

高糖饲料喂养、一次性腹腔注射链脲佐菌素建立糖尿病模型，再以钕铁硼磁铁压轧大鼠背部制作溃疡创面造成DFU模型。将60

只 DFU 模型大鼠随机分为 A 组（空白组，即生理盐水纱布组）、B 组（凡士林纱布组）、C 组（明胶海绵组）、D 组（三七/白及胶海绵

组），每组15只。各组大鼠分别给予相应纱布/敷料覆盖创面进行干预治疗，每1～2天换药1次。干预治疗后第3、7天时，分别肉

眼观察各组大鼠创面愈合情况并计算创面愈合率；采集创缘组织制作苏木精-伊红（HE）染色切片，在显微镜下进行组织病理学观

察；采用实时荧光定量聚合酶链式反应（RT-PCR）法测定创面组织中β-连环素（β-catenin）、糖原合成激酶-3β（GSK-3β）、R-脊椎

蛋白 3（Rspo3）的 mRNA 表达水平。结果：干预治疗后第 3、7天时，与 A、B、C 组分别比较，D 组大鼠创面愈合率显著升高（P＜

0.05）；创面组织的炎细胞浸润、胶原纤维沉积、毛细血管和肉芽组织生长均明显增加；β-catenin、Rspo3的mRNA表达水平均有升

高，GSK-3β的mRNA表达水平均有降低，且除了干预治疗后第3天时的β-catenin和第7天时的GSK-3β与C组比较差异不显著外，

其余指标差异均有统计学意义（P＜0.05）。结论：三七/白及胶海绵可有效促进 DFU 模型大鼠溃疡创面愈合；其作用机制可能与

Wnt/β-catenin 通路中β-catenin、Rspo3的mRNA表达的上调和GSK-3β的mRNA表达的下调相关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the mechanism of wound healing promotion of Panax notoginseng-Bletilla striata gum

sponge on diabetic foot ulcer（DFU）model rats. METHODS：Healthy SD rats were selected and given high-lipid and high-glucose

diet，intraperitoneal injection of streptozotocin once to establish diabetes model. Neodymium-iron-boron magnet was used to press

the back of rats to make ulcer wound then established DFU model. Totally 60 DFU model rats were randomly divided into group A

（blank group，i.e. normal saline gauze group），group B（vaseline gauze group），group C（gelatin sponge group）and group D（P.

notoginseng-B. striata gum sponge group），with 15 rats in each group. The rats were given corresponding gauze/sponge to cover
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糖尿病足溃疡（Diabetic foot ulcer，DFU）是糖尿病

的严重并发症之一。据统计，约有12％～25％的糖尿病

患者可能在病程中出现足部溃疡，而因DFU导致的截肢

率约比普通患者高出14倍，严重时可引发脓毒血症导致

患者死亡[1]。DFU诊疗的关键在于及早给予干预治疗、

避免病情恶化，而在糖尿病早期促进DFU创面修复是目

前临床上亟待解决的难题。

祖国医学采用生肌止血类药物治疗创面愈合性疾

病的历史久远、疗效独特。《疮疡科纲要》中指出：“疮疡

为病，发见于外，外治药尤为重要”[2]。临病辨证运用中

药外敷于DFU，可使药物直接作用于创面，在其周围形

成平衡湿润的环境，可改善溃疡局部的血液循环，增加

局部血供，加快机体代谢，促进肉芽组织生长和肌纤维

组织增生，从而促进创面愈合。我院自制制剂三七/白及

胶海绵是一种新型的创面敷料，在前期临床实践中发

现，该敷料能够促进早期DFU创面血管增生、使局部组

织血管内皮生长因子（VEGF）表达水平升高[3]，但其具体

作用机制和治疗靶点尚不明确。已有研究证实，Wnt/β-

连环素（β-catenin）信号通路在 DFU 的肉芽组织增生阶

段起关键作用[4]。因此，本课题组通过观察 Wnt 信号通

路中β-catenin、糖原合成激酶3β（GSK-3β）、R-脊椎蛋白3

（Rspo3）调控基因的表达来探讨三七/白及胶海绵治疗

DFU的作用机制，为该敷料用于临床提供更可靠的理论

依据。

1 材料
1.1 仪器

BSA822型电子天平[赛多利斯（中国）有限公司]；

DF-101型实验室恒温磁力加热搅拌器（巩义市科瑞仪器

有限公司）；稳豪型血糖测试仪（强生中国医疗器械有限

公司）；CM1950型冷冻切片机（德国LEICA公司）；R104

型快速匀浆器（德国 IKA公司）；QQMK-10型干式恒温

器（上海启前电子科技有限公司）；qTOWER 2.2型实时

荧光定量聚合酶链式反应（RT-PCR）仪（德国 JENA 公

司）；－80 ℃低温冰箱（美国 Thermo Fisher Scientific 公

司）；钕铁硼磁铁（上海健茨商贸有限公司）。

1.2 药品与试剂

明胶、白及胶、三七粉、甘油、戊二醇、25％戊二醇溶

液（本院药剂科提供）；明胶海绵、凡士林纱布、生理盐水

纱布（本院设备科提供）；链脲佐菌素（STZ，美国 Sigma

公司）；TRNzol 总 RNA 提取试剂、FastKing cDNA 第一

链合成试剂盒、SuperReal荧光定量预混试剂[天根生化

科技（北京）有限公司] ；0.1 mol/L柠檬酸钠缓冲液（西安

市索欧实验器材销售公司）；本实验用水符合三级水

标准。

1.3 动物

健康SD大鼠 80只，雌雄各半，体质量（200±20）g，

购于西安交通大学实验动物中心，动物生产许可证号：

SCXK（陕）2012-002。动物在陕西中医药大学基础医学

院动物中心清洁级动物房进行饲养；标准饲料由河南天

驰实验动物饲料有限公司提供，高糖高脂饲料由西安灏

洋生物技术有限公司提供。

2 方法
2.1 三七/白及胶海绵的制备

取明胶3 g溶于装有100 mL纯水的烧杯中，在50 ℃

水浴条件下使其充分溶解；加入白及胶1 g，置于磁力搅

拌器上进行搅拌，使白及胶在明胶溶液中溶解混匀；再

依次加入三七粉1 g、甘油（保湿剂）3 mL、25％戊二醛溶

液（交联剂）4 mL，继续搅拌混匀。将溶液倒入金属冻干

圆盘（直径20 cm，高4 cm），放置待冷却，以保鲜膜覆盖，

置于－20 ℃冰箱中预冻 24～36 h后放入真空冷冻干燥

机中冷冻（≥48 h）。冷冻完毕后取出，裁剪成 1.0 cm×

1.0 cm大小，密封包装，以钴60射线辐照灭菌消毒即得。

2.2 分组、造模和干预治疗

2.2.1 大鼠DFU模型建立 大鼠适应性喂养1周后，自

第2周开始实验。随机选取10只大鼠作为空白组；其余

70只大鼠作为模型组，建立DFU模型。空白组大鼠给

予普通饲料喂养，模型组大鼠给予高糖高脂饲料喂养。

每周称量各组大鼠体质量，并于大鼠尾静脉采血检测大

鼠随机血糖。第5周起，除空白组大鼠一次性腹腔注射

等体积0.1 mol/L柠檬酸钠缓冲液外，其余组大鼠一次性

the wound for intervention treatment，changing dressing once every 1-2 days. On the 3rd and 7th day after intervention，the wound

healing of rats in each group was observed with naked eyes，and the wound healing rate was calculated. The wound margin tissue

was collected to obtain HE staining section，and histopathological observation was conducted under microscope. mRNA expression

of β-catenin，GSK-3 β and Rspo3 in wound tissue were determined by RT-PCR. RESULTS：On the 3rd and 7th day after

intervention，compared with group A，B，C，healing rate of group D was increased significantly（P＜0.05）；inflammatory cell

infiltration，collagen deposition，capillary and granulation tissue growth in wound tissue increased significantly. The mRNA

expression levels of β-catenin and Rspo3 all increased，and those of GSK-3β all decreased；except for the difference of β-catenin at

the 3rd day and GSK-3β at the 7th day after intervention between group D and group C were not significant，the difference of other

indicators was statistically significant（P＜0.05）. CONCLUSIONS：P. notoginseng-B. striata gum sponge can effectively promote

the wound healing in DFU model rats，the mechanism of which may be associated with up-regulating the expression of β-catenin

and Rspo3 mRNA and down-regulating the expression of GSK-3β mRNA.

KEYWORDS Panax notoginseng-Bletilla striata gum sponge；Diabetic foot ulcer；Wound；Healing promotion；Wnt/β-catenin

pathway；Mechanism；Rat
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腹腔注射1％STZ溶液（30 mg/kg，以0.1 mol/L柠檬酸缓

冲液配制）以建立糖尿病模型。注射STZ溶液后第3、7、

14、21天时，称量大鼠体质量并检测随机血糖。当随机

血糖≥16.7 mmol/L则认为糖尿病模型建立成功[5]（自此

开始，模型组大鼠换用普通饲料进行喂养；同时为防止

大鼠死亡，当血糖≥25 mmol/L时给予适量胰岛素控制

血糖）。取成功建立糖尿病模型的大鼠以10％水合氯醛

溶液腹腔注射麻醉后，制作溃疡创面：采用钕铁硼磁铁

在大鼠背部左右两侧压出直径为 1 cm的圆形全层皮肤

组织缺失，可深至筋膜层，达到实验动物创面溃疡的慢

性损伤程度[5]即为DFU模型成功建立。

2.2.2 DFU模型大鼠的创面干预治疗 取DFU模型大

鼠60只，随机分为A组（空白组，即生理盐水纱布组）、B

组（凡士林纱布组）、C组（明胶海绵组）、D组（三七/白及

胶海绵组），每组15只。各组大鼠先分别以相应纱布/敷

料覆盖创面后，再在上面覆盖无菌纱布，然后最外层以

绷带包扎，每 1～2天换药一次。干预治疗后，大鼠单笼

饲养，保持饲养环境通风良好、环境温度和湿度适宜，每

日明暗交替各 12 h；给予纯净水、普通饲料喂养。密切

观察大鼠有无撕咬纱布/敷料等情况，并及时处理。

2.3 大鼠创面愈合情况及组织病理学观察

干预治疗后第 3、7天时，肉眼观察各组大鼠的创面

愈合情况，包括创面色泽、渗出、组织水肿程度等情况。

然后将带有网格的透明膜贴在大鼠创面处，采用扫描仪

扫描并以 Adobe Photoshop CS6 软件测算创面面积，计

算创面愈合率[愈合率＝（DFU造模时创面面积－干预

治疗后第 n 天创面面积）/DFU 造模时创面面积 ×

100％]。同时，每组取5只大鼠，采集创缘组织，在4％多

聚甲醛溶液中固定后，制作苏木精-伊红（HE）染色切片，

然后在显微镜下观察创面组织中炎细胞、毛细血管和肉

芽组织等情况。

2.4 大鼠创面组织中 β-catenin、GSK-3 β、Rspo3 的

mRNA表达水平检测

干预治疗后第3、7天时，每组取5只大鼠，采集创面

边缘组织，迅速用生理盐水冲洗干净，滤纸吸干水分，放

入无菌无酶的EP管中，置入冰盒并于－80 ℃条件下保

存待测。采用RT-PCR法检测。首先按照试剂（盒）说明

书步骤提取组织总RNA并反转录成 cDNA，再以 cDNA

为模板进行PCR扩增（引物序列见表1）。扩增条件（反

应体系为 25 μL）：95 ℃预变性 15 min；95 ℃变性 10 s，

55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 32 s，40个循环。PCR产物用

1.0％琼脂糖凝胶进行电泳、染色、成像。

2.5 统计学方法

采用SPSS 21.0软件对数据进行统计分析。计量资

料以 x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间

两两比较采用 t检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 造模过程中大鼠体质量和血糖水平变化

注射STZ前，与空白组比较，模型组大鼠体质量增

长速度略快；注射STZ后，空白组大鼠体质量仍稳步增

长，而模型组大鼠体质量未见明显增长甚至有所下降。

注射STZ前，与空白组比较，模型组大鼠的随机血糖水

平差异无统计学意义（P＞0.05）；注射STZ后，与空白组

比较，模型组大鼠随机血糖水平显著升高，差异有统计

学意义（P＜0.05）。造模过程中大鼠体质量变化见表2，

血糖水平变化见表3（注：由于模型组大鼠在造模过程中

时有死亡，因此数量有不同程度的减少）。

表2 造模过程中大鼠体质量变化（x±±s，g）

Tab 2 Changes of body weight of rats during mode-

ling（x±±s，g）

时期
第1周
第2周
第3周
第4周
第5周
第6周
第7周
第8周

空白组（n＝10）

190.4±9.2

200.6±5.2

214.8±2.8

227.2±8.9

240.0±9.5

255.0±10.2

270.6±9.4

280.0±11.1

模型组（n＝62～70）

193.0±8.8

210.0±2.9

227.6±2.1

241.2±7.4

263.8±6.1

278.2±10.3

253.0±10.7＊

251.4±9.3＊

注：第 1周为适应性饲养，第 2～5周为模型组高糖高脂饲养，第

6～8周为注射STZ至干预治疗前；与空白组比较，＊P＜0.05

Note：adaptive feeding in the first week，high-glucose and high-lip-

id diet for model group during the 2nd to 5th week，STZ injection during

the 6th to 8th week until intervention treatment；vs. blank group，＊P＜

0.05

表3 造模过程中大鼠血糖水平变化（x±±s，mmol/L）

Tab 3 Changes of glucose blood levels in rats during

modeling（x±±s，mmol/L）

时期
STZ注射前
注射STZ后第3天
注射STZ后第7天
注射STZ后第14天

空白组（n＝10）

5.88±0.33

6.10±0.43

6.39±0.29

6.25±0.28

模型组（n＝62～70）

6.08±0.15

28.20±2.56＊

26.56±2.71＊

27.88±2.01＊

注：与空白组比较，＊P＜0.05

Note：vs. blank group，＊P＜0.05

3.2 各组DFU模型大鼠的创面愈合率

干预治疗后第3、7天时，与A组（空白组）比较，其余

各组大鼠创面愈合率均显著升高；与B组比较，C组和D

组大鼠的创面愈合率均显著升高；与C组比较，D组大鼠

的创面愈合率显著升高，以上差异均有统计学意义（P＜

0.05）。各组DFU模型大鼠的创面愈合率见表4。

表1 引物序列

Tab 1 Primer sequence

基因
β-catenin

GSK-3β

Rspo3

β-actin

序列
正向5′-CTGACCAAACTGCTAAATGACG-3′
反向5′-GTGGTGATGGCGTAGAACAGTA-3′
正向5′-CACCAACAAGGGAGCAAA-3′
反向5′-GCGTGAGGAGGGATAAGG-3′
正向5′-CTCCAAACCTTTGCTGTCAGA-3′
反向5′-CAGCGAGACAAGAACGTGTA-3′
正向5′-TCTGAACCCTAAGGCCAACC-3′
反向5′-CAGAGGCATACAGGGACAACA-3′
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A组（干预治疗后第3天） B组（干预治疗后第3天）

C组（干预治疗后第3天） D组（干预治疗后第3天）

A组（干预治疗后第7天） B组（干预治疗后第7天）

C组（干预治疗后第7天） D组（干预治疗后第7天）

图 1 各组 DFU 模型大鼠组织病理学显微图（HE 染
色，×40）

Fig 1 Histopathological micrograph of DFU model

rats in each group（HE staining，×40）

表 4 各组 DFU 模型大鼠的创面愈合率（x±± s，n＝

15，％％）

Tab 4 Wound healing rate of DFU model rats in each

group（x±±s，n＝15，％％）

组别
A组（空白组）

B组
C组
D组

干预治疗后第3天
4.78±0.44

5.68±0.93▲

10.72±1.11▲#

14.04±0.92▲#＊

干预治疗后第7天
31.98±1.12

35.90±1.41▲

40.38±1.44▲#

46.02±1.90▲#＊

注：与 A 组比较，▲P＜0.05；与 B 组比较，#P＜0.05；与 C 组比较，
＊P＜0.05

Note：vs. group A，▲P＜0.05；vs. group B，#P＜0.05；vs. group C，
＊P＜0.05

3.3 各组DFU模型大鼠创面组织病理学变化

干预治疗后第 3天，A组（空白组）大鼠创面组织有

少量炎细胞，新生毛细血管最少；B组大鼠创面组织有少

量炎细胞浸润，新生毛细血管很少；C组大鼠创面组织炎

细胞浸润较多，有较少量新生毛细血管；D组大鼠创面

组织炎细胞浸润较多，有少量新生毛细血管及肉芽组织

生长。干预治疗后第 7天，A组（空白组）大鼠创面组织

可见炎细胞浸润，有少量新生毛细血管和少量胶原纤

维；B组大鼠创面组织新生毛细血管数量稍显增加，可见

炎细胞浸润及少量胶原纤维；C组大鼠创面组织可见少

量炎细胞浸润，毛细血管数量增加，有较多胶原纤维沉

积；D组大鼠创面组织的炎细胞较少，有大量胶原纤维

沉积，肉芽组织增多，新生毛细血管数量明显增加。各

组DFU模型大鼠组织病理学显微图见图1。

3.4 各组DFU模型大鼠创面组织中β-catenin、GSK-3β、

Rspo3的mRNA表达水平

干预治疗后第3、7天时，与A组（空白组）比较，其余

各组大鼠创面组织中β-catenin、Rspo3的 mRNA 表达水

平均有升高，GSK-3β的mRNA表达水平均有降低，除干

预治疗后第3天时B组的GSK-3β外，其余指标差异均有

统计学意义（P＜0.05）；与B组比较，C组和D组大鼠创

面组织中β-catenin、Rspo3的mRNA表达水平均有升高，

GSK-3β的mRNA表达水平均有降低，除干预治疗后第3

天时C组的GSK-3β外，其余指标差异均有统计学意义

（P＜0.05）；与C组比较，D组大鼠创面组织中β-catenin、

Rspo3的mRNA表达水平均有升高，GSK-3β的mRNA表

达水平均有降低，除干预治疗后第 3天时的β-catenin和

第 7天时的 GSK-3β外，其余指标差异均有统计学意义

（P＜0.05）。各组 DFU 模型大鼠创面组织中β-catenin、

Rspo3、GSK-3β的mRNA表达水平见图2～图4。

4 讨论
慢性溃疡创面愈合是多因素共同作用的结果，新生

血管作为肉芽组织重要的组成部分，为创面的愈合提供

血氧供应，因此血管生成的多少及快慢能影响DFU创面

愈合[6]。传统中医同样也认为“创面难愈”关键在于肉芽

生长期的气虚血瘀。只有气血足、局部瘀滞祛除，才能

断生腐之源、生长皮，故临床治疗常以“祛瘀生新”为治

注：与 A 组比较，▲P＜0.05；与 B 组比较，#P＜0.05；与 C 组比较，
＊P＜0.05

Note：vs. group A，▲P＜0.05；vs. group B，#P＜0.05；vs. group C，
＊P＜0.05

图 2 各组 DFU 模型大鼠创面组织中 β-catenin 的
mRNA表达水平（x±±s，n＝15）

Fig 2 mRNA expression levels of β-catenin in wound

of DFU model rats in each group（x±±s，n＝15）
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法。结合“祛瘀生肌”经典理论[7]，本课题组选取止血生
肌类白及/三七药对研制出三七/白及胶海绵用于 DFU

创面愈合治疗。近5年来临床实践证明该中药敷料疗效
显著，但因其作用机制尚不明确，故限制了其临床转化
和推广。

经典Wnt /β-catenin通路被认为具有促进创面血管
新生及上皮重塑等多方面的功能，在创面修复早期的肉
芽组织增生阶段可能起到关键作用[7]。而 DFU 创面组
织中呈现出的纤维母细胞、毛细血管减少等特点，也与
β-catenin编码基因表达水平降低[8]相一致。DFU创面组
织中GSK-3β表达水平升高，这与其作为 Wnt 信号通路
负性调控因子的生理作用是相符的[9]。Rspo3蛋白作为
Wnt 信号通路的激活因子，在 DFU 创面组织中呈现低
表达 [9-10]。因此，Wnt/β-catenin 信号通路可能在DFU的
肉芽组织增生阶段起关键作用，这为治疗DFU提供了新
的治疗靶点。

笔者查阅文献发现，目前尚无基于Wnt 信号通路的
中药敷料促进DFU创面愈合作用的机制研究。因此本

课题组首先在动物造模时，通过实时动态监测实验大鼠

体质量和血糖水平的变化，以确保在5周时间内成功建

立大鼠DFU模型；同时，在干预治疗阶段对模型大鼠通

过饮食、胰岛素进行血糖控制，为其创面愈合打好生理

基础。随机分组给予生理盐水纱布、凡士林纱布、明胶

海绵、三七/白及胶海绵进行干预治疗。在干预治疗第

3、7天时进行观察，结果显示给予三七/白及胶海绵干预

治疗的DFU模型大鼠创面愈合率高，肉芽组织生成及毛

细血管数量增加、胶原纤维沉积表达明显增多；Wnt信

号通路中β-catenin、Rspo3 mRNA 表达水平较其余各组

均显著升高，负调控因子GSK-3β的mRNA 表达水平较

其余各组均显著降低。

综上，三七/白及胶海绵可促进DFU模型大鼠溃疡

创面肉芽组织生长、血管增生和胶原纤维沉积，加快慢

性溃疡创面愈合；其作用机制可能与Wnt/β-catenin 通路

中 β-catenin、Rspo3 的 mRNA 表达上调和 GSK-3 β的

mRNA表达下调相关。三七/白及胶海绵是否还可能通

过其他途径对Wnt/β-catenin 信号通路进行调节，又或者

对其他因子进行交叉调节来促进DFU的愈合，还需要进

一步研究论证。
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注：与 A 组比较，▲P＜0.05；与 B 组比较，#P＜0.05；与 C 组比较，
＊P＜0.05

Note：vs. group A，▲P＜0.05；vs. group B，#P＜0.05；vs. group C，
＊P＜0.05

图 3 各组DFU模型大鼠创面组织中GSK-3β的mRNA

表达水平（x±±s，n＝15）

Fig 3 mRNA expression levels of GSK-3β in wound of

DFU model rats in each group（x±±s，n＝15）
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注：与 A 组比较，▲P＜0.05；与 B 组比较，#P＜0.05；与 C 组比较，
＊P＜0.05

Note：vs. group A，▲P＜0.05；vs. group B，#P＜0.05；vs. group C，
＊P＜0.05

图 4 各组DFU模型大鼠创面组织中Rspo3的mRNA

表达水平（x±±s，n＝15）

Fig 4 mRNA expression levels of Rspo3 in wound of

DFU model rats in each group（x±±s，n＝15）
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