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摘要 目的：探讨透明质酸联合盐酸米诺环素对大鼠金黄色葡萄球菌感染创口的治疗效果。方法：选择 32只Wistar大鼠，在背部

脊柱两侧各制备 1个全层皮肤缺损模型。创面接种细菌形成感染创口并将大鼠随机地分为 4个组，每个组共有 16个创口。实验

组(1.5 %透明质酸联合 0.1 %盐酸米诺环素凝胶治疗组)、对照组 1(0.9 %生理盐水治疗组)、对照组 2(1.5 %透明质酸凝胶治疗组)、

对照组 3(0.1 %盐酸米诺环素凝胶治疗组)。观察分析创口愈合情况及创口愈合率，HE染色组织形态学分析，免疫组织化学染色法

分析创口中肿瘤坏死因子 琢的表达。结果：透明质酸联合盐酸米诺环素组创口愈合率为(78.13± 3.04) %，显著高于生理盐水对照

组、透明质酸对照组和盐酸米诺环素对照组(均 P<0.05)；透明质酸联合盐酸米诺环素组创口可见大量成熟的纤维组织，生理盐水

组创口可以观察到组织发生坏死，结构不清；透明质酸组可见富含血管的新生肉芽组织；盐酸米诺环素组可见大量纤维组织；透

明质酸联合盐酸米诺环素组创口 TNF-琢表达为 10.84± 1.49，显著低于生理盐水对照组、透明质酸对照组和盐酸米诺环素对照组

(均 P<0.05)。结论：1.5 %透明质酸联合 0.1 %盐酸米诺环素凝胶对大鼠金黄色葡萄球菌感染创口有较好的治疗效果。
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Effects of Hyaluronic Acid combined with Minocycline Hydrochloride on the
Wound Infected by in Rats*

This study explores the therapeutic effects that hyaluronic acid combined with minocycline hydrochloride in

rats wound infected with . The full-thickness dermal excision models on two sides of spine were estab-

lished on 32 wistar rats, wounds were inoculated with to form infected wound. There were 4 groups of rat and 16 in-

fected wounds in each group, divided randomly. The experimental group (1.5 % hyaluronic acid combined with 0.1 % minocycline hy-

drochloride gel treatment group, n=8), the first control group(0.9 % normal saline treatment group, n=8), the second control group (1.5 %

hyaluronic acid gel treatment group, n=8) and the third control group (0.1 % minocycline hydrochloride gel treatment group, n=8). The

wound healing condition and the rate of that related to rats were watched and detected, through the method of HE staining to fulfill histo-

logical analysis and imunohistochemical staining of TNF-琢 were accomplished. The rate of wound healing in the hyaluronic acid

combined with minocycline hydrochloride group was (78.13± 3.04) %, significantly higher related to that of normal saline group(P<0.05),

hyaluronic acid group (P<0.05) and minocycline hydrochloride group (P<0.05). There existed a great quantity of mature fibrous tissue in

the hyaluronic acid combined with minocycline hydrochloride group; the tissue necrosis and unclear structure were observed in the nor-

mal saline group; in the hyaluronic acid group, the granulation tissue was rich in blood vessels; there existed a mass of fibrous tissue in

the minocycline hydrochloride group. The expression of TNF-琢 in the hyaluronic acid combined with minocycline hydrochloride group

was 10.84± 1.49 significantly lower related to that of normal saline group(P<0.05), hyaluronic acid group(P<0.05) and minocycline hy-

drochloride group(P<0.05). Our study show that 1.5 % hyaluronic acid combined with 0.1 % minocycline hydrochloride gel

can have a promising therapeutic effect on the rats wound infected with staphylococcus aureus.

Oral and maxillofacial soft tissue injury; Hyaluronic acid combined with minocycline hydrochloride gel; Wound heal-

ing; TNF-琢
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Note: *compared with the HA+MINO group, P<0.05.

前言

口腔颌面部软组织损伤在临床上比较常见，单纯颌面部软

组织损伤占颌面部损伤的 65 %左右，可分为切割伤、挫裂伤和

火器伤等，感染是影响组织愈合的重要因素。目前，外科清创术

与抗生素、新型生物敷料和多种中药制剂等已被用于感染创口

的防治[1,2]。近年来，研究显示盐酸米诺环素与壳聚糖、透明质酸

与生长因子等联合治疗感染创口利于组织愈合，其中盐酸米诺

环素 (Minocycline hydrochloride，MINO) 又称盐酸二甲胺四环

素，具有较强抗菌活性的广谱抗生素，且其细菌耐药性比较少

见[3]。透明质酸(Hyaluronic acid，HA)属于高生物活性的糖胺聚

糖类物质，在抗炎、细胞迁移与增殖、血管生成、抑制瘢痕等方

面具有重要作用[4,5]。然而，盐酸米诺环素与透明质酸联合的研

究比较少，本研究旨在探讨透明质酸联合盐酸米诺环素凝胶对

大鼠金黄色葡萄球菌感染创口的作用效果，旨在为软组织损伤

并发感染的局部治疗提供新思路。

1 材料与方法

1.1 实验动物

雌性Wistar大鼠 32只 (哈尔滨医科大学动物实验中心提

供)，体重 200-300 g，适应性喂养 5 d；金黄色葡萄球菌 ATCC

6538菌株。

1.2 主要试剂

TNF-琢 (Tumor necrosis factor-琢) 抗体 (BOSTER 公司)，

PV-6001二抗、DAB显色剂 (ZSGB公司)；0.1 %盐酸米诺环素

凝胶、1.5 %透明质酸凝胶、1.5 %透明质酸联合 0.1 %盐酸米诺

环素凝胶(由惠博士公司提供)，0.9 %生理盐水；其它实验用试

剂和实验仪器由哈尔滨工业大学实验室提供。

1.3 大鼠感染创口模型的建立及分组

10 %水合氯醛腹腔注射麻醉(3 mL/kg)，备毛，脊柱两侧标

记并切除 1.3 cm× 1.3 cm创口，深达筋膜层，建立大鼠的全层

皮肤缺损模型。创口分别止血并涂布菌液(含 1× 108 cells/mL，

各 1 mL)，并用消毒纱布覆盖，1次 /d，共 3天，每天均注射 hy-

drocortisone针剂(20 mg/kg)。3天后创口出现脓液，大鼠处于萎

靡不振状态，完成模型[6,7]。将大鼠随机地分组，实验组：创口涂

布 1.5 %透明质酸联合 0.1 %盐酸米诺环素凝胶进行治疗，对照

组 1：创口涂布 0.9 %生理盐水进行治疗，对照组 2：创口涂布

1.5 %透明质酸凝胶进行治疗，对照组 3：创口涂布 0.1 %盐酸米

诺环素凝胶进行治疗，每个组共有 16个创口。创口每次各涂布

1 mL，隔天治疗一次。在实验过程中的第 1天、第 3天、第 13天

进行创口的拍照记录，药物治疗 10天后，处死大鼠并切取创口。

1.4 观察指标及方法

进行大鼠创口愈合情况的观察；运用计算机计算大鼠第 1

天和第 13天创口面积图像，创口愈合率 =(第 1 d值 -第 13 d

值)/第 1 d值× 100 %；组织固定，石蜡 5 滋m连续切片，HE染
色，显微镜(× 200)组织形态学观察；按说明书完成 IHC染色，

显微镜(× 400)下每样本随机 5个视野计数阳性细胞，取均值。

1.5 统计学分析

用 SPSS19.0统计软件处理数据，计量资料以 x± s表示，

多组间比较采用单因素方差分析，两组间比较采用 t检验，以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠创口愈合情况的比较

创口愈合状况：生理盐水组创口缩小最少，创口可见坏死

物，大量炎性渗出物存在；透明质酸组、盐酸米诺环素组创口缩

小明显，出现肉芽创面，创口存在少量渗出；透明质酸联合盐酸

米诺环素组创口缩小最明显，创口出现结痂，上皮增生覆盖明

显。见图 1。

创口愈合率：单因素方差分析(F=18.18, P<0.05)；联合药物

组与生理盐水组、透明质酸组和盐酸米诺环素组比较都有统计

学意义(均 P<0.05)。各组创口愈合率平均值，见表 1。

2.2 各组大鼠创口组织形态学的比较

生理盐水组创口可以观察到组织发生坏死，局部红染，大

量蓝染的细胞核碎屑，结构不清；透明质酸组创口可见富含血

管的新生肉芽组织，大量炎细胞浸润；盐酸米诺环素组创口可

见大量纤维组织，少量成纤维细胞，淋巴细胞和浆细胞浸润；透

明质酸联合盐酸米诺环素组创口可见大量成熟的纤维组织以

及少量的淋巴细胞浸润。见图 2。

图 1 各组创口的愈合情况

Fig.1 The wound healing of each group

表 1 各组创口的愈合率(%, x± s)

Table 1 The wound healing rate in each group

Groups The amount of rats (n) Wound healing rate

NS 8 66.37± 2.83*

HA 8 72.50± 3.46*

MINO 8 73.25± 3.41*

HA+MINO 8 78.13± 3.04
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Note: *compared with the HA+MINO group, P<0.05.

2.3 各组大鼠创口 TNF-琢表达的比较
免疫组织化学染色后创口 TNF-琢阳性反应为在细胞质呈

棕黄色或者棕褐色，各组创口 TNF-琢表达，见图 3；单因素方差

分析(F=9.34, P<0.05)，联合药物组创口 TNF-琢水平与生理盐水
组、透明质酸组和盐酸米诺环素组比较都有统计学意义 (均

P<0.05)。各组创口 TNF-琢表达平均值，见表 2。

图 2 各组组织形态学观察

Fig.2 Histological examination in each group (HE staining, × 200)

图 3 各组创口 TNF-琢表达比较
Fig.3 Immunohistochemical staining of TNF-琢 in each group ( × 400)

3 讨论

口腔颌面部软组织损伤在颌面部损伤中发病率最高，且呈

显著上升趋势，按照损伤产生的原因以及程度可划分为多种类

型，其处理方法主要依据损伤类型的特点对症处理如理疗、中

药外敷、皮瓣移植等，而当感染发生组织愈合将会延迟，带给患

者巨大的身心及经济负担[8]。据研究，当创口受到细菌污染时

(大于 105 cfu/g)，组织愈合发生困难，其中基质金属蛋白酶以及

多种细菌酶类等的大量释放将导致胞外基质中生长因子等多

种蛋白成分遭到破坏，同时感染坏死也会造成创口组织发生血

运循环障碍，这将严重影响修复进程。盐酸米诺环素具有的抗

胶原酶特性能防止组织内胶原成分的溶解破坏，作为广谱抗生

素其具有较强抗菌活性能显著降低创口组织中的细菌负荷从

而利于组织修复[9,10]。透明质酸是一种具有良好生物相容性和

强大保水特性的高分子活性物质，可以为组织湿性愈合创造有

利条件，作为一种靶向运载工具，可显著提高药物利用率，其复

合物受到国内外学者的广泛关注[11-14]。原位凝胶是能在给药后

发生溶液－凝胶相变，且具有较高生物相容性的新型药物运载

系统，该剂型可以在组织内较长时间存留，达到控释及缓释的

效果，其贮药特性可显著降低各种外界干扰因子的影响，提高

治疗效果，而且其生产制备工艺流程简单易操作，在医药领域

受到学者的重视[15]。本实验将透明质酸和盐酸米诺环素以原位

凝胶形式作用于感染创口，提高创口组织局部浓度，隔天给药

一次，利用其缓释性能以降低耐药性，以探讨感染创口局部治

疗方法及该药的治疗效果。

本研究中，盐酸米诺环素作用于感染创口能发挥快速、高

效的抗菌作用且能维持较长时间，是通过阻碍其肽链增长，导

致蛋白质无法合成来发挥作用的。Tsai等研究指出局部应用

0.1 %盐酸米诺环素能迅速降低感染创口的细菌负荷，改善创

口炎症状态，为组织修复创造有利条件，促进愈合进程。透明质

酸能与生长因子结合，对细胞的增殖与分化有积极作用，也能

增加组织中Ⅲ型胶原的合成和转化生长因子 -茁3的表达；透明
质酸作为药物载体，与其受体结合，可以实现定向给药和减少

毒副作用的效果[16]。吴正正等[17]研究指出局部应用 1.0 %透明

质酸复合物可以加速组织修复进程。何祯平等[18]研究指出应用

1.0 %、2.0 %的外源性透明质酸可以通过上调组织中Ⅲ型胶原

的合成与透明质酸的含量，减少创口瘢痕组织形成，对组织修

复具有正向作用。本实验中联合药物组的创口愈合率均比生理

盐水组、透明质酸组、盐酸米诺环素组为高，拍照图片显示创口

表 2 各组创口 TNF-琢表达比较
Table 2 The expression of TNF-琢 in each group

Groups The amount of rats (n) TNF-琢

NS 8 17.83± 3.68*

HA 8 14.75± 3.22*

MINO 8 14.63± 1.39*

HA+MINO 8 10.84± 1.49
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出现明显的上皮增生覆盖，此结果与之前研究结果相一致，提

示 1.5 %透明质酸联合 0.1 %盐酸米诺环素凝胶通过局部途径

作用于感染创口，能促进组织愈合进程。

创口愈合涉及大量细胞与非细胞成分之间的相互作用，其

中炎细胞的浸润、成纤维细胞的增殖在愈合中扮演重要角色。

研究报道称当细菌等致炎因素长期存在，组织中过量中性粒细

胞被激活，它们可以通过氧自由基作用加重损伤程度，其中促

炎介质 TNF-琢等在其趋化作用的发生和调节中发挥重要作用
[19]；TNF-琢主要由巨噬细胞产生，可妨碍创口愈合，TNF-琢等大
量释放会导致免疫调节功能处于紊乱状态，而且降低生长因子

的活性，导致成纤维细胞等趋向调亡，对组织愈合中胶原沉积

产生负面作用，创口愈合将会延迟[20-22]。Aoyagi等[23,24]指出盐酸

米诺环素对创口愈合有抑菌效果，且已用于皮肤感染的治疗，

其研究证实该药对组织修复有积极效果。Frenkel等指出透明

质酸能通过下调氧自由基的损害作用和前列腺素 E2水平以及

通过降低炎细胞趋化作用来调节炎症反应。本实验中联合药物

组创口中 TNF-琢表达均比生理盐水组、透明质酸组、盐酸米诺
环素组为低，组织内大量成熟纤维组织形成，此结果与之前研

究结果相一致。这一结果提示 1.5 %透明质酸联合 0.1 %盐酸米

诺环素凝胶能通过下调 TNF-琢，促进组织修复进程。
综上所述，1.5 %透明质酸联合 0.1 %盐酸米诺环素凝胶通

过局部给药方式作用于感染创口，下调创口 TNF-琢，促进组织
愈合。口腔颌面部软组织损伤高发，创口常受到污染，目前已有

不少学者致力于新型局部治疗方法的研究，本研究为其局部治

疗方法提供了新的思路。
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