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半导体激光联合全蝎软膏对大鼠糖尿病性皮肤溃疡修复的研究 *

张海丽 王 景 滕 林 于 洋 郭伟光△

（黑龙江中医药大学 黑龙江哈尔滨 150000）

摘要 目的：探讨半导体激光联合全蝎软膏对大鼠糖尿病皮肤溃疡（DSU）的修复作用。方法：24只 SPF级Wistar大鼠随机平均分

为对照组、模型组、全蝎软膏组和联合组，以腹腔注射链脲佐菌素 -皮肤缺损法构建大鼠 DSU模型；建模后分别用激光和 /或全

蝎软膏对 DSU大鼠进行治疗，观察用药后 3 d、7 d、10 d和 14 d的大鼠体重、血糖值及创面肉芽组织愈合情况；随后，分别对创面

组织进行 H.E染色、免疫组化、ELISA法及 western blot检测。结果：建模后的 DSU大鼠体重、血糖与对照组比较有统计学差异

（P＜0.05），且成模率为 73.33%；各治疗组创面愈合率均高于模型组（P＜0.05），肉芽组织生长旺盛，毛细血管丰富，炎症反应减轻；

ELISA和 western blot结果显示，与模型组相比，联合组治疗后组织内血管内皮生长因子（vEGF）显著上升（P<0.05）、肿瘤坏死因
子 琢（TNF-琢）和 Smad 4蛋白水平显著降低（P<0.05），治疗效果优于全蝎软膏组。结论：半导体激光联合全蝎软膏可有效促进大鼠
DSU创面的愈合，减轻炎症反应并修复血管功能，效果优于全蝎软膏组。
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Repair of Diabetic Skin Ulcer in Rats by Semiconductor Laser Combined
with Scorpion Ointment*

To explore the repairing effect of semiconductor laser combined with scorpion ointment on diabetic skin ul-

cer (DSU) in rats. 24 SPF Wistar rats were randomly divided into control group, model group, scorpion ointment group and

combined group, DSU model was established by intraperitoneal injection of SZT-skin defect. After modeling, DSU rats were treated with

laser and / or scorpion ointment respectively. Body weight, blood glucose and wound granulation tissue healing were observed on the 3 d,

7 d, 10 d and 14 d. Subsequently, the H.E staining, immunohistochemistry, ELISA and Western blot were used to detect the wound tis-

sue. Compared with the control group, the body weight and blood glucose of DSU rats were significantly different (P<0.05), and
the modeling rate was 73.33%. The wound healing rate of each treatment group was higher than that of the model group (P<0.05), of
which the granulation tissue grows vigorously, capillaries are abundant, and inflammation is reduced. The results of ELISA and Western

blot showed that compared with the model group, the VEGF in the combined group increased significantly(P<0.05), while the TNF-琢 and

Smad 4 protein were significantly decreased (P<0.05). The therapeutic effect was better than that of scorpion ointment group.
Semiconductor laser combined with scorpion ointment can effectively promote the wound healing of DSU in rats, reduce the in-

flammatory reaction and repair the vascular function, which effect is better than that of scorpion ointment group.
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前言

糖尿病皮肤溃疡（diabetic skin ulcer, DSU）作为糖尿病（di-

abetes mellitus, DM）诸多严重并发症之一，主要因 DM患者远

端缺血或自身血管神经病变引起的微循环障碍所致，常表现为

皮肤溃疡，坏疽或局部感染等，一旦患病则创面久治不愈且易

反复发作，是临床上导致糖尿病患者致残、截肢甚至致死的主

要原因[1,2]。近年来，随着人们生活方式与生活习惯的不断改变，
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由糖尿病继发的 DSU疾病的发病率逐年攀升，业已成为威胁人

类健康的潜在因素之一，不仅给患者的自身活动造成障碍，同时

亦给患者家庭带来严重的经济负担[3-5]。因缺乏合理有效的治疗

措施与手段，DSU疾病仍是国内外医学界研究的热点之一[6,7]。

现代分子医学研究表明，DSU的形成主要与周围血管神

经病变、微循环受阻、代谢减慢或其他因素引起，在治疗上多采

用保守药物治疗或手术为主，主张积极控制患者血糖、改善微

循环、修复血管神经功能及抗感染等[8,9]。虽然对于急性 DSU具

有明显的治疗优势，但仍无法摆脱治疗费用高昂、溃疡创面复

发率高且副作用大等不利因素。祖国医学认为 "精血耗损、气

血不畅 "是引起 DSU发病的主要原因，属于 "脱疽、消渴 "等

范畴，宜用分期分型、辨证论治的整体观念以减少瘢痕形成并

促进皮肤愈合[10-12]。近年来，中医疗法已在临床上治疗 DSU疾

病方面有着独到的优势，特别是中医外治法因具有副作用小、

治疗费用低且不易反复发作等优点而取得了良好的临床应用

效果[13,14]。何仁亮等人选用湿润烧伤膏对 DSU进行治疗，证实

该药具有增强机体免疫力、促进皮肤再生干细胞的激活和增生

等功效 [15]；赵光明等人应用不同剂量的回阳生肌方药对大鼠

DSU进行治疗，证明了该方可通过促进局部炎症反应，修复血

管神经及抗感染等作用达到祛腐生肌的功效[10]。此外，全蝎软

膏因具有独特的抗菌消炎、活血化瘀及增强创伤皮肤代谢等功

效，被认为是一种新型的可用于临床上治疗 DSU的潜在用药，

并已成功用于下肢静脉溃疡、单纯性肛瘘和褥疮等疾病的相关

治疗[16-19]。本研究拟通过构建大鼠糖尿病皮肤溃疡模型，对半导

体激光联合全蝎软膏的治疗效果进行综合评定，以期为临床上

治疗早期 DSU疾病提供新的解决方案。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 主要试剂和仪器 全蝎软膏为黑龙江中医药大学附属

二院制剂室提供、苏木精伊红染色（HE）试剂盒、TGF-茁免疫组
化试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司；链脲佐菌素

（Streptozotocin, STZ）购自上海 Sigma贸易有限公司（生产批

号：SLBH0076V）；血管内皮生长因子（vEGF）试剂盒、肿瘤坏死

因子 琢（TNF-琢）试剂盒购自上海酶联生物科技有限公司；
Smad4单克隆抗体、GAPDH单克隆抗体、HRP标记羊抗兔二

抗购自北京中杉金桥生物技术有限公司。半导体激光治疗仪

（MDC-500）购自上海曼迪森光电有限公司；倒置显微镜

（CKX53）购自奥林巴斯（北京）有限公司；罗氏卓越纤巧型血糖

仪及试纸购自罗氏诊断产品（上海）有限公司。

1.1.2 实验动物 SPF级成年健康雄性Wistar大鼠 24只，体

重 200 g~250 g（约 8周），购自北京维通利华实验动物技术有

限公司（许可证编号：SCXK京 2019-0009）。饲养于我院的实

验动物中心内，调整性饲养 7~10天，环境条件为 24± 2℃、相

对湿度 55% ~ 60%、在此期间动物饮食及进水均自由。所有动

物实验均由黑龙江省中医药大学动物伦理委员会的批准与指

导下进行。

1.2 方法

1.2.1 大鼠 DSU模型的制备 将适应饲养后的 24只 Wistar

大鼠平均分为 4组（空白组、模型组、全蝎软膏组、激光联合全

蝎软膏组），每组 6只，除空白组外，其他各组大鼠腹腔注射以

柠檬酸缓冲液（0.1 mol/L, pH 4.2~4.5）制成的 1%的 STZ（注射

剂量：65 mg/kg）制备急性糖尿病模型，72 h后尾静脉采血并用

罗氏血糖仪进行测定，以随机血糖值≥ 16.7 mmol/L判定为

DM造模成功。随后，对各组实验大鼠尾静脉注射 4 %水合氯醛

（0.01 L/Kg）进行麻醉，呈腹卧位固定后用电动剃须刀推去大鼠

背部长毛，标记面积约为 4× 4 cm2造模面积，在无菌条件下剪

去造模区皮肤并深达筋膜，六层医用纱布覆盖创面后用医用纸

胶带包扎固定制成 DSU创面[20]。

1.2.2 干预方法及取材 以 DSU成模后的第 2 d为实验开始

的首日，分别用全蝎软膏和半导体激光对实验组进行干预，各

组处理方法及用量如表 1所示，其中，全蝎软膏组创面连续外

用全蝎软膏 14天，1次 /d；联合组创面以MDC激光治疗仪辅

助全蝎软膏进行治疗，激光照射时间为 10 min，参数设定为：激

光波长 830 nm，输出功率为 450 mW，能量密度为 6 mJ/cm2；正

常组和模型组皮肤创面用 PBS缓冲液处理，分别于治疗后的

3、7、10和 14 d观察创面愈合状态，计算创面愈合率[21]。同时，

分别取上述对应天数的创面肉芽组织，一部分固定于 10%的甲

醛溶液中用于组织病理学检查；另一部分组织样本用 PBS

（0.01 M, ph=7.4）冲洗后保存到液氮中用于；血管内皮生长因子

（vEGF）、肿瘤坏死因子 琢（TNF-琢）及 Smad4蛋白的检测。

创面愈合率（%）=（给药前创面面积 -未愈合创面面积）/

给药前创面面积× 100 %

表 1 大鼠糖尿病皮肤溃疡的治疗方案

Table 1 Therapeutic regimen for diabetic skin ulcer in rats

Groups Therapeutic methods Treatment and dose Duration

Control PBS 0.1 mL/cm2 14 d

Model PBS 0.1 mL/cm2 14 d

Scorpion ointment Scorpion ointment 100 mg/cm2 14 d

Combined group laser irradiation

+Scorpion ointment
laser for 10 min/d+ Scorpion 100 mg/cm2 14 d

1.2.3 病理组织学检查 将固定的皮肤组织标本分别经梯度

浓度乙醇脱水，石蜡包埋后切成约 4 滋m的组织切片。分别按
照苏木素 -伊红染色液及免疫组织化染色说明书所述操作，显

微镜下观察并拍摄各组肉芽组织生成情况及 TGF-茁蛋白定位
表达情况。

1.2.4 组织的 ELISA检测 将各组保存于液氮中的创面组织
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取出，用 PBS缓冲液（0.01 M, pH=7.4）冲洗三次并晾干。将组织

尽量剪碎并与一定体积的 PBS混合置于低温下充分研磨，将

匀浆于 10 000 r/min离心 20 min取上清液备用。分别按照血

管内皮生长因子（vEGF）试剂盒和肿瘤坏死因子 琢（TNF-琢）试
剂盒内的说明书所述进行 ELISA检测，同时设置标准孔并绘

制标准曲线，反应终止后在 450 nm波长处检测各孔的 OD值

并计算细胞因子的相对含量。

1.2.5 组织中 Smad4蛋白的检测 以甘油醛 -3-磷酸脱氢酶

（GAPDH）蛋白为内参，将各组皮肤组织上清液经 SDS-PAGE

凝胶电泳作用后转至 PVDF膜上，分别经 Smad4一抗体及 1:5

000 HRP标记羊抗兔二抗孵育，其 western blot结果使用 Quan-

tity图像系统进行处理分析。

1.2.6 统计学处理 统计学数据应用 SPSS 16.0软件进行分

析，用均数± 标准差（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 q检验。P<0.05表示有统计学差异。

2 结果

2.1 建立 DCU大鼠模型

造模前，所有的大鼠精神状态饱满、背毛具有光泽、饮食及

排尿均正常。18只用来造模的Wistar大鼠在腹腔注射 1%的高

剂量 STZ后，有 3只大鼠血糖值检测未达到 DM造模标准（≤

16.7 mmol/L），造模率达 83.33%。DSU模型复制后，除空白组

外，各组大鼠饮水量、进食量和排尿量较对照组均有所升高，而

体重呈下降趋势，呈典型的 "三多一少 "症状。体重监测结果

显示，与空白对照组相比，DSU造模组从首日起体重均呈下降

趋势，至第 7天开始出现显著性差异（P＜0.05），而 DSU组间

血糖水平无差异性（P＞0.05），表明治疗组间具有可比性。DCU

造模时由于麻醉剂量过大或动物个体差异等原因引起死亡 4

只，造模成功率达 73.33%，见表 2。

Note: * P＜0. 01, vs control group.

表 2 DCU大鼠造模后各时间点血糖值及体重变化（x± s）
Table 2 Level of blood glucose and body weight in DCU rats at different time（x± s）

Groups n
Blood glucose (mmol/L) Body weight (g)

3 d 7 d 10 d 14 d 3 d 7 d 10 d 14 d

Control 6 6.8± 0.6 6.6± 0.7 7.1± 0.9 6.5± 0.5 263± 8 276± 11 285± 15 301± 9

Model* 3 24.7± 0.8 25.7± 0.7 27.4± 0.9 34± 1.1 211± 9 231± 10 243± 9 252± 11

Scorpion ointmen* 4 21.5± 0.6 24.3± 0.6 27.3± 0.8 28.2± 0.5 214± 13 229± 12 246± 9 261± 12

Combined group* 4 21.8± 1.2 23.6± 0.9 25.5± 0.7 27.4± 1.1 218± 11 234± 13 256± 11 274± 10

2.2 创面愈合情况

创面形态学观察可见，与模型组相比，经药物或激光连续

治疗后，全蝎软膏组和联合治疗组内的 DSU皮肤创面随着治

疗时间的推移面积均逐渐缩小，肉芽组织呈淡红色且呈向心性

生长，有少量黄色脓液或血痂出现，但联合治疗组皮肤创面缩

小速度明显较。创面愈合率计算结果表明，给药 3 d时，全蝎软

膏组、联合治疗组创面愈合率与模型组相比无统计学差异（P＞
0.05），且均低于对照组。于给药第 7 d开始各给药组创面愈合

率高于模型组，差异具有统计学意义（P＜0.05），用药后第 10 d

开始，联合治疗组愈合率明显高于全蝎软膏组，且具有统计学

意义（P＜0.05），至第 14 d时创面大小逐渐缩至并接近对照组

水平，结果见表 3。

Note: *P＜0.05, vs control group.

表 3 各组创面愈合率比较（x± s）
Table 3 Comparison of wound healing rates in each group (%; x± s)

3 d 7 d 10 d 14 d

Control 6 35.23± 2.56 48.84± 3.36 76.64± 2.76 96.42± 1.59

Model 3 6.23± 1.37* 11.24± 2.49* 22.37± 2.38* 51.52± 1.78*

Scorpion ointment 4 11.37± 1.43* 28.46± 1.75* 45.64± 1.63* 68.17± 1.39*

Combined group 4 18.46± 1.59* 38.21± 2.63* 58.17± 2.36* 91.24± 1.56

2.3 病理组织学观察

H.E染色结果显示：模型组于造模首日组织内即出现大量

炎症细胞细胞浸润，且胶原纤维及毛细血管数量均有不同程度

减少。全蝎软膏治疗组在治疗初期皮肤肉芽组织内同样有大量

炎症细胞浸润且毛细血管数量减少，在用药 7 d后炎性症状有

所减轻，可见少量新生毛囊组织及少量新生肉芽组织生成，在

用药至 14 d时，新生肉芽组织逐渐增多且有一定数量的成纤

维细胞和胶原纤维聚集。联合组 DSU大鼠连续治疗后，于给药

第 10 d时即可见新生毛囊增多，成纤维细胞及胶原纤维数量

明显高于同期模型组及全蝎软膏单独治疗组，同时亦可见少量

毛细血管开始扩张、充血，至用药 14 d时，毛细血管含量丰富，

胶原纤维增多变粗并交织成网（图 1A）。创面组织 TGF-茁蛋白
免疫组化染色观察结果表明：与模型组创面组织 TGF-茁蛋白
含量相比，经连续治疗 14 d 后的全蝎软膏组和联合组中
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TGF-茁蛋白水平均显著升高，但后者 TGF-茁蛋白上升水平更
加明显，与空白对照组相接近（图 1B）。

2.4 肉芽组织 ELISA检测

ELISA检测结果如图 2所示，在 DSU的初期阶段，模型组

与治疗组创面肉芽组织中的血管内皮生长因子（vEGF）表达量

均显著降低，而肿瘤坏死因子 琢（TNF-琢）表达量显著升高；随着

治疗天数的增加，经全蝎软膏组或 /和激光连续治疗后的创面

组织中的 vEGF 表达量均逐渐升高，而肿瘤坏死因子 琢
（TNF-琢）的表达能力受到抑制，且与模型组相比差异性显著，
而联合组的治疗效果要明显高于全蝎软膏组的治疗效果（P<
0.05），表明半导体激光疗法可以提升全蝎软膏的治疗效果，抑

制组织的炎性反应并提升肉芽组织的自身修复能力。

图 1 H.E染色和免疫组化结果（× 200）

Fig.1 Observation results of histopathological. A: H.E staining; B: Immunohistochemical localization of TGF - 茁 protein. (× 200)

图 2 组织中 vEGF及 TNF-琢的 ELISA检测结果

Fig.2 The detection result of vEGF and TNF-琢 in tissues by ELISA. A: The detection results of vEGF; B: The detection results of TNF-琢.

2.5 皮肤组织中 Smad 4的检测

对各 DSU 实验组连续用药 14 d 后的皮肤创面进行

Smad4蛋白 western-blot检测，结果如图 3所示，与模型组相

比，经全蝎软膏或激光辅助治疗后的皮肤组织中 Smad 4蛋白

水平均有不同程度的降低（P<0.05），但激光联合全蝎软膏治疗
组创面中 Smad 4蛋白水平明显低于全蝎软膏治疗组，并与对

照组中 Smad4蛋白水平相接近。以上结果表明激光辅助全蝎

软膏治疗可显著抑制糖尿病皮肤溃疡的发生发展，并通过降低

Smad 4蛋白的表达水平从而促进 DSU皮肤创面的愈合。

3 讨论

近年来，随着糖尿病发病率的逐年递增，由其引发的并发

症已成为严重危害人类健康的隐形杀手，其中，糖尿病性皮肤

溃疡因创面易溃烂、愈合缓慢且病情反复发作，为临床治愈该

病增加了障碍[22-24]。现代医学采取的治疗手段虽见效快、效果

好，但价格昂贵且副作用大，而中医主张的内外治法虽然安全

性好、副作用较低，但仍摆脱不了治愈率低与见效慢等缺点,目

前，中西医结合方式治疗 DSU疾病已逐渐成为国内外学者关

注的焦点并已取得较大进展，具有明显提高治愈率、促进创面

肉芽生长、缩短治疗周期并抑制皮肤瘢痕形成等优势[25,26]。本研

究采用注射高剂量 STZ结合皮肤缺损的方式成功复制大鼠

DSU模型，在注射 STZ后，大鼠血糖显著上升而体重逐渐下
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降，剪去 DM大鼠的背部皮肤后死亡数量上升，造模率仅为

73.33%，与其他报道相比，本研究的成模率较低，推测可能因动

物处于糖尿病状态下而引起的机体免疫力下降，或存在个体差

异及麻醉过量等原因所致。

正常皮肤组织在创伤后其形态及完整性遭受破坏，随后启

动创面自身修复愈合过程，当机体处于糖尿病状态下创伤愈合

过程受阻、炎性反应延长、微血管形成受阻致而使新生肉芽组

织形成减少，成纤维细胞及胶原蛋白合成减慢，久之，溃疡面细

菌大量增殖，神经病变加剧致使溃疡皮肤修复迟缓[8, 27]。经研究

证实，由全蝎、蜈蚣、冰片等独特的组份制成的全蝎软膏具有抗

菌消炎、活血化瘀、祛腐生肌、修复神经等功效，且有一定的抗

溃疡作用[16]。于此同时，半导体激光在修复糖尿病皮肤溃疡及

神经元损伤中已取得了良好的应用效果[28]。本研究应用半导体

激光和 /或全蝎软膏对 DCU进行连续治疗，结果显示，全蝎软

膏组和联合组均能在不同程度上促进创面肉芽组织的生长和

再生并修复血管功能，创面面积缩小速度快于模型组，但联用

组的疗效更显著。H.E染色结果表明，治疗组创面毛细血管生

成较多，胶原纤维密度随着治疗时间逐渐分布均匀且排列有

序。免疫组化蛋白定位结果表明，模型组创面内的 TGF-茁蛋白
含量显著低于两个治疗组，但联合组中 TGF-茁蛋白含量明显
高于全蝎软膏组并与对照组水平相当。TGF-茁作为再生上皮化
的重要标志，是皮肤创伤修复过程中必不可少的细胞因子，且

被证实与 Smad家族蛋白的信号通路密切相关 [29,30]。本研究

Samd4蛋白Western-blot结果显示，随着半导体激光和 /或全

蝎软膏对 DSU的连续治疗，愈合组织内的 Smad4的蛋白表达

水平逐渐降低且与模型组相比差异显著（P<0.05），其机制可能
与全蝎软膏上调 TGF-茁的表达水平并降低其与下游 Smad4蛋

白的位点结合能力，通过调节 TGF-茁/Smads信号转导通路而
起到促进创面肉芽组织新生的作用，但具体的机制仍需进一步

的研究证实。另外，从 ELISA检测结果可见，激光联合全蝎软

膏的治疗效果要明显好于单独使用全蝎软膏治疗，其主要介导

高水平的血管内皮生长因子（vEGF）表达促进皮肤肉芽组织的

生成，同时抑制肿瘤坏死因子 琢（TNF-琢）的表达缓解皮肤创面
的炎症进程以达到促进肉芽组织快速生长的目的。

综上所述，应用半导体激光结合全蝎软膏的方式治疗

DSU不仅能够有效抑制组织炎症的发展、促进新生血管的形

成，而且兼备操作简便、副作用小及费用低等优点，为临床上治

疗疑难性皮肤疾病提供新的指导方向。
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