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metric assay，and the reactive oxygen species(ROS)in cell was measured with 2 ，7 一diehlorfluorescein—di— 

acetate．Data were processed with t test． Results Compared with those of skin in control group，collagens 

of skin tissues in diabetes group atrophied and disorderly arranged．Inflammatory cells in wounds in diabetes 

group were dispersed，in which collagens arranged loosely and irregularly，as compared with those of wounds 

in control group．Expression levels of AGE and RAGE of skin in diabetes group were higher than those in 

control group． In diabetes and control groups，especially in diabetes group，the numbers of RAGE—positive 

cells in wound tissue were more than those in skin tissue．Large amount of inflammatory ceils with positive 

expression of RAGE were observed in diabetes group．MDA level of skin and wound tissue in diabetes group 

was respectively(6．3±1．0)，(7．1 4-2．4)nmol per milligram protein，which were obviously higher than 

those in control group[(2．9±1．0)，(3．6±1．4)nmol per milligram protein，with t value respectively 

8．017，4．349，P <0．05 orP<0．01]．Cell viability and ROS levels in neutrophils were increased in L， 

M，and H groups[(59 4-8)％，(77±5)％，(67 4-6)％ and 1．67 4-0．14，2．13 4-0．17，3．48 4-0．48] 

as compared with those in NC group [(34 4-5)％ and 0．58±0．06，with t value respectively 7．195， 

14．890，11．130 and 20．195，24．905，16．864，P<0．05 orP<0．01]． Conclusions Abnormal oxida— 

tive stress in diabetic skin leads to an atypical origin of wound repair．AGE—RAGE effect is a critical media— 

tor for oxidative stress in diabetic wound tissue during wound healing． 
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糖尿病患者自发溃疡和创面难愈是常见的临床 

现象，创面呈现异常炎症反应伴修复迟滞的病理特 

征。糖尿病状态下源于糖代谢紊乱的晚期糖基化终 

末产物(AGE)蓄积于皮肤和(或)创面，是糖尿病创 

面愈合环境变化的重要生化特征  ̈ ，对糖尿病创面 

的炎症反应究竟会产生何种影响尚不明确。本研究 

拟观察糖尿病患者皮肤组织和溃疡创面组织中AGE 

的蓄积和炎症反应，并结合体外干预实验推测两者 

之间可能存在的关系。 

1 材料与方法 

1．1 临床资料及标本采集与处理 

所采集的溃疡创面组织或皮肤组织标本来源于 

2004年5月一2o05年 11月广西医科大学第一附属 

医院烧伤整形康复中心收治的10例糖尿病患者(糖 

尿病组)、12例非糖尿病患者(非糖对照组，均无各 

类慢性疾病)，患者均知情同意。糖尿病组患者中女 

3例、男 7例，年龄(57±11)岁；参照 1999年世界卫 

生组织糖尿病诊断标准确诊符合 2型糖尿病，糖尿 

病病程 2—15年(中位数为 6．5年)，糖化血红蛋 白 

水平(8．0±0．3)％。非糖对照组患者中女 4例、男 

8例，年龄(54±9)岁。溃疡创面形成时间为 2～11 

个月 ，面积为 20～60 am ，深达皮肤全层 ，无骨髓炎 ， 

致伤原因为外伤或下肢静脉溃疡。皮肤组织标本来 

源于自体全厚皮移植术后弃用皮片。采集的创面组 

织和皮肤组织标本，部分行石蜡包埋切片，用于组织 

学观察；部分进行匀浆处理，用于丙二醛含量的检测。 

1．2 组织学观察 

1．2．1 HE染色 采用光学显微镜 (日本 Olym— 

pus公司)观察组织胶原排列和细胞分布。 

1．2．2 免疫组织化学法观察 AGE及其受体(RAGE) 

的表达 参照生物素-链霉亲和素-过氧化物酶染 

色试剂盒(福州迈新 生物技术开发有 限公 司)说 明 

书操作，采用 KS400型图像分析仪(德国 Carl Zeiss 

公司)检测皮肤组织中AGE(日本Trans Genic公司， 

抗体稀释度为 1：100)的阳性表达和皮肤组织、创面 

组织中 RAGE(加拿大 Chemicon Temecula公司 ，抗 

体稀释度为 1：200)的阳性表达。 

1．3 丙二醛含量测定 

采用双抗体两步夹心 ELISA法，参 照试剂盒 

(美国R&D公司)说明书测定丙二醛含量。 

1．4 体外制备 AGE修饰的人血清白蛋 白(AGE— 

HSA) 

按照文献 [3-4]方法，将 1．75 mg／mL纯化 

HSA加入含 200 mmol／L D．葡萄糖、100 I~g／mL青霉 

素、50 t~g／mL庆大霉素、1．5 mmol／L苯甲基磺酰氟 

的 PBS，置于37℃、体积分数 5％CO：孵箱中60 d。 

采用不含 D．葡萄糖的 HSA作对照。孵育结束后透 

析去除未结合葡萄糖，荧光分光光度法鉴定后用于 

体外干预实验。 

1．5 体外干预实验 

1．5．1 标本采集与分组 健康男性志愿者，年龄 

25—36岁，体质量 60—80 kg，均无各类慢性疾病例 

如糖尿病、肿瘤等且签署知情同意书。采集每名志 

愿者5 mL外周抗凝血，缓慢滴人 5 mL中性粒细胞 

分离液 (瑞典 Axis—Shield公司)，470 x g离心35 rain， 

收集白细胞层，采用无菌 RPMI-1640培养液(美国 

Sigma公司)洗涤细胞(体积比大约为 2：1)，400 x g 
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(3．6±1．4)nmol，t值分别为 8．017、4．349，P < 

0．05或 P<0．O1]。 

2．3 AGE干预对中性粒细胞存活率的影响 

正常对照组细胞存活率为(34±5)％；低浓度干 

预组、中浓度干预组、高浓度干预组的细胞存活率分 

别为(59±8)％、(77±5)％、(67±6)％，均明显高 

于正常对照组(￡值分别为7．195、14．890、11．130， 

P <0．05或 P <0．01)。 

2．4 AGE干预对中性粒细胞内活性氧水平的影响 

正常对照组细胞内活性氧水平为 0．58±0．06； 

低浓度干预组 、中浓度干预组 、高浓度干预组细胞内 

活性氧水平分别为 1．67±0．14、2．13±0．17、3．48± 

0．48，均明显高于正常对照组(t值分别为 20．195、 

24．905、16．864，P <0．05或 P <0．01)。 

3 讨 论 

糖代谢紊乱的高糖环境促进了碳水化合物和蛋 

白质之间非酶促糖基化反应产物—— AGE的形成 ， 

是导致修复细胞、ECM和调控因子等愈合环节变化 

的上游事件 。RAGE是介导糖基化产物病理效 

应的关键途径之一，引起的细胞效应与表达 RAGE 

的细胞类型密切相关，涉及细胞因子分泌、氧化应 

激、细胞分化增殖等，炎性细胞表面 RAGE通路的激 

活介导了炎症反应的启动、放大和维持，可引起过强 

的氧化应激从而造成组织损害 。本研究关于 

AGE和 RAGE的分布结果提示 ，在 AGE蓄积的糖尿 

病创面环境中，RAGE的表达增高，为糖基化产物病 

理效应的发挥提供了结构基础。 

丙二醛作为细胞脂质成分多价不饱和脂肪酸的 

氧化产物，其在组织中的浓度间接反映细胞膜氧化 

受损程度 。组织中的氧化应激产生与炎症反应密 

切相关，炎性细胞激活产生大量活性氧，调节炎症反 

应进程，但持续过度的活性氧将导致组织损伤从而 

进一步放大炎症反应的级联效应 ⋯̈。本研究 HE染 

色和丙二醛检测结果提示 ，糖尿病皮肤在未受 到外 

源性损伤时已经存在过强的氧化应激反应，并且持 

续存在于整个创面愈合过程 ，一方面可引起组织受 

损，另一方面该预激反应可导致创伤后氧化应激无 

法满足修复需要从而使创面迁延难愈。外源性创伤 

前糖尿病皮肤组织是否已存在内源性刺激?糖尿病 

皮肤和创面过强的氧化应激反应与局部 AGE蓄积 

的生化环境是否有直接关系?在创伤修复过程中， 

与炎症反应密切相关的大部分活性氧来源于中性粒 

细胞和巨噬细胞，也有一部分源 自 Fb和 内皮细 

胞 “ 。有证据表明，慢性溃疡创面活性氧的产生 

与中性粒细胞相关  ̈。中性粒细胞 的适 度活化是 

创面愈合的基础，但其过度活化会加重组织损伤，延 

迟创面愈合。体外实验证实 AGE在一定浓度范围 

内可促使中性粒细胞存活，提高该细胞内活性氧的 

水平，提示中性粒细胞在 AGE蓄积的环境中数量增 

多、氧化应激水平增高，可导致组织中氧代谢产物含 

量增加。糖尿病创面中大量 RAGE阳性表达的炎性 

细胞，已在 AGE蓄积的生化环境和糖尿病创面过强 

的氧化应激反应之间建立了联系。 

由此可见 ，糖尿病皮肤组织呈现异常的氧化应 

激水平导致其具有异常的创伤和(或)修复起点，势 

必影响后续创面的炎症反应进程，局部愈合环境中 

的AGE．RAGE效应是影响糖尿病创面氧化应激水 

平的重要因素。 
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