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糖尿病大鼠深 Ⅱ度烫伤创面新生血管 
形成障碍的研究 

· 难 愈 创 面 的 研 究 · 

乔亮 王志勇 韦俊 原博 金曙雯 花兰女 廖镇江 医 陆树良 

【摘要】 目的 了解有糖尿病基础的机体烫伤后，创面新生血管化程度与创面难以愈合的关 

系 。 方法 将 sD大 鼠分成对照组和以链脲佐 菌素诱 导的糖 尿病组 ，每组 50只。2组 大 鼠均 造成 

20％TBSA的深 Ⅱ度烫伤 ，于伤后即刻及 1、3、7、14和 21 d取创面组织 ，行组织 学观察评 分 ，并计 算创 

面愈合率 ；同时采用免疫荧光双标记法检测创面组织 的新生血管 化程度及 血管 内皮 细胞数 量。 结 

果 糖尿病组大 鼠创面组织评分及创面愈合率均 低于对照组 ；糖尿 病组大 鼠各 时相点 新生血管 化程 

度较对照组明显降低(伤后7 d，糖尿病组为 12．00±1．40、对照组为60．00±3．00，P<0．01)。2组大 

鼠各时相点创面血管内皮细胞数量差异不明显，但糖尿病组大部分血管内皮细胞未形成功能性微血 

管。 结论 糖尿病深 Ⅱ度烫伤难愈创面虽血管内皮细胞增殖活跃但仍血供不 良，其机制与功能性 

微血管形成 障碍有关 。 
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【Abstract】 0bjective To study the relationship between the degree of neovascularization and non— 
healing wounds in scalded rats with diabetic mellitus． Methods Sixty Sprague—Dawley rats were randomly 

divided into control group(C，n=30，with treatment of isotonic saline)and streptozocin(STZ)-induced dia— 

betic group(D，n=30，with treatment of STZ )，and then they were inflicted with 20％TBSA deep partial 

thickness scald．Wound specimens were harvested immediately after scald and on 1，3，7，10，14 ，21 post 

scald days(PSD)to observe histological changes，and wound healing rates were calculated．Degree of neo— 

vascularization in wound(1abeled with blue microsphere)and the quantity of vascular endothelial cells(1a— 

beled with red CD31)wel'e also measured by double—labeling immuofluoresence． Results Compared with 

those in C group ，W ound healing rate and histological value scores were lowered ，and the degree of neovas- 

cularization was abated markedly at each time point． The degree of neovascularization in D group(1 2．00 ± 

1．40)was obviously lower than that in C group on 7 PSD(60．00±3．00，P <0．01)．There was no obvious 

difference in the number of vascular endothelial cells in both groups，however，the majority of endothelial 

cells had not formed functional capillaries in D group． Conclusion Vascular endothelial cell can prolifer- 

ate actively with poor blood supply in diabetic nonhealing with deep partial-thickness scald wounds，but it is 

still poor in blood supply due to lack of functional capillaries． 

【Key words】 Burns； Diabetes mellitus； Neovascularization，pathologic； Endothelial cell； Non- 
healing wound 

创面难愈是糖尿病常见并发症之一 ，创 面血供 

不 良是常见的病理现象⋯ 。以往研究认 为，创面血 

供不足是创缘残存 的血管管腔狭窄或堵塞所致 。不 

可否认．这是引起溃疡创面的易发因素，但创面形成 

后是否有新生血管发生障碍 ，值得深入探讨 。相关 

的研究表明，糖尿病皮肤创面 中存在新 生血管 内皮 
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细胞数量不足或者功能低下 ，与其增殖能力下降和 

凋亡增加有关 ；糖 尿病创面形 成后 ，组织 缺氧诱 

导内皮细胞增殖能力增强 ，功能亢进 。以往对创 

面血管化的研究 ，多采用表面抗原 CD31标记血管 

内皮细胞后以阳性细胞计数的方法来代表新生血管 

发生情况 ，虽在一定程度上反映了新 生血管 内皮细 

胞 的增殖能力 ]，但不能直观地反映其构建状况及 

功能。为此笔者对糖尿病难愈创面新生血管的形成 

进行了研究 ，希望有助于更深入地 了解难愈创 面血 

管化障碍的发生机制。 
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1 材料与方法 

1．1 模型制作 

1．1．1 糖尿病大 鼠模型 将 SD大 鼠(复旦大学 

动物实验部 )按完全 随机化法分为对照组和糖尿病 

组 ，每组 50只。糖尿病组大 鼠于实验前禁食 24 h， 

实验时经腹腔注射 25 g／L戊 巴比妥钠麻醉后 固定 

于无菌手术板上 。经腹腔一次性快速注射以无菌枸 

橼酸-枸 橼 酸 钠 镁 液 配 制 的 20 g／L链 脲 佐 菌 素 

(STZ，pH值 4．5，65 mg／kg)。对照组 注射 等渗盐 

水。2组大鼠单笼喂养 ，定量饮水并常规饲养 14 d。 

糖尿病组大鼠注射前及注射后 每周经尾静脉采血 ， 

用 One-Touch血糖检测仪(美国强生公司)测定其血 

糖水平 ，称体 质 量。若 诱 导前 血糖 水 平小 于 8．9 

mmol／L，诱导后血糖水平大于或等于 1 1．2 mmol／L， 

体质量明显下降，即作为糖尿病模型。对症状较重 

的糖尿病大 鼠，腹腔注射胰岛素 1～4 U／d，使其血 

糖维持在 16．7 mmol／L左右 ，以降低死亡率。 

1．1．2 大鼠烫伤模型 参照文献[5]，将对照组 

及糖尿病组大 鼠经腹腔注射戊 巴 比妥钠麻 醉后 脱 

毛。于脱毛后 24 h，将大 鼠固定于有洞的木板上 ，背 

部从洞中露出并浸入 80℃热水 中，对照组浸烫 6 S、 

糖尿病组浸烫 5 S，均造成 20％TBSA深 Ⅱ度烫伤创 

面(经病理切片证实)。烫伤后立即经腹腔注射乳 

酸林格液 5 mL复苏。并分别于伤后即刻及 1、3、7、 

14、21 d处死大鼠，切取创缘全层皮肤组织标本 ，用 

体积分数 10％甲醛溶液固定后石蜡包埋 。 

1．2 检测指标 

1．2．1 创面愈合率 于伤后 1、3、7、14、21 d观 

测各组大鼠创面愈合情况。在透明纸上按大鼠创缘 

描 画，将图像扫描并用 Osiris 4．19软件分析。以伤 

后 24 h第 1次测量的创面面积为烫伤初始面积 ，计 

算创面愈合率。创面愈合率 ：(烫伤初始面积 一各 

时相点创面面积)÷烫伤初始面积 x 100％。 

1．2．2 组织学观察及评分 于各时相点处 死大 

鼠，取创面组织标本制成 5 m厚的切片，行 HE和 

Masson染色 ，每个标本取 3个连续视野 于光学显微 

镜下观察。组织学变化评分标准 如下：1～3分， 

没有或者仅有少数细胞聚集 ，无 肉芽组织和上皮细 

胞爬行 ；4～6分 ，未成熟 的肉芽组织 中炎性细胞 占 

多数，仅有少量成纤维细胞 、毛细 血管或者胶原沉 

积 ，极少的上皮细胞迁移 ；7～9分 ，已形成 中厚 肉芽 

组织 ，炎性细胞或者成纤维细胞 占多数 ，胶原纤维沉 

积增加 ，新生 血管分 布广泛 ，轻 至 中度 上皮迁 移； 

10～12分 ，厚 肉芽组织 ，以血管纤维 化和广泛胶原 

沉积为主 ，局部上皮完全覆盖创面。 

1．2．3 创面新生血管化程度 于大 鼠处死前 15 

min实施麻 醉 ，打开腹 腔，游离 腹主静 脉。按 文献 

[7]方法处理 ，将直径 0．2 m的蓝色荧光微球 (美 

国 Invitrogen公 司)与磷酸盐缓 冲液 (PBS)以1：6体 

积 比稀释后 ，用微量注射器针头穿刺腹主静脉，缓慢 

注射 3 mL(>5 min)。荧光微球注射后让大鼠存活 

15 min，随即处死切取创缘全层皮肤组织，置于液氮 

中。包埋 ，固定 ，冰冻切片(厚度 10 m)，荧光显微 

镜(德 国Zeiss公司)下观察(激发光波长 365 am，发 

射光波长 415 nm)。对切片图像进行扫描，运用 

SPOT软件(美国 Dignostiinstruments公司)对创面荧 

光强度进行准确计算 ，将所得吸光度值作为衡量创 

面血管化 的指标。 

1．2．4 创面毛细血管内皮细胞数量 将 上述冰 

冻切片用 40 g／L多聚甲醛固定 10 min后避光保存。 

PBS冲洗切片 ，滴加甲醛 ，于 一20℃固定 5 min。再 

用 PBS冲洗 3次、5 min／次，10 g／L牛血清白蛋白室 

温封闭 1 h，加入 100倍稀释 的小 鼠抗 CD31抗 体， 

于4℃过夜。用 PBS冲洗 3次 ，每次 5 min，加入 100 

倍稀释的抗小鼠异硫氰酸荧光素抗体 ，室温下孵育 

1 h。最后用 PBS冲洗 3次，每次 5 min，用体积分数 

5％丙三酮封片。选择激发光波长 450～490 Ilm，于 

荧光显微镜下观察。 

通过 Spot软件的 merge功能 ，拟合上述作 双标 

染色的同一标本切 片得到 的不同波长荧光 图像 ，确 

定各组大鼠创面功能性微血管的新生程度。 

1．3 统计学处理 

数据以 x 4-s表示，采用 SAS 6．12统计软件行 

方差分析。 

2 结果 

致伤后因部分大 鼠死亡 ，全程参 与实验的大 鼠 

每组各有 30只。 

2．1 创面愈合率 

烫伤后糖尿病组大鼠各时相点的创面愈合率均 

低于对照组 (P <0．05或 P <0．叭 )。见表 1。 

表 1 2组大鼠创面愈合率的 比较 (％ ，x±s) 

注 ：与对照组比较 ，。P <0．05， P<0．叭 
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糖 尿 病 绀 大 鼠 深 Ⅱ 度 烫 伤 创 面 炎 性 细 胞 浸 涧 缓

持 久 ， 坏 死 组 织 脱 落 慢 且 小 明 显 ；创 面 愈 合 叫 娃
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3 讨论 

血管化低下或者供血不足是糖尿病合并创面难 

愈的特征，l临床上常见到糖尿病 患者创面缺乏新鲜 

肉芽组织 。新生血管是 肉芽组织 的主要成 分，给 

创伤区域提供营养并运输代谢产物 ，在创面愈合过 

程中扮演重要角色 。新生血管缺乏 ，可能导致创 

面难愈或者不愈 。 

本实验采用 STZ成功诱 导速发型糖尿 病大 鼠 

模型 ⋯。再将大 鼠背部制成深 Ⅱ度烫伤创面 ，结果 

观察到 ，糖尿病组大 鼠创 面在伤后 14、21 d愈合率 

明显低于对照组，且伤后 21 d光学显微镜下见糖尿 

病组大鼠创面不能 自行愈合。笔者改 良了对糖尿病 

大鼠深 Ⅱ度烫伤模型 的观察方法，将荧光微球 注入 

其体内参与血液循环 ，镜 下观察到达创面微血管循 

环的荧光微球。相关 文献表明 ，直径 0．2 m荧光 

微球能到达最小直径 的微血管 ，且不会渗 出到血管 

外。因此采用荧光微球注射法能直观地反映创面的 

血液循环 ，同时也反 映 了新 生血 管 的管腔 形成 情 

况 。利用荧光微球对大 鼠深 Ⅱ度烫伤模 型创 面 

血管化进行动态观察 ，可见糖尿病 创面在愈合过程 

中新生血管化程度较对照组显著降低。这一结果与 

以往多普勒血流探测仪所检测 的研究结果⋯ 相吻 

合，再次证实糖尿病难愈创面存在血管化低下 的现 

象。血管化低下的直接后果是创 面血供不足 ，亦是 

造成创面难愈的重要原因。 

内皮细胞增殖 、分化、迁移最终融合成初级血管 

网：这种初级血管网随即进入重 塑过程 ，通过 出芽 、 

分支 、向不同方向生长 、支持细胞募集等最终发展为 

成熟的脉管系统。在足量的血管内皮细胞存在的情 

况下 ，形成具有功能性 的微血管，对血管化进程来说 

更具有意义。笔者通过对同一创面的免疫荧光双标 

记荧光微球 (蓝色)和 CD31(红色 )共表达的 比较 ， 

观察到糖尿病 组大 鼠烫伤创 面 中，仅有少数 CD31 

标记的血管内皮细胞周边可见代表血管化的蓝色荧 

光微球 ，表明大部分新生血管 内皮细胞尚未形成具 

有功能性 的微血管 ；而对照组大 鼠创面中，CD31标 

记的血管内皮细胞周围几乎都能见 到蓝色荧光微 

球 ，说明其新生血管 内皮细胞能形成大量功能性 的 

微血管。上述现象表明，糖 尿病深 Ⅱ度烫伤创面存 

在血管形成障碍。 
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