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ꆤ方药研究ꆤ
祛瘀生肌法对糖尿病大鼠创面新生肉芽

组织凋亡相关基因的动态影响

李 斌 李福伦 王振宜 范 斌 徐文彬 金 伟 王一飞 肖秀丽
（上海中医药大学附属岳阳中西医结合医院，上海市虹口区甘沙路110号，200437）

［摘 要］ 目的 探讨祛瘀生肌法对糖尿病溃疡大鼠创面愈合中凋亡相关基因 Bax、Bcl-2mRNA 表达的影响。 方法 48只 SD 大
鼠采用四氧嘧啶造成糖尿病模型后，剪去背部局部全层皮肤造成糖尿病溃疡。将大鼠随机分成生肌化瘀方1组、生肌化瘀方2组、生
肌化瘀方3组和生理盐水对照组。分别于创面修复第3天、11天取材，采用实时 PCR 法检测新生肉芽组织中凋亡相关基因 Bax 和 Bcl-
2mRNA 变化。 结果 创面修复第3天，生肌化瘀方1组和生肌化瘀方2组 Bcl-2拷贝数及 Bax／Bcl-2比值均高于生理盐水对照组（ P
＜0.05） ；创面修复后第11天，生肌化瘀方1组 Bcl-2拷贝数和 Bax／Bcl-2比值仍高于生理盐水对照组 （ P＜0.05） ，而生肌化瘀方2组
Bax／Bcl-2比值与生理盐水对照组差异无统计学意义（ P＞0.05） 。 结论 祛瘀生肌中药调节糖尿病溃疡大鼠模型新生肉芽组织中
凋亡相关基因 Bax 和 Bcl-2mRNA 表达是促进创面愈合的原因之一。早期重用化瘀药物能抑制细胞凋亡，有利于创面愈合，而晚期
重用生肌药物能促进细胞凋亡，有利于减少疤痕形成。
［关键词］ 祛瘀生肌；糖尿病；创面愈合；Bax；Bcl-2
Effect of Stasis┐removing and Muscle┐regeneration Therapy on Apoptosis┐related Gene Expression in Granulation Tissue of Diabetic
Rat Wound Healing
LI Bin，LI Fu-lun，WANG Zhen-yi，et al．
（ Yueyang H osp ital of Shanghai University of T raditional Chinese M edicine，Shanghai200437）
ABSTRACT Objective T o study the effect of Stasis-removing and muscle-regeneration therapy on the expression of Bax and Bcl-2
mRNA in granulation tissue of diabetic rats w ound healing．Methods T otally48male SD diabetic rats w ith full-thickness skin lesion
w ere randomized into 4groups： Shengji Huayu （ Muscle-regeneration and stasis-removing ） Recipe-treated group1，2，3and normal
saline control group．T he tissues for test w ere collected on the3rd and11th day of the w ound healing and the apoptosis-related gene
Bax and Bcl-2mRNA in granulation tissue w ere tested w ith real-time PCR method．Results On the3rd day of w ound healing，Bcl-2
mRNA copies and Bax／Bcl-2mRNA of the rats in Shengji Huayu Recipe-treated group1and2were higher than those in the control
group （ P＜0．05） ．On the11th day of w ound healing，Bcl-2mRNA copies of the rats in Shengji Huayu Recipe-treated group1was
still higher than that in the control group （ P＜0．05） ，but Bax／Bcl-2mRNA of Shengji Huayu Recipe-treated group2was not signifi-
cantly different from that of control group （ P ＞0．05） ． Conclusion  Stasis-removing and muscle-regeneration herbs may promote
w ound healing in diabetic rats through regulating Bax and Bcl-2mRNA expression in granulation tissue．At the early stage，using
more stasis-removing herbs can inhibit the apoptosis，benefiting the w ound healing，while using more muscle-regeneration herbs can
promote the apoptosis at the late stage，benefiting the reduction of scar formation．
Key Words Stasis-removing and muscle-regeneration therapy；Diabetes；Wound healing；Bax；Bcl-2
  促进创面修复和减少瘢痕形成是外科领域中相互
联系又相互矛盾的两个方面。既往临床实验表明，中药
能有效促进创面愈合［1，2］，并且能够减少瘢痕形成。本
研究通过祛瘀生肌中药对 SD 大鼠糖尿病模型溃疡创
面的干预作用，观察祛瘀生肌中药对 Bax 和 Bcl-2mR-
NA 的影响，以期阐明祛瘀生肌中药促进糖尿病创面
愈合的部分机理和用药规律，报道如下。

1 材料
1.1 动物

清洁级雄性 SD 大鼠48只，质量（250±20） g，上海
斯莱克实验动物有限责任公司提供 （ 医动字第04－
20－3号） 。由上海中医药大学附属岳阳中西医结合医
院清洁级动物实验室饲养。
1.2 药物

生肌方：黄芪15g，太子参15g，白术15g，生地黄
15g。化瘀方：丹参15g，水蛭9g，桃仁9g，当归9g。生肌化
瘀1方：生肌方燊化瘀方＝1燊2；生肌化瘀2方：生肌方燊化
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瘀方＝2燊1；生肌化瘀3方：生肌方燊化瘀方＝1燊1；药液
由上海中医药大学岳阳中西医结合医院制剂室制备成

合剂（批号：040720） 。使其含生药分别为生肌方0.6g／
ml，化瘀方0.6g／ml。按比例配制生肌化瘀1方、生肌化
瘀2方、生肌化瘀3方。
1.3 主要药物、试剂及仪器
1.3.1 real-time PCR试剂和仪器 TRIZOL 试剂：上
海生工生物工程技术服务有限公司产品。RT 试剂盒：
DR019A，上海宝生物工程技术公司产品。MARK
D501A：上海宝生物工程技术公司产品。 T vector：
PROMEGA 公司产品。DEPC试剂：上海生工生物工程
技术服务有限公司产品。 RNA 反转录试剂盒：
TAKARA 公司产品。实时荧光定量 PCR试剂盒：中山
大学达安基因股份有限公司产品。全自动实时荧光定
量 PCR仪：美国 PE 公司产品。上述试剂和仪器均由中
山大学达安基因股份有限公司代理提供。
1.3.2 大鼠创面模型制备用药 新洁尔灭酊、0.9％
生理盐水由上海中医药大学附属岳阳医院提供。0.1％
盐酸氯胺酮为上海中西药业股份公司产品。四氧嘧啶
试剂编号：2244－11－3，瑞士 FULKA 公司产品，由上
海中医药大学药理毒性实验室提供。罗氏 ACCU-
CHEK ACT IVE 血糖仪和血糖测试试纸，编号：2005
－10，22896931，瑞士 Roche公司产品。
2 方法
2.1 造模方法

糖尿病大鼠造模参照付小兵等［3］方法改进。动物
禁食24小时后（饮水不限） ，在乙醚麻醉下尾静脉一次
注射1.5％四氧嘧啶（50mg／kg） ，造模后4小时给予5％
葡萄糖水溶液饮用，次日经尾部取血测血糖，血糖值大
于11mmol／L，表明造模成功。模型制成后，每3天测血
糖1次，直到动物处死。

动物糖尿病难愈创面造模：糖尿病大鼠造模完成
后3天，用1％盐酸氯胺酮（0.3ml／100g） 腹腔注射麻醉
大鼠。局部备皮，常规消毒后，于大鼠背部取直径3cm
左右圆形切口，剪开皮肤全层，至皮下筋膜，加盖无菌
敷料，每日换药1次。
2.2 分组及给药方法

大鼠随机分为创面造模后喂药3天、11天两个观测
时段。每个时段分为生肌化瘀方1组、生肌化瘀方2组、
生肌化瘀方3组及生理盐水对照组，每组各6只。按3天、
11天时段4组动物给药剂量如下：根据成人日服用药量
折算成大鼠灌胃剂量为6gꆤkg－1ꆤd－1，从创面造模后第
二天起，每天灌胃1次，连续灌胃3天和11天；生理盐水
对照组灌服等量生理盐水，每天1次。

2.3 检测方法
2.3.1 实验步骤 大鼠在喂养后的第3天和第11天分
别予麻醉后，用灭菌和灭酶处理过的手术器械采集背
部新生肉芽组织，组织块放入液氮罐中保存，并在标本
采集完成后放入－80℃冰箱保存。
2.3.2 引物、探针的设计与合成 引物由上海博亚生
物技术公司合成，探针由中山大学达安基因诊断中心
合成。根据 Gen Bank 提供的 CRD-BP mRNA 序列
（ LOCUS ID：AF198254） ，利用 Primer Premier 5.0设
计内、外引物及探针，引物均跨内含子序列，保证扩增
的特异性。
2.3.3 组织 RNA 提取 组织块（约100mg） 置研钵，
加液氮的同时用力研磨，组织呈粉末状后补加1.5ml
TRIZOL，置 Eppendorf 管，15～30℃孵育5分钟，加入
氯仿 （0.2ml 氯仿／1ml TRIZOL ） ，用力摇动15秒，
15～30℃孵育2～3分钟，4℃12000转／分钟离心15分
钟，取上清液至新的 Eppendorf 管，加异丙醇（0.5ml异
丙醇／ml TRIZOL ） ，15～30℃孵育样品10分钟，4℃
12000转／分钟离心10分钟，弃上清液，75％乙醇洗涤沉
淀（至少1ml75％乙醇／ml TRIZOL） ，4℃7500转／分钟
离心5分钟，弃乙醇，空气或真空干燥5～10分钟（不要
完全干燥） ，加 DEPC 处理水溶解 RNA，－80℃保存备
用。     
2.3.4 RT-PCR 实验步骤 取出模板分别加入2μl已
经标记好的消毒离心管中。取出 RT-PCR 试剂盒解
冻。依次加入稀释好的逆转录酶0.5μl、dNTPs0.2μl、
上、下游引物各0.2μl、DEPC 水4.9μl、RT-buffer2μl、总
体积10μl。依次插入预先设置 （37℃1小时、95℃3分
钟） 加热模块。逆转录 cDNA 完成，放入－80℃冰箱备
用。
2.3.5 FQ-PCR 检测实验步骤 取已消毒的96孔联
体反应板，分别加入 cDNA 模板。依次加入 T aq酶1μl，
dNTPs 0.5μl，上、下游引物各0.5μl，荧光标记探针
0.5μl，5×buffer 10μl、ddH2O32μl、cDNA 5μl。放入全
自动实时荧光定量 PCR 仪板槽中。扩增条件：（1）93℃
2分钟，（2）93℃30秒、55℃1分钟共40个循环，反应结
束数据保存。
2.4 统计学方法

数据以平均数±标准差 （ x± s ） 表示。采用
SPSS11.0统计软件包对相关数据进行双侧 t 检验，
P＜0.05为有统计学意义。
3 结果
3.1 创面修复第3天各组大鼠新生肉芽组织中 Bcl-2、
Bax mRNA 的比较

表1示，生肌化瘀方1组和生肌化瘀方2组 Bcl-2拷
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贝数高于生理盐水对照组，差异有统计学意义 （ P＜
0.05） ；生肌化瘀方2组 Bax 拷贝数高于生理盐水对照
组 （ P＜0.05） 。生肌化瘀方1组 Bcl-2／Bax 比值大于1，
高于生理盐水对照组（ P＜0.05） 。生肌化瘀方2组 Bcl-
2／Bax 比值大于1，但与生理盐水对照组比较差异无统
计学意义（ P＞0.05） 。

表1 第3天各组大鼠新生肉芽组织
  Bcl-2、Bax mRNA 比较（ x±s）

组别 鼠数
Bcl-2（拷贝
×105／mg）

Bax（拷贝
×105／mg） Bcl-2／Bax

生肌化瘀方1组 6 4.46±0.26* 1.67±0.36 2.80±0.76*
生肌化瘀方2组 6 6.70±2.50* 5.80±3.72* 1.75±1.25
生肌化瘀方3组 6 1.49±0.53 3.98±1.15 0.37±0.03
生理盐水对照组 6 1.29±0.15 2.91±0.64 0.46±0.11

  与生理盐水对照组比较，*P＜0.05
3.2 创面修复第11天各组大鼠新生肉芽组织中 Bcl-
2、Bax mRNA 的比较

生肌化瘀方1组和生肌化瘀方2组 Bcl-2拷贝数高
于生理盐水对照组，差异有统计学意义（ P＜0.05） ；生
肌化瘀方1组和生肌化瘀方3组 Bax 拷贝数低于生理盐
水对照组（ P＜0.05） ；生肌化瘀方1组 Bcl-2／Bax 大于
1，与生理盐水对照组比较差异有统计学意义 （ P ＜
0.05） 。

表2 第11天各组大鼠新生肉芽组织
  Bcl-2、Bax mRNA 比较（ x±s）

组别 鼠数
Bcl-2（拷贝
×105／mg）

Bax（拷贝
×105／mg） Bcl-2／Bax

生肌化瘀方1组 6 5.62±0.35* 3.87±0.53* 1.47±0.20*
生肌化瘀方2组 6 5.29±3.96* 7.83±6.10 0.75±0.33
生肌化瘀方3组 6 2.57±1.65 3.17±2.46* 0.87±0.11
生理盐水对照组 6 3.72±1.17 7.10±3.43 0.57±0.13

  与生理盐水对照组比较，*P＜0.05

4 讨论
糖尿病溃疡是糖尿病患者临床常见的并发症之

一，属于难愈性溃疡。近来有研究表明，糖尿病患者难
愈性溃疡创面与细胞凋亡失衡有关［4］。中医学在难愈
性溃疡创面治疗中积累了丰富的临床经验，长期以来
以“祛腐生肌”理论指导慢性皮肤溃疡的治疗，有着扎
实的临床基础。在传统“祛腐生肌”基础上，本研究课题
组提出“祛瘀生肌”作为其补充和发展，并在其长期的
临床实践中得到了验证，取得了较好的临床疗效。

Bcl-2与 Bax 是影响细胞凋亡的重要调控基因。研
究表明，Bcl-2基因是一个细胞凋亡的抑制基因，能够有
效地抑制多种因素诱导的细胞凋亡，但 Bcl-2抑制细胞
凋亡必须通过 Bax 形成异聚体实现，因此，Bax 基因虽

为 Bcl-2基因家族的成员，但功能与 Bcl-2相反。两者联
合表达调节细胞凋亡［5］，Bax 与 Bcl-2的比值决定细胞
受刺激后是凋亡还是存活，Bax 占优时细胞凋亡，Bcl-2
占优时细胞存活［6］。

国内有研究表明，难愈性溃疡创面不仅细胞凋亡
发生多、形态典型，而且主要是与修复密切相关的表皮
基底层细胞和成纤维细胞发生凋亡，从而导致创口愈
合迟缓，形成难愈性溃疡［5］。我们的实验结果显示，创
伤后3天，生肌化瘀方1组和生肌化瘀方2组 Bcl-2拷贝
数均高于生理盐水对照组（ P＜0.05） ；Bcl-2／Bax 的比
率均值分别为2.80和1.75，远高于生理盐水对照组
0.46（ P＜0.05） 。说明创伤早期生理盐水对照组的肉
芽组织中即有较多的凋亡调控基因表达，且以抑制基
因 Bcl-2mRNA 为主，推测重用化瘀药物的中药处方
有减缓细胞凋亡的作用，与生肌药物作用相似，从而为
祛瘀生肌理论中“化瘀利于生肌”提供科学依据。

而创伤后11天，不同方剂对 Bcl-2、Bax 的 mRNA
影响结果显示，生肌化瘀方1组和生肌化瘀方2组 Bcl-2
拷贝数仍高于生理盐水对照组（ P＜0.05） ；生肌化瘀
方2组 Bcl-2／Bax 高于生理盐水对照组，新生肉芽组织
中的凋亡基因表达仍以抑制为主。而生肌化瘀方2组
Bcl-2／Bax 比值与生理盐水对照组比较，差异无统计学
意义，说明创面后期重用生肌药物以促进凋亡基因表
达为主，推测重用生肌药物具有“生肌不致成瘢”的作
用。
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