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● 基础研究 ●

糖尿病大鼠全层皮肤缺损创面愈合过程中皮肤神经末梢再生的研究

程飕 刘宏伟 陈葵 李勤 孙同柱 付小兵 盛志勇

【摘要】 目的 观察糖尿病大鼠与正常大鼠全层皮肤缺损创面愈合过程中神经末梢的再支配情况与刨面愈合

的关系。方法非糖尿病大鼠(挖一12)与糖尿病大鼠(n----12)制成相同的全层皮肤缺损刨面愈合模型。于伤后3d、

7d和14d采取创面皮肤标本，用组织病理HE和SP抗体免疫组织化学染色技术检测创面肉芽再生与再上皮化情

况，并对肉芽创面内周围神经末梢再生情况进行观察。结果糖尿病大鼠全层皮肤缺损创面愈合的时间延长，其周

围神经末梢的数量较正常组明显减少，再生速度缓慢，肉芽组织中微血管和胶原形成的能力明显降低。结论糖尿

病大鼠创面的愈合障碍与神经组织再生延迟相关。

【关键词】伤口愈合}糖尿病f神经末梢f再生
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[Abstractl Objective To compare the reinnervation during healing of exeisional full-thickness skin wound

between diabetic and non-diabetic rats．Methods Full—thickness skin wounds were created in diabetic rats(行一12)

and normal Wistar rats(挖=12)．Skin samples were obtained from rat back wound sites on 3，7 and 14 after

wounding。The HE staining method and immunohistochemical technique using antibodies against substance P(SP)

were used to examine granulation and reepithelialization of the wounds．An analysis was performed to determine nerve

fiber number and nerve lengths(NLs)of the epidermis and the dermis and the nerves surrounding sweat glands in

skin．Results Wounds of normal Wistar rats showed significantly faster in healing than those of diabetic group,the

quality of epithelializatiDn was better in normal rats than in diabetic tats．SP immunoreaction positive fibers in the epi—

dermis and dermis of skin from diabetic rats were less than those in normal rats．The rate of regeneration of peripheral

nerve WaS slower in diabetic rats than that in uornxal rats，The formation of the capillary and the collagen in granula一

"don tissue was decreased in diabetic rats．Conclusion The disorder ol peripheral nerve regeneration is related to im—

paired wound healing in diabetic rats．
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糖尿病患者出现感觉功能障碍常常诱发肢体的

慢性溃疡，造成临床治疗中许多患者难以愈合，最终

不得不截肢。因此，了懈皮肤内感觉神经的营养作

用，特别是对皮肤刨面愈合的影响及相关机制的研

究越来越受到人们的重视Ⅲ。本实验通过建立糖尿

病大鼠全层皮肤缺损愈合模型，观察创区内感觉神

经纤维再支配情况，了解神经纤维再支配与创面修

复之间的生物学意义。
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1材料与方法

1．1动物与分组Wistar大鼠12只，雌雄各半，

体重200---250 g，购自中国医学科学院动物研究所

(许可证号：SCXKll—00—0006)。糖尿病大鼠模型由

中国医学科学院药物所制备(附模型报告)。将实验

动物分成两组：(1)糖尿病大鼠损伤组(行=12)；(2)

无糖尿病的损伤组(正常大鼠对照组，咒一12)。实

验前1周投放实验室喂养，自由饮水与摄食。实验

当日禁食，在麻醉条件下背部净毛，面积9．0cm×

8．0cm，待消毒后用特制致伤器(打孔器)在大鼠背

中部脊柱两侧各旁开1．5cm处，由上至下各切割2

个圆形创面，直径1．8cm，面积2．54cm2，深至皮下，

止血后备用。伤后每天换药1次，至伤后d14。每

次换药时将纱布揭开，创面无菌处理后，用无菌纱布

包扎，单笼喂养，自由饮水与摄食。分别在伤后3 d、

7 d和14 d切取创面组织标本。

L 2标本处理所有标本制成1．Ocm×1．Ocm组

织块，置4％多聚甲醛溶液中固定1 h后，用PBS洗

脱3次，脱水透明后，石蜡包埋组织，分别制成5．0

和15．0肛m的石蜡切片，40C保存备用。

1．3 常规组织病理染色和免疫组织化学染色

5．0tLm石蜡切片入二甲苯2次，各10 min。无水乙

醇2次，各5 min。95％、80％、70％乙醇及蒸馏水

各2 min脱脂，苏木素液染色2 min，10％盐酸乙醇

分化3～5s，自来水冲洗碱化至细胞核呈蓝色。再

入蒸馏水20 min。梯度乙醇70％、80％、95％各

2rain。伊红染液中5 min。95％乙醇分色3～5 S，

梯度脱水，树胶封固。创面胶原的Van Gieson’S

(VG)特染：组织标本脱腊入水，用Weigerfs铁苏木

素液染10 min，流水冲洗，51％盐酸乙醇迅速分化，

流水冲洗10 min，VG染2 min，95％乙醇分化后梯

度脱水、透明，封片。

15．0肛m石蜡切片脱蜡，3％过氧化氢孵育5～

10 min．蒸馏水冲洗，0．01％PBS浸泡，进行抗原热

修复，抗体P物质(substance P，SP)购自Santa

Cruz Biotech公司，工作浓度1：3000。按免疫组织

化学试剂盒(购于北京中山生物技术有限公司)说明

书操作进行免疫组织化学显色。再行苏木精复染，

脱水、透明、封片，光学显微镜观察结果。

1．4 阳性判定标准 切片HE胶原的VG特染

后，采用Altavilla's法评分[z]。见表1。

1．5组织学观察采用HPIAS-1000高清晰度彩

色病理图文报告管理系统对SP阳性神经末梢的多

少进行定量分析，每张切片随机选5个高倍镜视野

(×400)，测定每个视野下阳性反应的平均光密度。

以每例5个视野平均光密度的平均值作为该例的测

定值。

1．6统计学处理 对各组免疫组织化学阳性反应

的平均光密度值作单因素方差分析和q检验。

2结 果

2．1动物模型的稳定性 对实验大鼠血糖水平的

监测，显示大鼠血糖水平一直维持在21．23～

24．60 mmol／L，致伤前后不同时间各组间无显著性

差异，符合模型制作标准。

2．2非糖尿病大鼠与糖尿病大鼠刨面愈合情况

切片HE和胶原的VG染色显示，非糖尿病大鼠伤

后3 d，创区边缘皮肤内中性粒细胞、巨噬细胞等炎

症细胞浸润明显，仅有适量的表皮和真皮组织，以及

少量的毛细血管和肉芽组织再生。7d时，成纤维细

胞生长活跃、数量多，毛细血管数量显著增加，胶原

纤维沉积明显，真皮和表皮增加。伤后14d，非糖尿

病大鼠的创面收缩，创面基本愈合，已完全再上皮

化，同时表皮层次较多，肉芽组织较厚。糖尿病大鼠

创面伤后3d，中性粒细胞、巨噬细胞等炎症细胞在

表1创面的组织学评分

注：根据显微镜下被染成蓝紫色纤维样组织为阳性。用血清替代一抗作阴性对照，无阳性标记的组织
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创缘部浸润少于正常对照组，仅有少量的真、表皮再

生和极薄的肉芽组织。愈合d7，成纤维细胞生长活

跃，但毛细血管数量显著少于非糖尿病大鼠，胶原纤

维的排列较正常大鼠零乱。伤后14 d，糖尿病大鼠的

创面收缩，虽然基本完成再上皮化，但是表皮层薄，肉

芽组织含量少于正常大鼠损伤组(P<o．05；图1)。

伤后时间(d)

正常大鼠损伤组vs糖尿病大鼠损伤组，’P<o．05

图1组织病理学染色。AI伽硼蟾法半定量评估愈合情况

免疫组织化学染色显示：非糖尿病大鼠伤后

3 d，创缘与创基深部有SP一样免疫反应阳性的纤维

样结构。7 d时，创基深层和创缘真皮深层部分，特

别是皮脂腺、毛囊周围有大量SP阳性染色的神经

纤维组织缠绕，并开始向肉芽组织浅层生长。伤后

14 d，愈合部分组织深层有大量的神经纤维再生，部

分接近表皮组织。糖尿病大鼠伤后3 d，创基和创缘

真皮内的SP样免疫反应阳性的纤维极少。7 cl时，

深层SP一阳性纤维样组织仍罕见。直至伤后14 d，

皮肤内有少量SP一免疫反应阳性表达的纤维样组织

(Pd0．05；图2～4)。

越
翻
米
露
售卜

伤后时间(d)

正常大鼠损伤组VS糖尿病大鼠损伤组，’P<0．05

圈2 SP阳性神经纤维和末梢的定量分析示意图

白色箭头所指方向为SP免疫反应阳性的神经纤维

图3正常大鼠全层皮肤缺损创面愈合14d，愈合部位SP-免

疫阳性表达的情况(免疫组化染色，15p,m，X200)

白色箭头所指方向为SP免疫反应阳性的神经纤维

图4 STZ诱导糖尿病大鼠全层皮肤缺损创面愈合14 d，愈合部位

SIP-免疫阳性表达明显少于正常对照组(免疫组化染色，15-lm。X200l

3讨论

皮肤中主要的神经纤维有交感类的神经纤维、

求k嚣《囊
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C类和AS纤维，从背根神经节发出，最终支配皮肤

(包括表皮)。其中释放的神经肽是非神经类组织与

中枢、周围神经联系的关键。SP具有改变周围内皮

细胞形状和平滑肌细胞的松弛作用，导致毛细血管

的裂隙和经典式的血管扩张作用，并对神经源性的

炎症产生影响。神经源性炎症可导致肥大细胞的脱

颗粒、骨髓源细胞的趋化作用、成纤维细胞和内皮细

胞的增殖、细胞因子的合成，以及炎症细胞、内皮细

胞和角质形成细胞黏附分子的表达。因此，神经肽

对维持正常皮肤的功能和损伤性反应具有重要意

义L3]。由于糖尿病鼠出现神经损害，其炎症性反应、

细胞增殖与迁移和血管形成发生障碍。其中炎症反

应是创面愈合过程中不可或缺的步骤，也是神经系

统对皮肤愈合的影响作用之一“．5]。因此，如果改

善感觉神经末梢的支配，是否会通过SP等神经肽

的作用改善糖尿病患者皮肤的营养及相关病理生理

变化值得进一步探索。

SP是发现最早的神经肽普遍存在于神经系统

中。作为一种神经递质，SP在创伤后由感觉神经末

梢释放到周围组织中，是神经系统调控伤口愈合的

重要介质。参与了神经源性炎症反应的发生、发展。

当电刺激感觉棒经或局部化学刺激皮肤时，可以引

起皮肤的血管扩张和血浆蛋白外渗。SP还能增强

巨噬细胞和白细胞的吞噬活性；可直接刺激中性粒

细胞的趋化运动，并能加强其吞噬杀菌作用。总之，

SP在损伤后的炎症反应中对细胞增殖及组织修复

有重要的调节作用。同时，含SP的感觉性神经末

梢具有双向传导功能，一方面在向中枢传递受刺激

信息时起递质作用；另一方面，在局部释放SP及其

他肽类物质时起调质作用口]。而有学者报道，糖尿

病外周神经病变后，大鼠背根神经节、坐骨神经SP

发生相应变化。感觉神经SP的表达变化对观察糖

尿病周围神经病变有一定作用[7]。因此，本实验将

SP作为观察周围神经系统对糖尿病大鼠愈合影响

的重点对象。

糖尿病神经性病变具有传导速度减慢和轴突萎

缩的特点，可能与轴突神经微丝的损伤有关。神经

微丝是轴突的重要结构，在神经性病变中十分重要。

链脲霉素(streptozotocin，STZ)诱发的糖尿病神经

性病变与神经微丝结构的改变密切相关[8]。当

STZ处理大鼠8周后，免疫组织化学检测大鼠足垫

有髓鞘神经纤维神经微丝的重链蛋白和髓磷脂碱蛋

白阳性的髓鞘较非糖尿病大鼠减少50％凹J。同时，

STZ处理鼠后肢，所造成糖尿病鼠皮肤神经支配减

少与糖尿病患者的皮肤神经再支配类型相似[1 0’11】。

故笔者选用此模型研究神经肤在其中可能充当的角

色，从神经角度探讨周围神经支配对愈合的影响。

本研究显示，应用STZ造成糖尿病大鼠并制成

全层皮肤缺损的创面模型，同样出现周围神经末梢

损害，SP的释放减少。在该模型愈合中，观察到炎

症细胞的浸润、成纤维细胞的活性以及角质形成细

胞迁移发生障碍，导致胶原沉积、微血管形成减少，

愈合时间明显延长。同时，SP能通过生长因子刺激

皮肤成纤维细胞的增殖和表皮细胞的迁移。因此，

笔者推测，STZ诱导的糖尿病大鼠愈合障碍可能与

不正常的炎症细胞(包括中性粒细胞、巨噬细胞等)

浸润有关。另外，胶原的沉积一方面为神经再生提

供支架，再支配神经影响炎症细胞和(肌)成纤维细

胞迁移、分化增殖与凋亡，胶原的分泌，参与修复组

织预后的重塑与改建。另一方面胶原会对神经纤维

进行缠绕，阻止其生长导致神经肽类的分泌障碍，有

害于损伤后的重塑调节，两者之间关系相辅相

成[12。。本研究还发现，糖尿病真皮再生时，侧支发

芽的神经不易进入表皮，表皮的神经难以再生，成熟

受到影响。
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者舒张末期左室内径、收缩末期左室内径、室阃隔厚度、左室

后壁厚度均有轻微下降，但无统计学显著差异；正是这些改

变导致左室心肌重量降低17％、左室心肌重量指数降低

18％，与治疗前比较差异有统计学意义(P<0．05)；而对照组

无明显变化。左室收缩功能指标缩短分数两组均无显著改

变；舒张功能指标治疗组显著上升(P<o．05)，对照组研究前

后无显著差异。

3 讨论

血液透析患者是心血管疾病的高危人群，左心室肥厚与

尿毒症患者死亡率之间密切相关，有左心室肥厚者是无左心

室肥厚者的8倍，易发生心力衰竭、心律失常、脑血管意外，

是影响尿毒症患者预后与存活的重要因素H]。

近年来随着对左心室肥厚研究的不断深入，发现血循环

中和心脏局部肾素一血管紧张素一醛固酮系统(RAAS)激活与

心肌肥厚有密切关系n]。血管紧张素Ⅱ的致肿瘤样增生作

用，在心脏引起心肌细胞及问质纤维细胞增生与肥大，在阻

力血管引起血管平滑肌增生与肥大，在肾脏引起肾小动脉硬

化等。抑制RAAS的降血压药物，ACEI和ARB对心血管

能产生保护作用。有研究报道，ACEI或ARB能减轻终末期

肾脏病维持性血液透析患者的左室重量[5一]，然而，在这些研

究中，左室重量的降低都伴随着血压的下降。本研究发现，

长期予以小剂量的ACEI苯那普利对透析患者血压无明显

影响，但能降低他们的左室肥厚。推测其可能的原因与局部

RAAS抑制有关，患者心脏重量减轻至少有一部分与血压改

变无明显相关性。

本研究提示，在维持性血液透析患者中，长期小剂量的

苯那普利能降低左室重量，对血压无显著影响，这说明ACEI

除了降低压力负荷使心肌肥大减轻外，还有逆转左室肥厚

的作用。
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