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前言
糖尿病(diabetes mellitus，DM)是全球范围内常见的全身

慢性代谢性疾病之一，根据世界卫生组织 (World Health
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摘要 目的：探讨全蝎软膏治疗糖尿病皮肤创面愈合的作用及其机制。方法：采用 SPF级 SD大鼠构建糖尿病皮肤溃疡模型，将其

随机平均分为对照组、模型组、全蝎软膏组和湿润烧伤膏组。造模后，分别在创面处涂抹全蝎软膏或湿润烧伤膏处理，空白组和模

型组用 PBS处理，观察和比较各组创面的愈合情况，并收集用药后 3 d、7 d、10 d和 14 d的创面肉芽组织进行 HE染色，通过

ELISA及荧光定量 PCR检测肉芽组织内碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)、血管性假血友病因子(vWF)、肿瘤坏死因子 琢(TNF-琢)
与 Smad 4基因的表达。结果：成功构建大鼠糖尿病皮肤溃疡模型，成模率为 96.15%。创伤后第 3 d、7 d、10 d和 14 d，各治疗组创面愈

合率均显著高于模型组(P＜0.05)，给药 14 d时，全蝎软膏组创面愈合率已接近对照组水平。HE染色结果显示与模型组相比，全蝎

软膏组中肉芽组织生长较快、毛细血管数量增多且组织纤维化程度较低。ELISA和荧光定量 PCR检测结果显示与模型组和湿润

烧伤膏组相比，全蝎软膏组肉芽组织内 bFGF、vWF含量上调更显著(P<0.05)，而 TNF-琢含量与 Smad 4 mRNA显著降低(P<0.05)。
结论：全蝎软膏可促进糖尿病皮肤溃疡创面肉芽组织的生长，可能与其抑制炎症反应并改善血管功能有关。
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Effect of Scorpion Ointment on the Wound Healing of
Diabetic Cutaneous Ulcer in Rats*

To explore the effect and mechanism of scorpion ointment in the treatment of diabetic cutaneous ulcer.

The diabetic cutaneous ulcers model was established with SPF grade SD rats and divided into control group, model group,

scorpion ointment group and MEBO group, respectively. After modeling, the scorpion ointment or MEBO were applied to the wound

surface, while the control group and model group were treated with PBS. Observation and comparison of wound healing in each group,

and the granulation tissue of wound was collected for H.E staining. ELISA and real-time PCR detection for the expression of basic

fibroblast growth factor (bFGF), vascular pseudohemophilia factor (VWF), tumor necrosis factor-琢 (TNF-琢) and Smad-4 in granulation
tissue on the 3 d, 7 d, 10 d and 14 d after treatment. The model of diabetic cutaneous ulcer in rats was established successfully

and the model rate was 96.15%. On the 3 d, 7 d, 10 d and 14 d after trauma, the wound healing rate of each treatment group was higher

than that of the model group (P<0.05). The wound healing rate of scorpion ointment group was close to that of the control group at the 14 d
of administration. The results of H.E staining showed that the granulation tissue grew faster, the number of capillaries increased and the

degree of tissue fibrosis was lower in the scorpion ointment group than in the model group. The results of ELISA and qPCR showed that

bFGF and vWF in granulation tissue of the scorpion ointment group were significantly higher than those of the model group and MEBO

group(P<0.05), while the TNF-琢 and Smad 4 gene decreased significantly (P<0.05). However, the therapeutic effect of scorpion ointment
is more significant. The scorpion ointment can promote the growth of granulation tissue in diabetic cutaneous ulcer, which

may be related to its inhibition of inflammation and improvement of vascular function.
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Groups Therapeutic modalities Administered dose Treatment time

Control PBS 0.1 mL/ cm2 14 d

Model PBS 0.1 mL/ cm2 14 d

Moist exposed burn ointment Moist exposed burn ointment 100 mg/cm2 14 d

Scorpion ointment Scorpion ointment 100 mg/cm2 14 d

表 1 大鼠糖尿病皮肤溃疡的治疗方案

Table 1 Therapeutic regimen for diabetic cutaneous ulcers in rats

Organization, WHO) 最新统计显示，2017年全世界约有 5.1亿

成年人被诊断为 DM患者且该数量正以每年 0.5个百分点逐

年上升 [1-3]。随着人们生活方式与饮食习惯不断发生改变，DM

并发症的发病率大幅上升，如心血管疾病、眼底病及肾脏疾病

等，糖尿病皮肤溃疡(diabetic cutaneous ulcers，DCU)已成为诸

多并发症中发病率较高的疾病之一，DM患者并发皮肤溃疡风

险高达 25%且复发率极高[4-6]。血液循环不畅、神经病变及局部

感染被认为是引起 DCU发病的重要因素，当 DCU患者皮肤

创面形成导致微血管功能障碍，创面长期不愈、反复发作增加

了局部感染风险，使得创面愈合能力降低并形成顽固性溃疡，严

重时需进行截肢手术，常给患者的身体及家庭造成双重影响[7，8]。

目前，因糖尿病皮肤溃疡的病情呈复杂化和多样化，临床

上对 DCU的治疗方法尚不统一，现代医学对 DCU疾病一般

采取保守药物结合手术治疗以改善血液循环，达到清创和控制

感染的目的，但治疗费用昂贵且溃疡创面易反复发作[9，10]。近年

来，以往治疗手段为基础结合我国传统医学方法已在临床上被

用于治疗早期 DCU疾病上取得了重大突破，副作用小、治疗费

用低且不易反复发作。李玉珠[11]等选取托里消毒散精简方对糖

尿病皮肤溃疡进行治疗，该方可通过上调 Ang-1蛋白表达水平

以促进肉芽组织生长，舒张血管活性并促进伤口愈合等作用；

张丹丹等[12]人应用不同剂量的积雪草提取物对大鼠糖尿病皮

肤溃疡创面进行修复，发现中剂量的软膏在创面愈合过程中能

够促进成纤维细胞增殖，帮助新生血管形成。

全蝎软膏因具有清热解毒、抗菌消炎、活血化瘀、促进伤口

愈合之功效，被认为是积雪苷霜、三七总甙等之外又一可用于

临床治疗 DCU的潜在用药，并在褥疮、下肢静脉溃疡、单纯性

肛瘘和干燥性鼻炎等疾病的治疗上取得了良好的应用效

果 [13-15]。截至目前，少有全蝎软膏治疗 DCU疾病的报道。本研究

通过构建大鼠糖尿病皮肤溃疡模型，观察了全蝎软膏治疗后

DCU创面的愈合情况、血管性假血友病因子 (von Willebrand

Factor，vWF)、Smad 4 等基因的表达，以期为临床早期治疗

DCU疾病寻找新的解决方案。

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

二院提供；湿润烧伤膏购自汕头市美宝制药有限公司(国药准

字 Z20000004)；苏木精 -伊红染色(H.E)试剂盒、多聚甲醛、链

脲佐菌素(STZ, S0130)购自 Sigma-Aldrich(上海)贸易有限公

司；反转录试剂盒、荧光定量试剂盒购自 TAKARA生物(大连)

有限公司；人碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)试剂盒、血管性

假血友病因子(vWF)试剂盒购自上海恪敏生物科技有限公司；

荧光定量 PCR仪(Tanon 25000)购自上海天能科技有限公司；

倒置显微镜(DM 2000)购自 Olympus株式会社；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 SD大鼠 40只，体重为

80 g~100 g，购自辽宁长生生物技术股份有限公司 (许可证编

号：SCXK辽 2015-0001)。饲养于黑中医附属二院的动物中心

内，购买后适应性喂养 7~10天，环境条件为 22± 2℃、相对湿

度 50% ~ 60%、光照 12 h/天、饮食及进水均自由。

1.2 方法

1.2.1 大鼠糖尿病皮肤溃疡模型的制备 将上述 40只 SD大

鼠平均分成 4组(空白组、模型组、湿润烧伤膏组、全蝎软膏组)，

每组 10只，除空白组外的其他组均以高脂饲料连续饲喂 1月，

随后，对 DM组大鼠腹腔注射以柠檬酸缓冲液 (0.1 mol/L, pH

4.6)制成的 1%的 STZ(注射剂量：50 mg/kg)制备糖尿病模型，3

天后大鼠尾静脉采血，以空腹血糖值≥ 16.7 mmol/L即为糖尿

病模型诱导成功，造模完成后对 DM大鼠进行监测并做好记

录。常规饲料喂养 3 d后的各组大鼠尾静脉注射 3.5 %水合氯

醛进行麻醉，剃剪大鼠背部长毛并用龙胆紫在脱毛去标记面积

约为 4伊4 cm大小的造模面积，于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

作为大鼠糖尿病皮肤溃疡模型。

1.2.2 给药及取材 按照血糖和体重对造模未成功或死亡大

鼠予以剔除，各组给药方式及用量如表 1所示，正常组和模型

组皮肤创面用 PBS缓冲液连续处理 14天，1次 /d；湿润烧伤膏

组创面连续外敷湿润烧伤膏 14天，1次 /d；全蝎软膏组创面连

续外用全蝎软膏 14天，1次 /d，分别于治疗后的 3、7、10和 14

d观察创面愈合状态，Image-Pro誖 Plus 6.0图像分析软件测定

创面面积并计算愈合率[16]。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，石蜡包埋切片进

行 H.E染色；另一部分组织样本经 PBS(0.01 M, ph=7.4)冲洗后

保存到 -80℃冰箱中用于成纤维细胞生长因子、血管性假血友

病因子、肿瘤坏死因子 -琢 (tumor necrosis factor-琢, TNF-琢)及
Smad4基因的检测。

1.2.3 组织病理学检查 将上述经石蜡包埋的病理肉芽组织

和正常组织切成厚度约为 4 滋m的切片，置于载玻片上 63℃作

用 4小时；按照苏木素 -伊红(H.E)染色液说明书进行操作，分

别经苏木精染液、反蓝液蓝化、伊红染色液作用并风干，于 200

倍显微镜下观察并记录结果。

1.2.4 ELISA检测 将各组皮肤组织用 PBS缓冲液 (0.01 M,
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Note: △ △ P＜0. 01, vs control group; ▲P＜0. 05, vsmodel group; ▲▲P＜0. 01, vsmodel group.

Group n
wound healing rates (%)

3 d 7 d 10 d 14 d

Control 10 28.23依2.52 46.86依3.53 73.59依2.14 95.36依0.59

Model 9 7.23依1.25△ △ 12.24依2.21△ △ 20.25依2.52△ △ 46.52依1.53△ △

Moist exposed burn ointment 8 9.25依0.95△ △ 23.52依1.63△ △ ▲ 45.36依1.83△ △ ▲▲ 73.25依1.46△ △ ▲▲

Scorpion ointment 8 8.32依1.21△ △ 35.28依2.56△ △ ▲ 54.67依1.56△ △ ▲▲ 89.21依1.13△ △ ▲▲

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 10 4.1依0.7 4.3依0.8 4.5依0.6 4.7依0.7 223依11 256依8 273依12 286依14

Model△ △ 9 22.7依1.2 24.5依0.6 27.1依0.7 35依0.9 208依9 224依12 235依13 249依15
Moist exposed burn

ointment△ △
8 23.5依0.8 25.5依0.7 28.3依1.2 27.2依0.9 215依15 230依16 241依14 259依11

Scorpion ointment△ △ 8 22.9依1.1 24.8依0.8 26.2依0.9 28.2依1.2 218依9 235依14 248依12 265依16

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

pH=7.4)冲洗三次，弃残留液后晾干；剪碎组织并与一定体积的

PBS置于玻璃匀浆器中于低温下充分研磨，将匀浆于 12 000伊
r/min离心 5 min取上清液，经测定浓度后备用。按照碱性成纤

维细胞生长因子(bFGF)和血管性假血友病因子(vWF)试剂盒的

说明书进行 ELISA检测，分别设置标准孔和样本孔的 ELISA

检测，反应终止后在 450 nm波长处检测各孔的 OD值并记录。

1.2.5 Real-time PCR检测 分别取各组大鼠溃疡处肉芽组织

约 0.1 g放入 EP管中，应用 Trizol匀浆提取组织内 RNA，取

1 滋L提取液于蛋白分析仪测定含量及纯度；按照逆转录荧光
定量 PCR 试剂盒说明书所述配置总反应体系 50 滋L：2伊
qRT-PCR Mix 25 滋L，上游 /下游引物各 1 滋L，Enzyme Mix

1 滋L，TRUEscriptRTase 1 滋L，RNA 模板 2 滋L，RNase free 水

补齐反应体系。随后，将 PCR 仪预热至 42 ℃，反应管置于

荧光定量 PCR仪中，按 42 ℃ 30 min，94 ℃ 3 min，94 ℃ 20 s、

55 ℃ 20 s、68 ℃ 20 s，共 40 个循环进行反应，程序结束后

可得扩增曲线和溶解曲线，目的基因与内参基因之间比值

即代表 Smad4 的表达水平。

1.3 统计学分析

使用 Spss 17.0软件进行数据分析，计量资料数据以 x依s表
示，多组间比较采用单因素方差分析加两两多重比较，以 P＜
0.05表示有统计学差异。

2 结果

2.1 DCU造模情况

实验购买的 SD大鼠在饲养调整后精神状态饱满、饮食及

排尿情况正常，30只用以造模的 SD大鼠在饲喂高脂饲料及腹

腔注射 1%的 STZ后，有 1只鼠注射后死亡，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 86.67%。进

一步监测 DCU大鼠可见饮水量、进食量和排尿量较对照组均

明显增多，但体重呈下降趋势，出现典型的 "三多一少 "。与对

照组相比，模型组从造模第三天起体重均呈下降趋势且差异性

显著(P＜0.05)，而自第 7天开始差异性更为显著(P＜0.01)，糖

尿病组间血糖水平无差异性(P＞0.05)，表明可用于下一步实验

分组。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 1只，造模成功率达 96.15%，见表 2。

Note: △ △ P＜0. 01, vs control group.

表 3各组创面愈合率的比较(x依 s)
Table 3 Comparison of the wound healing rate between different groups(x依 s)

2.2 创面愈合情况

按照表 1中所述方式对 DCU造模后的各组进行药物或

PBS处理，创面形态学检测显示经药物 3 d、7 d、10 d和 14 d治

疗后的各糖尿病组愈合率均低于对照组(P＜0.01)，后者创面肉

芽组织随治疗时间推移创面恢复速度碎块，在治疗后的 14 d

愈合率为 95.36%；模型组创面肉芽组织呈鲜红色且伴有少量

稠液出现，在四组中愈合率最低。给药 3 d时，湿润烧伤膏组、

全蝎软膏组与模型组相比无统计学意义(P＞0.05)，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)，此时创面呈向心生长趋势，愈合速度较快；创伤后第

10 d开始，全蝎软膏组愈合率明显高于湿润烧伤膏组，且具有

统计学意义 (P＜0.05)，全蝎软膏组新生肉芽组织逐渐覆盖创

面，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。

2.3 创面肉芽组织病理学观察

分别对给药 3 d、7 d、10 d和 14 d创面肉芽组织进行病理

切片进行 HE染色，结果如图 1所示：对照组中胶原纤维分布

均匀、几乎无中性粒细胞浸润，仅有少量胶原沉积且毛细血管
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图 3各组肉芽组织 Smad4基因mRNA表达

Fig.3ExpressionofSmad4genemRNAingranulation tissuesofeachgroup

含量丰富。模型组内真皮中有大量中性粒细胞，成纤维细胞、

胶原蛋白和毛细血管分布减少。给药 7 d开始，湿润烧伤膏组

和全蝎软膏组中均可见少量中性粒细胞，胶原纤维开始增多，

但全蝎软膏组中毛细血管数量较湿润烧伤膏组增多且管腔较

大，胶原纤维较多较粗，表明全蝎软膏治疗 DCU 效果高于

湿润烧伤膏。

2.4 各组肉芽组织 bFGF、vWF及 TNF-琢表达的比较
如图 2所示，与对照组相比，模型组创面肉芽组织中碱性

成纤维细胞生长因子(bFGF)和血管性假血友病因子(vWF)表达

量均显著降低，肿瘤坏死因子 琢(TNF-琢)表达量显著升高；经全

蝎软膏组和湿润烧伤膏连续治疗 DCU后，bFGF和 vWF表达

量均有所上升，肿瘤坏死因子 琢(TNF-琢)表达量降低，全蝎软膏
组治疗效果较湿润烧伤膏组治疗效果显著(P<0.05)。

图 1 HE染色结果(× 200)

Fig.1 The result of HE staining(× 200)

图 2各组肉芽组织 bFGF、vWF和 TNF的表达比较

Fig. 2 Comparison of bFGF, vWF and TNF expression in granulation tissues of each group

2.5 各组创面肉芽组织 Smad4 mRNA表达的比较

如图 3 所示，在 DCU造模后各组创面组织内的 Smad4

基因 mRNA含量均不同程度升高，但经连续用药处理后，自第

3 d起全蝎软膏组和湿润烧伤膏组组织内 Smad4基因 mRNA

表达水平较模型组相比开始呈下降趋势，且存在显著性差异

(P＜0.05)；于治疗后第 7 d开始全蝎软膏组组织内 Smad4基因

mRNA 表达水平较湿润烧伤膏组降低且差异性显著 (P＜
0.05)，结果表明全蝎软膏可抑制肉芽组织内 Smad4基因 mR-

NA表达水平来调节创面愈合。

3 讨论
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糖尿病皮肤溃疡(DCU)作为糖尿病最严重的并发症之一，

高复发率和致残率给患者及家庭带来极大的身心痛苦和经济

负担，在 DCU发病早期对该病有针对性治疗，能够在一定程度

上减轻患者痛苦并降低治疗费用[17-19]。近年来，中西医结合治疗

DCU疾病已取得较大进展，不仅具有明显促进创面愈合、缩短

治疗周期和抑制皮肤瘢痕形成等功效，还可明显提高治愈率。

合理地选择费用低、副作用小的中药制剂治疗早期 DCU疾病

仍是学者们关注的热点之一[20, 21]。

全蝎软膏由独特的组份制成，包括全蝎、蜈蚣、冰片等，具

有清热解毒、活血化瘀、祛腐生肌、抑菌消炎等功效，被认为是

用于治疗糖尿病皮肤溃疡的潜在用药。本研究选择 SPF级 SD

大鼠为实验对象构建 DCU疾病实验模型，与其他实验动物相

比创面制作较为方便，且大鼠自身皮肤愈合能力较强可以缩短

实验周期及便于结果观察[22]。此外，在造模过程中，选择连续喂

养高脂饲料结合 STZ注射方法构建 DCU，可降低在模型复制

过程中因动物个体差异或耐受性差而导致的动物死亡率，而造

模结果显示本研究大鼠 DCU的成模率高达 96.15%，证实该造

模法能够更好用于 DCU模型的制备。

皮肤创伤愈合是一个复杂而有序的生物学动态过程，但在

糖尿病状态下，组织内的炎症反应加剧、肉芽组织形成缓慢、新

血管生成受阻等因素均会阻碍 DCU恢复进程[23-25]。本研究分别

应用全蝎软膏和湿润烧伤膏对 DCU进行治疗，结果显示全蝎

软膏和湿润烧伤膏均能在不同程度上治疗 DCU疾病，促进肉

芽组织再生和修复血管功能，但前者的疗效更显著。经 14 d的

连续用药，两个治疗组均能够促进创面皮肤新的肉芽组织生

长，创面面积缩小速度快于模型组。

研究表明在创面修复过程中，碱性成纤维细胞生长因子

(bFGF)能够促进成纤维细胞的合成和胶原纤维的合成[26，27]，血

管性假血友病因子(vWF)作为血管内皮损伤的分子标志物与新

生血管形成关系密切[28]，肿瘤坏死因子 琢(TNF-琢)是炎症损伤强
有力诱导剂可加速炎症反应进程[29，30]。本研究结果表明全蝎软

膏可以通过上调 bFGF和 vWF的表达促进皮肤肉芽组织和新

生血管的生成，同时抑制 TNF-琢的表达以缓解炎症进程起到
保护组织的作用。Smad4基因突变或表达异常导致 TGF-茁信
号蛋白转导异常，当 TGF-茁 信号转导受体与 Smads 形成

Smad2/3/4 复合体时 Smad4 起瓶颈作用，通过抑制组织中

Smad4基因的表达能够降低组织内 Smad4蛋白的表达以达到

阻断成纤维细胞内 TGF-茁信号通路传导的目的，从而达到抑
制疾病的发展的目的。荧光定量 PCR结果显示经全蝎软膏连

续治疗后，肉芽组织内 Smad4 基因表达量显著降低而致使

Smad4蛋白转录与合成水平降低，有利于新生肉芽组织的形

成。提示全蝎软膏在抗 DCU 疾病进程中可能与调控

TGF-茁/Smad4通路相关，但具体机制尚需进一步研究证实。综
上所述，全蝎软膏在治疗 DCU进程中能够促进创面新生肉芽

组织的形成，抑制炎症反应并重塑新生血管系统来促使创面快

速愈合，但全蝎软膏促进 DCU创面愈合具体的分子机制及相

关通路尚需进一步试验探究。
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