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　 　 【摘要】 　 目的　 比较目前常用的基因自发突变 ２ 型糖尿病小鼠 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ⁃ｄｂ ／ ｄｂ 和 ＳＴＺ 诱导的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小

鼠的溃疡创面愈合特征，为应用稳定的糖尿病小鼠溃疡模型进行相关动物实验研究提供依据。 方法　 建立糖尿病

小鼠溃疡模型，统计 ０、３、５、７、１０、１４ ｄ 小鼠创面动态愈合率及愈合时间；７、１４ ｄ 取组织，ＨＥ 染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色，免
疫组化（ＣＤ３１ 和 ＰＣＮＡ）观察创面病理组织变化；荧光定量测定愈合相关因子 ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃ＩＩＩα、α⁃ＳＭＡ 的基因表达。
结果　 基因突变 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠较 ＳＴＺ 诱导小鼠的创面愈合时间显著延迟，由（１６􀆰 ６ ± ０􀆰 ８） ｄ 延长至（２０􀆰 ２ ± １􀆰 ３） ｄ（Ｐ
＜ ０􀆰 ００１）；ｄｂ ／ ｄｂ 组较 ＳＴＺ 组肉芽组织生长缓慢，新生上皮长度不足、胶原沉积紊乱，创面愈合较差；７ ｄ，ｄｂ ／ ｄｂ 组

的 ＣＤ３１ 和 ＰＣＮＡ 显著性低表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；７、１４ ｄ，ｄｂ ／ ｄｂ 组基因上调量的倍数明显低于 ＳＴＺ 组。 结论　 两种糖

尿病小鼠创面均出现愈合延迟，但基因突变糖尿病 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠相比于 ＳＴＺ 诱导组小鼠在创面愈合延迟的程度上和

愈合难易程度上，更适合进行糖尿病溃疡创面的研究。
【关键词】 　 ２ 型糖尿病小鼠；难愈性创面；动物模型
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　 　 糖尿病溃疡是糖尿病的常见并发症之一［１］，是
目前临床治疗性的难题，也是当前创伤医学的研究

热点之一［２，３］。 针对糖尿病溃疡的药物研究，在临

床上具有广泛的应用前景和重要的社会意义［４］。
因此选择稳定、重复性强的糖尿病溃疡的的动物创

面模型是该类药物研究与评价的一个重要问题。
小鼠遗传背景清楚，基因组测序已全部完成，

易于饲养，成本较低，是实验室研究的理想动物模

型。 瘦素受体基因缺陷导致的 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠和采用高

脂词料加链脲佐菌素（ＳＴＺ）诱导的糖尿病小鼠创面

模型已被国内外研究者广泛应用于糖尿病溃疡创

面愈合的实验研究，然而，却未对这两种典型的糖

尿病小鼠创面模型的愈合特点及愈合生物学特征

的差异进行比较、分析和研究。
因此，本研究将比较 ＩＩ 型型糖尿病 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ⁃

ｄｂ ／ ｄｂ 和 ＳＴＺ 诱导的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠的溃疡创面愈

合进程、病理组织学特征及创伤修复相关基因表达

水平等方面的差异，为进一步开展糖尿病溃疡创面

愈合的实验研究提供理论指导。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ３０ 只，雄性，体重 ２０ ～
２２ ｇ，６ ～ ８ 周龄，购于北京华阜康生物科技股份有限

公司［ＳＣＸＫ（京）２０１４ － ０００４］，随机分为正常组 １５
只和糖尿病组 １５ 只。 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ⁃ｄｂ ／ ｄｂ 糖尿病小鼠

１５ 只，雄性，体重 ５０ ～ ５５ ｇ，７ ～ ８ 周龄，由南京大学

－ 南京生物医药研究院提供 ［ ＳＣＸＫ（苏） ２０１５ －
０００１］。 以上动物均在广东药科大学动物中心 ＳＰＦ
级饲养间饲养［ＳＹＸＫ（粤）２０１２ － ０１２５］。 并按实验

动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道的关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂

链脲佐菌素（ ＳＴＺ）购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；苏木

素伊红（ＨＥ）染色试剂盒、增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）
一抗及二抗、血小板内皮细胞黏附分子（ＣＤ３１）一抗

及二抗，均购自碧云天生物技术公司；Ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃ＩＩＩα
基因序列：上游引物（５’→３’） ＡＣＧＴＡＡＧＣＡＣＴＧＧＴ
ＧＧＡＣＡＧ，下游引物（５’→３’） ＡＧＣＴＧＣＡＣＡＴＣＡＡＣ

ＧＡＣＡＴＣ、α⁃ＳＭＡ 基因序列：上游引物 （５’ →３’）
ＴＧＴＧＣＴＧＧＡＣＴＣＴＧＧＡＧＡＴＧ，下游引物 （５’ →３’）
ＧＡＡＧＧＡＡＴＡＧＣＣＡＣＧＣＴＣＡＧ）基因引物，购自英潍

捷基（上海）贸易有限公司；动物组织总 ＲＮＡ 提取

试剂盒 （离心柱型）、 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ
（Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ）反转录试剂盒、ＳｕｐｅｒＲｅａｌ 荧光

定量预混试剂增强版（ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ）试剂盒均购自

天根生化科技有限公司；其它试剂均用国产分析纯。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 ＳＴＺ 诱导的 ＩＩ 型糖尿病小鼠模型的建立

正常组小鼠和 ｄｂ ／ ｄｂ 组小鼠喂以基础饲料，糖
尿病（ＳＴＺ）组小鼠喂以高脂饲料，持续 ４ 周后，ＳＴＺ
组小鼠禁食 １２ ｈ，腹腔注射 ＳＴＺ ４０ ｍｇ ／ ｋｇ，连续注射

５ ｄ，继续饲喂高脂饲料，注射 ７ ｄ 后测量随机血糖，
血糖值大于 １６􀆰 ６７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的个体被认定为 ２ 型糖

尿病小鼠［５ － ７］。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ２ 型糖尿病小鼠溃疡创面模型的建立

正常组、 ｄｂ ／ ｄｂ 组、 ＳＴＺ 组共 ３６ 只小鼠， 按

０􀆰 ０１５ ｍＬ ／ ｇ 计算用量，腹腔注射戊巴比妥钠麻醉，
麻醉后背部剃毛消毒，无菌条件下在背部正中两侧

用无菌手术剪各剪一个 ０􀆰 ８ ｃｍ 的圆形创面，深至筋

膜，无菌纱布包扎，小鼠单笼饲养。
１􀆰 ３􀆰 ３　 创面图像采集和组织取材

分别在 ０、３、５、７、１０、１４ ｄ 时，数码相机采集图

像，使用 Ａｄｏｂｅ Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ ＣＳ ２􀆰 ０ 软件对采集的创

面定焦图像进行统一标准裁，并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件统

计未愈合的创面面积，创面愈合率（％ ） ＝ （初始创

面面 积 － 残 余 创 面 面 积 ） ∕初 始 创 面 面 积 ×
１００％ ，并统计完全计愈合时间。 在第 ７、１４ 天时，
随机处死每组的 ６ 只小鼠，统取小鼠左侧创面处

皮肤用 ４％ 多聚甲醛固定，经石蜡包埋，切片。 小

鼠右侧创面处皮肤采用 ＲＮＡ 试剂盒提取 ＲＮＡ，
－ ８０℃保存。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＨＥ 染色

按苏木素伊红（ＨＥ）染色试剂盒的说明书，分
别将正常组、ＳＴＺ 组、ｄｂ ／ ｄｂ 组小鼠在第 ７、１４ 天的

皮肤石蜡切片进行常规脱蜡脱水并染色，显微镜下

观察创面组织学与胶原沉积的变化。
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１􀆰 ３􀆰 ５　 免疫组化观察 ＣＤ３１ 和 ＰＣＮＡ 的表达变化

在第 ７、１４ 天的三组皮肤石蜡切片常规脱蜡脱

水，免疫组化实验方法参照［８］，其中分别附 ＰＣＮＡ 鼠

源多克隆一抗及辣根过氧化氢酶标记的山羊抗兔

ＩｇＧ，ＣＤ３１ 兔源多克隆一抗及辣根过氧化氢酶标记

的山羊抗小鼠 ＩｇＧ，ＣＤ３１ 定位于血管内皮细胞，以
内皮细胞出现棕黄色染色为阳性，显微镜 ２００ 倍镜

下，各切片均选择视野左、中、右三个部位，每个视

野互不重叠，用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行光密度分析，计算

ＰＣＮＡ、ＣＤ３１ 的表达量。
１􀆰 ３􀆰 ６ 　 荧光定量 ＰＣＲ 检测 ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃ＩＩＩα、 α⁃ＳＭＡ
ｍＲＮＡ 基因的表达变化

Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应 ２０ μＬ 体系：上下游引物

（１０ μＭ） 各 ０􀆰 ６ μＬ，２ × ＳｕｐｅｒＲｅａｌ ＰｒｅＭｉｘ Ｐｌｕｓ １０
μＬ，ｃＤＮＡ 模板 １ μＬ，ＲＮａｓｅ⁃ｆｒｅｅ ｄｄ Ｈ２Ｏ ７􀆰 ８ μＬ。
按试剂盒说明书设置预变性和 ＰＣＲ 扩增条件上机

检测，系统自动分析显示 Ｃｔ。

１􀆰 ４　 统计学方法

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 统计学软件进行分析，
实验数据以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，组间样本

的比较采用 ｔ 检验，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 创面愈合率

５ ｄ，ＳＴＺ 组创面结痂，伤口填补缩合，而 ｄｂ ／ ｄｂ
组 ７ ｄ 才出现创面肉芽组织，伤口缩合。 １４ ｄ，正常

组已愈合，ＳＴＺ 组上皮大部覆盖，未完全愈合，ｄｂ ／ ｄｂ
组瘢痕收缩不完全，未愈合，如图 １ 所示。 ＳＴＺ 组与

ｄｂ ／ ｄｂ 组的创面愈合率有显著性差异（３ ～ １０ ｄ，Ｐ ＜
０􀆰 ００１）。 ｄｂ ／ ｄｂ 组与 ＳＴＺ 组比较创面愈合时间显著

性延迟，由（１６􀆰 ６ ± ０􀆰 ８） ｄ 延长至（２０􀆰 ２ ± １􀆰 ３） ｄ（Ｐ
＜ ０􀆰 ００１）。 因此，ｄｂ ／ ｄｂ 组相比于 ＳＴＺ 组的创面愈

合更为缓慢、稳定。 如图 ２ 所示。

图 １　 小鼠创面愈合变化

Ｆｉｇ． １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

注：（Ａ）正常小鼠、ＳＴＺ 诱导的糖尿病小鼠、ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠在术后 ０、３、５、７、１０、１４ ｄ 时创面愈合率；（Ｂ）各组 １００％创面愈合的时间。 ＳＴＺ

组和 ｄｂ ／ ｄｂ 组分别与正常组小鼠比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；ｄｂ ／ ｄｂ 组与 ＳＴＺ 组小鼠比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ２　 创面愈合率和愈合时间

Ｎｏｔｅ． （Ａ）Ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ （ｎｏｒｍａｌ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｉｃｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＳＴＺ， ｄｂ ／ ｄｂ ｍｉｃｅ） ｅａｃｈ ａｔ ０， ３， ５， ７， ９ ａｎｄ １４

ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ；（Ｂ） １００％ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｔｉｍｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ；Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜

０􀆰 ００１；Ｔｈｅ ｄｂ ／ ｄｂ ｍｉｃｅ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＴＺ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇ． ２　 Ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅ ａｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ
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２􀆰 ２　 创面 ＨＥ 染色结果

７ ｄ，ｄｂ ／ ｄｂ 组较 ＳＴＺ 组，中性粒细胞和单核细

胞浸润明显，无成纤维细胞出现，红细胞极少，肉芽

组织不明显，胶原纤维排列混乱且间质疏松，正常

组含有大量成纤维细胞、红细胞，并伴有炎性细胞

存在，已明显看到肉芽组织。 １４ ｄ，ｄｂ ／ ｄｂ 组相比于

ＳＴＺ 组仍有大量炎性细胞存在且间质疏松，胶原纤

维排列较为混乱，愈合较差，正常组胶原纤维紧密，
上皮完整覆盖，创面已愈合。 如图 ３、图 ４ 所示。

注：（Ａ，Ｄ）ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠；（Ｂ，Ｅ）ＳＴＺ 诱导的糖尿病小鼠；（Ｃ，Ｆ）正常小鼠在术后 ７ ｄ 时创面组织 ＨＥ 染色。

图 ３　 小鼠 ７ ｄ 时创面 ＨＥ 染色

Ｎｏｔｅ． Ａ，Ｄ： ｄｂ ／ ｄｂ ｍｉｃｅ； Ｂ，Ｅ： ＳＴＺ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｉｃｅ； Ｃ，Ｆ： Ｎｏｒｍａｌ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｗｏｕｎｄ ｓｕｒｆａｃｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｔ ７ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ

注：（Ａ，Ｄ）ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠； （Ｂ，Ｅ）ＳＴＺ 诱导的糖尿病小鼠； （Ｃ，Ｆ）正常小鼠在术后 １４ ｄ 时创面组织 ＨＥ 染色。

图 ４　 实验小鼠 １４ ｄ 各组创面 ＨＥ 染色

Ｎｏｔｅ． Ａ，Ｄ： ｄｂ ／ ｄｂ ｍｉｃｅ； Ｂ，Ｅ： ＳＴＺ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｉｃｅ； Ｃ，Ｆ： Ｎｏｒｍａｌ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｗｏｕｎｄ ｓｕｒｆａｃｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｔ １４ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ
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２􀆰 ３　 抗体 ＣＤ３１ 和 ＰＣＮＡ 的表达结果

新生血管密度（ＣＤ３１ 抗体标记）和细胞增殖核

抗原（ ＰＣＮＡ） 的多少是创面的修复的重要指标。
７ ｄ，ｄｂ ／ ｄｂ 组 （０􀆰 ４５ ± ０􀆰 ０６）％ 较 ＳＴＺ 组 （０􀆰 ６８ ±
０􀆰 ０６）％新生血管密度更低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），如图 ５、图 ６
所示；并且， ｄｂ ／ ｄｂ 组 （４􀆰 １０ ± ０􀆰 ６０ ）％ 较 ＳＴＺ 组

（５􀆰 ８４ ± ０􀆰 ６４）％ 的 ＰＣＮＡ 显著性的低表达 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１），如图 ７、图 ８ 所示。 可见，ｄｂ ／ ｄｂ 组的创面修

复能力要显著低于 ＳＴＺ 组。

图 ５　 ＣＤ３１ 抗体免疫组化染色（Ｂａｒ ＝ ２０ μｍ）
Ｆｉｇ． ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｔｕｒｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ

ｓｋｉｎ ｏｆ ｄｂ ／ ｄｂ ａｎｄ ＳＴＺ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｉｃｅ．
ＣＤ３１ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ

注：与正常组小鼠比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；

ｄｂ ／ ｄｂ 组与 ＳＴＺ 组小鼠比较，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ６　 ＣＤ３１ 抗体阳性表达面积百分比

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｍｉｃｅ，
∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１； ｄｂ ／ ｄｂ ｍｉｃｅ

ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＴＺ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｍｉｃｅ，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ６　 Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ＣＤ３１ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｒｅａ

２􀆰 ４　 荧光定量 ＰＣＲ 检测 Ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃ＩＩＩα、α⁃ＳＭＡ
ｍＲＮＡ 基因的表达

Ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃ＩＩＩα 和 α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ 基因的表达上调

水平与愈合修复水平正相关。 荧光定量 ＰＣＲ 结果

显示，各组创面组织 ７ ｄ 到 １４ ｄ 的 Ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃ＩＩＩα
ｍＲＮＡ 表达水平均上调，其中 ＳＴＺ 组基因表达量呈

５ 倍量上调，ｄｂ ／ ｄｂ 组基因表达量呈 ２ 倍量上调，上
调的倍数显著低于 ＳＴＺ 组。 因此，ｄｂ ／ ｄｂ 组愈合效

果明显低于 ＳＴＺ 组，如表 １ 所示。 ７ ｄ，ＳＴＺ 组和 ｄｂ ／
ｄｂ 组的 α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ 的表达量都显著低于正常

组，均较正常组愈合缓慢；１４ ｄ，ＳＴＺ 组基因表达量

呈多倍量上调，显著高于 ｄｂ ／ ｄｂ 组的上调倍数，因此

ｄｂ ／ ｄｂ 组比较 ＳＴＺ 组的创面愈合效果较差。

图 ７　 ＰＣＮＡ 抗体免疫组化染色

Ｆｉｇ． ７　 ＰＣＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｗｏｕｎｄ ｓｋｉｎ．
Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ．

表 １　 溃疡创面 Ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃ＩＩＩα ｍＲＮＡ
的表达结果（􀭰ｘ ± ｓ，％ ）

Ｔａｂ． １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃ＩＩＩα ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ
ｗｏｕｎｄ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ７ ｄ １４ ｄ

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ９３ ± ０􀆰 ０５ １􀆰 ４１ ± ０􀆰 ４９

ＳＴＺ 组
ＳＴＺ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２４ ± ０􀆰 ０５∗∗∗ １􀆰 ０５ ± ０􀆰 １５

ｄｂ ／ ｄｂ 组
ｄｂ ／ ｄｂ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 ５５ ± ０􀆰 ２７∗∗∗＃＃＃ ６􀆰 ４５ ± ０􀆰 ３２∗∗∗＃＃＃

注：与正常组小鼠比较，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１； ｄｂ ／ ｄｂ 组与 ＳＴＺ 组小鼠比
较，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；Ｔｈｅ ｄｂ ／ ｄｂ ｇｒｏｕｐ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＴＺ ｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．
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注：与正常组小鼠比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；ｄｂ ／ ｄｂ 组与

ＳＴＺ 组小鼠比较，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ８　 ＰＣＮＡ 抗体阳性表达面积百分比

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；

Ｔｈｅ ｄｂ ／ ｄｂ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＴＺ ｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ８　 Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ＰＣＮＡ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｒｅａ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｓｋｉｎ ｗｏｕｄｓ

表 ２　 溃疡创面 α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ 的表达结果（􀭰ｘ ± ｓ，％ ）
Ｔａｂ． ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｓｋｉｎ

ｗｏｕｎｄｓ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｉｃｅ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ７ ｄ １４ ｄ

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ９５ ± ０􀆰 ０４ ０􀆰 ３２ ± ０􀆰 １８

ＳＴＺ 组
ＳＴＺ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ０４ ± ０􀆰 ０３∗∗∗ ０􀆰 ２５ ± ０􀆰 １６

ｄｂ ／ ｄｂ 组
ｄｂ ／ ｄｂ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３７ ± ０􀆰 ２８∗∗∗＃ ０􀆰 ６９ ± ０􀆰 ４０＃

注：与正常组小鼠比较，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；ｄｂ ／ ｄｂ 组与 ＳＴＺ 组小鼠比较，＃Ｐ
＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；Ｔｈｅ ｄｂ ／ ｄｂ ｇｒｏｕｐ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＴＺ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

３　 讨论

ＳＴＺ 诱导的 ２ 型糖尿病小鼠模型与由于瘦素受

体缺陷导致的先天肥胖性糖尿病 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠模型在

国内外均有研究报道，在两种小鼠模型之上构建的

糖尿病创面溃疡模型也同样均有研究应用，两种小

鼠模型在一定的程度上均模拟了临床糖尿病创面

溃疡难愈合的病症特点，但是两种模型的优缺点和

应用价值却少有比较研究的报道。
创面愈合率和愈合时间是评价创面愈合最直

观的指标之一［９］，本实验结果显示，两个糖尿病溃

疡创面组较正常组具有显著性愈合缓慢，并且 ｄｂ ／
ｄｂ 组相比于 ＳＴＺ 组具有显著性的愈合延迟。 ＨＥ 染

色组织病理观察，在创面愈合早期，炎性细胞浸润

加快创面的愈合，但是在后期，尤其是 ｄｂ ／ ｄｂ 组中大

量的炎性细胞阻碍了创面的愈合，与创面愈合的宏

观观察一致。 刘宸等［１０］ 研究也发现糖尿病大鼠创

面中的巨噬细胞早期浸润数量较低，与创面愈合率

具有正相关性，而晚期残留巨噬细胞数量较多且与

创面愈合率具有负相关性。
创面的修复伴随血管的新生来提供大量的营

养物质，ＣＤ３１ 能够特异性标记血管内皮细胞，血管

密度可作为血管新生的指标［１１，１２］。 ＰＣＮＡ 存在于细

胞核中，是 ＤＮＡ 聚合酶 δ 的辅助蛋白，在 Ｓ 期为

ＤＮＡ 复制所必需，对于细胞增殖起重要作用［１３］。
研究结果发现，在创面愈合的第 ７ 天时，ｄｂ ／ ｄｂ 组与

ＳＴＺ 组比较，ＣＤ３１ 和 ＰＣＮＡ 都具有显著性的低表

达，ｄｂ ／ ｄｂ 组的创面明显更加难以愈合。
细胞外基质（ＥＣＭ）的沉积是创面愈合修复的

重要组成部分，ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃ＩＩＩα 基因主要调控细胞外基

质的产生。 本研究发现，对于 ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃ＩＩＩα 的调控，
ｄｂ ／ ｄｂ 鼠的 ＥＣＭ 沉积要少于 ＳＴＺ［１４］。 α⁃ＳＭＡ 是肌

成纤维细胞的重要标志，肌成纤维细胞具有平滑肌

细胞和成纤维细胞的特性［１５］。 它广泛存在于机体

各组织中，通过分泌生长因子、细胞外基质、趋化因

子等物质，从而在组织损伤的修复过程中占有重要

的地位［１６］。 本研究发现，７、１４ ｄ，ＳＴＺ 组的 ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃
ＩＩＩα 和 α⁃ＳＭＡ 基因多倍量的上调，ｄｂ ／ ｄｂ 组的上调

倍数显著低于 ＳＴＺ 组。 这初步明确了 ｄｂ ／ ｄｂ 组的

愈合时间较 ＳＴＺ 组延迟在基因调控方面的原因。
两种糖尿病溃疡创面模型作为经典模型均出

现愈合延迟，而 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠相比于 ＳＴＺ 诱导的糖尿

病溃疡创面愈合更为缓慢，溃疡模型重复性、稳定

性更高，为应用稳定的糖尿病小鼠溃疡模型进行相

关动物实验研究提供依据。
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