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　 　 【摘要】 　 目的　 探究角蛋白 １７（ｋｅｒａｔｉｎ １７，Ｋｒｔ１７）基因敲除对糖尿病小鼠创面愈合的影响。 方法　 取 ６ 周龄

野生型小鼠和 Ｋｒｔ１７ 基因敲除小鼠，利用 ６０％高脂饲料喂养 ４ 周和腹腔注射链脲佐菌素（４０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），连续

５ ｄ）联合诱导建立糖尿病小鼠模型；于造模成功后 １ 周，小鼠异氟烷全身麻醉，背部剃毛，用 ６ ｍｍ 环钻制造在体的

皮肤圆形损伤；于制造创面后第 ８ 天，利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和免疫荧光染色检测 ＫＲＴ１７ 在创面近端中的表达和定位及

病理组织学分析；并于制造创面后第 ０、２、４、６ 和 ８ 天拍照记录，计算伤口愈合速率。 结果 　 在正常生理情况下，
ＫＲＴ１７ 主要在小鼠毛囊中表达；当皮肤受到损伤时，创面近端的角质形成细胞中 ＫＲＴ１７ 的表达显著升高；而糖尿

病小鼠创面中 ＫＲＴ１７ 的表达较对照组小鼠显著下调。 与野生型小鼠相比，Ｋｒｔ１７ 基因敲除小鼠的伤口愈合速率显

著降低；创面局部炎症反应更持续。 结论　 Ｋｒｔ１７ 基因敲除加剧了糖尿病小鼠的创面愈合障碍，Ｋｒｔ１７ 可能是参与

该病理进程的重要调控基因之一。
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｋｅｒａｔｉｎ １７ （Ｋｒｔ１７） ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｎ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｉｃｅ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｏｄｅｌ， ａ ６０％ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ｗａｓ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａｎｄ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ ｗａｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ａｔ ４０ ｍｇ ／ ｋｇ ｏｎｃｅ ｐｅｒ ｄａｙ ｆｏｒ ５ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ ｉｎ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ （ＷＴ） ａｎｄ Ｋｒｔ１７ ｋｎｏｃｋｏｕｔ （Ｋｒｔ１７－ ／ －） ｍｉｃｅ
ａｔ ６ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ． Ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅ， ｔｈｅ ｂａｃｋ ｗａｓ ｓｈａｖｅｄ， ａｎｄ ａ ６ ｍｍ ｃｉｒｃｕｌａｒ ｓｋｉｎ ｌｅｓｉｏｎ ｗａｓ
ｍａｄｅ ｉｎ ｖｉｖｏ ａｔ １ ｗｅｅｋ ａｆｔｅｒ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＫＲＴ１７， ａｎｄ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｏｎ ｄａｙ ８． Ｉｍａｇｅｓ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎ ａｔ ０，
２， ４， ６， ａｎｄ ８ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｗｏｕｎｄｉｎｇ， ａｎｄ ｔｈｅ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅ ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＫＲＴ１７ ｗａｓ ｍａｉｎｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ
ｍｏｕｓｅ ｈａｉｒ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｕｎｄｅｒ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ． Ｗｈｅｎ ｓｋｉｎ ｗａｓ ｉｎｊｕｒｅｄ， ＫＲＴ１７ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｘｉｍａｌ ｗｏｕｎｄ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ＫＲＴ１７ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｗｏｕｎｄｓ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｉｃｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ



ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｍｉｃｅ． Ｔｈｅ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ Ｋｒｔ１７－ ／ － ｍｉｃｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ａｎｄ
ｔｈｅ ｌｏｃａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｍｉｃｅ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｋｒｔ１７ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ａｇｇｒａｖａｔｅｓ
ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｉｃｅ． Ｋｒｔ１７ ｍａｙ ｂｅ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｍｏｄｉｆｉｅｒ ｇｅｎｅ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｋｅｒａｔｉｎ １７； ｄｉａｂｅｔｉｃ ｗｏｕｎｄ； ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 糖尿病（ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ，ＤＭ）是一种由于胰岛

素分泌缺陷和 ／或胰岛素生物作用受损所致的，以
高血糖为特征的代谢性疾病。 国际糖尿病联合会

最新数据统计显示，２０２１ 年，全球 ２０ ～ ７９ 岁的人群

ＤＭ 患病率为 １０􀆰 ５％（５􀆰 ３６６ 亿人），预计到 ２０４５ 年

将上升至 １２􀆰 ２％ （７􀆰 ８３２ 亿人） ［１］。 据报道，全球

３０％ ～ ９７％ＤＭ 患者可能有皮肤病变或并发皮肤

病［２］。 在中国大庆糖尿病研究中，ＤＭ 患者皮肤病

的患病率为 ９３􀆰 ７％，７５􀆰 ７％的 ＤＭ 患者有两种或两

种以上的皮肤病［３］，且 ＤＭ 患者的皮肤病变多发生

在 ＤＭ 诊断之前［４］，因此，皮肤的病理性改变对 ＤＭ
的初步识别和诊断具有重要意义。

创面愈合障碍是 ＤＭ 最常见、最严重的皮肤并

发症之一，也是当前 ＤＭ 治疗中的一个重要医学问

题。 ＤＭ 患者更容易出现慢性伤口，如糖尿病腿和

足溃疡。 研究报道，ＤＭ 患者慢性伤口的终生患病

风险为 １２％ ～ ２５％［５］。 ＤＭ 患者的慢性创伤已成为

非创伤性下肢截肢的主要原因（在美国，每年约有

６５ ７００ 例），并造成严重的经济负担［６］。 现阶段，关
于 ＤＭ 创面愈合障碍发生发展的分子机制仍不完全

清楚。
本实验室的前期研究发现，当皮肤受到损伤

时，创面近端的角质形成细胞中角蛋白 １７（ ｋｅｒａｔｉｎ
１７，ＫＲＴ１７）的表达显著升高；而 Ｔ２ＤＭ 小鼠创面中

ＫＲＴ１７ 的表达较对照组小鼠显著下调。 ＫＲＴ１７ 是

一种 Ｉ 型角蛋白，在正常生理情况下，ＫＲＴ１７ 主要表

达于皮肤的附属物中；在某些疾病，如银屑病、乳腺

癌、口腔鳞状细胞癌、胃癌等恶性肿瘤中，ＫＲＴ１７ 异

常过表达［７－８］。 现阶段，关于 ＫＲＴ１７ 的研究主要集

中在其对银屑病的调控作用和潜在的临床治疗方

面。 在银屑病的皮肤中，上调的 ＫＲＴ１７ 与 Ｔ 细胞及

细胞因子形成一个自身免疫环路［９］；下调 ＫＲＴ１７ 的

表达可减轻银屑病模型小鼠皮损的严重程度［１０］。
然而，ＫＲＴ１７ 在 Ｔ２ＤＭ 创面愈合中的研究仍较少，
因此，本文旨在结合前期研究结果通过 Ｋｒｔ１７ 基因

敲除小鼠（Ｋｒｔ１７－ ／ － ）分析 Ｋｒｔ１７ 基因敲除对 Ｔ２ＤＭ
小鼠的创面愈合的影响。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 本实验所使用的实验动物为野生型（ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ，
ＷＴ）Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ（雄性 ３０ 只） ＳＰＦ 级小鼠和 Ｋｒｔ１７－ ／ －

（雄性 ３０ 只）ＳＰＦ 级小鼠，５～６ 周龄，体重 １８～２０ ｇ，
由南京医科大学医药实验动物中心提供 ［ ＳＣＸＫ
（苏）２０２１－０００１］，小鼠饲养于中国医学科学院皮肤

病医院（中国医学科学院皮肤病研究所）实验动物

中心 ＳＰＦ 级屏障设施的饲养间［ＳＹＸＫ（苏） ２０２２－
００１７］，饲养间温度（２３ ± ２）℃，１２ ｈ ／ １２ ｈ 明 ／暗灯

照，动物自由饮水和摄食。 实验中涉及动物操作程

序均遵循 ３Ｒ 原则并已取得中国医学科学院皮肤病

医院（中国医学科学院皮肤病研究所）实验动物福

利伦理审查委员会的批准（２０２２⁃ＤＷ⁃０２６）。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 链脲佐菌素（ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ） （Ｓ０１３０）购自

美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；柠檬酸钠（＃Ｃ１２９３１０２４）和
柠檬酸（＃Ｃ１３０５６３２２）购自上海麦克林生化科技有

限公司；ＫＲＴ１７ 抗体（＃４５４３）购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司；６０％高脂饲料购自江苏省协同医

药生物工程有限责任公司。 电泳仪和电泳槽购自

Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；组织脱水机、石蜡包埋机、石蜡切片

机和荧光显微镜均购自德国 Ｌｅｉｃａ 公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 高脂饮食和 ＳＴＺ 联合诱导 Ｔ２ＤＭ 小鼠模型

并建立创面模型

　 　 选用 ５ 周龄雄性 ＷＴ 小鼠和 Ｋｒｔ１７－ ／ －小鼠普通

饲料饲养 １ 周适应环境后，随机分成 ６ 组：ＷＴ 空白

组、Ｋｒｔ１７－ ／ －空白组、ＷＴ 对照组、Ｋｒｔ１７－ ／ －对照组、ＷＴ⁃
Ｔ２ＤＭ 组和 Ｋｒｔ１７－ ／ － ⁃Ｔ２ＤＭ 组（ｎ＝ １０）。 空白组小鼠

普通饮料喂养且不制造任何伤口；对照组小鼠继续

普通饲料喂养，Ｔ２ＤＭ 组小鼠 ６０％高脂饲养喂养；４
周后，Ｔ２ＤＭ 组小鼠腹腔注射 ＳＴＺ，剂量为 ４０ ｍｇ ／
（ｋｇ·ｄ），连续注射 ５ ｄ，对照组小鼠腹腔注射同等

量的生理盐水；ＳＴＺ 注射 １ 周后，对照组和 Ｔ２ＤＭ 组

小鼠禁食 １２ ｈ 后检测血糖，空腹血糖值≥１１􀆰 １
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 视为 Ｔ２ＤＭ 造模成功［１１－１３］。 Ｔ２ＤＭ 造模成
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功后 １ 周，小鼠异氟烷全身麻醉，背部剃毛，用 ６ ｍｍ
环钻制造在体的皮肤圆形损伤，Ｔ２ＤＭ 组分为 Ｔ２ＤＭ
空白组（未制造创面）和 Ｔ２ＤＭ 对照组（制造创面）。
１􀆰 ３􀆰 ２　 免疫荧光染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＫＲＴ１７
在创面愈合中的定位和表达

　 　 于制造创面后第 ８ 天，安乐死牺牲小鼠，取对照

组和 Ｔ２ＤＭ 组小鼠创面周围 ２ ｍｍ 的皮肤组织，一
部分进行 ４％多聚甲醛固定 ２４ ｈ 后进行修块、脱水、
包埋和切片；一部分进行 ＲＩＰＡ 裂解液裂解、匀浆提

取皮肤总蛋白。 免疫荧光染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

ＫＲＴ１７ 的定位和表达。
１􀆰 ３􀆰 ３　 创面愈合速率的计算

　 　 于制造创面后的第 ０、２、４、６ 和 ８ 天拍照记录，
运用 ＩｍａｇｅＪ 软件定量分析创面愈合速率，创面愈合

速率＝（基线创面面积－第 ｎ 天创面面积） ／基线创

面面积×１００％。
１􀆰 ３􀆰 ４　 创面愈合近端皮肤的病理组织学观察

　 　 于制造创面后第 ８ 天，安乐死牺牲小鼠，取对照

组和 Ｔ２ＤＭ 组小鼠创面周围 ２ ｍｍ 的组织，进行 ４％
多聚甲醛固定 ２４ ｈ 后进行修块、脱水、包埋、切片和

苏木素－伊红（ｈａｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 实验数据以平均数±标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示，数据

运用 ＳＰＳＳ １６􀆰 ０ 统计软件处理。 如果数据符合正态

分布，采用单因素方法分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）进行

组间比较，若组间差异有统计学意义，进一步采用

Ｔｕｋｅｙ’ｓ ｐｏｓｔ⁃ｈｏｃ 检验，Ｐ＜０􀆰 ０５ 认为差异有统计学

意义。

２　 结果

２􀆰 １　 高脂饮食和 ＳＴＺ 联合诱导 Ｔ２ＤＭ 小鼠和创

面愈合模型的建立

　 　 本研究采用高脂饮食和 ＳＴＺ 联合诱导的方法

建立 Ｔ２ＤＭ 小鼠模型，Ｔ２ＤＭ 造模成功后，再进行创

面愈合模型的建立（图 １Ａ）。 ＳＴＺ 注射前，与正常饮

食的对照组小鼠相比，ＷＴ⁃Ｔ２ＤＭ 和 Ｋｒｔ１７－ ／ － ⁃Ｔ２ＤＭ
组小鼠 ６０％高脂饮食 ４ 周后，均表现出体重显著升

高的表型（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，图 １Ｂ）；ＳＴＺ 注射后 １ 周，与
ＳＴＺ 注射前相比，ＷＴ⁃Ｔ２ＤＭ 和 Ｋｒｔ１７－ ／ － ⁃Ｔ２ＤＭ 组小

鼠的体重均显著下降（Ｐ＜０􀆰 ００１，图 １Ｂ），呈现临床

上 Ｔ２ＤＭ 患者体重减轻的表型。 于 ＳＴＺ 注射 １ 周

后，对 ４ 组小鼠禁食 １２ ｈ 后的空腹血糖检测发现，
与 ＷＴ 对照组和 Ｋｒｔ１７－ ／ － 对照组小鼠相比， ＷＴ⁃
Ｔ２ＤＭ 组和 Ｋｒｔ１７－ ／ － ⁃Ｔ２ＤＭ 组小鼠的空腹血糖值均

显著升高，且均≥１１􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ（Ｐ＜０􀆰 ００１，图 １Ｃ），
表明高脂饮食和 ＳＴＺ 联合诱导 Ｔ２ＤＭ 小鼠造模

成功。

注：Ａ：高脂饮食和 ＳＴＺ 联合诱导 Ｔ２ＤＭ 小鼠和创面愈合模型的实验设计；Ｂ：ＳＴＺ 注射前后的体重；Ｃ：ＳＴＺ 注射 １ 周后的空腹血糖。 与ＷＴ 对

照组和 Ｋｒｔ１７－ ／ －对照组相比， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１；与处理前后相比， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 １　 高脂饮食和 ＳＴＺ 联合诱导 Ｔ２ＤＭ 小鼠和创面愈合模型的建立

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＳＴＺ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ Ｔ２ＤＭ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｍｏｄｅｌｓ． Ｂ， Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ

ＳＴＺ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ． Ｃ， Ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｆｔｅｒ ＳＴＺ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ １ ｗｅｅｋ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｋｒｔ１７－ ／ － ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ Ｔ２ＤＭ ａｎｄ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＳＴＺ
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注：Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＫＲＴ１７ 在 ＷＴ 空白组和 Ｔ２ＤＭ 空白组（未制造创面）皮肤组织及 ＷＴ 对照组和 Ｔ２ＤＭ 对照组小鼠创面周围皮肤组织

中的表达，内参：ＧＡＰＤＨ；Ｂ：运用 ＩｍａｇｅＪ 软件分析密度定量 ＫＲＴ１７ 的相对表达水平；Ｃ：ＩＦ 检测 ＫＲＴ１７ 在 ＷＴ 和 Ｔ２ＤＭ 空白组及 ＷＴ 和

Ｔ２ＤＭ 对照组小鼠创面周围皮肤组织中的表达。 蓝色：ＤＡＰＩ，细胞核；绿色：ＫＲＴ１７。 与 ＷＴ 空白组和 Ｔ２ＤＭ 空白组相比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜

０􀆰 ００１；与 ＷＴ 对照组相比， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ２　 ＫＲＴ１７ 在正常小鼠和 Ｔ２ＤＭ 小鼠创面愈合皮肤中的表达

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＲＴ１７ ｉｎ ｓｋｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＷＴ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， Ｔ２ＤＭ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ＷＴ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｔ２ＤＭ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ｕｓｉｎｇ ＧＡＰＤＨ ａｓ ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ． Ｂ， Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＫＲＴ１７ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｕｓｉｎｇ ＩｍａｇｅＪ ｓｏｆｔｗａｒｅ． Ｃ，

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＲＴ１７ ｉｎ ｓｋｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＷＴ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， Ｔ２ＤＭ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ＷＴ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｔ２ＤＭ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＩＦ． Ｂｌｕｅ，

ＤＡＰＩ， ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅｕｓ． Ｇｒｅｅｎ， ＫＲＴ１７． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｔ２ＤＭ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＲＴ１７ ｉｎ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｓｋｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ Ｔ２ＤＭ ｍｉｃｅ

２􀆰 ２　 ＫＲＴ１７ 在 Ｔ２ＤＭ 小鼠创面皮肤组织中的表

达显著下调

　 　 高脂饮食和 ＳＴＺ 联合诱导 Ｔ２ＤＭ 小鼠造模成功

后，对 ＷＴ 和 Ｔ２ＤＭ 组小鼠在背部制造 ６ ｍｍ 在体的

皮肤圆形损伤，于制造创面后第 ８ 天，取 ＷＴ 空白组

和 Ｔ２ＤＭ 空白组小鼠的皮肤及 ＷＴ 对照组和 Ｔ２ＤＭ
对照组小鼠创面周围 ２ ｍｍ 的皮肤组织， 检测

ＫＲＴ１７ 的表达水平。 结果显示，在未制造创面的情

况下，ＷＴ 和 Ｔ２ＤＭ 小鼠皮肤组织中 ＫＲＴ１７ 的表达

水平无显著差别；制造在体皮肤创面后，ＷＴ 和

Ｔ２ＤＭ 小鼠创面周围皮肤组织中 ＫＲＴ１７ 的表达水

平均显著升高（Ｐ＜０􀆰 ００１，Ｐ＜０􀆰 ０１，图 ２）；但与 ＷＴ
对照组小鼠相比，Ｔ２ＤＭ 小鼠创面周围皮肤组织中

ＫＲＴ１７ 的表达显著降低（Ｐ＜０􀆰 ００１，图 ２）。 ＩＦ 染色

的检测结果与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果趋势一致，即在未制

造创面情况下，ＫＲＴ１７ 主要定位在毛囊中，ＷＴ 和

Ｔ２ＤＭ 小鼠无显著差异；制造在体皮肤创面后，ＷＴ
和 Ｔ２ＤＭ 小鼠创面近端的角质形成细胞中 ＫＲＴ１７
的表达均显著升高，但与 ＷＴ 小鼠相比，Ｔ２ＤＭ 小鼠

创面近端的角质形成细胞中 ＫＲＴ１７ 的表达水平较

低（图 ２Ｃ）。
２􀆰 ３　 Ｋｒｔ１７ 基因敲除减慢 Ｔ２ＤＭ 小鼠的创面愈合

速率

　 　 于制造创面后的第 ０、２、４、６ 和 ８ 天分别对 ４ 组

小鼠的创面拍照记录，运用 ＩｍａｇｅＪ 软件定量分析创

面愈合速率发现，在正常生理情况下，与 ＷＴ 组小鼠
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相比，Ｋｒｔ１７－ ／ －组小鼠的创面愈合速率显著减慢，制
造创面后的第 ８ 天，ＷＴ 组小鼠创面愈合率达到

注：Ａ：制造创面后的第 ０、２、４、６ 和 ８ 天的照片；Ｂ：运用 ＩｍａｇｅＪ 软件定量分析创面愈合速率。 与 ＷＴ 对照组和 Ｋｒｔ１７－ ／ －对照组相比， ∗∗Ｐ＜

０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１；与 ＷＴ 对照组和 ＷＴ⁃Ｔ２ＤＭ 组相比， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５， ＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１， ＆＆＆Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ３　 ＷＴ 和 Ｋｒｔ１７－ ／ －小鼠在正常生理和糖尿病病理情况下的创面愈合速率

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｐｈｏｔｏｓ ｔａｋｅｎ ｏｎ ｄａｙｓ ０， ２， ４， ６ ａｎｄ ８ ａｆｔｅｒ ｗｏｕｎｄ ｍａｄｅ． Ｂ， Ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＩｍａｇｅＪ ｓｏｆｔｗａｒｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ

ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｋｒｔ１７－ ／ － ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＷＴ⁃Ｔ２ＤＭ ｇｒｏｕｐ， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５， ＆＆Ｐ＜

０􀆰 ０１， ＆＆＆Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅ ｉｎ ＷＴ ａｎｄ Ｋｒｔ１７－ ／ － ｍｉｃｅ ｕｎｄｅｒ ｎｏｒｍａｌ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ

８８􀆰 ９４％， 而 Ｋｒｔ１７－ ／ － 组 小 鼠 仅 为 ７８􀆰 ０６％ （ Ｐ ＜
０􀆰 ００１），表明在正常生理情况下，Ｋｒｔ１７ 基因敲除对

正常的创面愈合产生一定的影响。 在糖尿病病理

情况下，与同一品系的对照组小鼠创面愈合率相

比，ＷＴ⁃Ｔ２ＤＭ 和 Ｋｒｔ１７－ ／ － ⁃Ｔ２ＤＭ 模型小鼠的创面愈

合速率分别显著减慢 ３７􀆰 ６５％和 ４９􀆰 ８３％（Ｐ＜０􀆰 ０１，
Ｐ＜０􀆰 ００１），表明 Ｔ２ＤＭ 存在创面愈合障碍；此外，与

ＷＴ⁃Ｔ２ＤＭ 组小鼠相比，Ｋｒｔ１７－ ／ － ⁃Ｔ２ＤＭ 组小鼠的创

面愈合速率显著减慢，表明 Ｋｒｔ１７ 基因敲除加剧了

Ｔ２ＤＭ 创面愈合障碍的表型（图 ３）。
２􀆰 ４　 Ｋｒｔ１７ 基因敲除小鼠创面病理组织学变化

　 　 于制造创面后第 ８ 天，分别取 ４ 组小鼠创面周

围 ２ ｍｍ 的皮肤组织，进行病理组织学表型分析（图
４）。 结果显示，对照组：ＷＴ 小鼠创面几乎完全愈

合，新生表皮较周围组织无显著差别；Ｋｒｔ１７－ ／ － 组小

鼠仍可见明显的创面床，且创面新生表皮较周围组
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注：创面周围 ２ ｍｍ 的皮肤 ＨＥ 染色观察。

图 ４　 ＷＴ 和 Ｋｒｔ１７－ ／ －小鼠在正常生理和糖尿病病理情况下的皮肤病理组织学表型分析

Ｎｏｔｅ． Ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＥ⁃ｓｔａｉｎ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｋｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ａｒｏｕｎｄ ｗｏｕｎｄ ２ ｍｍ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＷＴ ａｎｄ Ｋｒｔ１７－ ／ － ｍｉｃｅ ｕｎｄｅｒ ｎｏｒｍａｌ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ

织显著增厚。 Ｔ２ＤＭ 组：与对照组小鼠相比，ＷＴ⁃
Ｔ２ＤＭ 组和 Ｋｒｔ１７－ ／ － ⁃Ｔ２ＤＭ 组小鼠创面愈合均显著

延迟，且 Ｋｒｔ１７－ ／ － ⁃Ｔ２ＤＭ 组小鼠创面近端有较多的

炎性细胞浸润，创面局部仍处于持续的炎症状态。

３　 讨论

　 　 本研究发现，在 Ｔ２ＤＭ 小鼠创面近端皮肤组织

中，ＫＲＴ１７ 的表达水平较 ＷＴ 对照组小鼠显著降低；
Ｃｈａｒｌｅｓ 等［１４］利用互补的 ＤＮＡ 微阵列技术比较愈合

的和未愈合的腿慢性伤口的差异表达基因时也发

现，与正常皮肤创面愈合相比，在未愈合的慢性伤

口中，Ｋｒｔ１７ 是前 １５ 个表达下调的基因之一；提示

ＫＲＴ１７ 表达水平的下调可能阻碍了 Ｔ２ＤＭ 慢性伤

口的创面愈合。 随后，在对 ＷＴ 和 Ｋｒｔ１７－ ／ －小鼠进行

Ｔ２ＤＭ 创面造模后的观察中发现，与 ＷＴ 小鼠相比，
Ｋｒｔ１７－ ／ －小鼠表现出明显的创面愈合延迟和炎症反

应持续的表型，说明 Ｋｒｔ１７ 基因敲除加剧了 Ｔ２ＤＭ
小鼠的创面愈合障碍。

创面愈合由 ４ 个高度整合和重叠的阶段组成：
止血、炎症、增殖和组织重构［１５］，表皮层的角质形成

细胞、真皮层的成纤维细胞和微血管内皮细胞［１６］ 以

及各种炎症免疫细胞共同参与一系列的细胞和分

子创面愈合过程。 当皮肤发生损伤时，角质形成细

胞能迅速被激活并产生各种重要的皮肤屏障损伤

相关分子，吸引和 ／或激活免疫细胞对损伤信号提

供及时和长期的保护。 同时，创面近端的角质形成

细胞也暂时中止末端分化，细胞大小形状、细胞之

间的联系和细胞与基质间的黏附等方面的蛋白翻

译也发生巨大变化，为创面愈合的迁移和增殖做

准备［１７］。
研究证实，ＫＲＴ１７ 是关键的皮肤屏障损伤相关

的重要分子之一［１７］，皮肤损伤时，角质形成细胞中

的 ＫＲＴ１７ 迅速被激活，持续表达至创面愈合的重构

阶段，直至皮肤屏障功能恢复。 激活的磷酸化的

ＫＲＴ１７ 与哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 （ ｍａｍｍａｌｉａｎ
ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ，Ｍｔｏｒ）通路的正调控因子 １４⁃３⁃３σ
蛋白特异性相互作用［１８］，通过激活 Ｍｔｏｒ—蛋白激酶

Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ Ｂ，ＡＫＴ）通路促进蛋白质的合成和

角质形成细胞的增殖，促进创面愈合［１９］。 本研究中

Ｋｒｔ１７－ ／ － ⁃Ｔ２ＤＭ 小鼠表现出明显的创面愈合延迟，可
能与 Ｋｒｔ１７ 基因缺失后，Ｍｔｏｒ⁃ＡＫＴ 信号下调有关；此
外，Ｋｒｔ１７－ ／ － ⁃Ｔ２ＤＭ 小鼠创面局部持续的炎症状态也

是导致其创面愈合障碍的一个重要因素［２０］。
如前所述，角蛋白是创面愈合过程中角质形成

细胞产生的第一波重要的皮肤屏障损伤相关的分

子，为细胞提供锚定骨架、调节角质形成细胞增殖 ／
分化和炎症反应［２１］，在创面愈合中发挥重要作用。
研究发现，角蛋白敷料可通过增强小鼠角质形成细

胞的活化从而加速创面愈合和再上皮化［２２－２３］。 由

此可见，角蛋白的补充在促进创面愈合方面有很大

的前景。 本研究发现 ＫＲＴ１７ 在 Ｔ２ＤＭ 小鼠创面中

表达下调，且敲除 Ｋｒｔ１７ 加剧了 Ｔ２ＤＭ 小鼠的创面

愈合，这一发现为角蛋白在临床上治疗 Ｔ２ＤＭ 创面

愈合障碍的应用研发提供了一定的理论和实验

依据。
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ｃｅｌｌ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ｏｒｃｈｅｓｔｒａｔｅｄ ｂｙ ＦＯＸＭ１ ｉｍｐａｉｒｓ ｈｕｍａｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０２０， １１（１）： ４６７８．

［１６］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｓ， Ｋｅ Ｚ， Ｙａｎｇ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｃａｕｓｅｓ ｄｉｓｔｉｎｃｔ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｕｍａｎ ｓｋｉｎ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ＲＮＡ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ［ Ｊ ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ （ Ｌａｕｓａｎｎｅ ）， ２０２１，
１２： ６０３６４５．

［１７］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｘ， Ｙｉｎ Ｍ， Ｚｈａｎｇ ＬＪ． Ｋｅｒａｔｉｎ ６， １６ ａｎｄ １７⁃ｃｒｉｔｉｃａｌ
ｂａｒｒｉｅｒ ａｌａｒｍｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｉｎ ｓｋｉｎ ｗｏｕｎｄｓ ａｎｄ ｐｓｏｒｉａｓｉｓ ［ Ｊ］ ．
Ｃｅｌｌｓ， ２０１９， ８（８）： ８０７．

［１８］ 　 Ｂｅｃｋ Ｔ， Ｈａｌｌ ＭＮ． Ｔｈｅ ＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｎｕｃｌｅａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｕｔｒｉｅｎｔ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ［ Ｊ ］ ．
Ｎａｔｕｒｅ， １９９９， ４０２（６７６２）： ６８９－６９２．

［１９］ 　 Ｋｉｍ Ｓ， Ｗｏｎｇ Ｐ， Ｃｏｕｌｏｍｂｅ ＰＡ． Ａ ｋｅｒａｔｉｎ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ［ Ｊ ］ ．
Ｎａｔｕｒｅ， ２００６， ４４１（７０９１）： ３６２－３６５．

［２０］ 　 Ｈｏｋｅ ＧＤ， Ｒａｍｏｓ Ｃ， Ｈｏｋｅ ＮＮ， ｅｔ ａｌ． Ａｔｙｐｉｃａｌ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｆｏｏｔ
ｕｌｃｅｒ ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｓ ｗｉｔｈ ｉｍｐａｉｒｅｄ
ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｄｉａｂｅｔｅｓ Ｒｅｓ， ２０１６， ２０１６： １５８６９２７．

［２１］ 　 Ｔｏｉｖｏｌａ ＤＭ， Ｂｏｏｒ Ｐ， Ａｌａｍ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｋｅｒａｔｉｎｓ ｉｎ ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ
ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ｏｐｉｎ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２０１５， ３２： ７３－８１．

［２２］ 　 Ｐｅｃｈｔｅｒ ＰＭ， Ｇｉｌ Ｊ， Ｖａｌｄｅｓ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｋｅｒａｔｉｎ ｄｒｅｓｓｉｎｇｓ ｓｐｅｅｄ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｅｐ ｐａｒｔｉａｌ⁃ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｗｏｕｎｄｓ ［ Ｊ］ ． Ｗｏｕｎｄ
Ｒｅｐａｉｒ Ｒｅｇｅｎ， ２０１２， ２０（２）： ２３６－２４２．

［２３］ 　 Ｋｏｎｏｐ Ｍ， Ｓｕｌｅｊｃｚａｋ Ｄ， Ｃｚｕｗａｒａ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ａｌｌｏｇｅｎｉｃ
ｋｅｒａｔｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｄｒｅｓｓｉｎｇ ｉｎ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ［Ｊ］ ．
Ｗｏｕｎｄ Ｒｅｐａｉｒ Ｒｅｇｅｎ， ２０１７， ２５（１）： ６２－７４．

〔收稿日期〕２０２２－１０－２７

０６ 中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０


