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京尼平苷通过 PI3K / Akt 通路促进糖尿病大鼠
皮肤溃疡创面愈合

姜雯雯,刘　 欢,陈晓燕∗,荣小娟,刘燕玲,曾　 威

(江西科技学院医学院,南昌　 330098)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨京尼平苷对糖尿病性皮肤溃疡大鼠的保护作用及其机制。 方法　 将大鼠分为正常组、
模型组、京尼平苷治疗组(Gen(L):200

 

mg / kg;Gen(H):500
 

mg / kg)。 在糖尿病大鼠皮肤溃疡造模后,各组大鼠均

灌胃生理盐水或京尼平苷(n= 6)。 每天给药 1 次,每天记录各组伤口愈合情况及炎症情况。 在糖尿病性皮肤溃疡

治疗 7
 

d 后,分别通过测量皮肤溃疡创口面积、组化切片与 TUNEL 染色及 Western
 

blot 蛋白免疫印迹法量化分析创

面愈合、细胞凋亡及其相关调节蛋白表达的变化情况。 结果　 与模型组相比,京尼平苷(200
 

mg / kg 和 500
 

mg / kg)
口服能显著促进糖尿病大鼠创面愈合,增加损伤处的收缩。 在糖尿病大鼠皮肤创面凋亡研究中,京尼平苷治疗大

鼠 TUNEL 染色阳性细胞明显减少(P<0. 05)。 京尼平苷能显著抑制皮肤炎症,促进创面修复可能与促进 PI3K 和

Akt 蛋白磷酸化有关。 结论　 京尼平苷通过抑制炎症反应和细胞凋亡促进糖尿病大鼠皮肤创面修复。
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

geniposide
 

against
 

diabetic
 

rats
 

with
 

skin
 

ulcer
 

and
 

the
 

mechanism.
 

Methods　 Rats
 

were
 

divided
 

into
 

a
 

normal
 

group,
 

model
 

group,
 

and
 

geniposide
 

subgroups
 

( Gen( L):
 

200
 

mg / kg;
 

Gen ( H ):
 

500
 

mg / kg ).
 

Diabetic
 

rats
 

were
 

treated
 

with
 

normal
 

saline
 

or
 

geniposide
 

by
 

intragastric
 

administration
 

(n= 6).
 

Treatments
 

were
 

administered
 

once
 

a
 

day,
 

and
 

the
 

wound
 

healing
 

and
 

inflammation
 

of
 

each
 

group
 

were
 

recorded
 

every
 

day.
 

After
 

7
 

days
 

of
 

treatment
 

for
 

diabetic
 

skin
 

ulcers,
 

the
 

wound
 

area,
 

tissue
 

sections,
 

TUNEL
 

staining
 

and
 

Western
 

blot
 

were
 

used
 

to
 

quantitatively
 

analyze
 

changes
 

in
 

wound
 

healing,
 

apoptosis,
 

and
 

related
 

regulatory
 

protein
 

expression.
 

Results　 Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 

the
 

group
 

receiving
 

orally
 

administered
 

geniposide
 

(200
 

and
 

500
 

mg / kg)
 

showed
 

significantly
 

improved
 

wound
 

healing
 

and
 

increased
 

contraction
 

of
 

the
 

injured
 

area.
 

In
 

terms
 

of
 

skin
 

wound
 

apoptosis
 

in
 

diabetic
 

rats,
 

TUNEL-positive
 

cells
 

were
 

significantly
 

reduced
 

in
 

geniposide
 

subgroups
 

(P< 0. 05).
 



Geniposide
 

significantly
 

inhibited
 

skin
 

inflammation
 

and
 

promoted
 

wound
 

repair,
 

which
 

may
 

be
 

related
 

to
 

promotion
 

of
 

PI3K
 

and
 

Akt
 

phosphorylation.
 

Conclusions　 Geniposide
 

promoted
 

skin
 

wound
 

repair
 

in
 

diabetic
 

rats
 

by
 

inhibiting
 

inflammatory
 

responses
 

and
 

apoptosis.
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　 　 糖尿病长期高糖暴露可对组织器官造成持续

损害,最终导致糖尿病周围神经病变、糖尿病肾病

和糖尿病皮肤溃疡(diabetic
 

skin
 

ulcers,DSU),是糖

尿病的主要并发症[1-2] 。 糖尿病足是 DSU 的代表性

表现,因高糖所致的神经病变、感染风险、血管病变

等综合因素,其创面处理后往往预后不佳、难以正

常自然痊愈,容易并发感染甚至可导致截肢[3-5] 。
针对传统创面愈合治疗不佳的问题,目前已有多种

新型促进糖尿病患者创面愈合的方法,如局部应用

重组人Ⅲ型胶原蛋白水凝胶、封闭负压引流术、富
血小板血浆( platelet-rich

 

plasma,PRP)及中药外洗

联合高压氧等,但均因成本高或效果不理想等因素

而受到限制[6-8] 。
京尼平苷是栀子中主要的环烯醚萜苷之一。

大量文献报道,京尼平苷的药理活性可能通过丝裂

原活化蛋白激酶 ( mitogen-activated
 

protein
 

kinase,
MAPK) / 核因子-κB(nuclear

 

factor-κB,NF-κB)和磷

脂酰肌醇 - 3 - 激酶 ( phosphatidylinositol
 

3
 

kinase,
PI3K) -蛋白激酶 B( protein

 

kinase
 

B,Akt / PKB) 信

号通路被介绍为抗氧化、抗炎症、抗血栓形成和抗

缺血性脑卒中[9-10] 。 此外,已有大量研究表明,栀子

水提物和京尼平苷具有显著的抗血栓活性,通过调

节哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 ( mammalian
 

target
 

of
 

rapamycin,mTOR ) 功能增加自噬和抑制细胞凋

亡[11-12] 。 然而,京尼平苷在治疗糖尿病皮肤溃疡方

面的效果尚不清楚,因此本研究将基于 PI3K / Akt 通
路探究京尼平苷对糖尿病大鼠皮肤溃疡创面的保

护作用及其机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级 Wistar 大鼠共计 48 只,雄性,8 周龄,体
重(250±20) g,购自江西中医药大学实验动物中心

[SCXK(赣) 2019 - 0001];饲养间保持温度 ( 22 ±
5)℃ ,湿度(55% ±5%),光照时间为 7:00 ~ 19:00,
之后光照自动关闭。 所有大鼠在实验前均在江西

中医药大学实验动物中心动物房[SYXK(赣)2018-
0007]适应性饲养 5 ~ 7

 

d。 无菌手术在江西中医药

大学药理学动物实验中心开展,相关动物实验获江

西中 医 药 大 学 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 批 准

(JZLLSC20210071),手术操作按实验动物 3R 原则

给予人道的关怀,尽量减少痛苦和使用数量。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 京尼平苷( HPLC > 95%,成都双子叶中药资源

有限公司,批号 20191210);链脲霉素(上海源叶生

物科技有限公司,批号 S17049);血糖试纸配合欧姆

龙血糖仪;p-PI3K、PI3K、p-Akt、Akt 抗体(美国 CST
公司, p-PI3K: # 4228; PI3K: # 4255; p-Akt: # 4060;
Akt:#4685);无水乙醇(国药集团化学试剂有限公

司,批号 10009218);TBS 缓冲液(10×)(上海百赛生

物技术公司,批号 P25033);山羊血清(北京索莱宝

生物科技公司,批号 SL038);吐温-20(Tween
 

20,上
海阿拉丁生化科技股份有限公司,批号 T104863)。
组织自动脱水仪(湖北孝感阔海医疗科技有限公

司,KH-S101 型);生物组织自动包埋机(湖北孝感

阔海医疗科技有限公司,KH-BL 型);石蜡切片机

(沈阳誉德电子仪器有限公司,SYD-S2020);超纯水

仪(德国 Millipore 公司);垂直电泳仪(北京六一生

物科技有限公司,DYCZ-MINI
 

4);垂直转膜仪(北京

六一生物科技有限公司,DYCZ-TRANS
 

2);凝胶成

像系统 ( 上海勤翔科学仪器有限公司, GenoSens
 

1860);Odyssey 双色红外荧光扫描成像系统(美国

Li-Cor
 

Biosciences 公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 糖尿病皮肤溃疡模型

　 　 所有大鼠适应正常饲养环境并喂养和自由饮

水 5 ~ 7
 

d,随后改用高脂饲料连续饲喂 10 周。 大鼠

禁食一晚后腹腔注射链脲佐菌素( 55
 

mg / kg,0. 1
 

mol / L 缓冲盐水,pH = 4. 5)。 48
 

h 后测定空腹尾静

脉血糖水平。 空腹血糖( ≥16. 7
 

mmol / L)大鼠作为

糖尿病大鼠[13-14] 。 如未达标可再次注射并重复检

测血糖水平。
糖尿病大鼠皮肤溃疡的造模[15] :糖尿病大鼠腹

腔注射 1%戊巴比妥钠注射液(40
 

mg / kg)麻醉。 在

用脱毛膏去除右侧背部残留的毛发后,用打孔机在

筋膜下层形成一个直径 2
 

cm 的伤口。 为了防止手
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术后纱布被老鼠撕破,用细线将纱布包裹起来,将
每只大鼠放入笼中单独饲养。 创面周围皮肤于术

后第 3 天肿胀,呈暗红色,伤发后第 5 ~ 7 天广泛诱

发皮肤溃疡。
1. 3. 2　 实验分组与药物干预

　 　 将入选的糖尿病性皮肤溃疡大鼠分为非糖尿

病对照(control)组、糖尿病模型( model)组、京尼平

苷低剂量(Gen(L):200
 

mg / kg)组和京尼平苷高剂

量(Gen(H):500
 

mg / kg)组。 除 control 组选择正常

大鼠外,其余每组随机选取 6 只造模成功大鼠,分别

口服灌胃生理盐水溶液、京尼平苷低浓度剂量(200
 

mg / kg)和京尼平苷高浓度剂量(500
 

mg / kg)。 每天

给药 1 次,每天记录各组创面伤口的愈合情况和炎

症表现,并于第-14、-7、0、7 天测定大鼠空腹(前 1
 

d 晚上禁食)血糖。 具体动物造模和药物干预的流

程可见图 1。

图 1　 链脲佐菌素诱导的高血糖大鼠进行皮肤溃疡造模及药物干预实验流程

Figure
 

1　 Procedure
 

of
 

skin
 

ulcer
 

modeling
 

and
 

drug
 

intervention
 

in
 

hyperglycemia
 

rats
 

induced
 

by
 

streptozotocin

1. 3. 3　 创面愈合情况评估

　 　 各组糖尿病性皮肤溃疡大鼠在造模后第 1、3、7
天用透明膜描迹法将伤口边缘描下,用面积纸计算

伤口面积[16] 。 创面愈合率计算公式为:创面愈合率

(%)= (用药前创口面积-用药后创口面积) / 用药

前创口面积×100%。 对伤口完全愈合的大鼠,计算

瘢痕面积(%)= 瘢痕面积 / 用药前创口面积×100%。
1. 3. 4　 原位末端标记 ( TdT-mediated

 

dUTP
 

Nick-
End

 

Labeling,TUNEL)染色评价凋亡细胞

　 　 分离皮肤组织,在 4℃ 梯度乙醇溶液(75% ~
95%)中脱水 3 ~ 5

 

d。 皮肤组织在 55 ~ 65℃ 石蜡中

固定,石蜡切片机切成 10
 

μm 切片。 制备皮肤切

片,用自由漂浮切片法贴于玻片上。 对冠状切面进

行二甲苯脱蜡,用梯度乙醇溶液(95% ~ 75%)再水

化,然后在 37℃ 的 TUNEL 反应分辨率中荧光染色

30
 

min。 0. 01
 

mol / L
 

磷酸缓冲盐( pH = 7. 4)洗涤 3
次后,在室温下加入 4’,6 -二脒基 - 2 -苯基吲哚

(4’,6-diamidino-2-phenylindole,DAPI) 染细胞核 5
 

min。 切片在×100 倍放大的荧光显微镜下观察。 每

片进行细胞凋亡计数,取 3 个样本的平均值作为代

表性数据。
1. 3. 5　 蛋白印迹实验

　 　 使用 RIPA 裂解液提取创伤组织蛋白后,与上

样缓冲液进行预混,高温加热后用丙烯酰胺凝胶完

成电泳、转膜过程,将聚偏二氟乙烯( polyvinylidene
 

fluoride,PVDF)膜在 5%脱脂奶粉中室温孵育封闭 2
 

h 后,加入相应的 p-PI3K、PI3K( 1 ∶ 1000)、p-Akt、
Akt(1 ∶ 1000) 一抗,4℃ 过夜后回收一抗,经 Tris-
HCl 缓冲盐 + Tween

 

20 ( Tris-HCl
 

buffer
 

saline
 

with
 

Tween
 

20,TBST)洗涤 3 次后加入相应的二抗溶液

在室温中孵育 1
 

h。 TBST 洗涤二抗后,加入化学发

光试剂,凝胶成像系统成像后,用 Image
 

J 软件量化

分析相应蛋白条带的灰度值。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 SPSS
 

20. 0 软件统计分析,数据以平均数±
标准差( 􀭰x±s)表示,两组间比较进行非参数 t 检验,
统计结果以 P<0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 各组血糖值变化比较

　 　 在第 - 14、 - 7、 0 天对大鼠空腹血糖 ( fasting
 

plasma
 

glucose,FPG)进行测定,所有大鼠血糖水平

均无明显差异。 糖尿病性皮肤溃疡大鼠造模成功

后,各组血糖值均存在显著升高。 给予京尼平苷灌

胃给药后,低剂量组和高剂量组的大鼠血糖值逐渐

下降, 连续给药的第 7 天血糖值明显下降 ( P <
0. 05),但未降低至正常水平(图 2)。
2. 2　 创面愈合情况评估

　 　 通过对第 1、3、7 天创面愈合情况进行观察,灌
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胃京尼平苷溶液可明显减少伤口大小,相对于模型

对照组,病灶回缩的百分比显著增加(图 3)。 口服

京尼平苷溶液从第 3 天起可促进病灶创面回缩百分

比显著升高,且这种愈合差异一直持续。 通过肉眼

观察,糖尿病性皮肤溃疡大鼠创面肉芽组织存在生

长不良、愈合较差的情况,甚至有脓性感染,越往后

模型大鼠伤口愈合速度显著下降。 第 7 天时京尼平

苷治疗大鼠(Gen
 

(L)和 Gen
 

(H))肉芽组织情况良

好,且创面周围可见大量新生的毛发,提示愈合效

果较好。

注:与模型组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01。

图 2　 糖尿病性皮肤溃疡大鼠不同时间的空腹血糖

Note.
 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

2　 Fasting
 

blood
 

glucose
 

at
 

different
 

time
 

in
 

diabetic
 

rats
 

with
 

skin
 

ulcer

注:与对照组相比,
 #P<0. 05;与模型组相比,

 ∗P<0. 05。

图 3　 各组大鼠不同时间点的创面愈合率情况

Note.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 #P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

3　 Wound
 

healing
 

rate
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

at
 

different
 

time
 

points

2. 3　 TUNEL 染色法评价京尼平苷抑制皮肤细胞

凋亡的效果

皮肤溃疡作为一种慢性皮肤病,其生物医学变

化一般较为稳定,恢复速度较慢,因此我们习惯于

根据经验在一个时间点评估疗效。 在糖尿病致皮

肤溃疡模型中,分别于损伤发生后第 7 天进行细胞

凋亡和生化指标的后续检测。
对照组大鼠皮肤表皮和真皮层荧光信号较弱,

TUNEL 阳性凋亡细胞较少。 真皮内凋亡细胞主要

集中在毛囊周围。 由于样本量小,无法进行 Shapiro-
Wilk 正态性检验,最后进行非参数 t 检验。 京尼平

苷治疗糖尿病大鼠术后第 7 天 TUNEL 阳性细胞显

著减少 ( 第 7 天模型 vs
 

Gen ( L ): t = 8. 36, P <
0. 0001;第 7 天模型 vs

 

Gen ( H ): t = 12. 84, P <
0. 001,图 4)。 各治疗组大鼠 TUNEL 阳性细胞主要

分布在表皮,少数与真皮层相关。
2. 4　 京尼平苷对创面皮肤组织 PI3K / Akt 通路的

激活

　 　 由于样本量小,无法进行 Shapiro-Wilk 正态性

检验,最后进行非参数 t 检验。 如图 5 所示,Western
 

blot 灰色弯曲分析结果显示,糖尿病大鼠术后第 7
天 PI3K 和 Akt 磷酸化水平均显著降低 ( pPI3K /
PI3K:t= 4. 52,模型 vs

 

Gen( L)
 

P = 0. 011;t = 6. 96,
模型 vs

 

Gen( H)
 

P = 0. 0022;pAkt / Akt: t = 8. 01,模
型 vs

 

Gen(L)P= 0. 0013;t = 13. 21,模型 vs
 

Gen(H)
 

P= 0. 0002),在京尼平苷处理的糖尿病大鼠中逆

转。 提示京尼平苷至少部分通过 PI3K / Akt 信号通

路促进创面愈合。
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注:与模型组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01。

图 4　 京尼平苷抑制糖尿病性皮肤溃疡大鼠第 7 天皮肤组织的细胞凋亡

Note.
 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.
 

Figure
 

4　 Genipine
 

inhibited
 

apoptosis
 

of
 

skin
 

tissue
 

on
 

day
 

7
 

in
 

diabetic
 

rats
 

with
 

skin
 

ulcer

注:A:蛋白印迹实验条带;B:p-PI3K / PI3K 蛋白印迹条带的量化分析;C:p-Akt / Akt 蛋白印迹条带的量化分析。 与模型组相比,
 ∗P<0. 05,

 

∗∗P<0. 01。

图 5　 不同组模型大鼠皮肤组织中 PI3K / Akt 信号通路蛋白表达情况。
Note.

 

A,
 

Experimental
 

bands
 

of
 

Western
 

blot.
 

B,
 

Quantitative
 

analysis
 

of
 

p-PI3K / PI3K
 

blot
 

bands.
 

C,
 

Quantitative
 

analysis
 

of
 

p-Akt / Akt
 

blot
 

bands. Compared
 

with
 

model
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

5　 Expression
 

of
 

PI3K / Akt
 

signaling
 

pathway
 

in
 

skin
 

tissues
 

of
 

rats
 

in
 

different
 

groups

3　 讨论

　 　 伤口愈合不良是临床实践中常见的糖尿病并

发症之一。 通常糖尿病患者皮损部位由于高糖水

平、局部免疫力低下,容易受外界因素影响出现炎

症反应,同时伤口部位内源性因素的变化会导致伤

口愈合延迟,包括胶原蛋白合成、成纤维细胞的增

殖以及巨噬细胞功能变化等。 本实验结果显示,京
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尼平苷经口服可显著降低糖尿病大鼠血糖水平,并
主要通过抑制局部炎症反应和促进局部血管新生

等方式促进糖尿病伤口愈合。
糖尿病患者在伤口部位产生的大量炎症细胞

可能会强烈限制伤口闭合进程。 文献研究表明,高
糖条件下的伤口能够引起抗炎性细胞因子(例如白

细胞介素 10(interleukin-10,IL-10))的表达降低,以
及促炎细胞因子 ( 例如肿瘤坏死因子 α ( tumor

 

necrosis
 

factor
 

α, TNF-α )、 白 细 胞 介 素 1β
(interleukin-1β,IL-1β)和白细胞介素 6( interleukin-
6,IL-6))的表达增高[17] 。 另外,促炎症细胞因子不

仅参与了炎症过程,其也被认为是细胞增殖和分化

的介质。 例如,当被角质层细胞激活时,IL-6 可刺激

肉芽组织的形成,并促进上皮形成机制的发生和血

管再生[18] 。 TNF-α 在减少肉芽组织形成和胶原纤

维排列方面具有双重作用[19] 。 抗炎因子 IL-10 是一

种多效性细胞因子,可以在多种类型细胞中发挥免

疫抑制或免疫刺激的作用,另外 IL-10 可通过其抗

炎作用间接促进成纤维细胞增殖和胶原在创伤部

位的沉积[20] 。 本研究发现口服京尼平苷后糖尿病

大鼠伤口部位的炎症细胞减少,特别是在病变的中

心区域。 京尼平苷可通过减少促炎性细胞因子(例

如 IL-6)和上调抗炎性细胞因子 IL-10 的水平来良

好地调节这些炎症介质。 而京尼平苷可能是通过

PI3K / Akt / IL-10 等信号途径发挥抗炎作用。 另外,
京尼平苷还能够更好地促进肉芽组织的形成,较快

促进成纤维细胞的增殖和胶原纤维的堆积,另外血

管形成的速度也在加快。 这些结果表明,京尼平苷

在显著降低大鼠血糖水平的基础上,通过抗炎、促
成纤维细胞增殖和胶原沉积的方式,有力改善糖尿

病皮肤溃疡的症状,促进组织加速修复。
皮肤伤口愈合过程分为以下 3 个阶段:由于促

炎症介质的高释放和免疫系统受损导致的炎症阶

段;通过成纤维细胞增殖,胶原纤维沉积和形成胶

原形成的增殖阶段;涉及受损组织修复的血管新生

和重塑阶段[21] 。 而糖尿病皮肤溃疡往往由于长期

糖代谢紊乱,高糖诱发肢体神经病变与血管阻塞:
(1)可致周围神经传导速度下降,感觉性神经功能

丧失,进而引起皮肤创面麻木,患者失去自我保护

机制,难以察觉外部刺激,增加外伤及感染风险;
(2)而血管病变可导致血小板聚集异常,血供效应

下降,内皮细胞损害加重,创口修复缓慢。 本文验

证了京尼平苷的确具有一定的调节血糖功效,与前

期文献报道一致[22-23] 。 京尼平苷被证实是一种从

中药栀子果实中提取的小分子胰高糖素样肽 - 1
(glucagon-like

 

peptide-1,GLP-1) 受体激动剂,此外

还发现许多其他类似结构的环烯醚萜苷类化合物

具有该受体激动剂功能[24-25] 。 目前已知 GLP-1 受

体激动剂是一种新型降糖靶向药物,能通过激动胰

腺 β 细胞上的 GLP-1 受体促进胰岛素的表达。 因

此,尽管本研究尚未评价京尼平苷与传统降糖药物

的联用情况,但可以预见京尼平苷可能存在一定的

协同降糖功效。 此外,京尼平苷还具有神经保护及

抗炎症抗氧化等生物学功能,可能在其他机制方面

对创口愈合有促进作用,因此相关机制还待进一步

研究。 寻找可以在上述过程的多个甚至所有阶段

中均可有效参与伤口愈合,且成本低廉且副作用少

的药物则成为一个重要的研究方向。
本研究发现表明,京尼平苷经过持续灌胃可减

少糖尿病皮肤溃疡大鼠第 7 天的伤口创面大小,并
伴有伤口收缩,在降低模型动物血糖的同时可有效

促进高血糖大鼠皮肤伤口的愈合,在皮肤伤口愈合

的多个阶段均能发挥治疗作用。 上述研究为栀子

及其制剂在糖尿病皮肤溃疡性病变的应用提供了

良好的实验基础。
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