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丹黄散对糖尿病大鼠溃疡创面愈合的影响机制
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［摘　要］目的：探究中药丹黄散对糖尿病大鼠溃疡创面愈合的作用机制。方法：将ＳＤ大鼠随机分为正常对
照组（ＮＣ组）、糖尿病溃疡组（ＤＭ组）、糖尿病溃疡－中药组（ＤＭ中药组）、糖尿病溃疡－西药组（ＤＭ西药组），
后３组大鼠建立糖尿病溃疡模型，ＮＣ组大鼠仅建立溃疡模型；ＤＭ中药组给予中药丹黄散外敷，ＤＭ西药组给予
重组人表皮生长因子（ＥＧＦ）凝胶外敷，ＮＣ组和ＤＭ组不予药物干预；干预后第１４、２８天检测各组大鼠溃疡创面
愈合率，ＥＬＩＳＡ法检测各组大鼠血清ＥＧＦ、碱性成纤维细胞生长因子（ｂＦＧＦ）、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）水平，
ＱＰＣＲ及ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分别各组大鼠检测新生创面组织中 ｂＦＧＦ、ＥＧＦ及 ＶＥＧＦｍＲＮＡ及蛋白表达水平。结果：
干预后第１４、２８天，与ＤＭ组比较，ＮＣ组、ＤＭ中药组及 ＤＭ西药组创面愈合率，血清 ｂＦＧＦ、ＥＧＦ及 ＶＦＧＦ表达
水平及溃疡面新生肉芽组织中ｂＦＧＦ、ＥＧＦ及ＶＦＧＦｍＲＮＡ及蛋白表达水平均明显提高，差异具有统计学意义（Ｐ
＜００５）；干预后第２８天，ＤＭ中药组创面愈合率，血清 ｂＦＧＦ、ＥＧＦ及 ＶＦＧＦ水平及溃疡面新生肉芽组织中 ｂＦ
ＧＦ、ＥＧＦ及ＶＦＧＦｍＲＮＡ及蛋白表达水平高于ＤＭ西药组，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：丹黄散外敷
促进糖尿病大鼠溃疡创面的愈合，其机制可能与上调血清和新生创面组织中 ｂＦＧＦ、ＥＧＦ、ＶＦＧＦ的表达水平
有关。
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　　糖尿病溃疡（ｄｉａｂｅｔｉｃｕｌｃｅｒｓ，ＤＵ）是糖尿病（ｄｉ
ａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，ＤＭ）最常见的并发症之一，据统计
３０％ 的糖尿病患者会发生皮肤溃疡，且溃疡存在
难以愈合等问题。目前促进糖尿病溃疡愈合成为

研究热点，调控生长因子的辅助疗法在糖尿病溃疡

治疗中具有显著优势［１］。研究发现，溃疡的愈合

与创面的表皮生长因子（ＥＧＦ）、碱性成纤维细胞生
长因子（ｂＦＧＦ）、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）等密
切相关，这些因子的表达可促进创面的愈合［２］。

中药丹黄散由大黄、丹参、当归、沉香、松香、没药共

六味传统中药组成，具有清热解毒、祛腐生肌等功

效［３－５］。研究显示，丹黄散可明显促进糖尿病患者

溃疡创面的愈合，具体有很好的临床疗效［６］，但其

促愈机制尚未见报道。本实验通过建立 ＳＤ大鼠
糖尿病溃疡模型，使用中药丹黄散外敷糖尿病大鼠

溃疡创面，观察创面愈合过程中大鼠血清及局部创

面组织中ＥＧＦ、ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ的表达水平，探讨丹黄
散促进糖尿病溃疡愈合的作用机制。

１　材料与方法

１１　材料
１１１　动物、试剂与仪器　ＳＰＦ级ＳＤ大鼠，雄性，
２００ｇ左右，购自重庆医科大学动物研究所。酶联
免疫试剂盒购自上海酶联生物科技有限公司，ＶＦ
ＧＦ、βａｃｔｉｎ购自 ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司，ｂＦＧＦ、ＥＧＦ购自
美国 ａｂｃａｍ公司，辣根过氧化物酶标记的山羊抗
兔／山羊抗小鼠ＩｇＧ购自中山金桥公司。
１１２　药物制备　中药丹黄散由贵州中医药大学
第二附属医院药剂科制备，大黄、丹参、当归、沉香、

松香、没药六味中药按照１∶１比例混合、粉碎、过六
号筛后取细粉。对照西药选用重组人 ＥＧＦ凝胶

（购自桂林华诺威基因药业有限责任公司，批号

１４０２０２１３）。
１２　实验方法
１２１　模型制备１２只对照组大鼠正常饲料喂养。
３６只大鼠制作糖尿病大鼠模型。糖尿病大鼠模型
制备采用目前较为常用糖尿病溃疡制作方法［７］。

ＳＤ大鼠采用高脂高糖饲料喂养一个月，隔夜禁食
后腹腔注射ＳＴＺ４０ｍｇ／ｋｇ，３ｄ后测空腹血糖大于
１６７ｍｍｏｌ／Ｌ为造模成功。糖尿病大鼠造模成功
后第５天，在所有大鼠（含正常对照组）背部较为
平坦之处脱毛，龙胆紫标记约１５ｃｍ×１５ｃｍ面
积，将该区域皮肤剪去，深达筋膜。

１２２　分组与给药　将实验大鼠随机分为正常对
照组（ＮＣ）、糖尿病溃疡组（ＤＭ）、糖尿病溃疡 －丹
黄散组（ＤＭ中药）、糖尿病溃疡ＥＧＦ组（ＤＭ西
药），每组各１２只大鼠；后３组大鼠制备糖尿病溃
疡模型，造模成功２４ｈ后，ＤＭ组大鼠创面仅用碘
伏消毒，ＤＭ中药组大鼠创面碘伏消毒后外敷“丹
黄散”，ＤＭ西药组大鼠创面碘伏消毒后外敷重组
人ＥＧＦ凝胶；ＮＣ组大鼠溃疡表面用碘伏消毒；各
组大鼠背部溃疡均用 ６层医用小纱布（６ｃｍ×
６ｃｍ）覆盖，用医用胶布包扎固定，每天换药１次，
观察至溃疡创面完全愈合，隔日创面拍照并记录最

终愈合时间。丹黄散用量参照临床成人用量，根据

徐叔云［８］的计算公式，大鼠等效剂量相当于人的

９１倍，得出大鼠丹黄散膏剂用量为 ２ｇ；重组人
ＥＧＦ凝胶用量也为２ｇ；敷药面积均为超出创面边
缘０２ｃｍ，厚度为０２ｃｍ。
１２３　溃疡愈合率　造模后第１天、１４天、２８天
测定大鼠溃疡创面面积，采用快示格胶贴勾画溃疡

场面轮廓线，置于白色背景 Ａ４纸上，拍照，采用
ＩｍａｇｅＪ计算其面积。创面愈合率（％）＝（初始面

９９７
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积－当前测量面积）／初始面积×１００％［９］。

１２４　血清ｂＦＧＦ、ＥＧＦ及ＶＦＧＦ水平检测　干预
后第１４、２８天，大鼠内眦取血，分离血清，按照 ｂＦ
ＧＦ、ＥＧＦ及ＶＦＧＦ的酶联免疫试剂盒说明书操作
并制作标准曲线，每孔加待测样本１０μＬ、样品稀
释液４０μＬ，加酶５０μＬ，３７℃孵育３０ｍｉｎ，洗涤５
次，显色，终止，检测 ＯＤ４５０值，计算大鼠血清中 ｂＦ
ＧＦ、ＥＧＦ及ＶＦＧＦ的含量，记录实验数据。
１２５　ＱＰＣＲ检测大鼠新生肉芽组织中 ｂＦＧＦ、
ＥＧＦ及ＶＦＧＦｍＲＮＡ的表达　干预后第１４、２８天
取各组大鼠新生肉芽组织，提取 ＲＮＡ，采用 ＱＰＣＲ
法检测大鼠新生肉芽组织中 ｂＦＧＦ、ＥＧＦ及 ＶＦＧＦ
ｍＲＮＡ的表达量。引物序列：ＥＧＦ上游引物为５′
ＡＡＧＡＴＣＧＴＡＧＡＧＣＣＡＧＧＣ，下游引为 ＣＣＴＣＧＡＴ
ＧＣＴＣＴＧＧＴＴＴＡ３′；ｂＦＧＦ上游引物为 ５′ＴＣＣＡＧ
ＧＣＧＴＴＣＡＡＡＧＡＡＧＡＡ３′，下游引物为 ５′ＣＣＡＴ
ＣＡＡＧＧＧＡＧＴＧＴＧＴＧＣ３′；ＶＥＧＦ上游引物为 ５′
ＧＧＣＡＧＣＴＴＧＴＡＡＡＣＧＡＡＣ３′，下游引物为５′ＴＧ
ＧＴＧＡＣＡＴＧＧＴＴＡＡＴＣＧＧＴＣ３′。 反 应 体 系 为：

ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ１０μＬ、ＰＣＲＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ
０８μＬ、ＰＣＲＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ０８μＬ、ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅ
Ｄｙｅ０４μＬ、ｄＨ２Ｏ６μＬ、ＤＮＡ模板２μＬ，进行相对
定量，实验结果重复３次以上。

１２６　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测大鼠新生肉芽组织中ｂＦ
ＧＦ、ＥＧＦ及 ＶＦＧＦ蛋白表达　干预后第１４、２８天
取各组大鼠少量新生肉芽组织，提取蛋白定量后保

存。配置１０％的 ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白凝胶进行电泳，
转膜，封闭，随后分别用ｂＦＧＦ、ＥＧＦ、ＶＦＧＦ及βａｃ
ｔｉｎ的一抗室温孵育２～３ｈ，用相应的辣根过氧化
物酶标记的二抗（１∶４０００）室温孵育１ｈ，超敏发光
液显色，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ曝光仪中曝光。
１３　统计学处理

采用ＳＰＳＳ１９０统计软件分析，计量资料以均
数±标准差（ｘ±ｓ）表示，计量资料如服从正态分布
且方差齐，多组间比较采用单因素方差分析，两组

之间比较使用独立样本ｔ检验，不满足正态分布则
作非参数秩和检验，Ｐ＜００５为差异有统计学
意义。

２　结果
２１　创面愈合情况

干预后第 １４、２８天，与 ＤＭ组比较，ＮＣ组、
ＤＭ中药组及 ＤＭ西药组大鼠背部创面愈合率均
明显提高，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）；干预
后第２８天，ＤＭ中药组创面愈合率高于 ＤＭ西药
组，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图１。

注：Ａ为大鼠背部创面，Ｂ为干预第１４天，Ｃ为干预第２８天，（１）与ＤＭ组比较，Ｐ＜００５；（２）与ＤＭ西药组比较，Ｐ＜００５

图１　各组大鼠不同时间点背部溃疡创面愈合情况及愈合率
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＤａｎｈｕａｎｇｐｏｗｄｅｒｏｎｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇａｎｄｈｅａｌｉｎｇｒａｔｅ

ｏｆｒａｔｂａｃｋｕｌｃｅｒｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ
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２２　血清中ｂＦＧＦ、ＥＧＦ、ＶＥＧＦ含量
干预后第 １４、２８天，与 ＤＭ组比较，ＮＣ组、

ＤＭ中药组、ＤＭ西药组大鼠血清中 ｂＦＧＦ、ＥＧＦ及

ＶＥＧＦ含量明显提高（Ｐ＜００５）；干预后第２８天，
ＤＭ中药组大鼠血清中 ｂＦＧＦ、ＥＧＦ及 ＶＥＧＦ含量
高于ＤＭ西药组（Ｐ＜００５）。见表１。

表１　各组大鼠血清中ｂＦＧＦ、ＥＧＦ、ＶＥＧＦ水平
Ｔａｂ．１　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＤａｎｈｕａｎｇｐｏｗｄｅｒｏｎｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｓｅｒｕｍｂＦＧＦ，ＥＧＦａｎｄＶＥＧＦ

组别
ｂＦＧＦ（μｇ／Ｌ）

第１４天 第２８天
ＥＧＦ（μｇ／Ｌ）

第１４天 第２８天
ＶＥＧＦ（ｎｇ／Ｌ）

第１４天 第２８天
ＤＭ中药组 ４２１±０２１（１）４５８±０２３１（１）（２）９０７９３±５３２２（１）９９７１３±２７９８（１）（２）　１０６２２±５６０（１）　１２１５４±４５１（１）（２）

ＤＭ组 １０６±０２１ ２７１±０１２ ６３０３４±４１３９ ５３５６６±２９１３ ４９３６±４９３ ６３６５±２８３
ＤＭ西药组 ４０１±０２６（１）４１１±０２７（１） ８０７８３±３９２１（１）９７６２４±３４４２（１） ９１６４±４２７（１） １０２３２±３７６（１）

ＮＣ组 ３３６±０３２（１）３３７±０３１（１） ６５５４０±２８２１（１）６５３３８±３１３６（１） ７１２６±３９８（１） ７９８１±４１８（１）

（１）与ＤＭ组比较，Ｐ＜００５；（２）与ＤＭ西药组比较，Ｐ＜００５

２３　背部溃疡创面新生肉芽组织中 ｂＦＧＦ、ＥＧＦ、
ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达

干预后第１４、２８天，与ＤＭ组比较，ＮＣ组、ＤＭ
中药组、ＤＭ西药组大鼠新生肉芽组织中ｂＦＧＦ、ＥＧＦ

及ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达水平明显提高（Ｐ＜００５）；干预
后第２８天，ＤＭ中药组大鼠新生肉芽组织中ｂＦＧＦ、
ＥＧＦ及ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达水平高于 ＤＭ西药组，差
异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图２。

（１）与ＤＭ组比较，Ｐ＜００５；（２）与ＤＭ西药组比较，Ｐ＜００５

图２　各组大鼠新生肉芽组织中ｂＦＧＦ、ＥＧＦ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达水平
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＤａｎｈｕａｎｇｐｏｗｄｅｒｏｎｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｂＦＧＦ，

ＥＧＦａｎｄＶＥＧＦｉｎｎｅｗｂｏｒｎｇｒａｎｕｌａｔｉｏｎｔｉｓｓｕｅｓ

２４　背部溃疡新生肉芽组织中ｂＦＧＦ、ＥＧＦ及 ＶＦ
ＧＦ蛋白表达

干预后第 １４、２８天，与 ＤＭ组比较，ＮＣ组、
ＤＭ中药组、ＤＭ西药组大鼠背部溃疡新生肉芽组
织中ｂＦＧＦ、ＥＧＦ、ＶＥＧＦ蛋白表达水平明显提高，差
异具有统计学意义（Ｐ＜００５）；干预后第 ２８天，
ＤＭ中药组大鼠新生肉芽组织中ｂＦＧＦ、ＥＧＦ、ＶＥＧＦ
蛋白表达水平高于ＤＭ西药组，差异具有统计学意
义（Ｐ＜００５）。见图３。

３　讨论

糖尿病溃疡是糖尿病常见并发证之一，具有迁

延不愈、反复发作等特点，给患者带来极大的心理

压力和经济负担，是临床急需解决的重要问题之

一［１０］。糖尿病溃疡创面愈合的过程是多因子共同

参与的。分子辅助治疗糖尿病溃疡过程中，ｂＦＧＦ、

ＥＧＦ和ＶＦＧＦ三者均扮演着重要的作用［１１］。ｂＦＧＦ
可直接作用于其靶细胞，通过促有丝分裂反应，使

成纤维细胞分裂、增殖，起到促进创面愈合的作用。

ＥＧＦ是一种广泛存在于人和动物体内的细胞因
子，ＥＧＦ受体存在于多种细胞膜上，受体与ＥＧＦ结
合后形成受体ＥＧＦ复合物，通过自磷酸化等一系
列生化反应诱导或直接调控细胞增殖，从而启动创

面修复的过程［１２］。ＶＥＧＦ是一种特异性作用于血
管内皮细胞的多功能细胞因子，它不仅能引起血管

通透性增加、细胞外基质成分改变，还能诱导新生

血管形成［１３－１４］。

中药的有效成分外用外治法是中医治疗糖尿

病足的特色疗法，在糖尿病溃疡的研究中存在重要

的临床意义［１５］。丹黄散主要功效有活血化瘀、拔

脓祛腐、托疮生肌、利湿解毒等。方中丹参、大黄共

为君药，丹参不仅除了具有活血痛经、清心除烦、保

护心脑血管等作用，还具备促进糖尿病溃疡坏疽愈

１０８
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（１）与ＤＭ组比较，Ｐ＜００５；（２）与ＤＭ西药组比较，Ｐ＜００５

图３　各组大鼠背部溃疡新生肉芽组织中ｂＦＧＦ、ＥＧＦ、ＶＦＧＦ蛋白表达
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＤａｎｈｕａｎｇｐｏｗｄｅｒｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ

ｏｆｂＦＧＦ，ＥＧＦａｎｄＶＥＧＦｉｎｎｅｗｂｏｒｎｇｒａｎｕｌａｔｉｏｎｔｉｓｓｕｅｓ

合、保肝、抗肿瘤、抗心肌缺血等作用［１６］；大黄的

有效成分不仅具有抗肿瘤、辅助治疗糖尿病肾病的

作用，还可以保护脓毒症胃肠功能衰竭患者，与此

同时其提取物对脂多糖诱导的内皮细胞损伤也具

有一定的保护作用［１７］；当归为臣药，能够补气活

血，在抗肿瘤、糖尿病治疗、血管性痴呆中发挥作

用［１８］；没药、沉香为佐药，具有止痛、活血、抗菌消

炎作用［１９］；松香与丹参具有相似的促进糖尿病溃

疡创面愈合的作用为使药［２０］。

本研究应用将中药丹黄散外敷于糖尿病大鼠

溃疡创面，利用中药外治溃疡，从实验结果来看，糖

尿病溃疡组大鼠血清中 ｂＦＧＦ、ＥＧＦ、ＶＥＧＦ较正常
大鼠显著降低，使用丹黄散外敷后，在大鼠血清及

新生肉芽组织中 ｂＦＧＦ、ＥＧＦ、ＶＦＧＦ因子表达水平
升高，表明丹黄散能够上调３者的表达进而促进溃
疡创面的愈合，且效果优于重组人ＥＧＦ凝胶外敷。

综上所述，本实验使用中药丹黄散外敷能促进

于糖尿病大鼠溃疡创面的愈合，可能是通过上调

ｂＦＧＦ、ＥＧＦ、ＶＦＧＦ的表达量的表达水平，促进成纤
维细胞和新生毛细血管增殖，改善创面的血液循

环，促进肉芽组织生长及肉芽组织在创面的填充，

加快上皮细胞生长，最终加快创面愈合的进程。这

为促进糖尿病溃疡创面愈合的药物开发提供了新

的参考依据，也为丹黄散促进糖尿病溃疡创面愈合

的作用机制提供新的理论基础。
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