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表皮生长因子联合血糖控制对糖尿病创面愈合的影响：成纤维细胞生长
因子蛋白及其mRNA表达的变化**★
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Effect of epidermal growth factor combined with blood glucose control on wound healing in
diabetes mellitus rats: Changes of fibroblast growth factor protein and its mRNA expressions

Zong Shou-kai, Liang Zi-qian, Ji Xue-liang

Abstract
BACKGROUND: Previous studies demonstrated that acute wound can result in down regulation of endogenic recombinant human
epidermal growth factor (rhEGF) and lead to nonunion.
OBJECTIVE: To explore the effects of topical application of rhEGF combined with blood glucose control on the expression of
fibroblast growth factor (FGF) on rat scald wound.
METHODS: Wister diabetic rats were prepared for back deep Ⅱ degree scald models. The blood glucose levels of rats in the
combination group were controlled to the levels of control group at 1 week before operation and were sprayed of rhEGF within 24
hours of scald. Rats in the rhEGF group only sprayed of rhEGF and the fasting blood glucose (FBG) were controlled in the FBG
control group. The treatment in the control group was identical to the combination group. The healing rate of the wound was
observed and expression of fibroblast growth factor (FGF) protein and mRNA were determined by immunohistochemistry and in
situ hybridization at 1, 3, 5, 7, 11, 15 and 21 days after operation.
RESULTS AND CONCLUSION: The expressions of FGF protein and mRNA in all rats were obviously increased in each group
after scald, reached a peak at 5-7 and 7-11 days, respectively, in addition, the peak value of the combination and control groups
were greater than that of the rhEGF and FBG control group (P < 0.05). The healing rates of the combination and control group
were greater than that of the rhEGF and FBG control group at 7-21 days after scald (P < 0.05). The results demonstrated that
external application of rhEGF combined with blood sugar control can accelerate obviously wound healing in diabetes mellitus rats,
which may be related to the high expression of FGF.

Zong SK, Liang ZQ, Ji XL. Effect of epidermal growth factor combined with blood glucose control on wound healing in diabetes
mellitus rats: Changes of fibroblast growth factor protein and its mRNA expressions.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu
Linchuang Kangfu. 2010;14(37): 6882-6886. [http://www.crter.cn http://en.zglckf.com]

摘要

背景：有研究表明急性创伤可导致内源性的重组人表皮生长因子 (recombinant human epidermal growth factor，rhEGF)表达

下调，导致不愈合的发生。

目的：观察局部应用 rhEGF联合血糖控制下对糖尿病大鼠烫伤创面成纤维细胞生长因子表达的影响。

方法：将Wistar糖尿病大鼠制备背部深Ⅱ度烫伤模型。联合治疗组于烫伤前 1周控制血糖至对照组水平，并在烫伤 24 h内
创面喷洒 rhEGF；rhEGF组仅创面喷洒 rhEGF；血糖控制组仅控制血糖；对照组不制备糖尿病模型，烫伤后处理同联合治

疗组。烫伤后 1，3，5，7，11，15，21 d取创面皮肤组织采用免疫组织化学染色及原位杂交法检测成纤维细胞生长因子蛋

白及 mRNA的表达，并观察各组大鼠创面愈合情况。

结果与结论：烫伤后各组大鼠创面成纤维细胞生长因子蛋白及 mRNA表达均明显增多，分别在 5~7 d及 7~11 d达高峰，且

联合治疗、对照组峰值较 rhEGF、血糖控制组高(P < 0.05)。烫伤后 7~21 d，联合治疗、对照组创面愈合率高于 rhEGF、血

糖控制组(P < 0.05)。说明局部应用 rhEGF在联合血糖控制下可促进糖尿病大鼠烫伤创面的愈合，可能与促进创面成纤维细

胞生长因子表达有关。

关键词：糖尿病；烫伤；创面愈合；重组人表皮生长因子；成纤维细胞生长因子；大鼠
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0 引言

难愈性创面修复一直是外科关注的问题，

它是一个由多种体内因子﹑细胞参与的复杂而

有序的生物学过程，这些过程紧密联系而且相

互交叉。细胞生长因子能刺激靶细胞分裂增殖

和各种组织修复，增加细胞外基质合成，在创

伤和大面积烧伤创面的修复重建中起着重要的

作用[1-2]。成纤维细胞存在于皮肤真皮层，是创

面愈合中的主要细胞，也是构成肉芽组织的主

要成分之一，可以合成和分泌胶原纤维﹑连接

蛋白﹑透明质酸等细胞外基质，也可以通过多

种细胞因子参与创面修复[3-4]。

有研究表明急性创伤可以导致内源性的重

组 人 表 皮 生 长 因 子 (recombinant human
epidermal growth factor，rhEGF)，成纤维细

胞生长因子(fibroblast growth factor, FGF)等含
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愈合率=(原始创面面积-未愈合创面面积)/
原始创面面积×100%

量减少和基因表达下调，导致不愈合的发生[5-6]。

但局部外用rhEGF联合血糖控制对创面FGF的
表达将产生怎样的影响尚不清楚。

为此，实验以糖尿病大鼠大面积烫伤为模

型，局部应用rhEGF和肌肉注射胰岛素干预创

面愈合过程，检测创面皮肤组织中内源性FGF
的表达，分析FGF在rhEGF联合胰岛素干预下

的变化，探讨rhEGF促进创面愈合的可能机制。

1 材料和方法

设计：随机对照动物实验。

时间及地点：实验于2008-12/2009-10在
广西医科大学实验动物中心完成。

材料：

实验动物：健康清洁级雄性Wistar大鼠136
只，体质量(198.3±8.9) g，由广西医科大学医

学实验动物中心提供，许可证号：SCXX(桂)
2003-0003，实验过程中对动物的处置符合

2006年科技部颁布的《关于善待实验动物的指

导性意见》的规定[7]。

试剂及仪器：

方法：

实验分组、造模与干预：将136只大鼠随机分

为4组，每组34只。造模前各组大鼠血糖为

(6.28±1.03) mmol/L，体质量(198.3±8.9) g。联
合治疗、rhEGF、血糖控制组大鼠禁食8 h后腹

腔内一次性快速注射链脲佐菌素50 mg/kg建立

大鼠糖尿病模型[8-9]，对照组注射等量柠檬酸缓

冲液作为对照。注射1周后尾静脉采血检测血

糖，造模大鼠血糖为(26.55±6.30) mmol/L，体

质量为(188.6±6.6) g，说明糖尿病模型制备成

功[10]。每组于模型制备前及制备后1周随机取2
只大鼠胰腺组织行抗胰岛素抗体免疫组织化学

染色，观察胰岛细胞破坏情况。

糖尿病模型制备8周后，取4组大鼠制备深

Ⅱ度烫伤模型。大鼠以2%戊巴比妥(35 mg/kg)
腹腔注射麻醉，背部去毛后置于80 ℃热水8 s，
造成占体表总面积10%的深Ⅱ度烫伤，同时腹

腔注射10 mL林格液抗休克[11]。联合治疗组于

烫伤模型制备前1周每日皮下注射Novoline
30R(40 U/mL)胰岛素 4~6 U/(kg • d)，每日

17：00~18：00皮下注射，根据血糖水平调整

胰岛素用量，控制血糖至对照组水平，并在烫

伤模型制备24 h内创面清创后喷洒 rhEGF
(150 U/cm2)[12]，采用含1%磺胺嘧啶银霜剂辅

料缝扎固定，每日换药；rhEGF组烫伤模型制

备前不控制血糖，伤后处理同联合治疗组；血

糖控制组烫伤模型制备前同联合治疗组方法

控制血糖，模型制备后24 h内直接采用含1%磺

胺嘧啶银霜剂辅料缝扎固定，每日换药；对照

组伤后处理同联合治疗组。

创面愈合率测定：烫伤后3，7，11，15，21
d观察各组大鼠毛色、饮食、尿便、体质量变

化及创面愈合情况，通过透明描图纸描计创

面，利用Leica Owin图像分析系统测量创面面

积，按照公式计算创面愈合率。

创面皮肤组织FGF mRNA检测：采用原位杂

交法检测创面皮肤组织中FGF mRNA的变化。

于烫伤后1，3，5，7，11，15，21 d，每组随

机取4只大鼠大小为1 cm×1 cm创面皮肤组织，

等分为0.5 cm×1.0 cm大小。取其中1块标本采

用等渗盐水清洗后，置于40 g/L多聚甲醛中固

定6 h，梯度乙醇脱水，二甲苯透明后石蜡包埋，

连续切片，片厚6 µm；二甲苯梯度乙醇脱蜡至

水，H2O2灭活内源性过氧化物酶，采用以3%
柠檬酸按1∶100比例稀释的胃蛋白酶暴露

mRNA片段，再经后固定、20 µL FGF mRNA
寡核苷酸探针杂交液进行杂交，过夜，冲洗。

根据DAB试剂盒说明书进行苏木精复染，梯度

乙醇脱水干燥，中性树胶封固。于400倍光镜

下观察原位杂交结果，采用Leica Qwin图像分

析仪系统计数阳性细胞(胞浆染为棕黄、核为蓝

色者为阳性细胞)。每张切片选取5个高倍视野，

分别测定每个视野测试区域的平均灰度值(GA)
及阳性反应产物的平均灰度值(Ga)和面积分

数(Aaa)，计算各视野阳性单位值(positive unit,
PU)。

试剂及仪器 来源

链脲佐菌素

Novolin30R胰岛素

rhEGF
兔抗大鼠 FGF单克隆抗体、

DAB试剂盒、FGF mRNA
原位杂交试剂盒

化学发光试剂盒

全活力型血糖仪及试纸

Axioskop2 pius显微镜、

Leica Qwin图像分析仪系统

Sigma公司，美国

Nove Nordisk company
深圳华生元基因工程公司

武汉博士德生物工程

有限公司

Bio-Rad公司，美国

Roche公司，瑞士

Leica公司，德国
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Gmax为图像分析仪器的最大灰度值(Gmax=225)，以

平均值作为该标本PU值[13]。

创面皮肤组织FGF蛋白检测：取经石蜡包埋的创面皮肤

组织，连续切片于多聚赖氨酸处理后的玻片，片厚4 µm，

经二甲苯梯度乙醇脱蜡至水；H2O2灭活过氧化物酶，微

波加热修复抗原，山羊血清封闭，滴加兔抗大鼠FGF单
克隆抗体4 ℃孵育过夜；滴加生物素化羊抗兔IgG，

37 ℃，20 min。DAB显色，苏木精轻度复染，脱水，

透明，中性树胶封固，光镜下观察。采用Leica Owin图
像分析系统计数阳性细胞(细胞成棕黄色染色，为阳性细

胞)，计算各视野PU值。

主要观察指标：诱导糖尿病前后胰岛组织病理学变

化及创面组织中FGF蛋白及mRNA的表达。

设计、实施、评估者：设计为第一作者，实施为全

部作者，评估为第一作者、通讯作者，参与者均受过正

规培训。

统计学分析：采用SPSS 13.0统计软件包进行分析。

数据以
_

x±s表示，组间比较采用方差分析，两两比较采

用SNK检验，P < 0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 实验动物数量分析 实验用大鼠136只，每组34
只，造模后rhEGF、血糖控制组分别有2只和3只死亡，

造摸后，4组中各随机取1只大鼠进行胰腺组织免疫组织

化学染色观察。之后各组中分别随机抽取30只，进行后

续实验。120只大鼠进入结果分析。

2.2 胰腺组织免疫组织化学染色结果 造模前抗胰岛

素抗体免疫组织化学染色显示各组染色较充分，胰岛细

胞分泌胰岛素正常。造模后1周染色区域明显减小，染

色变浅，见图1。

2.3 大鼠的一般情况及创面愈合率 糖尿病模型制备

后联合治疗、rhEGF、血糖控制组大鼠多精神萎靡，皮

毛逐渐缺乏光泽，不光滑，色灰黄；24 h后联合治疗、

rhEGF、血糖控制组大鼠出现尿量明显增加，其后摄食

量及饮水量较对照组大鼠逐渐增加；48 h后联合治疗、

rhEGF、血糖控制组大鼠体质量开始减少，对照组大鼠

体质量逐渐增加。

烫伤后3 d各组大鼠创面愈合均较慢；伤后7~21 d
各组大鼠创面愈合均增快，以联合治疗、对照组最明显，

高于rhEGF、血糖控制组(P < 0.05)；联合治疗、对照组

间及rhEGF、血糖控制组间创面愈合率比较，差异均无

显著性意义(P > 0.05)，见图2。

2.4 大鼠创面皮肤组织FGF mRNA的表达 各组烫伤

后各时间点均可见FGF mRNA的表达，分布位置主要集

中于创面基底部、新生的肉芽组织的真皮中成纤维细

胞，毛细血管内皮细胞及残存的皮肤附属器上皮中，主

要分布在胞浆内，少数分布于胞核，见图3。

统计结果显示，各组大鼠烫伤后创面皮肤组织FGF

Figure 2 The wound healing rate of 4 groups at different time
points (n=4)

图 2 四组各时相点愈合率比较(n=4)
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a: Before induction

Figure 1 Histopathological change of pancreatic tissues
(Immunohistochemistry staining, ×400)

图 1 诱导糖尿病前后胰岛组织病理学变化(免疫组织化
学染色，×400)

b: After induction

rhEGF: recombinant human epidermal growth factor; FBG: fasting blood
glucose; P < 0.05, vs. rhEGF and FBG control groups

Combination group
rhEGF group
FBG control group
Control group

a: Combination group

Figure 3 The FGF mRNA expressions of each group at 7 d
after injury (In situ hybridization, ×400)

图 3 烫伤后 7 d 各组原位杂交法检测结果(×400)

b: rhEGF group

c: FBG control group d: Control group

rhEGF: recombinant human epidermal growth factor; FBG: fasting blood
glucose; FGF: fibroblast growth factor

www.CRTER.org 宗守凯，等. 表皮生长因子联合血糖控制对糖尿病创面愈合的影响：成纤维细胞生长因子蛋白及其 mRNA 表达的变化
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mRNA的表达均随时间增加逐渐增强，于5~7 d时表达

达峰值，且联合治疗、对照组峰值较rhEGF、血糖控制

组高(P < 0.05)，联合治疗、对照组间及rhEGF、血糖控

制组间峰值差异无显著性意义(P > 0.05)，见图4。

2.5 大鼠创面皮肤组织FGF蛋白的表达 免疫组织化

学结果显示，各组均有FGF蛋白的表达，阳性细胞首先

主要表达在近创缘组织中，创面基底部表达逐渐增强，

其后在新生的肉芽组织和表皮细胞中亦有表达，但维持

水平及时间各组存在明显差异，见图5。

烫伤后1 d各组创面组织FGF蛋白表达水平较低，

联合治疗、对照组间，rhEGF、血糖控制组间不存在差

异，而rhEGF、血糖控制组与对照组存在差异(P < 0.05)；
联合治疗、rhEGF、血糖控制、对照组分别于烫伤后7，
11，7，7 d达高峰，联合治疗、对照组峰值较rhEGF、
血糖控制组高(P < 0.05)；联合治疗、对照组间及rhEGF、
血糖控制组间峰值差异无显著性意义( P > 0.05)，见图6。

3 讨论

生长因子在创伤修复和组织再生方面的作用已得

到证实[14-15]。但受传统组织再生观念的束缚，生长因子

是如何促进创面愈合的尚不清楚，其根本原因在于人们

对于创面愈合过程中复杂的网络调控机制缺乏了解，因

此，彻底揭示生长因子，如转化生长因子β，EGF，以

及FGF等在各类损伤愈合中的网络作用，仍是目前最为

紧迫的研究工作之一。通过对正常组织再生﹑过度增生

以及难愈创面的生长因子信号通道调节的研究，经人为

干预和调控，将获得理想的修复结局[16-17]。为此实验研

究了EGF在创面愈合过程中对FGF蛋白及mRNA表达

的影响。

实验观察了各组动物创面愈合率的变化趋势，发现

各组创面愈合率均随时间的推移逐渐升高；伤后7，11，
15，21 d各时相点创面愈合率rhEGF、血糖控制组均明

显低于对照组(P < 0.05)，而联合治疗组与对照组无明显

差异，这一现象一方面说明了糖尿病性创面确实存在临

床上所见的愈合延缓的现象，另一方面也说明了单独使

用胰岛素或单独外用rhEGF都无法达到预期的促进创

面愈合的目的；通过联合治疗组的愈合速度可以推测在

控制血糖的情况下rhEGF才能更好的发挥促进创面愈

合的作用。

实验结果表明，在rhEGF、血糖控制组创面处FGF
蛋白及其mRNA的表达量较对照组低。在控制血糖良好

Figure 4 The FGF mRNA expression of 4 groups at different
time points (n=4)

图 4 四组不同时相点 FGF mRNA阳性表达比较(n=4)
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a: Combination group

Figure 5 The immunohistochemical observations of each
group at 7 d after injury (Immunohistochemistry
staining, ×400)

图 5 烫伤后 7 d 各组免疫组织化学染色观察结果(×400)

b: rhEGF group

c: FBG control group d: Control group

Figure 6 The expression of FGF protein in each group at
different time points (n=4)

图 6 烫伤后各时间点各组 FGF蛋白的表达(n=4)
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的情况下，rhEGF有明显的刺激FGF mRNA以及其蛋白

的表达的作用，与对照组比较，联合治疗组FGF mRNA
和蛋白的表达未见明显差异，可见其基因转录，翻译过

程中没有受到明显影响；与之比较，血糖控制组血糖虽

然得到控制，因缺乏EGF的作用，创面皮肤组织中FGF
mRNA及其蛋白表达仍存在滞后现象；这可能与长时间

的高糖状态使机体处于一种相对反应状态有关[18-19]；而

rhEGF组，由于血糖没有得到有效控制，使创面皮肤组

织仍然处在高糖环境中，外源性EGF的激发作用不能够

得到较好的发挥，创面FGF mRNA及其蛋白表达不够协

调同步，导致刺激细胞分裂增殖的后续信号受到限制或

延缓，创面愈合明显延迟。

可见，rhEGF在创面愈合过程中有着重要的作用，

但是创面愈合是多因素﹑多环节共同作用的结果[20-22]。

在糖尿病性创面中，存在着更多的负面影响因素，

rhEGF只是一个节点。另外实验的血糖控制采用全身应

用胰岛素的方式，而全身应用加局部应用效果是否会更

突出尚有待进一步研究。
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