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低能量体外震波对糖尿病慢性创面模型血管新生和血管内皮细胞生长因子 
表达的影响**☆ 
燕晓宇，杨  光，成  亮，陈  明，程相国，柴益民，罗从风，曾炳芳 

Effect of low-energy extracorporeal shock wave on the expression of vascular endothelial 
growth factor and angiogenesis in diabetic wound healing     

Yan Xiao-yu, Yang Guang, Cheng Liang, Chen Ming, Cheng Xiang-guo, Chai Yi-min, Luo Cong-feng, Zeng Bing-fang 

Abstract 
BACKGROUND: Extracorporeal shock wave (ESW) as a non-invasive physical stimulation can promote angiogenesis and tissue 
repair. 
OBJECTIVE: To observe the effect of low-energy ESW on vascular endothelial growth factor (VEGF) expression and its role in 
promoting diabetic wound healing. 
METHODS: Totally 72 Sprague Dawley rats were randomly divided into treatment, diabetes and control groups. Diabetic chronic 
wound models were established in the treatment and diabetes groups. The ESW was used for the treatment group at 1 day after 
modeling, but coupling liquid was used for the diabetes and control groups. Granulation tissue of the wound and formation of new 
blood vessels were observed. Protein content of VEGF and expression of mRNA were detected. 
RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the diabetes group, closure rate of the wound in the treatment group was 
increased. The number of microvessels within the wound was increased in the treatment group at 3 days after treatment than in 
the diabetes group, and corresponding granulation tissues were increased simultaneously. Compared with the control group, 
expressions of VEGF protein and mRNA were lower in the diabetic control group at 3 and 7 days after treatment, moreover, 
declined at 7 days after treatment. After the ESW treatment, the protein content of VEGF and expression of mRNA level were 
increased at 3, 7, 14 and 21 days after treatment and began to decline at 14 days after treatment. This suggested that the 
reduced expression level of VEGF and decreased period of its expression can contribute to the impaired healing of diabetic 
wound. The ESW treatment can increase the expression of VEGF and extend the time of its high expression to promote wound 
angiogenesis and ultimately accelerate the growth of granulation tissue and diabetic wound healing. 
 
Yan XY, Yang G, Cheng L, Chen M, Cheng XG, Chai YM, Luo CF, Zeng BF. Effect of low-energy extracorporeal shock wave on 
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摘要 
背景：体外震波作为一种非侵入性的物理刺激近年来发现具有促进新生血管形成、促进组织修复的功能。 
目的：观察体外震波对创面内血管内皮细胞生长因子表达和新血管形成的影响及促进创面愈合的作用。 
方法：72 只 SD 大鼠随机均分为治疗组、糖尿病组及对照组。治疗组和糖尿病组制作糖尿病慢性创面模型。建模后 1 d 治

疗组创面用体外震波处理，糖尿病组和对照组仅涂抹耦合液。观察创面的肉芽组织和新血管形成情况，检测血管内皮细胞

生长因子蛋白含量及 mRNA 的表达水平。 
结果与结论：与糖尿病组比较，治疗组创面的闭合率增加。治疗后 3 d 开始，治疗组创面内毛细血管数量比糖尿病组增多，

肉芽组织相应增加。与对照组比较，糖尿病组血管内皮细胞生长因子蛋白含量和 mRNA 表达水平在 3 d 和 7 d 均降低，在

7 d 出现下降。经体外震波治疗后，各时间段表达均增高，在 14 d 出现下降。说明糖尿病创面局部血管内皮细胞生长因子

分泌量降低和高表达时段缩短是其难愈的重要因素之一，体外震波治疗可增加糖尿病创面组织内血管内皮细胞生长因子的

表达强度，延长其高表达的时间，从而促进创面内新血管形成，最终加快肉芽组织生长和创面愈合。 
 
关键词：体外震波；糖尿病创面；血管内皮细胞生长因子；血管新生；愈合 
缩略语注释：VEGF: vascular endothelial growth factor，血管内皮细胞生长因子  
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0  引言 
 

糖尿病足创面为临床治疗中的一个难点，

它是一种慢性难愈创面，其主要病理机制之一

是创面局部微血管形成和功能障碍[1-2]，内源性

生长因子如血管内皮细胞生长因子(vascular 
endothelial growth factor，VEGF)等表达水平

降低[3]。促进创面组织生长因子的表达及新血管

形成对创面愈合具有重要的作用。 
体外震波作为一种非侵入性的物理刺激已

广泛用于治疗多种骨骼肌肉系统疾病，近年来

发现具有促进新生血管形成、促进组织修复的

功能[4]，被认为是一种新兴的促血管新生的方  
法[5]，用于治疗缺血性心肌疾病和肢体缺血疾病

的治疗[6-8]，但将其用于创面修复的研究甚少。
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鉴于体外震波促血管新生的作用，本实验

建立糖尿病大鼠慢性创面模型，采用低能量体

外震波进行治疗，观察其对糖尿病创面内血管

新生的影响并探讨可能的机制，为将来临床应

用提供实验依据。 
 
1  材料和方法 

 
设计：随机对照动物实验。 
时间及地点：于2010-12/2011-04在上海

市四肢显微外科研究所完成。 
材料：健康雄性SD大鼠72只，6-8周龄，

体质量(220±20) g，清洁级，由中国科学院实

验动物中心提供，实验动物许可证号：

SCXK(沪)2007-0005。饲养环境良好，温度

(22±2) ℃，相对湿度(50±10)%，光照6∶00~   
18∶00，标准颗粒饲料喂养。实验过程对动物

的操作符合医学伦理学标准。 
主要试剂和仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
方法： 
糖尿病慢性创面模型的建立：大鼠适应性饲养

1周后，随机选取48只禁食12 h(不禁水)，按   
60 mg/kg的剂量腹腔内注射柠檬酸缓冲液稀

释的链脲佐菌素(Streptozotocin，STZ)，之后

自由进食水，72 h后血糖值高于16.7 mmol/L
即认为造模成功[9]，造模不成功者重复上述操

作直到造模成功。造模成功后，继续维持饲养，

每周2次检测血糖和体质量，血糖一直维持在

上述水平以上，8周后盐酸氯胺酮(100 mg/kg)
腹腔内注射麻醉，常规剃毛消毒。在背部制作

圆形皮肤全层创面，直径为1.8 cm，面积为     
2.54 cm2，无菌敷料覆盖，单笼喂养。 

动物分组及干预：造模成功后的48只大鼠随

机均分为糖尿病组和治疗组，另外24只大鼠设

为对照组。治疗组于创面治疗后1 d给予低能量

体外震波治疗：将大鼠麻醉，创面及周缘置于

体外震波治疗仪的焦斑区域内，并涂抹耦合液

以作为传导介质，采用0.11 mJ/mm2、1.5 Hz
的能量对创面干预500脉冲，后拭去耦合液。糖

尿病组和对照组仅涂抹耦合液，未用体外震波

治疗。 
治疗后第3，7，14，21 天对创面进行大

体观察并用数码相机拍照，记录创面面积，采

集创面及周围2 mm的组织，用40 g/L多聚甲醛

固定，石蜡包埋连续切片，常规行苏木精-伊红

染色和CD31免疫组织化学染色，并进行分子生

物学检测，具体方法按照相关试剂盒说明书进

行操作，具体步骤不再赘述。 
创面闭合率：将创面照片图像输入计算机，

以Image Pro Plus 6.0 图像分析系统测量创面

面积，计算创面的闭合率： 
 

 

组织学观察：苏木精-伊红染色切片，光镜下

观察创面的组织学变化，包括血管生成与分布、

肉芽组织的生长等。 
微血管密度的检测：光镜下观察CD31免疫组

化染色切片，评价血管形成情况，具体是高倍

镜下每张切片随机计算5个视野中血管断面数

目的均值，以每1 mm2毛细血管数目表示微血

管密度(MVD)。 
VEGF含量的测定：采用ELISA技术测定组织

中VEGF的含量，具体方法按检测按试剂盒中

说明书进行操作。 
VEGF mRNA测定：使用Real-time PCR 检

测创面组织中VEGF mRNA表达。用Trizol法提

取 组 织 总 RNA ， 用 反 转 录 酶 Reverse 
Transcriptase M-MLV进行反转录合成cDNA,
然后以cDNA 为模板，对目的基因进行实时定

量PCR，检测目的基因的表达量的变化。PCR 
引物序列：上游 5’-GTT CGA GGA AAG GGA 
AAG GGT C-3’，下游 5’-GCG AGT CTG TGT 
TTT TGC AGG A -3’。通过Ct值进行分析，Ct 
值是指每个反应管内的荧光信号达到设定的阈

值所经历的循环数，用相对定量表达样本基因

的数量。 
 
 
 
主要观察指标：①创面闭合率。②创面内

新生血管的数目。③创面内VEGF mRNA表达

及蛋白含量的变化。 
统计学分析：数据以x

_

±s表示，采用SPSS 

试剂及仪器 来源 

体外震波治疗仪 
 
VEGF ELISA 试剂盒  
CD31 免疫组化试剂盒 
 
SYBR Premix Ex Taq、 

Real time PCR 仪、 
Reverse 
Transcriptase M-MLV 

TRIzol Reagent 

OrthospecTM , Medispec
Ltd，以色列 

R&D，美国 
武汉博士德生物工程 

有限公司 
TaKaRa，日本 
 
 
 
Invitrogen，美国 

Ct=△ 目的基因 Ct 值-GAPDH Ct 值； 
Ct=△△ 某一标本的 Ct△ -校正标本的 Ct △ ； 

标本目的基因数量的计算公式：2- Ct△△  

创面闭合率=(创面初始面积-创面形成后第 n 天的面积)/
创面初始面积×100% 
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13.0统计软件包进行分析。组间比较采用单因素方差分

析，组间样本均数两两比较采用t 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  41(85%)只大鼠经一次注射

STZ后成功制成糖尿病大鼠模型，余7只经二次注射后

造模成功。3组72只大鼠均进入结果分析，无脱落。 
2.2  创面大体观察和创面闭合率  糖尿病组创面炎症

反应较明显，色暗，肉芽组织形成缓慢。治疗组炎症反

应较轻，肉芽组织生长良好，收缩明显。在治疗3 d后
的不同时间点，治疗组创面的闭合率均高于糖尿病组 
(P < 0.05)，但不及对照组(P < 0.05)，见表1。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
2.3  组织学观察  苏木精-伊红染色显示，治疗后3 d
时糖尿病组肉芽组织形成不良，微血管较少，有较多的

炎性细胞；治疗组微血管相对较多，炎性细胞相对较少，

肉芽组织相对较多。治疗后7 d时，糖尿病组创面仍有

多量中性粒细胞浸润，体外震波治疗组炎性细胞较少，

成纤维细胞明显增加，肉芽组织相对较多，微血管较多，

已具有管腔结构，见图1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

14 d时，糖尿病组细胞排列紊乱，血管相对较少，

治疗组肉芽组织致密，血管相对较多，具有明显管腔结

构的血管相对增多。 
2.4  微血管密度  CD31免疫组化染色显示，在治疗后

3，7，14 d，治疗组和对照组创面中CD31阳性细胞增

多明显，创面血管密度值增加，见表2，均明显高于糖

尿病组(P < 0.05)，特别是在7 d时，治疗组和对照组血

管新生较为明显，见图2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
2.5  创面组织中VEGF蛋白的表达  创面组织中VEGF
酶联免疫反应(ELISA)定量分析结果，见表3。在正常相

组创面内，VEGF含量在3d和7d均较高，在14d明显下

降。在糖尿病大鼠创面，组织中VEGF含量与对照组相

比明显降低，差异有显著性意义(P < 0.05)，而且，VEGF
含量在7d已经开始下降。治疗组VEGF在各个时间点的

含量均较糖尿病组高，差异有显著性意义(P < 0.05)，
在14 d时出现下降。 

表 1  三组创面在不同时间点的闭合率 
Table 1  The closure rate of wound in three groups at different 

time points                               (x
_

±s, %)

aP < 0.05, vs. control group; bP < 0.05, vs. diabetes group 

Time (d) Control group Diabetes group Treatment group
 

3  
 

13.42±4.37 
 

-1.45±2.06a 
 

 4.18±2.27ab 
7    55.05±7.70 13.47±3.01a 30.68±4.47ab 

14  89.05±4.17 41.13±5.48a  64.4±5.59ab 
21  100.00±0.00 61.92±6.25a 82.84±5.83ab 

Figure 1  Hematoxylin-eosin staining of wound tissue at 7 d 
after treatment (×100) 

图 1  治疗后 7 d 时创面组织苏木精-伊红染色(×100) 

a: Treatment group               b: Control group 

表 2  治疗不同时间点 3 组创面内的平均微血管密度 
Table 2  The average microvessel density of the wound in the 

three groups at different time points     (x
_

±s, n/mm2)

aP < 0.05, vs. diabetes group 

Group 3 d 7 d 14 d 
 
Control 

 
 24.25±5.47a 

 
 51.69±9.24a 

  
 64.25±10.47a 

Diabetes 13.53±3.29 27.72±5.71 35.29±6.16 
Treatment  22.02±5.78a  47.27±7.52a  58.48±9.55a 

Figure 2  CD31 staining of microvessels in the wound tissue at 
7 d after treatment (×100 ) 

图 2  治疗后 7d 时创面组织 CD31 染色显示创面组织内血
管情况(×100) 

a: Treatment group               b: Control group 

c: Diabetes group 

C: Diabetes group    
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2.6  创面组织中VEGF mRNA的表达   3组创面

VEGF mRNA的表达结果，见表4。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
与对照组比较，糖尿病大鼠创面组织中VEGF 

mRNA表达明显降低，差异有显著性意义(P < 0.05)，
并且在7 d已经明显下降。体外震波治疗后创面内

VEGF mRNA表达在3，7 d均高于糖尿病组，差异有显

著性意义(P < 0.05)，在14 d时明显下降。 
 

3  讨论 
 
体外震波在近些年来被用于治疗骨不连和骨坏死，

成为骨科领域一个新兴的研究热点，最近又被用于治疗

缺血性心肌疾病和下肢缺血性疾病[5-6, 8, 10-11]，以促进局

部组织血管新生。课题组前期实验显示，它可增强皮瓣

局部组织表达VEGF和内皮型一氧化氮合酶，促进缺血

皮瓣血管扩张和血管新生，改善局部的血供重建[12]，还

可加快糖尿病切口愈合并促进局部组织表达转化生长

因子β1[13]。基于这些研究，本实验将其用于糖尿病足慢

性创面模型，探讨其对糖尿病创面VEGF表达和新血管

形成及创面修复的影响。 
创面修复的重要特征是形成包含有成纤维细胞、胶

原和血管的纤维血管组织，即肉芽组织，其中，血管新

生对肉芽组织的形成至关重要，毛细血管的长入可为组

织修复和细胞的生长增殖提供重要的氧、营养和调节因

子，促进创面的血管化进程对促进糖尿病慢性创面愈合

具有重要意义[14]。本实验发现，体外震波治疗可增加创

面内的毛细血管数量，促进肉芽组织形成，加快创面的

愈合速度，提高愈合率。有临床报道，震波治疗可增加

糖尿病足溃疡局部的血流，并促进其愈合[15-16]，这与本

实验的结果一致。 
创面的血管化是一个极其复杂但又高度协调的过

程，生长因子发挥了关键性的调控作用，其中，VEGF
是参与血管化调控的主要生长因子[17]，它可触发一系列

的修复反应，能有效地促进血管内皮细胞增殖及迁移，

促进新血管形成。本实验结果显示，在创面术后相同的

时间点，糖尿病创面内的肉芽组织形成较正常组少，微

血管密度较低，同时，VEGF蛋白含量和mRNA表达水

平明显比正常组低，另外，正常创面内VEGF蛋白含量

和mRNA表达水平在3 d和7 d均较高，而糖尿病创面内

VEGF蛋白含量和mRNA表达水平在7 d时已经下降，

VEGF含量降低与微血管密度之间呈相关性。这提示，

在糖尿病难愈创面，VEGF不仅呈低表达水平，其表达

高峰的持续时间也出现缩短，这构成创面难愈的重要因

素之一。 
用体外震波对糖尿病足创面进行治疗发现，术后3 d

时创面组织内VEGF蛋白含量和mRNA表达水平与对糖

尿病照组相比明显增加，在7 d时仍处于较高水平，并

未出现明显下降，在14 d时才出现降低。另外，尽管在

3，7 d时其含量仍未达到正常组水平，但其分泌增加的

持续时间与正常相似。这提示体外震波治疗可在一定程

度上扭转糖尿病创面内VEGF表达降低和表达持续时间

缩短的局面。该现象对促进糖尿病创面愈合具有重要作

用。研究表明，VEGF表达增加可使局部血管扩张[17]，

并通过趋化作用促进内皮细胞迁移，同时可提高血管内

皮细胞基底膜的可渗透性，为血管内皮细胞迁移提供基

质，以便形成毛细血管，另外，VEGF可减少内皮细胞

凋亡，促进其增殖，使之参与血管的形成。因此认为，

体外震波作用于创面后，使VEGF蛋白表达增加和表达

时间延长，通过上述作用机制，对糖尿病创面的血管新

生产生促进作用，最终促进创面的愈合。 
创面内的VEGF由多种细胞分泌，如内皮细胞、成

纤维细胞和巨噬细胞等[18]。糖尿病创面VEGF表达降低

可能与局部组织细胞特别是内皮细胞等的功能降低有

关[19-20]。本实验显示创面区域有多种细胞在治疗后3，   
7 d表达VEGF明显增加，其mRNA表达水平升高，这提

示体外震波可在一定程度上增强创面内功能受损细胞

的功能，增强其功能活性，促进其表达VEGF。然而，

其具体机制目前尚不完全清楚。有研究认为，体外震波

可使细胞产生物理形态、生理和生化等一系列变化，造

成不同的生物效应，如活化细胞、激活细胞的增殖    
等[21-24]。在糖尿病创面，体外震波也可促进创面内组织

增殖从而促进其愈合[24]。因此作者推测，体外震波作用

于局部创面组织后可能激发了组织细胞如内皮细胞、成

纤维细胞和巨噬细胞等产生生物学反应，使VEGF表达 

表 4  治疗后 3，7，14 d 时创面组织中 VEGF mRNA 表达情
况   

Table 4  Expression of vascular endothelial growth factor mRNA
in the wound tissue at 3, 7, 14 d after treatment      

(x
_

±s)

aP < 0.05, vs. control group; bP < 0.05, vs. diabetes group 

Group 3 d 7 d 14 d 
 
Control 

 
0.38±0.05 

 
0.42±0.04 

 
0.18±0.02 

Diabetes 0.21±0.02a 0.12±0.01a 0.08±0.01a 
Treatment 0.34±0.04b 0.38±0.04b 0.16±0.03 b 

表 3  治疗术后 3，7，14 d 时创面组织中血管内皮生长因子
ELISA 分析结果   

Table 3  Content of vascular endothelial growth factor in the 
wound tissue measured by enzyme linked 
immunosorbent assay at 3, 7, 14 d after treatment    

(x
_

±s, μg/g)

aP < 0.05, vs. control group; bP < 0.05, vs. diabetes group 

Group 3 d 7 d 14 d 
 
Control 

 
51.6±4.6 

 
52.9±4.5 

 
23.3±3.7 

Diabetes  29.3±2.3a  18.5±3.1a  13.8±2.4a 
Treatment   46.6±3.4ab   45.8±4.7ab  21.2±2.8b 
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增加，但还需要进一步研究探讨。 
综上所述，糖尿病慢性创面存在微血管形成障碍、

VEGF呈低表达和表达峰时缩短的特点，体外体外震波

治疗不仅可增加创面组织内VEGF的表达量，还可延长

其高表达时间，增加创面内微血管形成，促进肉芽组织

生长，最终加快创面的愈合。 
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