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深层海水通过激活 PI3K/Akt 通路促进糖尿病小鼠创伤的愈合

李为明，许青文，李奕俊，孙岩波，崔  进，徐鹏远

文题释义：

深层海水：是指水深200 m以下的海水，水质纯净而稳定，呈弱碱性，富含人体细胞所需的无机盐和微量元素，其水分子团与人体水分、

血液结合角极其近似，极易被人体吸收。

摘要

背景：前期研究证实，深层海水不仅影响小鼠的耐受和免疫，还对创面修复具有重要的调控作用。

目的：探讨深层海水修复糖尿病小鼠创面过程中对PI3K/Akt通路的影响。

方法：取48只昆明种小鼠，建立糖尿病模型，造模成功后在背部制作1 cm2
的创面，随机分4组处理，分别饮用纯净水(对照)、自来水、深

层海水及深层海水+股静脉注射PI3K/Akt通路抑制剂LY294002，每组12只。创面造模后第3，7，10天，观察创面愈合情况，Western blot检
测创面组织中血管内皮生长因子、碱性成纤维细胞生长因子、缺氧诱导因子1α、p-PI3K、p-Akt、PI3K和Akt表达水平，qRT-PCR和Western 
blot检测胶原Ⅰ、胶原Ⅲ、白细胞介素1β、肿瘤坏死因子α和转化生长因子β1的表达水平；创面造模后第3，10天，苏木精-伊红染色观察

创面形态变化。实验获中国科学院昆明动物研究所实验动物伦理委员会批准(批准号：KPRC-2017091)。
结果与结论：①深层海水组各时间点的创面愈合率高于对照组、自来水组(P < 0.01)，深层海水+LY294002组与对照组比较差异无显著性意

义(P > 0.05)；②苏木精-伊红染色显示，对照组、自来水组、深层海水+LY294002组第3天创面有大量炎性细胞浸润及少量纤维母细胞，第

10天可见肉芽组织及毛细血管和纤维母细胞；深层海水组第3天可见纤维母细胞、毛细血管和少量炎性细胞，第10天可见新生肉芽组织

及较多胶原纤维和少量毛细血管；③Western blot检测显示，深层海水组各时间点的血管内皮生长因子、碱性成纤维细胞生长因子、缺氧

诱导因子1α、p-PI3K和p-Akt蛋白表达均高于对照组、自来水组(P < 0.01)；④qRT-PCR和Western blot检测显示，深层海水组各时间点的胶原

Ⅰ、胶原Ⅲ和转化生长因子β1表达均高于对照组、深层海水+LY294002组(P < 0.05或P < 0.01)，白细胞介素1β、肿瘤坏死因子α表达均低于

对照组、深层海水+LY294002组(P < 0.05或P < 0.01)；⑤结果表明，深层海水通过激活PI3K/Akt通路促进糖尿病小鼠创面愈合。
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Abstract
BACKGROUND: Preliminary studies have confirmed that deep seawater not only affects the tolerance and immunity of mice, but also has an important 
regulatory effect on wound repair.
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研究原著

文章快速阅读：

文章特点—

△着力于探讨深层

海水对糖尿病伤

口愈合不良的作

用及机制。

模型建立：

(1) 对照组喂养纯净水；

(2) 自来水组喂养自来水；

(3) 深层海水组喂养深层海水；

(4) 深层海水 +LY294002 组喂养深

层海水和股静脉注射 PI3K/Akt
通路抑制剂 LY294002。

48 只健康昆明种小

鼠分为 4 组，构建

糖尿病小鼠模型

14 d 后构建糖

尿病小鼠背部

创面模型

检测指标：

创面愈合率、创面组织病理形态、

PI3K/Akt信号通路分子、炎性因子、

胶原及血管生成等。

结论：

深层海水通过激活

PI3K/Akt 通路促进糖

尿病小鼠创面愈合。
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研究原著

0   引言   Introduction
糖尿病创口难愈是糖尿病患者的常见并发症之一，由于

糖尿病患者机体代谢紊乱扰乱了创面修复愈合的正常进程，

使得创面的炎性反应延长，造成肉芽组织生成速率减缓并伴

随着反复感染或损伤，严重者甚至会导致截肢或危及生命。

研究发现，导致糖尿病患者创面难愈的原因与调控机体功能

的相关信号通路异常相关
[1-2]

，例如：PI3K/Akt 信号通路广泛

参与机体内细胞增殖、分化和凋亡等，从而调节机体的正常

生长、发育、免疫调节和新陈代谢等
[3-8]

；低氧诱导因子 1 是

调控创面愈合的关键因子，PI3K/Akt 信号通路影响了低氧诱

导因子 1 的表达。同时研究显示，PI3K/Akt 通路也与糖尿病

创伤难愈密切相关
[9-12]

。前期研究证实，深层海水不仅影响

小鼠的耐受和免疫，还对创面修复具有重要的调控作用
[13-15]

。

因此，实验探讨深层海水激活 PI3K/Akt 通路影响糖尿病小鼠

创面修复的作用机制，期望为临床上糖尿病创伤难愈提供新

的治疗方法和理论依据。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   随机对照动物实验，t 检验。

1.2   时间及地点   实验于 2017 年 9 月至 2018 年 9 月在昆明

医科大学实验动物中心完成。

1.3   材料  
1.3.1   主要试剂   戊巴比妥钠、链脲佐菌素 (Sigma，美国 )；
PI3K/Akt 通路抑制剂 LY294002(Beyotime，上海 )；血管内皮

生长因子、碱性成纤维细胞生长因子、p-P13K、P13K、p-AKT、
AKT、HIF-1α抗体及辣根过氧化物酶 (HRP)标记的二抗 (Abcam，

美国 )。
1.3.2   实验动物与分组   健康雄性昆明种小鼠 48 只，4 周龄，

体质量 15-17 g，购于昆明医科大学实验动物中心，许可证号：

SYXK2011-006。随机分配成 4 组，分别为对照组、自来水组、

深层海水组、深层海水 +LY294002 组，每组 12 只，自由饮

水和进食。小鼠饲养环境湿度保持在 50%-60%，温度保持在

20-24 ℃。动物实验所有操作均按照《实验动物和操作管理

规程》实施。动物实验获中国科学院昆明动物研究所实验动

物伦理委员会批准。

1.4   实验方法

1.4.1   生理性深层海水的制备   取国内南海海域获取海平面

200 m 以下的深层海水，避光保存运送至昆明，利用超微过

滤并使用铜锌合金净化深层海水中的重金属，通过反复冻融

浓缩减去海水中多余的盐分，制备成生理性深层海水，然后

稀释成 90 g/L 的深层海水，以便供后续实验采用。

1.4.2   糖尿病模型的制备   将 4 组小鼠按照每只 50 mg/kg 的

剂量腹腔注射 2% 链脲佐菌素，72 h 后从尾静脉处取血，测

量血液中的血糖值，血糖 >16.8 mmol/L 认为成功建立糖尿病

小鼠模型。

OBJECTIVE: To explore the effect of deep seawater on the PI3K/Akt pathway in the process of wound repair in diabetic mice.
METHODS: Forty-eight Kunming mice were enrolled to establish a diabetes model. A 1 cm2 wound was made on the back after successful modeling, and all 
the mouse models were randomized into four groups for corresponding treatments, including drinking purified water (control), tap water, deep seawater and 
deep seawater+LY294002, with 12 rats in each group. On the 3rd, 7th, and 10th days after wound modeling, the wound healing was observed, and western blot 
was used to detect the expression levels of vascular endothelial growth factor, basic fibroblast growth factor, hypoxia-inducible factor 1α, p-PI3K, p-Akt, PI3K 
and Akt in the wound tissue. qRT-PCR and western blot were used to detect the expression levels of collagen type I, collagen type III, interleukin-1β, tumor 
necrosis factor-α and transforming growth factor-β1 mRNA. On the 3rd and 10th days after wound modeling, hematoxylin-eosin staining was used to observe the 
morphological changes of the wound. The study protocol was approved by the Animal Ethic Committee of Kunming Institute of Zoology, Chinese Academy of 
Science with an approval No. KPRC-2017091.
RESULTS AND CONCLUSION: The wound healing rate of the deep seawater group was higher than that of the control group and the tap water group (P < 0.01), 
while there was no significant difference in the wound healing rate between the tap water group and deep seawater+LY294002 group (P > 0.05). Hematoxylin-
eosin staining showed that there were a large number of inflammatory cells infiltrated and a few fibroblasts on the wound surface in the control group, tap water 
group, and deep seawater+LY294002 group on the 3rd day, and granulation tissue, capillaries and fibroblasts were visible on the 10th day. In the deep seawater 
group, fibroblasts, capillaries and a few inflammatory cells were seen on the 3rd day, and new granulation tissue, more collagen fibers and a few capillaries were 
seen on the 10th day. Western blot analysis showed that the expressions of vascular endothelial growth factor, basic fibroblast growth factor, hypoxia-inducible 
factor 1α, p-PI3K and p-Akt in the deep seawater group were higher than those in the control group and the tap water group on each observational time point 
(P < 0.01). qRT-PCR and western blot results showed that the expressions of collagen type I, collagen type III and transforming growth factor-β1 in the deep 
seawater group were higher than those in the control group and deep seawater+LY294002 group on each observational time point (P < 0.05 or P < 0.01), while 
the expression levels of interleukin-1β and tumor necrosis factor-α were lower than those in the control group and deep seawater+LY294002 group (P < 0.05 or  
P < 0.01). To conclude, deep seawater can promote wound healing in diabetic mice via activating the PI3K/Akt pathway.
Key words: diabetics mellitus; PI3K/Akt pathway; deep seawater; wound healing; experimental animal
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组织工程实验动物造模过程的相关问题

造模目的 探究深层海水对糖尿病小鼠创面愈合的影响

模型与所研究疾病的

关系

糖尿病小鼠模型与糖尿病创面愈合高度相关

动物来源及品系 昆明医科大学实验动物中心的健康雄性昆明种小鼠

造模技术描述 按照每只 50 mg/kg 的剂量腹腔注射 2% 链脲佐菌素构建糖

尿病小鼠模型，饲养 14 d 后在模型小鼠背部构建创面

动物数量及分组方法 48 只，随机分配成 4 组，每组 12 只，分别为对照组、自

来水组、深层海水组、深层海水 +LY294002 组

造模成功评价指标 造模 72 h 后从尾静脉处取血，测量血液中的血糖值，血 

糖 >16.8 mmol/L 认为成功建立糖尿病小鼠模型

造模后观察指标 小鼠创面愈合率、创面组织病理形态、信号通路分子、炎

性因子、胶原及血管生成指标

造模后动物处理 创面模型构造成功后，对照组喂养纯净水，自来水组喂养

自来水，深层海水组喂养深层海水，深层海水 +LY294002
组喂养深层海水和股静脉注射 LY294002

伦理委员会批准 获中国科学院昆明动物研究所实验动物伦理委员会批准

( 批准号：KPRC-2017091)
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1.4.3   造模后分组处理   糖尿病小鼠饲养 14 d 后在其背部构

建创面模型。40 mg/kg 的戊巴比妥钠腹腔注射麻醉 4 组小

鼠，在小鼠背部预定 1 cm2
的创伤面积，用眼科剪沿预定面

积修剪皮肤至肌肉筋膜表面，再止血、消毒，小鼠背部形成

1 cm2
的创面，手术全程保持自然暴露。创面模型构造成功后，

对照组小鼠自由饮用纯净水，自来水组、深层海水组分别饮

用自来水与深层海水，深层海水 +LY294002 组饮用深层海水

且股静脉注射 LY294002(2 mL/kg，注射 1 次 )，混合饲料单笼

饲养。同时，每天检测小鼠体质量和血糖值。

1.4.4   创面形态及愈合率观察   每天检测一次背部创面恢复情

况，检测方法是利用透明方格纸描绘小鼠创面的大小，描绘后

录入电脑并采用 Adobe Photoshop CC 2020 计算创面面积进行

分析，然后根据创面面积大小变化来计算创面的愈合率。创面

愈合率 =( 创面面积 -各时相点创面面积 )/ 创面面积 ×100%。

1.4.5   创面组织形态学观察   创伤后第 3，10 天分别取创面

边缘组织，40 g/L多聚甲醛溶液固定，石蜡包埋切片，苏木精 -

伊红染色观察创面边缘组织病理情况。

1.4.6   Western blot 检测蛋白表达水平   Western blot 检测创

面组织中血管内皮生长因子、碱性成纤维细胞生长因子、缺

氧诱导因子 1α、p-PI3K、p-Akt、PI3K 和 Akt 蛋白表达水平，

以及胶原Ⅰ、胶原Ⅲ、白细胞介素 1β、肿瘤坏死因子 α 和

转化生长因子 β1 蛋白表达水平。

创伤后第 3，7，10 天分别取创面边缘组织，用含蛋白

酶抑制剂的细胞裂解液提取各组小鼠经处理的创面组织总蛋

白，并检测蛋白浓度，然后将蛋白置于 100 ℃变性 5 min；将

蛋白样品进行聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后再转移到 PVDF 膜；

在室温下用含 5% 脱脂牛奶的 BSA 封闭 1 h 后，加入相应的一

抗 [ 血管内皮生长因子 (1 ∶ 1 000)、碱性成纤维细胞生长因

子 (1 ∶ 1 000)、p-P13K(1 ∶ 1 000)、P13K(1 ∶ 1 000)、p-AKT   
(1 ∶ 1 000)、AKT(1 ∶ 1 000)、缺氧诱导因子 1α(1 ∶ 1 000)] 
4 ℃孵育过夜，以 β-actin 作为内参；第 2 天加入辣根过氧化

物酶 (HRP) 标记的二抗 (1 ∶ 2 000) 室温孵育 1.5 h；最后加入

ECL 显影液后用凝胶成像仪对条带进行成像，利用软件统计

条带灰度值计算相对表达量。实验重复 3 次。

1.4.7   qRT-PCR 检测   利用 qRT-PCR 检测胶原Ⅰ、胶原Ⅲ、转

化生长因子 β1、白细胞介素 1β 和肿瘤坏死因子 α 的 mRNA

表达水平。

创伤后第 3，7，10 天分别取创面边缘组织，采用 Trizol

一步法提取小鼠组织中总 RNA，取 2 μg 反转录为 cDNA。取

2 μL 反转录产物进行 PCR 反应，以 β-actin 为内参基因。引

物序列见表 1。

按试剂盒说明建立体积为 20 μL 的 PCR 反应体系，反转

录产物 2 μL、SYBR Green Mix 10 μL、上下游引物 (10 μmol/L)

各 0.5 μL。PCR 热循环参数为：95 ℃ 5 min，然后 3 步反应：

94 ℃变性 30 s，60 ℃退火 30 s，共 45 个循环。检测结果采

用 2-ΔΔCt
法进行计算。实验重复 3 次。

1.5   主要观察指标   各组创面愈合、组织形态与相关因子及

蛋白表达水平。

1.6   统计学分析   使用 SPSS 20.0 和 Adobe Photoshop CC 2020

软件进行统计分析，两组间比较采用 t 检验；采用 GraphPad 
Prism 7 对实验数据进行分析并绘制相关图片。P < 0.05 为差

异有显著性意义，P < 0.01 为差异有非常显著性意义。

2   结果   Results 
2.1   实验动物数量分析   48 只小鼠在实验过程中无死亡，全

部进入结果分析。

2.2   深层海水对小鼠体质量与血糖的影响   观察第 3，7，10

天小鼠的体质量和血糖值发现，对照组、自来水组及深层

海水组小鼠的体质量和血糖值比较差异均无显著性意义 (P > 
0.05)，见表 2，说明深层海水对小鼠的体质量和血糖值没有

影响。

表 2 ｜深层海水对糖尿病小鼠体质量和血糖值的影响            (x-±s)
Table 2 ｜ Effects of deep seawater on body mass and blood glucose level 
of diabetic mice

组别 体质量 (g) 血糖值 (mmol/L)

第 3 天 第 7 天 第 10 天 第 3 天 第 7 天 第 10 天

对照组 27.21±3.03 28.63±2.82 28.38±2.15 15.57±1.16 15.21±1.50 14.98±1.88
自来水组 28.32±2.86 27.12±3.31 28.45±2.45 15.43±1.34 15.21±1.29 14.87±2.10
深层海水组 28.56±2.11 28.95±1.62 27.29±2.26 16.05±1.01 15.88±2.11 15.41±1.47

表注：3 组间小鼠的体质量和血糖值比较差异均无显著性意义 (P > 0.05)

2.3   深层海水对糖尿病小鼠创面愈合的影响   创伤后不同时

间点各组小鼠创面情况见图 1。对照组和自来水组小鼠创伤

后第 3 天的创面较红润伴有重度水肿；至第 7 天，创面色泽

变为暗红、无光泽，并有肉芽的形成；到第 10 天，创面减

小，创面周围形成暗红色新皮及痂皮。深层海水组小鼠创伤

后第 3 天小鼠创面创面色泽已呈现暗红，只有轻度水肿；至

第 7 天，创面明显减小，有肉芽组织增生及淡红色新皮的生

成；至第 10 天，创面进一步减小，肉芽组织填满伤口，并

从四周向中央开始上皮化，说明深层海水可促进糖尿病小鼠

创面的愈合。

同时对小鼠创面愈合率进行统计发现，相比于对照组和

自来水组，深层海水处理后可显著促进小鼠创面的愈合 (P < 
0.01)，自来水对小鼠创面愈合的影响与对照组比较差异无显

著性意义 (P > 0.05)，见表 3。表 1 ｜引物序列                                        
Table 1 ｜ Primer sequences

基因 正义链 反义链

胶原Ⅰ 5’-GGG TGA GAC AGG CGA ACA AG-3’ 5’-AAC CAG CAG AGC CAG GG-3’
胶原Ⅲ 5’-TGC CCA CAG CCT TCT ACA CC-3’ 5’-GCC ACC CAT TCC TCC CAC-3’
转化生长因子 β1 5’- TCC TGG CGA TAC CTC AGC AA-3’ 5’- GCT AAG GCG AAA GCC CTC AA-3’
白细胞介素 1β 5’-GAT GGC TTA TTA CAG TGG C-3’ 5’-CCT TGC TGT AGT GGT GGT-3’
肿瘤坏死因子 α 5’- ATG AGC ACT GAA AGC ATG AT-3’ 5’-GGG CTG ATT AGA GAG AGG TC-3’
β-actin 5’-CAT GTA CGT TGC TAT CCA GGC-3’ 5’-CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT-3’

表 3 ｜深层海水对糖尿病小鼠创面愈合率的影响             (x-±s，%)                                   
Table 3 ｜ Effect of deep seawater on wound healing rate in diabetic mice

组别 第 3 天 第 7 天 第 10 天 

对照组 11.06±1.09 31.17±2.34 54.21±1.07
自来水组 11.43±0.96 33.46±1.43 55.21±1.43
深层海水组  25.76±1.49ab 59.28±2.01ab 91.34±1.62ab

表注：与对照组比较，
aP < 0.01；与自来水组比较，

bP < 0.01
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组织中胶原Ⅰ、胶原Ⅲ和转化生长因子 β1 的蛋白及 mRNA

表达高于对照组 (P < 0.05，P < 0.01)，且在第 7 天达到最高值；

白细胞介素 1β 和肿瘤坏死因子 α 的蛋白及 mRNA 表达低于

对照组 (P < 0.05，P < 0.01)，且在第 7 天达到最低值。深层海

水 +LY294002 组胶原Ⅰ、胶原Ⅲ、转化生长因子 β1、白细胞

介素 1β 和肿瘤坏死因子 α 的蛋白及 mRNA 表达与对照组比

较差异均无显著性意义 (P > 0.05)，说明 LY294002 可逆转深层

海水对胶原、促炎因子和促愈合因子表达的调控作用。由此

可知，深层海水通过激活 PI3K/Akt 通路促进了创面组织中胶

原和促愈合因子的表达，从而加速糖尿病小鼠创伤创面愈合。

3   讨论   Discussion
糖尿病是一种全身性的代谢疾病，胰岛素抵抗和胰岛素

分泌不足引起血糖水平升高
[16-18]

。糖尿病创口难愈是糖尿病引

起的严重并发症之一，糖尿病患者创口难愈伴有血管损伤和胶

原蛋白异常，其导致难治的皮肤伤口并经常发展成慢性溃疡。

创口愈合是一个需要良好协调的过程，涉及炎症递质和细胞

反应，如果在此过程中出现任何干扰则会影响组织修复
[19-21]

。

深层海水是指水深 200 m以下的海水，水质纯净而稳定、

弱碱性、富含人体细胞所需的无机盐和微量元素，其水分子

团与人体水分、血液结合角极其近似，易被人体吸收，而且

深层海水可以参与调控体内代谢的过程
[22-24]

。SHIRAISHI 等 [25]

研究显示，深层海水中的矿质元素可参与人体正常免疫调节，

即正常范围内人体摄入的矿质元素含量与生理免疫调节呈正

相关。目前，深层海水已被应用在食品、农业、化妆品、医

学领域
[26-29]

，例如：深层海水通过 MAPK/AP-1 和 NF-κB 信号

通路抑制脂多糖诱导巨噬细胞 RAW264.7的炎性反应
[30]
；同时，

深层海水可抑制阿霉素诱导肿瘤细胞发生上皮间质转化
[31]
；

也有利用深层海水改善微量元素失衡来治疗特应性皮炎的报

道
[32]
。然而，目前国内外尚未有深层海水应用于糖尿病创面

修复的相关研究，实验通过对创面愈合情况及苏木精 -伊红

染色观察，证实深层海水可加快创面的愈合。

大量研究证实，PI3K/Akt 信号通路是由酶联受体介导的

信号转导通路，其在调控机体细胞增殖、分化、凋亡和葡

萄糖代谢过程中具有重要作用
[33-36]

。实验通过 qqRT-PCR 及

Western blot 检测证实，深层海水通过激活 PI3K/Akt 通路影

响下游信号通路分子胶原Ⅰ、胶原 Ⅲ、白细胞介素 1β、肿

瘤坏死因子 α 和转化生长因子 β1 的表达，而且上调了缺氧

诱导因子 1α 的表达，进而促进糖尿病创面愈合。大量研究

发现，缺氧诱导因子 1α 是创面愈合的关键调控因子，其转

录产物参与创面细胞增殖、分化和凋亡及血管生成和表皮再

生等过程
[37-38]

。YANG 等
[39]

的研究表明，活化的 PI3K/Akt 信
号通路通过促进细胞增殖和侵袭进而加速创伤创面愈合。

ZHANG 等
[40]

的研究证实，脂肪间充质干细胞来源的外泌体

通过激活 PI3K/Akt 通路促进创面愈合。实验在细胞水平和分

子水平证明，深层海水可以通过 PI3K/Akt 信号通路对创面愈

合产生促进作用，但深层海水如何发挥其作用具体机制还需

要进一步探讨。将深层海水运用于临床创面愈合具有重大价

值意义，还需深入研究。

2.4   深层海水对糖尿病小鼠创面肉芽新生血管形成的影响   

各组小鼠创面苏木精 - 伊红染色结果，见图 2A。对照组和

自来水组小鼠创伤后第 3 天创面具有大量炎性细胞浸润及少

量纤维母细胞，第 10 天可见肉芽组织及毛细血管和纤维母

细胞；深层海水组小鼠创伤后第 3 天就可观察到纤维母细胞、

毛细血管和少量炎性细胞，第 10 天可见新生肉芽组织，有

较多胶原纤维和少量毛细血管。

此外 Western blot 检测结果显示，深层海水组小鼠创伤

后第 3，7，10 天创面组织中的血管内皮生长因子和碱性成

纤维细胞生长因子蛋白表达水平明显高于对照组和自来水组

(P < 0.01)，自来水组小鼠创面组织中的血管内皮生长因子和

碱性成纤维细胞生长因子蛋白表达水平与对照组比较差异无

显著性意义 (P > 0.05)，见图 2B。结果表明，深层海水会促进

创面新生肉芽的形成，进一步说明深层海水会促进创面愈合。

2.5   深层海水对创面组织中 PI3K/Akt 信号通路的影响   
Western blot 检测结果显示，深层海水组小鼠创伤后第 3，7，
10 天创面组织中 p-PI3K、p-Akt 和缺氧诱导因子 1α 的蛋白表

达高于对照组 (P < 0.05，P < 0.01)，PI3K 和 Akt 蛋白表达没有

变化；自来水组小鼠创伤后第3，7，10天创面组织中的p-PI3K、
p-Akt 和缺氧诱导因子 1α、PI3K 和 Akt 蛋白表达水平与对照

组比较差异均无显著性意义 (P > 0.05)，见图 3。由此可知，

深层海水激活了创面组织中 PI3K/Akt 信号通路，通过 PI3K/
Akt 信号通路上调缺氧诱导因子 1α 的表达。

2.6   深层海水通过调控 PI3K/Akt 信号通路对糖尿病小鼠创面

愈合的影响   基于深层海水处理糖尿病小鼠后对 PI3K/Akt 信
号通路的影响，进一步探讨深层海水是否通过激活 PI3K/Akt

信号通路促进小鼠创面愈合。

2.6.1   创面苏木精 -伊红染色   对照组小鼠创伤后第 3 天创面

有大量炎症细胞浸润和纤维母细胞；第 10 天有少量炎性细胞、

大量胶原纤维并有新生表皮。深层海水组小鼠创伤后第 3 天

创面只有少量炎性细胞浸润，并有少量胶原纤维及毛细血管；

第 10 天有较多的胶原纤维和毛细血管，同时伴有新生表皮的

生成。深层海水 +LY294002 组小鼠创面苏木精 -伊红染色结

果与对照组相似。各组不同时间点创面组织形态观察见图 4。

2.6.2   创面愈合率   与对照组相比，深层海水组可提高不同

时间点的小鼠创面愈合率 (P < 0.01)，深层海水 +LY294002 组

创面愈合率无明显变化 (P > 0.05)，见表 4。说明 PI3K/Akt 信
号通路对糖尿病小鼠创面愈合具有重要作用，抑制 PI3K/Akt

通路影响创面愈合。

表 4 ｜深层海水通过调控 PI3K/Akt 信号通路对糖尿病小鼠创面愈合率的
影响                                                   (x-±s，%)                                   
Table 4 ｜ Effect of deep seawater on wound healing in diabetic mice via 
regulating the PI3K/Akt pathway

组别 第 3 天 第 7 天 第 10 天 

对照组 11.56±1.00 33.25±1.55 55.05±1.46
深层海水组 27.58±1.21ab 59.09±1.87ab 92.01±2.56ab

深层海水 +LY294002 组 12.04±0.89 34.06±1.67 55.98±1.76

表注：与对照组比较，
aP < 0.01；与深层海水 +LY294002 组比较，

bP < 0.01

2.6.3   RT-PCR 与 Western blot 检测结果   qRT-PCR 及 Western 
blot 检测结果显示见图 5，6。深层海水组小鼠各时间点创面

研究原著
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图 1 ｜深层海水对糖尿病小鼠创面愈合的影响

Figure 1 ｜ Effect of deep seawater on wound healing in diabetic mice

图注：创伤第 3 天时，对

照组和自来水组小鼠创面

较红润伴有重度水肿；深

层海水组创面创面色泽已

呈现暗红，只有轻度水肿。

第 10 天时，对照组和自

来水组小鼠创面减小，创

面周围形成暗红色新皮及

痂皮；深层海水组创面进

一步减小，肉芽组织填满

伤口，并从四周向中央开

始上皮化

图注：深层海水组小鼠创伤后第 3，7，10 天创面组织中 p-PI3K、p-Akt
和缺氧诱导因子 1α 的蛋白表达高于对照组 (P < 0.05，P < 0.01)，PI3K 和

Akt 蛋白表达没有变化；自来水组小鼠创伤后第 3，7，10 天创面组织中

的 p-PI3K、p-Akt 和缺氧诱导因子 1α、PI3K 和 Akt 蛋白表达水平与对照

组比较差异均无显著性意义 (P > 0.05)
图 3 ｜深层海水对糖尿病小鼠创面组织中 PI3K/Akt 信号通路的影响

Figure 3 ｜ Effect of deep seawater on the PI3K/Akt pathway in the wound 

tissue

图注：对照组、深层海水 +LY294002 组小鼠创伤后第 3 天创面有大量炎

症细胞浸润和纤维母细胞，第 10 天有少量炎性细胞、大量胶原纤维并

有新生表皮。深层海水组小鼠创伤后第 3 天创面只有少量炎性细胞浸润，

并有少量胶原纤维及毛细血管；第 10 天有较多的胶原纤维和毛细血管，

同时伴有新生表皮的生成

图 4 ｜深层海水通过调控 PI3K/Akt 信号通路对糖尿病小鼠创面愈合的影

响 ( 苏木精 -伊红染色，×40)
Figure 4 ｜ Effect of deep seawater on wound healing in diabetic mice via 

regulating the PI3K/Akt pathway (hematoxylin-eosin staining, ×40)

图注：与对照组比较，
aP < 

0.05，bP < 0.01；与自来水

组比较，
cP < 0.05，dP < 0.01

图 5 ｜深层海水通过调控 PI3K/Akt 信号通路对糖尿病小鼠创面胶原和促

愈合因子 mRNA 表达的影响

Figure 5 ｜ Effect of deep sea water on mRNA expression levels of collagens 

and pro-healing factors on the wound surface of diabetic mice

3 d

图注：深层海水组小鼠各时间点创面组织中胶原Ⅰ、胶原Ⅲ和转化生长

因子 β1 的蛋白表达高于对照组 (P < 0.05，P < 0.01)，白细胞介素 1β 和

肿瘤坏死因子 α 的蛋白表达低于对照组 (P < 0.05，P < 0.01)；深层海水 + 
LY294002 组胶原Ⅰ、胶原Ⅲ、转化生长因子 β1、白细胞介素 1β 和肿瘤

坏死因子 α 的蛋白表达与对照组比较差异均无显著性意义 (P > 0.05)
图 6 ｜深层海水通过调控 PI3K/Akt 信号通路对糖尿病小鼠创面胶原和促

愈合因子蛋白表达的影响

Figure 6 ｜ Effect of deep sea water on protein expression levels of 

collagens and pro-healing factors on the wound surface of diabetic mice

   对照组            自来水组           深层海水组

   对照组                         深层海水组            深层海水 +LY294002 组

3 d                         

            
10 d

图注：A 为创面苏木精 - 伊红染色结果 (×40)，对照组和自来水组小鼠创

伤后第 3 天具有大量炎性细胞浸润及少量纤维母细胞，第 10 天可见肉

芽组织及毛细血管和纤维母细胞；深层海水组小鼠创伤后第 3 天就可观

察到纤维母细胞、毛细血管和少量炎性细胞，第 10天可见新生肉芽组织，

有较多胶原纤维和少量毛细血管。B 为创面 Western blot 检测结果，深

层海水组小鼠创伤后第3，7，10天创面组织中的血管内皮生长因子 (VEGF)
和碱性成纤维细胞生长因子 (bFGF) 蛋白表达水平明显高于对照组和自来

水组 (P < 0.01)，自来水组两种蛋白表达水平与对照组比较差异无显著性

意义 (P > 0.05)
图 2 ｜深层海水对糖尿病小鼠创面肉芽新生血管形成的影响

Figure 2 ｜ Effect of deep seawater on granulation tissues and 

neovascularization on the wound surface of diabetic mice
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综上所述，实验证实深层海水对糖尿病小鼠创面的作用，

通过激活 PI3K/Akt 信号通路促进血管内皮生长因子、碱性成

纤维细胞生长因子、胶原Ⅰ、胶原 Ⅲ和转化生长因子 β1 等

蛋白的表达，从而加速创面的愈合。深层海水如何发挥具体

作用的分子机制仍有待进一步的探索。
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