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　 　 ［摘要］ 　 目的　 研究外用创伤生肌水凝胶对小鼠皮肤创伤性溃疡和大鼠皮肤机械性创伤模型的影响。 　 方法　 采用皮

下注射稀盐酸造成小鼠创伤性溃疡模型和手术剪造成大鼠背部脊柱两侧圆形创面的大鼠机械性创伤模型，按随机区组原则

分为 ５ 组：模型组、基质组、凝胶低剂量组、凝胶高剂量组、阳性组，每组各 １０ 只。 模型组涂抹等渗盐水，基质组涂抹 ０􀆰 ５％卡波

姆凝胶基质，凝胶低剂量组涂抹 １ ｇ ／ ｍＬ 创伤生肌水凝胶，凝胶高剂量组涂抹 ３􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ 创伤生肌水凝胶，阳性组涂抹锦虹创面

修复诱导凝胶，利用透明薄膜描记创面面积，计算小鼠和大鼠的创面愈合率；ＨＥ 染色观察各组大鼠皮肤病理变化；ＥＬＩＳＡ 法检

测各组大鼠转化生长因子 β１（ＴＧＦ⁃β１）、白细胞介素⁃２（ ＩＬ⁃２）、肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）含量；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组大鼠核

因子 κＢ（ＮＦ⁃κＢ）、Ｓｍａｄ２ 蛋白、Ｓｍａｄ３ 蛋白的表达。 　 结果　 凝胶高、低剂量组对小鼠创伤性溃疡模型的溃疡面积没有明显作

用，但创伤生肌水凝胶可提高对大鼠机械性创伤的创面愈合率，给药第 ６ 天，凝胶低剂量组和高剂量组的创面愈合率分别为

（４２􀆰 ６±０􀆰 ３０）％、（４５􀆰 ８±０􀆰 ０８）％，较基质组［（２４􀆰 ０±０􀆰 １０）％］均明显提高（Ｐ＜０􀆰 ０１）；给药第 ９ 天，凝胶低剂量组和高剂量组的

创面愈合率分别为（６４􀆰 ７±０􀆰 ６２）％、（７５􀆰 ５±０􀆰 ７１）％，较基质组［（５３􀆰 ６±０􀆰 １５）］％均明显提高（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 凝胶高、低剂量组皮

肤组织病理学变化明显改善。 凝胶高剂量组 ＴＧＦ⁃β１ 含量［（５７􀆰 ６１±４􀆰 ０５）ｐｇ ／ ｍＬ］较基质组［（４７􀆰 １４±３􀆰 ５５）ｐｇ ／ ｍＬ］显著升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５），组织蛋白 ＮＦ⁃κＢ 表达显著降低。 　 结论　 创伤生肌水凝胶外用对大鼠机械性皮肤创伤愈合有较好的治疗作用，
可能与细胞因子 ＴＧＦ⁃β１ 和 ＮＦ⁃κＢ 的蛋白水平改变有关。
　 　 ［关键词］ 　 皮肤；创伤生肌水凝胶；机械性创伤；核因子 κＢ；转化生长因子 β１
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Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｂｅｔｔｅｒ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｏｐｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｕｍａｔｏｇｅｎｉｃ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｋｉｎ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｉｎ ｒａｔｓ
ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ａｌｔｅｒｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ＴＧＦ⁃β１ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ．
　 　 ［Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ ］　 ｓｋｉｎ；ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｈｙｄｒｏｇｅｌ；ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｔｒａｕｍａ；ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ κＢ； ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ β１

０　 引　 　 言

创面愈合是指由于致伤因子的作用造成组织

缺失后，局部组织通过再生、修复、重建，进行修补

的一系列病理生理过程。 可以概括为 ３ 个阶段：
①炎症反应，溶解、清除坏死组织和渗出物；②结

缔组织细胞和血管内皮细胞游动、增殖，形成肉芽

组织；③新生结缔组织基质沉积和新生组织改

建［１］ 。 在新形势下创伤贴剂的研究为战时的后勤

准备提供需要和支撑，提高野战医疗救护队处理

战创伤出血的应急能力，最大限度地降低伤残率

和死亡率［２⁃３］ 。 皮肤创伤常用药物有抗生素、固醇

类、促成纤维细胞生长类等外用制剂，容易刺激皮

肤和引起过敏等不良反应，且价格昂贵。 创伤生

肌水凝胶是新型自拟外用中药复方凝胶制剂，由
灸黄芪、党参、当归、白芍、茯苓、白术、乳香、没药、
黄连组成，具有益气养血、祛瘀生肌、清热化湿作

用。 中药多为天然成分，具有不良反应小，疤痕形

成轻，便于取材、生产成本低等优势。 本研究实验

观察创伤生肌水凝胶外用对机械性皮肤创伤、创
伤性溃疡的治疗效果及作用机制，为今后研发治

疗皮肤创伤的外用制剂提供可能。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料　 ＳＰＦ 级昆明小鼠 ５０ 只，雌雄各半，体质

量 １８～２２ ｇ；ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 ５０ 只，体质量 １８０～２２０
ｇ，雌雄各半，饲养于南京中医药大学中心动物房

（ＳＰＦ 级），常规饲料喂养，自由饮食饮水，模拟自然

光照，光照时间（７：００－１９：００），温度 ２０ ～ ２５ ℃，相
对湿度 ５０％～７０％。 购自上海杰思捷实验动物有限

公司［实验动物许可证号：ＳＣＸＫ（沪） ２０１３⁃０００６］。
创伤生肌水凝胶水提液配制：处方为炙黄芩 ３０ ｇ，党
参 ３０ ｇ，当归 ２０，炒白芍 ３０ ｇ，炒白术 ３０ｇ，茯苓 ３０
ｇ，制乳香 １５ ｇ，制没药 １５ ｇ，等。 将药浸没于水中 ３０
ｍｉｎ 后加入药物 ２ 倍量水煎制 １ ｈ，滤过，药渣再煎

制 ３０ ｍｉｎ，２ 次药液混合加热浓缩到所需浓度。 创

伤生肌水凝胶凝胶配制：卡波姆 ∶ 水提液质量比为

１ ∶ １３，先卡波姆加入纯水中溶解，按比例加入上述

熬制好的创伤生肌水凝胶水提液，然后加入适量三

乙醇胺调 ｐＨ ＝ ７ 使之成凝胶状，最后加入辅料 ０􀆰 ２
ｍＬ 丙三醇、０􀆰 １ ｇ 尼泊金乙酯、０􀆰 ２ ｍＬ 甘油得到 １
ｇ ／ ｍＬ 的创伤生肌水凝胶凝胶剂。 锦虹创面修复诱

导凝胶购自山西康颐健科技有限公司，卡波姆 ９４０
购自北京索尔比奥科技有限公司，大鼠转化生长因

子 β１（ＴＧＦ⁃β１）、白细胞介素⁃２（ ＩＬ⁃２）、肿瘤坏死因

子⁃α（ＴＮＦ⁃α）酶联免疫分析试剂盒购自上海源叶生

物科技有限公司， 核因子 κＢ （ ＮＦ⁃κＢ）、 Ｓｍａｄ２、
Ｓｍａｄ３ 一抗购自 Ａｂｃａｍ 公司；低温高速离心机（德
国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ），酶标仪（上海科华实验系统有限公

司），电泳仪、凝胶成像系统（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小鼠化学性创伤性溃疡模型制备与给药　
取小鼠 ５０ 只，腹腔注射 １％戊巴比妥钠麻醉，用电推

子背部脱毛，脱毛的面积 １ ｃｍ×１ ｃｍ，小鼠背部皮下

注射稀盐酸（０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ ｍＬ）０􀆰 ４ ｍＬ ／只，单点注射， ３
ｄ 后小鼠背部皮肤溃疡形成［４］。 将造模小鼠随机
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分为５ 组，随机分组方法见文献［５］，每组 １０ 只。 模

型组：给予等量的体积（同其他给药组）等渗盐水；
基质组：给予卡波姆凝胶基质 ０􀆰 ５％；凝胶低剂量

组：１ ｇ ／ ｍＬ；凝胶高剂量组：３􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ；阳性组：锦虹

创面修复诱导凝胶，３ ｇ ／支。 自造模成功次日分别

给各组小鼠局部外敷，在溃疡局部均匀敷 ２ ～ ３ ｍｍ
厚，约 ０􀆰 ５ ｍＬ ／ ｃｍ２，每天保持溃疡局部与相应药物

接触时间 ６ ｈ，每只小鼠单笼饲养，以免相互添蹭，６
ｈ 后以温等渗盐水清洗用药局部；每天敷药 １ 次，连
续敷药 １０ ｄ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 大鼠机械性创伤模型制备与给药　 ＳＤ 大鼠

５０ 只，用 １％戊巴比妥钠麻醉大鼠，剔除其背部毛

发，以无菌手术剪在背部脊柱左右对称地剪开，每
只大鼠背部开 ５ 个直径为 ０􀆰 ７ ｃｍ 的圆形全层皮肤

缺损创面，深至皮下［６］。 每个圆形创面设置一个剂

量组，分为 ５ 组，分组同 １􀆰 ２􀆰 １。 大鼠造模后，以外

敷形式将药物涂布在伤口表面约 ２ ～ ３ ｍｍ 厚，约
０􀆰 ５ ｍＬ ／ ｃｍ２。
１􀆰 ２􀆰 ３　 观察给药后小鼠化学性损伤皮肤溃疡创面

愈合率　 给药第 ５ 天处死小鼠，剪下小鼠溃疡创面

皮肤，用透明薄膜描记创面面积，与原创面面积比

较，计算各组小鼠创面愈合率。
　 创面愈合率（％）＝ （原创面面积－现创面面积） ／

原创面面积×１００％
１􀆰 ２􀆰 ４　 观察给药后大鼠各组皮肤创面愈合率　 在

给药后第 １ 天、第 ３ 天、第 ６ 天、第 ９ 天分别处死大

鼠，用透明薄膜描记创面面积，与原创面面积比较，
计算各组大鼠创面愈合率。
１􀆰 ２􀆰 ５　 大鼠皮肤常规病理组织学切片染色　 在给

药后第 ９ 天处死各组大鼠，取皮肤创缘及周围 ０􀆰 ５
ｃｍ 左右宽的组织，深达皮下组织，将组织块甲醛固

定，常规石蜡包埋后。 常规脱水，包埋，切片后作

ＨＥ 染色，光镜观察皮肤及肉芽组织结构改变。
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠皮肤组织细胞因子表

达　 给药第 ９ 天，取大鼠伤口部位皮肤组织，用匀浆

机制成 １０％ 匀浆。 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＴＧＦ⁃β１、 ＩＬ⁃２、
ＴＮＦ⁃α 的变化。
１􀆰 ２􀆰 ７ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 ＮＦ⁃κＢ、 Ｓｍａｄ２、
Ｓｍａｄ３ 蛋白表达 　 给药第 ９ 天，取大鼠皮肤组织，
匀浆制备，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹的方法，进行聚丙烯酰

胺凝胶电泳（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）凝胶电泳。 丽春红染色显

示凝 胶 中 的 蛋 白 条 带 后， 转 移 至 聚 偏 氟 乙 烯

（ＰＶＤＦ）膜上进行 ＮＦ⁃κＢ６５、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３ 蛋白的

检测。 一抗 （１ ∶ ２００） 和 β⁃ａｃｔｉｎ （１ ∶ １５００），二抗

（１ ∶ ５０００）稀释。 采用赛默飞化学发光底物（ＥＣＬ）
化学发光试剂盒，显影定影水洗晾干后，对胶片感

光条带进行灰度扫描。 应用 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 图像分析软

件对 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹杂交条带进行密度扫描，检测 ＮＦ⁃
κＢ、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３ 的蛋白表达。
１􀆰 ３　 统计学分析　 应用 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 统计软件进行

分析。 所有计量资料用均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，组
间比较采用 ｔ 检验或重复测量资料的方差分析，计
数资料用 χ２ 检验。 以 Ｐ≤０􀆰 ０５ 为差异有统计学

意义。

２　 结　 　 果

２􀆰 １　 创伤生肌水凝胶对于小鼠化学性创伤性溃疡

愈合率的影响 　 给药第 ５ 天后，与基质组［（１􀆰 ５０±
０􀆰 ２５）％］比较，凝胶高剂量组和低剂量组愈合率

［（１􀆰 ２２±０􀆰 １８）％、（１􀆰 ３０±０􀆰 １２）％］差异无统计学意

义（Ｐ＞０􀆰 ０５）；阳性组愈合率［（２３􀆰 ５±０􀆰 ４８）％］显著

提高（Ｐ＜０􀆰 ０５），表明阳性组用药可促进化学性溃疡

伤口愈合。 而创伤生肌水凝胶对化学性损伤溃疡

无明显治疗作用。
２􀆰 ２　 创伤生肌水凝胶对于大鼠机械性创面愈合

率的影响　 给药第 １、３、６、９ 天，与模型组比较，基
质组的愈合率差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）；给药

第 ６ 天后，与基质组比较，凝胶低剂量组、高剂量

组、阳性组创面愈合率均明显提高（Ｐ＜０􀆰 ０１）；给
药第 ９ 天后，凝胶低剂量组、高剂量组、阳性组创

面愈合率显著提高（Ｐ＜０􀆰 ０１）；见表 １。 给药第 ６
和 ９ 天，创伤生肌水凝胶各组和阳性组较基质组

皮肤创伤修复明显，表明创伤生肌水凝胶能够促

进皮肤创伤愈合。

表 １　 各组大鼠不同时间机械性创面愈合率比较 （􀭵ｘ± ｓ，

ｎ＝１０，％）

组别
创面愈合率

第 １ 天 第 ３ 天 第 ６ 天 第 ９ 天

模型组 ３􀆰 ８２±０􀆰 １０ １５􀆰 ２１±１􀆰 １４ ２２􀆰 ８４±０􀆰 １０ ５６􀆰 ８２±０􀆰 ０９

基质组 ３􀆰 ８６±０􀆰 １３ １５􀆰 ８３±０􀆰 ２４ ２４􀆰 ０１±０􀆰 １０ ５３􀆰 ６１±０􀆰 １５

凝胶低剂量组 ３􀆰 ９１±０􀆰 １９ １６􀆰 ２１±１􀆰 ３４ ４２􀆰 ６２±０􀆰 ３０∗ ６４􀆰 ７０±０􀆰 ６２∗

凝胶高剂量组 ３􀆰 ９４±０􀆰 １２ １５􀆰 ５０±０􀆰 １４ ４５􀆰 ８５±０􀆰 ０８∗ ７５􀆰 ５２±０􀆰 ７１∗

阳性组 ３􀆰 ９２±０􀆰 １７ １６􀆰 ２１±０􀆰 １６ ４７􀆰 １０±０􀆰 １５∗ ７１􀆰 ４１±０􀆰 ６３∗

与基质组同时间点比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０１
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２􀆰 ３　 创伤生肌水凝胶对大鼠机械性创面皮肤病

理组织学影响 　 给药第 ９ 天，模型组皮肤各层组

织表皮层增厚，但未完全愈合并伴有组织轻度坏

死；基质组表皮结构消失，可见渗出，真皮内见增

生性反应，局部有充血；凝胶低剂量组皮肤各层组

织结构清晰，结缔组织明显，可见肉芽组织；高剂

量组真皮层结构尚清晰，可见肉芽组织形成；阳性

组皮肤各层组织结构完整清晰，伤口基本愈合接

近正常皮肤。 见图 １。

图 １　 各组大鼠机械性创面皮肤病理结果（ＨＥ ×４００）

２􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠皮肤组织细胞因子 ＴＧＦ⁃

β１、ＩＬ⁃２、ＴＮＦ⁃α表达　 与模型组比较，基质组 ＴＧＦ⁃

β１、ＩＬ⁃２、ＴＮＦ⁃α 含量差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。

与基质组比较，凝胶高剂量组、阳性组 ＴＧＦ⁃β１ 含量

有显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 ２。

表 ２　 创伤生肌水凝胶对各组大鼠 ＴＧＦ⁃β１、ＩＬ⁃２、ＴＮＦ⁃α含

量的影响（􀭵ｘ±ｓ，ｎ＝１０， ｐｇ ／ ｍＬ）

组别 ＴＧＦ⁃β１ ＩＬ⁃２ ＴＮＦ⁃α

模型组 ４７􀆰 １４±３􀆰 ５５ ８１８􀆰 ７５±４１􀆰 ７６ １６７􀆰 ７５±２４􀆰 ５０

基质组 ４５􀆰 ６９±５􀆰 ６２ ８０４􀆰 ３０±５１􀆰 ５８ １６３􀆰 ４５±１６􀆰 ３４

凝胶低剂量组 ５２􀆰 １８±６􀆰 ８４ ７６４􀆰 ８５±５２􀆰 ８３ １５７􀆰 ４６±２０􀆰 ７０

凝胶高剂量组 ５７􀆰 ６１±４􀆰 ０５∗ ７９６􀆰 １６±４１􀆰 ４５ １５８􀆰 ７２±２３􀆰 ７２

阳性组 ６１􀆰 ０６±５􀆰 １２∗ ７５９􀆰 ４３±６１􀆰 ６２ １６６􀆰 ４７±２７􀆰 ９６
　 与基质组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５

２􀆰 ５　 免疫印迹法检测 ＮＦ⁃κＢ、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３ 蛋白

表达　 给药第 ９ 天，与基质组比较，凝胶高剂量组、
阳性组的 ＮＦ⁃κＢ 的表达明显下降 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而

Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３ 的蛋白表达差异无统计学意义（Ｐ＞
０􀆰 ０５）。 见图 ２。

１：模型组；２：基质组；３：凝胶低剂量组：４：凝胶高剂量

组：５：阳性组

与基质组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ２　 创伤生肌水凝胶对各组大鼠 ＮＦ⁃κＢ、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３

蛋白表达的影响

３　 讨　 　 论

创伤修复一直是医学领域的研究热点，而皮肤

作为人体最大最外部的器官极易遭受创伤，皮肤创

面愈合是一系列复杂的连续的生物化学和细胞活

动过程。 ＴＧＦ⁃β 在此过程中是调节成纤维细胞功能

的主要细胞因子，ＴＧＦ⁃β 不仅通过促进成纤维细胞

趋化，产生胶原纤维和细胞外基质，还可减少胶原

酶的合成，增加金属蛋白酶抑制剂的产生，从而减

少伤口中的酶解作用，促进伤口愈合［７⁃８］。 ＮＦ⁃κＢ 是

炎症相关转录因子，多种炎症因子如 ＩＬ⁃６ 等的启动

子区均含有 ＮＦ⁃κＢ 的结合位点，创伤生肌水凝胶可

能是通过抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号传导通路，抑制伤口愈合

后期炎症生成和组织纤维化，防止瘢痕和疤痕的形

成。 Ｓｍａｄｓ 蛋白可以调节创面愈合，对皮肤组织修

复中有作用，目前认为是“修复相关基因” ［９⁃１２］。
创伤生肌水凝胶是由炙黄芩、党参、当归、白

芍、茯苓、白术、乳香、没药、黄连组成的中药复方凝

胶制剂。 方中炙黄芩具有清热解毒生肌作用。 党

参具有补气固表、益气生肌作用，当归、白芍具有补

血活血生肌之功效，茯苓、白术具有健脾益气化湿

作用，乳香、没药具有活血祛瘀生肌之功效，黄连具

有清热解毒生肌作用。 诸药合用，全方具有益气养

血、活血祛瘀、清热化湿生肌作用。 有研究报道，黄
芩多糖可促进成纤维细胞的增殖，并且其增殖作用

随时间的延长而增强［１３］。 单用当归可使瘢痕软化

缩小，明显减少瘢痕组织中的成纤维细胞数量和
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胶原含量，减轻瘢痕纤维化程度。 当归中的多糖通

过对角质形成细胞 ＴＧＦ⁃β 的表达具有显著的调节

作用，从而促进成纤维细胞增殖［１４］。 乳香和没药具

有镇痛作用［１５］。
本研究采用皮下注射稀盐酸建立小鼠皮肤溃

疡模型，创伤生肌水凝胶各剂量组对化学性溃疡愈

合率未见改善作用，说明创伤生肌水凝胶对化学性

溃疡造成的溃疡效果不好。 采用大鼠皮肤机械性

损伤模型，实验结果显示：与基质组比较，凝胶低剂

量组、高剂量组于给药第 ６、９ 天时皮肤创面愈合率

较高，同时病理切片报告显示：给药第 ９ 天后，凝胶

高、低剂量组皮肤各层组织结构清晰，结缔组织明

显，可见肉芽组织。 ＥＬＩＳＡ 检测细胞因子结果显示：
凝胶高剂量组细胞因子 ＴＧＦ⁃β１ 含量有显著升高；
Ｗｅｓｔｅｒｎ 蛋白实验结果显示：创伤生肌水凝胶抑制

ＮＦ⁃κＢ 蛋白的表达，对 Ｓｍａｄｓ 蛋白表达无影响，提示

该药对 ＴＧＦ⁃β１ 的作用可能不是通过 Ｓｍａｄｓ 蛋白通

路实现的。
综上所述，创伤生肌水凝胶对化学性创伤溃疡

无作用，但能够促进机械性创伤愈合。 创伤愈合还

与调节免疫、神经肽 Ｐ 物质（ＳＰ）、血管内皮生长因

子（ＶＥＧＦ）、表皮生长因子（ＥＧＦ）及血小板生长因

子（ＦＧＦ）等细胞因子有关［１６⁃１７］。 本实验还有待深

化，其创伤修复机制有待于进一步研究，以阐明创

伤生肌水凝胶与创伤愈合之间的内在机制。
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