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#摘要$

!

目的
!

观察湿润烧伤膏"

VBAY

#外用对大鼠足底创面触觉功能重建的影响并初步探讨其机制%

方法
!

将
)%

只雄性
TS

大鼠按照随机数字表法分为
2

组(正常组"

C

组#&创面
-!

组"

S-

组#&创面
$0!

组"

S$0

组#&

VBAY

治疗
-!

组"

VBAY-

组#和
VBAY

治疗
$0!

组"

VBAY$0

组#!每组
$1

只%

C

组大鼠不做任何处

理'

S-

组&

S$0

组&

VBAY-

组和
VBAY$0

组建立足底全层皮肤缺损开放性创面大鼠模型!

S-

组和
S$0

组建模

后不予药物治疗!分别观察
-!

和
$0!

'

VBAY-

组和
VBAY$0

组在建模后分别给予创面涂抹
VBAY

治疗
-!

和
$0!

%

e",hM8

L

纤维丝检测各建模组大鼠建模侧后足底创面触觉阈值'分别取正常或建模后
-!

和
$0!

时

间点大鼠足底创面新生肉芽组织!采用免疫组织化学和蛋白质印迹法检测正常或建模大鼠建模侧足底创面细

胞角蛋白
1%

"

D?.1%

#阳性细胞数及
D?.1%

蛋白的表达水平%结果
!

大鼠建模后!足底创面触觉阈值升高!触觉

功能减退!新生肉芽组织中
D?.1%

阳性细胞数减少!

D?.1%

蛋白水平降低!与
C

组比较!差异均有统计学意义

"

!

$

%&%2

#'

VBAY-

组和
VBAY$0

组大鼠足底创面经
VBAY

治疗后!创面触觉阈值下降!触觉功能增强!新生

肉芽组织中
D?.1%

阳性细胞数增多!

D?.1%

蛋白水平升高!与同时间点
S-

组和
S$0

组比较!差异均有统计学

意义"

!

$

%&%2

#%结论
!

外用
VBAY

能促进大鼠足底创面触觉功能的重建!其机制与增加创面新生肉芽组织

中
D?.1%

阳性细胞的表达有关%

#关键词$

!

足底'创面'触知觉'细胞角蛋白
1%

'湿润烧伤膏

#中图法分类号$
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体表组织缺损形成的慢性创面是临床外科的常

见病和多发病%伴疼痛)感染和功能障碍等并发症*

目前临床主要通过皮瓣移植)使用生物工程材料)高

压氧)电磁疗法及干细胞移植等多种治疗手段促进创

面修复&

$.'

'

*但是创面修复区往往出现触)压)温)痛

等感觉功能的减退甚至消失*有研究提示%触压觉功

能的缺失是导致创面修复失败的重要原因之一&

0

'

*

触觉与默克尔细胞#

V8M68;

细胞$分布有关%该细胞存

在于表皮与真皮交界的网状脊上%与真皮层
@

$

类感

觉传入神经纤维末梢紧密接触%并形成类似于神经解

剖上的突触结构%称为
V8M68;

细胞
.

神经突复合

体&

2.)

'

*该复合体在皮肤触觉高敏感区域数量较多%

例如老鼠的须垫)硬腭和背部皮肤及人体的指腹)嘴

唇等&

-

'

*湿润烧伤膏#

9"#+48O

5

"+8!QPM,"#,498,4

%

VBAY

$应用到创面是以液化的方式无损伤地排除坏

死组织%以原位干细胞培植的方式再生修复创面&

/

'

(

此外%

VBAY

还具有双向调节作用&

(

'

%在创面愈合过

程的早期具有,保湿-和促进,生肌-的作用*虽有大

量文献报道
VBAY

促进创面愈合的作用%但针对

VBAY

在创面神经再生及触觉重建方面的研究却鲜

见报道*通过本研究一方面可以加深对触觉形成机

制的认识%另一方面%可以为临床使用
VBAY

促进创

面触觉功能重建提供理论依据*

C

!

材料与方法

C&C

!

材料

C&C&C

!

实验动物及分组
!

无特殊病原体#

T=h

$级成

年健康
TS

雄性大鼠共
)%

只%体质量
10%

)

1)%

J

%由

长沙天勤生物技术有限公司提供%许可证号!

TDb?

#沪$

1%%/.%%$)

*大鼠每
0

只一笼饲养%置于温度

#

12̂ 1

$

X

)湿度#

21^1

$

W

环境中自由饮食%自然采

光%适应环境
$

周*采用随机数字表法将大鼠分为正

常组#

C

组$)创面
-!

组#

S-

组$)创面
$0!

组#

S$0

组$)

VBAY

治疗
-!

组#

VBAY-

组$和
VBAY

治疗

$0!

组#

VBAY$0

组$*

C

组大鼠不做任何处理(

S-

组)

S$0

组)

VBAY-

组和
VBAY$0

组大鼠建立足底

全层皮肤缺损开放性创面模型%其中
VBAY-

组和

VBAY$0

组大鼠建模后每
)

)

/

小时用无菌棉签将

VBAY

涂于足底创面%厚约
$99

%创面上加盖两层

VBAY

涂抹的湿润消毒纱布%用胶布固定治疗%每天

换药
'

)

0

次*本实验严格按照有关实验动物伦理纲

要进行操作%研究中尽量减少动物使用量和动物所承

受的痛苦*

C&C&D

!

实验试剂及主要仪器
!

VBAY

#汕头市美宝

制药有限公司%产品批号!

$-%'(%'@

$*兔抗大鼠细胞

角蛋白
1%

#

D?.1%

$单克隆抗体#美国
@Q7:9

公司%货

号!

:Q-)$1)

$)

'W

牛血清清蛋白)辣根过氧化物酶标

记山羊抗兔
>

J

[

)二氨基联苯胺#

S@A

$显色试剂盒)

抗体稀释液)

<>=@

裂解液均购于碧云天生物有限公

司%水合氯醛#成都市科龙化工试剂厂$(冰冻切片机

#

F8#7:.DV$(2%

型%德国
F8#7:

公司$%

e",hM8

L

针刺

痛觉测试套件
@8+438+#"

#香港友诚生物科技有限公

司$%倒置荧光显微镜#

>b2'jS=-'

型%日本
Y;

L

9

5

P+

公司$*

C&D

!

方法

C&D&C

!

足底创面大鼠模型建立
!

大鼠腹腔内注射

0W

水合氯醛#

$%9F

"

6

J

$%麻醉成功后%大鼠足底用

%&2 W

聚维酮碘溶液消毒后切除深度达筋膜层

)99i299

的皮肤全层%建立足底全层皮肤缺损大

鼠模型*大鼠清醒后单独分笼饲养*

C&D&D

!

触觉功能检测
!

将大鼠置于金属网上%盖以

透明有机玻璃罩%适应环境
'%9#,

*待大鼠探索行为

结束后进行触觉功能检测*触觉测定采用
e",hM8

L

纤维丝%将纤维丝头端垂直接触大鼠足底%使尖端略

弯曲%每次刺激持续时间最长不超过
1+

%若在规定时

间内大鼠出现缩足反射或足部肌肉收缩%则更换相邻

小一级纤维丝(若大鼠未出现缩足反射或足部肌肉收

缩%则替换大一级纤维丝刺激%相邻测试时间间隔

$%+

*检测前去除足底创面的坏死组织%检测区域固

定在足底创面中央*检测时间为建模前#

%!

$和建模

后
-

)

$0!

*

C&D&E

!

免疫组织化学染色检测组织
D?.1%

阳性细

胞
!

按照随机数字表法取建模后
-!

或
$0!

的各组

大鼠#

(c)

$%

0W

水合氯醛#

1%9F

"

6

J

$腹腔内注射%深

度麻醉后%剔除坏死组织%取大鼠足底创面新生肉芽

组织%沿皮面平行切下肉芽组织后按分组分别置于

0W

多聚甲醛溶液中%

0X

冰箱保存
03

后转移至
'%W

蔗糖多聚甲醛溶液中#

0X

保存$%

/

)

$%3

沉底后取

出足底肉芽组织%用
YDH

包埋剂#

T:6PM:H#++P8.H86

型%美国樱花公司$包埋后置于
U1%X

冰冻切片机中

2%9#,

*沿冠状位连续切片%厚
12

'

9

*每
0

)

2

张皮

肤切片取
$

张进行免疫组织化学染色分析%每只大鼠

取
$%

张*皮片磷酸盐缓冲液#

=AT

$漂洗和血清封闭

后加入一抗#兔抗大鼠
D?.1%

抗体$和二抗&辣根过氧

化物酶标记的山羊抗兔
>

J

[

#

ajF

$'(

S@A

显色%梯
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度乙醇脱水%生物透明剂透明后封片%光镜下观察并

采集图像*采用
>9:

J

8.=M"=;P+)&%

图像分析软件

#美国
V8!#:D

L

Q8M,84#7+

公司$对皮肤
D?.1%

阳性图

片进行
D?.1%

受体阳性细胞计数*每张取
2

个不重

叠的视野%计数每一个视野中的
D?.1%

阳性细胞数%

取均值*

C&D&F

!

蛋白质印迹法#

R8+48M,Q;"4

$检测组织
D?.

1%

表达水平
!

取建模后
-!

或
$0!

每组大鼠#

(c)

$%

足底新生肉芽组织取材方法同免疫组织化学%置

于
U/%X

冰箱保存备用*取出皮肤新生肉芽组织称

重%研碎后加入
<>=@

裂解液#含
=VTh

%

$]$%%

$%超

声波粉碎(离心后取上清液%二喹啉甲酸#

AD@

$法蛋

白定量#蛋白定量为
$%%

'

J

"

'

F

$(

1

倍上样缓冲液与

样品#

$]$

$煮沸
/9#,

%离心%

U1%X

冰箱保存*配

胶%各泳道取
1%

'

F

#每条泳道蛋白含量
1%

'

J

$加样%

电泳后%电转至聚偏氟乙烯#

=eSh

$膜%

HATH

封闭

$3

*加入一抗!兔抗大鼠
D?.1%

抗体#

$]2%%%

$和

小鼠抗大鼠
$

.:74#,

#

$]1%%%

$%

0X

冰箱孵育%过夜后

洗膜%加入二抗%室温孵育)洗膜*化学增强发光试剂

与
=eSh

膜共孵育后显影)定影*图像进行目标条带

扫描#方正扫描仪
h2)%%

$%

A#".<:!

生物图像处理系统

#

=S\EBTH

$进行分析%以
$

.:74#,

为内参对照%对所测

目标蛋白的条带吸光度值#

0

值$进行标准化%得到各

组
D?.1%

蛋白相对吸光度值#

90

值$*

C&E

!

统计学处理
!

采用
T=TT$(&%

统计软件进行统

计分析%计量资料以
2 :̂

表示%组间比较采用两独立

样本
6

检验%多组均数间比较采用单因素或多因素方

差分析#

Y,8."MHN".N:

L

@CYe@

$%以
!

$

%&%2

为

差异有统计学意义*

D

!

结
!!

果

D&C

!

大鼠足底创面触觉功能变化
!

用
e",hM8

L

纤

维丝检测各组大鼠足底触觉阈值*建模前%各组大鼠

触觉阈值均值为#

0&%'^%&'2

$

J

%组间比较差异无统

计学意义#

!

&

%&%2

$(观察时间内
C

组大鼠触觉阈值

相对变化不大%为#

0&%-^%&'(

$

J

(

S-

组触觉阈值为

#

0'&11^(&$)

$

J

%

S$0

组触觉阈值为#

$$&0'̂ 1&02

$

J

%

S-

组)

S$0

组分别与
C

组比较%差异有统计学意义

#

!

$

%&%2

$(

VBAY-

组触觉阈值为#

/&20̂ $&%2

$

J

%

VBAY$0

组触觉阈值为#

0&-2^%&(-

$

J

%

VBAY-

组)

VBAY$0

组分别与
C

组比较%差异有统计学意义

#

!

$

%&%2

$(

VBAY-

组与
S-

组比较%

VBAY$0

组与

S$0

组比较%触觉阈值均下降%差异有统计学意义

#

!

$

%&%2

$*均数组间比较%差异有统计学意义#

Mc

1%/&(

%

!c%&%%%

$%见图
$

*

!!

"

!

!

$

%&%2

%与
C

组比较(

(

!

!

$

%&%2

%与
S-

组比较(

#

!

!

$

%&%2

%与
VBAY-

组比较(

%

!

!

$

%&%2

%与
S$0

组比较

图
$

!!

各组大鼠触觉阈值比较

!!

@

!

C

组(

A

!

S-

组(

D

!

VBAY-

组(

S

!

S$0

组(

B

!

VBAY$0

组(

h

!各组大鼠足底正常皮肤或创面新生肉芽组织
D?.1%

阳性细胞数比较(

"

!

!

$

%&%2

%与
C

组比较(

(

!

!

$

%&%2

%与
S-

组比较(

#

!

!

$

%&%2

%与
VBAY-

组比较(

%

!

!

$

%&%$

%与
S$0

组比较(图中红色箭头所示!

D?.1%

免疫阳性

细胞#免疫组化染色%标尺为
$%%

'

9

$

图
1

!!

各组大鼠足底正常皮肤组织或创面新生肉芽组织
D?.1%

阳性细胞表达
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年
/

月第
0/

卷第
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期



D&D

!

大鼠足底创面新生肉芽组织
D?.1%

阳性的

V8M68;

细胞数量变化
!

足底正常或创面新生肉芽组

织免疫组织化学检测发现%位于皮肤表皮与真皮交界

面的网状脊尖端有成串的
D?.1%

阳性细胞表达%见图

1

*

C

组大鼠
D?.1%

阳性细胞表达排列整齐%染色较

深(与
C

组大鼠比较%

S-

组和
S$0

组
D?.1%

阳性细

胞数明显减少且
S-

组大鼠
D?.1%

阳性细胞排列紊

乱(创面经多次涂抹
VBAY

后%

VBAY-

组和
VB.

AY$0

组大鼠足底创面新生肉芽组织
D?.1%

阳性细胞

数较同观察时间点的
S-

组和
S$0

组增多%但仍低于

C

组(

VBAY-

组与
VBAY$0

组大鼠比较%

VBAY$0

组大鼠足底创面新生肉芽组织
D?.1%

阳性细胞数增

多*均数组间比较%差异有统计学意义#

Mc)&'0%

%

!c%&%%$

$%见图
1

*

D&E

!

大鼠足底创面新生肉芽组织
D?.1%

蛋白水平变

化
!

R8+48M,Q;"4

检测大鼠正常或足底创面新生肉芽

组织发现相对分子质量约为
0/i$%

' 的阳性条带%与

目标蛋白
D?.1%

的相对分子质量吻合*以
$

.:74#,

为

内参对照%对所测目标蛋白的条带
0

值进行标准化%

得到各组大鼠
D?.1%

蛋白
90

值*与
C

组比较%

S-

组和
S$0

组足底组织
D?.1%

蛋白
90

值明显下降(创

面经多次涂抹
VBAY

后%

VBAY-

组和
VBAY$0

组

D?.1%

蛋白
90

值较同观察时间点的
S-

组和
S$0

组

增多%但仍低于
C

组%均数组间比较%差异有统计学意

义#

Mc$0&-0

%

!c%&%%%

$%见图
'

*

!!

@

!各组大鼠足底正常皮肤或创面新生肉芽组织
D?.1%

蛋白

R8+48M,Q;"4

条带(

A

!定量统计(

"

!

!

$

%&%2

%与
C

组比较(

(

!

!

$

%&

%2

%与
S-

组比较(

#

!

!

$

%&%2

%与
VBAY-

组比较(

%

!

!

$

%&%2

%与
S$0

组比较

图
'

!!

各组大鼠足底正常皮肤或创面新生肉芽组织

D?.1%

蛋白表达水平比较

E

!

讨
!!

论

!!

高等生物的皮肤是体内与体外环境接触的重要

媒介%皮肤上存在大量复杂的触觉感受器感知外环境

的变化刺激*触觉感受器可以通过机械激活的离子

通道把压力)张力等机械信号转变为感受器上的电信

号形成感受器电位%并将经编码的电信号通过传入神

经投射到高级神经中枢#皮层躯体感觉中枢$%产生触

摸感觉*通常认为%

V8M68;

细胞神经突复合体是

V8M68;

细胞与
@

$

传入纤维末梢形成突触样结构%感

受器电位通过
@

$

传入纤维传入%并将物体的形状)质

地及空间属性等进行编码&

$%.$1

'

*大鼠
V8M68;

基因敲

除或沉默后%大鼠足底无毛区不能辨别物体表面纹

理)质地%但是大鼠胡须区仍然保留上述鉴别能力%表

明
V8M68;

细胞
.

神经突复合体对保持手掌)足底等无

毛区对物体的鉴别能力是必须的%而对胡须区的触觉

无明显作用&

$'.$0

'

*

V8M68;

细胞具有特殊的细胞结构特点%如共表达

内分泌颗粒)角蛋白丝和桥粒蛋白*常规苏木精
.

伊红

#

aB

$染色很难在镜下区分
V8M68;

细胞%有文献报

道%在体鉴定
V8M68;

细胞的主要方法是采用抗角蛋

白抗体%其中在胎儿和成人皮肤中%仅仅
V8M68;

细胞

表达
D?.1%

%因此%

D?.1%

可以作为
V8M68;

细胞的标

记蛋白&

$2.$)

'

*本研究采用免疫组织化学法标记
D?.

1%

表达阳性的方法鉴定
V8M68;

细胞%结果显示在正

常大鼠网状脊或建模大鼠足底创面新生肉芽组织中

均有
D?.1%

阳性细胞表达*有研究提示%组织中

V8M68;

细胞数量会根据环境的变化上升或下降%作出

适应性调节%例如!随着毛囊周期的变化%

V8M68;

细胞

数量和分布出现生理性波动&

$)

'

(此外%在不同的神经

营养因子作用下%

V8M68;

细胞数量也会出现波动&

$-

'

*

本研究结果与上述结论一致%大鼠切除足底皮肤后%

其足底触觉阈值显著升高%创面新生肉芽组织中
D?.

1%

阳性的
V8M68;

细胞数量减少%

D?.1%

蛋白水平降

低%此现象可能与足底创面形成导致创面新生肉芽组

织中
V8M68;

细胞丢失有关*研究还显示%大鼠足底

创面建模后
-!

与
$0!

比较%在创面逐渐愈合的过程

中%足底创面触觉阈值逐渐降低%创面新生肉芽组织

中
D?.1%

阳性的
V8M68;

细胞数量增加%

D?.1%

蛋白

水平上调%其机制可能与足底创面愈合过程中局部多

种神经营养因子)神经肽等物质促进
V8M68;

细胞生

成有关%究竟哪些因子促进
D?.1%

阳性
V8M68;

细胞

数量增加%其具体机制还需进一步研究证实*

祖国医学通过辨证论治%将中药制剂外用于皮肤

创面%促进创面的愈合和功能的恢复*

VBAY

是一种

中药制剂%主要由黄芩)黄柏)黄连)蜂蜜)麻油等组

成%有清热燥湿%泻火解毒)去腐生肌的功能%是一种

具有较强的广谱抗菌作用和促进创面愈合的双向调

节作用的药物%能向受损的机体局部皮肤组织残存细

胞提供维持正常生长的环境和促进分裂再生的条件*

该药膏治疗皮肤缺损有良好的止痛)抗感染)改善局

部微循环)增强免疫力)促进上皮细胞的增殖)清除坏

死组织等功能*本研究发现%与未用
VBAY

治疗的

建模大鼠比较%在相同的观察时间点%建模大鼠足底

('21

重庆医学
1%$(

年
/

月第
0/

卷第
$2

期



创面外用
VBAY

后%其创面新生肉芽组织中
D?.1%

阳性的
V8M68;

细胞数量增加%

D?.1%

蛋白水平上调%

创面触觉阈值降低*有研究提示%

V8M68;

细胞不表达

细胞周期蛋白%因此%

V8M68;

细胞可能分化来源于周

围未分化的多能基底角质细胞#

5

;PM#

5

"48,4#:;Q:+:;

68M:4#,"7

L

48+

$

&

$/

'

%因此%外用
VBAY

可能通过促进多

能基底角质细胞分化为
V8M68;

细胞%进而促进创面

触觉功能的重建%本设想还需进一步研究证实*

综上所述%采用皮肤创面外用
VBAY

能够有效

促进创面新生肉芽组织触觉功能重建*
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