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维生素D调控糖尿病创面促愈合机制的研究

（1.内蒙古自治区人民医院 内分泌科，内蒙古 呼和浩特 010017；2.内蒙古医科大学 ，内蒙古 呼和浩特 010059）

【摘 要】目的 探讨维生素D治疗促进糖尿病全层皮肤缺损小鼠创面愈合的机制。方法 采用腹腔注射链脲

佐菌素（STZ）诱导糖尿病模型，30只小鼠造模成功后分别记录基线资料并按照随机数表法分为对照组（NVD组）、

低剂量维生素 D 治疗组 I（VDI 组）和高剂量维生素 D 治疗组 II（VDII 组）各 10 只。分别在治疗 1、3、7、14 d 后以

NIH ImageJ 图像分析软件测量创面面积、计算创面愈合率；光镜下观察创面肉芽组织生长情况；双抗体夹心酶联

免疫吸附法（ELASA）对创面组织中炎症因子（TNF-α、IL-6）行定量分析；聚合酶链反应（PCR）检测创面MMP9、

TIMP1 mRNA水平。结果 总体来看，三组小鼠创面愈合率随时间的延长而增加，其中VDⅡ组在14 d时创面愈合

率最高（80.86±18.77），差异有统计学意义（P <0.05）。VDⅡ组较VDI组及对照组肉芽组织生长更为明显，表现为

较多成纤维细胞和大量新生血管生成、炎性细胞减少。VDⅡ组、VDI 组与对照组相比，25（OH）2VitD、TIMP1

mRNA水平升高，TNF-α、IL-6、MMP 9mRNA水平下降，差异有统计学意义（P <0.05）；其中VDII组较VDI组25

（OH）2VitD、TIMP1 mRNA升高更明显，差异有统计学意义（P<0.01）且TNF-α、IL-6、MMP 9mRNA水平降低更

明显，差异有统计学意义（P <0.05）。结论 维生素D对糖尿病全层皮肤缺损小鼠具有较好的皮肤伤口愈合作用、

且呈剂量依赖性；维生素 D 可以通过抑制创面炎症因子 TNF-α、IL-6 的表达，降低 MMP 9mRNA 表达、提高

TIMP1 mRNA水平促进创面愈合。
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糖尿病是目前除心血管疾病、肿瘤外的第三大

严重影响人类健康与寿命的疾病。随着糖尿病病

程延长，糖尿病各种并发症亦逐渐出现，而最严重

的并发症之一就是糖尿病足[1]。糖尿病足创面难愈

合且发病机制非常复杂，目前认为各种原因导致炎

症因子产生异常增多、造成创面炎症反应期延长是

其创面难愈合的重要原因[2]。所以，进一步探讨糖

尿病足创面难愈合机制并寻找有效、可行的干预创

面难愈合的方法是促进创面愈合的关键。近年来

的研究表明细胞免疫异常是造成糖尿病足创面难

愈合的重要原因，而维生素D对免疫功能尤其是对

细胞免疫具有调节作用，维生素D浓度的降低是糖

尿病足创面难愈合甚至感染的预测因子，维生素D

对糖尿病足的愈合具有保护作用[3]。但目前在这方

面研究较少。

本课题通过构建STZ造模糖尿病小鼠，成功后

在小鼠后背形成全层皮肤缺损的创面模型，比较对

照组及活性维生素D干预组小鼠局部创面愈合率、

创面肉芽组织生长情况，测定创面组织中炎症因子

（TNF- α、IL- 6）以及创面组织中 MMP9 mRNA、

TIMP1 mRNA水平。进一步探究维生素D治疗对创面

愈合以及对上述炎症因子表达的影响。现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料及试剂

1.1.1 小鼠 选用40只4周龄雄性ICR小鼠（斯贝

福）、体重20~25 g，采用腹腔注射链脲佐菌素（STZ）

诱导糖尿病模型，选取建模成功小鼠30只。实验小

鼠由上海肽谷生物技术有限公司提供。

1.1.2 主要试剂及材料 含15％猪油的高脂鼠粮

（科澳协力）、1，25-二羟基维生素 D3（sigma）、

Mouse TNF-α ELISA Kit（Elabscience）、Mouse IL-6

ELISA Kit（Elabscience）、HE 染色（Leica）、Super-
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Script III RT 逆转录kit（ABI-invitrogen）、荧光定量

PCR仪（Applied biosystems、USA）。

1.2 方法

40只链脲佐菌素（STZ）诱导糖尿病小鼠模型，

选取30只造模成功的小鼠单笼喂养，并形成小鼠糖

尿病全层皮肤缺损，具体方法参考文献[4，5]。继续给

予高脂强化鼠粮，自由饮水。分为对照组、低剂量

维生素D治疗组（VDI）和高剂量维生素D治疗组

（VDⅡ）各10只，每隔1日早晨8时，低剂量维生素

D治疗组（VDI）小鼠1，25-（OH）2VitD3 1μg·kg+0.6 mL

花生油灌胃；高剂量维生素D治疗组（VDⅡ）小鼠给

予1，25-（OH）2VitD3 4 μg·kg+0.6 mL花生油灌胃；

对照组0.6 mL花生油灌胃，灌服时间为14 d。3组

创面给予常规换药治疗，1次/d。

1.3 观察指标

1.3.1 创面愈合效果评价 3组小鼠分别于治疗第

1、3、7、14 d以指定的图像分析软件（NIH ImageJ）测

量创面的面积。计算3组小鼠上述时间节点的创面

愈合率。创面愈合率（%）=（治疗前创面面积-治疗

后创面面积）/治疗前创面面积×100%。

1.3.2 创面愈合组织学评价：3组小鼠分别于创面

治疗第1、3、7、14 d，取创面肉芽组织按照标准病理

切片制备要求制作成功，分别在低倍（100×）及高

倍（400×）光镜下观察创面肉芽组织生长情况。

1.3.3 创面组织炎性因子的评价 三组小鼠分别

于伤后1 d、3 d、7 d、14 d取创面肉芽组织2份：其中

一份行双抗体夹心酶联免疫吸附法（ELASA）对组织中

炎症因子（TNF-α、IL-6）行定量分析；另一份行聚合酶

链反应（PCR）检测创面MMP 9、TIMP1 mRNA水平。

2 统计学方法

采用SPSS 19.0统计软件进行统计分析，计量资

料以（x±s）表示，两样本均数的比较采用独立样本t
检验（方差不齐时为 t＇），检验水准为 α＝0.05，以

P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 3组小鼠的一般表现

造模成功小鼠30只，在治疗过程中对照组小鼠

死亡1只，VDI组死亡2只，VDⅡ组死亡2只。

3.2 VitD可提高创面愈合率，加快创面肉芽组织生

长（见表1、图1）。

总体来看，3组处理创面愈合率随时间的增加

而增加，VDⅡ组在14 d时创面愈合率最高（80.86±

18.77），差异有统计学意义（P < 0.05）。但其1~7 d

内的增长较VDⅠ缓慢。

3.3 HE染色检测结果（见图2）

表1 三组治疗第1、3、7、14 d的创面愈合率（%）

时间

对照组

VDⅠ

VDⅡ

第1 d

1.94±
1.02

2.14±
0.78

3.83±
1.15

第3 d

6.53±
2.72

17.43±
13.26

8.85±
1.51

第7 d

16.69±
11.20

50.46±
28.12

22.78±
10.57

第14 d

30.98±
28.94

69.36±
15.84

80.86±
18.77
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图1 三组治疗第1、3、7、14 d的创面愈合率（%）

图2 三组创面在第1、3、7、14 d创面肉芽组织生长情况
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总体来看，随着时间的增加，肉芽组织逐渐增

多。对照组肉芽组织生长缓慢，颜色为白色或淡红

色，表面较光滑，含血管少；VDⅠ组肉芽组织呈淡红

色，血管含量较对照组多，较硬；VDⅡ组肉芽组织呈

鲜红色，表面有小颗粒样凸起，小血管较多，可见较

多成纤维细胞和大量新生血管生成、炎性细胞减少。

3.4 VitD 降低创面炎症因子 TNF-α、IL-6 水平

（图3）

由以上实验结果可知，从VitD来看，对照组、

VDⅠ、VDⅡ之间差异有统计学意义（P <0.05）。从

IL-6来看，对照组、VDⅠ、VDⅡ之间差异有统计学

意义（P <0.05）；从TNF-α来看，对照组、VDⅠ、VD

Ⅱ之间差异有统计学意义（P <0.05）；维生素D治疗

可以增加VitD含量、降低IL-6和TNF-α的表达。

3.5 VitD 降 低 创 面 MMP 9mRNA 表 达 、升 高

TIMP1 mRNA的表达，与剂量呈正相关（见图4）

从MMP 9mRNA的相对表达量来看，VDⅠ组与

对照组之间差异有统计学意义（P <0.05），且VDⅡ
组对照组之间差异有统计学意义（P <0.05），VDⅠ
组与VDⅡ组之间差异有统计学意义（P <0.05）；从

TIMP1 mRNA的相对表达量来看，对照组与VDⅠ
组、VDⅡ组之间差异有统计学意义（P <0.05），而VD

Ⅰ组与VDⅡ组之间差异有统计学意义（P <0.05）。

4 讨论

糖尿病创面难愈合的机制非常复杂，其中大量

证据表明糖尿病创面中存在免疫及炎症异常，体外

实验发现糖尿病创面患者外周血的中性粒细胞黏

附、吞噬、趋化、杀菌功能受损[6]。而糖尿病足创面

炎症反应期延长、炎症细胞因子产生增加，上述结

局可通过多种通路持续诱导成纤维细胞及淋巴细

胞、巨噬细胞等炎症细胞产生的基质金属蛋白酶

（MMPs）增加，与此同时创面中金属蛋白酶组织抑

制因子（TIMPs）减少，而MMP/TIMPs比值的失衡也

是创面难愈合的重要原因[7，8]。

既往有研究提示维生素D缺乏是糖尿病足创

面不愈合、甚至创面发生感染的独立危险因素，适

当补充维生素D可能会促进创面的愈合[7]。本研究

结果提示维生素D治疗组较对照组创面愈合率高，

且高剂量维生素D治疗组较低剂量维生素D治疗组

在14 d时创面愈合率明显升高，差异有统计学意义

（P <0.05）。HE染色可见维生素D治疗组较对照组

肉芽组织生长更为明显、可见较多成纤维细胞形成

和大量新生血管生成、炎性细胞减少，且呈现剂量

依赖性。本研究证实维生素D治疗可以加快创面

愈合，促进创面肉芽组织生长。

目前已有针对维生素D对创面促愈合机制的

研究认为，维生素D对免疫功能尤其是对细胞免疫

具有调节作用，对免疫系统、免疫细胞、细胞因子均

有不同程度的影响[8]。对于炎症因子如 IFN-γ、
TNF-β、IL-12和IL-6等，维生素D在体内的活性成

分有下调上述炎症因子的作用；而对于抗炎症因子

图3 三组创面治疗第14 d创面组织中
VitD、TNF-α、IL-6的表达

图4 三组创面治疗第14 d创面组织中

MMP9 mRNA、TIMP1 mRNA的表达
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如TGF-β、IL-10和IL-4等，维生素D在体内的活性

成分有上调抗炎因子的作用；从而达到免疫平衡调

节作用[9]。TNF-α也是创面难愈合的重要炎症因

子[10，11]。本研究结果提示维生素D治疗组较常规治
疗组可以降低MMP 9、TNF-α、IL-6水平、提升创面
组织中TIMP1水平，上述变化与维生素D剂量呈正
相关（P <0.05），提示维生素D可以通过抑制创面炎
症因子TNF-α、IL-6的表达，降低MMP 9 mRNA、提
高TIMP1 mRNA水平达到促进创面愈合，从而阐明
维生素D促进创面愈合的可能机制。

总之，本研究证实维生素D能加快创面的愈
合，下调创面炎症因子表达，降低创面炎症反应，从
而为糖尿病足创面愈合提供了一种潜在的有益的
治疗方法。本研究存在一定局限性，如每组动物例
数较少、没有进一步阐明TNF-α及 IL-6对 TIMP、
MMP表达的影响，期待后续更多的关于维生素D与

创面炎症通路的研究。
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