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消毒愈肌膏对大鼠糖尿病足溃疡组织
ＢＭＰ９、ＴＧＦβ１表达的影响
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【摘要】　 目的　 观察消毒愈肌膏对大鼠糖尿病足溃疡组织骨形态发生蛋白９（ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅ
ｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ９，ＢＭＰ９）和转化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）表达的影响。方法
　 选用链脲佐菌素腹腔注射与薄铁片固定法制备模型，按随机数字表法分为中药组、模型组、ＢＭＰ
９对照组和ＴＧＦβ１对照组，每组２０只，并将大鼠足部溃疡处分别外敷消毒愈肌膏和无菌盐水，腹腔
注射外源性ＢＭＰ９、ＴＧＦβ１，３０天后取四组溃疡组织标本，采用ｍｉＲＣＵＲＹＴＭ芯片检测各组基因并
分析基因表达。结果　 ＢＭＰ９对照组和中药组中ＢＭＰ９基因表达明显增加，与模型组相比有显著
差异（Ｐ≤０ ０１），ＢＭＰ９对照组与中药组ＢＭＰ９基因相比有显著差异（Ｐ≤０ ０５）；ＴＧＦβ１对照组和
中药组ＴＧＦβ１基因表达明显增高，与模型组相比有显著差异（Ｐ≤０ ０１），ＴＧＦβ１对照组与中药组
相比，ＴＧＦβ１基因表达无明显差异（Ｐ≥０ ０５），中药组中ＢＭＰ９和ＴＧＦβ１表达变化呈显著正相
关。结论　 消毒愈肌膏能显著调控ＢＭＰ９、ＴＧＦβ１表达水平，间接刺激组织细胞的分裂增殖，以利
于创伤修复。
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　 　 糖尿病足是糖尿病常见的、严重的临床并发症
之一，局部溃疡既是糖尿病足的一种临床主要表现
形式，也是糖尿病足恢复的一大障碍。本研究应用
消毒愈肌膏对大鼠糖尿病足溃疡进行干预，观察基
因骨形态发生蛋白９（ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ９，
ＢＭＰ９）和转化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃ
ｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）表达的变化，为糖尿病足的临床防
治提供理论依据和实验基础，对糖尿病足的发展、
维持和预后形成新认识，并在此基础上开展相应的
防治措施。
!

　 材料与方法
１ １　 主要试剂及药品

消毒愈肌膏由黄连２０ ｇ、黄柏３０ ｇ、白芷２５ ｇ、
甘草６０ ｇ、当归１０ ｇ、血竭２０ ｇ、轻粉２０ ｇ、虫白蜡
１０ ｇ、紫草１０ ｇ、麻油５００ ｇ组成（参照《中国药典》
２００５年版一部，由河北联合大学附属医院制剂室
制备）。ＴＧＦβ参照文献方法，从人血小板中提纯
鉴定［１］。ＢＭＰ参照文献方法，从牛皮质骨中提纯
鉴定［２］。焦碳酸二乙酯（ｄｉｅｔｈｙｌ ｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ，
ＤＥＰＣ），ＴＲＩｚｏｌ试剂购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＲＮｅａｓｙ
Ｍｉｎｉ ｋｉｔＲＮＡ试剂盒购于ＱＩＡＧＥＮ公司，ｍｉＲＣＵ
ＲＹＴＭＡｒｒａｙ Ｐｏｗｅｒ标记试剂盒、ＰｈａｌａｎｘＴＭ的热收
缩杂交袋及ｍｉＲＣＵＲＹＴＭ（ｖ １１ ０）芯片购于
Ｅｘｉｑｏｎ公司，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ ｋｉｔ逆转录
试剂盒及ＳＹＢＲ（Ｐｒｅｍｉｘ ＥｘＴａｑＴＭ）实时定量ＰＣＲ
试剂盒购于ＴａＫａＲａ公司，目的基因及内参引物均
由奥科生物技术公司合成，ＧｅｎｅＰｉｘ ｐｒｏ Ｖ６ ０和
ＡｘｏｎＧｅｎｅＰｉｘ ４０００Ｂ芯片扫描分析仪购于美国
Ａｘｏｎ公司，ＮａｎｏＤｒｏｐ（ＮＤ１０００）购于摩根生物科
技公司。
１ ２　 实验动物

清洁级Ｗｉｓｔａｒ大鼠８０只，雌雄各半（河北联合
大学动物实验中心提供，动物合格证号为ＳＣＸＫｌｌ
００００１０），按随机数字表法分为中药组、ＢＭＰ９对
照组、ＴＧＦβ１对照组、模型组，每组２０只。中药组：
在患处外敷消毒愈肌膏无菌油纱条外敷，无菌纱布
包扎，每２天换药１次，观察３０天。ＢＭＰ９对照组：
腹腔注射外源性ＢＭＰ９，５ μｇ ／ ｋｇ，每两天注射一次，
观察３０天。ＴＧＦβ１对照组：腹腔注射外源性ＴＧＦ
β１，５ μｇ ／ ｋｇ，每两天注射一次，观察３０天。模型组：
在患处应用无菌盐水，无菌纱布包扎，每２天换药１
次，观察３０天。

１ ３　 模型制备
参考文献［３］，选用Ｗｉｓｔａｒ大鼠饲养２８天后，禁

食６小时后，以ｐＨ ＝ ４ ２，０ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的枸橼酸钠
缓冲液在４℃条件下，链脲佐菌素ＳＴＺ配成１％溶
液，以５５ ０ ｍｇ ／ ｋｇ的剂量在大鼠空腹时左下腹注
射，注射后第５天起连续３天监测空腹血糖，空腹血
糖在１２ ０ ｍｍｏｌ ／ ｍｌ以上者（８０只）入选继续造模。
选择大鼠的足背皮肤，用薄铁片固定，持续按压直
径５ ｍｍ的铁片，每次３０分钟，每天２次。按压后
用５０％冰醋酸涂抹创面，连续刺激１周后形成缺损
性皮肤溃疡大鼠模型。
１ ４　 检测指标

溃疡区组织ＢＭＰ９，ＴＧＦβ１含量。
１ ５　 基因表达谱检测

取大鼠足背部溃疡区组织标本，置液氮中保
存。标本总ＲＮＡ抽提及质量检测：每１００ ｍｇ组织
标本，加入１ ｍｌ的Ｔｒｉｚｏｌ提取总ＲＮＡ，应用ｋｉｔＲＮＡ
纯化总ＲＮＡ。使用ＮａｎｏＤｒｏｐ测定ＲＮＡ在分光光度
计２６０ ｎｍ、２８０ ｎｍ和２３０ ｎｍ的吸收值，计算浓度并
评估纯度。另外，进行变性琼脂糖凝胶电泳，紫外
透射光下观察并拍摄，以检测ＲＮＡ纯度及完整性。
ＲＮＡ的标记及芯片杂交：采用ｍｉＲＣＵＲＹＴＭＡｒｒａｙ
Ｐｏｗｅｒ标记酶将Ｈｙ３ＴＭ荧光基团标记ＲＮＡ，得到用
于与芯片杂交的荧光探针。在标准条件下使用
ＰｈａｌａｎｘＴＭ的热收缩杂交袋将标记好的探针和ｍｉＲ
ＣＵＲＹＴＭ芯片进行杂交。采用ＡｘｏｎＧｅｎｅＰｉｘ扫描
芯片的荧光强度，使用ＧｅｎｅＰｉｘ ｐｒｏ进行ＢＭＰ９，
ＴＧＦβ１含量数据分析及统计处理。
１ ６　 统计学方法

采用ＳＰＳＳ １７ ０统计软件进行统计学分析，
ＢＭＰ９和ＴＧＦβ１作为计量资料，采用ｔ检验，以
Ｐ ＜０ ０５为差异有统计学意义。
"

　 结果
ＢＭＰ９对照组和中药组中ＢＭＰ９基因表达明

显增加，与模型组相比有显著差异（ｔ ＝ １２ ７４０，Ｐ ＝
０ ０００；ｔ ＝３ ９４７，Ｐ ＝０ ００９），ＢＭＰ９对照组与中药
组ＢＭＰ９基因表达相比有显著差异（ｔ ＝ ３４７９，Ｐ ＝
０ ０３）；ＴＧＦβ１对照组和中药组中ＴＧＦβ１基因表
达明显增高，与模型组相比有极显著差异（ｔ ＝
７ ０２４，Ｐ ＝０ ０００；ｔ ＝ ８ １９３，Ｐ ＝ ０ ００９），ＴＧＦβ１对
照组与中药组相比，ＴＧＦβ１基因表达无明显差异
（ｔ ＝０ ２４０，Ｐ ＝０ ８１３），ＢＭＰ９和ＴＧＦβ１表达变化

欢迎浏览环球中医药杂志网站www.hqzyy.com   编辑部电话：010-65269860



环球中医药２０１３年７月第６卷第７期　 Ｇｌｏｂａｌ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｊｕｌｙ ２０１３，Ｖｏｌ ６，Ｎｏ ７ ４８７　　

呈显著正相关（ｒ ＝０ ９５１，Ｐ≤０ ０００），见表１。
表１　 ＢＭＰ９和ＴＧＦβ１在糖尿病足
溃疡组织表达（ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ２０）

组　 别 ＢＭＰ９（μｇ! Ｌ） ＴＧＦβ１（μｇ! Ｌ）
模型组 ８３ ２６８ ± １２ ３６ａ ６９８ ３２ ± ７５ １２ａ

ＢＭＰ９对照组 ２０６ ３３ ± ４５ ３２ｂ —
ＴＧＦβ１对照组 — １３２６ ４５ ± ４０１ ３９ｃ

中药组 １５３ ０２ ± ３３ ６８ １２８３ ９９ ± ３１２ ９４

注：与ＢＭＰ９ 、ＴＧＦβ１对照组和中药组比较ａＰ ＜ ０ ０１；与中药组比
较ｂＰ ＜ ０ ０５，ｃＰ ＞ ０ ０５

#

　 讨论
本研究中消毒愈肌膏是以《外科正宗》生肌玉

红膏为主方，加上黄连，黄柏，其功用具有解毒消
肿、生肌止痛。诸多研究报道表明ＴＧＦβ１在糖尿
病创面愈合过程中的具有积极作用，在组织修复病
理过程中具有调节血管和成纤维细胞增生、间质蛋
白合成等作用，同时可以中和抗体的应用大大减少
了纤维细胞介质对皮肤成纤维细胞增殖、迁移和胶
原收缩的影响［４６］。另一方面，ＴＧＦβ１可抑制ＮＯ ／
ｃＧＭＰ信号以确保其对皮肤成纤维细胞胶原生产的
刺激作用，在一定程度上不仅利于创面愈合，而且
对于组织疤痕的形成有一定的抑制作用［７９］。本研
究经过对各组实验数据的分析发现，ＴＧＦβ１对照组
和中药组ＴＧＦβ１基因表达明显增高，与模型组相
比有显著差异（Ｐ ＜ ０ ０１），证明消毒愈肌膏能显著
调控ＴＧＦβ１表达水平，间接刺激组织细胞的分裂
增殖，以利于创伤修复。

近几年研究发现，ＢＭＰ９可诱导骨骼肌源性干
细胞的成骨分化，骨骼肌源性干细胞存在于骨骼肌
中，它是一种具有分化为肌细胞等多种细胞系能力
的细胞［１０１２］。ＢＭＰ９对照组和中药组ＢＭＰ９基因
明显增加，与模型组相比有极显著差异（Ｐ ＜ ０ ０１），
ＢＭＰ９对照组与中药组ＢＭＰ９基因相比有显著差
异（Ｐ ＜ ０ ０５）证明消毒愈肌膏能显著调控ＢＭＰ９
表达水平，间接刺激肌组织细胞的分裂增殖，以利
于创伤修复。

在消毒愈肌膏干预下，基因表达发生积极的
变化，对糖尿病足溃疡组织愈合提供生物基础。
但消毒愈肌膏成分复杂、途径繁多、靶点多样的

特点，基因的变化受到多种因素的影响，这些基
因是始动因素还是下游产物，就基因谱表达本身
尚难定论，需要在后续的研究中进一步的验证和
探讨。
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