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大鼠压疮局部不同温度治疗对 PI3K/
Akt/GSK3β 信号通路的影响 *
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摘要 ：目的  探讨不同局部温度对大鼠压疮 PI3K/Akt/GSK3β 通路的影响，为压疮的临床治疗提供基础实验

依据。方法  用缺血再灌注（IRI）法复制大鼠压疮模型。将 40 例无特定病原体级（SPF）健康成年雄性 SD 大鼠随

机分为 4 组 ：假手术组（Sham 组）、常温 IRI 组（NTI）、低温 IRI 组（LTI）和高温 IRI 组（HTI）。HE 染色观

察骨骼肌病理变化 ；Western blot 检测 Akt、GSK3β 的磷酸化情况 ；免疫荧光观察 p-Akt、p-GSK3β 的表

达情况。TUNEL 检测大鼠压疮组织细胞凋亡情况。结果  与常温 IRI 组比较，高温 IRI 组的骨骼肌细胞病理损

伤加重，凋亡细胞增加，Western blot 和免疫荧光结果显示 Akt 和 GSK3β 的磷酸化水平均降低（P  <0.05）；

而低温 IRI 组骨骼肌细胞病理损伤减轻，Western blot 和免疫荧光结果显示 Akt 和 GSK3β 的磷酸化水平均上升

（P <0.05）。结论  局部高温能抑制 Akt 和 GSK3β 的磷酸化水平而加重大鼠压疮损伤，局部低温能提高 Akt 和

GSK3β 的磷酸化水平减轻大鼠压疮损伤。
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Effect of different local temperature on PI3K/Akt/GSK3β pathway 
in rat model of pressure ulcer*

Qing Wang, Yan-ping Bai, Feng-mei Xing, Feng-lan Wang, Xiao-li Zhang
(College of Nursing and Rehabilitation, North China University of Technology,  

Tangshan, Hebei 063000, China)

Abstract: Objectives To investigate the effect of different local temperature on PI3K/Akt/GSK3β pathway 
in rat model of pressure ulcer.  Methods  The rat model of pressure ulcer was established by ischemia reperfusion 
(IR) method. 40 SD rats of SPF grade were divided into Sham group, NTI group, HTI group and LTI group. 
HE staining was performed to observe pathologies of skeletal muscle. Western blot analysis was utilized to 
determine the phosphorylation of Akt and GSK3β. Expression levels of p-Akt and p-GSK3β were determined 
by Immunofluorescence; TUNEL staining was performed to identify apoptosis rate of skeletal muscle.  Results  
Morphological abnormalities of skeletal muscle, apoptosis rate increased while phosphorylation level of Akt and 
GSK3β decreased in HTI group when compared with NTI group (P < 0.05). In contrast, low temperature can restrain 
the skeletal muscle cell damage and apoptosis, and increased the phosphorylation of Akt and GSK3β when compared 
with NTI group (P < 0.05).  Conclusions  Local hypothermia can enhance recovery of pressure ulcer injury by 
increasing the phosphorylation of Akt and GSK3β, and this can provide experimental evidence for clinical usage of 
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压疮又称压力性溃疡，常见于老年患者及长期卧

床患者，是临床上困扰医护人员的难题之一。压疮的

发生会增加患者痛苦，拖延治疗进程，甚至会继发感

染致全身衰竭而危及患者的生命 [1]。因此，探索压疮防

治的有效方法是国内外医学领域的热点。目前，关于

临床压疮防治中局部温度如何干预，日益引起人们的重

视。对压疮防治的传统做法，多采用局部热疗，但近年

有研究显示 [2]，局部温度升高可能会加重压疮损伤，

而降低局部温度对压疮的治疗具有良好效果。在压疮

的防治过程中，究竟采用哪种温度更有效，尚未形成

定论。当前，缺血 / 再灌注损伤已成为压疮形成的最

重要机制 [3]。有研究表明 [4]，肌肉组织细胞凋亡是压

疮的发生、发展过程中的关键因素，而磷脂酰肌醇 3-

激酶（phosphatidylinositol-3-OH kinase，PI3K）/ 蛋白

激酶 B（protein kinase B，Akt）/ 糖原合成酶激酶 3β

（glycogen synthase kinase 3β，GSK3β）通路是调控细

胞增殖、分化、凋亡的重要途径，在压疮缺血再灌注

损伤中起保护作用。本实验通过在大鼠压疮局部分别

实施高温、低温干预，观察 PI3K/Akt/GSK3β 信号通路

的表达情况，探讨不同局部温度对压疮的治疗效果，

为压疮的临床防治提供实验依据。

1    材料与方法

1.1    材料

1.1.1    动物    体重 250 ～ 300 g 的 SPF 级雄性健康成

年 SD 大鼠 40 只，由华北理工大学实验动物中心提供。

在恒温（18 ～ 24℃）、恒湿（45% ～ 50%）、明暗交

替各 12 h 的条件下饲养。

1.1.2    主要试剂和仪器    兔源 Akt、p-Akt 单克隆抗体，

兔源 GSK3β、p-GSK3β 单克隆抗体及兔源 β-actin

单 克 隆 抗 体（ 购 自 美 国 Cell Signaling Technology）；

FITC 荧 光 素 标 记 羊 抗 兔 IgG（H+L）（ 美 国 KPL 公

司）。TUNEL 试剂盒（美国 Chemicon 公司），电泳仪

及电转仪（北京六一仪器厂），酶标仪（美国 Thermo 

Scientific 公司），压疮装置（唐山鼓风机器械制造厂），

自制恒温箱。

1.2    方法

1.2.1    动物造模装置    ①大鼠压疮装置。根据姜丽萍、

蔡福满等 [5] 的方法设计压疮装置。该装置主要结构为

固定支架、施压柱（其头端为圆形底面，半径为 0.5 cm）

和泡沫板。在造模过程中大鼠受压的部位和压强需保

持不变，已知施压柱头端底面面积一定，通过在上端增

减砝码便能达到受压部位所需压强 ；②恒温箱。该装

置主要由泡沫箱、温度计构成，泡沫箱顶端设置通风孔，

可使箱内空气和外界空气相通（见图 1）。通过预先在

泡沫箱内放入冰袋或热水袋来调节箱内温度，使其达

到预期温度 Δt。对大鼠进行温度干预时，将其受压部

位放入箱内，可根据温度计的变化随时打开通风孔对

箱内温度进行微调，将箱内温度保持在 Δt±1℃。

1.2.2    大鼠压疮模型的复制    按照蔡福满等 [5] 的方法

复制大鼠压疮缺血再灌注损伤模型。用腹腔注射 10%

水合氯醛（0.3 ml/100 g）麻醉大鼠，侧卧位固定，将两

侧大腿股薄肌处的毛剪去，暴露皮肤，在该部位施加

170 mmHg（22.47 kPa）的压力。造模需要进行 5 个循环，

每个循环包括施压 2 h，放松 0.5 h。造模过程中，将试

验环境温度保持在 22℃，期间要保证大鼠的麻醉状

态，按需补充麻药。

1.2.3    实验分组及处理方法    将 40 只 SPF 级成年雄

性 SD 大鼠随机分为假手术组（Sham 组）、常温 IRI 组

（NTI）、低温 IRI 组（LTI）和高温 IRI 组（HTI）4 组，

每组各 10 只，处理方法如下 ：① Sham 组（10 只）：

只麻醉，不处理 ；② NTI 组（10 只）：麻醉后，在常温

（22℃）下施加 5 个缺血再灌注循环 ；③ LTI 组（10

例）：将常温 22℃设为 Δt，干预温度 =Δt-10℃ = 

12℃。大鼠麻醉后施加 5 个缺血再灌注循环，每个循

环的缺血阶段（1 h）在 22℃下实施，再灌注阶段

（0.5 h）需将其受压部位放入温度设为 12℃的恒温箱

hypothermia for treatment of pressure ulcer.
Keywords:  temperature; pressure ulcer; ischemia reperfusion injury; PI3K / Akt / GSK3β pathway

图 1    造模示意图
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组别 p-Akt/Akt p-GSK3β/GSK3β

Sham 组 1.31±0.08 1.45±0.14

NTI 组 0.64±0.121） 0.68±0.091）

HTI 组 0.49±0.171）2） 0.53±0.131）2）

LTI 组 0.78±0.141）2） 0.83±0.151）2）

F 值 57.642 49.306

P 值 0.0165 0.0237

注：1）与 Sham 组比较，P <0.05；2）与 NTI 组比较，P <0.05

表 1    各组肌肉组织 Akt 及 GSK3β 磷酸化水平 

（n =5，x±s）

隙较小，骨骼肌横纹清晰，无炎症细胞浸润 ；NTI 组肌

纤维排列紊乱，间质增宽，出现断裂、溶解，亦有炎症

细胞浸润；HTI 组较 NTI 组损伤严重，大量肌纤维溶解、

断裂，空泡变性，炎症细胞浸润增多 ；LTI 组较 NTI 组

损伤减轻，肌纤维排列较整齐，发生的断裂、溶解较少，

炎症细胞浸润亦较少（见图 2）。

中 ；④ HTI 组（10 只）：将常温设为 Δt，干预温度 = 

Δt+10℃ =32℃。大鼠麻醉后施加 5 个缺血再灌注循

环，每个循环的缺血阶段（1 h）在 22℃下实施，再灌

注阶段（0.5 h）需将其受压部位放入温度设为 32℃的

恒温箱中 ；本实验中的温度设置参考 BERNARD 等 [6]

的实验方法，但在其基础上做了些许变动。

1.2.4    检测方法    在实验终点于冰上切取各组大鼠受

压中心部位肌肉组织，用 4℃生理盐水洗去血液，用

滤纸吸干水分，切取大小为 0.5 cm×0.5 cm×0.5 cm

的组织放在４% 多聚甲醛中固定，用于制备常规石蜡

切片，进行组织形态学观察、细胞凋亡的检测以及免疫

荧光检测 ；另取 500 mg 组织放在 -80℃冰箱冷冻保

存备用，用于 Western blot 检测。① HE 染色检测大

鼠骨骼肌的病理变化。取适量肌肉组织，用４% 多聚

甲醛固定，梯度乙醇脱水，常规石蜡包埋，切片。烤

片，脱蜡，苏木素、伊红染色，中性树胶封片。镜下观

察并采集图像 ；② Western blot 检测大鼠骨骼肌 Akt、

p-Akt 和 GSK3β、p-GSK3β 蛋白的表达水平。取适

量肌肉组织提蛋白，分装、加热变性。制备 SDS-PAGE

凝胶，蛋白上样，电泳，转膜，用 5% 脱脂牛奶封闭。加

一抗，4 ℃过夜。次日用 TBST 洗膜后加入二抗，37℃

孵育 1~2 h。用 TBST 再次洗膜，显色，用 Image J 软

件分析各组蛋白条带灰度值 ；③ TUNEL 检测大鼠骨

骼肌细胞的凋亡情况。取适量肌肉组织，用 4% 多聚甲

醛固定，梯度乙醇脱水，常规石蜡包埋，切片。烤片，

脱蜡后，按照试剂盒说明书进行操作，中性树胶封片。

光镜下观察染色结果并拍照计数，其阳性表现为细胞

核固缩成棕褐色；④免疫荧光检测大鼠骨骼肌的 p-Akt

与 p-GSK3β 表达水平。取适量肌肉组织，用 4% 多聚

甲醛固定，梯度乙醇脱水，常规石蜡包埋，切片。烤片，

脱蜡，柠檬酸钠热修复，加 3% H2O2 灭活内源性酶，

血清封闭，加一抗，4℃湿盒过夜。次日加荧光素标记

二抗，37℃暗湿盒 0.5 h，DAPI 染核，甘油磷酸缓冲液

封片，在荧光显微镜下观察。

1.3    统计学方法

数据分析采用 SPSS 17.0 统计软件，计量资料以均

数 ± 标准差（x±s）表示，采用单因素方差分析，用

LSD-t 法进行两两比较，P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    HE 染色结果

HE 染色结果显示，Sham 组肌纤维排列紧密，间

图 2    各组骨骼肌病理变化     （HE×200）

                        Sham 组                                     NTI 组

                          HTI 组                                        LTI 组

2.2    各组肌肉组织 Akt、Gsk3β 的磷酸化水平

与 Sham 组 比 较，NTI 组 Akt、GSK3β 的 磷 酸

化 水平下降（P <0.05）；与 NTI 组比较，HTI 组的磷

酸化水平进一步降低（P <0.05），而 LTI 组有所上升

（P <0.05）。见表 1 和图 3。

2.3    免疫荧光结果

免疫荧光结果显示，Sham 组可见大量 p-Akt 和 p- 

GSK3β 的荧光表达（主要集中在细胞膜和细胞质中），

NTI 组这两种因子的表达量均下降。与 NTI 组比较，

HTI 组两者的荧光表达量进一步下降，而在 LTI 组表

达有所增加（见图 4、5）。
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Akt

p-Akt

p-GSK3β

GSK3β

β-actin

Sham 组    NTI 组      HTI 组   LTI 组

A

C

Sham 组     NTI 组       HTI 组      LTI 组
p-

p-
G

SK
3β

/G
SK

3β

A ：p-Akt、Akt、p-GSK3β、GSK3β 的蛋白表达 ；B、C ：p-Akt/Akt、p-GSK3β/GSK3β 的柱形图。1）与 Sham 组比较，P <0.05 ；2）

与 NTI 组比较，P <0.05

图 3    各组肌肉组织总的 Akt、GSK3β 及其磷酸化水平

B

Sham 组    NTI 组      HTI 组   LTI 组

p-
A

kt
/ A

kt

组别 VEGF/β-actin F 值 P 值

Sham 组 1.02±1.37 52.314 0.0312

NTI 组 97.42±12.041）

HTI 组 112.58±16.172）

LTI 组 86.39±21.132）

注：1） 与 Sham 组 比 较，P  <0.05；2） 与 NTI 组 比 较，P  < 

0.05

表 2    TUNEL 检测各组肌肉组织凋亡细胞数量 

（n =5，x±s）

图 4    各组肌肉组织 p-Akt 的表达    （免疫荧光 ×200）

Sham 组

NTI 组

HTI 组

LTI 组

p-Akt DAPI Merge

1.5

1.0

0.5

0

1）
1）2）

1）2） 1）2）

1）2）
1）

2.0

1.5

1.0

0.5

0
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图 6    各组骨骼肌细胞凋亡情况    （TUNEL×200）

                        Sham 组                                           NTI 组

                        HTI 组                                              LTI 组

3    讨论

压疮的形成是多种因素共同作用的结果，而缺血

再灌注损伤被认为是压疮形成最主要的机制 [3]。研究

表明，与皮肤组织比较，肌肉组织由于存在更丰富的

血管对缺血再灌注损伤更为敏感，因而深部组织损伤

（DTI）在压疮发展中起关键作用。因此本实验在研究

压疮损伤时以肌肉组织为中心。研究发现 [4]，压疮的

发生与肌细胞凋亡密切相关，肌肉组织因受缺血缺氧

等刺激而诱发骨骼肌细胞凋亡，是压疮病理发展的根

源。PI3K/Akt/GSK3β 通路是介导凋亡发生的重要途

径，在压疮形成进展中起保护作用。

过去在临床防治压疮中多应用热疗，认为受压部

位温度升高可促进局部血液循环，提高细胞功能从而

减少组织损伤 [7]。护理教材中也曾写到 [8] ：Ⅱ期压疮

应以红外线照射疮面，Ⅲ期压疮用鹅颈灯照射。但近

年有研究报导 [2] ：受压区域温度升高会增加局部组织的

代谢需氧量，进而增加压疮的发生率。相反，降低温度

可通过减少局部组织代谢需氧量，抑制损伤后炎症因子

扩散和中性粒细胞浸润等来减轻缺血再灌注损伤 [6]。

近年来，临床上陆续有研究显示 [9-11]，在防治压疮时设

图 5    各组肌肉组织 p-GSK3β 的表达    （免疫荧光 ×200） 

Sham 组

NTI 组

HTI 组

LTI 组

p-GSK3β DAPI Merge

2.4    TUNEL 染色结果

TUNEL 染色结果显示，Sham 组阳性染色细胞核

仅有少数，NTI 组阳性细胞核数增加。与 NTI 组比较，

凋亡细胞数在 HTI 组进一步增加，而在 LTI 组有所减

少（见表 4 和图 6）。
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程中，可能不宜使用热干预方法，使用冷干预可能会有

良好效果。
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法降低局部温度具有良好效果。目前相关压疮温度干

预的研究大多是临床方面的研究，鲜有通过基础实验

获得的理论支持。

本实验 HE 和 TUNEL 结果显示，NTI 组骨骼肌严

重损伤，出现大量凋亡细胞，说明造模成功。而 LTI 组

与 NTI 组相比骨骼肌损伤有所减轻，凋亡细胞减少，

说明局部温度降低可减轻压疮缺血再灌注损伤，这与

BERNARD 等 [6] 的研究结果一致。HTI 组与 NTI 组相

比损伤加重，凋亡细胞增多，说明升高局部温度会加

重压疮组织的损伤。

PI3K/Akt/GSK3β 信号通路作为细胞内重要的生

命传导通路，参与多项细胞生理活动，并介导多种外

界刺激信号诱导细胞存活、生长、分化及凋亡等过程，

它的激活表现为相关靶点的磷酸化，磷酸化水平越高，

发挥的抗细胞凋亡作用越强，对缺血灌注损伤的保护

作用就越强 [12]。PI3K 由磷脂酰肌醇的肌醇环上的碳

原子磷酸化形成，是细胞内重要转导信号分子之一。

PI3K 激活后与下游的直接靶点 Akt 发生相互作用，使

其被激活并产生磷酸化，而磷酸化 Akt 具有促细胞生

存、抗细胞调亡的作用 [13]。GSK3β 是 Akt 下游的一

种活性激酶，可引起线粒体膜通透性转换孔开放，使

线粒体出现功能障碍加剧细胞损伤 ；促进 Caspase-3

激活以及细胞色素 C 释放，诱导细胞凋亡。磷酸化 Akt

可促进 GSK3β 产生磷酸化，使其生物活性显著降低，

即磷酸化 GSK3β 的是非活性状态，可减少线粒体通透

性转换孔的开放，抑制 Caspase-3 激活以及细胞色素

C 释放，从而抑制凋亡，减轻细胞损伤 [14]。

Western blot 和免疫荧光结果显示，和 Sham 组比

较，NTI 组 Akt 和 GSK3β 的磷酸化水平降低，说明压

疮损 伤 可 通 过 抑 制 PI3K/Akt/GSK3β 通 路 中 Akt 和

GSK3β 的磷酸化水平而引起骨骼肌细胞损伤和凋亡；

局部经高温干预后，压疮组织中这两种因子的磷酸化

水平在 NTI 组的基础上进一步下降，组织损伤程度加

重 ；经低温干预后，局部组织中 Akt 和 GSK3β 的磷酸

化水平较 NTI 组有所上升，细胞损伤和凋亡和凋亡也有

所减轻。

综 上 所 述， 局 部 高 温 可 能 通 过 抑 制 PI3K/Akt/

GSK3β 通路中 Akt 和 GSK3β 的磷酸化水平而促进

细胞凋亡的发生，进而加重大鼠压疮损伤 ；与之相反，

局部低温可能通过提高 Akt 和 GSK3β 的磷酸化水平

而减轻大鼠压疮损伤。因此，在对压疮的临床防治过
（王荣兵  编辑）


