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牡蛎酶解液对2型糖尿病小鼠皮肤软组织
创伤愈合修复的作用及其机制研究*
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摘要：目的 探究牡蛎酶解液对2型糖尿病小鼠皮肤软组织创伤愈合修复的作用，并分析相关机制。方法

将50只成功复制的2型糖尿病皮肤软组织创伤小鼠随机分为模型对照组、阳性对照组，以及牡蛎酶解液低、中、

高剂量组，每组10只，其中牡蛎酶解液低、中、高剂量组小鼠于模型复制成功后次日分别给予0.25 g/10（g·d）、

0.50 g/10（g·d）、1.00 g/10（g·d）牡蛎酶解液灌胃处理；模型对照组、阳性对照组同时间分别给予等量生理盐水、

初元Ⅰ型产品0.1 mL/10（g·d）灌胃处理。分别于术后第3天、7天、14天观察小鼠创面并计算创面愈合率；苏木

精-伊红（HE）染色观察模型复制后第14天小鼠创面组织病理变化；酶联免疫吸附试验（ELISA）检测创面组织白

细胞介素6 （IL-6）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）水平；Western blotting 检测创面组织基质细胞衍生因子-1

（SDF-1）、趋化因子受体4（CXCR4）蛋白的表达。结果 牡蛎酶解液低、中、高剂量组、阳性对照组和模型对

照组小鼠术后3 d、7 d、14 d的创面愈合率比较，采用重复测量设计的方差分析，结果：①不同时间点小鼠创面愈

合率有差异（F =12.978，P =0.000）；②5组小鼠创面愈合率有差异（F =16.836，P =0.000）；③5组小鼠创面愈合率

变化趋势有差异（F =22.128，P =0.000）。HE染色结果显示，与模型对照组比较，术后第3天、7天、14天，牡蛎酶

解液低、中、高剂量组小鼠新生肉芽组织，毛囊、汗腺细胞和导管增生均较多。与模型对照组比较，牡蛎酶解液

低、中、高剂量组小鼠创面愈合率、创面组织SDF-1、CXCR-4蛋白相对表达量升高（P <0.05），炎症因子IL-6、

TNF-α水平降低（P <0.05），呈剂量依赖性。结论 牡蛎酶解液能促进2型糖尿病小鼠皮肤软组织创伤愈合修复，

可能是通过激活SDF-1/CXCR-4通路进而抑制创面组织炎症反应来实现的。
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Abstract: Objective To explore the effects of oyster hydrolysate on the healing of skin and soft tissue

injuries in type 2 diabetic mice and to analyze the underlying mechanisms. Methods A total of 50 type 2 diabetic

mice with skin and soft tissue injuries were randomly divided into 5 groups, including model control group, positive

control group and low- , medium- and high-dose oyster hydrolysate groups, with 10 mice in each group. Mice in

low-, medium- and high-dose oyster hydrolysate groups were given 0.25 g/ 10 (g·d), 0.50 g/10 (g·d), and 1.00 g/ 10
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(g·d) of oyster hydrolysate by gavage on the next day after establishing the models, while the mice in the model

control group and the positive control group were given the same amount of normal saline and 0.1 mL / 10 (g·d) of

Chueun Composite Peptide Nutritional Diet I by gavage on the same day. The wounds on mice were observed and

the wound area was calculated on the 3rd, 7th and 14th day after administration. Hematoxylin and eosin (HE)

staining was used to observe the histopathological changes of the wound tissues on the 14th day after establishing the

models. The levels of interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor-α (TNF-α) were detected by enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA). The protein expressions of stromal cell-derived factor-1 (SDF-1) and chemokine

receptor 4 (CXCR4) in wound tissues were detected by Western blotting. Results The rate of wound healing in all

the groups on the 3rd, 7th and 14th day after establishing the models were compared via repeated measures analysis

of variance, and the results exhibited that the rate of wound healing was different among the time points (F = 12.978,

P = 0.000) and among the groups (F = 16.836, P = 0.000), and that the change trend of the rate of wound healing

was also different among the groups (F = 22.128, P = 0.000). The HE staining showed that the frequency of newly

formed granulation tissues, hair follicles, sweat gland cells and ductal proliferation on the 3rd, 7th and 14th day after

establishing the models was higher in the low-, medium- and high-dose oyster hydrolysate groups relative to that in

the model control group. Compared with the model control group, the wound healing rate and the protein

expressions of SDF-1 and CXCR-4 were higher, yet the levels of IL-6 and TNF-α were lower in the low-, medium-

and high-dose oyster hydrolysate groups in a dose-dependent manner (P < 0.05). Conclusions The oyster

hydrolysate can accelerate the healing of skin and soft tissue injuries in type 2 diabetic mice, which may be achieved

by activating the SDF-1/CXCR-4 pathway and inhibiting inflammatory responses in wound tissues.

Keywords: type 2 diabetes mellitus; skin and soft tissue injuries; oyster hydrolysate; healing; mice

2型糖尿病是临床常见内分泌系统疾病，90%

糖尿病为该类型。随着我国人口老龄化进程加剧，

其发病率呈逐年上升趋势[1]。糖尿病创伤愈合障碍

是2型糖尿病患者严重并发症之一，通常由微小组

织创伤引发炎症所导致。有数据显示，约20% 2型

糖尿病患者会出现非治愈性糖尿病足溃疡，严重

情况下诱发感染、坏疽甚至截肢，给患者心理及

生理健康带来严重影响[2]。目前，临床仍缺乏安全、

有效、能促进2型糖尿病患者组织损伤修复的治疗

方法。因此探究安全有效的药物促进2型糖尿病患

者组织损伤修复是临床亟待解决的问题之一[3]。

皮肤创伤主要采用自体皮肤移植、缝合及使

用抗生素治疗，但易造成增生性瘢痕。采用酶水

解方式从蛋白质中获得的部分活性肽在皮肤组织

创伤愈合方面具有较高应用价值。牡蛎是一种营

养丰富、含有多种蛋白质的海洋生物资源之一，

具有抗氧化、抑菌等功能[4]。既往研究显示，牡蛎

酶解产物对皮肤软组织创伤愈合具有促进作用，

但具体机制尚未明确[5]。刘好[6]研究显示，基质细

胞衍生因子1（stromal cell derived factor 1, SDF-1）/趋

化因子受体4（chemokine receptor 4, CXCR-4）通路活

化对糖尿病小鼠皮肤创伤修复具有一定的促进作

用。目前有关牡蛎酶解产物对2型糖尿病皮肤组织

创伤愈合的作用及其机制研究少见报道，因此本

研究探究其对2型糖尿病皮肤软组织创伤愈合修复

的作用，并分析其对 SDF-1/CXCR-4 通路的影响，

以期为临床开发促进2型糖尿病组织损伤修复的药

物提供一定理论依据。

1 材料与方法

1.1 动物来源

50 只无特定病原体级 4 周龄雄性小鼠，体重

20～30 g，平均（25±5）g，购自北京唯尚立德生物

科技有限公司，实验动物生产许可证号：SCXK

（京）2016-0009，实验动物使用许可证号：SYXK

（京）2021-0257。

1.2 主要试剂与仪器

1.2.1 主要试剂 牡蛎肉（兰州沃特莱斯生物科技

有限公司），初元Ⅰ型产品（主要含小麦低聚肽、海

洋鱼皮胶原低聚肽），规格：100 mL/瓶，购自江西省

江中药业股份有限公司，动物蛋白酶（规格：3万u/g，

河北省定州百克赛斯生物科技有限公司），链脲菌

素（Streptozocin, STZ）（上海雅吉生物科技有限公

司），苏木精-伊红（hematoxylin-eosin, HE）染色试剂

盒（上海信帆生物科技有限公司），白细胞介素 6

（Interleukin-6, IL-6）、肿 瘤 坏 死 因 子 α（tumor

necrosis factor- α, TNF- α）酶 联 免 疫 吸 附 试 验
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（enzyme linked immunosorbent assay, ELISA）试 剂 盒

（江西艾博因生物科技有限公司），兔抗鼠 SDF-1、

CXCR4 及 β-actin 多克隆抗体、山羊抗兔 HRP 二抗

（杭州昊鑫生物科技股份有限公司）。

1.2.2 主要仪器 Optima™ XPN超速离心机（苏州

贝克曼库尔特生物科技有限公司），M1324R型高速

冷冻离心机（深圳市瑞沃德生命科技有限公司），

JXDG型冷冻干燥机（上海净信实业发展有限公司）。

1.3 方法

1.3.1 牡蛎酶解物制备 将牡蛎肉清洗、沥干，打

浆，调至 pH 7.0，加 1 000 u/g 动物蛋白酶，酶解 5 h，

沸水浴灭活10 min，冷却，8 000 r/min离心20 min，取

上清液浓缩，浓缩后冷冻干燥备用。

1.3.2 模型复制及分组 50 只小鼠适应性饲养

1周，禁食、不禁水12 h，用pH 4.8柠檬酸缓冲液稀释

STZ并配制成浓度为1%的溶液（避光、现用现配），

将小鼠称重后按30 mg/kg剂量一次性腹腔注射STZ，

注射结束后禁食 24 h 但给予饮用 5% 蔗糖水溶液，

随后给予自由饮食、饮水。注射后3～7 d抽取小鼠

尾静脉血检测血糖，随机血糖≥ 16.7 mmol/L，即符合2

型糖尿病诊断标准，可用于后续实验。将2型糖尿

病模型小鼠用10%水合氯醛腹腔麻醉后背部剃毛、

消毒，使用皮肤活检针在小鼠背部剪去大小约 1

cm×1 cm 的方形切口，充分分离皮肤、皮下组织及

肌纤维膜组织，复制2型糖尿病小鼠皮肤软组织创

伤模型，术后注射青链霉素合剂，预防伤口感染。

将模型小鼠随机分为5组，模型对照组，以及牡蛎酶

解液低、中、高剂量组、阳性对照组，每组10只。其

中牡蛎酶解液低、中、高剂量组小鼠于模型复制成

功次日分别给予 0.25 g/（10 g·d）、0.5 g/（10 g·d）、

1.0 g/（10 g·d）牡蛎酶解液灌胃处理[5]，1 次/d，连续

14 d，模型对照组同时间给予等量生理盐水灌胃处

理；阳性对照组同时间给予初元Ⅰ型产品0.1 mL/（10

g·d）灌胃处理。

1.3.3 创面面积、创面愈合率测定 分别于术后第

3天、7天、14天观察小鼠创面愈合情况，拍照并计算

创面面积、创面愈合率。创面愈合率=（初始创面面

积-当日创面面积）/初始创面面积×100%。

1.3.4 创面组织标本采集 各组小鼠分别于术后

第14天后，以10%水合氯醛腹腔麻醉并处死，迅速

提取背部创面组织标本，取材大小为1.5 cm×1.5 cm，

厚度< 0.5 cm。

1.3.5 HE染色观察创面组织病理变化 分别取各

组5只小鼠创面组织标本以4%多聚甲醛固定，乙

醇脱水、透明、石蜡包埋过夜，连续切片厚约

6 μm，脱蜡、水化，进行苏木精-伊红（hematoxy‐

lin-eosin, HE）染色，以中性树胶封片，光学显微镜

下观察组织病理变化，并拍照。

1.3.6 ELISA法检测创面组织炎症因子 分别取各

组5只小鼠创面组织标本，制备组织匀浆，3 000 r/min

离心10 min，取上清液，严格按照各ELISA试剂盒说

明书进行操作，检测创面组织炎症因子IL-6、TNF-α
水平。

1.3.7 Western blotting 检 测 创 面 组 织 SDF-1/

CXCR-4通路蛋白的表达 分别取各组小鼠创面组

织标本，制备组织匀浆并提取总蛋白并检测浓度及

纯度，电泳、转膜、5%脱脂奶粉室温封闭2 h，分别加

入一抗SDF-1（1∶500）、CXCR-4（1∶1 500）、内参 β-
actin（1∶500），次日加入HRP标记山羊抗兔二抗（1∶

1 000），室温孵育2 h，显色、显影、定影，根据各蛋白

条带灰度值计算目的蛋白相对表达量。

1.4 统计学方法

数据分析采用 SPSS 20.0 统计软件。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，比较用单因素方差分

析或重复测量设计的方差分析，进一步两两比较

用SNK-q检验。P <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组小鼠创面形态变化

各组小鼠均未出现感染及死亡。模型复制成

功后第3天，各组小鼠创面均已结痂，伤口周围出

现红肿，无液体渗出，伤口收缩均不明显。模型

复制成功后第7天，各组创面结痂变硬，创伤周围

表面不平整，创缘皮肤收缩明显；其中，牡蛎酶

解液高剂量组及阳性对照组结痂厚度优于牡蛎酶

解液低剂量组、模型对照组，局部创面呈暗红色。

模型复制成功后第14天，模型对照组伤口结痂有

少量脱落，但瘢痕面积变化小，各给药组伤口明

显缩小，部分明显缩痂、脱痂；其中，牡蛎酶解

液高剂量组及阳性对照组呈现肉红色新生表皮，

瘢痕暗红。见图1。
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2.2 各组小鼠创面愈合率的变化

牡蛎酶解液低、中、高剂量组、阳性对照组和模

型对照组小鼠术后 3 d、7 d、14 d 的创面愈合率比

较，采用重复测量设计的方差分析，结果：①不同时

间点小鼠创面愈合率有差异（F =12.978，P =0.000）；

② 5 组 小 鼠 创 面 愈 合 率 有 差 异（F =16.836，P =

0.000）；③5组小鼠创面愈合率变化趋势有差异（F =

22.128，P =0.000）。见表1。

2.3 各组小鼠创面组织病理变化

HE染色结果显示，模型对照组小鼠创面组织

中汗腺细胞、新生血管及导管较少；牡蛎酶解液

低、中、高剂量组及阳性对照组小鼠创面组织中

有肉芽组织形成，毛囊、汗腺细胞和导管增生较

多，且排列整齐。见图2。

2.4 各组小鼠创面组织炎症因子水平比较

模型对照组、牡蛎酶解液低、中、高剂量组及阳

性对照组小鼠创面组织炎症因子 IL-6、TNF-α水平

比较，经方差分析，差异有统计学意义（F =29.518和

第0天 第3天 第7天 第14天

模型对照组

牡蛎酶解液低剂量组

牡蛎酶解液中剂量组

牡蛎酶解液高剂量组

阳性对照组

图1 各组小鼠创面形态变化

表1 各组小鼠不同时间点的创面愈合率比较 （n =10，%，x±s）

组别

模型对照组

牡蛎酶解液低剂量组

牡蛎酶解液中剂量组

牡蛎酶解液高剂量组

阳性对照组

术后3 d

12.23±0.1.83

15.16±2.28①

18.03±2.71①②

23.57±3.52①②③

24.60±3.69①②③

术后7 d

31.16±4.68

59.88±8.93①

71.52±10.73①②

85.67±12.86①②③

86.23±12.95①②③

术后14 d

55.55±8.36

78.96±11.85①

83.15±12.47①②

95.62±14.28①②③

96.81±15.53①②③

注 ：①与模型对照组比较，P <0.05；②与牡蛎酶解液低剂量组比较，P <0.05；③与牡蛎酶解液中剂量组比较，P <0.05。
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10.827，均P =0.000）。进一步两两比较结果：与模型

对照组比较，牡蛎酶解液低、中、高剂量组及阳性对

照组小鼠创面组织 IL-6、TNF-α降低（P <0.05）；牡

蛎酶解液低剂量组 IL-6、TNF-α高于中、高剂量组

（P <0.05），且牡蛎酶解液中剂量组 IL-6、TNF-α高

于高剂量组（P <0.05），呈剂量依赖性；牡蛎酶解液

高剂量组与阳性对照组 IL-6、TNF-α水平比较，差

异无统计学意义（P >0.05）。见表2。

2.5 各组小鼠创面组织SDF-1/CXCR-4通路蛋

白相对表达量比较

模型对照组、牡蛎酶解液低、中、高剂量组及阳

性对照组小鼠创面组织SDF-1、CXCR-4蛋白相对表

达量比较，经方差分析，差异有统计学意义（F =

46.863 和 78.137，均 P =0.000）。进一步两两比较结

果：与模型对照组比较，牡蛎酶解液低、中、高剂量

组及阳性对照组小鼠创面组织SDF-1、CXCR-4蛋白

相对表达量升高（P <0.05）；牡蛎酶解液低剂量组

SDF-1、CXCR-4蛋白相对表达量低于中、高剂量组

（P <0.05），且牡蛎酶解液中剂量组SDF-1、CXCR-4

蛋白相对表达量低于高剂量组（P <0.05），呈剂量依

赖性；高剂量组与阳性对照组SDF-1、CXCR-4蛋白

相对表达量比较，差异无统计学意义（P >0.05）。见

表3和图3。

3 讨论

2型糖尿病是一种内分泌代谢失常引起的系统

性慢性疾病，可引起全身多个系统损害，其中糖

尿病足溃疡及伤口愈合困难是糖尿病最常见的严

重并发症之一。有研究表明，由于机体微循环障

碍、抗感染能力降低、组织修复能力减弱等常导

致糖尿病患者伤口出现溃疡、感染、坏疽等，严

重情况下导致截肢甚至死亡[7-9]。因此探寻能有效

促进糖尿病患者伤口愈合的治疗手段具有重要临

床意义。创伤愈合是一个动态修复过程，包含急

性炎症期、细胞增殖期、组织重塑期3个阶段，而

2型糖尿病对上述各阶段均可产生破坏效应，从而

A B C

D E

A：模型对照组；B：牡蛎酶解液低剂量组；C：牡蛎酶解液中剂

量组；D：牡蛎酶解液高剂量组；E：阳性对照组。黑色箭头示汗腺细

胞；红色箭头示毛囊及新生血管。

图2 各组小鼠创面组织病理变化 （HE染色×200）

表2 各组小鼠创面组织炎症因子水平比较 （n =5，x±s）

组别

模型对照组

牡蛎酶解液低剂量组

牡蛎酶解液中剂量组

牡蛎酶解液高剂量组

阳性对照组

F 值

P 值

IL-6/（ng/L）

6.53±0.98

5.31±0.79①

4.06±0.61①②

2.87±0.43①②③

2.85±0.67①②③

29.518

0.000

TNF-α/（μg/L）
192.55±28.88

161.89±25.26①

140.06±20.06①②

122.57±18.38①②③

120.09±18.06①②③

10.827

0.000

注 ：①与模型对照组比较，P <0.05；②与牡蛎酶解液低剂量组

比较，P <0.05；③与牡蛎酶解液中剂量组比较，P <0.05。

13.5 kD

12 kD

42 kD

SDF-1

CXCR-4

β-actin

A B C D E

A：模型对照组；B：牡蛎酶解液低剂量组；C：牡蛎酶解液中剂

量组；D：牡蛎酶解液高剂量组；E：阳性对照组。

图3 各组小鼠创面组织SDF-1/CXCR-4通路蛋白的表达

表3 各组小鼠创面组织SDF-1/CXCR-4通路蛋白

相对表达量比较 （n =5，x±s）

组别

模型对照组

牡蛎酶解液低剂量组

牡蛎酶解液中剂量组

牡蛎酶解液高剂量组

阳性对照组

F 值

P 值

SDF-1蛋白

0.26±0.04

0.37±0.06①

0.53±0.08①②

0.83±0.13①②③

0.85±0.13①②③

46.863

0.000

CXCR-4蛋白

0.19±0.03

0.28±0.05①

0.45±0.08①②

0.98±0.15①②③

0.97±0.15①②③

78.137

0.000

注 ：①与模型对照组比较，P <0.05；②与牡蛎酶解液低剂量组

比较，P <0.05；③与牡蛎酶解液中剂量组比较，P <0.05。
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导 致 组 织 创 伤 修 复 能 力 受 损 及 组 织 愈 合 障 碍

等[10-11]。传统创伤愈合活性物质如生长因子、细胞

因子、免疫调节因子等都难以转化于临床促愈合

治疗中[12]。近年来，生物活性肽的研究引起研究人

员的青睐。有研究表明，其具有活性高、特异性

和稳定性强的特点，部分活性肽如牡蛎酶解活性

肽在皮肤组织创伤中具有较高的应用潜能[13]。杨发

明等[5]研究显示，牡蛎酶解产物能够促进小鼠皮肤

软组织创伤愈合，但具体机制尚未明确。

本研究复制2型糖尿病皮肤软组织创伤小鼠模

型，结果显示，与模型对照组比较，牡蛎酶解液低、

中、高剂量组小鼠创面愈合率升高，呈剂量依赖性。

说明牡蛎酶解液可能促进2型糖尿病皮肤软组织创

伤愈合。皮肤受伤后，组织中 M2 型巨噬细胞会立

即触发局部炎症反应，减慢组织愈合过程。本研究

结果显示，与模型对照组比较，牡蛎酶解液低、中、

高剂量组小鼠创面组织炎症因子 IL-6、TNF-α水平

降低，呈剂量依赖性，说明牡蛎酶解液可能减轻2型

糖尿病皮肤软组织创伤小鼠创面组织炎症反应，促

进创伤愈合修复。

SDF-1/CXCR-4 通路是一条信号转导通路 ，

SDF-1与其受体CXCR-4相互结合可促进细胞中炎

症因子如 IL-6、TNF-α等合成及分泌，促进炎症反

应[14-15]。刘好[6]研究显示，抑制CXCR-4表达可促进

糖尿病小鼠皮肤创伤修复。李东峻[16]研究显示，抑

制SDF-1/CXCR-4轴活化对银屑病皮损修复有一定

促进作用。本研究结果显示，与模型对照组比较，

牡蛎酶解液低、中、高剂量组小鼠创面组织SDF-1、

CXCR-4 蛋白相对表达量降低，呈剂量依赖性。说

明牡蛎酶解液可能通过抑制SDF-1/CXCR-4通路活

化来抑制炎症反应，进而促进2型糖尿病小鼠皮肤

软组织创伤愈合修复。

综上所述，牡蛎酶解液可促进2型糖尿病小鼠

皮肤软组织创伤愈合修复，其可能是通过抑制SDF-

1/CXCR-4 通路活化进而抑制炎症反应来实现的。

然 而 本 研 究 并 未 能 阐 明 牡 蛎 酶 解 液 对 SDF-1/

CXCR-4通路的具体调控作用，后期应、将进行深入

阐述。
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