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积雪草苷脂质体凝胶改善糖尿病足溃疡
大鼠氧化应激的机制研究

张勇1 周芸1 刘晓珂1 喻伟光1△

[摘要] 目的:探究积雪草苷脂质体凝胶通过Toll样受体4(TLR4)/核因子κB(NF-κB)通路对糖尿病

足溃疡(DFU)大鼠氧化应激的影响。方法:将大鼠随机分为对照组、模型组(复制糖尿病后钕铁硼磁铁

按压足背)、药物低剂量组、药物高剂量组及药物高剂量+激活剂组,每组12只。末次给药24h后,检

测创面愈合率;酶联免疫吸附测定(ELISA)检测血清血管内皮生长因子(VEGF)、肿瘤坏死因子-α
(TNF-α),以及创面组织碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)和血管性血友病因子(vWF)水平;用试剂盒

检测创面组织中超氧化物歧化酶(SOD)及丙二醛(MDA)水平;苏木精-伊红(HE)染色观察创面组织病

理变化;WesternBlot法检测创面组织中TLR4/NF-κB通路相关蛋白表达。结果:相较于对照组,模型

组创面愈合率、VEGF、bFGF、vWF、SOD水平降低,TNF-α、MDA、TLR4、p-NF-κB/NF-κB水平增高

(P<0.05);相较于模型组,药物低剂量组和药物高剂量组创面愈合率、VEGF、bFGF、vWF、SOD增高,

TNF-α、MDA、TLR4、p-NF-κB/NF-κB水平下降(P<0.05);TLR4激活剂可减弱药物高剂量对糖尿病

足溃疡大鼠上述指标的影响(P<0.05)。结论:积雪草苷脂质体凝胶可能通过抑制TLR4/NF-κB信号

通路,改善糖尿病足溃疡大鼠新生血管生成及氧化应激情况。
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MechanismStudyofAsiaticosideLiposomeGelinImproving
OxidativeStressinDiabeticFootUlcerRats
ZHANGYong1 ZHOUYun1 LIUXiaoke1 YU Weiguang1△

1ShijiazhuangPeople􀆳sHospital,Shijiazhuang050011,China.
Abstract Objective:Toinvestigatetheimpactsofasiaticosideliposomegelonneovascularizationandoxidativestressindi-
abeticfootulcer(DFU)ratsthroughtoll-likereceptor4(TLR4)/nuclearfactor-κB(NF-κB)pathways.Methods:Rats
werestochasticallyassignedintocontrolgroup,modelgroup(afterreplicatingdiabetes,NdFeBmagnetpressingonthe
dorsumofthefoot),druglow-dosegroup,drughigh-dosegroup,anddrughigh-dose+activatorgroup,with12ratsin
eachgroup.24hafterthelastadministration,thewoundhealingratewasmeasured.Enzyme-linkedimmunosorbentassay
(ELISA)wasusedtodetectvascularendothelialgrowthfactor(VEGF),tumornecrosisfaction-α(TNF-α)intheserum,

andbasicfibroblastgrowthfactor(bFGF)andvonWillefibriliafactor(vWF)inwoundtissue.Thereagentkitwasused
todetectsuperoxidedismutase(SOD)andmalondialdehyde(MDA)inthewoundtissues.Thepathologicalchangesof
woundtissuewasobservedbyhematoxylin-eosin(HE)staining;WesternBlotwasusedtodetectTLR4/NF-κBpathway
relatedproteinexpressioninwoundtissue.Results:Comparedwiththecontrolgroup,thewoundhealingrate,VEGF,

bFGF,vWF,andSODlevelsinmodelgroupwerelower,whileTNF-α,MDA,TLR4,andp-NF-κB/NF-κBwerehigher
(P<0.05).Comparedwiththemodelgroup,thewoundhealingrate,VEGF,bFGF,vWF,andSODindruglow-dose

groupanddrughigh-dosegroupwerehigher,whileTNF-α,MDA,TLR4,andp-NF-κB/NF-κBwerelower(P<0.05).
TLR4activatorcanreducetheeffectsofdrughigh-doseonDFUrats(P<0.05).Conclusion:Asiaticosideliposomegel

mayimproveneovascularizationandoxidativestressinDFU
ratsbyinhibitingTLR4/NF-κBsignalingpathway.
Keywords: asiaticosideliposomegel;diabeticfootulcer
rats;neovascularization;oxidativestress

7中国中医骨伤科杂志2025年8月第33卷第8期



  糖尿病足溃疡(DiabeticFootUlcer,DFU)是糖尿

病引起的最严重的并发症之一,糖尿病足溃疡患者的

5年存活率低至50.9%,严重威胁患者身体健康[1]。
积雪草苷是积雪草的活性成分,呈弱酸性、难电离,水
溶和脂溶性较低,极大限制其经皮给药制剂的开发。
脂质体具有与细胞膜融合的特点,积雪草苷脂质体凝

胶可将药物送入细胞内部,促进积雪草苷经皮渗透[2],
积雪草苷和一氧化氮凝胶对糖尿病皮肤溃疡伤口愈合

疗效显著[3],推测积雪草苷脂质体凝胶可促进糖尿病

足溃疡伤口愈合。Toll样受体4(Toll-likeReceptor
4,TLR4)激 活 下 游 效 应 因 子 核 因 子 κB(Nuclear
Factor-κB,NF-κB),从而调节细胞增殖及炎性反应等

过程。激活TLR4/NF-κB通路可使肥胖小鼠体内炎

性反应情况恶化并使伤口愈合速度变慢[4],且积雪草

苷可通过抑制TLR4/NF-κB信号通路缓解小鼠溃疡

性结肠炎[5]。因此,本研究通过构建糖尿病足溃疡大

鼠模型,探究积雪草苷脂质体凝胶通过TLR4/NF-κB
通路对糖尿病足溃疡大鼠新生血管生成及氧化应激的

影响,现报告如下。

1 材料和方法

1.1 实验动物

无特定病原体(SPF)级SD雄性大鼠,7周龄,体
重为(180±10)g(贝赛生物有限公司,生产许可证号为

SCXK(鄂)2022-0009,动物合格证号为41000500016
924)。均在同一鼠房中适应1周,鼠房环境:湿度

63%,温度24℃,光周期12h/12h。本研究已经过动

物伦理委员会批准(批号为院科伦审〔2023〕第68号)。

1.2 积雪草苷脂质体凝胶制作

用乙醇注入-高压均质法制备积雪草苷脂质体凝

胶,将积雪草苷、胆固醇和大豆磷脂溶于无水乙醇中搅

拌均匀。将胆酸钠溶于磷酸盐缓冲液并在50℃下保

存,后将其缓慢加入上述混合液中,经高压均质机3个

循环后,得到半透明状且具有淡蓝色乳光的积雪草苷

脂质体凝胶。后经电位粒径、多分散性系数和包封率

评价,在单因素实验基础上用Box-Behnken响应面法

优化配方,并对优化后的积雪草苷脂质体凝胶进行体

外释放模型、透皮吸收及各种理化指标检测,筛选获得

最优积雪草苷脂质体凝胶。对照实验使用普通凝胶,
仅将积雪草苷替换为等量生理盐水。

1.3 主要试剂

积雪草苷(纯度为90%,批号为16830-15-2,南京

泽朗医药);大豆磷脂(批号为G100,德固赛);胆固醇、
胆 酸 钠、TLR4 激 活 剂 脂 多 糖 (Lipopolysaccharide,

LPS)、链脲佐菌素(批号分别为60332ES72、55930ES60、

60748ES08、60256ES60,上海翌圣生物);超氧化物歧

化酶(SuperoxideDismutase,SOD)试 剂 盒、丙 二 醛

(Malondialdehyde,MDA)试 剂 盒 (批 号 分 别 为

ml092620、ml094963,上海酶联生物);碱性成纤维细

胞生长因子(BasicFibroblastGrowthFactor,bFGF)、
血管 内 皮 生 长 因 子 (VascularEndothelialGrowth
Factor,VEGF)、血管性血友病因子(vonWillebrand
Factor,vWF)、肿瘤坏死因子-α(TumorNecrosisFac-
tor-α,TNF-α)ELISA检测试剂盒(批号分别为CSB-
E08002r、CSB-E04757r、CSB-E08438r、CSB-E11987r,
武汉华美生物);苏木精-伊红(Hematoxylin-Eosin,

HE)试 剂 盒、BCA 试 剂 盒 (批 号 分 别 为 C0105S、

P0010S,上海碧云天);山羊抗兔(批号为F020208,北
京百奥莱博);兔抗TLR4(批号为48-2300,美国赛默

飞);兔抗NF-κB、磷酸化NF-κB(PhosphorylatedNF-
κB,p-NF-κB)抗体(批号分别为ab16502、ab239882,英
国abcam公司);GAPDH抗体(兔源,批号为60004-1-
Ig,武汉三鹰)。

1.4 方法

1.4.1 大鼠的分组及处理 将大鼠分为对照组和模

型组,复制糖尿病后用钕铁硼磁铁按压足背造成足背

溃疡[6],当足背溃疡伤口有渗血及渗出液,且呈暗红色

表示模型建立成功。根据前期预实验结果,用积雪草

苷脂质体凝胶涂抹模型组大鼠创面并用纱布包裹,积
雪草苷脂质体凝胶的剂量分别为1g/只和2g/只,再
于腹腔注射等量生理盐水,记为药物低剂量组和药物

高剂量组;用2g积雪草苷脂质体凝胶涂抹模型组大

鼠创面并用纱布包裹,再于腹腔注射0.58mg/kg
TLR4激活剂脂多糖[7],记为药物高剂量+激活剂组,

1次/d,持续15d。每组12例。

1.4.2 创面愈合率的测定 末次处理24h后,将大

鼠溃疡圆形创面处贴上网格透明膜并扫描记录,后用

AdobePhotoshopCS6软件计算大鼠创面愈合率。创

面愈合率=(1-愈合后创面面积/愈合前创面面积)×
100%。

1.4.3 样本收集 采大鼠腹主动脉血3mL,离心后

收集血清并于-80℃下冰箱保存。后将大鼠处死,取
其创面组织,一部分保存在液氨中,一部分用4%的多

聚甲醛固定。

1.4.4 ELISA法检测血清 VEGF、TNF-α及创面组

织bFGF、vWF水平 将各组大鼠的血清及创面组织

取出,血清于冰上溶解,创面组织用低温冷冻研磨仪磨

碎,后根据 VEGF、TNF-α、bFGF、vWF等的 ELISA
检测试剂盒说明书,按要求依次加样,完成后用设置波

长450nm的酶标仪检测吸光度,绘制标准曲线,最后

计算 各 组 样 本 中 VEGF、TNF-α、bFGF及 vWF 的

水平。

1.4.5 各组大鼠创面组织中SOD及 MDA水平的检
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测 取出保存的大鼠创面组织,研磨、离心后取上清,
再严格按照SOD和 MDA试剂盒说明书步骤加样,测
定各组大鼠创面组织中SOD和 MDA的水平。

1.4.6 HE染色观察创面组织的病理变化 取出固

定过夜的大鼠创面组织,包埋机包埋后切片,厚度为

4μm,符合要求的切片4℃下冰箱保存。染色时提前脱

蜡和水化,然后依据 HE染色试剂盒说明书,分别将创

面组织的细胞核和细胞质着色,符合要求的切片用中性

树脂封片,用光学显微镜观察创面组织的病理变化。

1.4.7 WesternBlot法检测创面组织中TLR4/NF-
κB通路相关蛋白表达 取冻存的创面组织,匀浆后将

其裂解,离心收集上清即为提取总蛋白,BCA法定量

测定蛋白浓度,热处理变性后于-80℃下冰箱保存。
各组依据浓度吸取同质量蛋白样品,电泳分离蛋白,用
转膜仪使蛋白移到膜上,封闭1h,对应一抗,TLR4、p-
NF-κB和NF-κB一抗浓度分别为1∶500,1∶300和1∶
1000,过夜孵育回收一抗。二抗(1∶1000)孵育1h,

TBST洗膜后加入显色试剂,凝胶成像仪曝光并记录。
内参为GAPDH,后续量化蛋白表达量用ImageJ软

件计算。

1.5 统计学方法

采用Graphpadprism8.0统计软件进行分析,符
合正态分布用x±s形式表示,多组间比较用单因素方

差分析;两两组间多重比较用 Tukey􀆳s事后检验。

P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 积雪草苷脂质体凝胶对创面愈合率的影响

模型组大鼠的创面愈合率显著低于对照组,差异

有统计学意义(P<0.05);药物低剂量组和药物高剂

量组大鼠的创面愈合率显著高于模型组,差异有统计

学意义(P<0.05);药物高剂量+激活剂组的创面愈

合率显著低于药物高剂量组,差异有统计学意义(P<
0.05),见表1。

2.2 积雪草苷脂质体凝胶对血清中VEGF和TNF-α
水平的影响

表1 积雪草苷脂质体凝胶对创面愈合率的影响(n=12,x±s)

组别 创面愈合率/%
对照组 36.52±3.43
模型组 13.57±2.241)

药物低剂量组 21.75±2.412)

药物高剂量组 29.39±2.862)

药物高剂量+激活剂组 22.21±2.543)

注:1)与对照组比,P<0.05;2)与模型组比,P<0.05;3)与药

物高剂量组比,P<0.05。

  模型组VEGF水平显著低于对照组,TNF-α水平

显著高于对照组,差异有统计学意义(P<0.05);药物

低剂量组和药物高剂量组 VEGF显著高于模型组,

TNF-α水平显著低于模型组,差异有统计学意义(P<
0.05);药物高剂量+激活剂组VEGF显著低于药物

高剂量组,TNF-α水平显著高于药物高剂量组,差异

有统计学意义(P<0.05),见表2。
表2 积雪草苷脂质体凝胶对血清中VEGF和TNF-α水平

的影响(n=12,x±s,ng/L)

组别 VEGF TNF-α
对照组 145.39±15.54 12.24±1.39
模型组 85.63±10.671) 28.43±2.591)

药物低剂量组 107.94±13.762) 19.75±2.192)

药物高剂量组 128.87±13.982) 15.37±2.022)

药物高剂量+激活剂组 101.35±11.823) 18.95±2.483)

注:1)与对照组比,P<0.05;2)与模型组比,P<0.05;3)与药

物高剂量组比,P<0.05。

2.3 积雪草苷脂质体凝胶对创面组织中 bFGF、

vWF、SOD及 MDA水平的影响

模型组bFGF、vWF及SOD水平显著低于对照

组,MDA 水平显著高于对照组,差异有统计学意义

(P<0.05);药物低剂量组和药物高剂量组bFGF、

vWF及SOD显著高于模型组,MDA水平显著低于模

型组,差异有统计学意义(P<0.05);药物高剂量+激

活剂组bFGF、vWF及SOD显著低于药物高剂量组,

MDA水平显著高于药物高剂量组,差异有统计学意

义组(P<0.05),见表3。

表3 积雪草苷脂质体凝胶对创面组织中bFGF、vWF、SOD及 MDA水平的影响(n=12,x±s)

组别 bFGF/(ng·mg-1) vWF/(ng·mg-1) SOD/(U·mg-1) MDA/(μg·g-1)

对照组 17.33±3.07 1.63±0.21 37.54±3.64 1.76±0.14
模型组 6.94±1.741) 0.38±0.091) 14.26±1.131) 6.54±0.451)

药物低剂量组 10.38±2.272) 0.81±0.142) 20.49±2.352) 4.28±0.372)

药物高剂量组 14.07±3.342) 1.26±0.162) 29.94±2.972) 2.22±0.262)

药物高剂量+激活剂组 9.57±3.023) 0.87±0.133) 22.36±2.733) 4.11±0.383)

注:1)与对照组比,P<0.05;2)与模型组比,P<0.05;3)与药物高剂量组比,P<0.05。

2.4 积雪草苷脂质体凝胶对创面组织病理变化的

影响

对照组创面组织无炎性细胞,细胞排列紧密,结构

完整,毛细血管分布较多;模型组创面组织炎性细胞较

多,细胞排列紊乱,没有或少见新生毛细血管;药物低

剂量组和药物高剂量组组织中炎性细胞明显减少,新
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生毛细血管增多;药物高剂量+激活剂组组织中炎性 细胞多于药物高剂量组(见图1)。

图1 创面组织的病理形态(HE染色,×200)

2.5 积雪草苷脂质体凝胶对创面组织中TLR4/NF-
κB通路相关蛋白的影响

模型组TLR4、p-NF-κB/NF-κB水平显著高于对

照组(P<0.05);药 物 低 剂 量 组 和 药 物 高 剂 量 组

TLR4、p-NF-κB/NF-κB水平显著低于模型组(P<
0.05);药物高剂量+激活剂组 TLR4、p-NF-κB/NF-
κB水平显著高于药物高剂量组(P<0.05),见图2和

表4。

图2 创面组织中TLR4/NF-κB通路相关蛋白的表达

表4 创面组织中TLR4/NF-κB通路相关

蛋白表达(n=12,x±s)

组别 TLR4 p-NF-κB/NF-κB
对照组 0.29±0.04 0.23±0.05
模型组 1.26±0.091) 0.94±0.061)

药物低剂量组 0.83±0.062) 0.63±0.052)

药物高剂量组 0.45±0.072) 0.34±0.042)

药物高剂量+激活剂组 0.93±0.113) 0.81±0.073)

注:1)与对照组比,P<0.05;2)与模型组比,P<0.05;3)与药

物高剂量组比,P<0.05。

3 讨论

积雪草苷是三萜类化合物,药理研究表明其在抗

氧化、抗炎、抗肿瘤、抗纤维化及加速伤口愈合等方面

具有重要作用[8]。研究发现积雪草苷能通过促进细胞

外基质的合成和成纤维细胞增生加速伤口愈合[9]。将

积雪草苷制成纳米柔性脂质体,通过透皮给药可提高

其经皮吸收和利用度[10]。本研究发现模型大鼠创面

愈合率、VEGF、bFGF、vWF及SOD下降,TNF-α和

MDA水平上升,且创面组织炎性细胞增多,新生毛细

血管减少,与黎珊珊等[11]的研究结果一致;低、高剂量

积雪草苷脂质体凝胶干预后,创面愈合率、VEGF、

bFGF、vWF及SOD增高,TNF-α和 MDA水平下降,

且创面组织炎性细胞减少,新生毛细血管增多。在伤

口愈合过程中,VEGF是一种促进血管生成的因子,

bFGF是一种促进成纤维细胞及胶原纤维合成的因

子,vWF是一种指示血管内皮损伤程度的标志物[11];
而TNF-α、MDA及SOD水平反映了炎症及氧化应激

发生情况,TNF-α和 MDA水平降低,SOD水平升高,
表明糖尿病足溃疡大鼠的炎性反应和氧化应激情况得

到缓解[11-12];可知积雪草苷脂质体凝胶可以使糖尿病

足溃疡大鼠新生血管生成,炎症反应及氧化应激情况

得到改善。
研究发现TLR4是使脂多糖由胞外到胞内的跨

膜信 号 转 导 的 受 体,TLR4与 脂 多 糖 结 合 可 激 活

NF-κB信号通路。NF-κB属于核转录因子,未活化的

NF-κB存在于细胞质中,一旦 NF-κB磷酸化被激活,
其将通过核孔到达细胞核内并促进 TNF-α、IL-1β及

IL-6等炎性因子合成和释放[13]。研究表明积雪草苷

可通过抑制TLR4/NF-κB通路减轻哮喘幼鼠肺组织

炎症[14],本 研 究 中 积 雪 草 苷 脂 质 体 凝 胶 同 样 对

TLR4/NF-κB通路有抑制作用,表现为 TLR4和p-
NF-κB/NF-κB水平下降,且积雪草苷可使糖尿病足溃

疡大鼠创面愈合情况得到改善。据报道激活TLR4可

使NF-κB磷酸化以减缓创面愈合速度[15],本研究通过

TLR4激活剂回补实验发现,积雪草苷脂质体凝胶高剂

量+激活剂组大鼠创面愈合率、新生血管生成、炎症反

应及氧化应激情况较积雪草苷脂质体凝胶高剂量组均

出现恶化,表明积雪草苷对糖尿病足溃疡大鼠创面愈合

的促进可能与抑制TLR4/NF-κB通路相关。
综上所述,积雪草苷脂质体凝胶可能通过抑制

TLR4/NF-κB信号通路,改善糖尿病足溃疡大鼠新生

血管生成及氧化应激情况。本研究证实了积雪草苷对

糖尿病足溃疡大鼠的治疗作用,并阐述了其相关作用

机制,但关于新生血管生成的研究较少,未来需增加相

关实验,验证积雪草苷脂质体凝胶对新生血管生成的

促进作用;另外,积雪草苷疗效还需在其他动物及临床

试验中继续探索。
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