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不同灸温对2期压力性损伤大鼠创面修复的实验研究

薛慧琴1,2,丁劲2,陈若岚1,2,谈存玲2,潘虹2

摘要:目的
 

观察不同灸温对压力性损伤大鼠创面修复的影响。方法
 

选择65只SPF级SD雄性大鼠,取其中60只根据缺血-再灌

注原理进行压力性损伤造模,在成功造模的基础上将模型大鼠随机分为模型组、(42±1)℃艾灸组、(45±1)℃艾灸组、(48±1)℃
艾灸组,每组15只。模型组创面仅给以碘伏消毒,1次/d,干预12

 

d;艾灸组用直径18
  

mm的艾条,施以回旋灸,10
 

min/次,1次/

d,干预12
 

d。分别于干预第
 

3、7、10天观察比较四组大鼠创面愈合情况、愈合时间及愈合率、病理改变,并观察血管内皮细胞生长

因子A(VEGF-A),缺氧诱导因子1α(HIF-1α),磷酸化蛋白质丝氨酸苏/氨酸激酶(p-Akt)的表达水平。结果
 

干预第3、7、10
 

天,
与模型组比较,艾灸组创面愈合时间显著缩短;(45±1)℃艾灸组创面愈合时间短于(42±1)℃艾灸组及(48±1)℃艾灸组;创面愈

合率显著高于(42±1)℃艾灸组及(48±1)℃艾灸组(均P<0.05)。HE染色结果显示,(45±1)℃艾灸组炎症细胞少于其他组,
新生的肉芽组织多于其他组,血管内皮细胞及成纤维细胞排列更紧密。免疫组化结果显示,干预第3、7天,与模型组比较,艾灸组

VEGF-A、HIF-1α及p-Akt表达水平均较高;与(42±1)℃艾灸组及(48±1)℃艾灸组相比,(45±1)℃艾灸组VEGF-A、HIF-1α及

p-Akt表达水平较高;干预第10天,(45±1)℃艾灸组 VEGF-A及p-Akt表达水平显著高于其他组(均P<0.05)。结论
 

(45±
1)℃艾灸可促进压力性损伤创面愈合,缩短愈合时间,提高修复效果。
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Abstract:

 

Objective
 

To
 

observe
 

the
 

effect
 

of
 

different
 

moxibustion
 

temperatures
 

on
 

wound
 

repair
 

in
 

rats
 

with
  

pressure
 

injury.
 

Methods
 

Six-
ty-five

 

SPF
 

SD
 

male
 

rats
 

were
 

selected
 

and
 

60
 

of
 

them
 

were
 

subjected
 

to
 

perform
 

pressure
 

ulcer
 

modeling
 

according
 

to
 

the
 

principle
 

of
 

is-
chemia-reperfusion.

 

Upon
 

successful
 

modeling,
 

the
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

1
 

model
 

group,
 

and
 

3
 

moxibustion
 

groups
 

[the
 

(42±
1)℃

 

group,
 

the
 

(45±1)℃
 

group
 

and
 

the
 

(48±1)℃
 

group],
 

with
 

15
 

rats
 

in
 

each
 

group.
 

The
 

wound
 

of
 

the
 

model
 

group
 

was
 

disinfected
 

with
 

iodophor
 

once
 

a
 

day
 

for
 

12
 

days.
 

Moxibustion
 

groups
 

were
 

treated
 

with
 

moxibustion
 

using
 

moxa
 

sticks
 

with
 

a
 

diameter
 

of
 

18
 

mm
 

at
 

varied
 

temperatures,
 

10
 

min
 

each
 

time,
 

once
 

a
 

day,
 

for
 

12
 

days.
 

On
 

the
 

3rd,
 

7th
 

and
 

10th
 

day
 

of
 

intervention,
 

wound
 

healing,
 

healing
 

time,
 

healing
 

rate
 

and
 

pathological
 

changes
 

of
 

the
 

four
 

groups
 

were
 

observed
 

and
 

compared,
 

and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

A
 

(VEGF-A),
 

HIF-1α
 

and
 

p-Akt
 

were
 

observed.
 

Results
 

On
 

the
 

3rd,
 

7th
 

and
 

10th
 

day
 

of
 

intervention,
 

the
 

wound
 

healing
 

time
 

of
 

moxibustion
 

groups
 

was
 

significantly
 

shorter
 

than
 

that
 

of
 

the
 

model
 

group;the
 

wound
 

healing
 

time
 

of
 

the
 

(45±1)℃
 

group
 

was
 

shorter
 

than
 

that
 

of
 

the
 

(42±1)℃
 

group
 

and
 

the
 

(48±1)℃
 

group;
 

the
 

wound
 

healing
 

rate
 

of
 

the
 

(45±1)℃
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

(42±1)℃
 

group
 

and
 

the
 

(48±1)℃
 

group
 

(all
 

P<0.05).
 

The
 

results
 

of
 

HE
 

staining
 

showed
 

that
 

the
 

number
 

of
 

inflammatory
 

cells
 

in
 

the
 

(45±1)℃
 

group
 

were
 

less
 

than
 

the
 

other
 

groups,
 

the
 

new
 

granulation
 

tissue
 

was
 

more
 

than
 

the
 

other
 

groups,
 

and
 

the
 

vascular
 

endothelial
 

cells
 

and
 

fibroblasts
 

were
 

more
 

closely
 

arranged.
 

Immunohistochemical
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

VEGF-A,
 

HIF-1α
 

and
 

p-Akt
 

in
 

moxibustion
 

groups
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

model
 

group
 

on
 

the
 

3rd
 

and
 

7th
 

day
 

of
 

intervention
 

(all
 

P<0.05).
 

Compared
 

with
 

the
 

(42±1)℃
 

group
 

and
 

the
 

(48±1)℃
 

group,
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

VEGF-A,
 

HIF-1α
 

and
 

p-Akt
 

in
 

the
 

(45±1)℃
 

group
 

were
 

higher
 

(all
 

P<0.05).
 

On
 

the
 

10th
 

day
 

of
 

intervention,
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

VEGF-A
 

and
 

p-Akt
 

in
 

the
 

(45±1)℃
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

other
 

groups
 

(all
 

P<0.05).
 

Conclusion
 

Moxibustion
 

at
 

(45±1)℃
 

could
 

promote
 

wound
 

healing,
 

shorten
 

the
 

healing
 

time,
 

and
 

improve
 

repair
 

effect.
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  压力性损伤是一种发生在骨突处出皮肤和深层软

组织的局部损伤,目前已成为长期卧床或瘫痪患者的

常见并发症。现代医学治疗压力性损伤主要是用清

创、抗感染等治疗手段促进创面愈合[1]。研究发现,艾
灸借灸火的温热刺激发挥温皮通脉、扶正祛邪等作用,
能加速创面愈合、减少感染,避免压力性损伤进一步发
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展[2-3]。艾灸能使伤口组织血管和内皮细胞增殖,促进

皮肤损伤修复[4]。但是艾灸的温热效应,皮肤组织温

度传递和变化是由不同的灸法和灸量产生的,而艾灸

局部温度因艾灸材料、艾灸距离不同,其上升的速度和

变化形式也有所不同[5]。朱兵[6]研究认为,灸温须达

到或超过45℃方能发挥艾灸的温热效应,且40~45℃
是艾灸能够发挥疗效的适宜温度范围。刘磊等[7]探讨

不同艾条直径和施灸距离对大鼠创伤的影响结果显

示,1.8
 

cm直径艾条在3~5
 

cm施灸距离下对应的大

鼠皮肤表面温度为41.5~52.2℃。本研究在此基础

上,探究不同艾灸温度对2期压力性损伤大鼠创面修

复的影响,报告如下。

1 材料与方法

1.1 实验动物与材料 购自斯贝福(北京)生物技术

有限公司[动物许可证号:SCXK(京)2019-0010]SPF
级健康成年雄性SD大鼠65只作为实验动物,体质量

250~300
 

g。主要试剂和仪器分别由国药集团化学

试剂有限公司及武汉俊杰电子有限公司提供,艾灸条

(18
 

mm×200
 

mm)由南阳药益宝艾草制品有限公司

提供。本研究已通过甘肃中医药大学动物实验伦理

审查(2023-509)。
1.2 方法

1.2.1 2期压力性损伤模型制备 采用定制造模

装置建立缺血-再灌注压力性损伤模型[8]。用10%
水合氯醛溶液(0.3~0.4

 

mL/kg)腹腔注射麻醉大

鼠,在大鼠腿股薄肌部位约2
 

cm×2
 

cm的面积范围

进行备皮,再将54.796
 

kPa的压力作用于备皮处,
缺血后每2小时施加54.796

 

kPa的压力(放置装

置),再灌注0.5
 

h(取下装置)为1个周期,5个周

期/d,连续3
 

d造模完成[9],第4天为观察期,观察

造模是否成功。造模成功的评价标准参照2019年

全国压力性损伤咨询委员会(NPUAP)公布的压力

性损伤2期[10]。2期属于压力性损伤的进展期。肉

眼观察[11]:受压部位皮肤颜色变暗红色,局部按压

有明显的疼痛感。病理观察[12]:受压部位有水泡、
皮肤缺失或有粉红色创面,周围皮肤完整无破损。
1.2.2 分组及干预方法 选择60只SPF级SD雄

性大鼠进行压力性损伤造模。将造模成功的大鼠随

机分为模型组,(42±1)℃艾灸组,(45±1)℃艾灸

组,(48±1)℃艾灸组,每组15只。每组再根据艾灸

时间的长短分为3
 

d、7
 

d、10
 

d
 

3个亚组,每个亚组5
只,均干预12

 

d。剩余5只用于对照。模型组创面

予以碘伏消毒,1次/d。艾灸组用直径18
 

mm的艾

条,施以回旋灸,1次/d,10
 

min/次。实验中,使用

标尺测量并调整施灸距离,其中,施灸距离为3
 

cm
时,表面温度为(48±1)℃;施灸距离为4

 

cm时,表
面温度为(45±1)℃;施灸距离为5

 

cm时,表面温度

为(42±1)℃。采用非接触式电子测温仪测量施灸

部位表面温度,测量距离为温度仪探头距创面中心

约1
 

cm处。在此范围内,及时处理艾灰,以保证和

控制温度的均衡性。
1.2.3 取材 于干预第3、7、10天后3个时间点,
在各亚组随机选取3只进行取材,取材后利用机械

物理法(颈椎脱臼法)实施安乐死。剩余2只继续留

作观察 愈 合 情 况。取 材 前 用10%水 合 氯 醛 溶 液

(0.3~0.4
 

mL/kg)对大鼠进行腹腔注射麻醉,剪取

创面正中心面积为1
 

cm2 的组织,放进4%多聚甲醛

冻存管中,投入液氮罐,24
 

h后将冻存管再移至超

低温冰箱(-80℃)中等待检测。
1.2.4 评价方法 ①干预第3、7、10天观察比较四

组大鼠创面愈合情况、愈合时间及愈合率。创面愈合

率=(原始创面面积-当日测量创面面积)/原始创面

面积×100%。当创面愈合率≥90%时,并记录创面

愈合所需的天数。②采用 HE染色法观察四组大鼠

不同时间点创面病理形态学变化。取备用大鼠创面

皮肤组织切片、修剪、脱水、石蜡包埋,脱蜡后用苏木

素染细胞核、伊红染细胞质,最后脱水封片。每张切

片在200倍光学显微镜下采集10个视场图像观察。
检测创面组织内炎性细胞浸润、血管内皮细胞及成纤

维细胞等组织病理学改变。③采用免疫组化方法观

察四组大鼠血管内皮细胞生长因子A(VEGF-A)、缺
氧诱导因子1α(HIF-1α)及磷酸化蛋白激酶(p-Akt)
的表达情况。取备用大鼠创面皮肤组织切片,修剪后

脱水、石蜡包埋、脱蜡后再进行抗原修复,再进行孵

育,用显微镜控制显色后用中性树胶封固。采用图像

分析软件Image
 

Pro
 

Plus,选取相同的棕黄色作为判

断所有照片阳性的统一标准分析每张照片,获得每张

照片阳性的累积光密度值(IOD)以及组织的像素面

积 (AREA),并 求 出 平 均 光 密 度 值 IOD/AREA
(Mean

 

Density),对上述3个蛋白的阳性表达进行半

定量分析。
1.2.5 统计学方法 采用SPSS26.0软件进行统计

分析。服从正态分布且方差齐的计量资料,用(􀭺x±s)
表示,组 间 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 (One-way

 

ANOVA),组内两两比较采用 LSD法。检验水准

α=0.05。

2 结果

2.1 四组大鼠创面愈合情况比较 本研究结果显

示,造模干预后,四组大鼠的创面随着时间的延长均

逐渐愈合。其中,干预第3天,(45±1)℃艾灸组创面

边缘逐渐出现新肉芽,周围皮肤褶皱进一步增加,但
未见明显痂皮形成。干预第7

 

天,模型组和艾灸组创

面均被新生上皮组织完全覆盖,表面形成薄痂皮,
(45±1)℃艾灸组创面面积比其他组明显缩小。干预

第10天后,(45±1)℃艾灸组创面痂皮逐渐脱落,表
面平整光滑,皮肤颜色呈淡粉色,其他组仍留有部分
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未愈合的痂块。四组大鼠创面愈合情况见图1。

图1 四组大鼠不同时间点创面愈合情况

2.2 四组大鼠创面愈合时间及愈合率比较 本研究

结果显示,造模干预后,四组大鼠的创面随着时间的

延长均逐渐愈合。第10天四组大鼠的创面面积分别

为:模型组0.075
 

cm2、(42±1)℃艾灸组0.042
 

cm2、
(45±1)℃艾灸组0.026

 

cm2、(48±1)℃艾 灸 组

0.053
 

cm2。四组大鼠创面愈合时间及愈合率比较,
见表1。
2.3 四组大鼠HE染色结果 对照组大鼠皮肤完整

无破损,鳞状上皮清楚,无明显炎性细胞浸润。模型

组表皮糜烂脱落,真皮大面积组织坏死,胶原纤维丢

失,如黑色箭头所示,并有大量炎症细胞浸润,如红色

箭头所示。艾灸第3、7、10天,艾灸组中炎性细胞浸

润较模型组少,新生成的肉芽组织和血管较多,血管

内皮细胞及成纤维细胞排列更紧密(红色箭头显示炎

症细胞,绿色箭头显示新生血管,黄色箭头显示成纤

维细胞)。见图2。

图2 四组大鼠不同时间点的HE染色结果

2.4 四组大鼠免疫组化结果 四组大鼠创面组织中

VEGF-A、HIF-1α、p-Akt表达情况比较,见表2。

3 讨论

3.1 (45±1)℃艾灸可缩短创面愈合时间,提高愈合

率 中医理论认为,压力性损伤的发病机制是由于患

者肢体损伤而无法运动或长期卧床,并伴有持续的局

部摩擦、受压,造成体内气血不协调,阻碍血液循环所

致[13]。艾灸作为传统的中医适宜技术之一,有温经

活络、活血化瘀、去腐生肌的作用,广泛应用于压力性

损伤、慢性溃疡等皮肤损伤性疾病的治疗[14]。艾灸

产生的热能可刺激机体释放抗炎、镇痛物质,起到镇

痛作用,增强机体免疫和修复功能[15]。研究发现,新
生肉芽组织的形成是影响创面愈合的重要因素和关

键步骤[16]。因此,改善创面微循环、加速肉芽组织生

长及修复再生,调节创面血管新生机制对促进愈合至

关重要[17]。在血管生成过程中,VEGF-A作为促进

基底膜分解的主要因子,可以为创面提供营养与氧

气,加速血管新生,促进创面肉芽组织生长[18]。而其

介导的PI3K/Akt信号通路,
 

不仅在调节核酸转录和

蛋白质翻译中发挥作用,还广泛参与调节细胞的生长

和存活、增殖和凋亡[19]。其中 HIF-1α作为 PI3K/
Akt信号通路重要的下游调控因子,在缺氧环境下,
它能促进血管内皮细胞的存活和分裂生长,促进血管

生成,具有抑制细胞凋亡作用[20]。而蛋白质丝氨酸

苏氨酸激酶(Akt)也是PI3K信号通路途径下游的靶

因子和蛋白,具有抗氧化和抗真菌的特性,能够促进

细胞存活[21]。已有研究发现,艾灸可减少炎性反应,
加快创面组织中血管内皮细胞的增殖速度,以促进皮

肤损伤修复,且创面愈合的本质是血管新生,这一过

程可能与PI3K/Akt信号通路有关[22]。不同灸温对

皮肤创伤修复的影响是本实验研究的重点。从创面

愈合情况观察到,造模干预后,四组大鼠的创面随着

时间的延长均逐渐缩小并愈合,但模型组创面愈合较

慢。干预第10天,(45±1)℃艾灸组创面痂皮已脱

落,表面平整光滑,皮肤颜色呈淡粉色;其他组仍留有

部分未愈合的结痂。
HE染色结果发现,模型组胶原纤维缺失较多,

并可见大量炎症细胞浸润。而艾灸组随着干预时间

的延长,炎性细胞浸润逐渐减少,创面组织中新生成

的肉芽和血管较多,血管内皮细胞及成纤维细胞排列

更紧密。实验结果显示,(45±1)℃艾灸组在炎性反

应向增殖阶段转变时,成纤维细胞和胶原纤维生成较

多,创面愈合时间明显缩短,愈合率更高。这与孔令

臻等[23]研究结果一致,说明成纤维细胞是新生组织

形成和重塑过程中重要的修复细胞。
3.2 (45±1)℃艾灸可促进创面组织中免疫组化表

达,促进组织再生 免疫组化结果提示,四组大鼠的

VEGF-A表达先升高后降低,并逐渐恢复到正常皮肤

组织表达水平,但四组组内达到高峰的时间存在差异,
其中(45±1)℃艾灸组在VEGF-A表达时限、加速修复

进程方面优势突出,说明其促进血管新生的作用更强,
创面修复所需的时间更短,创面愈合速度更快。有研

究表明,VEGF作为一种重要的血管生成诱导剂,具有

很高的特异性,可通过激化促血管化因子,促使肉芽组
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织形成[24]。本结果也说明,有效、合适的温度刺激可使

机体产生更多的VEGF-A来诱导新生血管的生成,这
与于杰等[25]的研究结果基本一致。同时,创面难愈合

的重要病理因素就是创面乏氧,氧气是创面修复过程

中促进血管新生和胶原合成的重要条件[26]。HIF-1α
作为PI3K/Akt信号通路中改善缺血缺氧组织的重要

因子之一,在调节创面血管新生、低氧环境中就起了关

键作用[27]。本实验观察到HIF-1α出现动态变化,这是

因为随着干预时间延长,艾灸刺激加速创面愈合进程,
组织的乏氧状态因为血管新生而得到改善,所以,在氧

气含量充足的情况下,HIF-1α会出现先升高后降低的

情况。其中(45±1)℃艾灸组中HIF-1α的动态变化最

明显,这说明(45±1)℃的艾灸改善创面组织缺氧状

态、加速愈合的效果比其他温度艾灸更好。其次,皮肤

损伤的实质是细胞凋亡,当皮肤组织遭受损伤时,信号

通路下游的重要靶因子p-Akt就被激活并磷酸化,其
磷酸化水平越高发挥抗细胞凋亡作用越强,促进细胞

再生的作用就越好[28]。本实验发现,干预第3、7、10
天,(45±1)℃艾灸组p-Akt的变化水平最明显,其艾灸

刺激产生p-Akt的水平最高,发挥抗凋亡的作用最好。
表1 四组大鼠创面愈合时间及愈合率比较 􀭺x±s

组别
愈合时间*

(d)
愈合率(%)△

干预第3天 干预第7天 干预第10天
F P

模型组 10.78±0.97 54.04±13.29 81.28±4.17 84.59±3.96 36.209 <0.001
(42±1)℃组 8.00±0.87ac 69.32±7.98ac 89.92±2.69ac 94.38±0.31ac 67.938 <0.001
(45±1)℃组 6.67±0.50abc 74.56±11.85abc 93.61±1.52abc 97.18±0.29abc 27.950 <0.001
(48±1)℃组 9.11±0.60a 60.59±6.39a 87.84±1.81a 92.27±1.59a 170.502 <0.001
F 47.341 7.092 31.890 57.049
P <0.001 0.001 <0.001 <0.001

  注:*每组n=2。△每组各时间点n=3。两两比较,与模型组相比,aP<0.001;与(42±1)℃组相比,bP<0.001;与(48±1)℃
组相比,cP<0.001。

表2 四组大鼠VEGF-A、HIF-1α、p-Akt表达情况比较 IOD,􀭺x±s

组别
VEGF-A

干预第3天 干预第7天 干预第10天

HIF-1α
干预第3天 干预第7天 干预第10天

p-Akt
干预第3天 干预第7天 干预第10天

模型组 0.016
 

4±0.002
 

5 0.021
 

5±0.002
 

4 0.022
 

7±0.000
 

8 0.003
 

2±0.000
 

7 0.003
 

9±0.000
 

4 0.004
 

9±0.000
 

7 0.006
 

5±0.000
 

6 0.007
 

4±0.000
 

4 0.008
 

4±0.000
 

9
(42±1)℃组 0.023

 

6±0.000
 

6ac 0.026
 

1±0.002
 

2ac 0.027
 

4±0.001
 

1ac 0.004
 

1±0.000
 

4ac 0.005
 

3±0.000
 

5ac 0.005
 

5±0.000
 

4 0.008
 

2±0.000
 

7ac 0.008
 

9±0.001
 

3ac 0.009
 

6±0.000
 

1ac
(45±1)℃组 0.028

 

5±0.003
 

1abc 0.032
 

3±0.002
 

0abc0.030
 

0±0.002
 

0abc 0.004
 

5±0.001
 

0abc 0.005
 

9±0.000
 

7abc0.005
 

7±0.000
 

7 0.009
 

3±0.000
 

8abc0.009
 

7±0.000
 

5abc0.011
 

0±0.001
 

3abc
(48±1)℃组 0.022

 

1±0.001
 

0a 0.023
 

7±0.001
 

1a 0.025
 

7±0.001
 

2a 0.003
 

5±0.000
 

4a 0.005
 

0±0.000
 

4a 0.005
 

5±0.000
 

8 0.007
 

4±0.000
 

5a 0.008
 

3±0.000
 

5a 0.008
 

8±0.000
 

5a

F 17.272 16.979 15.529 2.188 8.721 0.823 9.656 4.693 4.398
P <0.001 <0.001 <0.001 0.016 0.007 0.518 0.005 0.036 0.042

  注:每组各时间点n=3。两两比较,与模型组相比,aP<0.05;与(42±1)℃组相比,bP<0.05;与(48±1)℃组相比,cP<0.05。

4 结论
本研究结果表明,不同的艾灸温度对2期压力性

损伤的修复及创面组织中VEGF-A、HIF-1α及p-Akt
的表达都有不同程度的影响,其中(45±1)℃的艾灸促

进创面愈合的时间最短,愈合率最高,修复效果最佳。
本研究局限性:仅对PI3K/Akt信号通路中的部分关

键信号分子进行了研究,其发挥效应的全部机理尚不

明确,如不同灸温影响下,新生血管的数量、创面组织

中的血流量变化、可能存在的分子机制等还需进一步

探究。
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