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摘要：　 目的　 探讨糖尿病足溃疡（ｄｉａｂｅｔｉｃ ｆｏｏｔ ｕｌｃｅｒ， ＤＦＵ）患者伤口和血清中半乳糖凝集素 ３（ｇａｌｅｃｔｉｎ－３）的表达，以期

阐明 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 和 ＤＦＵ 的关系。 　 方法　 选取 ２０１５ 年 １ 月－２０１６ 年 ３ 月 Ｗａｎｇｅｒ １、２ 级的糖尿病足患者 ５０ 例，另选取同

期血糖正常的外伤患者 ２０ 例为对照，分别取其足部伤口边缘组织及血清。 对所有入选对象均行 ＥＬＩＳＡ 检测血清 ｇａｌｅｃｔｉｎ
－３ 浓度，Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 法检测伤口边缘组织 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 的表达水平。 　 结果　 ＥＬＩＳＡ 结果显示 ＤＦＵ 组血清 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 水平

高于外伤对照组［（５􀆰 ６６±２􀆰 ７６）ｖｓ （４􀆰 ２５±１􀆰 ９４）ｎｇ ／ ｍｌ］（Ｐ＝ ０􀆰 ０４），Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 结果显示 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 在 ＤＦＵ 组伤口边缘组

织表达增强。 　 结论　 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 在 ＤＦＵ 患者中高表达，ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 的高表达可能参与了糖尿病足的进展。
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　 　 糖尿病足溃疡（ｄｉａｂｅｔｉｃ ｆｏｏｔ ｕｌｃｅｒ， ＤＦＵ）是 ２ 型糖

尿病中较为严重的一类并发症。 由长期高血糖引起的

外周神经及血管病变、上皮细胞功能、炎症反应及生长

因子功能障碍，与 ＤＦＵ 密切相关，但是其分子病理机

制仍相当匮乏［１－２］。
半乳糖凝集素 ３（ｇａｌｅｃｔｉｎ－３， Ｇａｌ－３）是 β－半乳糖

凝集素家族的重要一员，是一个与肿瘤、炎症以及心血

管疾病密切相关的蛋白，能与细胞表面糖蛋白相互作

用，影响药物对患者的治疗［３－５］。 本研究采用 ＥＬＩＳＡ
和 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 分析 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 在糖尿病足溃疡患者
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的血清和伤口边缘皮肤组织中的变化，旨在为糖尿病

的临床治疗和病变的分子机制研究提供参考依据。

１　 对象与方法

１􀆰 １　 研究对象　 选取 ２０１５ 年 １ 月－２０１６ 年 ３ 月湖南

中医药大学第一附属医院诊断为 Ｗａｎｇｅｒ １、２ 级的糖

尿病足患者 ５０ 例，其中男 ２８ 例，女 ２２ 例；年龄 ５７～７５
岁，平均年龄（６７±５）岁；糖尿病病程 ５ ～ １６ 年，按照世

界卫生组织（ＷＨＯ）和世界糖尿病联盟（ ＩＤＦ）糖尿病

的诊断和分型，排除合并其他疾病的影响；其他疾病包

括严重心、肝、肾功能不全，恶性肿瘤，近 ６ 个月有脑出

血、脑梗死、急性心肌梗死发作史，急性感染。 另选取

同期年龄性别相匹配的血糖正常的外伤患者 ２０ 例为

对照。 根据文献报道的成熟方法，刮取患者包含 １ ｃｍ
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左右伤口边缘的皮肤组织，立即置于液氮中保存。 同

时清晨采集各观察对象静脉血 ５ ｍｌ，分离血清－８０ ℃
保存备用。 所有标本获取前，均获得患者或家属知情

同意。
１􀆰 ２　 试剂 　 丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺购自美国

Ｓｉｇｍａ 公司；二喹啉甲酸 （ ＢＣＡ） 蛋白定量试剂盒为

Ｐｉｅｒｃｅ 公司产品；鼠抗人 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 抗体为美国 Ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司产品；ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔｔｉｎｇ 化学发光检测试剂

盒购自美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司，酶联免疫试剂盒购自 Ｅｌａｂ⁃
ｓｃｉｅｎｃｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司。
１􀆰 ３　 酶联免疫吸附法检测　 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 浓度：为了检

测 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 在糖尿病足患者血清中的差异，采用酶

联免疫吸附法检测 ５０ 例糖尿病足和 ２０ 例正常对照人

血清 ｇａｌｅｃｔｉｎ－ ３ 浓度，按照试剂盒说明书进行操作。
Ｔｅｃａｎ 酶标仪 ４５０ ｎｍ 处读取吸光度值，最终根据标准

曲线计算 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 含量。
１􀆰 ４　 蛋白抽提　 剪碎收集的伤口处的组织，加入适量

的 ＲＩＰＡ 蛋白抽提裂解液［１５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ，５０ ｍＭ
Ｔｒｉｓ－Ｃｌ （ ｐＨ８􀆰 ０），０􀆰 １％ ＳＤＳ，１ μｇ ／ ｍｌ Ａｐｒｏｔｉｎｉｎ，１００
μｇ ／ ｍｌ ＰＭＳＦ，０􀆰 ５％ Ｎａ－ｄｅｏｘｙｃｈｏｌａｔｅ，１％ Ｎｏｎｉｄｅｔ Ｐ－４０
ｏｒ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００］，裂解 ３０ ｍｉｎ，每隔 ５ ｍｉｎ 漩涡震荡，
细胞总蛋白为 １５ ０００ ｇ， ４ ℃离心 ３０ ｍｉｎ 后所得到的

上清液体。 测定蛋白质的浓度采用 ＢＣＡ 蛋白质定量

试剂盒。
１􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 分析　 采用 １０％ ＳＤＳ－聚丙烯酰胺

凝胶分离蛋白质。 每个凝胶泳道孔上样 ５０ μｇ 蛋白，
电泳分离电压为 １００ Ｖ 恒压，按照凝胶面积以 ０􀆰 ６５
ｍＡ ／ ｃｍ２恒流电转移 １􀆰 ５ ｈ 将蛋白从 ＳＤＳ－聚丙烯酰胺

凝胶转印至 ＰＶＤＦ 膜。 采用脱脂奶粉（５％）室温封闭

２ ｈ 后，加入 １：１ ０００ 稀释的鼠抗人 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 一抗 ４
℃孵育摇床振荡过夜，封闭液充分漂洗干净后加入 １：
２ ０００ 稀释的二抗（辣根过氧化物酶标记山羊抗小

鼠）室温孵育 １ ｈ，漂洗后 ＥＣＬ 检测，曝光、显影。 内参

对照采用 β－ａｃｔｉｎ 蛋白表达水平。 实验重复三次。
１􀆰 ６　 统计学分析　 利用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 建立数据库，
并对数据进行统计分析。 计量资料采用均数±标准差

（􀭰ｘ±ｓ）进行统计描述，采用 ｔ 检验检测两组方差齐的数

据。 检验水准 α＝ ０􀆰 ０５（双侧）。

２　 结　 果

２􀆰 １　 血清 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 浓度比较　 对 ５０ 例 ＤＦＵ 患者

和 ２０ 例健康体检者血清 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 含量采用 ＥＬＩＳＡ
法进行测定，单个样本结果见散点图，其中健康对照组

ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 含量的平均值为（４􀆰 ２５±１􀆰 ９４） ｎｇ ／ ｍｌ，而糖

尿病足患者血清 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 含量的平均值为（５􀆰 ６６±
２􀆰 ７６）ｎｇ ／ ｍｌ，糖尿病足患者血清 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 水平均显

著高于对照组，两组间差异有统计学意义（Ｐ ＝ ０􀆰 ０４），
见图 １。

图 １　 ＥＬＩＳＡ 法检测 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 的血清浓度散点图

２􀆰 ２　 伤口处组织 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 水平比较　 对糖尿病足

患者与外伤患者伤口处组织 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 表达水平进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 检测，β－ａｃｔｉｎ 为上样内参。 结果显示，糖
尿病足患者伤口处的 ｇｌｅｃｔｉｎ－３ 的表达水平明显高于

外伤对照组，见图 ２。

　 　 注：ｃｏｎｔｒｏｌ 为外伤对照组， ＤＦＵ 为糖尿病足组，β－ａｃｔｉｎ 为上样内参。

图 ２　 ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 法检测糖尿病组织及外伤对照组织中 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 的表达代表图

０５６ 实用预防医学 ２０１８ 年 ６ 月 第 ２５ 卷 第 ６ 期　 Ｐｒａｃｔ Ｐｒｅｖ Ｍｅｄ， Ｊｕｎ． ２０１８， Ｖｏｌ． ２５， Ｎｏ．６



３　 讨　 论

根据世界卫生组织（ＷＨＯ）估计，２０１４ 年全世界的

糖尿病患者已达 ４􀆰 ２２ 亿，占全球总人口的 ８􀆰 ５％，每年

导致 １５０ 万人死亡；我国糖尿病患者占我国人口的的

９􀆰 ４％，每年导致 ９􀆰 ３ 万人死亡；糖尿病的并发症包括

神经损伤、肾功能衰竭、心脏病发作、中风、视力减退和

下肢截肢等［６］。 长期血糖升高将会引起外周神经及血

管病变、上皮细胞功能、炎症反应及生长因子功能障

碍，最 终 导 致 糖 尿 病 足 溃 疡 （ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｆｏｏｔ ｕｌｃｅｒ，
ＤＦＵ） ［７］。 糖尿病足根据伤口严重程度按 Ｗａｎｇｅｒ 分为

６ 级，１、２ 级的临床症状相对较轻，１ 级：表面溃疡，无
感染；２ 级：较深的溃疡，常合并软组织炎，无脓肿或骨

等深度感染。 本研究为排除感染等因素的影响，选取

无感染或轻度感染的 １～２ 级 ＤＦＵ 患者。
半乳糖凝集素（ｇａｌｅｃｔｉｎ）是 β－半乳糖苷特异结合

凝集素超级家族中的一个家族，已经发现 １５ 个家族成

员，它们在免疫系统、炎症反应、伤口愈合、肿瘤发生发

展及心血管病等的生理和病理过程中发挥重要的作

用［８］。 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 作为半乳糖凝集素家族成员之一，在
细胞内外发挥非常重要的生物学作用，但是其信号通

路及配体研究还不明了［３］。 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 可以作为一些

疾病如冠状动脉动脉粥样硬化、胃癌、结肠癌的血清生

物标志物［９－１１］。 结肠癌外周血中 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 水平与细

胞免疫、炎症和营养参数密切相关［１０］。
已有研究认为 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 可以作为糖尿病前期及

糖尿病的候选生物标志物，患者血清中 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 表

达升高与 ２ 型糖尿病的并发症心力衰竭、肾功能衰竭、
外周动脉疾病等密切相关［１２－１３］。 糖尿病患者血清 ｇａ⁃
ｌｅｃｔｉｎ－３ 水平增高并导致胰岛素抵抗［１４］。 在本研究

中，针对糖尿病并发症糖尿病足溃疡患者血清和伤口

处组织中 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 水平进行研究，尚未见文献报道。
本研究中，糖尿病足患者血清和伤口处组织中 ｇａｌｅｃ⁃
ｔｉｎ３ 水平显著高于对照组，表明高浓度的 ｇａｌｅｃｔｉｎ３ 可

能诱导或促进糖尿病足的发生。
ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 为凝集素家族蛋白的一种，多是由巨噬

细胞分泌，能够促进血管新生及内皮细胞分化，参与外

周动脉疾病及神经性病变的形成［１５］，推测通过此参与

糖尿病足的发生，患者长期处于高糖环境，ｇａｌｅｃｔｉｎ－３
参与炎症反应，促进巨噬细胞分泌，从而能够促进血管

新生及内皮细胞分化，参与外周动脉疾病的形成，导致

伤口生长缓慢，不易愈合。 但糖尿病足患者是否随

Ｗａｇｎｅｒ 临床分级变化与血清 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 水平也变化相

关还有待进一步验证。
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