
四 川 大 学 学 报 !医 学 版 "

!"#$%&'()(#*!+,-"$#.-#"
!/012#33!4"$721 723!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

人脐带干细胞移植对大鼠糖尿病足及U9ST表达的影响"

王!瑛
!&周!宁

!&王庆萍!&金醒"!&侯宗柳!&彭葆坤!&但齐琴"&王廷华"&#

!$昆明医科大学延安附属医院 !昆明%K&&K!"#"$昆明医科大学 神经科学研究所 !昆明%K&&#!"

#$四川大学华西医院 转化神经科学中心 !成都%!&&'!"

!!'摘要(!目的!探讨人脐带间充质干细胞!:fG;("移植对大鼠糖尿病足溃疡及脑源性神经营养因子

!Y)JF"表达的影响)方法!成年;)大鼠分为正常组+糖尿病足溃疡组和 :fG;(治疗组&每组!"只)后两组

大鼠用高能饲料喂养结合链脲佐菌素腹腔注射诱导糖尿病模型&模型诱导成功后通过坐骨神经损伤制作大鼠糖尿

病足溃疡模型&然后将培养鉴定的 :fG;(移植入溃疡周及表面)治疗后"周测定各组溃疡面积+感觉功能恢复

程度!温痛觉"#D(V检测溃疡组织T04F基因表达变化&免疫组化确定Y)JF细胞定位及Y)JF灰度值变化)结

果!:fG;(移植组足溃疡面积较糖尿病足溃疡组缩小&后肢温+痛觉功能有一定程度恢复!!$&$&K"#溃疡组织

T04F基因和蛋白水平表达较糖尿病足溃疡组上调!!$&$&K")结论!:fG;(移植可促进糖尿病足溃疡修复&

其分子机制可能与Y)JF表达有关)
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Q+*+80O08+8013-3L*++7*-6@4!,]!""$1-*.257*-6@&8028+30,H--3.-8+57*-6@218:fG;(3*+23.+137*-6@N

)02/+30,H--3.-8+501*234Q24+432/504L+8&3L+1@*+@2*+8:fG;(Q+*+0.@5213+8-13L+802/+30,H--365,+*401

*234&218,-13*-5-1+4Q+*+28.01043*23+8 Q03L42501+-15PNIL+2*+2-H65,+*230-1&4+14-*PH61,30-1&Y)JF
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!!糖尿病是临床内分泌科常见的疾病
/!0)糖尿病

足是因糖尿病引起神经病变后导致神经终末功能障

碍所致的足部疾病
/"0)糖尿病足一旦发生&长期迁

延且难于愈合&寻找其有效的治疗手段仍是基础和

临床工作者面临的科学问题)

细胞移植治疗是一种促进创面修复的有效手

段)人脐带干细胞!L6.216./050,.+4+1,LP.25

43*-.25,+554&:fG;("是来源于脐带间充质的多

潜能细胞&具有增殖能力强+能分化为靶组织细胞的

能力
/# K0):fG;(在疾病治疗中有广阔的应用前

景&既往文献报道:fG;(可用于脑外伤
/%&W0+脑缺

" 云南省自然科学基金!J-N"&&X()"&#"资助

血
/B&X0
治疗)脑源性神经营养因子!/*2018+*0O+8

1+6*-3*-@L0,H2,3-*&Y)JF"是一种重要的神经营养

因子
/!& !#0&其在 :fG;(治疗糖尿病足中的变化

尚未见报道)本实验拟探索 :fG;(治疗糖尿病

足的效果&并探讨其治疗作用是否与Y)JF有关&

为今后临床应用 :fG;(治疗糖尿病足及其探讨

与Y)JF的关系提供实验依据)

1!方法

1N1!大鼠糖尿病模型制作

成年;)大鼠购于昆明医科大学实验动物中

心)随机分为正常对照组&糖尿病足溃疡组和

:fG;(治疗组&每组!"只大鼠&其中K只用于免
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疫组化&W组用于D(V)后两组大鼠采用腹腔内注

射链脲佐菌素!43*+@3-T-3-,01&;IE"制作大鼠糖尿

病模型);IE能选择性损伤胰岛$细胞&引起实验

性糖尿病)给大鼠腹腔注射;IE!"K.7*S7"后!%

"L&;IE抑制胰岛释放致血糖水平升高&出现早期

高血糖相#随后由于胰岛$细胞破坏&大量胰岛素释

放导致血糖显著降低&持续约%%!&L&称为低血糖

相)"'L后出现稳定的高血糖相即糖尿病阶段&此

时大部分胰岛$细胞已呈现不同程度的损伤和破

坏)一周后再!次性腹腔注射;IE'&.7*S7&于下

一周连续#8测血糖'!%$W1.-5*9为造模成功)

1N/!制作糖尿病足模型

将造模组在双侧肢后肢分离臀部的肌肉而暴露

坐骨神经&用血管钳夹挫伤使神经受损并在足背开

一小切口后涂抹金黄色葡萄球菌#8&诱导足部溃疡

坏疽的发生)

1_2!a)+"8的培养和鉴定

人脐带K根&取自足月健康新生儿&由昆明市延

安医院提供&经产妇同意和伦理委员会论证后用于

科学研究)采用组织块贴壁法获取消化 :fG;()

将脐带剪碎&无菌条件下浸入)GFG*F!"培养基

中制备组织块&接种于含!&[FY+"K..-5*9谷胺

酰胺+!&#9*.9青酶素&!&&#7*.9链酶素&并置

#W\+K[ (=" 培养箱中培养)待:fG;(从组织

中迁出!大约!周"后&去除组织块更换培养基继续

培养)以后每#8换液!次&细胞长到B&[时&用

&N"K[ 胰蛋白酶和&N"X*9M)IC混合液进行消化

传代)以!&^!&K
个细胞*.9进行接种培养&K8

左右传代)本实验中传K代细胞用于组织化学染色

鉴定)分别于原代第W8+传每代后第K8观察细胞

形态变化)按文献/%0
方法用;D二步法染色鉴定

:fG;()所用抗体为()''和()#'!;2132(*6T&

!_K&&")常规)CY染色&棕色反应显色后于显微

镜下观察阳性产物部位)

1_3!a)+"8治疗

将 之 前 培 养 的 :fG;( !!&K*.9"注 入

:fG;(治疗组大鼠足溃疡边缘#个点&每点体积

!K#9)"周后用方格测量溃疡面积&用免疫组化+

D(V技术研究Y)JF的表达变化)

1N6!温痛觉敏感度实验

:fG;(治疗两周后&观察 :fG;(治疗组和

糖尿病足溃疡组大鼠后肢温痛觉变化)

足底温疼觉测试$使用 c9;A!"C红外线照射

温度刺激测痛仪)将大鼠固定后用一束红外光照射

足底产生集热效应&使局部升温产生疼痛&当超过动

物忍耐痛阈时&动物就产生有效抬腿逃避&以此方法

来判断动物对热产生的疼痛反应情况)设定热辐射

温度为'"\)热辐射刺激""4后未出现甩尾&则停

止试验&甩尾潜伏期按"&4计算以防烫伤)每次测

试前先给大鼠一个预适应的刺激&不计入结果内&同

样的方法重复#次&结果取平均值)

压爪试验$使用c9;A#M电子压痛仪&采用尖形

探针进行鼠爪压力试验)探针施压在鼠爪上&压力

逐渐增加&直至出现尖叫或逃避动作后&记录结果)

如果压力达到"K&7仍无尖叫或逃避动作&则停止

试验&按"K&7计算以防鼠爪损伤)每次测试前先

给大鼠一个预适应的刺激&不计入结果内&同样的方

法重复#次&结果取平均值)

1N4!样本获取

将动物灌注麻醉)按!.9*!&&.7的剂量腹

腔注射#N%[的水合氯醛&动物麻醉后&打开胸腔)

在右心耳用开剪口&将大号针头A输液带A生理盐水

插入动物的左心室&深入主动脉&并灌注生理盐水)

等血液被冲洗干净后&灌注"&&%#&&.9'&7*9多

聚甲醛)灌注后不久&鼠尾开始僵硬&肝脏变白)等

到全身僵硬即可停止灌注&开始取双足背组织)免

疫组化用标本置'\冰箱备用)D(V用样本活体

取材后置bB&\冰箱贮藏备用)

1NM!免疫组化染色

按文献
/%0
方法用;D二步法染色):fG;(鉴

定抗体为 ()''和 ()#' !;2132(*6T&!_K&&")

Y)JF抗体购自 (L+.0,-1公司&工作浓度!_

!&&&&二抗为羊抗兔U7Z&常规)CY染色&棕色反

应显色后于显微镜下观察阳性产物部位)Y)JF阳

性为胞浆棕黄色染色)每组取#个!̂ '&&倍"镜下

视野&用图像分析软件!U.27+"测量阳性反应物光

密度值)

1_5!X8:

用I*0T-5试剂盒!宝生物"提取相应标本总

VJC&按照试剂盒说明书逆转录为,)JC模板)利

用D*0.+*D*+.0+*KN&软件设计T04F引物&以$A

2,301为内对照&送生物公司合成)$A2,301上游$KhA

ZICCCZC((I(ICIZ((C C(CA#h&下 游$KhA

ZZC(I(CI(ZIC(I((IZ(IA#h&片 段 长 度$

""W/@)T04F 上游$KhAI(((IZZ(IZC(C(II

"#X
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IIA#h&下游$KhACIIZZZICZII(ZZ(CIIA#h&

片段长度$'%%/@)根据常规D(V建立D(V反应

体系$"^D(V G243+*G0R!"NK#9&D(V Q23+*

16,5+AH*++!&NK#9 &上游引物&NK#9&下游引物

&$K#9&样本!#9&总体积为"K#9)震荡&离心混

匀!&4后&放入D(V仪&按以下反应条件进行D(V

扩增$预变性$X'\&K.01#变性$X'\&!.01#退火

温度T04FK& \&$A2,301K"NK \#延伸$W" \&

!.01#共#&个循环#总延伸$W" \&!& .01)将

D(V扩增产物琼脂糖凝胶电泳&并用YU=AVC)凝

胶自动成像系统曝光成像&用U.27+d测定各个样本

D(V产物电泳条带光密度值&所测的目的条带光密

度值*$A2,301条带光密度值所得比值用于统计)

1N7!统计学方法

组间比较用9
"
检验&两组间比较用@检验&!]

&$&K)

/!结果

/_1!a)+"8移植对糖尿病足溃疡的修复作用

结果显示&:fG;(治疗组大鼠足溃疡面积

!&$!X%a&N&!K",."
较糖尿病足溃疡组面积6!&N"X%a

&N&"#",."7缩小&差异有统计学意义!!$&N&!")

/_/!a)+"8移植对大鼠肢体感觉功能的影响

通过比较各组大鼠后肢温+痛觉敏感度实验发

现&:fG;(治疗组大鼠下肢温度刺激抬足时间和

针刺抬足时间均分别比糖尿病足溃疡组缩短&差异

有统计学意义!!$&N&K"&见图!)

/_2!.#(D<:SE表达变化

D(V分析显示&T04F .VJC在各组足组织

均有 表 达):fG;( 治 疗 组 大 鼠 足 溃 疡 组 织

T04F .VJC水平较糖尿病足溃疡组升高&差异

有统计学意义!!$&N&K"&见图")

图1!温度!E"和针刺!U"对抬足时间的影响

T#A1!.RR,$>;R>%,F<'?!E"'(-(,,-?,!U"B>#<&?'>#;(;(>%,>#<,

;RR;;>,B$'W,

!$(-13*-57*-6@#"$)02/+30,H--3.-8+57*-6@##$:fG;(

3*+23.+137*-6@

/_3!U9ST免疫组化染色结果

免疫组化染色显色&Y)JF在糖尿病足溃疡组

大鼠足上皮组织明显表达&:fG;(治疗明显增强

上皮细胞Y)JF免疫染色)光密度值分析比较两

组间差异有统计学意义!!$&N&K"&见图#)

图/!各组.#(D<:SE表达变化

T#A/!8%'(A,B;R.#(D<:SE#(,'$%AF;&W

!$(-13*-57*-6@#"$)02/+30,H--3.-8+57*-6@##$:fG;(

3*+23.+137*-6@

图2!U9ST在足上皮组织呈阳性反应)"X!V300

T#A2!U9STW;B#>#*,B>'#(#(A#(,W#>%,?#';RR;;>_"X!V300

C&2$)02/+30,H--3.-8+57*-6@#Y&/$:fG;(3*+23.+137*-6@#($U=)O256+/+3Q++13Q-7*-6@4

##X
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2!讨论

本实验通过建立;)大鼠糖尿病足溃疡模型&

培养:fG;(&观察其对大鼠糖尿病足的影响&证实

:fG;(移植对糖尿病大鼠足溃疡有一定修复效

果&且其分子机制可能与Y)JF有关)

2_1!a)+"8移植对糖尿病足的修复作用

本实验发现&:fG;(移植能有效促进糖尿病

大鼠足溃疡修复&并改进温+痛觉):fG;(是一

类来源于人脐带的间充质+有自我增殖和分泌为靶

组织细胞能力的干细胞
/# K0)由于脐带为分娩胎儿

的废弃物&易于获得&其在糖尿病足溃疡治疗中有良

好的开发空间的价值)至今&:fG;(用于其他疾

病如脑外伤治疗等已有报道
/% X0):fG;(移植促

进糖尿病足修复及改善温+痛觉是新的发现&该结果

为今后将其用于人糖尿病足治疗提供了支持)

2_/!a)+"8改善糖尿病足功能与U9ST表达有

关

本实验发现&:fG;(治疗组Y)JF基因和蛋

白水平均高于未移植 :fG;(的糖尿病足溃疡组)

揭示 :fG;( 移植促进了 Y)JF 的表达&提示

Y)JF增加可能有利于促进上皮修复并改进其功

能)文献报道&Y)JF能有效促进损伤细胞修复并

维持其存活
/!' !%0)此外 Y)JF还能促进神经再

生
/!W&!B0)本实验中&Y)JF增加一方面可能通过促

进上皮细胞增殖进而有利于溃疡修复&另一方面&增

加的Y)JF也可能引导神经再生&从而促进感觉功

能恢复)至于Y)JF促进溃疡修复的分子信号通

路还有待进一步研究)

综上&本实验为应用 :fG;(移植治疗糖尿病

足提供了有用的实验资料&为 :fG;(移植治疗糖

尿病足及阐明其与Y)JF的关系提供了实验依据)

对未来应用:fG;(治疗糖尿病足提供了可能)
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