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００３．
【基础研究】

脐带间充质干细胞上清提取物对糖尿病皮肤溃疡大鼠肿瘤坏死因

子α及血管内皮生长因子的影响

徐海环１，２，董化江１，赵明亮３

（１．天津大学精密测试技术及仪器国家重点实验室，天津　３０００７２；２．武警后勤学院附属医院皮肤科，天津　３００１６２；
３．天津市神经修复重点实验室，天津　３００１６２）

摘要：　目的　探讨脐带间充质干细胞上清提取物对糖尿病皮肤溃疡大鼠肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）及血管内皮
生长因子（ＶＥＧＦ）的影响。方法　将３０只ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠随机分为模型组、单纯培养基冻干粉治疗组和间充质
干细胞上清冻干粉治疗组，每组１０只。大鼠经尾静脉注射四氧嘧啶并给予高脂饲料喂养制作糖尿病模型。糖尿病大
鼠采用戊巴比妥钠麻醉后，用刀片在小腿处划一切口，深达皮下，注入金黄色葡萄球菌悬液，造成皮肤溃疡。皮肤溃疡

模型制作成功后模型组大鼠尾静脉注射１００μＬ生理盐水，溃疡处滴加１００μＬ生理盐水；单纯培养基冻干粉治疗组大
鼠将培养基冻干粉溶解至２００μＬ生理盐水，尾静脉注射１００μＬ，溃疡处滴加１００μＬ；间充质干细胞上清冻干粉治疗
组大鼠将间充质干细胞上清冻干粉溶解至２００μＬ生理盐水，尾静脉注射１００μＬ，溃疡处滴加１００μＬ。５ｄ后采用放
射免疫法检测大鼠血清 ＴＮＦα水平，采用反转录聚合酶链式反应和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大鼠溃疡处组织中 ＴＮＦα和
ＶＥＧＦ的表达。结果　间充质干细胞上清冻干粉治疗组大鼠血清ＴＮＦα水平显著低于模型组和单纯培养基冻干粉治
疗组（Ｐ＜０．０５）；模型组与单纯培养基冻干粉治疗组大鼠血清 ＴＮＦα水平比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。间充
质干细胞上清冻干粉治疗组大鼠溃疡组织中ＴＮＦαｍＲＮＡ及蛋白表达低于模型组和单纯培养基冻干粉治疗组（Ｐ＜
０．０５）；间充质干细胞上清冻干粉治疗组大鼠溃疡组织中ＶＥＧＦｍＲＮＡ及蛋白的表达高于模型组和单纯培养基冻干粉
治疗组（Ｐ＜０．０５）；模型组大鼠溃疡组织中ＴＮＦαｍＲＮＡ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ及相应蛋白表达与单纯培养基冻干粉治疗组
比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　间充质干细胞上清冻干粉治疗可有效降低溃疡组织中ＴＮＦα的表达，且
可有效提高溃疡组织中ＶＥＧＦ的表达水平。

关键词：　脐带；间充质干细胞；糖尿病皮肤溃疡；肿瘤坏死因子α；血管内皮生长因子；大鼠
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ｍｅｎｔｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＵｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄＭＳＣｓｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｒｅｄｕｃｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦαａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦｉｎｕｌｃｅｒｔｉｓｓｕｒｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄ；ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ｄｉａｂｅｔｉｃｓｋｉｎｕｌｃｅｒ；ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα；ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ；ｒａｔｓ

　　目前，全球糖尿病患者约为２．６亿人，预计到
２０２５年将增加至３亿或更多［１］，我国糖尿病形势最

为严峻，２０１３年糖尿病患者约为９８００万［２］。糖尿

病皮肤溃疡（ｄｉａｂｅｔｉｃｓｋｉｎｕｌｃｅｒ，ＤＳＵ）是糖尿病并发
症之一，反复发作，迁延不愈，易形成顽固且难愈性

溃疡，治疗失当易向深部发展，乃至致残、截肢，严重

威胁人类的健康［３］。间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）是一类具有自我更新和多向分化
潜能的多能干细胞，存在于骨髓、脐血、脐带、全身结

缔组织和器官间质等［４５］。脐带作为 ＭＳＣｓ的一种
来源有其无法比拟的优势，取材容易、来源广、收集

简便［６８］。ＭＳＣｓ的治疗作用既包括细胞自身分化增
殖替代异常的组织细胞，又包括 ＭＳＣｓ所分泌的某
些蛋白或生长因子所起到的局部微环境的调节作

用。本实验利用脐带 ＭＳＣｓ上清冻干粉进行干预，
探讨其对ＤＳＵ的作用，以期为ＭＳＣｓ治疗ＤＳＵ提供
新的方向。

１　材料与方法

１．１　实验动物　无特定病原体级雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌｅｙ大鼠３０只，购于北京维通利华实验动物技
术有限公司，编号：ＳＣＸＫ（京）２０１２０００１。体质量
（２２５±１５）ｇ，实验大鼠于动物室内分笼喂养，室内
温度为（２０±３）℃，湿度为（５０±２０）％，每日光照
１２ｈ，并提供适量全营养鼠粮及足量清洁饮水。
１．２　细胞获取　脐带来源于平津医院，脐带的采集
经产妇本人同意并签署知情同意书，脐带去表皮及

血管后留取华通胶，待较多细胞爬出，传代培养，细

胞活力≥９０％，病原菌检查未检出细菌，至第３代时
用于本实验。

１．３　仪器与试剂　超净工作台（中国苏净集团安
泰公司），培养基（美国Ｓｉｇｍａ公司），３Ｋ１８型台式离
心机（德国Ｓｉｇｍａ公司）；ＴＲＩＺＯＬ试剂盒（上海索莱
宝生物科技有限公司），ＵｌｔｒａＣＵＬＹＵＲＥＴＭ无血清培
养基（美国 Ｌｏｎｚａ公司），肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）多克隆抗体、甘油醛３磷
酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎ
ａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）抗体（上海西唐生物科技公司），ＴＮＦα
放射免疫（ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，ＲＩＡ）试剂盒（上海雅
吉生物科技有限公司），血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）兔多克隆抗体（上海
艾博抗贸易有限公司），反转录聚合酶链式反应
（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ
ＰＣＲ）仪（美国 ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ公司），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
电泳仪、电转仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。
１．４　实验分组及各组大鼠干预措施　用随机数字
表法将大鼠随机分为模型组、单纯培养基冻干粉治

疗组和ＭＳＣｓ上清冻干粉治疗组，每组１０只。３组
大鼠均进行造模，模型制作参照文献［９１０］。大鼠
尾静脉注射四氧嘧啶（４０ｍｇ·ｋｇ－１），并给予高脂
饲料喂养（质量分数 ５０％基础饲料、１０％熟猪油、
２５％蔗糖、１５％蛋黄粉），５ｄ后测空腹血糖，筛选血
糖在２０～３３ｍｍｏｌ·Ｌ－１的符合糖尿病诊断标准的
大鼠。戊巴比妥钠麻醉，刀片在大鼠小腿作一长约

１ｃｍ的切口，深达皮下，并注入１ｍＬ金黄色葡萄球
菌悬液，术后３～４ｄ局部可出现溃疡。ＤＳＵ模型制
作成功后，模型组大鼠尾静脉注射 １００μＬ生理盐
水，溃疡处滴加１００μＬ生理盐水；单纯培养基冻干
粉治疗组大鼠将培养基冻干粉溶解至２００μＬ生理
盐水，尾静脉注射１００μＬ，同时溃疡处滴加１００μＬ；
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ＭＳＣｓ上清冻干粉治疗组处理：取原代细胞扩增至３
代，数量为１×１０８，留取相应的上清液并冻干，余同
单纯培养基冻干粉治疗组。５ｄ后留取血清及溃疡
处组织，检测血清ＴＮＦα水平及溃疡组织中ＴＮＦα、
ＶＥＧＦ的变化。本研究中动物处置方法符合动物伦
理学标准。

１．５　ＭＳＣｓ上清冻干粉获得　将第３代细胞扩增
至 １×１０８，留取扩增期间所有上清液，上清液留取
后迅速转移至液氮内，然后转移至 －８０℃低温冰
箱，将－８０℃冻存凝固的上清液抽真空，升华干燥，
除去冰晶，最后制得冻干粉，－２０℃保存。使用前
用生理盐水溶解，０．２２μｍ过滤器过滤，溶于２ｍＬ
生理盐水内，然后经尾静脉途径注射，每只大鼠注射

１００μＬ，另取１００μＬ滴于皮肤溃疡处。
１．６　大鼠血清ＴＮＦα水平检测　各组动物均于第
５天行心脏静脉取血２ｍＬ，立即低温分离血清，采用
放射免疫试剂盒，按试剂盒说明书操作检测 ＴＮＦα
水平。

１．７　大鼠溃疡组织中 ＴＮＦαｍＲＮＡ及 ＶＥＧＦ
ｍＲＮＡ检测　应用ＴＲＩｚｏｌ试剂提取组织总ＲＮＡ，根
据试剂盒说明反转录合成 ｃＤＮＡ。ＴＮＦα上游引物
序列：５′ＣＣＣＡＡＴＣＴＧＴＧＴＣＣＴＴＣＴＡＡＣＴ３′；下游引
物序列：５′ＣＡＧＣＧＴＣＴＣＧＴＧＴＧＴＴＴＣＴ３′；ＶＥＧＦ上
游 引 物 序 列：５′ＴＴＴＡＣＴＧＣＴＧＴＡＣＣＴＣＣＡＣＣ３′；
ＶＥＧＦ下游引物序列：５′ＡＴＣＴＣＴＣＣＴＡＴＧＴＧＣＴＧ
ＧＣＴＴＴ３′。反应条件：９４℃预变性 ３ｍｉｎ，变性
３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共 ２９个循环，
７２℃再延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电
泳，采用快速凝胶成像系统拍摄电泳图谱条带，利用

图像分析软件分析条带灰度值。

１．８　大鼠溃疡组织中 ＴＮＦα、ＶＥＧＦ蛋白检测　
取溃疡处皮肤组织，每１００ｍｇ组织加入 １ｍＬ细胞
裂解液与蛋白磷酸酶混合物（９９１，ｖ／ｖ）液氮研磨，
４℃下１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，去上清即为总
蛋白。取部分上清液加入聚丙烯酰胺凝胶电泳蛋白

上样缓冲液混匀，沸水浴５ｍｉｎ，冰上冷却，蛋白变
性，－２０℃保存。以聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，用
湿转法转移至聚偏二氟乙烯膜上，５０ｇ·Ｌ－１脱脂
牛奶封闭 １ｈ，分别加一抗 ＴＮＦα多克隆抗体或
ＶＥＧＦ多克隆抗体，４℃过夜。三羟甲基氨基甲烷缓
冲液冲洗后，分别与辣根酶标记的山羊抗兔／小鼠
ＩｇＧ抗血清（１１２０００）室温震荡孵育２ｈ，暗室内Ｘ
线片曝光显影，扫描仪扫描底片，分析目的条带的灰

度值。以目的条带与甘油醛３磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒ
ａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）灰度值
之比作为目的基因蛋白的表达。

１．９　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计
分析，数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较采
用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　３组大鼠血清 ＴＮＦα水平比较　模型组、单
纯培养基冻干粉治疗组和ＭＳＣｓ上清冻干粉治疗组
血清ＴＮＦα水平分别为（２９．１±３．３）、（２７．１±６．８）
和（２０．１±５．７）μｇ·Ｌ－１。ＭＳＣｓ上清冻干粉治疗组
大鼠血清ＴＮＦα水平显著低于模型组和单纯培养
基冻干粉治疗组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
模型组与单纯培养基冻干粉治疗组大鼠血清ＴＮＦα
水平比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
２．２　３组大鼠皮肤溃疡组织中 ＴＮＦα和 ＶＥＧＦ
ｍＲＮＡ及蛋白表达情况　结果见表１。ＭＳＣｓ上清
冻干粉治疗组大鼠溃疡组织中 ＴＮＦαｍＲＮＡ及蛋
白表达低于模型组和单纯培养基冻干粉治疗组，差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＭＳＣｓ上清冻干粉治疗
组大鼠溃疡组织中ＶＥＧＦｍＲＮＡ及蛋白的表达高于
模型组和单纯培养基冻干粉治疗组，差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０５）；模型组大鼠溃疡组织中 ＴＮＦα、
ＶＥＧＦｍＲＮＡ及其蛋白表达与单纯培养基冻干粉治
疗组比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表１　３组大鼠溃疡组织中ＴＮＦα和ＶＥＧＦｍＲＮＡ及蛋白表达
Ｔａｂ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＴＮＦαａｎｄＶＥＧＦｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｕｌｃｅｒｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＴＮＦαｍＲＮＡ ＴＮＦα蛋白 ＶＥＧＦｍＲＮＡ ＶＥＧＦ蛋白
模型组 １０ ０．６９±０．０８ ０．５７±０．０７ ０．３４±０．１１ ０．３９±０．１１
单纯培养基冻干粉治疗组 １０ ０．６６±０．１１ ０．５１±０．１２ ０．３７±０．０９ ０．４１±０．１９
ＭＳＣｓ上清冻干粉治疗组 １０ ０．３７±０．０９ａｂ ０．３４±０．１７ａｂ ０．６８±０．１５ａｂ ０．７３±０．２２ａｂ

　　注：与模型组比较ａＰ＜０．０５；与单纯培养基冻干粉治疗组比较ｂＰ＜０．０５。

３　讨论

ＤＳＵ是较常见的糖尿病微血管病变之一，是糖
尿病较为严重的并发症，迄今仍缺乏有效的防治方

法。糖尿病周围神经病变、血管病变和感染是导致

ＤＳＵ的３大要素［９１０］。血管病变导致血液循环障

碍，局部组织呈慢性缺氧缺血状态，导致溃疡难以愈

合，临床处理不当可造成严重后果，甚至截肢，严重
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威胁糖尿病患者的生活质量。近年来，干细胞技术

的不断进步为ＤＳＵ患者带来了新的希望。
脐带ＭＳＣｓ是一类具有自我更新和分化潜能的

干细胞，体外培养易于扩增，免疫原性低［１１］，可用于

同种甚至异种细胞移植。有文献报道，脐带 ＭＳＣｓ
体外培养可分泌多种细胞因子，包括基质起源的因

子，如肝细胞生长因子、胰岛素样生长因子、纤维母

细胞生长因子；缺血诱导的因子，如血管内皮生长因

子、血管生成素、单核细胞趋化蛋白和白细胞介素

（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）等，以起到维持机体稳态、抗炎及免
疫调节的作用，对维持机体内环境稳定起着不可小

觑的作用［８，１２１４］。

ＤＳＵ患者由于血运不佳，无论是缺损区域炎症
反应控制，还是血运重建及血管再生均是临床处理

的难题。干细胞技术的出现和发展为此类患者带来

了新的希望。ＴＮＦα可促使多种炎性介质释放，引
起炎症反应的级联放大效应［１０］，同时，ＴＮＦα又是
炎症早期最具影响的介质，既可通过促使炎性介质

释放和诱导ＩＬ１、ＩＬ６等的释放构成炎性损伤的级
联放大效应，还可通过一系列的病理生理过程向炎

症部位迁移，放大炎症反应。ＭＳＣｓ具有免疫抑制的
活性，可分泌多种抗炎细胞因子，对机体免疫反应的

动态调控有重要的意义。本实验证实，ＭＳＣｓ的冻干
粉可有效控制或抑制ＴＮＦα，无疑对 ＤＳＵ具有重要
的意义。

ＶＥＧＦ是唯一对血管形成具有特异性的重要生
长因子，可在体内诱导血管新生［１５］，ＶＥＧＦ的上调
在一定意义上可加速ＤＳＵ附近血管新生和生成，利
于血供重建。本研究结果显示，脐带 ＭＳＣｓ上清冻
干粉可有效抑制溃疡处皮肤组织中 ＴＮＦα的表达，
同时又可上调 ＶＥＧＦ的表达，其对抑制炎症的进展
和促进ＤＳＵ血管再生和重建有着重要意义。ＭＳＣｓ
对组织的修复是通过“旁观者效应”实现的。ＭＳＣ
受到损伤／炎症信号的趋化向损伤局部迁移，并优先
选择通过释放营养因子和抗凋亡分子来刺激并修复

受损伤部位的组织细胞，而不是直接横向分化为受

损细胞。本课题组证实，使用 ＭＳＣｓ上清冻干粉同
样可以起到抗炎和促进血管生成的作用，不涉及伦

理问题，易于实现规范化和产业化管理，且容易操

控，潜力巨大。
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