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人脐带间充质干细胞对小鼠皮肤创面愈合及ＶＥＧＦ表达的影响
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　　［摘要］　目的　研究人脐带间充质干细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈＵＣ
ＭＳＣｓ）对小鼠全层皮肤切除创面愈合及血管内皮细胞生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，
ＶＥＧＦ）表达的影响。方法　采用组织块贴壁法分离培养ｈＵＣＭＳＣｓ，流式细胞术检测细胞免疫表型，并
做向成骨、成脂细胞方向分化。４８只雄性 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠采用完全随机分组方法分为 ｈＵＣＭＳＣｓ组和
ＰＢＳ组，每组２４只，在其背部形成一全层皮肤缺损创面模型，分别于创周注射 ｈＵＣＭＳＣｓ悬液和 ＰＢＳ
液。于３、７、１４ｄ观察创面愈合情况，ＨＥ染色观察病理学改变，免疫组织化学及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＶＥＧＦ
蛋白的表达。结果　流式细胞术检测显示所培养的细胞为ｈＵＣＭＳＣｓ，体外诱导其能向成骨、成脂细胞
方向分化。ｈＵＣＭＳＣｓ组创面愈合率在各时间点均较ＰＢＳ组显著增高（Ｐ＜０．０５）。ＨＥ染色显示 ｈＵＣ
ＭＳＣｓ组创面愈合质量优于ＰＢＳ组。免疫组化显示ｈＵＣＭＳＣｓ组ＶＥＧＦ在３ｄ时表达最多，７、１４ｄ逐渐
减少，但均较ＰＢＳ组增高。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示ｈＵＣＭＳＣｓ组３、７、１４ｄ创面ＶＥＧＦ蛋白表达显著高于
ＰＢＳ组（Ｐ＜０．０５）。结论 　ｈＵＣＭＳＣｓ可增强皮肤创面ＶＥＧＦ的表达，促进皮肤创面的修复。
　　［关键词］　 人脐带间充质干细胞；皮肤损伤；伤口愈合；血管内皮细胞生长因子；小鼠
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　　创伤、烧伤、慢性溃疡等造成大面积皮肤缺损，常
形成难以愈合的创面，严重影响患者健康及生活质量。

干细胞移植治疗作为一种新型的治疗手段为组织损伤

修复带来了希望。人脐带间充质干细胞（ｈｕｍａｎ
ｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈＵＣＭＳＣｓ）是来
源于脐带沃顿胶的一类成体干细胞，具有较强的增殖

能力及多向分化能力，较之其他来源的间充质干细胞

存在取材无创、含量丰富、避免伦理争议、免疫原性更

低等优点［１－２］。作为一种新型的种子细胞已成为干细

胞移植研究领域的热点之一。近年研究显示，ｈＵＣ
ＭＳＣｓ可以向受损组织归巢，并有效促进肺、肾、肝、脊
髓等组织损伤的修复［３－６］。血管内皮细胞因子（ｖａｓ
ｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）是一种高度保守
的同型二聚体糖蛋白，具有广泛调节血管再生、促进损

伤创面愈合的作用［７］。ｈＵＣＭＳＣｓ能否通过影响
ＶＥＧＦ的表达从而促进皮肤创面的修复，目前尚不清
楚。本实验拟将ｈＵＣＭＳＣｓ移植于小鼠皮肤损伤创面
模型，观察其对皮肤创面修复和ＶＥＧＦ表达的影响，为
ｈＵＣＭＳＣｓ治疗皮肤创面提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　脐带标本来源于重庆医科大学附属第一医院产科
健康婴儿脐带组织，排除细菌、病毒、支原体等感染，无

梅毒、艾滋病等传染病，经产妇及家属知情同意。健康

雄性８周龄ＢＡＬＢ／ｃ小鼠４８只，体质量２０～２５ｇ，ＳＰＦ
级，由重庆医科大学实验动物研究中心提供，动物合格

证号：ＳＣＸＫ（渝）２０１２０００１。ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、胎牛
血清、链霉素、青霉素均购自 Ｇｉｂｃｏ公司，人脐带间充
质干细胞成骨、成脂诱导分化试剂盒购自 Ｃｙａｇｅｎ公
司，小鼠抗人 ＣＤ２９ＦＩＴＣ、ＣＤ４４ＰＥ、ＣＤ９０ＰＥ、ＣＤ４３
ＰＥ、ＣＤ４５ＦＩＴＣ购自ＢＤ公司，ＶＥＧＦ抗体购自碧云天
生物技术有限公司，βａｃｔｉｎ单克隆抗体和ＨＲＰ标记羊
抗兔二抗购自北京康为世纪生物技术公司，ＰＶ二步法
免疫组化试剂盒和山羊血清封闭液购自北京中杉金桥

公司。

１．２　ｈＵＣＭＳＣｓ的分离与培养
　　取足月剖宫产健康婴儿脐带标本１０～２０ｃｍ，置
于ＤＭＥＮ／Ｆ１２培养基中，４℃保存运输至实验室。于

超净工作台内取出脐带标本，将其剪成约５ｃｍ长小
段，ＰＢＳ液反复冲洗以去除表面残留的血液。仔细剔
除外膜及脐动静脉，取脐带沃顿胶（Ｗｈａｒｔｏｎ’ｓｊｅｌｌｙ），
用ＰＢＳ液反复漂洗干净，剪为约１ｍｍ３大小的小块，
接种于２５ｃｍ２塑料培养瓶。添加 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液
（含１０％胎牛血清、链霉素１００ｇ／Ｌ、青霉素１００Ｕ／ｍＬ），
置于饱和湿度、３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中静置培养。
３～５ｄ后首次半量换液，以后每３天更换培养液。待
细胞长至８０％～９０％融合时，用２．５ｇ／Ｌ胰蛋白酶（含
０．０２％ ＥＤＴＡ）消化，按１∶２或１∶３比例传代，扩增培
养，培养至第２代将细胞冻存用于后续研究。取生长
良好的第３～５代细胞，消化后 ＰＢＳ洗涤３次，ＰＢＳ重
悬细胞，调整细胞数为１×１０７／ｍＬ备用。
１．３　细胞表面标志物测定
　　取生长良好的第 ３代细胞，２．５ｇ／Ｌ胰蛋白酶
（００２％ ＥＤＴＡ）消化后ＰＢＳ洗涤３次，加入荧光标记
抗体，４℃避光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次，流式细胞
仪检测细胞表面标志物 ＣＤ２９、ＣＤ４３、ＣＤ９０、ＣＤ４５、
ＣＤ４４的表达。
１．４　成骨成脂方向诱导分化
　　取生长状态良好的３～５代细胞，消化离心后制成
细胞悬液，按２×１０４／ｃｍ２接种于６孔板中，２４ｈ后待
细胞完全贴壁，更换诱导培养液。成骨方向分化：以成

骨诱导分化培养液培养，间隔２～３ｄ更换新鲜培养
液，连续培养３周，４％多聚甲醛固定，茜素红染色。成
脂方向分化：弃去培养液，加入成脂诱导液 Ａ继续培
养，３ｄ后更换为成脂诱导液 Ｂ，２４ｈ后更换为成脂诱
导液Ａ，重复４～５次后，４％多聚甲醛固定，作油红 Ｏ
染色。

１．５　小鼠皮肤创面模型制备
　　将４８只健康雄性 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠采用完全随机分
组方法分为 ２组：ｈＵＣＭＳＣｓ组、ＰＢＳ组，每组 ２４只。
实验小鼠经腹腔内注射１０％水合氯醛（０．００３ｍＬ／ｇ）
麻醉，麻醉满意后剃去背部毛，７５％酒精局部消毒，用
无菌眼科剪在其背部形成一直径约１．５ｃｍ皮肤全层
损伤创面，深及筋膜，无菌纱布止血。造模成功后拍照

记录，３Ｍ透明敷贴包扎。造模后２ｈ内ｈＵＣＭＳＣｓ组
于创周多点注射１００μＬ细胞悬液（约１×１０６个），ＰＢＳ
组相同部位注射等量无菌 ＰＢＳ缓冲液。术后放回鼠
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笼单笼饲养，自由饮食。

１．６　创面愈合率测定
　　术后３、７、１４ｄ数码相机记录各组创面愈合情况，
ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０图像分析软件测量创面面积，计算
创面愈合率。

　　创面愈合率 ＝［（原始创面面积 －当前时间点测
量面积）／原始创面面积］×１００％
１．７　ＨＥ染色
　　分别于术后３、７、１４ｄ每组选取４只小鼠，麻醉后
取创面新生皮肤组织及周围少许正常皮肤，用４％多
聚甲醛固定１ｄ，梯度脱水，石蜡包埋，４μｍ连续切片，
常规苏木精伊红染色，中性树胶封片，光学显微镜下
观察新生皮肤病理学改变。

１．８　免疫组化检测ＶＥＧＦ表达
　　组织切片脱蜡至水，用０．０１ｍｏｌ／Ｌ的枸橼酸盐缓
冲液微波抗原修复１５ｍｉｎ，室温自然冷却后３％ Ｈ２Ｏ２
孵育１０ｍｉｎ阻断内源性过氧化物酶，ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×
３次。山羊血清３７℃封闭３０ｍｉｎ，滴加兔抗鼠 ＶＥＧＦ
抗体（抗体稀释１∶１００）４℃孵育过夜。３７℃复温１ｈ，
加试剂１孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次，再加试剂２
孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次，ＤＡＢ显色，镜下观察
显色效果，苏木精复染胞核、脱水、透明和封片，显微镜

下观察拍照。

１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＶＥＧＦ蛋白表达
　　术后３、７、１４ｄ每组选取４只小鼠，经麻醉后取创
面新生皮肤组织及周围少许正常皮肤。加入 ＲＩＰＡ裂
解液（含１％ ＰＭＳＦ）冰上充分匀浆。４℃离心收集上
清液，ＡＢＣ法测定总蛋白浓度，聚丙烯酰胺凝胶电泳
分离蛋白，电转至 ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉封闭１ｈ，滴

加ＶＥＧＦ兔抗鼠抗体（抗体稀释１∶３００）和 βａｃｔｉｎ兔
抗鼠抗体（抗体稀释１∶１０００）４℃孵育过夜，ＰＢＳＴ漂
洗５ｍｉｎ×３遍，ＨＲＰ标记羊抗兔二抗（抗体稀释
１∶５０００）３７℃孵育１ｈ，ＰＢＳＴ漂洗５ｍｉｎ×３遍，滴加
ＥＣＬ化学发光液，凝胶成像系统显影，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软
件半定量分析。

１．１０　统计学分析
　　计量资料以珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，
多组比较行单因素方差分析，两组间比较采用ｔ检验，
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｈＵＣＭＳＣｓ的原代培养
　　原代培养第１０天可见组织块周围有大量贴壁细胞
爬出，细胞大小不一，呈短棒状或多角形（图１Ａ）。待生
长达８０％融合时消化、去除组织块、传代。传至第３代
时，细胞形态逐渐变为较均一的长梭形，类似成纤维细

胞，呈漩涡状生长，胞浆丰富，细胞核明显（图１Ｂ）。
２．２　ｈＵＣＭＳＣｓ表面标志物检测
　　原代培养的第３代细胞经流式细胞仪检测细胞表
面抗原，结果显示细胞高表达ＣＤ２９、ＣＤ４４、ＣＤ９０，阴性
表达 ＣＤ４３、ＣＤ４５，表明所培养的细胞为 ｈＵＣＭＳＣｓ
（图１Ｅ～Ｉ）。
２．３　ｈＵＣＭＳＣｓ成骨成脂方向诱导分化
　　ｈＵＣＭＳＣｓ成骨诱导２１ｄ后，胞浆及细胞外基质
中可见大量黑色颗粒样物质，经茜素红染色成红色

（图１Ｃ）。成脂诱导１４ｄ后，胞浆中可见圆形脂滴形
成，油红Ｏ染色呈红色（图１Ｄ）。表明ｈＵＣＭＳＣｓ可向
成骨、成脂细胞方向分化。
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Ａ：ｈＵＣＭＳＣｓ原代培养第１０天（×１００）；Ｂ：培养至第３代的ｈＵＣＭＳＣｓ（×１００）；Ｃ：ｈＵＣＭＳＣｓ成骨分化（茜素红
染色 ×２００）；Ｄ：ｈＵＣＭＳＣｓ成脂分化（油红Ｏ染色 ×２００）；Ｅ～Ｉ：ｈＵＣＭＳＣ表面标志物测定（Ｅ：ＣＤ９０；Ｆ：ＣＤ２９；
Ｇ：ＣＤ３４；Ｈ：ＣＤ４４；Ｉ：ＣＤ４５）

图１　ｈＵＣＭＳＣｓ分离培养、鉴定及诱导分化
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２．４　ｈＵＣＭＳＣｓ对皮肤创面愈合率的影响
　　术后第３天ｈＵＣＭＳＣｓ组创面愈合率为（２１．０２±
５．００）％，ＰＢＳ组创面愈合率为（１５．９０±４．４８）％。第
７天ｈＵＣＭＳＣｓ组创面愈合率为（５５．７６±１２．３８）％，
ＰＢＳ组创面愈合率为（４１．９９±１０．３９）％。第 １４天
ｈＵＣＭＳＣｓ组创面愈合率为（９１．５４±３．３５）％，ＰＢＳ组
创面愈合率为（７９．６６±４．９９）％。ｈＵＣＭＳＣｓ创面愈
合率在各时间点均明显高于 ＰＢＳ组创面愈合率，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图２）。

２．５　ｈＵＣＭＳＣｓ对皮肤创面组织学的影响
　　ＨＥ染色显示术后第３天时 ｈＵＣＭＳＣｓ组创面新
生肉芽组织较厚且可见大量成纤维细胞，而 ＰＢＳ组新
生肉芽组织较薄且成纤维细胞较 ｈＵＣＭＳＣｓ组少。第
７天时ｈＵＣＭＳＣｓ组可见较多微血管增生，肉芽组织
进一步增厚，而 ＰＢＳ组微血管密度相对较小。第 １４
天时ｈＵＣＭＳＣｓ组创面新生表皮相对较厚且分层清
楚，毛囊增生较活跃，成纤维细胞逐渐减少；而 ＰＢＳ组
创面新生表皮相对较薄且层次不甚清楚，毛囊增生较

不活跃，仍有较多成纤维细胞浸润（图３）。
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图２　术后不同时间各组小鼠皮肤创面愈合情况
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图３　术后不同时间各组小鼠皮肤创面组织学观察　（ＨＥ×１００）
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２．６　ｈＵＣＭＳＣｓ对皮肤创面ＶＥＧＦ表达的影响
　　免疫组化显示显示小鼠正常皮肤组织中ＶＥＧＦ主
要表达于少数成纤维细胞及表皮细胞，呈弱阳性表达。

伤后创面新生皮肤组织 ＶＥＧＦ阳性细胞数明显增多，
３ｄ时ＶＥＧＦ主要表达于单核巨噬细胞，７ｄ时 ＶＥＧＦ
主要表达于血管内皮细胞以及新生表皮基底细胞，１４ｄ
时ＶＥＧＦ主要表达于表皮基底细胞。伤后 ３、７、１４ｄ
创缘处ＶＥＧＦ持续阳性表达于表皮基底细胞，３、７ｄ阳
性细胞较多，１４ｄ时阳性细胞逐渐减少。ｈＵＣＭＳＣｓ
组创面新生皮肤组织及创缘处ＶＥＧＦ的表达在各时间
点均较ＰＢＳ组增多（图４）。

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，ｈＵＣＭＳＣｓ组和 ＰＢＳ组创
面ＶＥＧＦ蛋白表达均在第３天表达较高，第７、１４天逐
渐降低。ｈＵＣＭＳＣｓ组各时间点 ＶＥＧＦ蛋白表达水平
均高于ＰＢＳ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图５）。

３　讨论

　　创面修复是一个复杂而有序的生物学过程，包括
止血期、炎症期、增生期、重塑期等连续的过程，涉及多

种细胞、细胞因子、生长因子的参与和相互协调［８］。

而组织缺氧、坏死、感染及高龄等因素可使创面延迟愈

合或难以愈合，因此要达到解剖重建和功能修复仍是
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图４　术后不同时间各组小鼠皮肤创面新生皮肤组织及创缘处ＶＥＧＦ的表达　（ＰＶ二步法 ×４００）
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　１：ｈＵＣＭＳＣ组，２：ＰＢＳ组；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＰＢＳ组比较

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测术后不同时间各组小鼠皮肤创面ＶＥＧＦ蛋白表达
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组织修复领域需要解决的一大难题［９］。间充质干细

胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）是广泛存在于骨髓、
滑膜、脂肪、脐带、脐血等组织的一类成体干细胞，具

有强大的多向分化潜能，可分化为软骨细胞、骨细胞、

血管内皮细胞、成纤维细胞、角质细胞及脂肪细胞

等［１０－１１］。近年来，随着对 ＭＳＣｓ研究的深入，发现
ＭＳＣｓ可向受损组织中迁移并参与损伤组织的修复再
生，其机制可能与 ＭＳＣｓ的增殖、多向分化、旁分泌细
胞因子、免疫调节及抗炎等作用有关［１２－１３］。

　　ｈＵＣＭＳＣｓ来源于胎儿分娩后的废弃物，来源广
泛、易于分离、含量丰富、不受伦理道德及法律的限

制［１４］。本实验采用组织块贴壁法分离培养 ｈＵＣ
ＭＳＣｓ，原代培养１０ｄ后可见组织块周围密集分布大量
梭形、多角形的贴壁细胞，连续传代培养细胞形态不发

生明显变化。经流式细胞术检测显示 ｈＵＣＭＳＣｓ高表
达ＣＤ２９、ＣＤ４４、ＣＤ９０，阴性表达 ＣＤ３４、ＣＤ４５，且体外
能诱导向成骨、成脂细胞方向分化，与文献报道一

致［２］。后期通过建立小鼠皮肤损伤创面模型，以局部

注射的方式将 ｈＵＣＭＳＣｓ移植入小鼠皮肤创面，结果
显示 ｈＵＣＭＳＣｓ组创面愈合速度更快，创面愈合率明
显增高。表明局部注射移植 ｈＵＣＭＳＣｓ能够加快创面
愈合速度，提高创面愈合率，促进损伤创面的修复。

　　ＶＥＧＦ是血管内皮细胞的有丝分裂原，被认为是
体内最强的血管生成因子，具有诱导内皮细胞增殖、迁

移，促进血管生成的作用，与创面愈合密切相关［１５－１６］。

ＶＥＧＦ在正常皮肤组织中呈低表达状态，组织损伤后
ＶＥＧＦ即反应性升高，随着创面愈合过程的进展，
ＶＥＧＦ水平又逐渐降低，直至恢复到正常水平［１７］。研

究发现，当ＶＥＧＦ的表达水平升高时，肉芽组织形成发
生，表明 ＶＥＧＦ可通过增加肉芽组织的形成促进创面
愈合［１８］。本研究中病理观察 ＰＢＳ组伤后３ｄ皮肤创
面新生肉芽组织较薄，免疫组化检测 ＶＥＧＦ主要表达
于创面单核巨噬细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示ＶＥＧＦ表示水
平达高峰。而伤后７ｄ病理观察发现创面肉芽组织增
厚且有大量新生血管形成，表明 ＶＥＧＦ可能促进了创
面愈合过程中肉芽组织形成和血管新生。伤后７ｄ创
面组织免疫组化及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现 ＶＥＧＦ主要
表达于血管内皮细胞，表达量较３ｄ有所降低，表明血
管内皮细胞也可通过自分泌ＶＥＧＦ从而维持创面的血
管化。１４ｄ时创面趋于完全愈合，病理观察发现创面
新生表皮逐渐覆盖创面，ＶＥＧＦ主要表达于表皮基底
细胞，且表达量达最低。而在创缘处 ＶＥＧＦ持续阳性

表达于表皮细胞，因此 ＶＥＧＦ可能与创面的再上皮化
以及表皮的重建有关。本研究结果与文献报道基本一

致［１９］。ｈＵＣＭＳＣｓ组在３、７ｄ和１４ｄ创面病理学观察
情况均较ＰＢＳ组好，且在不同时间点创面 ＶＥＧＦ的表
达均较ＰＢＳ组增高，提示 ｈＵＣＭＳＣｓ可能通过增强创
面ＶＥＧＦ的表达从而促进皮肤创面的愈合，但其具体
机制仍有待进一步研究。

　　综上所述，本实验结果表明 ｈＵＣＭＳＣｓ局部注射
治疗能加快创面愈合速度，提高创面愈合率和愈合质

量，促进皮肤创面的愈合，并增强创面 ＶＥＧＦ的表达。
初步证实 ｈＵＣＭＳＣｓ对皮肤创面的治疗作用，为 ｈＵＣ
ＭＳＣｓ用于皮肤创面的修复提供了一定的理论依据。
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