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ＭＳＣ复合生物材料促进缺血性糖尿病溃疡愈合的研究
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　　［摘　要］　目的　观察ＭＳＣ复合生物材料对缺血性糖尿病溃疡愈合的作用，探讨干细胞复合生物材料的临床应用前景。方
法　制作电纺丝生物材料，培养ＭＳＣ细胞，通过电镜观察、增殖实验及条件培养基对内皮细胞的作用研究ＭＳＣ复合生物材料的离
体效果。并使用５～８周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠制备成糖尿病小鼠，结扎股动脉近端，在大腿背侧皮肤造成直径５ｍｍ全层创面。观
察ＭＳＣ复合生物材料治疗糖尿病足缺血性溃疡的效果。结果　本研究发现将ＭＳＣ种植与生物电纺丝材料上，通过扫描电镜观察，
细胞生长良好，细胞足伸展，细胞间连结建立。高糖刺激下，ＭＳＣ在生物材料上具有更强的生长增殖能力。利用 ＭＳＣ在生物材料
上生长的条件培养基作用人脐静脉内皮细胞，发现内皮细胞增殖能力增强。将单独的ＭＳＣ和ＭＳＣ复合生物材料覆盖在糖尿病小
鼠大腿皮肤损伤处，发现ＭＳＣ复合生物材料能够有效提高ＭＳＣ对糖尿病足溃疡的治疗效果，促进伤口愈合，有利于血管生成。结
论　ＭＳＣ复合生物材料能够促进糖尿病足缺血性溃疡愈合。提示干细胞复合生物组织材料在加速糖尿病足等缺血性溃疡愈合方
面具有很大治疗潜力和应用前景。
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　　随着糖尿病患者的急剧增多，难治性糖尿病足的
发病率也逐年攀升［１２］。糖尿病足伤口由于失去了正

常伤口愈合的机制和过程，常导致伤口愈合障碍［３４］。

该发病机制尚不完全清楚，目前的研究认为糖尿病性

周围血管、神经病变导致局部缺血性溃疡是其主要致

病因素［５］。当前利用干／祖细胞等进行糖尿病足的细
胞治疗成为研究热点［６７］。但单纯细胞治疗存在细胞

生长微环境不易改善，细胞生长困难等局限［８］，因此迫

切期待新型促进血管新生的有效方案治疗糖尿病足等

缺血性溃疡。

　　间质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣ）是干细
胞家族的重要成员，因其具有多向分化潜能在人类疾

病中应用非常广阔［９］。在心血管系统，ＭＳＣ可以通过
旁分泌机制发挥对缺血心肌的保护作用［１０］，还可分泌

促动脉新生的多种细胞因子［１１］。但单纯间充质干细

胞移植治疗糖尿病足效果不佳。随着生物材料在医药

行业的快速发展，依赖生物材料实现药物或细胞的靶

向输送和附着成为研究的热点。将间充质干细胞复合

生物材料移植到糖尿病足创面治疗是否能够提高治疗

效果，目前尚不清楚。我们将 ＭＳＣ种植在新型生物组
织材料上，治疗小鼠糖尿病足，观察其伤口愈合的效

果，分析其作用机制，为进一步研究奠定基础。

·０７３·
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１　材料与方法

１．１　细胞培养及实验分组
　　人骨髓间质干细胞和人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）均购自
ＣｙａｇｅｎＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ（Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ）。使用 αＭＥＭ，Ｌ谷氨酰
胺（２ｍＭ）（ａｌｌｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍＨｙｃｌｏｎｅＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，ＵＳＡ），青霉
素（１００Ｕ／ｍＬ），链霉素 （１００ｍｇ／ｍＬ）（ａｌｌｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍ
Ｓａｎｇｏｎ．Ｃｏｍ，Ｃｈｉｎａ）和１０％ＦＢＳ（Ｇｉｂｃｏ，ＵＳＡ）作为 ＭＳＣ基本培
养基。含２５ｍＭ葡萄糖分别为 ＭＳＣ高糖培养基。ＲＰＭＩ１６４０
培养基（ＨｙｃｌｏｎｅＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，ＵＳＡ），１０％ＦＢＳ（Ｇｉｂｃｏ，ＵＳＡ）作为
ＨＵＶＥＣ基本培养基，３０ｍＭ葡萄糖分别为ＨＵＶＥＣ低糖或高糖
培养基［６］。ＨＵＶＥＣ实验按ＣＭ类型而分组。

１．２　ＭＳＣ在材料上的观察
　　接种８×１０３个 ＭＳＣ于生物材料上，３７℃，５％ＣＯ２孵育

４８ｈ，采用扫描电镜进行观察。

１．３　细胞增殖实验
　　使用ＭＴＴ法检测ＭＳＣ或 ＨＵＶＥＣ增殖能力。ＭＳＣ单独培
养或者在生物材料上培养４８ｈ，每孔加入２０μｌ的５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ
（Ｓｉｇｍａ），孵育４ｈ，更换１５０μｌＤＭＳＯ（Ｓｉｇｍａ），使用 Ｅｍａｘ酶标
仪（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ），用４９２ｎｍ波长测定每个样品吸光度。
ＨＵＶＥＣ传代后，添加１∶５稀释的条件培养基［６］，培养４８ｈ，每孔
加入２０μｌ的５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ（Ｓｉｇｍａ），孵育４ｈ，更换１５０μｌＤＭ
ＳＯ（Ｓｉｇｍａ），使用 Ｅｍａｘ酶标仪（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ），用 ４９２ｎｍ
波长测定每个样品吸光度。

１．４　动物实验
　　按第三军医大学（Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ）颁布的动物实验条例
进行动物实验，并得到第三军医大学伦理道德委员会批准。使

用５～８周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠（第三军医大学实验动物中
心），腹腔注射４０ｍｇ／ｋｇ链脲佐菌素（ＳＴＺ，Ｓｉｇｍａ），连续５ｄ，空
腹血糖大于１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ为糖尿病小鼠［１２］。制作糖尿病足模

型［１３］。结扎股动脉近端，电凝小分支止血，使下肢缺血，在大腿

背侧皮肤造成直径５ｍｍ全层创面。ＭＳＣ复合生物组织材料覆
盖于伤口区或直接将ＭＳＣ滴附在伤口处，３０ｍｉｎ后均使用 Ｔｅ
ｇａｄｅｒｍＴＭ透明敷料（ＭｉｎｎｅｓｏｔａＭｉｎｉｎｇａｎｄＭａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇ，ＵＳＡ）
包扎。手术后，给予小鼠充足的食物和饮水，在恒温、恒湿的环

境中单独饲养。

１．５　伤口愈合效果和组织学观察
　　手术７ｄ后使用ＮｉｋｏｎＤ９０数码相机（ＪａＰａｎ），拍摄伤口，用
ＩＰＰ软件分析伤口面积。按观察时间切取伤口区皮肤，４％多聚
甲醛固定，９μｍ冰冻切片，进行伊红苏木精（ＨＥ）染色。使用
ＯＬＹＭＰＵＳＢＸ５０显微镜，对ＨＥ染色的切片，随机选取１０个视
野（２００×），采用ＶＥＲＳＯＩ４．６软件拍摄图像。对伤口处的毛细
血管密度进行组织学定量分析。

１．６　统计
　　每组实验至少重复３次。实验数据采用 ＳＰＳＳ软件（Ｖｅｒ
ｓｉｏｎ１８．０）进行 ｔ检验和方差分析，结果以平均值 ±标准差
（珋ｘ±ｓ）表示。Ｐ＜０．０５为具有统计学差异。

２　结果

２．１　ＭＳＣ在生物电纺丝材料上生长良好
　　将ＭＳＣ种植于生物电纺丝材料上，培养４８ｈ后进行扫描
电镜观察。可见电纺丝生物材料纤维规则，孔隙均匀。ＭＳＣ呈
集落分布，生长良好，细胞附着于生物电纺丝材料的孔隙中，细

胞足长出，细胞间建立了细胞连结（图１）。

ａ：电纺丝生物材料扫描电镜；ｂ：ＭＳＣ种植与电纺丝生物材料上
培养４８ｈ

图１　ＭＳＣ在生物电纺丝材料上生长情况

２．２　高糖培养下ＭＳＣ在生物电纺丝材料上的增殖能力
　　使用ＭＴＴ法探讨ＭＳＣ高糖培养基对 ＭＳＣ的增殖作用，发
现ＭＳＣ在生物材料上使用高糖培养基培养４８ｈ后，其ＯＤ值是
对照组的１．４倍（图２ａ）。这提示高糖环境下，间充质干细胞在
生物材料上能够更好地实现复制与增殖。
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ａ：ＭＳＣｓ增殖的 ＯＤ值比较，：Ｐ＜０．０５，Ｎ＝５；ｂ：ＨＵＶＥＣｓ在
ＭＳＣｓ条件培养基中的增殖的ＯＤ值比较，：Ｐ＜０．０５，Ｎ＝５

图２　ＭＳＣｓ与ＨＵＶＥＣｓ在不同条件下的增殖情况

２．３　条件培养基对血管内皮细胞的增殖作用
　　为了解ＭＳＣ条件培养基对ＨＵＶＥＣ的增殖影响，使用 ＭＴＴ
法发现，在 ＨＵＶＥＣ高糖环境下，相对于 ＭＳＣ条件培养基组，
ＭＳＣ＋生物材料条件培养基组 ＨＵＶＥＣ增殖的 ＯＤ值是前者的
１．５倍（图２ｂ）。结果提示，高糖环境下材料上生长的ＭＳＣ具有
更好的旁分泌功能，其分泌的活性因子进入条件培养基能够提

高血管内皮细生存和增殖能力。

２．４　ＭＳＣ复合生物材料加速糖尿病足愈合
　　为明确 ＭＳＣ复合生物材料是否具有促糖尿病足愈合的作
用，我们制作了糖尿病足小鼠模型，伤口处覆盖含有２×１０４ｃｅｌｌ
ＭＳＣ复合生物材料（治疗组）或２×１０４ｃｅｌｌＭＳＣ（对照组）。从
手术开始，分别在术后即时和第７天测量伤口面积。发现 ＭＳＣ
复合生物材料治疗组糖尿病足的愈合速度明显加快，而ＭＳＣ对
照组的愈合率相对缓慢（图３），治疗效果具有显著差异（Ｐ＜０．０１）。
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ａ：ＭＳＣ组手术后即时创面；ｂ：ＭＳＣ复合生物材料组手术后即时
创面；ｃ：ＭＳＣ组手术后７ｄ创面；ｄ：ＭＳＣ复合生物材料组手术后
即时创面

图３　ＭＳＣ复合生物材料治疗糖尿病足溃疡情况

２．５　ＭＳＣ复合生物材料促血管再生作用
　　血管新生是伤口愈合的关键事件［３４］，为确定 ＭＳＣ复合生
物材料促进糖尿病足血管新生的能力，我们对第７ｄ伤口周围
皮肤进行ＨＥ染色。结果显示，与ＭＳＣ组相比，ＭＳＣ复合生物
材料组血管密度明显增高（图４）。说明 ＭＳＣ复合生物材料能
够促进血管生成。

ａ：ＭＳＣ组手术后７ｄ皮肤切片 ＨＥ染色；ｂ：ＭＳＣ复合生物材料
组手术后７ｄ皮肤切片ＨＥ染色。

图４　皮肤修复的病理染色

３　讨论

　　全世界范围内，每年有１．０％ ～４．１％的糖尿病患
者发生不同程度的足部溃疡，截肢率达到 ０．２１％ ～
１．３７％，糖尿病足导致的截肢已经成为非外伤截肢的
最主要原因［１４］。目前的研究认为糖尿病足的发生主

要是神经、血管病变、感染相互作用的结果。初始阶

段，周围神经和血管病变是导致糖尿病患者发生糖尿

病足的主要原因，当局部溃疡形成之后，溃疡局部组织

的过度炎症也成为糖尿病足进行性加重的主要原因之

一。由于糖尿病足溃疡丧失了正常伤口愈合的过程和

机制，因此，伤口愈合存在障碍。糖尿病足的传统治疗

主要有营养治疗和内科治疗。但是，大量临床结果表

明，随着时间的推移，传统的治疗只能减缓糖尿病足的

进展，并且作用微乎其微。细胞反应或炎症介质等互

相作用，有效参与伤口愈合过程［１５］，血管新生是伤口

愈合的关键部分［３４］。针对糖尿病足病变特点，有效促

使血管新生是解决问题的有效办法。

　　间质干细胞既具有多分化性［１６］，又可以分泌

ＩＧＦ１、ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ、ＩＬ６等多种促动脉生长因子［１１］。

但是面对高糖的微环境，间充质干细胞的功能受到抑

制。干细胞治疗虽然具有一定的优势，但是，随着时间

的进展，单因素治疗糖尿病足的效果逐渐不尽人意。

为了提高干细胞治疗的疗效，目前已经开发出了各种

新型生物材料作为干细胞的载体，虽然取得了一定的

效果，但是依然不能达到我们的预期。我们利用组织

工程技术，人间质干细胞复合生物电纺丝材料，发现

ＭＳＣ能够在高糖环境下更好地生长增殖。并且其条件
培养基能够更好地促进内皮细胞的生长和增殖，这为

加速糖尿病足血管新生，促进伤口愈合奠定了基础。

ＭＳＣ在生物材料上良好生长并相互连结，是否能够抵
御高糖的损伤值得深入研究，其机制有待进一步阐明。

　　通过生物材料复合ＭＳＣ移植到糖尿病足创面后，
细胞能够锁定在生物材料中较好发挥其旁分泌功能和

多向分化的潜能，较单独细胞移植，提高了促进伤口愈

合的治疗效果。本研究虽然观察周期比较短，但是已

经出现促进血管新生和伤口愈合的良好效果，提示应

用干细胞生物组织工程技术治疗糖尿病足等缺血性溃

疡具有重大发展潜力。这给我们带来了治疗糖尿病足

的希望，下一步拟研究其长期作用效果及其机制。
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对比剂注射技术对乳腺癌磁共振间质淋巴成像的影响

程　琳，孟　珊，刘晓玲，李传明　（第三军医大学西南医院放射科，重庆 ４０００３８）

　　［摘　要］　目的　研究对比剂注射技术对乳腺癌磁共振间质淋巴成像的影响，建立并标准化乳腺癌磁共振间质淋巴成像对比
剂注射技术流程。方法　将３６例浸润性乳腺癌患者随机均分为４组，研究对比剂注射剂量及注射后局部按摩时间的差异对磁共
振间质淋巴成像中前哨淋巴结达到最佳强化所用时间的影响，根据实验结果选择最佳对比剂注射技术方案。结果　相同按摩时间
下，注射不同剂量对比剂对前哨淋巴结达到最佳强化图像所用时间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；注射相同剂量对比剂情况下，不
同按摩时间对出现ＳＬＮ最佳强化图像所用时间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　临床工作中采用乳晕皮内注射对比剂每人
０．５ｍＬ的剂量，注射后局部按摩１ｍｉｎ，可使乳腺局域淋巴系统最佳显影。
　　［关键词］乳腺癌；磁共振间质淋巴成像；注射技术
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　ｄｏｉ：１０．１１６５９／ｊｊｓｓｘ．０３Ｅ０１５００１
　［通讯作者］李传明，Ｅｍａｉｌ：４５１１７３００５＠ｑｑ．ｃｏｍ

　［收稿日期］２０１５０３０３　　［修回日期］


２０１５０３２０

［８］ＫｅｒｍａｎｉＰ，ＲａｆｉｉＤ，ＪｉｎＤＫ，ｅｔａｌ．Ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎｓｐｒｏｍｏｔｅｒｅｖａｓｃｕｌａｒｉｚａ

ｔｉｏｎｂｙｌｏｃａｌｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔｏｆＴｒｋＢ＋ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓａｎｄｓｙｓｔｅｍｉｃｍｏｂｉ

ｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，２００５，１１５（３）：

６５３－６６３．

［９］ＨｏｄｇｋｉｎｓｏｎＣＰ，ＧｏｍｅｚＪＡ，ＭｉｒｏｔｓｏｕＭ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｏｆ

ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓａｎｄｉｔｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｄｉｓｅａｓｅｔｈｅｒａ

ｐｙ［Ｊ］．ＨｕｍＧｅｎｅＴｈｅｒ，２０１０，２１（１１）：１５１３－１５２６．

［１０］ＧｎｅｃｃｈｉＭ，ＨｅＨ，ＬｉａｎｇＯＤ，ｅｔａｌ．Ｐａｒａｃｒｉｎｅａｃｔｉｏｎａｃｃｏｕｎｔｓｆｏｒ

ｍａｒｋｅｄｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｏｆｉｓｃｈｅｍｉｃｈｅａｒｔｂｙＡｋｔｍｏｄｉｆｉｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ

ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＮａｔＭｅｄ，２００５，１１（４）：３６７－３６８．

［１１］ＨｕａｎｇＮＦ，ＬｉＳ．Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｆｏｒｖａｓｃｕｌａｒｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．

ＲｅｇｅｎＭｅｄ，２００８，３（６）：８７７－８９２．

［１２］ＲｏｓｅｎｂｅｒｇＬ，ＬｉｐｓｅｔｔＭ，ＹｏｏｎＪＷ，ｅｔａｌ．Ａｐｅｎｔａｄｅｃａｐｅｐｔｉｄｅｆｒａｇｍｅｎｔ

ｏｆｉｓｌｅｔｎｅｏｇｅｎｅｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｒｅａｓｅｓｂｅｔａｃｅｌｌｍａｓｓａｎｄｒｅ

ｖｅｒｓｅｓｄｉａｂｅｔｅｓｉｎＣ５７ＢＬ／６Ｊｍｉｃｅ［Ｊ］．ＡｎｎＳｕｒｇ，２００４，２４０（５）：

８７５－８８４．

［１３］ＬｕｏＪＤ，ＷａｎｇＹＹ，ＦｕＷＬ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｎｉｔｒｉｃｏｘ

ｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅａｎｄｍａｎｇａｎｅｓｅｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅｒｅｓｔｏｒｅｓｄｅｌａｙｅｄ

ｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇｉｎｔｙｐｅ１ｄｉａｂｅｔｉｃｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，２００４，

１１０（１６）：２４８４－２４９３．

［１４］ＭａｒｔｉｎＰ．Ｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇａｉｍｉｎｇｆｏｒｐｅｒｆｅｃｔｓｋｉｎｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｓｃｉ

ｅｎｃｅ，１９９７，２７６（５３０９）：７５－８１．

［１５］ＳｉｎｇｅｒＡＪ，ＣｌａｒｋＲＡ．Ｃｕｔａｎｅｏｕｓｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇ．ＮＥｎｇｌＪＭｅｄ１９９９，

３４１（１０）：７３８－４６．

［１６］ＺｈａｎｇＹＱ，ＺｅｎｇＸ，ＨｅＬＭ，ｅｔａｌ．ＮＴ３ｇｅｎｅｍｏｄｉｆｉｅｄＳｃｈｗａｎｎｃｅｌｌｓ

ｐｒｏｍｏｔｅＴｒｋＣｇｅｎｅｍｏｄｉｆｉｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅ

ｉｎｔｏｎｅｕｒｏｎｌｉｋｅｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．ＡｎａｔＳｃｉＩｎｔ，２０１０，８５（２）：６１－

６７．

（编辑：周小林）
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