
2023,32（4）局解手术学杂志 http:/ / www. jjssxzz. cnJ  REG ANAT OPER SURG

HO1 工程化无细胞提取液联合石墨烯远红外光促糖尿病溃疡修复的疗效
及机制
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［摘 要］　目的　探讨 HO1 工程化无细胞提取液（CE）联合石墨烯远红外光（FIR）在糖尿病溃疡创面修复中的疗效及机制。

方法　将 40只 6~8周龄雄性C57BL/6小鼠建立正常创面模型（对照组，n=8）及糖尿病溃疡模型（n=32），其中将糖尿病溃疡模型小鼠

随机分为糖尿病组、HO1BMSCs-CE组、FIR组、联合组。构建过表达血红素氧合酶 1（HO1）的骨髓间充质干细胞（BMSCs），获取工程化

富含HO1蛋白的无细胞提取液（HO1BMSCs-CE），运用Western blot、ELISA、RT-PCR、Masson染色、免疫组化等检测各组创面愈合率、组

织修复情况、创面氧化应激及炎症水平等。结果　Western blot及ELISA检测结果显示，HO1BMSCs-CE中HO1、表皮生长因子（EGF）、

转化生长因子-β（TGF-β）表达水平显著高于BMSCs-CE（P<0. 05）。治疗后第5、11天，联合组的创面愈合率均显著高于 HO1BMSCs-CE组

和FIR组（P<0. 05）。与 HO1BMSCs-CE组及FIR组相比，联合组在治疗后第 3、7、11天创缘组织中Ca2+浓度较高，TNF-α、IL-6表达水平

较低，而ROS水平仅在治疗后第 3、7天较低（P<0. 05）。治疗后第 14天，联合组创面组织的表皮厚度较厚，真皮Masson染色胶原容积

分数和 VEGF免疫阳性信号 OD 值均显著高于 FIR 组和 HO1BMSCs-CE组（P<0. 05）；治疗后第 7天，联合组创面组织中凋亡相关蛋白

Caspase-3表达水平显著低于FIR组和 HO1BMSCs-CE组（P<0. 05）。结论　糖尿病溃疡创面中运用工程化富含HO1蛋白的 HO1BMSCs-CE
联合石墨烯FIR治疗可明显抑制局部组织氧化应激反应，减少炎症因子释放和细胞凋亡发生，加快创面区域皮肤组织上皮化形成、

真皮胶原和血管增生，较 HO1BMSCs-CE或FIR治疗的促愈疗效更为突出，为探索临床糖尿病难愈性创面的新型联合治疗提供了基础

研究证据。
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Efficacy and mechanism of HO1 engineered cell-free extract combined with graphene far-infrared radiation in 
promoting the repair of diabetic ulcer
WEN Qing1，FAN Rui-cheng2，YANG Yi3，LI Hong-li3，XIONG Wei1　（1.Department of Geriatrics and Special Service Medicine， 
First Affiliated Hospital of Army Medical University， Chongqing 400038， China； 2.Department of Histology and Embryology， College of 
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Abstract: Objective　To investigate the efficacy and mechanism of HO1 engineered cell-free extract（CE） combined with graphene 
far-infrared radiation （FIR） in the repair of diabetic ulcer wounds. Methods　A total of 40 male C57BL/6 mice （6 to 8 weeks old） were used 
to establish normal wound model （the control group， n=8） and diabetic ulcer model （n=32）.  The diabetic ulcer model mice were randomly 
divided into the diabetes group， the HO1BMSCs-CE group， the FIR group and the combined group.  The bone marrow mesenchymal stem cells 
（BMSCs） overexpressing heme oxygenase-1（HO1） was constructed to obtain engineered cell-free extract rich in HO1 protein （HO1BMSCs-CE）.  
Western blot， ELISA， RT-PCR， Masson staining and immunohistochemistry were used to detect the wound healing rate， tissue healing status， 
wound oxidative stress and inflammation levels in each group. Results　The results of Western blot and ELISA showed that the expression 
levels of HO1， epidermal growth factor （EGF） and transforming growth factor-β （TGF-β） in HO1BMSCs-CE were significantly higher than 
those in BMSCs-CE（P<0. 05）.  The wound healing rate 5 and 11 days after treatment in the combined group were higher than those in the 
HO1BMSCs-CE group and the FIR group（P<0. 05）.  Compared with the HO1BMSCs-CE group and the FIR group， the Ca2+ concentration of the 
wound margin tissue 3， 7 and 11 days after treatment in the combined group were higher， and the expression levels of   TNF-α and IL-6 were 
lower，while the expression levels of ROS 3 and 7 days after treatment were lower （P<0. 05）.  The thickness of epidermis of the wound tissue 
14 days after treatment in the combined group was thick， and the Masson staining collagen volume fraction in dermis and the OD value of 
VEGF immunopositive signal were significantly higher than those in the FIR group and the HO1BMSCs-CE group （P<0. 05）.  The expression 
levels of apoptosis-related protein Caspase-3 of the wound tissue 7 days after treatment in the combined group was significantly lower than 
those in the FIR group and the HO1BMSCs-CE group （P<0. 05）. Conclusion　The application of engineered HO1BMSCs-CE rich in HO1 protein 
combined with graphene FIR in diabetic ulcer wounds can significantly inhibit the oxidative stress response of local tissue， reduce the release 
of inflammatory factors and the occurrence of cell apoptosis， and accelerate the epithelization formation of skin tissue and the proliferation of 
dermal collagen and blood vessels in the wound area， which has more prominent curative effect than the efficacy of HO1BMSCs-CE or FIR 
therapy alone， and provide basic research evidence for the clinical exploration of new combined treatment for refractory diabetic wounds.

Keywords: diabetic ulcer； bone marrow mesenchymal stem cells； cell-free extract； heme oxygenase 1； graphene far-infrared radiation

近年来无细胞提取液（cell-free extract,CE）作为干

细胞替代物逐渐受到关注。多项研究表明，CE同样具

有促进创面愈合的作用，且无需考虑致癌风险，更易

于携带、储存等[1-2]。然而在慢性创面如糖尿病溃疡

中，创面局部存在持续且强烈的氧化应激及炎症，局

部微循环受损，CE中的活性成分易降解失效，因此，工

程化、优化的CE逐渐成为研究热点[3-5]。

血红素氧合酶 1（heme oxygenase 1,HO1）是一种具

有抗氧化、抗炎作用的细胞保护酶，广泛应用于氧化

应激及炎症相关的疾病治疗研究。Maamoun等[6]发现

诱导细胞 HO1 表达可减轻高糖诱导的氧化应激损伤

及炎症反应，具有明确的细胞保护效应。但目前关于

工程化富含HO1蛋白的无细胞提取液（HO1BMSCs-CE）
能否在慢性创面愈合中发挥更好的稳定性及疗效尚

未可知。远红外光（far-infrared radiation,FIR）作为一

种无创、便捷、低毒性的治疗方式，具有改善皮肤创面

微循环和血液循环、减轻疼痛、促进吸收等作用[7-9]。

其中石墨烯辐射体来源的FIR与人体自发辐射频谱接

近，对人体有更佳的效益性和安全性[8,10]，是一种安全、

有效、简单易行的辅助治疗手段。因此，本研究将工

程化 HO1BMSCs-CE联合石墨烯 FIR 用于糖尿病溃疡创

面的治疗，观察联合治疗的效果及可能的相关机制，

以期为临床慢性创面的新型促愈治疗提供基础研究

证据。

1　材料与方法

1. 1　实验动物及材料

SPF级雄性C57BL/6小鼠 3～4周龄 20只、6～8周

龄 40 只[生产许可证号：SCXK（渝）2022-0011；使用许

可证号：SCXK（渝）2022-0018]，体质量18~22 g，均由陆

军军医大学实验动物中心提供，且本研究经陆军军医

大学实验动物伦理委员会批准（AMUWEC20207009）。
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HO1过表达腺病毒定制于重庆乐琴公司；DMEM/
F-12培养基、胎牛血清购自Hyclone公司；链脲佐菌素

（streptozotocin,STZ）购自美国 Sigmag 公司；Caspase-3、
β-actin、血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factor,VEGF)抗体均购自武汉博士德；ELISA试剂盒购

自美国赛默飞；RNA 抽提试剂盒、ROS 检测试剂盒购

自上海碧云天；反转录试剂盒购自 TAKARA 公司；钙

离子浓度荧光定量检测试剂盒购自上海赫澎生物；

HE、Masson染色试剂盒购自北京索莱宝；真空干燥机

购自日本Yamato公司；远红外线石墨烯面罩购自重庆

墨希公司。

1. 2　HO1BMSCs-CE制备

取 3~4 周龄 SPF 级雄性 C57BL/6 小鼠胫骨及股

骨，通过全骨髓法培养获得骨髓间充质干细胞（bone 
marrow mesenchymal stem cells，BMSCs），培 养 于 含

10％胎牛血清的 DMEM/F-12 培养基中。取 3~6 代细

胞，待细胞融合达 80%时分别用携带HO1基因的腺病

毒（HO1-Adv）和空载腺病毒（MOI为 200）转染BMSCs，
并通过 Western blot检测 HO1蛋白表达情况。更换无

血清培养基 10 mL继续培养细胞，连续 5 d收集细胞上

清液，检测相关活性因子水平，其余细胞上清液通过

冻干干燥后储存于-20 ℃，使用时与适量蒸馏水水化

溶解。

1. 3　糖尿病溃疡模型建立及实验分组

将 40 只 6~8 周龄雄性 C57BL/6 小鼠禁食 12 h 后，

其中 8只小鼠腹腔注射柠檬酸缓冲液建立正常创面模

型（对照组）；其余小鼠予以 50 mg/kg 1％STZ-柠檬酸

溶液腹腔连续注射 5 d构建糖尿病模型，1周后空腹血

糖高于 16. 7 mmol/L并伴有多饮、多食、多尿症状者视

为糖尿病小鼠模型构建成功。所有小鼠经 5%水合氯

醛麻醉后，在其背部作 2个直径 6 mm的圆形全层皮肤

缺损创面，术后单笼喂养。将糖尿病溃疡模型小鼠随

机分为糖尿病组、HO1BMSCs-CE 组、FIR 组、联合组，每

组 8只。对照组不予以任何治疗；糖尿病组小鼠予以

100 μL PBS创缘注射；FIR组小鼠连续7 d予以FIR照射

10 min；HO1BMSCs-CE组小鼠予以创缘八点注射 100 μL 
CE；联合组小鼠第 1 天予以创缘八点注射 100 μL 
HO1BMSCs-CE，并连续 7 d 予以 FIR 照射 10 min。本实

验采用远红外线石墨烯面罩，其为石墨烯曲面设计，

有助于创面均匀照射。

1. 4　Western blot检测

取各组创面组织加入裂解液，研磨后离心取上清

液提取蛋白；煮沸变性后进行 SDS-PAGE凝胶电泳；而

后半干转进行转膜，转膜后 PVDF 膜封闭 1 h，加入

HO1、Caspase-3、β-actin 一抗（1∶1 000）于 4 ℃摇床孵

育过夜，洗膜后用HRP偶联的山羊抗兔或兔抗小鼠二

抗于室温摇床孵育 1 h，再次洗膜后进行显影。采用

ImageJ软件分析目标蛋白带的灰度。

1. 5　ELISA检测

分别取携带 HO1 基因的腺病毒载体及腺病毒空

载体转染的 BMSCs 的第 1~5 天的无细胞提取液

（BMSCs-CE、HO1BMSCs-CE），按照ELISA试剂盒说明书

检测表皮生长因子（epidermal growth factor，EGF）、转

化生长因子-β（transforming growth factor-β，TGF-β）水

平。取样品蛋白后加样、加酶，抗体孵育后显色。将

96孔板置于酶标仪中，在450 nm波长处测量OD值，使

用 Curve Expert 软件绘制标准曲线，计算样品的浓

度值。

1. 6　创面愈合率测定

分别于制创第 0、5、11天拍摄创面，通过 ImageJ软
件进行分析。创面愈合率=（创面初始面积-第 n天创

面面积）/创面初始面积×100%。

1. 7　HE染色

采用 HE 染色试剂盒，按照步骤依次将第 14天的

创缘石蜡切片放入二甲苯中，梯度乙醇脱蜡后，依次

放入苏木素、伊红染液进行染色，而后梯度乙醇脱水、

二甲苯透明，中性树胶封片并拍照。分析图像，统计

创面表皮的厚度值。

1. 8　总Ca2+浓度测定

采用钙离子浓度荧光定量检测试剂盒，按照步骤

取 500 mg创缘组织，依次加入清理液 Reagent A、裂解

液 Reagent B 后 匀 浆 ，4 ℃ 下 以 13 000 r/min 离 心

5 min后取上清，荧光酶标仪（22 ℃）激发波长 485 nm，

散发波长 520 nm下测量获得相对荧光单位，计算样品

Ca2+浓度。

1. 9　RT-PCR检测

根据说明书采用RNAeasyTM动物RNA抽提试剂盒

提取第 3、7、11天创缘组织的总RNA，然后使用反转录

试剂盒将其反转录为 cDNA。用分光光度计（Nano⁃
Drop）测定 RNA 浓度。进一步采用 PCR 仪进行扩增，

检测肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)
及白介素-6（interleukin-6,IL-6）表达。TNF-α 引物上

游序列 5'-TGTCTCAGCCTCTTCTCATT-3'，下游序列

5'-GCCATTTGGGAACTTCTCAT-3'；IL-6 引物上游序
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列 5'-GAGACTTCACAGAGGATACCA-3'，下 游 序 列

5'-GTGCATCATCGTTGTTCATAC-3'；β-actin 引物上游

序 列 5'-TGTAAAACGACGGCCAGT-3' ，下 游 序 列

5'-CAGGAAACAGCTATGACC-3'。
1. 10　ROS水平测定

将第 3、7、11 天的创缘组织匀浆后取上清，采用

ROS 检 测 试 剂 盒 ，按 照 说 明 书 于 对 照 组 加 入

Rosup，其余组加入DCFH-DA，使用分光光度计测量各

组520 nm波长下的荧光强度。

1. 11　Masson染色

采用Masson染色试剂盒，将第14天的创缘切片脱

蜡（方法同 HE 染色），依次加入苏木素、丽春红、苯胺

蓝进行染色，乙醇脱水，二甲苯透明。中性树胶封片

后拍照。分析图像，统计呈蓝绿色的胶原容积分数。

1. 12　免疫组化

将第 14天的创缘切片脱蜡（方法同 HE 染色），依

次进行抗原修复、血清封闭、一抗孵育（兔抗 VEGF，

1∶500）、二抗孵育（生物素化山羊抗兔 IgG抗体）、DAB
显色，最后梯度乙醇脱水、二甲苯透明，中性树胶封片

并拍照，统计VEGF阳性棕色信号OD值。

1. 13　统计学方法

应用 SPSS 22. 0 统计学软件分析数据，计量资料

以均数±标准差(x-±s)表示，正态分布且方差齐的采用

参数检验，否则采用非参数检验。P<0. 05表示差异有

统计学意义。

2　结果

2. 1　工程化的 HO1BMSCs-CE鉴定

Western blot结果显示，HO1-Adv转染2 d后BMSCs
中 HO1 蛋 白 表 达 水 平 显 著 高 于 空 载 腺 病 毒

（P<0. 05），见图 1a、b。 HO1BMSCs-CE 中转染 1 d 后

EGF、TGF-β 蛋白表达水平呈上升趋势，2 d 时水平较

高，维持至第 3天，然后呈逐渐下降趋势（图 1c、d）。考

虑有效性及时间成本，本实验采用培养第 2天的细胞

提取液用于后续研究。

2. 2　联合治疗加快糖尿病溃疡创面愈合、促进创面

再上皮化

治疗后第 5、11天，联合组和对照组创面表层较干

净，HO1BMSCs-CE 组、FIR 组创面表层脓性分泌物虽然

较 糖 尿 病 组 少 ，但 仍 可 见 较 多 的 脓 性 渗 出 物

（图 2a）；联 合 组 的 创 面 愈 合 率 均 显 著 高 于
HO1BMSCs-CE 组和 FIR 组（P<0. 05）。治疗后第 11 天，

联合组与对照组的创面愈合率比较差异无统计学意

义（P>0. 05）；而 HO1BMSCs-CE 组和 FIR 组在各时段的

愈合率均高于糖尿病组，低于联合组，差异均有统计

学 意 义（P<0. 05），见 图 2b。 HE 染 色 结 果 显 示 ，

第 14天联合组的上皮结构连续，完整且厚，真皮结构

紧密，毛囊附属器接近对照组；而 HO1BMSCs-CE 组和

FIR组的上皮结构不完整，仅覆盖薄层表皮，真皮结构

紊 乱 ，毛 囊 附 属 器 少 ，与 联 合 组 相 比 差 异 显 著

（P<0. 05），见图2c。
2. 3　联合治疗抑制创面炎症因子释放及氧化应激反

应、提高创面总Ca2+水平

联合组在治疗后第 3、7、11天的 ROS 水平明显低

于 HO1BMSCs-CE 组，在第 3、7 天低于 FIR 组，差异有统

计学意义（P<0. 05），而第 11天联合组与FIR组ROS水

平未见明显差异（P>0. 05），见图 3a。RT-PCR 检测结

果显示，联合组治疗后第 3、7、11天的促炎因子TNF-α
和 IL-6 mRNA 表达水平明显低于 HO1BMSCs-CE 组和

FIR 组（P<0. 05），见图3b、c。
治疗后第 3、7、11 天，联合组创面局部组织中总

Ca2+浓度均高于 HO1BMSCs-CE组和 FIR组，差异有统计

学意义（P<0. 05）；治疗后第7天，联合组创面局部组织

中总Ca2+浓度高于对照组（P<0. 05），见图3d。

a:HO1蛋白免疫印迹图;b:HO1蛋白表达水平;c:不同时期 EGF 蛋白表达水平；d:不同时期 TGF-β 蛋白表达水平 *:与 HO1BMSCs-CE 比

较，P<0.05；#:与 HO1BMSCs-CE比较，P<0.01
图1　工程化的 HO1BMSCs-CE的鉴定

288



http:/ / www. jjssxzz. cn局解手术学杂志 2023,32（4）J  REG ANAT OPER SURG

2. 4　联合治疗抑制 Caspase-3 表达、促进胶原纤维及

VEGF表达

Western blot 结果显示，治疗后第 7天联合组创面

组织中凋亡相关蛋白 Caspase-3 表达水平明显低于

HO1BMSCs-CE 组 和 FIR 组（P<0. 05），见 图 4a、b。
Masson 染色结果显示，治疗后第 14天，联合组及对照

组的胶原纤维呈蓝色，密集且整齐，HO1BMSCs-CE组及

FIR组的胶原纤维呈淡染，纤维结构紊乱，联合组真皮

a:各组创面愈合情况；b:各组创面愈合率；c:各组第14天HE染色显示再上皮化情况及表皮厚度 *：与联合组比较，P<0.01
图2　各组创面愈合情况及再上皮化情况

a:ROS水平;b:IL-6水平;c:TNF-α水平；d:创面总Ca2+浓度 *：与联合组比较，P<0.05；#:与联合组比较，P<0.01
图3　各组创面炎症、氧化应激水平及创面总Ca2+浓度
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Masson 染色胶原容积分数高于 HO1BMSCs-CE 组及

FIR 组（图 4c、d）。免疫组化结果显示，联合组与对照

组 VEGF 阳 性 信 号 区 域 分 布 较 广 ，染 色 较 深 ，

HO1BMSCs-CE 组和 FIR 组 VEGF 阳性区域分布分散不

均，染色较浅，HO1BMSCs-CE组、FIR组 VEGF染色信号

的OD值均低于联合组（P<0. 05），见图4c、e。

3　讨论

近年干细胞移植治疗创面因存在一定的风险而

难以在临床推广应用[5]。研究显示，移植后干细胞发

挥作用与其分泌各种创面愈合所需活性成分有关[11]。
因此，干细胞来源的 CE 的应用逐渐成为热点。慢性

创面是指经临床规范治疗 4 周后仍不愈合的创面[12]，
由于创面强烈的氧化应激及炎症反应等造成局部微

环境紊乱，CE 的活性成分也被降解而作用受限[13-14]。
工程化 CE 旨在提高活性物质的稳定性及有效性，以

获得更为突出的疗效[3-5]。既往研究已证实，BMSCs的
CE中包含旁分泌产生的多种生长因子、趋化因子、外

泌体、RNA、蛋白等，在创面愈合中发挥重要作用[5]。

本研究采用过表达 HO1 的 BMSCs 体系获取工程

化 HO1BMSCs-CE，经检测CE中含有高表达的HO1蛋白

和较高水平的EGF、TGF-β蛋白，结果提示HO1可促进

BMSCs的旁分泌作用，该结果与Chen等[15]的研究结果

一致。我们在糖尿病小鼠创面周围运用 HO1BMSCs-CE
后发现，治疗第 11 天创面愈合率达 84%，提示工程

化 HO1BMSCs-CE具有一定的促愈效果，但与对照组（第

11天愈合率约为100%）相比促愈作用仍较有限。

石墨烯是近年研发的可产生 FIR（6~14 μm）的新

型材料，其产生的FIR与人体发射的FIR频谱相似，且

有报道证实人体对石墨烯 FIR 的吸收率达 88%，更具

安全性及有效性[16]。FIR能够直接穿透皮肤及皮下组

a:第7天Caspase-3蛋白免疫印迹图;b:第7天Caspase-3蛋白相对表达水平;c:第14天Masson染色及VEGF免疫组化染色情况；d:第14天真

皮Masson染色胶原容积分数；e:第14天创面VEGF染色强度 *:与联合组比较，P<0.05；#:与联合组比较，P<0.01
图4　各组Caspase-3、胶原纤维及VEGF表达情况

290



http:/ / www. jjssxzz. cn局解手术学杂志 2023,32（4）J  REG ANAT OPER SURG

织，作用于血管、神经末梢及淋巴管引起分子共振，产

生温热效应，有助于促进血液循环、促进吸收[8,16]。据

此，为进一步提高 HO1BMSCs-CE的促愈疗效，本研究创

新性地将 HO1BMSCs-CE联合石墨烯 FIR 治疗糖尿病溃

疡，结果表明，治疗后第 11天联合组的创面愈合率约

100%，与对照组相比无差异，且各时相点联合组的创

面愈合率均明显高于 HO1BMSCs-CE 组和 FIR 组，提

示 HO1BMSCs-CE联合石墨烯 FIR 治疗的促愈疗效较单

纯CE或FIR治疗更为突出。

创面再上皮化是参与创面愈合、收缩的重要环

节。再上皮化过程与表皮角质形成细胞迁移覆盖、附

属器结构的修复等直接相关。慢性创面的局部微环

境极不利于残留组织的存活。因此，探明再上皮化及

其相关机制尤为重要。本研究首先通过HE染色观察

创面再上皮化的病理变化，结果显示，在治疗后第

14 天联合组的上皮层连续、近乎完整，厚度与对照组

无差异，真皮中附属器等增多，而 HO1BMSCs-CE 组和

FIR 组的上皮层薄、结构不完整，附属器减少，提示联

合治疗加速了创面再上皮化过程。

有研究发现，溃疡难愈合的本质是局部微环境被

破坏，如氧化应激、炎症反应、循环灌注不良等，最终

导致创面愈合过程的细胞及活性成分缺乏[17-18]。因

此，调节创面局部微循环或增强灌流对创面修复极为

重要。研究表明，HO1蛋白及FIR效应均具有抗氧化、

抗炎作用[19-20]。糖尿病溃疡病理条件下产生过多的

ROS 会导致过度氧化应激，且促炎因子 TNF-α 及 IL-6
表达明显增多[21-22]。本研究中联合组在治疗后相应时

相点创面组织中的 ROS、TNF-α、IL-6 水平均显著低

于 HO1BMSCs-CE 组和 FIR 组，提示联合治疗能更明显

地减少ROS的产生及促炎因子的释放，调节氧化还原

平衡状态，减轻创面炎症反应。这一有益调节可能与

HO1 的过表达有关。EGF、TGF-β 是与创面愈合相关

的重要因子。有研究发现，HO1 基因修饰后可增强

BMSCs的旁分泌作用，且可通过上调miR-200b减少氧

化应激，降低炎症因子 TNF-α、IL-6 水平[23-25]。此外，

FIR 在调节氧化应激及炎症过程中也发挥了一定作

用。既往研究表明，FIR 具有减轻氧化应激及炎症反

应的作用[8-10]。因此，联合治疗具有更好的调节创面微

环境的效益。

创面微环境紊乱造成的细胞凋亡增加是阻碍创

面愈合的重要原因[18,26]。Ca2+不仅是创面止血过程中

的关键凝血因子，也是创面愈合过程中细胞功能调节

的重要信号分子，调节角质形成细胞增殖、分化和成

熟[27-28]。在上皮化即角质形成细胞增殖与迁移过程

中，适当提高创面 Ca2+浓度可以加快创面愈合[29]。本

研究结果显示，联合组创面组织中 Ca2+浓度明显高

于 HO1BMSCs-CE组和 FIR 组。提示联合治疗可能通过

提高创面Ca2+浓度调节功能细胞活性。Caspase-3是参

与调节细胞存活的关键蛋白。本研究中，联合组创面

组织中的凋亡相关蛋白 Caspase-3 表达水平明显低

于 HO1BMSCs-CE 组和 FIR 组。提示联合治疗可抑制

Caspase-3蛋白介导的相关信号通路，减轻创面功能细

胞死亡，与 Sun等[23]的研究结果一致，其通过体外实验

证实过表达 HO1 的 BMSCs 的无细胞治疗可减轻炎症

因子 TNF-α 诱导的细胞炎性损伤、凋亡，且这一作用

可能是通过下调 Caspase-3 凋亡通路实现。肉芽组织

形成是创面愈合增殖阶段的重要事件，胶原纤维和血

管是肉芽组织的重要组成部分。本研究结果显示，联

合组的局部真皮组织中胶原纤维致密有序、形态完

整，与对照组接近，而 HO1BMSCs-CE组和 FIR组胶原纤

维淡染，排序较紊乱，提示联合治疗更有助于创面胶

原纤维生成；且联合组中VEGF的表达高于HO1BMSCs-CE
组和 FIR 组，提示联合治疗更有利于诱导新生血管的

生成，改善创面微循环。据此，本研究认为联合治疗

可能通过抑制 Caspase-3 介导的相关通路减少功能细

胞的凋亡，促进创面胶原生成、血管新生等，益于创面

愈合。

综上所述，本研究初步证实工程化的HO1BMSCs-CE
联合石墨烯 FIR 治疗糖尿病溃疡的疗效较 BMSCs-CE
或 FIR 治疗更为突出，更接近于正常愈合过程。其机

制可能是通过改善创面微环境，并通过Caspase-3、Ca2+

介导的相关通路减少创面有效功能细胞的凋亡，促进

创面再上皮化、胶原纤维生成、血管生成等。本实验

为探寻临床糖尿病溃疡等慢性创面的有效治疗方案

提供了基础研究证据，但具体临床有效性及实用性有

待进一步研究。
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