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目的
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探讨负压创面治疗术"
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#对大鼠脂肪干细胞"

4PIJ+

#迁移行为的影响%方法
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对
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#的表达%结果
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组创面愈合效果明显优于
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通过上调
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蛋白表达进而促
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创面难愈是目前医学界关注的热点和难点'尤其是糖尿病

足(压迫性溃疡等症状'严重影响着人们的健康&负压创面治

疗术#
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5LQF

$作为一种加快

患者创面愈合的新方法'多应用于难愈性创面的治疗并在临床

治疗中取得了很好的疗效'但其作用机制尚不明确+
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&脂肪

干细胞#
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$具有多向分化潜

能(取材方便(来源充足等优点'被称为修复治疗中的-种子细

胞.'有研究表明'局部移植
4PIJ+

可有效促进皮肤创面组织

修复+

'.2

,

&因此'假设
5LQF

可通过上调
4PIJ+

迁移'进而促

进皮肤创面组织修复'缩短创面愈合时间&本实验主要目的在

于观察
5LQF

对大鼠
4PIJ+

迁移行为的影响'进一步探讨

5LQF

促进创面愈合的作用机制'以便更好地将
5LQF

应用

于难愈性创面相关疾病的研究及治疗&
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Â6,

?

>")-$/0

%

$)'&<"C

&



[O].$

#

$抗体#北京博奥森$'
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抗体#北京博奥森$'辣根

过氧化物酶山羊抗兔#联科生物$'聚偏氟乙烯#
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国
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戊巴比妥钠&将小香猪背

部剃毛'采用直线加速器照射脊柱两侧
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区域'创面照射剂

量
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&备皮打孔'形成直径
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(深度为
%&/<C

皮肤全层

缺损&每头小香猪单侧
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个创面'共
0

个创面'一侧作为对照

组接受假手术#
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$'另一侧分别接受
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续负压吸引#
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(
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$治疗
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后'观察
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个月&
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分离与培养
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采用
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肌肉注射速

眠新对
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大鼠进行麻醉%用剃毛器去除腹股沟表皮毛发'局

部消毒'切开皮肤'取皮下脂肪组织%用生理盐水和
L3I

液冲

洗脂肪组织块
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次'以洗去血迹%采用组织剪将组织块搅碎'呈
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倍体积
&

型胶原酶加入搅碎

的组织块中消化
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目的滤网过滤脂肪组

织'滤液进行
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$%C#,

%弃上清液'得到的细胞

沉淀用含
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胎牛血清的
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培养基溶液重悬%调整

细胞浓度为
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1 培养瓶中%
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细胞培养箱中培养%
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后全量换液'弃去未贴壁细胞'

以后根据细胞生长情况'每
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天换
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次液'待细胞达到
/%;

融

合时用
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胰酶消化传代'隔天换液%倒置相差显微镜观察

记录培养细胞生长情况&本课题组前期工作已对该方法提取

的
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进行了鉴定'因此本文未进行进一步探讨+
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迁移实验
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将细胞制备成单细胞悬液'计数

并调节细胞浓度'将
F96,+M:BB

上室加入
1%%%%

个细胞'下室

加入含
$;

血清培养基'使用不同负压模式作用于
F96,+M:BB

小室&在孵箱中静置
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后'使用棉球轻轻将膜上层未迁移过

去的细胞擦掉'倒置晾干%使用
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结晶紫室温染色
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细胞进行染色后用
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野'拍照并计数&
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细胞活性检测
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将细胞消化计数'按一定密度接种至
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孔板中'待细胞贴壁后'去除培养基'使用
L3I

清洗并加入

无血清培养基'置于孵箱内孵育
/A

后'将每孔中分别加入
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的
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溶液'然后置于孵箱中孵育
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后轻轻吸掉培养

基'再在孔中分别加入
'%%
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XPEI_

'置于摇床上摇
2C#,

%在

0(%,C

波长下使用酶标仪检测吸光度#
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$值&

!&#&B
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Q:+7:9,>B"7

检测
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收集蛋白样品'用
3J4

试剂盒检

测蛋白浓度&蛋白上样量为每孔
1%

$

?

'电泳过程中'跑
)%\

浓缩胶尽量保持
$A

以上'

$$%\

分离胶大概所需
1&2A

'待溴

酚蓝跑至底部后'暂停电泳仪%

1%%C4

下持续
$%%C#,

电转至

L\P]

膜上&

2; 3I4

溶液中封闭
$A

'

F3IF

洗涤
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次'将

L\P]

膜置于含有
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$h$%%%

$(

Z4LP[

抗体#

$h

$%%%

$的
2; 3I4

中'

0b

摇床孵育过夜'次日加入
[NL

抗体

室温孵育
1A

'显影&用
OC6

?

:R

软件#美国国立卫生研究院$

进行灰度分析'结果以目的蛋白与甘油醛
.'.

磷酸脱氢酶

#

Z4LP[

$平均吸光度值的比值表示&
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统计学处理
!

应用
ILII$-&%

统计软件进行统计学分

析'计量资料以
Ia"

表示'多组间比较采用单因素方差分析'

组间比较采用
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检验&以
#

#
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为差异有统计学意义&
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结
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果
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5LQF

对难愈性创面愈合的影响
!

5LQF

治疗难愈性

创面
-1A

后'

4

组肉芽组织较晦暗'

3

组和
J

组肉芽组织鲜

红'呈细颗粒状&治疗
1$!

后
4

组创面大小未见明显变化'

3

组和
J

组创面明显收缩'且
J

组愈合程度优于
3

组'见图
$
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4$

!

J$

!负压吸引
-1A

后小香猪创面图%

41
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J1

!负压吸引
1$!

后小香猪创面图#

4$

(

41

为对照组'

3$

(

31

为持续负压吸引组'

J$

(
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为间歇负压吸引组$

图
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不同
5LQF

模式对难愈性创面愈合的影响

"&"
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对大鼠
4PIJ+

迁移行为的影响
!

采用
F96,+M:BB

法检测不同负压创面治疗模式作用
4PIJ+/A

后迁移变化情

况'结果显示!
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J
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组相比'
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细胞迁移数量增加
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组相比差异
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不同
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模式对大鼠
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4

!对照组%

3

!持续负压吸引组%

J

!间歇负压吸引组

图
'

!!

不同
5LQF

模式对大鼠
4PIJ+

增殖行为的影响

"&#

!

5LQF

对大鼠
4PIJ+

增殖行为的影响
!

采用
EFF

法

检测不同负压创面治疗模式作用
4PIJ+/A

后细胞增殖变化

情况'结果显示!

3

组(

J

组与
4

组之间
4PIJ+

细胞增殖差异

均无统计学意义#

#

$

%&%2

$'见表
$

(图
'

&

"&$

!

Q:+7:9,>B"7

检测大鼠
4PIJ+[O].$

#

表达
!

经与内参

Z4LP[

对比后'

3

组#

%&)1a%&%(

$(

J

组#

$&'(a%&1-

$与
4

组#

%&0-a%&%-

$相比
[O].$

#

表达增加且差异有统计学意义

#

#

#

%&%2

'

#

#

%&%$

$%

3

组与
J

组相比差异有统计学意义#

#

#

%&%$

$'且
[O].$

#

表达低于
J

组'见图
0

&

表
$

!!

不同
5LQF

模式对大鼠
4PIJ+

迁移(

!!!

增殖行为的影响%

Ia"

'

组别 迁移#个$ 增殖#

D

值$

4

组
10&12a-&'- %&''a%&%1

3

组
0$&%%a$%&22

6<

%&''a%&%$

J

组
)/&-2a(&$$

>

%&'1a%&%1

!!

6

!

#

#

%&%2

'

>

!

#

#

%&%$

'与
4

组比较%

<

!

#

#

%&%$

'与
J

组比较
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4

!对照组%

3

!持续负压吸引组%

J

!间歇负压吸引组

图
0

!!

[O].$

#

在
4PIJ+

中的表达

#

!

讨
!!

论

!!

5LQF

是近年来创立并开展的创面治疗新方法'被广泛

应用于各种急性或慢性复杂难愈性创面'我国最早由裘华德教

授引进并改良后应用于骨科和普通外科患者&

5LQF

可避免

化学药物治疗可能引起的不良反应'较常规开放式换药'具有

创面愈合快(感染率低(更换敷料次数少等优点'但其促进创面

愈合的确切作用机制尚未完全清楚+

$

'

-

,

&

5LQF

可分为持续

负压吸引(间歇负压吸引及变压负压吸引'目前临床常采用持

续负压吸引'这种治疗模式的优点是简单方便(易操作'而欧美

负压创伤治疗学会的基础理论研究显示!间歇负压吸引更加有

利于肉芽组织再生'加速创伤愈合过程'本研究采用不同负压

吸引模式治疗结果显示'间歇负压吸引组创面愈合效果明显优

于对照组和持续负压吸引组'这与同类型研究结果相吻合+

/.(

,

&

4PIJ+

作为一种存在于人或动物不同部位脂肪组织中的

-种子细胞.'可明显加快全程皮肤组织切除后的创面愈合及糖

尿病创面等难愈创面的修复'此外'

4PIJ+

在创面局部微环境

下可以诱导分化为创面修复所必需的成纤维细胞(血管内皮细

胞和角质层细胞+

$%.$$

,

&尽管
4PIJ+

在创面愈合过程中发挥

着极其重要的作用'但
4PIJ+

异体或自体移植仍面临生物安

全性等诸多问题'且该细胞的迁移能力差'因此寻找合适的方

式提高
4PIJ+

的迁移能力和修复功能显得至关重要+

$%

,

&

[O].$

#

是缺氧环境密切相关的蛋白'其介导的缺氧信号传导

是调节细胞迁移的重要机制'相关研究证实
[O].$

#

蛋白表达

变化与
4PIJ+

细胞迁移能力关系密切+

$1

,

'而
5LQF

能诱导

[O].$

#

表达上调+

$'

,

'由此推断
5LQF

可通过增加
[O].$

#

蛋

白水平表达促进
4PIJ+

迁移'进而加速皮肤创面组织修复'缩

短创面愈合时间&

本研究通过采用持续负压吸引和间歇负压吸引两种不同

5LQF

模式治疗小香猪难愈性创面'发现不同负压吸引模式

在创面愈合过程中存在着差异'且间歇负压吸引更加有利于创

面组织修复&进一步研究发现持续负压吸引组(间歇负压吸引

组与对照组相比
4PIJ+

细胞迁移数量增加'且间歇负压吸引

组优于持续负压吸引组%为排除因细胞增殖而导致的迁移差

异'采用
EFF

观察迁移过程中
4PIJ+

生物活性'结果显示持

续(间歇负压吸引均对
4PIJ+

细胞增殖无显著影响&分析负

压吸引后蛋白表达变化发现'间歇负压吸引可增加
[O].$

#

蛋

白水平表达'以往有研究证实'

[O].$

#

受氧分压的调控'能在

缺氧条件下稳定表达+

$0

,

&

综上所述'本研究揭示了
5LQF

通过上调
[O].$

#

蛋白水

平表达'诱导
4PIJ+

细胞迁移'进而调控创面修复&

5LQF

促进
4PIJ+

细胞迁移可能成为创面修复潜在治疗靶点'为

5LQF

用于难愈性创面治疗的深入研究提供理论依据&
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示其保护效应可能存在一定的量效关系'但需进一步研究&

综上所述'

[

1

对高氧致肺损伤过程中肺组织的氧化应激

损伤(肺发育受阻及肺纤维化等过程均发挥了保护效应'腹腔

注射等体积
[

1

的
[

1

摄入量远大于腹腔注射富氢生理盐水'

在部分检测指标中观察到了更好的保护作用'提示其保护效应

可能存在一定的量效关系&

[

1

可能成为防治
3LP

的有效手

段之一'而目前
[

1

的研究多为动物实验'其临床效应有待进

一步验证'其用量(方式及具体作用机制有待更深入的研究&
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