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!!"摘要#!目的!对脂肪来源干细胞基质胶"]TC'Zh@.K7:$与T":789,脂肪治疗糖尿病大鼠创面的疗效
进行对比!并探讨]TC'Zh@.K7:促进创面愈合的作用机制%方法!选取体重1;%!'%%K的Z\雄性大鼠$%
只!腹腔注射链脲佐菌素进行糖尿病造模!成功后以直径$%88的组织活检器于大鼠背部制备1个全层皮肤缺
损创面!将预先制备好的同种异体T":789,.条件培养基"TC$和]TC'Zh@.K7:.TC分别注射于1个创面!每个
创面各注射$%%#>!分别命名G组&B组%记录各创面术后第'&-&$%&$0天愈合情况并计算对比创面愈合率!
并在术后第-&$0天取创面皮肤组织进行T\'0免疫组织化学染色!运用酶联免疫吸附试验试剂盒检测并对比
T":789,.TC和]TC'Zh@.K7:.TC生长因子)))表皮细胞生长因子"]?@$&碱性成纤维生长因子"Y@?@$&血
管内皮生长因子"h]?@$和转化生长因子"H?@.$$$表达水平%结果!与G组创面比较!B组创面各时间点愈
合情况均更好!创面愈合率更高!差异有统计学意义"#$%&%;$!新生血管更多#B组]TC'Zh@.K7:.TC生长因
子)))]?@&Y@?@&h]?@&H?@.$$表达水平均高于G组!其中]?@&Y@?@&h]?@表达水平比较!差异均有统
计学意义"#$%&%;$%结论!与T":789,脂肪比较!]TC'Zh@.K7:促进糖尿病大鼠创面愈合的效果更优!其
作用机制可能为通过旁分泌途径分泌生长因子作用于创面%
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!!脂肪来源干细胞基质胶#]TC"Zh@.K7:$是一种
对脂肪进行简单的物理机械处理后获得的凝胶状物

质%制作过程中无外源性物质的添加%同时%含有高浓
度的具有生物活性的细胞外基质#7I3J967::O:9J89.
3J#I%]TC$和血管基质组分#+3J"89:N9+6O:9JLJ96.
3#",%Zh@$'$(-基 于 T":789, 脂 肪 的 制 作 过 程%

]TC"Zh@.K7:只需在T":789,脂肪的基础上再进行
简单的破碎和离心即可获得%其制备过程中的破碎与
离心步骤使脂肪组织中的成熟脂肪细胞被最大限度

地破坏%从而获得了富含脂肪来源干细胞#9!#4"+7!7.
J#N7!+37867::+%G\ZT+$和 ]TC 的混合物质'1.'(-
已有研究证实%]TC"Zh@.K7:可上调组织中生长因
子...碱性或纤维生长因子#Y@?@$和血管内皮生长
因子#h]?@$表达水平%促进大鼠缺血性皮瓣中血管
再生'0(-本研究对 ]TC"Zh@.K7:与 T":789,脂肪
治疗糖尿病大鼠创面的疗效进行了对比%并对]TC"

Zh@.K7:的作用机制进行了初步探讨%旨在为临床应
用]TC"Zh@.K7:治疗糖尿病导致的创面提供理论
依据-
?!材料与方法
?&?!材料
?&?&?!动物来源

糖尿病造模选用$0只'%%!';%K的Z\大鼠%
雄性%/!(周龄&脂肪供体鼠选用;只';%!0%%K的
Z\大鼠%雌性%)!/周龄&实验用鼠均购于山东省实
验动物中心-实验过程中对动物的处置均符合动物
伦理学标准-
?&?&@!主要试剂

特级胎牛血清#@BZ$购自澳洲T>G<W公司%杜
氏改良 ]9K:7培养基#\C]C$"@$1培养基*高糖
\C]C培养基*磷酸盐缓冲液#=BZ$均购自美国 UQ.
T:",7公司&0A多聚甲醛*青霉素.链霉素双抗均购自
北京B#"+29J4公司%链脲佐菌素#ZHc$*柠檬酸*柠檬
酸钠均购自上海V79+",公司%0A多聚甲醛*石蜡*中
性树脂均购自北京Z":9JY#"公司&无水乙醇*二甲苯*
水合氯醛均购自上海 C965:#,公司%大鼠表皮细胞生
长因 子 #74#!7J89:KJ"M32L963"J%]?@$*Y@?@*
h]?@和转化生长因子$$#3J9,+L"J8#,KKJ"M32L96.
3"J.$$%H?@.$$$的酶联免疫吸附试验#]>DZG$试剂
盒均购自上海酶联生物科技有限公司-
?&?&A!仪器及耗材

$%%*0%#8滤网%%&11#8 滤芯均购自美国B#.
":"K#I公司%1&088鲁尔连接器购自黑龙江四海医
疗%$%8>注射器购自上海W\>公司%超净工作台购
自蚌埠新科净化设备厂%手术器械购自河南美邦医疗
器械%石蜡包埋机购自孝感宏业医用仪器公司%切片
机#<C110;$购自德国>]DTG公司%移液枪购自德国
]447,!"JL公司%高速离心机#CO:3#LOK7R$<$*细胞
培养箱均购自美国H27J8"公司-

?&@!方法

?&@&?!T":789,脂肪和]TC'Zh@.K7:的制备
将体重';%!0%%K的Z\大鼠麻醉后脱毛%用聚

维酮碘消毒&无菌手术器械取大鼠腹股沟处脂肪%用
无菌=BZ反复冲洗%去除血液&移入无菌培养皿中%反
复用剪刀剪切脂肪组织约'8#,&加入适量无菌=BZ%
)-1J"8#,离心'8#,%将位于底层的水及结缔组织去
除%位于中层的脂肪组织即为所需的T":789,脂肪-
离心去水的脂肪组织按密度大小分为高*低密度脂肪
组织%位于离心管中上1"'的组织为低密度脂肪组
织%位于下$"'的组织为高密度脂肪组织-以内径为
1&088的鲁尔连接器连接1个$%8>注射器%将低
密度脂肪组织置入%推注速度保持恒定#$%8>"+$%反
复推注约18#,%通过机械方式使脂肪乳糜化&推注完
成后脂肪呈乳糜状&将高密度脂肪与推注完成后的低
密度脂肪混合均匀%置于以内径为1&088的鲁尔连
接器连接的1个$%8>注射器中%再次互相推注约
'%+后$$1%J"8#,离心'8#,%可见上层有大量的
油%底层则可见有少量的水%以上二者皆弃去%离心管
中余下的位于油层之下的凝胶样物质即为所需的

]TC"Zh@.K7:';.)(%见图$-
?&@&@!生长因子的收集

Zh@细胞数以;e$%; 为基线%准备相应质量的
]TC"Zh@.K7:及T":789,脂肪-将计算好相应质量
的1种不同的脂肪组织制品分别移入H1;培养瓶中%
每个培养瓶中各添加; 8> 完全培养基#含$%A
@BZ$%将培养瓶置于含有;ATb1*'-g培养箱中孵
育102-102后为获得条件培养基#6",!#3#",7!87.
!#O8%TC$以\C]C"@$1培养基#无@BZ$将培养瓶
中的完全培养基全部替换%培养102&102后分别收
集培养瓶中的上清液%依次通过$%%*0%#8滤网%去
除细胞及组织碎片&收集滤液%$)/J"8#,离心;8#,%
离心后的上清液通过%&11#8滤芯过滤除菌&移入冻
存管中%置于[1%g冰箱储存备用-
?&@&A!建立糖尿病大鼠模型

选取体重'%%!';%K的Z\雄性大鼠$0只%适
应性饲养$周后禁食不禁饮%$12后按;;8K"5K一
次性腹腔注射$A的ZHc溶液-注射$周后检测大
鼠血糖变化-空腹血糖超过$)&/88":">%发生多
饮*多尿*多食*体重减轻等即可确定为建模成功-
?&@&B!建立大鼠创面模型及条件培养基的干预

取建模成功的糖尿病大鼠#$0只$采用戊巴比妥
腹腔麻醉%以直径$%88 的组织活检器在大鼠背部
制作直径$%88 的全层皮肤缺损创面%每只大鼠1
个创面&预先制备直径$68的环形硅胶片置于创面%
再使用0.%尼龙线缝合0!)针%以防止创周皮肤在早
期便严重皱缩%影响观察%见图1-

将$0只大鼠分为 G 组#T":789,.TC$和 B组
#]TC"Zh@.K7:.TC$%将每只大鼠背部的1个创面按
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随机法进行随机分配%做好标记%1个创面分别注射G
组#T":789,.TC$与B组#]TC"Zh@.K7:.TC$%每个
创面注射$%%#>%其中1%#>注射在创面基底%/%#>
注射在创面周围#0个点%每个点1%#>$&注射完毕后
以无菌敷贴包裹创面%单笼喂养-术后连续1!给予
青霉素皮下注射%预防感染-

?&@&C!观察指标

?&@&C&?!大体观察
对$0只大鼠术后即刻%'*-!%以及$%只大鼠术

后$%*$0!进行创面观察和拍照%对比观察创面愈合
情况-

?&@&C&@!创面愈合率
通过D89K7P软件测量$0只大鼠背部创面术后

即刻%'*-!%以及$%只大鼠术后$%*$0!创面面积%
创面愈合率E#创面初始面积[剩余创面面积$"创面
初始面积e$%%A-

?&@&C&A!免疫组织化学染色观察
术后-!随机挑选0只大鼠处死%术后$0!处死

剩余$%只大鼠%取创面皮肤组织制作切片%进行

T\'0免疫组织化学染色%镜下观察新生血管形成情
况%阳性染色显示为棕色%通过D89K7P软件将各组样
本的阳性染色结果进行分离%并分析比较各组阳性染
色比例-

?&@&C&B!生长因子检测
按照]>DZG试剂盒的实验步骤%检测1种条件

培养基#TC+$中的0种生长因子...]?@*Y@?@*

h]?@*H?@.$$表达水平-

?&A!统计学处理
采用Z=ZZ1;&%软件进行统计分析%计量数据以

JaE表示%采用 #̂:6"I",秩和检验%以#$%&%;为
差异有统计学意义-

!!左!T":789,脂肪&右!]TC"Zh@.K7:&肉眼观察%与T":789,脂肪

比较%]TC"Zh@.K7:质地更加细腻*光滑-

图$!!T":789,脂肪和]TC)Zh@.K7:的制备

!!左!术后即刻&右!术后$0!%可见位于右侧的注射]TC"Zh@.K7:.

TC的创面%相比位于左侧的注射T":789,.TC的创面%愈合情况更为

良好%已近乎完全愈合-

图1!!大鼠创面模型

@!结!!果

@&?!创面愈合率

B组创面愈合率均明显高于G组%G组术后$0!
创面愈合率为#/1&%0a'&/0$A%B组创面愈合率则
达到了#(;&;0a'&;-$A%创面基本已全部上皮化-
两组术后'*-*$%*$0!创面愈合率比较%差异均有统
计学意义##$%&%;$%见图'*表$-

图'!!两组糖尿病鼠的创面各个时间点的代表照片

@&@!T\'0免疫组织化学染色结果
两组术后-!创面内均出现了新生血管%B组阳

性染色比例为$(&'%0A%G组为$0&1-)A%B组新生
血管生成较G组多&两组术后$0!新生血管数量均
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有不同程度增长%B组阳性染色比例为'1&-1)A%G
组为1)&$;;A%B组术后-*$0!新生血管生成均较G
组多%差异有统计学意义##$%&%;$%见图0-

表$!!不同时间点各组创面愈合率比较%JaE'A&

组别 '! -! $%! $0!

G组 '%&((a;&%' 01&(/a/&'/ )$&$1a$1&)' /1&%0a'&/0

B组 '-&((a;&/$9 )%&0(a)&-'9 /1&1$a'&/;9 (;&;0a'&;-9

!!9!#$%&%;%与G组比较-

图0!!创面组织T\'0免疫组织化学染色图%e1%&

@&A!生长因子表达水平
G组]?@*Y@?@*h]?@*H?@.$$表达水平均低

于B组-其中]?@*Y@?@*h]?@表达水平比较%差
异均有统计学意义##$%&%;$&H?@.$$表达水平比
较%差异无统计学意义##%%&%;$%见表1-

表1!!]>DZG检测1组TC+中生长因子水平

!!!%JaE'4K)8>&

组别 ]?@ Y@?@ h]?@ H?@.$$

G组 '&';a1&%% 0&-'a'&'% $''&1/a/-&/1 $0&1/a-&1'

B组 $0&'(a$1&;'9 $$&-;a;&(-9 0$0&'(a'-&0$9 1'&--a$0&%'

!!9!#$%&%;%与G组比较-

A!讨!!论
以T":789,脂肪的制作过程为基础%]TC"Zh@.

K7:是在经过后续的机械破碎和离心后获得的含有高
度浓缩的*具生物活性且近似于生理状态下的]TC*
Zh@和G\ZT+的凝胶状的可注射材料%相比于含有
相同Zh@细胞数的T":789,脂肪%]TC"Zh@.K7:中
浓缩的]TC#胶原蛋白*纤维蛋白和弹性蛋白等$更
多%从而起到了为 G\ZT+提供适宜生存的微环境的
作用%同时%通过调节细胞行为%促进细胞增殖%激活
细胞的分化潜能%促进更多的生长因子分泌%并免于
巨噬细胞的吞噬'$.'(-

在本研究进行]>DZG检测的0种生长因子中%
]?@可促进上皮细胞*成纤维细胞增殖&Y@?@可促进
血管生成&h]?@可促进血管内皮细胞迁移*增殖%并促
进新生血管形成&H?@.$$在促进各类]TC#如胶原蛋
白*纤粘连蛋白等$表达的同时%也能够抑制降解'-.$$(-

本研究应用的条件培养基#TC$本质即为干细胞
的旁分泌产物%其中包括各种生长因子*免疫因子和

外泌体-经检测上述0种生长因子在T":789,.TC
和]TC"Zh@.K7:.TC中均有不同程度的表达%]TC"
Zh@.K7:.TC中]?@*Y@?@*h]?@水平均明显高于
T":789,.TC%差异均有统计学意义##$%&%;$%证实
了相较于T":789,脂肪%]TC"Zh@.K7:能分泌更多
的生长因子...]?@*Y@?@和h]?@%并以旁分泌的
途径作用于创面&虽然]TC"Zh@.K7:.TC 中H?@.$$
水平仍高于T":789,.TC%但差异无统计学意义##%
%&%;$&造成该生长因子水平差异无统计学意义的原
因可能为检测时样品在低温冷冻中储存时间过长%造
成了一定数量的生长因子失活或是多次检测过程中

反复的冷冻和复苏导致样品中生长因子的失活'$1(-
本研究将等量的1种TC 分别注射至糖尿病大

鼠背部创面%B组术后'*-*$%*$0!创面愈合率均明
显高于G组%差异均有统计学意义##$%&%;$&G组
术后$0!%创面愈合率为#/1&%0a'&/0$A%B组创面
愈合率则达到了#(;&;0a'&;-$A%差异有统计学意义
##$%&%;$%符合]>DZG检测的结果-同时%T\'0免
疫组织化学染色结果显示%与G组比较%B组术后-*$0
!阳性染色结果更多%即B组新生血管数量在术后-*$0
!均比G组更多%同样符合]>DZG检测的结果-

综上所述%与T":789,脂肪比较%]TC"Zh@.K7:
促进糖尿病大鼠创面愈合的效果更突出%其作用机制
为通过旁分泌途径分泌更高浓度的生长因子#]?@*
Y@?@*h]?@等$作用于创面%促进创面部位生成新
生血管%加速创面愈合&]TC"Zh@.K7:作为一种经机
械破碎*浓缩自T":789,脂肪的制品具有局部注射用
于修复慢性创面的潜力%为今后临床应用]TC"Zh@.
K7:治疗各类创面%尤其是糖尿病患者肢体创面等难
愈性创面提供了新的思路-
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