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摘
"

要"目的
"

利用该实验室先期已建成的人脐血源间充质干细胞株"

QTHF3P\H0

#!标记上增强型绿色

荧光蛋白"

ScQ̂

#!以对烫伤
\HJ]

小鼠行外源性
QTHF3P\H0

移植治疗的创面区进行移植效应示踪$方法
"

QTHF3P\H0

经腺病毒转染标记
cQ̂

'建立深
'

度烫伤
\HJ]

小鼠模型!将小鼠随机分为低剂量移植组%高剂量

移植组和空白对照组!每组
$

只!每只
%

个创面!共
"%

个创面!分别将转染后的
cQ̂3P\H0

按照
#'%(+"Y"#

$

个%

#'%(+%Y"#

$ 个以及等体积培养基通过尾静脉注射的方式进行创面移植$移植
-E

后取各组创面组织行

冰冻切片
XS

染色!比较各组创面面积和创面细胞数!荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白表达和创面修复损伤情

况$结果
"

QTHF3P\H0

经逆转录病毒感染后!

46@

荧光显微镜下可见到
ScQ̂

表达!阳性率在
6#,

以上!且
$

周后仍能观察到
cQ̂

稳定表达!移植后创面部位可观察到人源性
cQ̂

阳性表达!移植
&

周后荧光未见衰减'移

植标记了
cQ̂

的
QTHF3P\H0

后
\HJ]

小鼠未出现排斥反应!低剂量组%高剂量组与对照组比较!在创面面积

和细胞数上差异均有统计学意义"
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#!可提示尾静脉移植注射的
cQ̂3QTHF3P\H0

参与了创面愈合$

结论
"

利用
cQ̂

对人脐血源间充质干细胞移植治疗过程中的标记示踪!表明烫伤后外源性
QTHF3P\H0

可通

过
\HJ]

小鼠血液循环系统!迁移聚集到烫伤创面持续参与修复$
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近年来成体干细胞参与战)创*伤修复的规律及

机制已成为军事医学领域研究热点#它的研究成果将

有助于提高战)创*伤伤员救治效率和愈合质量%

"

&

'

间充质干细胞有巨大的再生潜能#在组织工程和再生

医学中起到重要的种子细胞作用'然而战)创*伤创

面修复是一个复杂的过程#其中包括多种生长因子$

细胞因子$化学因子和多种类型细胞的交互作用#目

前仍不清楚战)创*伤创面修复过程中外源间充质干

细胞作用的具体机制'本课题组基于本实验室前期

已建成的脐血源间充质干细胞株)

QTHF3P\H0

*和其

对深
'

度烫伤创面移植修复能力的发现#尝试对

QTHF3P\H0

进行了绿色荧光蛋白)

cQ̂

*标记#对

QTHF3P\H0

参与修复的
cQ̂

效应示踪的可行性进

行了探索#为进一步探究移植
cQ̂3QTHF3P\H0

参与

\HJ]

小鼠移植烫伤创面损伤修复过程中的迁移和聚

集机制做好铺垫'

@

"

材料与方法

@'@

"

主要材料和试剂
"

脐血源间充质干细胞株

QTHF3P\H0

前期已由本室建成保存#仅用于实验室

研究'动物实验符合,实验动物管理和使用指南-并

报备'

]PSP

$胎牛血清等购自
cJFH_

+胰蛋白酶$

S]L7

等购自
\/

G

(A

公司'逆转录病毒载体
?

+Sc3

Q̂38"

$纯化
?

+ScQ̂38"

质粒$病毒包装细胞
L̂$2

$

转染试剂
)̂*

C

;<919

$

c4"6

)

c919B/>/1

*由仵敏娟博士

惠赠'

@'A

"

实验方法

@'A'@

"

QTHF3P\H0

的复苏培养与扩增
"

)

"

*将

QTHF3P\H0

细胞株从液氮中取出#放入到
&2h

水浴

锅中#同时轻轻摇动#保证细胞能够在
&(/1

内完全

溶解+)

%

*用吸管将冻存管中细胞悬液吸到
"!(+

的

含有培养液的离心管中#同时用培养液洗
%

次冻存

管#一起加到离心管中吹匀+)

&

*

"###<

"

(/1

离心
!

(/1

#缓缓弃上清液#加入
%

!

&(+

预热的完全培养

基#轻轻吹匀#保证细胞完全重悬+)

4

*将重悬的细胞

接种到
L%!

培养瓶中#加入
!(+

培养液#再把细胞

摇均匀#放入
&2h

$饱和湿度$

!,H_

%

培养箱中+)

!

*

次日换液#去除死细胞#以后每三天换液一次#倒置相

差显微镜下观察细胞培养至
6#,

融合度时#用
#'%!,

胰酶)含
#'#%,S]L7

*消化#按
"

!

&

传代扩增'

@'A'A

"

ScQ̂

标记
QTHF3P\H0

"

)

"

*参照文献方法

进行逆转录病毒的包装#将纯化
?

+ScQ̂38"

质粒#

脂质体
]_L7̂

介导转染
L̂$2

细胞#经
c4"6

筛选

高感染率的抗性克隆进行传代+)

%

*细胞长满瓶底后#

收集
%4@

培养液#孔径
#'4!

"

(

滤膜过滤#即为病毒

液+)

&

*将
QTHF3P\H0

培养液移除#加入
!(+

感染

混合液)含
"'!(+

病毒液#

&'!(+

培养基#

?

)*

C

3

;<919

终浓度
6(

G

"

+

*#

&2h

培养
%4@

+)

4

*加入
2(+

培养基#继续培养
%4@

后按
"Z&

密度传代#用含
%##

(

G

"

+c4"6

的培养液杀死未转染成功的
QTHF3

P\H0

#常规方法传代培养标记
ScQ̂

的克隆#即得标

记
ScQ̂

的
QTHF3P\H0

'

@'A'B

"

\HJ]

小鼠烫伤模型建立
"

免疫缺陷
\HJ]

纯

系小鼠#雌雄不限#

$

!

6

周龄#体重
"6'%%-

G

#

\̂ Q

饲

养#购自上海斯莱克实验动物中心'实验前
"E

小鼠

背部皮肤去毛#麻醉后#恒温恒压电烫仪背部造成直

径
"'!>(

的
'

度烫伤创面'组织学观察烫伤
"E

的

小鼠皮肤全层组织细胞发生水肿#符合深
'

度烫伤

特点'

@'A'C

"

移植创面分组情况
"

将深
'

度烫伤
\HJ]

小

鼠随机分为低剂量移植组$高剂量移植组和空白对照

组
&

组#每组
$

只#每只
%

个创面#共
"%

个创面#分别

将转染后的
cQ̂3P\H0

)

"Y"#

$ 个#

#'%(+

*$

P\H0

)

%Y"#

$ 个#

#'%(+

*$等体积培养基通过尾静脉注射

的方式行细胞移植'烫伤后
-E

统计各组创面面积和

创面细胞数#面积测量方法按!用透明膜覆盖创面并

沿创缘画膜#剪膜#置分度值为
#'"(

G

的天平称重换

算成面积#细胞数量按
XS

染色光镜下计数所得'

@'A'D

"

标记细胞观察
"

术后
-E

处死动物#立即取创

面组织行冰冻切片$甘油封片#行荧光显微镜观察#荧

光激发波长
4661(

#发射波长
!#21(

'

@'A'R

"

组织学观察
"

取烫伤创面组织固定后#行石

蜡切片$

XS

染色#光镜观察'

@'A'S

"

统计学方法
"

采用
\̂ \\"&'#

统计软件包进

行统计学方差分析及
-

检验#数据以
OUH

表示#

9

'

#'#!

为有统计学意义'

A

"

结
""

果

A'@

"

QTHF3P\H0

的复苏与培养
"

经复苏后的

QTHF3P\H0%4@

镜下观察到大量贴壁#呈分裂相均

匀分散#

%E

内呈相对静止状态#之后细胞生长速度加

快#并呈克隆样生长#

2E

左右呈漩涡状融合#细胞形

态呈比较均一的梭形'见图
"

'

图
"

""

复苏扩增
QTHF3P\H0

形态学观察#

"##Y

%

A'A

"

QTHF3P\H0

体外标记
ScQ̂

"?

JScQ̂38"

质

粒转染
L̂$2

细胞后
%4@

观察到
ScQ̂

表达#

QTHF3

(

4%4

(
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P\H0

经逆转录病毒感染后#

46@

可见到
ScQ̂

表

达#可见细胞转染效率为
2,

#与未转染
QTHF3P\H0

形态无差异#

4

周后
QTHF3P\H0

在倒置荧光显微镜

下呈绿色$清晰的梭状#可见
cQ̂

的阳性率达
6#,

以

上#且荧光扩散至整个细胞#可反映细胞完整形态#见

图
%

'在培养液中存在
c4"6

)

&##(

G

"

+

*的条件下#

标记
cQ̂

的
QTHF3P\H0

细胞在
4

个月的体外培养

)由
!̂

代开始传至
%̂#

代*可一直稳定表达
cQ̂

'

图
%

""

转染
cQ̂

后的
QTHF3P\H0

荧光显微镜

观察#

"##Y

%

A'B

"

烫伤愈合恢复情况及创面细胞数对比
"

所有实

验
\HJ]

小鼠实验前后均存活#生命状态正常#没有术

后感染$化脓$体液渗出等不良反应'尾静脉移植后
!

E

开始#创面逐渐缩小#形成新生表皮'从移植后
-E

的结果来看#低剂量组$高剂量组与对照组的创面面

积和细胞数比较#差异均有统计学意义)

9

'

#'#!

*#提

示尾静脉移植注射的
cQ̂3QTHF3P\H0

参与了创面

愈合#见表
"

'

表
"

""

各组创面面积及创面细胞数比较#

OUH

%

cQ̂3P\H

低剂量组
cQ̂3P\H

高剂量组 空白对照组

创面面积
#'%4!6U#'#%&-

!

#'%4$2U#'#%4%

!

#'4#"$U#'#&"6

创面细胞数
%2"'$!U2'6"

(

%2&'46U6'2&

(

"22'$4U6'4!

""

注!创面面积 与对照组相比#

!

9

'

#'#!

+创面细胞数 与对照组相

比#

(

9

'

#'#!

A'C

"

荧光与免疫组化结果
"

常规冰冻切片#

]7̂ J

衬

染#荧光显微镜下观察'荧光显微镜下观察#在肉芽

组织中可见人源性绿色荧光蛋白
cQ̂

阳性表达'

P\H

移植
-E

后#创面可观察到绿色荧光#表皮真皮

都有阳性信号出现#对照组未观察到阳性细胞#见图

&

'

-E

后创面组织移植部位附近均可见
cQ̂

表达#

荧光未见衰减'

XS

染色显示#剂量组与对照组相比#

实验组毛细血管$成纤维细胞$胶原纤维$网状纤维更

多#排列较规则#阴性对照组也有出现#但量较少+不

同剂量相比#尾静脉注射
%Y"#

$ 个
QTHF3P\H0

较

注射
"Y"#

$ 个
QTHF3P\H0

创面愈合特征更加明

显#见图
4

'

""

注!从左至右依次为低剂量组$高剂量组和阴性对照组

图
&

""

移植后
-E

皮肤肉芽组织荧光示踪观察结果

""

注!从左至右依次为低剂量组$高剂量组和阴性对照组

图
4

""

移植后
-E

创面
XS

染色结果

B

"

讨
""

论

""

荧光蛋白标记技术是近年来迅速发展的一种细

胞示踪技术#其具有易于检测$表达稳定$特异性强及

可以实现活细胞观察$不影响细胞功能等优势'其原

理是利用基因载体将荧光蛋白基因导入待标记细胞

中#通过筛选获得表达荧光蛋白的细胞#这些细胞可

通过荧光显微镜直接观察#而不需反应底物%

%3&

&

'

本课题组基于对
QTHF3P\H0

前期的研究成

果%

43!

&

#对
QTHF3P\H0

进行了
ScQ̂

标记#对
QTHF3

P\H0

效应示踪的可行性进行了探索#即!采用逆转录

(

!%4

(
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病毒介导方法成功进行
ScQ̂

标记#使
ScQ̂

基因被

整合入分裂期的
QTHF3P\H0

基因组中#发现通过体

外培养
4

个月
cQ̂3QTHF3P\H0

亦能一直稳定表达

而无明显减弱+进一步证实了
cQ̂

作为
QTHF3P\H0

参与移植烫伤创面损伤修复过程的有效标记示踪剂#

可为细胞水平及体内移植细胞的研究提供实验手段'

本课题组利用
ScQ̂

标记#表明烫伤后外源性
P\H0

可通过在
\HJ]

小鼠体内血液循环系统#迁移聚积到

需要修复的烫伤创面组织区域#这也跟相关文献报道

一致%

$36

&

'

本课题组在前期的研究中发现尾静脉注射移植

方法较局部患处直接移植方法的愈合效果欠佳#考虑

到应该主要是移植剂量较少的原因#在本研究中通过

提高尾静脉注射的细胞数量#从移植愈合效果来看也

进一步确定了静脉途径给予
P\H0

的质量剂量层级'

通过尾静脉注射移植#发现
cQ̂3QTHF3P\H0

可促进

皮肤损伤修复并提高愈合质量#主要表现在经
QTHF3

P\H0

治疗后创面肉芽组织中血管密度大#治疗组形

成的新生表皮较厚#分层明显#这些结果与良好的修

复质量密切相关#同时也进一步证明了
QTHF3P\H0

细胞经
cQ̂

标记后并未影响
P\H0

的修复潜能'

C

"

结
""

论

""

目前仅仅推测
cQ̂3QTHF3P\H0

参与烫伤创面

修复而能迁移并聚集在创面部位系由炎性反应中趋

化因子所致%

-3"#

&

'下一步#本课题组将深入研究

QTHF3P\H0

参与烫伤创面修复的分子机制$在局部

的增殖分化能力和表皮功能重建进行深入评价#以及

QTHF3P\H0

在创面造血重建过程中扮演的角色和所

起的作用'

参考文献

%

"

& 程文广#黄正根#贺伟峰#等
'

应用人脐带血间充质干细胞

修复小鼠皮肤缺损创面%

O

&

'

中华创伤杂志#

%##6

#

%4

)

4

*!

%-63&#"'

%

%

& 段小军#杨柳#周跃#等
'

增强型绿色荧光蛋白标记技术对

骨折后骨髓间充质干细胞的迁移示踪%

O

&

'

中国修复重建

外科杂志#

%##$

#

%#

)

%

*!

"#%3"#$'

%

&

& 曹慧玲#朱小飞#滕凤猛#等
'cQ̂

作为脐带间充质干细胞

体内示踪标志物在大鼠脑缺血再灌注损伤中的表达%

O

&

'

国际检验医学杂志#

%#"2

#

&6

)

"-

*!

%$663%$6-'

%

4

& 史功#李先哲#李瑾#等
'

脐血源间充质干细胞移植对

\HJ]

小鼠烫伤创面修复的促进作用%

O

&

'

实用医药杂志#

%#"$

#

&&

)

""

*!

"##43"##$'

%

!

& 曲丽媛#朱媛#李先哲#等
'

脐血间充质干细胞的分离培养

及鉴定技术体系的建立%

O

&

'

实用医药杂志#

%#"2

#

&4

)

6

*!

2%-32&#'

%

$

&

`T PO

#

cT_jH

#

[78c+

#

9BA*'P9091>@

C

(A*0B9(

>9**0:/B@()E/D/>AB/)1)D

.

=1>B/)1A*AE@90/)1()*9>=*9A

/1E=>9@A/<D)<(AB/)1

%

O

&

'\B9(H9**0L<A10*P9E

#

%#"4

#

&

)

4

*!

46"3466'

%

2

& 袁肇凯#黄献平#李勇华#等
'

养心通脉有效部位方动员骨

髓间充质干细胞归巢大鼠梗死心肌的实验研究%

O

&

'

中华

中医药杂志#

%#"%

#

%2

)

-

*!

%&%"3%&%!'

%

6

& 马俐君#胡晓霞#周虹#等
'

不同时相移植人骨髓间充质干

细胞对人脐血
H]&4

W细胞植入
8_]

"

\HJ]

小鼠的影响

%

O

&

'

中国实验血液学杂志#

%##6

#

"$

)

%

*!

&!!3&!-'

%

-

& 郝牧#孟恒星#李刚#等
'

脐带间充质干细胞对
H]&4

W细胞

在小鼠体内归巢的影响及其机制研究%

O

&

'

中华血液学杂

志#

%##-

#

&#

)

%

*!

"#&3"#$'

%

"#

&郝牧#漆佩静#李刚#等
'

人脐带间充质干细胞对脐血

H]&4

W细胞在
8_]

"

\HJ]

小鼠体内造血重建的影响

%

O

&

'

中国医学科学院学报#

%#"#

#

&%

)

"

*!

2"32!'

)收稿日期!

%#"63#63"$

"

修回日期!

%#"63"#3%2

*

)上接第
4%%

页*

%

!

& 茜金强#寿松涛
'

脓毒症患者血浆皮质醇水平的动态变化

及临床意义%

O

&

'

中国临床医学#

%#"4

#

%"

)

"

*!

-3"%'

%

$

& 付虎#周小平#刘星#等
'

降钙素原对脓毒症早期诊断价值

的回顾性分析%

O

&

'

国际检验医学杂志#

%#"$

#

&2

)

4

*!

!#63

!"#'

%

2

& 李志军
'

脓毒症的诊断与治疗%

O

&

'

中华劳动卫生职业病

杂志#

%##-

#

%2

)

""

*!

2##32#%'

%

6

&

HX_\[

#

HX_JOX'F/)(A<a9<0)D09

?

0/0

%

O

&

'J1D9>B

H@9()B@9<

#

%#"4

#

4$

)

"

*!

"3"%

%

-

&

c_+]O5

#

H_XS8 8]

#

`S+\X L X'700)>/AB/)1)D

AE<91)>)<B/>)B<)

?

@/1A1E>)<B/0)*>)1>91B<AB/)10:/B@

?

93

</

?

@9<A*;*))E*9=a)>

C

B9>

C

B)a/19

G

9199K

?

<900/)1/109

?

B/>

A1E1)109

?

B/>19)1ABA*D)A*0

%

O

&

'OR9BJ1B9<1P9E

#

%#"%

#

%$

)

&

*!

$!43$$"'

%

"#

&

Q7+Hm_ c_8

n

7+RS\^

#

PS8SdS\Q7+Hm_ +

#
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