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小肠黏膜下层处理的间充质干细胞片促进伤口愈合

沈飞飞ꎬ李栋ꎬ刘玲红ꎬ鞠秀丽
(山东大学齐鲁医院儿科ꎬ 山东 济南 ２５００１２)

摘要:目的　 探讨细胞外基质(ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘꎬ ＥＣＭ)ꎬ尤其是小肠黏膜下层( ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｓｕｂｍｕｃｏｓａꎬ ＳＩＳ)
处理后的脐带间充质干细胞(ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ＵＣ￣ＭＳＣｓ)细胞片对伤口愈合的影响ꎮ 方法

　 使用组织块贴壁法从脐带组织中分离、培养原代 ＵＣ￣ＭＳＣｓꎮ 化学脱核法制备脱细胞 ＳＩＳꎬ通过物理粘附方式将

重组人纤维连接蛋白( ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｈｕｍａｎ ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎꎬ ｒＦＮ)、ＳＩＳ 和基质胶(Ｍａｔｒｉｇｅｌ)固定在聚苯乙烯(ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅꎬ
ＰＳ)细胞培养皿表面ꎮ 分析 ＰＳ 表面、ｒＦＮ￣ＰＳ 表面、ＳＩＳ￣ＰＳ 表面以及 Ｍａｔｒｉｇｅｌ￣ＰＳ 表面对 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 形态的影响ꎬ
ＲＴ￣ＰＣＲ 法检测基因表达的变化ꎬ使用纳米颗粒追踪分析检测细胞外囊泡(ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓꎬ ＥＶｓ)分泌情况的

改变ꎮ 分别用无 ＥＣＭ 处理的、ｒＦＮ 处理的、ＳＩＳ 处理的以及 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 处理的 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 细胞片治疗大鼠皮肤全层切

除创面ꎬ通过计算伤口面积占原始伤口面积的比值进一步验证治疗效果ꎮ 结果　 与 ＰＳ 表面相比ꎬＳＩＳ￣ＰＳ 表面培

养的 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 形态未受影响(Ｐ>０.０５)ꎻＲＴ￣ＰＣＲ 检测结果显示ꎬＳＩＳ￣ＰＳ 表面培养的 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 中 ＮＡＮＯＧ 同源框

(ｎａｎｏｇ ｈｏｍｅｏｂｏｘꎬ ＮＡＮＯＧꎬＰ＝ ０.０４１)、ＳＲＹ￣Ｂｏｘ 转录因子￣２(ＳＲＹ￣ｂｏｘ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２ꎬＳＯＸ￣２ꎬＰ＝ ０.００９)、八
聚体结合转录因子￣４(ｏｃｔａｍｅｒ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ￣４ꎬＯＣＴ￣４ꎬＰ<０.００１)、白介素￣１０( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１０ꎬＩＬ￣１０ꎬＰ ＝
０.０４９)、吲哚胺 ２ꎬ ３￣双加氧酶( ｉｎｄｏｌｅａｍｉｎｅ ２ꎬ３￣ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅꎬ ＩＤＯꎬＰ ＝ ０. ００７) 和转化生长因子￣β( ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｂｅｔａꎬＴＧＦ￣βꎬＰ＝ ０.０４６)基因表达增强ꎬ而且分泌 ＥＶｓ 的能力显著提高(Ｐ<０.００１)ꎮ 动物实验结果可

见ꎬ使用 ＳＩＳ 处理的 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 细胞片治疗组对伤口愈合的促进作用最为显著ꎬ第 ７ 天伤口占原始伤口面积的比值

最低为 ２６.９％±６.１％ꎮ 结论　 ＳＩＳ￣ＰＳ 表面培养的 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 显著提高了免疫抑制和囊泡分泌能力ꎬ由此制成的细

胞冻干片具有更强的促进伤口愈合的能力ꎮ
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ＵＣ￣ＭＳＣｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＳＩＳ￣ＰＳ ｓｕｒｆａｃｅ ｗａｓ ａｌｍｏｓｔ ｕｎａｌｔｅｒｅｄ (Ｐ>０.０５)ꎬ ａｎｄ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＳＩＳ￣ＰＳ ｓｕｒｆａｃｅ￣ｃｕｌｔｕｒｅｄ ＵＣ￣ＭＳＣｓ ｗａｓ ｅｎｈａｎｃｅｄꎬ ｓｕｃｈ ａｓ Ｎａｎｏｇ ｈｏｍｅｏｂｏｘ (ＮＡＮＯＧꎬ Ｐ＝ ０.０４１)ꎬ ＳＲＹ￣
ｂｏｘ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２ (ＳＯＸ￣２ꎬ Ｐ＝ ０.００９)ꎬ ｏｃｔａｍｅｒ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ￣４ (ＯＣＴ￣４ꎬ Ｐ<０.００１)ꎬ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣
１０ ( ＩＬ￣１０ꎬ Ｐ＝ ０.０４９)ꎬ ｉｎｄｏｌｅａｍｉｎｅ ２ꎬ３￣ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ ( ＩＤＯꎬ Ｐ＝ ０.００７)ꎬ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｂｅｔａ (ＴＧＦ￣
βꎬ Ｐ＝ ０.０４６)ꎬ ｍｅａｎｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＳＩＳ￣ＰＳ ｓｕｒｆａｃｅ￣ｃｕｌｔｕｒｅｄ ＵＣ￣ＭＳＣｓ ｔｏ ｓｅｃｒｅｔｅ ＥＶｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ￣
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　 　 研究表明ꎬ细胞外基质 ( ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘꎬ
ＥＣＭ)是由非细胞结构组成的三维大分子网络ꎬ主
要包括蛋白聚糖、胶原、纤维连接蛋白( ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎꎬ
ＦＮ)和其他糖蛋白等物质[１]ꎮ ＥＣＭ 不仅在细胞生

长粘附、受体信号传导、存活和形态中发挥作用[２]ꎬ
而且随着再生医学和组织工程的发展ꎬＥＣＭ 常作为

生物材料在伤口愈合中发挥着不可替代的作

用[３￣４]ꎮ 除 ＥＣＭ 等生物材料外ꎬ 间充质干细胞

(ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ＭＳＣｓ)也被广泛应用于

促进伤口愈合[５]ꎮ
ＭＳＣｓ 是从多种组织和体液中分离出来的具有

多向分化潜能的成体干细胞[６￣７]ꎬ其具有低免疫原

性、可调节免疫反应、再生和分泌的能力[８￣９]ꎬＭＳＣｓ
及其来源的活性物质迅速成为促进伤口愈合的研究

热点[１０]ꎮ 其中ꎬ 脐带间充质干细胞(ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ＵＣ￣ＭＳＣｓ)由于具有无痛

的采集程序和更快的自我增殖特性而受到广泛应

用[１１]ꎮ 本研究拟使用 ＦＮ、小肠黏膜下层 ( ｓｍａｌｌ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｓｕｂｍｕｃｏｓａꎬ ＳＩＳ)和基质胶(Ｍａｔｒｉｇｅｌ) ３ 种

常见的 ＥＣＭꎬ通过物理吸附的方法将其黏附在聚苯

乙烯(ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅꎬ ＰＳ)细胞培养皿表面ꎬ观察不同

处理表面对 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 的干性、分泌和免疫调节能

力的影响ꎬ旨在探讨 ＥＣＭ 处理的 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 细胞片

是否促进动物皮肤伤口愈合ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 资料

１.１.１　 实验组织

足月妊娠脐带来自于山东大学齐鲁医院产科ꎬ
脐带采集得到新生儿父母的知情同意及山东大学齐

鲁医院科研伦理委员会的批准(批号:ＫＹＬＬ￣２０２２
(ＫＳ) ￣０１４４３２)ꎮ

１.１.２　 实验动物

８ 周龄的 ＳＤ 大鼠购于北京生物技术有限公司ꎬ
所有动物实验程序和方案均符合«实验动物的护理

和使用指南»ꎬ并经山东大学齐鲁医院动物实验伦

理委员会批准(批号:Ｐｕｌｌ￣２０２３￣０９８)ꎮ
１.１.３　 主要试剂

胎牛血清、ＤＭＥＭ/ Ｆ１２ 购于美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎬ
青 /链霉素、０.２５％胰蛋白酶购于美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎬ
α￣ＭＥＭ购于北京迈晨科技有限公司ꎬ抗人 ＣＤ２９、
ＣＤ７３、ＣＤ３４、ＣＤ４５ 抗体购于美国 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ 公司ꎬ
抗人 ＣＤ４４、 ＣＤ１０５、 ＣＤ２７１ 抗体购于美国 ｅＢｉｏ￣
ｓｃｉｅｎｃｅ 公司ꎬ 抗人 ＣＤ９０、ＣＤ３１ 抗体购于美国 ＢＤ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司ꎬ成骨、成软骨、成脂肪诱导分化培

养基购于美国 Ｃｙａｇｅｎ 公司ꎬ重组人纤维连接蛋白

( ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｈｕｍａｎ ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎꎬ ｒＦＮ)购于上海煜

圣生物科技股份有限公司ꎬ基质胶(Ｍａｔｒｉｇｅｌ)购自

美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司ꎬ胃蛋白酶、４％多聚甲醛、苏木素

和伊红染色( ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ＨＥ)试剂

盒、ＴｒｉｔｏｎＸ￣１００、磷酸盐缓冲盐水 ( ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆ￣
ｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅꎬ ＰＢＳ)购于北京索莱宝生物科技有限公

司ꎬ鬼笔环肽和 ４′ꎬ６￣二脒基￣２￣苯基吲哚(４′ꎬ６￣ｄｉａ￣
ｍｉｄｉｎｏ￣２￣ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅꎬＤＡＰＩ)染色试剂盒购于上海

贝博生物科技有限公司ꎬＴＲＩｚｏｌ、琼脂糖购于美国

Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ ＳｕｒｅＳｃｒｉｐｔＴＭ Ｆｉｒｓｔ￣Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎ￣
ｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ、ＢｌａｚｅＴａｑＴＭ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ ２.０
购于美国 ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ 公司ꎮ
１.１.４　 主要仪器设备

细胞培养箱(大连冰山松洋生物科技有限公

司)ꎬＧｕａｖａ ｅａｓｙＣｙｔｅ ６ＨＴ 流式细胞仪(美国 Ｍｅｒｃｋ
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司)ꎬ倒置显微镜(ＢＸ５３ꎬ日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司)ꎬ冻干机(宁波新芝生物科技有限公司)ꎬ扫描

电子显微镜(美国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎬ实时热循环仪(德
国 Ｊｅｎａ 公司)ꎮ



　 ７０　　　 山　 东　 大　 学　 学　 报　 (医　 学　 版) ６２ 卷 ４ 期　

１.２　 方法

１.２.１　 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 的制备与鉴定

ＵＣ￣ＭＳＣｓ 的制备方法参考文献[１２]ꎬ将处理

好的脐带组织置于含 １０％胎牛血清和 １％青 /链霉

素的 α￣ＭＥＭ 培养基中ꎬ于细胞培养箱中培养 １ 周ꎬ
显微镜下观察可见原代细胞从组织块周围爬出ꎮ 待

细胞融合度达 ８０％ꎬ使用 ０.２５％胰蛋白酶在室温下

消化细胞并记录时间ꎬ以 １ ∶３的比例传代培养ꎬ使用

Ｐ３ 至 Ｐ６ 代细胞ꎮ
将 Ｐ３ 代 １×１０６ 个 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 使用 ＰＢＳ 洗涤 ３

次ꎬ除阴性孔外ꎬ分别孵育相应的荧光标记流式抗体

(ＣＤ２９、ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＣＤ１０５、ＣＤ２７１、ＣＤ３１、
ＣＤ３４、ＣＤ４５)ꎬ孵育结束后ꎬＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎬ重悬并使

用流式细胞仪进行检测ꎬ数据用 ＦｌｏｗＪｏ 软件分析ꎮ
为验证所得 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 的分化能力ꎬ细胞分别

在成骨、成脂和成软骨分化培养基中培养ꎬ每 ３ 天更

换 １ 次培养基ꎬ共培养 ２１ ｄꎮ 随后用 ４％多聚甲醛固

定细胞ꎬ并分别用阿利新蓝、油红 Ｏ、茜素红进行染

色ꎬ后置于倒置显微镜下进行观察并记录ꎮ
１.２.２　 ＥＣＭ 的获取、包被和分组

按照说明书ꎬ将 ５０ ｍｇ / ｍＬ 的 ｒＦＮ 均匀平铺在

６ 孔板中ꎬ３７ ℃孵育后使用ꎮ
根据生产商的说明ꎬ 将 ３ ｍｇ Ｍａｔｒｉｇｅｌ 溶于

３６ ｍＬ ＤＭＥＭ/ Ｆ１２ 基础培养基中ꎬ６ 孔板中每孔加

入１.５ ｍＬꎬ ３７ ℃孵育后使用ꎮ
ＳＩＳ 按照先前描述的方法制备[１３]ꎬ将新鲜的

猪小肠用机械方法去除被膜和被膜肌层ꎬ生理盐水

清洗后ꎬ化学法脱核ꎮ 随后使用过氧乙酸消毒ꎬ
－７０ ℃预冷过夜后冻干ꎮ 冻干的 ＳＩＳ￣ＥＣＭ 经研磨、
筛选和辐照灭菌后ꎬ溶于含 １ ｍｇ / ｍＬ 胃蛋白酶

(１％ ｗ / ｖ)的 ０.０１ Ｍ ＨＣｌ 溶液中ꎬ并于 ３７ ℃下消化

２４ ｈ 后立即用于培养板包被ꎮ
根据是否包被 ＥＣＭ 以及包被的种类ꎬ将培养

条件分为 ４ 组: ＰＳ 组、 ｒＦＮ￣ＰＳ 组、 ＳＩＳ￣ＰＳ 组以及

Ｍａｔｒｉｇｅｌ￣ＰＳ 组ꎮ
１.２.３　 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 形态学观察

将 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 以 ２ × １０５ 个 /孔的密度播种在

ＥＣＭ 处理的 ６ 孔板中ꎮ 当细胞融合度达到 ８０％时ꎬ
在光镜下观察细胞形态ꎮ ＰＢＳ 冲洗后ꎬ在室温下用

无水乙醇固定 １０ ｍｉｎ 并常规 ＨＥ 染色ꎬ在显微镜下

观察细胞形态ꎮ
为进一步观察细胞的超微形态ꎬ对细胞进行扫

描电子显微镜(ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬ ＳＥＭ)
观察ꎮ 将培养后的细胞浸入含 ３％戊二醛的 ０.１ ｍｏｌ / Ｌ
ＰＢＳ 缓冲液中ꎬ并用 １％锇酸固定１.５ ｈꎬ使用发射扫描

电子显微镜拍照ꎮ
为观察细胞骨架ꎬ分别用鬼笔环肽和 ＤＡＰＩ 染

色试剂盒对细胞骨架中的肌动蛋白和细胞核进行标

记ꎬ用 ＰＢＳ 冲洗细胞ꎬ 然后 ４％ 多 聚 甲 醛 固 定

３０ ｍｉｎꎮ 使用 ０.１％ ＴｒｉｔｏｎＸ￣１００ 对细胞进行透化处

理ꎬ加入鬼笔环肽避光染色 ４０ ｍｉｎꎬ再用 ＤＡＰＩ 染色

１ ｍｉｎꎬ然后在荧光显微镜下观察ꎮ 使用 ＩｍａｇｅＪ 软

件计算细胞的表面积和核质比ꎮ
１.２.４　 ＲＮＡ 提取和 ＲＴ￣ＰＣＲ

使用 ＴＲＩｚｏｌ 从细胞样本中提取总 ＲＮＡꎮ 按照

生产商说明ꎬ使用 ＳｕｒｅＳｃｒｉｐｔＴＭ Ｆｉｒｓｔ￣Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 反转录试剂盒将 ５００ ｎｇ ＲＮＡ 反转录

成 ｃＤＮＡꎻ按照 ＢｌａｚｅＴａｑＴＭ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ
２.０ 的说明书进行荧光定量 ＰＣＲꎻ使用实时热循环

仪进行荧光检测ꎮ 修饰组目的基因的相对表达通过

２－△△Ｃｔ法进行计算与 ＰＳ 组内参 ＧＡＰＤＨ 的表达进

行归一ꎮ 所用基因的引物序列见表 １ꎮ
表 １　 ＰＣＲ 引物序列及长度

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ
基因 引物序列(５′￣３′) 长度 / ｂｐ

ＮＡＮＯＧ Ｆ ＡＧＡＴＧＣＣＴＣＡＣＡＣＧＧＡＧＡＣＴ ２０
Ｒ ＧＴＴＴＧＣＣＴＴＴＧＧＧＡＣＴＧＧＴＧ ２０

ＳＯＸ２ Ｆ ＡＣＡＴＧＡＡＣＧＧＣＴＧＧＡＧＣＡＡ １９
Ｒ ＧＴＡＧＧＡＣＡＴＧＣＴＧＴＡＧＧＴＧＧＧ ２１

ＯＣＴ￣４ Ｆ ＴＣＡＧＧＡＧＡＴＡＴＧＣＡＡＡＧＣＡＧＡＡ ２２
Ｒ ＴＴＧＣＣＴＣＴＣＡＣＴＣＧＧＴＴＣＴＣ ２０

ＩＬ￣６ Ｆ ＡＣＴＣＡＣＣＴＣＴＴＣＡＧＡＡＣＧＡＡＴＴＧ ２３
Ｒ ＣＣＡＴＣＴＴＴＧＧＡＡＧＧＴＴＣＡＧＧＴＴＧ ２３

ＩＤＯ Ｆ ＧＣＣＡＧＣＴＴＣＧＡＧＡＡＡＧＡＧＴＴＧ ２１
Ｒ ＡＴＣＣＣＡＧＡＡＣＴＡＧＡＣＧＴＧＣＡＡ ２１

ＴＧＦ￣β Ｆ ＣＡＡＴＴＣＣＴＧＧＣＧＡＴＡＣＣＴＣＡＧ ２１
Ｒ ＧＣＡＣＡＡＣＴＣＣＧＧＴＧＡＣＡＴＣＡＡ ２１

ＧＡＰＤＨ Ｆ ＡＣＡＡＣＴＴＴＧＧＴＡＴＣＧＴＧＧＡＡＧＧ ２２
Ｒ ＧＣＣＡＴＣＡＣＧＣＣＡＣＡＧＴＴＴＣ １９
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１.２.５　 纳米颗粒追踪分析(ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ ｔｒａｃｋｉｎｇ ａｎａｌ￣
ｙｓｉｓꎬ ＮＴＡ)

收集各组细胞的培养上清ꎬ按照文献方法进行

细胞外囊泡(ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓꎬ ＥＶｓ)的提取[１４]ꎮ
通过 ＮＴＡ 检测分析最终获得的 ＥＶｓꎮ 将 １００ μＬ
ＥＶｓ 悬液加入到机器上样孔处ꎬＥＶｓ 颗粒的浓度使

用 ＮＴＡ 软件进行分析ꎬ并对软件自动分析的 ＥＶｓ
的粒径分布、颗粒浓度、中位数和众数进行记录ꎮ
１.２.６　 细胞片制备

在 ４８ 孔板中均匀加入 ０.５％(ｗ / ｖ)琼脂糖ꎬ每
孔加入量为 ２０ μＬꎮ 待琼脂糖凝固后ꎬ按照上述方

法ꎬ使用 ３ 种不同的 ＥＣＭ 包被琼脂糖表面ꎮ 然后

将孔板放入培养箱中孵育 １ ｈꎮ 按每孔 ５ × １０４ 个

ＵＣ￣ＭＳＣｓ 接种到 ＥＣＭ 处理的表面ꎬ在培养箱中培

养 ４８ ｈꎮ 随后ꎬ－８０ ℃ 预冷 ４ ｈꎬ并使用冻干机进行

冻干ꎮ 最后ꎬ将 γ 射线辐照灭菌后的细胞片真空密

封保存ꎮ
１.２.７　 大鼠伤口愈合实验

８ 周龄的 ＳＤ 大鼠购于北京生物技术有限公

司ꎮ 大鼠饲养在 １２ / １２ ｈ 的光－暗周期下ꎬ温度控

制在(２５±２)℃ ꎬ相对湿度为 (５５±１０)％ꎬ可自由

获取食物和水ꎮ 使用异氟烷麻醉大鼠ꎬ剃除背部

毛发后ꎬ在大鼠背部切除直径约 １ ｃｍ 的圆形全层

皮肤ꎮ 然后将大鼠随机分为 ４ 组:① ａ 组(无 ＥＣＭ
处理的细胞片组)ꎻ② ｂ 组( ｒＦＮ 处理的 ＵＣ￣ＭＳＣｓ
细胞片组)ꎻ③ ｃ 组(ＳＩＳ 处理的 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 细胞片

组)ꎻ④ ｄ 组 (Ｍａｔｒｉｇｅｌ 处理的 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 细胞片

组)ꎮ 伤口制备后ꎬ每 ３ ｄ 分别使用各组 ＵＣ￣ＭＳＣｓ

细胞片对伤口进行治疗ꎮ 第 ０、７、１４ 天拍摄照片

并测量伤口面积ꎮ 然后使用 ＩｍａｇｅＪ 软件分析伤口

面积ꎮ
１.３　 统计学处理

使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.０ 软件ꎮ 对定量数据

采用 Ｓｈａｐｉｒｏ￣Ｗｉｌｋ( Ｓ￣Ｗ)进行正态分布检验ꎬ使用

Ｌｅｖｅｎｅ 检验进行方差齐性检验ꎮ 对于符合正态分

布的数据以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎮ 满足正态分布、方差齐的

数据进行多组间比较时采用单因素方差分析ꎬ并
使用 Ｔｕｋｅｙ̓ｓ 检验进行两两比较ꎮ 对于不符合正

态分布的数据ꎬ采用 Ｍ(Ｐ２５ꎬＰ７５)表示ꎬ进行多组间

比较时采用 Ｋｒｕｓｋａｌ￣Ｗａｌｌｉｓ Ｈ 检验进行非参数统计

分析ꎬ再用 Ｄｕｎｎ̓ｓ 检验进行两两比较ꎮ 对于重复

测量数据ꎬ使用重复测量方差分析ꎬ并使用 Ｔｕｋｅｙ̓ｓ
检验进行两两比较ꎮ Ｐ<０.０５为差异具有统计学

意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 的鉴定

在光镜下ꎬＵＣ￣ＭＳＣｓ 呈现典型的纤维状形态

(图 １Ａ)ꎮ 在相应的分化培养基中培养后的 ＵＣ￣
ＭＳＣｓ 呈现出向成软骨细胞(阿利新蓝染色阳性ꎬ图
１Ｂ)、成骨细胞(茜素红染色阳性ꎬ图 １Ｃ)和成脂肪

细胞(油红 Ｏ 染色阳性ꎬ图 １Ｄ)分化ꎮ 流式细胞术

结果显示ꎬ细胞表面表达 ＣＤ２９、ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ９０
和 ＣＤ１０５ꎬ 几乎不表达 ＣＤ２７１、 ＣＤ３１、 ＣＤ３４ 和

ＣＤ４５ 表面蛋白(图 １Ｅ)ꎮ
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图 １　 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 的鉴定
Ａ: Ｐ３ 代 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 的形态ꎬ比例尺＝ ２００ μｍꎻＢ:ＵＣ￣ＭＳＣｓ 向软骨细胞分化ꎬ比例尺＝ １００ μｍꎻＣ: ＵＣ￣ＭＳＣｓ 向成骨细胞
分化ꎬ比例尺＝ １００ μｍꎻＤ: ＵＣ￣ＭＳＣｓ 向成脂肪细胞分化ꎬ比例尺＝ １００ μｍꎻＥ:ＵＣ￣ＭＳＣｓ 的流式表型分析结果ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＵＣ￣ＭＳＣｓ
Ａ: Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＵＣ￣ＭＳＣｓ ａｔ Ｐａｓｓａｇｅ ３ꎬ ｓｃａｌｅ ｂａｒ＝ ２００ μｍꎻ Ｂ: ＵＣ￣ＭＳＣｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｔｏｗａｒｄｓ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓꎬ ｓｃａｌｅ
ｂａｒ ＝ １００ μｍꎻ Ｃ: ＵＣ￣ＭＳＣｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｔｏｗａｒｄｓ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓꎬ ｓｃａｌｅ ｂａｒ＝ １００ μｍꎻ Ｄ: ＵＣ￣ＭＳＣｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｔｏｗａｒｄｓ
ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓꎬ ｓｃａｌｅ ｂａｒ＝ １００ μｍꎻ Ｅ: Ｆｌｏｗ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＵＣ￣ＭＳＣｓ.

２.２　 ＥＣＭ 处理表面对 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 细胞形态的影响

将 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 在 ＰＳ 组、ｒＦＮ￣ＰＳ 组、ＳＩＳ￣ＰＳ 组和

Ｍａｔｒｉｇｅｌ￣ＰＳ 组表面培养 ４８ ｈ 后ꎬ光镜下的细胞形态

如图 ２Ａ 所示ꎮ 为进一步观察 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 的超微形

态ꎬ对细胞进行 ＳＥＭ(图 ２Ｂ)、鬼笔环肽和 ＤＡＰＩ 染

色(图 ２Ｃ)以及 ＨＥ 染色(图 ２Ｄ)检测ꎮ 通过计算ꎬ
分别确定了各组的 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 面积:ＰＳ 组为１ ７９９.０
(１ ６６３.０ꎬ２ １４７.０)μｍ２ꎬｒＦＮ￣ＰＳ 组为 ９３６.５(９０４.０ꎬ
９９１.４)μｍ２ꎬＳＩＳ￣ＰＳ 组为 ２１７５.１(１８７１.３ꎬ２ ６５６.０)μｍ２ꎬ
Ｍａｔｒｉｇｅｌ￣ＰＳ 组为 １ ３６３.３(１ ２８３.４ꎬ１ ９７９.６)μｍ２ꎮ 结

果显示ꎬ相较于 ＰＳ 组ꎬ ＳＩＳ￣ＰＳ 组的 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 面积

差异无统计学意义(Ｐ>０.９９９)ꎬ而 ｒＦＮ￣ＰＳ 组(Ｐ<

０.００１)和 Ｍａｔｒｉｇｅｌ￣ＰＳ 组(Ｐ ＝ ０.０１８)则观察到明显

的细胞面积减小 (图 ２Ｅ)ꎮ 通过进一步计算了

ＵＣ￣ＭＳＣｓ的核质比ꎬ发现 ｒＦＮ￣ＰＳ 组的核质比为

２２.２％( １９. １％ꎬ ２６. ０％)ꎬ明显高于 ＰＳ 组 [１４.８％
(９.７％ꎬ １８.６％)ꎬ Ｐ < ０. ００１ ]、 ＳＩＳ￣ＰＳ 组 [１４.７％
(１０.０％ꎬ１９. ０％)ꎬ Ｐ < ０. ００１]、以 及 Ｍａｔｒｉｇｅｌ￣ＰＳ 组

[１５.９％(１３.６％ꎬ１９.１％)ꎬＰ<０.００１]ꎬ其余各组间差异

无统计学意义(图 ２Ｆ)ꎮ ＳＩＳ￣ＰＳ 的ＵＣ￣ＭＳＣｓ 的消化

时间为(１６９. ２ ± １１. ３) ｓꎬ相较于比 ＰＳ 组[(１４１. ４ ±
６.９)ｓꎬＰ<０.００１]、ｒＦＮ￣ＰＳ组[(１３２.６±９.２)ｓꎬ Ｐ<０.００１]
和 Ｍａｔｒｉｇｅｌ￣ＰＳ 组[(１３４.２±５.１) ｓꎬ Ｐ<０.００１]的消化

时间长(图 ２Ｇ)ꎮ
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图 ２　 观察生长在不同培养表面上的 ＵＣ￣ＭＳＣｓ
Ａ:光镜下的细胞形态ꎬ比例尺＝ １００ μｍꎻＢ:扫描电镜下的细胞形态ꎬ比例尺 ＝ １００ μｍꎻＣ:鬼笔环肽和 ＤＡＰＩ 染色ꎬ比例
尺＝ ２０ μｍꎻＤ: ＨＥ 染色ꎬ比例尺＝ １００ μｍꎻＥ:面积分析(ｎ ＝ ２０ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ ＰＳ)ꎻＦ:核质比率分析(ｎ ＝ ２０ꎬ
∗Ｐ<０.０５ ｖｓ ＰＳ)ꎻＧ:酶消化时间分析 (ｎ＝ ５ꎬ ∗Ｐ<０.０５ ｖｓ ＳＩＳ￣ＰＳ)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＵＣ￣ＭＳＣ ｇｒｏｗｎ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｓｕｒｆａｃｅｓ
Ａ: Ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬ ｓｃａｌｅ ｂａｒ ＝ １００ μｍꎻ Ｂ: Ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｕｎｄｅｒ ＳＥＭꎬ ｓｃａｌｅ ｂａｒ ＝
１００ μｍꎻ Ｃ: Ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ ａｎｄ ＤＡＰＩ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ｓｃａｌｅ ｂａｒ ＝ ２０ μｍꎻ Ｄ: ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ｓｃａｌｅ ｂａｒ ＝ １００ μｍꎻ Ｅ: Ａｒｅａ ａｎａｌｙｓｉｓ
(ｎ＝ ２０ꎬ ∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ ＰＳ)ꎻ Ｆ: Ｋａｒｙｏｐｌａｓｍｉｃ ｒａｔｉｏ ａｎａｌｙｓｉｓ (ｎ＝ ２０ꎬ ∗Ｐ<０.０５ ｖｓ ＰＳ)ꎻ Ｇ: Ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ (ｎ＝ ５ꎬ ∗Ｐ<０.０５ ｖｓ ＳＩＳ￣ＰＳ) .

２.３　 ＳＩＳ￣ＰＳ 表面提高了 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 的干性和免疫

调节相关基因的表达

ＲＴ￣ＰＣＲ 检测不同 ＥＣＭ 处理后的培养表面对

ＵＣ￣ＭＳＣｓ 基因表达的影响发现ꎬ相较于 ＰＳ 组ꎬ
ＳＩＳ￣ＰＳ组显著上调了 ＵＣ￣ＭＳＣｓ ＮＡＮＯＧ 同源框

(Ｎａｎｏｇ ｈｏｍｅｏｂｏｘꎬ ＮＡＮＯＧ) (Ｐ ＝ ０.０４１)、ＳＲＹ￣Ｂｏｘ
转录因子￣２(ＳＲＹ￣ｂｏｘｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ２ꎬ ＳＯＸ￣２) (Ｐ ＝
０.００９)、八聚结合转录因子￣４( ｏｃｔａｍｅｒ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔｉｏｕ￣４ꎬ ＯＣＴ￣４) ( Ｐ < ０. ００１) 基因的表达 (图

３Ａ)ꎮ 免疫调节因子的基因表达结果显示ꎬ与 ＰＳ 组

和 ｒＦＮ￣ＰＳ 组相比ꎬＳＩＳ￣ＰＳ 组的ＵＣ￣ＭＳＣｓ抑炎基因

的表达升高ꎮ 与 ＰＳ 组相比ꎬＳＩＳ￣ＰＳ组 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 的

白介素￣１０( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１０ꎬ ＩＬ￣１０)表达上调了约 ２.２
倍(Ｐ ＝ ０.０４９)ꎬ吲哚胺 ２ꎬ３￣双加氧酶( ｉｎｄｏｌｅａｍｉｎｅ
２ꎬ３￣ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅꎬ ＩＤＯ)表达上调了约 １.９ 倍(Ｐ ＝
０.００７)ꎬ转化生长因子￣β( ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｆｏｒ
ｂｅｔａꎬ ＴＧＦ￣β)表达上调了约 １.９ 倍(Ｐ ＝ ０.０４６)ꎻ相
反ꎬ在 Ｍａｔｒｉｇｅｌ￣ＰＳ 组的 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 的 ＩＬ￣１０ 表达量

下降了约 １.６ 倍(Ｐ ＝ ０.７２８)ꎻ但 ＴＧＦ￣β 的表达升高

了约 ２.６ 倍(Ｐ＝ ０.００１)(图 ３Ｂ)ꎮ

２.４　 ＳＩＳ￣ＰＳ 表面促进 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 分泌 ＥＶｓ
从 ＮａｎｏＳｉｇｈｔ 系统获取 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 在不同 ＥＣＭ

处理的培养表面上释放的 ＥＶｓ 浓度分布曲线(图
４Ａ)ꎮ 进一步分析数据发现ꎬ与 ＰＳ 组相比ꎬＳＩＳ￣ＰＳ 组

ＵＣ￣ＭＳＣｓ 分泌的 ＥＶｓ 的浓度显著提高(Ｐ<０.００１)ꎬ
提示 ＳＩＳ 处理后显著促进了ＵＣ￣ＭＳＣｓ分泌 ＥＶｓ 的能

力ꎬ大约上调了 １.４ 倍ꎬ而 ｒＦＮ￣ＰＳ 组和Ｍａｔｒｉｇｅｌ￣ＰＳ 组

则显著抑制了这种能力ꎬ分别下调了约 １２.１ 倍(Ｐ<
０.００１)和 １２.９ 倍(Ｐ<０.００１)(图 ４Ｂ)ꎮ 利用 ＮＴＡ 数

据进一步分析了 ＥＶｓ 粒径的累积分布ꎬ与 ＰＳ 组相

比ꎬｒＦＮ￣ＰＳ 组和 Ｍａｔｒｉｇｅｌ￣ＰＳ 组的 ＥＶｓ 粒径分布几乎

保持不变ꎬ而 ＳＩＳ 组的 ＥＶｓ 粒径分布则向上移动(图
４Ｃ)ꎮ 通过上述方法ꎬ获得 ＥＶｓ 粒径的中位数和众数ꎬ
比较各组 ＥＶｓ 粒径的中位数结果显示 ꎬＳＩＳ￣ＰＳ 组的

ＥＶｓ 粒径中位数明显高于其他组(图 ４Ｄ)ꎻ此外ꎬＥＶｓ
粒径的众数分析显示ꎬ与 ＰＳ 组[(１３６.３±２３.７２)ｎｍ]相
比ꎬｒＦＮ￣ＰＳ组[(８０.５７±３.５５)ｎｍꎬＰ ＝ ０.００３]和 Ｍａｔｒｉｇｅｌ￣
ＰＳ 组[(８３.５０±１.２２)ｎｍꎬＰ＝０.００４]的众数明显减小ꎬ而
ＰＳ 组 [(１３６. ３ ± ２３. ７２) ｎｍ] 和 ＳＩＳ￣ＰＳ 组 [(１６２. ２ ±
１０.３２)ｎｍ]组间差异无统计学意义(Ｐ＝０.１４９)(图 ４Ｅ)ꎮ
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图 ３　 不同组 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 的基因表达
Ａ:干性基因表达ꎻＢ: 免疫调节因子基因表达 (ｎ＝ ３ꎬ ∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ ＳＩＳ￣ＰＳꎻ ＃Ｐ<０.０５ꎬ＃＃Ｐ<０.０１ ｖｓ
ＰＳ) ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＵＣ￣ＭＳＣｓ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ
Ａ:Ｓｔｅｍｎｅｓｓ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ Ｂ: Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ｇｅｎｅｓ (ｎ＝ ３ꎬ ∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０.００１
ｖｓ ＳＩＳ￣ＰＳꎻ ＃Ｐ<０.０５ꎬ＃＃Ｐ<０.０１ ｖｓ ＰＳ) .

图 ４　 不同组 ＥＶｓ 的 ＮＴＡ 数据分析
Ａ: 粒径分布图ꎻＢ:颗粒浓度ꎻＣ:累积大小分布ꎻＤ:中位数ꎻＥ:众数 (ｎ＝ ３ꎬ ∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ ＰＳꎻ＃Ｐ<０.０５ꎬ＃＃Ｐ<０.０１
ｖｓ ＳＩＳ￣ＰＳ) ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＮＴＡ ｄａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ＥＶｓ
Ａ: Ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓꎻ Ｂ: Ｐａｒｔｉｃｌｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓꎻ Ｃ: Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓꎻ Ｄ: Ｍｅｄｉａｎｓꎻ
Ｅ: Ｍｏｄｅｓ (ｎ＝ ３ꎬ ∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ ＰＳꎻ ＃Ｐ<０.０５ꎬ＃＃Ｐ<０.０１ ｖｓ ＳＩＳ￣ＰＳ) .
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２.５　 ＳＩＳ 预处理的细胞片可明显促进伤口愈合

第 ０ 天、第 ７ 天和第 １４ 天典型的伤口改变ꎬ见
图 ５Ａꎮ 在第 ７ 天ꎬａ 组的伤口占比为(６０.０±５.７)％ꎬ
ｂ 组的伤口占比为(４３.２±１３.７)％ꎬｃ 组的伤口愈合

占比为(２６. ９ ± ６. １)％ꎬｄ 组的伤口占比为 (３１. ８ ±
６.７)％(图 ５Ｂ)ꎮ 与 ａ 组相比ꎬ所有 ＥＣＭ 处理的细

胞片组都能促进伤口愈合ꎬ其中 ｃ 组(Ｐ ＝ ０.０２２)和
ｄ 组的细胞片(Ｐ＝ ０.０２７)对伤口愈合的促进作用显

著ꎬ与 ｄ 组的细胞片相比ꎬｃ 组(Ｐ ＝ ０.０２６)促进伤口

愈合的效果更佳ꎮ 第 １４ 天时ꎬ除 ａ 组外ꎬ其余各组

的平均伤口占比均小于 ３％(图 ５Ｂ)ꎮ 因此 ＳＩＳ 处理

的细胞片能明显促进伤口愈合ꎮ

图 ５　 ＥＣＭ 处理的细胞片可加速伤口愈合
Ａ:伤口愈合后 ０、７ 和 １４ 天的代表性照片ꎻＢ:第 ７ 天、第 １４ 天各组伤口面积占原始伤口面积百分比(ｎ＝ ３ꎬ ∗Ｐ< ０.０５ ｖｓ
ａ 组ꎻ＃Ｐ<０.０５ ｖｓ ｃ 组)

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＥＣＭ￣ｔｒｅａｔｅｄ ＵＣ￣ＭＳＣｓ ｓｈｅｅｔｓ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ
Ａ: Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｔｈｅ ｗｏｕｎｄ ａｔ ０ꎬ ７ꎬ ａｎｄ １４ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇꎻ Ｂ: Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｗｏｕｎｄ ａｒｅａ ｔｏ
ｏｒｉｇｉｎａｌ ｗｏｕｎｄ ａｒｅａ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｄａｙ ７ａｎｄ １４. (ｎ＝ ３ꎬ ∗Ｐ< ０.０５ ｖｓ ｇｒｏｕｐ ａꎻ ＃Ｐ<０.０５ ｖｓ ｇｒｏｕｐ ｃ )
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３　 讨　 论

研究表明ꎬ无论是在体内还是体外ꎬＥＣＭ 在细

胞粘附、迁移与分化方面都起着至关重要的作

用[３]ꎮ 常用于修饰培养层表面的 ＥＣＭ 包括胶原蛋

白、ＦＮ、ＳＩＳ 等[１５￣１６]ꎬ而 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 多用于多能干细胞

和类器官培养[１７]ꎮ 作为天然脱细胞 ＥＣＭ 之一ꎬＳＩＳ
是最早被研究和最广泛应用的生物材料ꎬ与昂贵的

ＥＣＭ(如 ＦＮ 和 Ｍａｔｒｉｇｅｌ)相比ꎬＳＩＳ 衍生的 ＥＣＭ 成

本低、易获得ꎮ 其主要来源是哺乳动物的小肠ꎬ经过

脱细胞处理后保留了固有的细胞外成分ꎬ如各种胶

原蛋白、肝素、血管内皮生长因子和蛋白聚糖等ꎮ 此

外 ＳＩＳ 还具有低免疫原性、可在体内完全降解并保

留多种生长因子的特点[１６]ꎮ 因此ꎬＳＩＳ 衍生的 ＥＣＭ
经常被用于再生医学和组织工程ꎮ 本研究采用不同

来源的 ＥＣＭ 对 ＰＳ 表面进行了修饰处理ꎬ分析其对

ＵＣ￣ＭＳＣｓ 生理特性的影响ꎬ结果发现ꎬＳＩＳ￣ＥＣＭ 改

良培养条件可改善 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 的分泌能力和免疫调

节功能ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示其表达了更强的干性基

因和免疫抑制基因ꎮ 随后通过制备 ＥＣＭ 处理的

ＵＣ￣ＭＳＣｓ细胞片进一步证明了 ＳＩＳ 也可用作生物

支架材料ꎬ促进伤口的愈合修复ꎮ
本研究通过观察 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 的形态改变ꎬ发现

与 ＰＳ 组相比ꎬＳＩＳ￣ＰＳ 组的 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 没有明显变

化ꎮ 而 ｒＦＮ￣ＰＳ 组的 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 面积更小ꎬ形态更

圆ꎮ ＳＩＳ￣ＰＳ 组消化 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 的时间最长ꎬ提示

ＳＩＳ￣ＰＳ 组的细胞粘附能力明显高于其他组ꎮ Ｆｌｏｒｅｎ
等[１８]的研究表明ꎬＭＳＣｓ 会因蛋白质组分和基质弹

性的不同而表现出不同的粘附和扩散特性ꎻ本研究

由于其粘附面经过不同的 ＥＣＭｓ 处理后基质弹性发

生了变化ꎬ因而 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 表现出不同的形态和粘

附特性ꎮ
ＯＣＴ￣４、ＳＯＸ￣２ 和 ＮＡＮＯＧ 被认为是原始干细

胞多能性和自我更新的标志蛋白ꎬ也被称为干细胞

标志物[１９]ꎮ 本研究结果表明ꎬＳＩＳ 对 ＰＳ 的表面修饰

提高了 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 的干性ꎬ使细胞高表达 ＮＡＮＯＧ、
ＳＯＸ２ 和 ＯＣＴ￣４ 等干性基因ꎮ 然而ꎬ 在 ｒＦＮ 或

Ｍａｔｒｉｇｅｌ修饰的 ＰＳ 表面并未显示出这一结果ꎮ 作为

一种天然的脱细胞 ＥＣＭꎬＳＩＳ 能促进 ＭＳＣｓ 表现出

抗炎特性ꎬ因此被广泛用于促进伤口愈合的研究

中[２０]ꎮ 本研究结果显示ꎬ ＳＩＳ￣ＰＳ 组的 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 表

达了更高水平的炎症抑制基因ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 结果显

示ꎬ与 ＰＳ 组相比ꎬＳＩＳ￣ＰＳ 组的 ＩＬ￣１０ 上调了 ２.２ 倍ꎮ
ＩＬ￣１０ 是一种抗炎因子ꎬ能保护宿主免受病原体和微

生物的侵害ꎮ 研究表明ꎬＩＬ￣１０ 在伤口愈合过程中可

诱导上皮细胞增殖和伤口闭合ꎬ此外它还是上皮伤

口修复的协调因子[２１]ꎮ 另一种免疫抑制因子 ＩＤＯ
在 ＳＩＳ￣ＰＳ 组中的表达也有所升高ꎮ ＩＤＯ 是一种参

与色氨酸分解代谢的酶ꎬ在体外诱导巨噬细胞的

Ｍ２ 极化ꎬ从而促进伤口愈合[２２]ꎮ ＴＧＦ￣β 可刺激成

纤维细胞产生胶原蛋白ꎬ作用于细胞表面促进角质

形成细胞的迁移和再上皮化ꎬ是伤口愈合过程中的

重要角色[２３]ꎮ 提示 ＥＣＭꎬ尤其是 ＳＩＳ 处理的 ＵＣ￣
ＭＳＣｓꎬ能更好地促进伤口愈合ꎮ

ＥＶｓ 在细胞间通信、促进血管生成、免疫调节和

周围基质环境重塑中发挥着关键介质的作用ꎬ当细

胞受到刺激时ꎬ它们的分泌也会发生变化[２４]ꎮ Ｔｉａｎ
等[２５]研究证实ꎬ当 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 被包裹在细胞培养皿中

时ꎬ细胞衰老的速度减慢ꎬ并保持在一个相对稳定的

状态ꎬ这可能是 Ｍａｔｒｉｇｅｌ￣ＰＳ 组观察到的 ＥＶｓ 总数减

少的原因ꎮ 此外ꎬＥＶｓ 的释放程度受各种细胞条件

或外部因素的调节[２６]提示 ＳＩＳ￣ＰＳ 组中 ＥＶｓ 总数的

增加可能与细胞骨架和黏附改变相关ꎮ Ｗｏｏ 等[２７]

发现ꎬＦＮ 可通过精氨酸￣甘氨酸￣天门冬氨酸和多个

结合位点促进与细胞和细胞外成分的相互作用ꎬ从
而固定 ＥＶｓꎬ这一发现解释了 ｒＦＮ￣ＰＳ 组实验中观察

到的 ＥＶｓ 总数减少的现象ꎮ 除了现有的分子刺激

和物理方法(如超声波和三维培养[２４] )外ꎬ本研究

还发现了一种通过用 ＳＩＳ 处理 ＰＳ 表面来促进细胞

ＥＶｓ 生成的方便有效的方法ꎮ
基于这些结论ꎬ本研究试图进一步探索预处理

后的 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 对伤口愈合的影响ꎮ 因此制备了经

过不同 ＥＣＭ 处理的细胞片ꎮ 结果表明ꎬ处理后的

细胞片可明显促进伤口愈合ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[２８] 证实

ＵＣ￣ＭＳＣｓ 细胞片不仅能加速伤口愈合ꎬ还能有效促

进伤口区域的再上皮化ꎬ但具体促进伤口愈合的机

制仍有待进一步研究ꎮ
综上所述ꎬ本研究使用 ＳＩＳ 处理 ＰＳ 表面ꎬ发现

其促进 ＵＣ￣ＭＳＣｓ 抑炎基因的表达ꎬ同时促进 ＵＣ￣
ＭＳＣｓ 分泌更多的 ＥＶｓꎮ 根据这一结果制成的细胞

片可以显著促进伤口愈合ꎮ
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