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骨髓间充质干细胞条件培养基治疗
大鼠糖尿病足溃疡的疗效及机制

许忆峰 　 吴雁翔 　 王红梅 　 高翠华 　 徐阳洋 　 闫 　 杨

摘 　 要 　 目的 　 探讨骨髓间充质干细胞条件培养基(mesenchymal stem cell - conditioned medium,MSC - CM)治疗大鼠糖尿

病足溃疡(diabetic foot ulcer, DFU)的疗效与机制。 方法 　 通过高脂饮食和腹腔注射 STZ 建立 2 型糖尿病( diabetes mellitus type
2, T2DM) SD 大鼠模型,对大鼠后肢进行手术,制作 DFU 模型,大鼠分为正常对照( normal control, NC)组、糖尿病对照( diabetes
mellitus control, DM - C)组、MSC - CM 组和间充质干细胞(mesenchymal stem cell, MSC)组共 4 组,每组各 6 只。 MSC - CM 组在

溃疡周围注射大鼠骨髓 MSC - CM,MSC 组给予大鼠骨髓 MSC 注射治疗,其他两组给予 PBS 注射治疗。 治疗后,对创面部位皮肤

愈合、再上皮化(通过 HE 染色检测皮肤颗粒层的厚度)、细胞增殖(通过免疫组化法检测 ki - 67)、血管生成(通过免疫荧光法检

测 CD31)、自噬(通过免疫荧光法和 Western blot 法检测 LC3B,电镜观察自嗜溶酶体)和细胞焦亡(通过 Western blot 法检测 IL -
1β、NLRP3、caspase - 1、GSDMD 和 GSDMD - N)进行评估。 结果 　 治疗后,MSC - CM 组创面面积与 IL - 1β、caspase - 1、GSDMD、
GSDMD - N 均低于 DM - C 组;MSC - CM 组皮肤颗粒层厚度、ki - 67、CD31 和 LC3B 均高于 DM - C 组。 对 DFUs 大鼠注射MSC -
CM 能够加速创面愈合、促进细胞增殖和血管生成、增强细胞自噬和减少创面中的细胞焦亡。 结论 　 MSC - CM 可用于治疗大鼠

DFU,加速伤口愈合过程,有望成为一种新的无细胞治疗方法。
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Abstract　 Objective　 To explore the effect and mechanism of bone marrow - derived mesenchymal stem cell - conditioned medium
(MSC - CM) on diabetic foot ulcer (DFU) in rats. Methods　 The model of diabetes mellitus type 2 (T2DM) were induced by high fat
diet and intraperitoneal injection of STZ in SD rats. DFU models were made by operation on hind limbs in diabetic rats. The rats were di-
vided into four groups: normal control (NC) group, diabetes mellitus control (DM - C) group, MSC - CM group and mesenchymal stem
cell (MSC) group, 6 rats in each gruop. The MSC - CM group was injected with bone marrow - derived MSC - CM around ulcers. MSC
group was injected with bone marrow - derived MSC. The other two groups were treated with injection of PBS. After the treatment, wound
clousure, re - epithelialization ( thickness of the stratum granulosums of the skin was detected by HE staining) , cell proliferation ( ki - 67
was detected by immunohistochemistry) , angiogenesis (CD31 was detected by immunofluorescence) , autophagy ( LC3B was detected by
immunofluorescence and Western blot, autolysosome was observed by electron microscopy) and pyroptosis ( IL - 1β, NLRP3, caspase -
1, GSDMD and GSDMD - N were detected by Western blot) in ulers were evaluated. Results　 After the treatment, the wound area, IL
- 1β, caspase - 1, GSDMD and GSDMD - N in MSC - CM group were lower than those in DM - C group. Thickness of the stratum gran-
ulosums of the skin, ki - 67, CD31 and LC3B in MSC - CM group were higher than those in DM - C group. The injection of MSC - CM
to rats with DFU enhanced the wound healing process by accelerating wound closure, promoting cell proliferation and angiogenesis, enhan-
cing cell autophagy and reducing cell pyroptosis in ulcers. Conclusion 　 MSC - CM could be a novel cell - free therapeutic approach to
treat rats with DFU accelerating the wound healing process.

Key words　 Diabetic foot ulcer; Conditioned - medium; Mesenchymal stem cell; Therapy

　 　 2021 年全球大约有 5. 37 亿人患有糖尿病( dia-
betes, DM),预计到 2045 年,糖尿病患者将达到 7
亿 [1] 。 糖尿病足溃疡 ( diabetic foot ulcer,DFU)是糖

尿病最严重的慢性并发症之一,目前 DFUs 全球患病
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率估计约为 3% ,治疗费用高,可导致截肢和死亡,尚
没有很好的方法来治疗,严重的影响患者的生活质

量、并造成沉重的个人及社会负担,因此有必要对

DFUs 探求更经济有效的治疗方法 [2,3] 。
近年来,干细胞治疗技术发展迅速,大量研究证

实间充质干细胞 (mesenchymal stem cell,MSC) 疗法

可通过减少炎症、促进血管生成和肉芽组织形成以及

加速上皮形成等来促进伤口愈合,但活细胞在临床应

用中仍存在较多缺陷,如活细胞会引起机体排斥、有
致瘤风险、涉及伦理问题,且治疗效率低下 [4] 。 目前

认为 MSC 的治疗作用是由细胞外囊泡旁分泌产生的

多种生物活性因子所产生,而这些因子就存在于

MSC 条件培养基(mesenchymal stem cell - conditioned
medium,MSC - CM)中 [5] 。 因此,目前将干细胞来源

的细胞因子等非细胞疗法用于治疗慢性创面的研究

备受关注,其可避免上述干细胞治疗的各种风险担

忧,更为可控和简便,已成为新的研究热点。 本实验

选用骨髓 MSC - CM 对 2 型糖尿病( diabetes mellitus
type 2,T2DM) 大鼠 DFUs 进行治疗,以明确 MSC -
CM 治疗对大鼠 DFUs 是否有效,并探讨其可能的治

疗机制。
材料与方法

1. 主要材料:雄性 SD 大鼠,北京斯贝福生物科

技有限公司,许可证号:SCXK(京)2019 - 0010。 40%
高脂饲料,购自上海斯莱克公司。 链脲佐菌素( strep-
tozocin,STZ)购自美国 Sigma 公司。 IL - 1β 高敏酶联

免疫吸附试验(enzyme - linked immunosorbnent assay,
ELISA)试剂盒购自上海 Absin 公司。 抗 ki - 67 抗

体、抗 IL - 1β 抗体、抗 NLRP3 抗体、抗 caspase - 1 抗

体购自美国 Abclonal 公司;抗 CD31 抗体、抗 GSDMD -
N 抗体购自英国 Abcam 公司;抗 LC3B 抗体购自美国

Sigma - Aldrich 公司。 Western blot 法蛋白提取试剂

盒购自上海碧云天生物技术股份有限公司;抗 GSD-
MD 抗体、GAPDH 抗体美国 Proteintech 公司。

2. 实验动物:雄性 4 周龄清洁级 SD 大鼠,饲养

于独立通风笼具中,本实验中动物处置方法符合动物

伦理学标准 [6] 。 本研究中的实验方案和方法已获得

中国医科大学实验动物管理与使用委员会的批准

(批准文号: CMU2022711)。
3. 动物模型和分组:大鼠适应性喂养 1 周后,DM

模型喂食高脂饲料 8 周,隔夜禁食后,通过单次腹腔

注射 2% STZ(30mg / kg,溶于 pH 值 4. 2 柠檬酸钠缓

冲液中)制做 T2DM 大鼠模型。 注射 STZ 3 天后空腹

血糖( fasting blood glucose,FBG)≥8. 3mmol / L,或口

服葡萄糖耐量试验( oral glucose tolerance test,OGTT)
2h 血糖或随机血糖浓度≥11. 1mmol / L,稳定 1 周以

上为 T2DM 大鼠模型建立成功 [7] 。 所有大鼠右后肢

手术切除全层皮肤 3mm × 7mm 制作足溃疡模型,随
机分为糖尿病足溃疡 ( diabetic food ulcer, DFU) 的

MSC - CM 治疗组(MSC - CM)、MSC 治疗组(MSC)、
糖尿病对照组 ( DM - C),正常对照组 ( NC),每组

6 只。
4. 细胞培养、治疗:(1) MSC 的分离、培养和鉴

定:采用 Ficoll - Hypaque 密度梯度离心法从体重

150g 的 4 周龄 SD 大鼠的后肢骨中收集骨髓。 收集

的骨髓细胞在 37℃和 5% CO2 条件下、含 10% 胎牛血

清 ( fetal bovine serum,FBS)的 L - DMEM 完全培养

基中培养,用含 0. 25% EDTA 的胰酶消化后传代,将
贴壁的梭形细胞进一步增殖至第 3 代用于实验。 流

式细 胞 仪 检 测 CD34、 CD45、 CD73、 CD90、 CD105、
HLA - DR 阳性细胞浓度进行 MSC 鉴定[8] 。 (2)MSC -
CM 的制备:当第 3 代 MSC 融合度达到 80% ~ 90%
时,MSC 在不含 FBS 和青霉素的 L - DMEM 培养基

中培养 24h。 然后收集上清液并通过离心去除死细

胞,所得培养基超滤浓缩约 25 倍,用 0. 22μm 微孔滤

膜滤除细菌, - 80℃冰箱保存备用。 同时收获 MSC。
(3)治疗:MSC - CM 组每只大鼠足溃疡周边选择 4
个点注射 MSC - CM,每只大鼠注射总量为 100μl。
MSC 组每只大鼠溃疡处以同法注射 106 个 MSC。
DM - C 组和 NC 组以相同方式注射等量 PBS。

5. 观察指标与方法:(1)测量创面面积水平:在
治疗前及治疗后的第 3、7、10 和 14 天拍摄溃疡创面

的数码照片。 使用 Image - pro Plus 6. 0 图像分析软

件计算创面的面积。 创面面积率计算如下:创面面积

(% ) = ([ 实 际 创 面 面 积 ] / [ 原 始 创 面 面 积 ]) ×
100% 。 (2)组织学评估:治疗后第 14 天,处死大鼠,
采集创面样本(皮肤全层,包括周围皮肤 2mm)进行

组织学分析。 (1)HE 染色:创面组织切片 HE 染色,
Caseviewer Software 2. 4 软件测量皮肤颗粒层的厚度。
(2)ELISA:检测溃疡中炎性细胞因子 IL - 1β 的水

平。 使用大鼠 IL - 1β 酶联免疫分析试剂盒进行检

测。 450nm 波长测量各样本的吸光度,每个样本设置

平行重复并进行显著性分析。 ( 3 ) 免疫组织化学

( immunohistochemistry,IHC) 和免疫荧光( immunoflu-
orescence colony,IFC) 染色:通过 IHC 检测创面中的

ki - 67,计算增殖指数(proliferation index,PI):PI = 增

·78·

　 　 医学研究杂志 　 2024 年 5 月 　 第 53 卷 　 第 5 期 ·论　 　 著·　



殖细胞数 / (增殖细胞数 + 正常细胞数)。 通过 IFC
检测创面中 CD31 和 LC3B,采用 IPP 软件计算分析

CD31、LC3B 阳 性 染 色 的 光 密 度 ( integrated optical
density,IOD)。 计算平均光密度 (mean optical densi-
ty,MOD)(MOD = IOD SUM / 面积)并进行比较。 (4)
电镜:每组取 3 个组织样本,切成小块(1mm × 1mm ×
1mm),样本用 PBS 冲洗,固定在 2. 5% 戊二醛中脱

水,超薄切片机切片,饱和乙酸双氧铀染色。 通过透

射电镜(TEM H - 7650,日本 Hitachi 公司)观察自噬

体。 (5)Western blot 法测定:在治疗后第 14 天,从样

本中提取总蛋白与抗 IL - 1β、LC3B、NLRP3、caspase -
1、GSDMD、GSDMD - N 和 GAPDH 的单克隆抗体(均
为 1∶ 1000)在 4℃ 下孵育过夜,之后将膜与 HRP 偶联

的抗兔抗体一起孵育,ECL 化学试剂盒和凝胶成像系

统进行显影拍照。 IPP 软件对条带进行灰度分析。
6. 统计学方法:应用 SPSS 22. 0 统计学软件对数

据进行统计分析。 所有数据以均数 ± 标准差 ( x ± s)
表示。 使用 LSD 和单因素方差分析来分析组间差

异,以 P < 0. 05 为差异有统计学意义。
结 　 　 果

1. BM - MSC 特征的鉴定:分离的 BM - MSC 细

胞具有贴壁生长的特性,并具有典型的成纤维细胞形

态。 流式细胞仪检测显示,BM - MSC 细胞表面抗原

标志物 CD34(0. 04% )、CD45(0. 11% )和 HLA - DR
(0. 22% ),CD73、CD90 和 CD105(100% ),表明培养

的细胞具有 MSCs 特征。
2. 测量创面面积和血糖水平:MSC - CM 和 MSC

治疗均能促进创面愈合。 与 DM - C 组的创面比较,
MSC - CM 组和 MSC 组的创面在第 3 天、第 7 天和第

10 天表现出更快的伤口闭合(P < 0. 05)。 MSC - CM
组和 MSC 组之间的创面面积比较,差异无统计学意

义(P > 0. 05,图 1,图 2)。

图 1　 治疗前后大鼠足部溃疡变化情况

　

图 2　 治疗前后各组大鼠足部溃疡创面面积比较

其余 3 组与 DM - C 组比较,∗ P < 0. 05

　

　 　 3. 组织学评估

(1)HE 染色:MSC - CM 组或 MSC 组皮肤颗粒

层厚度较 DM - C 组增厚(P < 0. 05)。 MSC - CM 组

和 MSC 组之间颗粒层厚度比较,差异无统计学意义

(P > 0. 05,图 3A,图 4)。
(2)ELISA:MSC - CM 组或 MSC 组创面中 IL -

1β 水平低于 DM - C 组(P < 0. 05)。 MSC - CM 组和

MSC 组之间创面中的 IL - 1β 水平比较,差异无统计

学意义 (P > 0. 05,图 5)。
(3) IHC 和 IFC 染色:MSC - CM 组或 MSC 组创
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图 3　 治疗后各组大鼠足部溃疡病理切片图

A. HE 染色;B. ki - 67 免疫组化染色:蓝色表示阴性,棕色表现阳性,深棕色表示强阳性,浅棕色表现弱阳性;

C. CD31 免疫荧光染色:蓝色表示阴性,红色表现阳性;D. LC3B 免疫荧光染色:蓝色表示阴性,红色表现阳性;E. 电镜

　

图 4　 治疗后各组大鼠溃疡部位皮肤颗粒层厚度

　

面中 ki - 67 的 PI 高于 DM - C 组(P < 0. 05),MSC -
CM 组与 MSC 组之间创面中的 PI 差异无统计学意义

(P > 0. 05,图 3B,图 6)。 MSC - CM 组或 MSC 组创

面 CD31 的 MOD 高于 DM - C 组(P < 0. 05), MSC -
CM 组和 MSC 组之间创面中 CD31 差异无统计学意

义(P > 0. 05,图 3C,图 7)。 MSC - CM 组或 MSC 组

创面中 LC3B 的 MOD 高于 DM 组(P < 0. 05),MSC -

图 5　 治疗后各组大鼠溃疡部位皮肤 IL - 1β浓度

　

CM 组和 MSC 组之间创面中 LC3B 差异无统计学意

义(P > 0. 05,图 3D,图 8)。
(4)电镜观察:在 MSC - CM 组或 MSC 组中可见

到自噬溶酶体,而在 DM - C 组中几乎观测不到自噬

溶酶体(图 3E)。
(5)Western blot 法检测分析:与 DM - C 组比较,

MSC - CM 组或 MSC 组中 NLRP3、GSDMD、GSDMD -
·98·
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图 6　 治疗后各组大鼠溃疡部位皮肤免疫组化

ki - 67 增殖指数

　

图 7　 治疗后各组大鼠溃疡部位皮肤 CD31 的 MOD
　

图 8　 治疗后各组大鼠溃疡部位皮肤 LC3B 的 MOD
　

N、pro - caspase - 1 和 pro - IL - 1β 蛋白的相对表达

明显降低。 MSC - CM 组 NLRP3、pro - caspase - 1 和

pro - IL - 1β 的表达低于 MSC 组。 MSC - CM 组 LC3B
蛋白的相对表达量高于 MSC 组或 DM - C 组(图 9)。

讨 　 　 论

干细胞治疗 DFUs 近年来备受关注。 有研究表

明 BM - MSC 治疗 DFU 有效,且在肌内局部移植疗效

更佳 [9] 。 目前研究已经证实旁分泌作用是 MSC 治疗

的主要机制 [10] 。 MSC 可产生大量生物活性因子,包
括细胞因子、生长因子、微小 RNA、蛋白酶体和外泌

体等,它们在许多生理过程中都能发挥重要的调节作

图 9　 治疗后各组大鼠溃疡部位皮肤 NLRP3、GSDMD、GSDMD - N、pro - caspase - 1、pro - IL - 1β、LC3B 蛋白表达

A. 各蛋白检测结果;B. 各蛋白相对表达量。∗ P < 0. 05;∗∗ P < 0. 01

　

用。 在生产、储存、处理、保存及其作为即用型生物治

疗的潜力方面,使用 MSC - CM 可能比活细胞具有更

大的潜在优势 [11] 。 已证实 MSC - CM 可以显著改善

多种疾病的生物学指标,在很多动物模型中显示

MSC - CM 治 疗 与 相 应 的 MSC 一 样 有 效, 目 前

BMMSC - CM 已被用于治疗肺损伤、脑血管疾病、脊
髓损伤等多种疾病 [12] 。

焦亡是炎症细胞死亡的过程。 在经典的焦亡途

径中,活化的 caspase - 1 清除 GSDMD 蛋白,裂解的

GSDMD 产生一个独立的结构域片段 N 端。 GSDMD -
N 与细胞膜结合,形成孔隙,细胞质膜被破坏,导致细

胞焦亡并诱导炎症性细胞死亡 [13] 。 同时,活化的

caspase - 1 裂解 IL - 1β 的前体形成活性 IL - 1β,通
过孔隙释放到细胞外,引起炎性反应。 体内自噬是一

种保护性反应,通过去除功能失调的线粒体来抑制细

胞内信号传导并调节炎症小体的激活 [14] 。 自噬受损
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可激活 NLRP3 炎性小体,引发经典的细胞焦亡并扩

大其炎症作用 [15] 。
目前在 MSC - CM 治疗创面的研究中,Sun 等 [16]

研究发现,缺氧预处理的脂肪 MSC - CM 可加速大鼠

全层皮肤缺损创面愈合,但该研究未涉及治疗机制。
Li 等 [17] 进行的一项体外研究表明,大鼠 BMMSC -
CM 可通过降低高糖和脂多糖诱导的活性氧过量产

生,促进角质细胞在糖尿病样的微环境中增殖与迁

移。 近年来研究表明,脂肪 MSC - CM 可以加速大鼠

背部烧伤的创面愈合和毛发生长,但这项研究也没有

进一步探讨治疗的可能机制 [18] 。
本研究中 DFU 创面部位的 HE 染色和 ki - 67 染

色显示,MSC - CM 治疗促进了皮肤组织内细胞的增

殖,CD31 染色显示治疗促进了血管的增殖、增加了局

部血供。 MSC - CM 治疗增加了 LC3B 的表达、增强

了自噬,电镜观察直观的显示出了治疗促进了细胞内

的自噬;MSC - CM 治疗通过降低 NLRP3 和 IL - 1β
的水平,改善炎症状态,抑制了 caspase - 1,使 GSD-
MD - N 的表达降低,从而抑制了细胞焦亡。 从疗效

上看 MSC - CM 治疗与 MSC 治疗是相似的。 本研究

中受条件所限没有检测 MSC - CM 中所含活性因子

的成分,明确这些活性因子成分能够有利于明确

MSC - CM 的成分或制作标准,不同来源的 MSC - CM
生产能否标准化,培养基的培养条件、培养剂的种类、
培养持续时间及 MSC - CM 的组成标准等问题,都仍

将需要进行更深入的研究。
本实验存在一定的局限性,由于目前糖尿病足的动

物模型尚未有公认理想的模型,糖尿病足由血管、神经、
感染、局部损伤等多种因素引起,动物模型与临床患者

的病理生理之间存在着比较大的差异,因实验条件所

限、本实验仅侧重个别因素建立的模型,尚不能完全反

映临床病变的所有特点,因此模型为糖尿病足溃疡模型

而非糖尿病足模型。 动物模型的处理缺乏统一的操作

规范,由于尚没有成模的公认方法及标准,模型质量、实
验数据都可能会造成人为的误差。 因实验条件所限、在
实验中途未直接取溃疡组织进行检测,仅对愈后的皮肤

组织进行的检测,这可能会降低结论的说服力。
综上所述,BMMSC - CM 可以通过抑制炎症、增

强自噬和减少细胞焦亡来促进大鼠 DFU 的愈合,有
望成为一种临床治疗 DFU 的无细胞治疗方法。
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