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　 　 【摘要】 　 目的　 评价经改良保存液处理的自体血对糖尿病小鼠伤口成纤维细胞的影响，并初步

探讨其机制。 方法　 诱导建立糖尿病模型小鼠 ４０ 只，随机分为献血组和实验组，每组 ２０ 只。 实验

组小鼠于伤口模型建立后，剔除死亡小鼠 ３ 只，将剩余小鼠随机分为标准组（ｎ＝ ６）、改良组（ｎ＝ ６）和
供皮组（ｎ＝ ５），标准组和改良组于术后第 １、２ 和 ３ 天分别回输在不同保存液中贮存 ７ ｄ 的自体血，用
透明膜示踪法记录并计算伤口愈合面积百分比、ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测伤口组织缺氧诱导因子 １α（ＨＩＦ⁃１α）
ｍＲＮＡ 表达量。 供皮组于伤后 ３ ｄ 收集创面和边缘的全层皮肤，将皮肤成纤维细胞分离培养后，随机

分为四组：细胞标准组（Ｓ 组）和标准＋ｓｉＲＮＡ⁃ＨＩＦ⁃１α 组（Ｓ＋ｓｉＲＮＡ 组）、细胞改良组（Ｍ 组）、改良＋
ｓｉＲＮＡ⁃ＨＩＦ⁃１α 组（Ｍ＋ｓｉＲＮＡ 组），在细胞灌流培养系统中使用不同方法保存的自体血灌注培养。 细

胞计数 ＫＩＴ⁃８（ＣＣＫ⁃８）、ＥｄＵ、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ、流式细胞仪评价成纤维细胞细胞存活、增殖和迁移能力及其

细胞周期分布；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定各组成纤维细胞中 ＨＩＦ⁃１α、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）和基质金属

蛋白酶（ＭＭＰ）⁃２ 蛋白相对含量。 结果　 与标准组比较，改良组小鼠术后伤口愈合面积和 ＨＩＦ⁃
１αｍＲＮＡ 相对表达量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 Ｓ 组比较，Ｍ 组的细胞存活力增强，增殖细胞及迁移细

胞数量明显升高，而 Ｓ＋ｓｉＲＮＡ 组的细胞存活力减弱，增殖细胞及迁移细胞数量明显下降（Ｐ＜０􀆰 ０５）；
与 Ｍ 组比较，Ｍ＋ｓｉＲＮＡ 组细胞存活力、增殖细胞及迁移细胞数量明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 Ｓ 组比较，
Ｓ＋ｓｉＲＮＡ 组 ＨＩＦ⁃１α、ＶＥＧＦ 和 ＭＭＰ⁃２ 蛋白相对含量明显降低，而 Ｍ 组蛋白相对含量明显增高（Ｐ＜
０􀆰 ０５）；与 Ｍ 组比较，Ｍ＋ｓｉＲＮＡ 组 ＨＩＦ⁃１α、ＶＥＧＦ 和 ＭＭＰ⁃２ 蛋白相对含量明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论

改良处理自体血可增强糖尿病小鼠成纤维细胞的存活、增殖和迁移能力，可能参与伤口的愈合。
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　 　 伤口愈合受损是糖尿病最常见的并发症之

一［１］，往往会导致慢性伤口甚至截肢，严重影响糖

尿病患者的生活质量。 成纤维细胞是皮肤组织的

主要修复细胞，在创口愈合的复杂生物过程中起着

至关重要的作用［２］。 而糖尿病患者成纤维细胞的

结构和功能发生显著变化，是导致糖尿病伤口愈合

受损的原因之一［３］，提高成纤维细胞的功能对糖尿

病患者创面愈合具有重要意义。 研究表明糖尿病

患者红细胞存在的功能异常与糖尿病伤口愈合障

碍的发生存在密切的相关［４］。 科学处理自体血以

避免糖尿病患者脆弱的红细胞功能进一步损伤可

能会改善其成纤维细胞功能。 本实验拟研究不同

保存液处理的自体血对糖尿病小鼠伤口愈合及成

纤维细胞的影响，并初步探讨其机制。

材料与方法

实验动物与分组 　 健康成年雄性昆明小鼠 ４５
只，８～１０ 周龄，体重 ２６～３０ ｇ，购于中国科学院上海

实验动物中心（批号：ＳＫＤ１１１００１）。 清洁级动物房

饲养：温度（２０±１）℃，相对湿度 ４０％ ～ ６０％，昼夜周

期为 １２ ｈ。 所有动物实验和实验方法均获得海军军

医大学附属公利医院实验动物伦理委员会批准。
小鼠适应性饲养 １ 周后，连续 ５ ｄ 腹腔注射链脲佐

菌素 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ，给药 ２ 周后，２ 次随机血糖＞ １６􀆰 ７
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 为造模成功。

采用随机数字表法将糖尿病小鼠分为献血组

（ｎ＝ ２０）和实验组（ｎ ＝ ２０）。 献血组：小鼠麻醉后心

脏采血 ０􀆰 ６ ｍｌ，采血完成后处死。 将血液置入含有

抗凝剂预消毒的离心管中，然后分别放入相应的保

存液中贮存。 改良保存液： ｐＨ ＝ ６􀆰 ５， 腺嘌呤 ２
ｍｍｏｌ ／ Ｌ、糖 ５５􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、甘露醇 ５５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、ＮａＣｌ ２６
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 和 ＮａＨＣＯ３ １２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ；标准保存液：ｐＨ ＝
５􀆰 ８，腺嘌呤 ２􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、糖 １１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、ＮａＣｌ ７０􀆰 １

ｍｍｏｌ ／ Ｌ、ＮａＨＣＯ３ ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、枸橼酸钠 １２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。
轻轻摇晃混合后，置于 ４ ～ ６ ℃的冰箱内进行保存。
实验组：腹腔注射 １％戊巴比妥钠 ３５ ～ ４０ ｍｇ ／ ｋｇ 麻

醉后，背部皮肤消毒剃去，用打孔机在脊柱两侧制

作直径 ２ ｃｍ 的开放性皮肤伤口。 剔除死亡小鼠 ３
只后，将实验组小鼠随机分为：标准组（ｎ ＝ ６）、改良

组（ｎ＝ ６）和供皮组（ｎ ＝ ５）。 标准组和改良组小鼠

于伤口模型建立后第 １、２、３ 天分别回输贮存于改良

保存液和标准保存液 ７ ｄ 的自体血，０􀆰 ５ ｍｌ ／只，并于

伤后 ０、１、４、７ 和 １４ ｄ 用透明膜示踪法记录受伤并

计算其伤口愈合面积［（初始面积－残余面积） ／初始

值面积×１００％］。
ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测　 术后第 １４ 天收集标准组和改

良组小鼠创面及边缘的全层皮肤组织，剪碎后加入

细胞裂解液，用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取组织总 ＲＮＡ，测定

ＲＮＡ 浓度后，将达标的 ＲＮＡ 反转录合成 ｃＤＮＡ，引
物由 ＫａＴａＲａ 设计合成（表 １），按说明书设定的反应

体系进行 ｑＰＣＲ，各样品均设 ３ 复孔，使用 ２－ΔΔｃｔ法计

算 ＨＩＦ⁃１αｍＲＮＡ 相对表达量。

表 １　 ＰＣＲ 引物序列

基因
引物

方向
引物序列

ＨＩＦ⁃１α
Ｆ
Ｒ

５′⁃ＣＧＴＴＣＣＴＴＣＧＡＴＣＡＧＴＴＧＴＣ⁃３′
５′⁃ＴＣＡＧＴＧＧＴＧＧＣＡＧＴＧＧＴＡＧＴ⁃３′

β⁃ａｃｔｉｎ
Ｆ
Ｒ

５′⁃ＴＣＡＣＣＣＡＣＡＣＴＧＴＧＣＣＣＡＴＣＴＡＣＧＡ⁃３′
５′⁃ＣＡＧＣＧＧＡＡＣＣＧＣＴＣＡＴＴＧＣＣＡＡＴＧＧ⁃３′

　 　 成纤维细胞分离及体外培养 　 供皮组小鼠在

打孔 ３ ｄ 后，取背部伤口及周围组织，将皮下组织和

多余血管去除干净，用 ＰＢＳ 冲洗 ３ 次，将其尽量剪

碎，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃漂浮组织及上清液，
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将离心后的组织块，均匀接种在已包被 ０􀆰 ２％明胶

的细胞培养皿中，用 ７ ｍｌ 胰蛋白酶在 ３７ ℃水浴中

处理 １ ｈ，加入 ２ ｍｌ ＤＭＥＭ 终止消化，然后加入含

１０％Ｇｉｂｃｏ 血清与 １０％ＣＬＡＲＫ 血清的完全培养液，
３７ ℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，第 ２ 天补加培养液至

正常量，培养基每 ２～３ 天更新一次。 将第三代培养

细胞接种于 ２４ 孔板，密度为每孔 ３×１０４个细胞。
ＲＮＡ 干扰 　 从 ＧｅｎＢａｎｋ 获得 ＨＩＦ⁃１α 基因序

列，小鼠 ＨＩＦ⁃１α 登录号 ＮＭ＿１８１０５４。 根据 ｓｉＲＮＡ
设计原理和引物特异性检测，将 ＨＩＦ⁃１αｓｉＲＮＡ 序列

设计为 ５′⁃ＧＧＣＡＣＡＧＡＵＧＧＡＣＵＧＵＵＵＵＴＴ⁃３′。 将成

纤维细胞接种于 ９６ 孔板中，当细胞汇合观察到已经

达到 ７０％ ～ ９０％时，根据 ＬｉＰｏＦＥＣＴＡＭＥＮ３０００ 操作

说明转染细胞，５％ＣＯ２、３７ ℃孵育 ６ ～ ８ ｈ，完全培养

基培养 ２４～４８ ｈ。 将细胞均分为四组：细胞标准组

（Ｓ 组）和 Ｓ＋ｓｉＲＮＡ 组（用标准保存液处理的自体血

灌注培养），细胞改良组（Ｍ 组）和 Ｍ＋ｓｉＲＮＡ 组（用
改良保存液处理的自体血灌注培养）。 应用细胞灌

流培养系统（Ｉｂｉｄｉ，德国）于体外恒速灌注培养 ８ ｄ。
ＥｄＵ 染色计数　 取对数期成纤维细胞以 ４×１０３

的密度接种于 ９６ 孔板中，按转染试剂说明书进行转

染，转染 ４８ ｈ 后每孔添加 １００ μｌ 浓度为 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ
的 ＥｄＵ 溶液，５％ＣＯ２的恒温箱中孵育 ２ ｈ 后，ＰＢＳ 冲

洗 ２ 次（５ ｍｉｎ ／次），经固定（４％多聚甲醛 ５０ μｌ，３０
ｍｉｎ）和破膜（１００ μｌ ０􀆰 ０５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００，１０ ｍｉｎ）处
理后，室温避光环境下，加入 １００ μｌ Ａｐｏｌｌｏ􀅹染色剂

染色 ３０ ｍｉｎ，荧光倒置显微镜下多视野拍照计数。
每组设 ３ 个复孔，试验独立重复 ３ 次。

细胞迁移检测　 取对数期成纤维细胞，常规消

化、ＰＢＳ 冲洗 ２ 次后，细胞密度调整为 １×１０５个 ／ ｍｌ，
在上室添加 ２００ μｌ 细胞悬液，下室加入 ６００ μｌ 含
２０％ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基培养 ２４ ｈ，然后从 Ｔｒ⁃
ａｎｓｗｅｌｌ 腔中取出成纤维细胞，４％聚甲醛中固定 １５
ｍｉｎ。 然后用 ０􀆰 ５％的结晶紫溶液（甲醇制备）染色

１５ ｍｉｎ，冲洗 ３ 次后镜检（随机取中间和四周 ５ 个视

野，取平均值），用 Ｉｍａｇｅ ｐｒｏ ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 对细胞图像进

行分析。 每组设 ３ 个复孔，试验独立重复 ３ 次。
细胞周期检测 　 取对数期成纤维细胞，用含

２􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ 胰蛋白酶和 ０􀆰 ４ ｇ ／ Ｌ 乙二胺四乙酸的 ＰＢＳ
溶液处理后，收集并放置于 ５ ｍｌ 离心管中，２􀆰 ５ ｍｌ
ＰＢＳ 漂洗 ２ 次，８００～１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ。 洗掉上

清液，用 １ ｍｌ ＰＢＳ 悬浮细胞颗粒。 ２ ｍｌ 无水乙醇进

行快速涡流混合固定，用隔膜密封，４ ℃保存。 将细

胞调节至 １􀆰 ０×１０６个 ／孔，并分到两个 ＦＡＣＳ 管。 使

用流式细胞术检测细胞在各相中的比例。
缺氧诱导因子（ＨＩＦ⁃１α）、血管内皮生长因子

（ＶＥＧＦ）、基质金属蛋白酶（ＭＭＰ⁃２）蛋白含量测定

ＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次，应用 ＲＩＰＡ 裂解液于匀浆器中

进行匀浆。 裂解 ３０ ｍｉｎ 后，４ ℃下 １２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

３０ ｍｉｎ 后取上清，ＢＣＡ 法测定蛋白浓度以调整上样

量。 将 ５０ μｇ 总蛋白在 １００ ℃下煮沸 ５ ｍｉｎ。 十二

烷基硫酸钠⁃聚丙烯凝胶电泳（ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）后湿转

法转至 １０％聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，５％脱脂奶粉

室温下封闭 １ｈ。 一抗 β⁃ａｃｔｉｎ（１ ∶ １０００）、ＨＩＦ⁃１α（１
∶ １００）、ＶＥＧＦ（１ ∶ ２００）、ＭＭＰ⁃２（１ ∶ １００）在 ４ ℃下

孵育过夜，ＴＢＳＴ 缓冲液（Ｔｒｉｓ 缓冲液和吐温 ２０）洗

膜 ３ 次，加入酶标二抗孵育 １ ｈ，ＥＣＬ 法显色，使用

Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 图像分析系统获取蛋白条带，然后使用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量条带灰度值。 目的蛋白条带灰度

值与 β⁃ａｃｔｉｎ 条带灰度值的比值反应目的蛋白含量，
实验重复 ３ 次取平均值。

统计分析 　 采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行数据处

理。 正态分布计量资料以均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，
组间比较采用单因素方差分析检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差

异有统计学意义。

结　 　 果

伤口面积愈合情况　 与标准组比较，改良组伤

后 １、４、７ 和 １４ ｄ 小鼠背部皮肤伤口愈合面积明显

明显增高（Ｐ＜０􀆰 ０５）（表 ２）。

表 ２　 两组小鼠伤口模型建立后不同时点伤口愈合面积的

比较 （％，􀭵ｘ±ｓ）

组别 只数 ０ ｄ １ ｄ ４ ｄ ７ ｄ １４ ｄ

标准组 ６ ０±０ ５􀆰 ３±０􀆰 ９ ３０􀆰 ５±７􀆰 ７ ５２􀆰 ３±５􀆰 ９ ６４􀆰 ４±４􀆰 １

改良组 ６ ０±０ １６􀆰 ９±０􀆰 ８ａ ４４􀆰 ７±５􀆰 １ａ ８５􀆰 １±７􀆰 ９ａ ９４􀆰 ６±４􀆰 １ａ

　 　 注：与标准组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５

ＨＩＦ⁃１α ｍＲＮＡ 相对表达量　 皮肤组织的 ＨＩＦ⁃
１α ｍＲＮＡ 相对表达量标准组为 ０􀆰 ７３２±０􀆰 ０８，改良

组为 １􀆰 ７５９±０􀆰 １９；与标准组比较，改良组皮肤组织

的 ＨＩＦ⁃１α ｍＲＮＡ 相对表达量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
成纤维细胞存活率 　 与 Ｓ 组比较，Ｍ 组和 Ｍ＋

ｓｉＲＮＡ 组成纤维细胞存活率明显增高，而 Ｓ＋ｓｉＲＮＡ
组细胞存活率明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 Ｓ＋ｓｉＲＮＡ 组

比较，Ｍ 组和 Ｍ＋ｓｉＲＮＡ 组成纤维细胞成活率明显增

高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 Ｍ 组比较，Ｍ＋ｓｉＲＮＡ 组细胞存活率

明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 １）。
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　 　 注：与 Ｓ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｓ＋ｓｉＲＮＡ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与

Ｍ 组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５

图 １　 四组成纤维细胞存活能力的比较

成纤维细胞增殖和迁移能力　 与 Ｓ 组比较，Ｓ＋
ｓｉＲＮＡ 组成纤维细胞增殖能力和迁移能力明显降

低，Ｍ 组成纤维细胞增殖及迁移能力明显增强（Ｐ＜
０􀆰 ０５）；与 Ｓ＋ｓｉＲＮＡ 组比较，Ｍ 组和 Ｍ＋ｓｉＲＮＡ 组成

纤维细胞增殖能力及迁移能力明显增强（Ｐ＜０􀆰 ０５）；
与 Ｍ 组比较，Ｍ＋ｓｉＲＮＡ 组成纤维细胞增殖能力及迁

移能力明显下降（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ２—３）。

　 　 注：与 Ｓ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｓ＋ｓｉＲＮＡ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与

Ｍ 组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５

图 ２　 四组成纤维细胞增殖能力的比较

细胞周期分布 　 与 Ｓ 组比较， Ｍ 组中处于

Ｇ０ ／ Ｇ１期的细胞比例降低，处于 Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞比例

明显升高，而 Ｓ＋ｓｉＲＮＡ 组中结果相反（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与

　 　 注：与 Ｓ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｓ＋ｓｉＲＮＡ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与

Ｍ 组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５

图 ３　 四组成纤维细胞迁移能力的比较

Ｓ＋ｓｉＲＮＡ 组比较，Ｍ 组和 Ｍ＋ｓｉＲＮＡ 组中处于 Ｇ０ ／ Ｇ１
期的细胞比较降低，处于 Ｇ２ ／ Ｍ 期的细胞比例明显

升高（Ｐ ＜０􀆰 ０５）；与 Ｍ 组比较，Ｍ＋ｓｉＲＮＡ 组中处于

Ｇ０ ／ Ｇ１ 期的细胞比例明显升高，处于 Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞

比例明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ４）。
伤口愈合相关蛋白 ＨＩＦ⁃１α、ＶＥＧＦ、ＭＭＰ⁃２ 蛋白

相对含量　 与 Ｓ 组比较，Ｓ＋ｓｉＲＮＡ 组 ＨＩＦ⁃１α、ＶＥＧＦ
和 ＭＭＰ⁃２ 蛋白相对含量明显降低，而 Ｍ 组 ＨＩＦ⁃１α、
ＶＥＧＦ 和 ＭＭＰ⁃２ 蛋白相对含量明显增高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；
与 Ｓ＋ｓｉＲＮＡ 组比较，Ｍ 和 Ｍ＋ｓｉＲＮＡ 组 ＨＩＦ⁃１α、ＶＥＧＦ
和 ＭＭＰ⁃２ 蛋白相对含量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 Ｍ 组

比较，Ｍ＋ｓｉＲＮＡ 组ＨＩＦ⁃１α、ＶＥＧＦ 和ＭＭＰ⁃２ 蛋白相对

含量明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ５）。

讨　 　 论

根据文献［５］和预实验结果，本实验构建糖尿病

小鼠伤口模型后，分别输注在标准保存液和改良保

存液中保存 ７ ｄ 的自体血，研究结果显示，经改良保

存液处理的自体血回输可促进糖尿病小鼠伤口愈

合。 糖尿病患者伤口难愈的机制尚不明确，但多项

研究证实，成纤维细胞形态和功能的异常可能是导

致糖尿病伤口愈合受损重要因素之一［７］。 增殖和

·２８４· 临床麻醉学杂志 ２０２０ 年 ５ 月第 ３６ 卷第 ５ 期　 Ｊ Ｃｌｉｎ Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌ，Ｍａｙ ２０２０，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．５



　 　 注：与 Ｓ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｓ＋ｓｉＲＮＡ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与

Ｍ 组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５

图 ４　 四组成纤维细胞细胞周期的比较

迁移是成纤维细胞的主要生物学特性，因此，本实

验分离培养皮肤伤口组织的成纤维细胞，通过细胞

　 　 注：与 Ｓ 组比较，ａＰ＜ ０􀆰 ０５；与 Ｓ＋ｓｉＲＮＡ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；

与 Ｍ 组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５

图 ５　 四组细胞 ＨＩＦ⁃１α、ＶＥＧＦ、ＭＭＰ⁃２蛋白相对含量的比较

灌流培养系统分别使用经标准保存液和改良保存

液处理的自体血对其进行体外培养，继而应用 ＣＣＫ⁃
８、ＥｄＵ、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 和流式细胞仪等方法观察成纤维

细胞细胞存活、增殖和迁移以及细胞周期的情况。
实验结果显示，经改良保存液处理的自体血可通过

改善成纤维细胞活力并促进成纤维细胞进入细胞

周期以提高细胞增殖能力。 其机制可能与改良保

存液相较于标准保存液，适度的减少了糖、氯化钠

和磷酸盐含量，避免了细胞膜糖基化终末产物的堆

积，并在此基础上，添加甘露醇以稳定细胞的渗透

功能，去除枸橼酸以改善细胞代谢，从而使贮存的

自体血得到更好的保存，上调糖尿病小鼠伤口组织

ＨＩＦ⁃１α 的表达［５－６］。
ＨＩＦ⁃１α 被认为是调控伤口愈合的重要靶点［８］，

正常情况下，伤口愈合过程中，局部组织处于缺氧

状态，伤口处成纤维细胞的 ＨＩＦ⁃１α 会被激活，并通

过 Ｅｒｋ ／ ＭＡＰＫ 或 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路上调与伤口愈

合密切相关的蛋白表达以促进伤口愈合；而在高血

糖状态下，ＨＩＦ⁃１α 水平异常降低，抑制 ＶＥＧＦ 和内

皮一氧化氮合酶（ｅＮＯＳ）产生，引起局部伤口组织血

管新生障碍、细胞外基质含量减少，最终导致伤口

愈合缓慢［９］。 结合 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 的结果，本研究显示，
输注经改良保存液处理的自体血可能通过上调糖

尿病小鼠伤口组织 ＨＩＦ⁃１α 的表达，从而改善成纤维
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细胞活力，促进伤口愈合。
为了验证改良保存液处理的自体血是否能激

活 ＨＩＦ⁃１α 进而增强成纤维细胞活性，课题组对糖尿

病小鼠加设了 ＨＩＦ⁃１α 基因沉默对照，结果显示，改
良保存自体血可以激活 ＨＩＦ⁃１α 提高成纤维细胞活

力，同时促进伤口愈合相关蛋白 ＶＥＧＦ、ＭＭＰ⁃２ 的合

成。 而 ＨＩＦ⁃１α 沉默后，会逆转输注改良保存液处理

自体血通过激活 ＨＩＦ⁃１α 通路所带来的促进伤口愈

合的作用，这提示 ＨＩＦ⁃１α 在自体血促进伤口愈合中

发挥作用。 在进一步探讨糖尿病小鼠伤口愈合过

程中，将研究改良处理自体血是如何通过 ＨＩＦ⁃１α 信

号通路加速糖尿病小鼠伤口愈合及 ＨＩＦ⁃１α 与成纤

维细胞功能的相互关系。
综上所述，经改良保存液处理后的自体血回输

可提高糖尿病小鼠成纤维细胞存活率及其增殖和

迁移能力，可能参与伤口的愈合，且其机制可能与

激活 ＨＩＦ⁃１α 途径有关。
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