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干细胞治疗糖尿病足的实验研究进展
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石家庄 050091; 4河北省络病重点实验室, 石家庄 050035)

摘要      糖尿病足是指因糖尿病血管病变和(或)神经病变及感染等综合因素, 导致慢性进行性

波及肢体大、中、微血管, 引起足部疼痛、皮肤深溃疡或肢体坏疽的一种病变, 是糖尿病的严重并

发症之一。临床治疗非常棘手, 难以取得令人满意的疗效, 最终导致截肢甚至危及病患生命。因此, 
临床上迫切需要找到创伤小、易接受、疗效好的新的治疗方法。干细胞具有高度增殖和分化成为

体内各种细胞的潜能, 其可塑性强, 为糖尿病足的治疗带来新前景, 目前是国内外学者研究的热点

之一。该文就干细胞移植治疗糖尿病足的实验研究进展作一综述。
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Abstract       The diabetic foot (DF) is caused by diabetic vascular disease and/or neuropathy and infections 
as well as other factors, resulting in chronic progressive affected limb, micro vessel, and causing foot pain, skin 
ulcers or gangrene of limbs in deep. It is one of the serious complications of diabetes, occasionally causing amputa-
tion and even death. It is hard to obtain satisfactory effect, and clinical treatment is very difficult. Therefore, there is 
an urgent need to find a new treatment with fewer traumas, easier delivery, and good curative effect. Stem cells are 
capable of proliferation and differentiation into various kinds of cells. Their stronger plasticity brings new prospect 
for the treatment of diabetic foot. Currently, the stem cells attract attention of researchers worldwide. Here we re-
view the progress on stem cell transplant therapy for the treatment of diabetic foot. 
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随着社会进步和人们生活、饮食方式的转变, 
糖尿病发病率随年龄的增长而增加。2010年11月

18日公布的健康信息推测, 全国糖尿病患者已近1
亿。2011年据国际糖尿病联盟(international diabetes 
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federation, IDF)估计, 目前全球糖尿病患者有3.66亿, 
预测到2030年, 将增加至5.52亿。其中, 糖尿病足

(diabetic foot, DF)是糖尿病最严重的并发症和非外

伤性截肢的主要原因。随着我国人口老龄化的发展, 
DF发病率逐年增高, 将给社会和家庭带来巨大的经

济负担。DF因其病变特点为远端血管流出道差, 故
内科药物保守治疗和外科血管旁路移植、动脉搭桥、

血管介入、超声消融等方法难以取得令人满意的疗

效, 又因其预后较差, 最终导致溃疡、截肢甚至死亡, 
正成为威胁人类健康的世界性公共卫生问题[1]。

近年来, 干细胞(stem cell)移植治疗DF的研究

已日趋广泛, 通过干细胞移植可促进缺血肢体的新

生血管形成, 改善和恢复肢体血流, 从而达到治疗肢

体缺血的目的[2], 并最终达到治疗DF的目的。

1   干细胞移植治疗糖尿病足的应用
干细胞移植血管再生技术又称为细胞性血管搭

桥术(cellularity of vascular bypass)[3]。2002年, Tatei-
shi-Yuyama等[2]最早使用干细胞移植治疗下肢缺血

性疾病, 取得了良好效果。根据干细胞在一定条件

下可在体内分化为血管内皮细胞(vascular endothelial 
cell, VEC)和平滑肌细胞(smooth muscle cell, SMC)
并分泌大量的促血管生成因子, 可将干细胞移植到

缺血下肢, 使其逐渐分化并形成新生毛细血管, 参与

缺血局部的代偿性血管重建, 改善和恢复下肢血流。

目前, 用于移植的干细胞主要来源是骨髓、外

周血及脐血、脐带, 根据其培养获取方式的不同分

为单个核细胞(mononuclear cells, MNCs)、内皮祖细

胞(endothelial progenitor cells, EPCs)和间充质干细

胞(mesenchymal stem cells, MSCs)。正常状态下, 干
细胞主要存在于骨髓中, 外周血中的干细胞数量仅

为骨髓中的0.1%~1%, CD34+细胞则仅占外周血单

个核细胞的0.01%~0.1%[4]。MNCs是一群混合性细

胞, 主要含有淋巴细胞、单核细胞及干/祖细胞, 其
中骨髓单个核细胞(bone marrow mononuclear cells, 
BM-MNCs)是指骨髓中细胞核为单个的细胞总称, 
包括造血干细胞(hematopoietic stem cell, HSC)、成

纤维细胞、成骨细胞、巨噬细胞、EPCs等, 是具有

自我更新和多向分化增殖能力的原始骨髓细胞, 动
物实验多采用密度梯度离心法获得。外周血单个核

细 胞(peripheral blood mononuclear cells, PB-MNCs)
可通过骨髓动员剂粒细胞集落刺激因子(granulocyte 

colony-stimulating factor, G-CSF)动员3~5 d, 抽取外周

血, 采用密度梯度离心法获得。EPCs[5]是VEC的前

体细胞, 通过自身的分化、增殖, 形成新生血管, 不
需要依赖原来的血管系统, 这与传统血管生成(an-
giogenesis)方式(通过VEC的迁移、增殖、出芽形成

血管)完全不同, 生理情况下很少发生, 目前命名为

出生后的血管发生[6-7]。相对于外周血和脐血来说, 
骨髓中EPCs的含量更为丰富, 且增殖能力更强[8]。

EPCs则在获取MNCs的基础上, 用M199诱导培养液

于37 °C、5%二氧化碳的饱和湿度培养箱中培养获

得。MSCs最早被Friedenstein等[9]于骨髓中发现, 具
有分化为成骨细胞、成软骨细胞、成脂肪细胞、肌

细胞及神经细胞的潜能。由于其分化的多样性及

在体外易分离培养和扩增的特性, 使其成为组织工

程学的理想种子细胞, 主要存在于骨髓、脂肪组织、

软骨及骨组织、脐带血、胎盘中, 其中以骨髓中含

量最丰富。目前主要有4种方法用于MSCs的分离: 
贴壁筛选法、密度梯度离心法、免疫磁珠法和流式

细胞仪分离法[10-12]。

脐带血中含丰富的干细胞, 与骨髓相比, 脐血

资源丰富、成本低廉、干细胞采集简单无痛苦, 且
因容易获得、免疫原性弱、不引起社会及法律伦理

问题而备受瞩目[13]。脐血EPCs数量和质量较优, 其
数量是外周血的10~20倍, 细胞增殖能力也较强, 且
其配型要求较低, 因此, 脐带血EPCs受到越来越多

科学家的青睐。通过抽取足月新生儿脐血, 分离脐

血MNCs, 培养细胞7 d, 获得EPCs。脐带是胎儿时期

连接母体与胎儿的索状结构, 其内含2条脐动脉、1
条脐静脉, 外被羊膜, 在动静脉之间含有一种特殊

的胚胎黏液样结缔组织—华尔通氏胶(Whartonps 
Jelly), 从华尔通氏胶分离得到的基质细胞即为人脐

带MSCs。近年来研究发现, 作为胎儿细胞储存器的

脐带是一个很有前途的多能干细胞来源。2003年, 
Mitchell等[14]最先提出人脐带华尔通氏胶来源的基

质细胞具有多能干细胞特性, 随后越来越多的研究

在对华尔通氏胶来源的脐带MSCs的认识和利用方

面取得了很大的进展。华尔通氏胶来源的间质细胞

具有MSCs特性, 其为一类免疫缺陷细胞, 异体基因

移植不会发生免疫排斥反应。

本文就干细胞移植治疗糖尿病下肢缺血、糖尿

病溃疡、糖尿病周围神经病变的动物实验研究进展

进行综述。
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2   干细胞移植治疗糖尿病下肢缺血的实

验研究
实验研究多选用小鼠、大鼠、豚鼠及裸鼠等,

通过腹腔或静脉注射链脲佐菌素(streptozotocin, 
STZ), 或选用兔子通过耳缘静脉注射四氧嘧啶(al-
loxan, ALX)或加高脂喂养后制作糖尿病动物模型。

采用结扎单侧后肢股动脉, 单侧股动静脉、大隐动

脉、旋髂外动静, 双后肢股动脉及其分支, 或髂外动

脉远端、股动脉远端及股动脉分支并切断股动脉等

方法制作糖尿病下肢缺血模型。

2.1   骨髓单个核细胞(bone marrow mononuclear 
cells, BM-MNCs)移植

Hirata等[15]对糖尿病下肢缺血雄性豚鼠行BM-
MNCs移植后检测缺血后肢血流, 结果显示: BM-
MNCs移植组侧枝血管和新生血管形成明显增

加, 通过不同时期血浆血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)水平测定, 表明治疗

性BM-MNCs移植诱导血管生成不会影响全身的血

管增殖; 自体糖尿病大鼠BM-MNCs同样具有血管

生成因子和内皮细胞分化潜力。孟建波等[16]建立糖

尿病下肢缺血新西兰兔动物模型, 通过用重组人粒

细胞集落刺激因子(recombinant human granulocyte-
colony stimulating factor, rhG-CSF)动员、局部BM-
MNCs移植及rhG-CSF动员联合局部BM-MNCs移植

进行治疗。28 d后检测肌组织微血管密度及VEGF
表达水平, 结果显示, rhG-CSF动员和局部BM-
MNCs移植均可用于治疗糖尿病下肢缺血性疾病。

康胜群等[17]进一步指出, rhG-CSF动员后联合BM-
MNCs移植治疗的效果明显优于单纯用rhG-CSF治
疗和单纯BM-MNCs移植治疗。实验结果表明, BM-
MNCs可以在缺血组织中存活分化为血管内皮细胞, 
参与缺血组织的血管新生, 并且rhG-CSF动员有利

于增加归巢至缺血组织中的骨髓干细胞数量, 从而

更明显地促进缺血组织的血管新生。

2.2   骨髓内皮祖细胞(bone marrow endothelial 
progenitor cells, BM-EPCs)移植

于萍等[18-20]将日本大耳白兔随机分为糖尿病磷

酸盐缓冲液(phosphate buffer solution, PBS)对照组、

糖尿病BM-EPCs移植治疗组和正常血糖BM-EPCs
移植治疗组, 通过右后肢局部肌肉注射BM-EPCs, 
移植14 d后的检测结果显示: 糖尿病BM-EPCs移植

治疗组毛细血管密度、毛细血管数/肌束数及肌肉

VEGF、多普勒测下肢血流、动脉显影血管数和血

管生成基因表达上调倍数显著高于对照组。实验结

果也提示, 无论有无糖尿病, BM-EPCs均能促进血管

生成。王宁等[21-22]的实验结果同样显示, BM-EPCs
与BM-MSCs移植治疗均可明显发现新生血管形成

和侧枝循环建立, BM-EPCs治疗组血管数虽然多于

BM-MSCs治疗组, 但差异无统计学意义。EPCs移
植可能部分分化为VEC, 也可能改变了缺血的微环

境, 使VEGF显著增加, 促进髂内动脉分支新生血管

形成, 可以增加下肢血流, 改善缺血肢体的血流灌

注。采用基质细胞衍生因子-1α(stromal cell derived 
factor-1alpha, SDF-1α)预处理BM-EPCs组移植, 下肢

动脉显影血管数明显多于BM-EPCs组和对照组, 表
明SDF-1α能够增强EPCs的增殖、黏附功能, 对ECPs
移植治疗糖尿病大鼠下肢缺血的疗效有促进作用, 
其血供改善主要来自于新生血管形成和/或原有细

小血管的代偿性增粗。

2.3   骨髓间充质干细胞(bone marrow mesenchy-
mal stem cells, BM-MSCs)移植

吴春朋等[23]采用贴壁培养获取BM-MSCs, 
BrdU标记, 自股动脉离断处起分10个点将其悬液注

射入模型SD大鼠左后肢股直肌和腓肠肌中, 右后肢

注射等量生理盐水作为对照。结果表明, 干细胞移

植2 w、6 w后大鼠双后肢血管显影及后肢股直肌与

腓肠肌的毛细血管密度, 左侧均高于右侧, 此结果

证实移植的BM-MSCs参与了后肢缺血的血管重建; 
BrdU标记阳性移植细胞参与了左后肢微动脉血管

壁的构成, 表明局部注射移植BM-MSCs可能在缺血

的环境下分化成VEC和血管SMC, 形成新的血管, 改
善糖尿病后肢缺血大鼠的血供。

2.4   外周血单个核细胞(peripheral blood mono-
nuclear cells, PB-MNCs)移植

Schatteman等[24]应用外周血CD34+细胞注入糖

尿病缺血肢体, 结果显示, CD34+能迅速和显著改善

四肢血流。丁海霞等[25]将制作的雄性SD糖尿病双

后肢缺血大鼠随机分组: G-CSF动员后行PB-MNCs
移植组、骨髓动员组和空白对照组, 分不同时间点

检测内皮素(endothelin, ET)水平。结果显示: 骨髓动

员和动员后MNCs移植均可改善糖尿病大鼠的内皮

功能; 毛细血管密度的测定结果显示: 骨髓动员和动

员后MNCs移植均可促进缺血后肢毛细血管的生成; 
动员后MNCs移植效果优于单纯骨髓动员治疗糖尿



郭勇英等: 干细胞治疗糖尿病足的实验研究进展 533

病大鼠后肢缺血。血浆ET水平的升高, 在一定程度

上反应血管内皮功能的损伤程度, 骨髓动员和动员

后干细胞移植组ET水平较对照组明显降低, 表明骨

髓动员和动员后干细胞移植均可改善糖尿病大鼠全

身血管氧化应激情况, 并且骨髓动员使骨髓中EPCs
数量增加[26-27], 趋化到缺血局部的EPCs相应增加, 从
而促进缺血局部的血管形成。

2.5   外周血内皮祖细胞(peripheral blood endothe-
lial progenitor cells, PB-EPCs)移植

赵湜等[28]对糖尿病双下肢缺血雄性SD大鼠分

别肌注PB-EPCs(左侧后肢)和PB-MNCs(右侧后肢)
移植治疗, 结果显示, VIII因子染色阳性的毛细血

管密度、肌肉VEGF相对含量在PB-EPCs组与PB-
MNCs组均高于对照组, 移植PB-EPCs及含有相当数

量PB-EPCs的PB-MNCs对糖尿病大鼠后肢血管病变

的改善作用相似。外周血干细胞包括HSC和EPC, 
这两种细胞存在共同前体细胞即成血–血管细胞。

EPC作为血管EC的祖细胞, 能直接分化为EC。其次, 
EPC本身可以分泌VEGF等细胞生长因子, 通过旁分

泌效应促进局部VEC增殖, 即增强血管生成效应, 从
而改善供血, 因此PB-EPCs可能在PB-MNCs移植中

发挥主要作用。

2.6   人脐血单个核细胞(human umbilical cord blood 
mononuclear cells, HUCB-MNCs)移植

张弛等[29]通过密度梯度离心提取HUCB-MNCs
和同源异体SD大鼠的BM-MNCs, 并沿缺血下肢股

动脉走向肌肉注射干细胞, 移植治疗28 d后处死糖

尿病大鼠, 取心脏、肺脏、肝脏、脾脏和肾脏, 均
未发现肿瘤的发生, 指出HUCB-MNCs与BM-MNCs
移植治疗的安全性; HUCB-MNCs组、BM-MNCs组
较生理盐水组左下肢VEGF含量及毛细血管密度明

显增高; HUCB-MNCs组与BM-MNCs组比较, 左下

肢VEGF含量及毛细血管密度无明显差异。脐血干

细胞移植能有效改善糖尿病大鼠下肢缺血, 其疗效

可达到骨髓干细胞移植的效果。脐血干细胞可能在

移植部位部分分化为VEC;也可能自体表达血管内

皮生长因子受体2(vascular endothelial growth factor 
receptor 2, VEGFR2), 促进VEGF的趋化, 进而促进

周围原有血管内皮增殖, 均可使新生血管增多, 血
供增加。此外, 实验采取人脐血干细胞移植治疗糖

尿病下肢缺血大鼠, 也存在人与动物之间的伦理问

题。

2.7   人脐血内皮祖细胞(human umbilical cord 
blood endothelial progenitor cells, HUCB-EPCs)
移植

彭艳等[30-32]应用射线照射减轻糖尿病下肢缺

血大鼠排斥反应, 分别经尾静脉注射和局部肌肉注

射HUCB-EPCs移植治疗, 荧光示踪, 观察大鼠双后

肢溃疡变化情况, 通过对腓肠肌中VIII因子与VEGF 
mRNA表达的比较, 认为HUCB-EPCs治疗糖尿病下

肢缺血有效且治疗方式对治疗效果影响不大。静脉

注射可以避免目前局部肌肉注射需要的无菌手术室

条件, 减少局部肌肉多点注射的费用及患者自身痛

苦,为糖尿病足患者临床治疗带来极大的希望。但

本实验没有检测血液中VEGF的变化、视网膜变化

以及静脉注射干细胞是否影响全身, 尤其临床针对

患有糖尿病视网膜病变患者, 可能有加重视网膜病

变的危险, 需要进一步实验研究证实。

2.8   人脐带间充质干细胞(human umbilical cord 
mesenchymal stem cells, HUC-MSCs)移植

樊明世等[33]对糖尿病双下肢缺血日本大耳白兔

左后肢肌肉注射HUC-MSCs(贴壁培养获得)悬液为

移植组, 右后肢注射生理盐水为对照, HUC-MSCs移
植2, 4 w后取材, 在荧光镜下观察, 显示其参与了新

生毛细血管的生成; 并作组织切片观察毛细血管的

密度, 脐带干细胞移植组侧支血管及新生血管较生

理盐水对照组均有明显增加; 且干细胞移植组皮温

明显高于对照组。与骨髓和外周血干细胞相比, 脐
带资源丰富、间充质干细胞更原始、分化扩增能

力更强, 且细胞采集简单、容易获得、免疫原性弱

的优势为糖尿病下肢缺血提供了一种有效的治疗方

法, 具有较好的应用前景。

以上实验研究结果证实, 不同来源的干细胞移

植均能促进缺血区的血管新生, 依据干细胞含有多

种细胞亚群在血管新生时发挥的作用机制不同, 具
体分述如下: MSCs可在缺血组织内分化成内皮细

胞, 促进血管新生。刘丹丹等[34]报道, MSCs具备内

皮分化的细胞免疫学基础, 它是一种过渡细胞类型, 
即MSCs→过渡性细胞群→EPC→内皮细胞。目前, 
MSCs促进“血管新生”的机制仍不明确, 一般认为

MSCs既可分化成VEC和血管SMC, 直接形成新的血

管, 又可通过旁分泌VEGF、碱性成纤维细胞生长因

子(basic fibroblast growth factor, bFGF)、血管生成

素-2、血管生成素-1等多种血管生成因子来参与血
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管的新生[35]。

EPCs促进新血管生成的机制主要如下: 一是迁

移到局部通过自身分化为成熟的VEC, 再增殖形成新

生血管; 二是通过自分泌和旁分泌机制分泌促血管

生成物质如VEGF、肝细胞生长因子、胰岛素样生

长因子、G-CSF等; 三是EPCs存在VEGF受体, 倒入

外源性血管生长因子基因或直接给予血管生长因子

能促进血管新生; 四是EPCs可作为支持细胞分泌促

血管生成的细胞因子优化局部微环境来发挥作用。

MNCs是一群混合性细胞, 其中包括EPCs。赵

湜等[28]的动物实验结果表明, EPCs可能在MNCs移
植中发挥主要作用。因MNCs含有多种细胞亚群, 在
MNCs移植后有多向分化的潜能, 故其疗效的长期

安全性尚不确定。 

3   干细胞移植治疗糖尿病溃疡(ulcer)的
实验研究

大鼠通过腹腔注射STZ或高脂喂养后, 腹腔注

射STZ制作糖尿病模型, 再在大鼠背部、肢体部或足

背部人工制造创面来建立糖尿病溃疡模型。

3.1   骨髓间充质干细胞(bone marrow mesenchymal 
stem cells, BM-MSCs)移植

BM-MSCs是自我更新能力极强的一类具有多

向分化潜能的非造血干细胞, 通过调节炎症介质、

旁分泌生长因子类物质及归巢特性, 对糖尿病足溃

疡有一定的治疗效果。蔡黔等[36]将Wistar大鼠足背

部切除3 mm×7 mm矩形区域全层皮肤, 制备足溃

疡模型, 随机分为正常大鼠足溃疡组、糖尿病对照

组和干细胞治疗组。对前两组注射干细胞培养基

DMEM, 干细胞治疗组在大鼠创缘肉膜层多点注射

同种异体BM-MSCs。观察不同时间点各组大鼠溃

疡面积、外周血和局部VEGF水平。VEGF是一种促

进血管再生的重要因子, 在创面愈合中发挥重要作

用。实验结果提示, 移植的BM-MSCs通过调动机体

产生VEGF, 并同时具有旁分泌作用完成自体转化与

组织修复, 促进糖尿病大鼠足溃疡的愈合。梁文佳

等[37]则对干细胞治疗组经尾静脉注射转染Ad-EGFP 
72 h后的BM-MSCs悬液, 糖尿病对照组及正常大鼠

足溃疡组注射等量PBS溶液。移植后14 d可在糖尿

病大鼠胰腺、肾脏及皮肤溃疡面观察到Ad-EGFP标
记的BM-MSCs。与糖尿病对照组相比, 糖尿病干细

胞治疗组大鼠体重明显恢复、血糖显著降低、足溃

疡愈合加速。

万江波等[38-39]将DAPI标记的BM-MSCs分别于

双侧后足背皮下(BM-MSCs创缘皮下移植组)和双

侧小腿肌肉内(BM-MSCs小腿肌肉移植组)注射, 移
植后分不同时间点观测指标。结果显示, 两种移植

方式均促进了大鼠DFUs的愈合, 但在愈合的后期

(第11 d), 小腿肌肉内的移植方式表现出更好的持

续性及高表达的VEGF。BM-MSCs能够分泌VEGF, 
诱导血管生成, 并为创面修复带来介质及充足的营

养并带走局部代谢产物, 此外, VEGF还能刺激肉芽

组织及上皮的形成、角质形成细胞和成纤维细胞

的移行, 进而促进溃疡面愈合; 由于DFUs创面的微

环境中存在大量的细胞毒物及炎症介质, 具有蛋白

水解的生物学作用, BM-MSCs移植到此环境中很难

定位及生长, 因而容易在局部创伤组织中死亡, 难
以发挥再生和旁分泌能力, 故小腿肌肉内的移植方

式疗效更优。

钟晓红等[40-41]将5-BrdU标记的BM-MSCs注射

在糖尿病大鼠背部人工造成圆形创面组织周围, 分
别于细胞移植后2, 3 w切取创面中央再生组织制备

切片。结果显示, BrdU染色阳性细胞出现在创面新

生表皮、真皮及皮下组织各层, 部分阳性细胞位于

皮脂腺及腺导管上皮中, 同时也表达角蛋白, 提示

BM-MSCs具有向表皮细胞和皮肤腺上皮细胞分化

的潜能, 参与了皮肤附属器结构的组成, 提高创面愈

合率, 促进糖尿病大鼠创面的愈合。赵李平等[42]用

改性聚乳酸-I型胶原荷载BM-MSCs移植到背部中央

全层皮肤缺损创面处, 结果显示, 与改性聚乳酸-I型
胶原支架对照组和空白对照组相比, 改性聚乳酸-I
型胶原载BM-MSCs组创面愈合快, 新生表皮较厚, 
新生血管及皮肤附属器较多。提示创面愈合与BM-
MSCs能够释放促进创面愈合的生长因子、细胞因

子及其所处的微环境相关细胞有关。

3.2   脐带血干细胞(human umbilical cord blood 
stem cells, HUCB-SCs)移植

Elsharawy等[43]将大鼠随机分为三组: 对照组、

糖尿病对照组和干细胞治疗组, 制备糖尿病大鼠右

前肢溃疡模型。采用免疫磁珠法获得人脐血CD34+
干细胞, 对干移植治疗组伤口创面注射人脐带血

CD34+干细胞。通过光显微镜、电子显微镜提示: 
CD34+干细胞具有分化潜能, 分化成VECs促进血管

生成, 或通过旁分泌的方式来刺激新生血管形成, 并
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有助于新角质细胞的形成及真皮成纤维细胞胶原沉

积, 促进创面愈合。这为糖尿病溃疡治疗提供了新

方法、新手段。但本实验存在不同种属之间干细胞

移植治疗的危险性, 也存在人与动物之间的伦理问

题。

正常创伤愈合是一个具有活力且复杂的过程, 
它包括血管的闭合、血块的凝固、急性炎症反应、

细胞迁移、增殖、分化、血管生成、上皮形成和细

胞外基质的合成及重建[44]等。而肉芽沉积和上皮化

是人类所有慢性溃疡愈合最常见和最主要的机制。

有研究显示, 糖尿病慢性创面难以愈合主要在于缺

乏血管生成[45]。BM-MSCs能够分泌可溶性、具有

促血管增生及细胞保护性作用的因子如VEGF, 不
仅是目前已知的一种最强的血管生成因子, 还能刺

激肉芽组织及上皮的形成、角质形成细胞和成纤维

细胞的移行; BM-MSCs能够向创伤或炎症病灶中迁

移, 通过旁分泌生长因子、基质重塑、免疫调节和

抗炎等参与受损组织的再生, 刺激细胞的增殖和分

化, 促进受损组织的修复[46-47]。虽然目前还没有干细

胞治疗人类疾病时发生癌变的报道, 但Mishra等[48]和

Tolar等[49]分别发现BM-MSCs能够分化为癌相关肌

成纤维细胞和肉瘤, 因此, 应用于临床时应注重干细

胞治疗的安全性。

4   干细胞移植治疗糖尿病周围神经病变

的实验研究
糖尿病周围神经病变模型通过经腹腔注射STZ

或加高脂饲料喂养后腹腔注射制作。

4.1   骨髓单个核细胞(bone marrow mononuclear 
cells, BM-MNCs)移植

Kim等[50]沿大鼠坐骨神经肌肉注射BM-MNCs
后, 分不同时间段检测神经传导速度(nerve conduc-
tion velocity, NCV)、神经滋养血管血流量、神经血

流量,血管坐骨神经荧光成像、共聚焦显微镜分析内

皮细胞及其内的血管结构形态特征, 定量逆转录聚合

酶链式反应测定神经中的血管生成因子和神经营养

因子等。结果表明, BM-MNCs可改善糖尿病大鼠运

动神经传导速度、增加神经血流、增强神经血管新

生以及诱导神经营养因子的高表达, 对糖尿病周围神

经病变起到治疗作用。Naruse等[51]单侧后肢骨骼肌

注射BM-MNCs, 对侧后肢骨骼肌注射生理盐水作为

对照, BM-MNCs移植2 w后, 进行坐骨神经传导速度

(sciatic nerve conduction velocity, MNCV)、感觉神经

传导速度(sensory nerve conduction velocity, SNCV)、
坐骨神经血流量(sciatic nerve blood flow, SNBF)、神

经营养因子-3(neurotrophins-3, NT-3)的mRNA表达

水平和组织学检测。与生理盐水相比, 糖尿病大鼠

肌肉注射BM-MNCs移植痛觉异常(如机械冷痛觉过

敏)显著改善, 并减缓MNCV、SNCV和减少SNBF, 
减少NT-3的mRNA表达和改善后肢肌肉微血管数, 
但对表皮内神经纤维密度无明显效果。这些结果充

分阐明BM-MNCs移植治疗糖尿病神经病变的作用

机制: 在局部缺血组织诱导的血管生成因子、细胞

因子如VEGF、bFGF、SDF-1α和单核细胞趋化蛋

白 -1(monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1)作
用下, 形成新生血管, 缓解末梢血流障碍; 诱导神经

保护因子、营养因子生成, 减缓糖尿病神经病理性

改变, 进而为未来的临床研究提供一种新方法。

4.2   骨髓内皮祖细胞(bone marrow endothelial 
progenitor cells, BM-EPCs)移植

Jeong等[52]对BM-EPCs进 行CM-DiI标 记, 沿

C57BL/6J小鼠坐骨神经皮下肌肉注射, 对照组注射

相同体积的生理盐水, 分不同时间段检测指标显示: 
EPC移植改善糖尿病小鼠的神经功能, 运动和感觉

NCV逐渐恢复正常水平; 甩尾实验显示, 与非糖尿病

对照组小鼠相比, DM-saline组小鼠甩尾温度显著增

加, 相反地, DM-EPC组小鼠甩尾温度显著降低, 指
示感觉神经功能恢复; 肢体激光多普勒血流成像显

示, 与DM-saline小鼠相比, DM-EPC的血流量、血流

量率及神经滋养管均明显增加; 坐骨神经和股肌血

管荧光成像显示, BM-EPCs优先移植到坐骨神经, 并
仅在神经中检测到SDF-1α和MCP-1的表达, 而肌肉

中未检测到, 肌肉注射EPCs通过神经直接调制发挥

治疗作用, 不通过肌肉内的血管新生。组织学检查发

现, 在后肢肌肉中移植的EPCs是少数, 且大多的EPCs 
8 w内消失, 然而在坐骨神经中EPCs存活了12 w; BM-
EPCs移植到神经部分分化成VEC, 通过旁分泌生成

雪旺氏细胞、细胞因子、神经营养因子, 促进神经

滋养管新生, 对BM-EPCs移植为治疗糖尿病周围神

经病变提供一个新选择。

4.3   骨髓间充质干细胞(bone marrow mesenchymal 
stem cells, BM-MSCs)移植

Shibata等[53]将从成年大鼠骨髓中分离出的

MSCs移植到STZ诱导8 w后的糖尿病大鼠下肢骨骼
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肌内, 移植后4 w对移植位点进行评估。结果发现, 
在注射BM-MSCs的糖尿病大鼠下肢肌肉内, VEGF
和bFGF的mRNA表达显著升高; 糖尿病大鼠痛觉减

退、MNCV传导延迟、SNBF降低、腓肠肌毛细血

管数与肌纤维比值降低等均可通过BM-MSCs移植

得到改善, 且BM-MSCs移植可使糖尿病大鼠的轴

突圆度恢复正常。实验结果提示, BM-MSCs具有

多向分化潜能, 自体分泌血管生成因子, 如VEGF和
bFGF; 改善移植周围微环境, 维持移植时存活率; 可
能分化成神经细胞, 如星形胶质细胞、少突胶质细

胞及雪旺氏细胞; 也可能分化成血管结构等, 进而对

糖尿病周围神经病变起到治疗作用。

4.4   人脐血内皮祖细胞(human umbilical cord 
blood endothelial progenitor cells, HUCB-EPCs)
移植

Naruse等[54]将雄性免疫缺陷裸鼠(F344/N rnu/
rnu)随机分为正常组和糖尿病模型组, 通过腹腔注

射STZ诱导糖尿病模型, 两组分别局部肌肉注射

HUCB-EPCs和生理盐水。结果显示, 糖尿病模型组

单侧肌肉注射HUCB-EPCs与生理盐水相比, 后肢骨

骼肌肉显著改善受损的MNCV和SNBF, 与正常组相

比, 结果无显著性差异。组织学研究表明, 与生理盐

水注射侧相比, 糖尿病模型组HUCB-EPC注射侧后

肢骨骼肌肉微血管数量的增加, 与正常组相比, 结
果无显著性差异。这些发现表明, HUCB-EPCs移植

可避免同种异体移植不良免疫反应的发生, HUCB-
EPCs移植在局部缺血区分化诱导新生血管, 增加缺

血区血液供应, 减缓血液流动障碍; 且HUCB-EPCs
与其他来源的EPCs相比, 具有较高的增殖能力, 可
能是一种治疗人类糖尿病周围神经病变的有效方

法。

目前, 已经提出几种糖尿病周围神经病变的机

制, 包括缺血及缺氧性因素、神经多元醇代谢病变、

神经营养因子降低、活性氧物质产生、神经微血管

病变等。干细胞移植治疗也可促进血管新生、促进

神经滋养管新生, 且在神经中存活时间比肌肉中更

长, 促进神经营养因子生成, 进而治疗糖尿病周围的

神经病变。

5   小结
综上所述, 干细胞移植作为治疗糖尿病足的一

项新技术, 是血管再生的研究热点, 利用干细胞的高

度增殖、自我更新和多向分化潜能, 其可塑性强, 移
植后能分化为VEC、SMC、星形胶质细胞、少突胶

质细胞、雪旺氏细胞等多种细胞。通过自分泌及旁

分泌机制分泌血管生成因子、细胞因子及神经营养

因 子 如VEGF、bFGF、SDF-1α、MCP-1、NT-3等, 
促进血管新生, 恢复局部组织血流。在糖尿病足动

物实验中取得了显著疗效, 并在短期内均未出现明

显不良反应和严重后果。干细胞移植技术在国内外

开展的实验中均取得了成功, 为临床应用干细胞移

植治疗技术提供有效性和安全性依据。

目前, 干细胞移植治疗糖尿病足动物实验的方

法有局部肌肉注射法和静脉血管输注法, 多采用局

部肌肉注射法。实验研究表明, 局部肌肉注射法优

于静脉血管注射法, 但此法有增加感染的风险; 静脉

血管输注法更符合干细胞的归巢、趋化作用原理, 
但干细胞经静脉血管输注可移植全身, 可能加重糖

尿病视网膜病变, 有待进一步研究。

近年来, 大量动物模型体内研究表明, 干细胞

移植可以促进局部的治疗性血管形成。植入的干细

胞在特定的诱导条件下, 能够分泌大量的细胞因子

及生长因子, 参与新的毛细血管的生成, 改善局部微

循环, 增加末梢足部血供, 促进糖尿病足愈合, 在糖

尿病下肢缺血、糖尿病溃疡和糖尿病周围神经病变

治疗中具有广阔的应用前景, 已经成为当今生命科

学的研究热点。然而, 干细胞移植作为一项新技术, 
移植治疗糖尿病足实验开展时间较短, 还存在如下

问题: (1)如何获得更多的干细胞; (2)如何提高干细

胞的纯度; (3)如何统一干细胞质量检测的方法; (4)
干细胞移植时所需的数量、时机及有效成分, 如何

能达到最佳的治疗效果; (5)干细胞移植到动物体内

后, 如何鉴定其存活率、有效率及远期疗效; (6)其
远期治疗是否出现无法控制的细胞分化、增殖等并

发症及有无可能出现致瘤性; (7)如何进一步明确其

治疗机制。随着动物实验研究的深入, 相信以上这

些问题会逐渐得到解决。
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