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研究论文

高糖预处理内皮细胞条件培养基对脐带间充质

干细胞增殖和凋亡的影响
李  循  龙皎月  朱  明   邢  伟  郭    黄  宏  徐  祥*

(第三军医大学大坪医院野战外科研究所, 创伤、烧伤与复合伤国家重点实验室, 重庆 400042) 

摘要      为了探讨体外高糖诱发内皮细胞损伤而继发性对人脐带间充质干细胞(human 
umbilical cord-derived mesenchymal stem cell, hUC-MSC)增殖和凋亡的影响及其机制, 该研究采用

酶消化法分离培养人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein endothelial cell, hUVEC), 制备不同糖浓

度(5, 30 mmol/L)培养hUVECs 24, 48, 72 h条件培养基(conditioned medium, CM); 内皮细胞条件培

养基(hUVEC-CM)培养hUC-MSC 3 d, 实时细胞监测系统检测hUC-MSC的增殖; Annexin V/PI双染

流式细胞术检测细胞的凋亡情况; Western blot法检测细胞凋亡相关蛋白Bcl-2、Bax和Cl-Caspase3
的表达。结果显示, 条件培养基培养hUC-MSC 3 d后, 与对照组相比, hUVEC-CM(HG)组hUC-MSC
的增殖活力明显降低, 凋亡率显著升高, 凋亡相关蛋白Bcl-2的表达明显减少, Bax及Cl-Caspase3的
表达明显增加(P<0.05)。以上表明, hUVEC-CM(HG)能抑制hUC-MSC的增殖, 并通过调节凋亡相

关蛋白Bcl-2、Bax、Cl-Caspase3的表达诱导hUC-MSC凋亡。

关键词      人脐静脉内皮细胞; 人脐带间充质干细胞; 细胞增殖; 细胞凋亡

Effects of the Conditioned Medium after Culturing Endothelial Cell with 
High Concentration of Glucose on the Proliferation and Apoptosis of 
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Abstract       To investigate the effect of simulated diabetic microenvironment on proliferation and apoptosis 
of cultured human umbilical cord human umbilical cord-derived mesenchymal stem cell (hUC-MSC), human 
umbilical vein endothelial cell (hUVEC) were isolated from fresh umbilical cords by collagenase digestion, and 
then subjected to two concentrations of glucose (5, 30 mmol/L) for 24, 48, 72 h to obtain hUVEC-CM. hUC-
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MSC were cultured in the hUVEC-CM for 3 days, then their viability and proliferation were determined by RTCA 
xCELLigence system, and apoptosis of the hUC-MSC was quantified by flow cytometry (Annexin V-FITC/PI 
dual fluorescence). The protein levels of Bcl-2, Bax and Cl-Caspase3 were detected by Western blot. The results 
demonstrated that compared with the control group, hUVEC-CM(HG) reduced viability and proliferation and 
increased apoptosis of the hUC-MSC, which was associated with increased levels of Bax and Cl-Caspase3, and 
decreased levels of Bcl-2. The results proved that hUVEC-CM(HG) induced apoptosis and inhibited the viability 
and proliferation of hUC-MSC through regulating the expression of Bcl-2, Bax and Cl-Caspase3. 

Keywords       human umbilical vein endothelial cells; human umbilical cord-derived mesenchymal stem 
cells; cell proliferation; apoptosis

间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)
是一类来源于骨髓、脂肪、脐带等多种组织的具有

强大增殖能力和多向分化潜能的成体干细胞[1]。因

其具有来源广泛, 易于分离、培养、扩增和纯化, 低
免疫原性等特点, 已成为组织工程、细胞治疗等领

域中的理想种子细胞[2]。大量研究证实, MSCs在组

织损伤修复和免疫调节方面发挥重要作用[3-5], 对包

括糖尿病微血管并发症在内的许多种类疾病的治疗

都取得了不错的疗效[6-7], 但仍有部分患者对干细胞

治疗并不敏感[8]。研究发现, 外源性MSCs进入糖尿

病患者体内或者难愈创面局部后极易死亡, 但机制

仍不清楚[9]。已证实, 血管内皮细胞对高糖敏感, 易
发炎症反应而损伤。相反, 我们前期的研究证实, 高
糖不仅不抑制MSCs的增殖反应, 反而促进MSCs细胞

的生长。为此, 推测MSCs在糖尿病患者体内极易死

亡, 原因之一可能是高糖诱导内皮细胞损伤后的继

发性事件, 即糖尿病患者体内高浓度葡萄糖致内皮

细胞损伤而改变患者体内微环境, 继而影响MSCs的
增殖和凋亡。本研究旨在探讨MSCs继发于高糖诱导

内皮细胞损伤后增殖和凋亡的分子机制, 为寻找增

强间充质干细胞移植治疗糖尿病微血管病变的新策

略提供理论依据。

1   材料与方法
1.1   主要试剂及仪器

DMEM无糖培养基、胰蛋白酶、胎牛血清

(FBS)均购自美国Gibco公司; I型胶原酶、葡萄糖

粉、内皮细胞生长因子(EGF)均购自美国Sigma公
司; 干细胞成骨、成软骨、成脂肪分化培养基均购

自美国Cyagen公司; 兔抗Bcl-2、Bax、Caspase3单
克隆抗体购自Cell Signaling公司; 辣根过氧化物酶

标记的二抗、荧光标记的二抗购自上海联科生物

技术有限公司; 人CD29、CD31、CD34、CD45、
CD90、CD105标记抗体、Annexin V-FITC/PI凋亡

试剂盒购自美国BD公司; 其他常用试剂为国产分

析纯。

主要仪器有: xCELLigence细胞功能分析仪DP
系统 (xCELLigence RTCA DP, ACEA Biosciences)、
流式细胞仪(NovoCyteTM, ACEA Biosciences)、West-
ern blot半干燥转移装置 (Trans-Blot SD Semi-Dry 
Transfer Cell, Bio-Rad)、凝胶/印记成像系统(Chemi-
DocTM MP Imaging System, Bio-Rad)。
1.2   细胞培养

1.2.1   人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein end-
othelial cell, hUVEC)体外培养       由大坪医院妇产

科提供健康产妇足月剖宫产脐带(经产妇及家属知

情同意)。hUVEC原代培养参照Jaffe等[10]的方法并

加以改进。取脐带20~30 cm, 剪去两端血管钳夹痕

部分, 无菌生理盐水洗净脐带表面。自脐静脉一端

插入16号针头, 血管钳钳夹固定同时夹闭血管腔, 
从针头注入生理盐水冲洗静脉腔直至静脉另一端

流出无色清澈液体。夹闭脐静脉另一端, 从针头向

静脉腔内注入1 g/L I型胶原酶至静脉管腔充盈, 置
于37 °C孵箱中消化8~10 min。消化后静脉穿刺收

集消化液, 1 000 r/min离心5 min, 弃上清, 用DMEM
培养基(含20% FBS、5 mmol/L葡萄糖、10 ng/mL 
EGF、100 U/mL青霉素、100 mg/mL链霉素)重悬

细胞, 接种于10 µg/mL I型胶原包被的培养瓶中, 置
于37 °C、5% CO2孵箱中培养, 24 h后换液去除血细

胞及未贴壁细胞。之后每2 d换液, 待细胞生长汇合

至90%以上时用0.25%胰蛋白酶/EDTA消化, 1:2传
代后用DMEM培养基(15% FBS、5 mmol/L葡萄糖、

10 ng/mL EGF、100 U/mL青 霉 素、100 mg/mL链
霉素)继续培养。本实验所用hUVEC为2~5代。
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1.2.2   人脐带间充质干细胞(human umbilical cord-
derived mesenchymal stem cell, hUC-MSC)体外培养

hUC-MSC由本实验室分离培养备用。用DMEM培

养基(含10% FBS、5 mmol/L葡萄糖、100 U/mL青
霉素、100 mg/mL链霉素), 置于37 °C、5% CO2孵

箱中培养。大约3 d, 细胞生长汇合至90%以上时用

0.25%胰蛋白酶/EDTA消化, 1:3传代后用DMEM培

养基继续培养。本实验所用hUC-MSC为4~7代。

1.3   细胞鉴定

1.3.1   hUVEC的鉴定      取第3代hUVEC, 以1.0×104/孔
密度接种至10 µg/mL I型胶原包被的共聚焦培养皿

中。培养24 h后PBS清洗2次, 每次3 min, 加入4%
多聚甲醛室温固定30 min, 用预冷PBS清洗2次, 每
次3 min, 滴加0.2% Triton X-100作用15 min, 预冷

PBS清洗2次, 每次3 min, 滴入5% BSA封闭液覆盖

整个培养皿底部, 室温封闭20 min, 加入山羊抗人

CD31单克隆抗体工作液, 于4 °C过夜。同时, 另一

小皿不加一抗作阴性对照。次日, 用PBS清洗3次, 
每次3 min, 在暗室中向共聚焦小皿中滴加FITC标记

的兔抗山羊IgG, 室温避光孵育1 h, PBS清洗3次, 每
次3 min, 荧光显微镜下观察并摄像。

1.3.2   hUC-MSC的鉴定      成骨分化: 取第4代hUC-
MSC, 以5.0×104/孔密度接种至明胶包被的6孔板中, 
待细胞生长汇合至70%后, 将生长培养基更换为成

骨分化培养基, 每2~3 d换液1次。3周后, 用4%多聚

甲醛固定细胞20 min, 40 mmol/L茜素红(pH4.1)染色

10 min, 观察鉴定。成软骨分化: 取第4代hUC-MSC, 
以5.0×104/孔密度接种至6孔板中, 待细胞生长汇合

至70%后, 将生长培养基更换为成软骨分化培养基, 每
2~3 d换液1次。3周后, 4%多聚甲醛固定细胞20 min, 
阿尔新蓝(alcian blue)染色10 min, 观察鉴定。成脂肪

分化: 取第4代hUC-MSC, 以1.0×105/孔密度接种至6
孔板中, 待细胞生长汇合至100%后, 用成脂肪分化

诱导培养基培养细胞48~72 h后, 更换为成脂肪分化

维持培养基培养细胞48~72 h。重复刺激3次。3周后, 
4%多聚甲醛固定细胞20 min, 油红O染色10 min, 观
察鉴定。

1.4   hUVEC条件培养基的制备

取正常培养的第3或4代hUVEC, 细胞汇合率

为60%~70%, PBS清洗2次后向高糖组加入DMEM
培养基(含5% FBS、30 mmol/L葡萄糖、10 ng/mL 
EGF、100 U/mL青霉素、100 mg/mL链霉素), 向

对照组加入DMEM培养基(含5% FBS、5 mmol/L
葡萄糖、10 ng/mL EGF、100 U/mL青霉素、100 
mg/mL链霉素), 分别放入37 °C、5% CO2孵箱中培

养。24, 48, 72 h时收集条件培养基, 1 200 r/min离心

5 min, 去除漂浮的细胞, 置于–80 °C冰箱中储存备

用。

1.5   实时细胞分析(real time cellular analysis, RTCA)
向无菌E-plate中每孔加入50 µL DMEM培养

液(含10%胎牛血清、5 mmol/L葡萄糖、100 U/mL
青霉素、100 mg/mL链霉素), 放入实时细胞分析仪

中, 待系统检查连接正常检测各孔基线值之后取出

E-plate, 在超净工作台中接种预先制备的hUC-MSC
细胞悬液, 每孔接种2×103细胞, 将E-plate静置30 min
后再次放入仪器, 设置实验参数, 共检测120 h, 每
隔15 min检测1次。待细胞进入对数生长期时取出

E-plate, 吸尽各孔中的培养基, 按实验分组加入24, 48, 
72 h收集到的高糖组和对照组的条件培养基200 µL, 
每组设置3个复孔, 再将E-plate放入仪器中继续检测。

RTCA基于阻抗分析的xCELLigence System, 可将

各孔贴壁细胞产生的阻抗信号转化为细胞指数(cell 
index, CI)值, 并绘制出相应的细胞生长曲线, 从而间

接反映细胞的增殖情况。

1.6   流式细胞术

流式细胞术应用于细胞表面标志物鉴定。胰

蛋白酶消化收集第3代hUVEC或第4代hUC-MSC, 
1 000 r/min离心5 min, 弃上清, 加入3 mL PBS重悬细

胞, 均匀分至3个1.5 mL离心管中, 1 000 r/min离
心5 min, 弃上清, 向每支离心管中加入98 µL PBS及
2 µL流式细胞术抗体, 混匀后置于4 °C避光孵育

30 min。1 000 r/min离心5 min, 弃去上清, 加入1 mL 
PBS洗涤细胞, 再以1 000 r/min离心5 min, 弃去PBS。
之后用100 µL PBS重悬细胞, 流式细胞仪采样分析。

Annexin-V/PI双染检测细胞凋亡。将hUC-
MSC以1.0×105/孔接种于6孔板中, 培养24 h后, 按实

验分组加入24, 48, 72 h收集到的高糖组和对照组的

条件培养基2 mL。37 °C、5% CO2孵箱中培养3 d
后用不含EDTA的胰蛋白酶消化收集各组贴壁细胞, 
1 000 r/min离心5 min收集各组培养液中漂浮细胞, 
加入4 °C预冷的PBS洗涤2次, 1 000 r/min离心5 min, 
弃上清后加入500 µL Binding Buffer悬浮细胞, 加入

5 µL Annexin V-FITC混匀后, 再加入5 µL碘化丙啶

混匀, 室温避光反应15 min; 1 h内流式细胞仪检测
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细胞凋亡情况。

1.7   Western blot
取第5代hUC-MSC, 以6.0×105/孔接种于10 cm细

胞培养皿, 待细胞生长汇合至60%用PBS清洗2次, 分
别加入72 h高糖组及对照组条件培养基, 置于37 °C、
5% CO2孵箱中培养3 d后, 向各培养皿加入预冷的

PBS清洗2次, 吸尽PBS后加入150 µL预冷的RIPA裂

解液, 置于冰上裂解细胞10 min, 4 °C、12 000 r/min
离心10 min, 取上清, Bradford法测定蛋白质浓度, 经
10% SDS-PAGE电泳分离后, 半干燥转移至硝酸纤

维素膜上, 无水乙醇封闭2 min, 分别加入兔抗Bcl-2、
Bax和Caspase3单克隆抗体(1:1 000稀释), 4 °C孵育

过夜。次日, TPBS洗膜5次, 每次5 min, 加入HRP标
记的羊抗兔IgG(1:10 000稀释), 室温孵育2 h, TPBS
洗膜5次, 每次5 min, 用显色试剂盒化学发光显迹, 
使用印记成像系统采集图像。

1.8   统计学分析

应用SPSS 18.0进行统计学分析, 实验数据以均

数±标准差(x
_
±s)表示, 组间比较采用t检验及单因素

方差分析, 以P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   hUVEC形态学观察及表面抗原鉴定

倒置相差显微镜下观察可见, 原代培养的

hUVEC呈小多角形, 消化传代的细胞4 h左右可贴

壁, 培养2~3 d细胞汇合率约90%, 逐渐生长成单层, 
呈铺路石状排列(图1A)。hUVEC CD31免疫组织化

学染色法可见发绿色荧光的呈小多角形的细胞(图
1B)。流式细胞术检测结果表明, 第3代hUVEC的表

面抗原CD31+所占比例为97.28%(图1C)。
2.2   hUC-MSC体外诱导三系分化及表面标志鉴定

倒置相差显微镜下观察可见, 正常培养的hUC-
MSC呈梭形, 漩涡样排列(图2A)。体外诱导hUC-
MSC分别向骨、软骨、脂肪分化, 可见hUC-MSC
成功分化为具有骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞特

征的细胞(图2B~图2D)。流式细胞术检测结果表

明, 第4代hUC-MSC表面标志为CD29+CD34–CD45–

CD90+CD105+(图2E)。
2.3   高糖及hUVEC条件培养基对hUC-MSC增殖

的影响

使用正常糖浓度(5 mmol/L, NG)和高糖浓度

A: 正常生长的hUVECs(40×); B: CD31免疫组织化学染色(40×); C: 流式鉴定第3代hUVECs表面抗原CD31的阳性率(纯度)。
A: hUVECs in normal condition (40×); B: immunohistochemical staining of CD31(40×); C: purity of the 3rd passage of hUVECs as indicated by CD31 
immuno-flow cytometry.

图1  hUVEC培养和鉴定

Fig.1  Culture and identification of hUVEC
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(30 mmol/L, HG)DMEM培养基培养hUC-MSC, 连续

监测发现, 与NG组相比, HG组能促进hUC-MSC的
增殖(图3A)。使用正常糖浓度培养hUVEC 24, 48, 
72 h的条件培养基刺激hUC-MSC后, 连续监测发现, 
hUVEC-CM(NG)对hUC-MSC的增殖无明显影响(图
3B)。使用hUVEC-CM(HG)刺激hUC-MSC后, 连续

监测发现, 与对照组相比, hUVEC-CM(HG)组明显

抑制hUC-MSC的增殖, 并且这种抑制效果随着高糖

处理hUVEC时间的延长而增强, 高糖处理hUVEC 
72 h条件培养基组抑制hUC-MSC增殖的效果最为明

显(图3C)。
2.4   hUVEC条件培养基对hUC-MSC凋亡的影响

hUVEC-CM培养hUC-MSC 3 d, Annexin-V/PI
双染检测细胞凋亡情况。结果显示, 正常糖浓度

(5 mmol/L)培养hUVEC 24, 48, 72 h所得条件培养

基分别培养hUC-MSC 3 d, 各组细胞凋亡率分别为: 

A: 正常生长的hUC-MSC(40×); B: hUC-MSC成骨分化, 红色为钙沉积(茜素红染色, 200×); C: hUC-MSC成软骨分化, 蓝色为糖胺聚糖(阿尔新蓝

染色)(200×); D: hUC-MSC成脂肪分化, 红色为细胞内脂滴(油红O染色), (200×); E: 流式细胞术鉴定hUC-MSC的表面标志物。

A: hUC-MSC in normal condition (40×). B: osteogenic differentiation of hUC-MSC; red represented calcium deposition (alizarin red stain, 200×). C: 
chondrognic differentiation of hUC-MSC; blue represented glycosaminoglycan (alcian blue stain, 200×). D: adipogenic differentiation of hUC-MSC; 
red represents lipid droplet (oil red O stain, 200×). E: detection of surface markers of hUC-MSC by flow cytometry.

图2  hUC-MSC培养和鉴定

Fig.2  Culture and identification of hUC-MSC
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(5.45±1.08)%、(5.50±0.41)%、(5.96±0.59)%, 差异无

显著性(F=0.426, P>0.05); 高糖浓度(30 mmol/L)培养

hUVEC 24, 48, 72 h所得条件培养基分别培养hUC-
MSC 3 d, 各组胞凋亡率分别为 : (10.58±0.65)%、

(16.05±0.55)%、(46.27±2.40)%, 差异具有显著性

(F=512.31, P<0.05), 且不同时间收集的条件培养基

高糖组hUC-MSC凋亡率均明显高于对应时间点的

对照组(P<0.05)。
2.5   hUVEC条件培养基对hUC-MSC凋亡相关蛋

白Bcl-2、Bax和Cl-Caspase3表达的影响

由结果2.4得出, 正常糖浓度hUVEC-CM对hUC-
MSC凋亡无明显影响, 而高糖培养hUVEC 72 h组
条件培养基与其他各组相比凋亡最明显。为便于

观察, 我们采用Western blot法检测72 h收集到的高

糖与对照组条件培养基刺激hUC-MSC 3 d后, hUC-

MSC凋亡相关蛋白的表达。结果显示, 与对照组

相比 , hUVEC-CM(HG)组hUC-MSC Bcl-2蛋白质水

平明显降低, Bax和Cl-Caspase3蛋白质水平明显升

高, hUVEC-CM(HG)组与对照组Bcl-2/Bax比值分别

为0.33±0.06、1.26±0.11, 差异具有显著性(t=9.324, 
P<0.05)。hUVEC-CM(HG)组与对照组Cl-Caspase3/
β-actin比值分别为0.13±0.03、0.28±0.05(图5), 差异

具有显著性(t=8.693, P<0.05)。

3   讨论
糖尿病是由多种病因引起的以高血糖为特征

的代谢异常综合征。国际糖尿病联合会最新发布的

《糖尿病地图》显示, 全球约有3.82亿成年人患有糖

尿病, 其中中国的糖尿病患者人数居全球之首, 调
查统计人数为1.14亿。糖尿病本身不一定造成危害, 
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A: under the non-conditioned medium, effects of high glucose on the proliferation of hUC-MSC; B: effects of hUVEC-CM with 5 mmol/L glucose for 
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图3  高糖及hUVEC-CM对hUC-MSC增殖的影响

Fig.3  Effects of high glucose and hUVEC-CM on the proliferation of hUC-MSC
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图4  hUVEC-CM对hUC-MSC凋亡的影响

Fig.4  Effects of hUVEC-CM on the apoptosis of hUC-MSC

A: 凋亡相关蛋白Bcl-2、Bax和Cl-Caspase3蛋白质水平; B: Bcl-2/Bax蛋白质水平比值的变化; C: Cl-Caspase3/β-actin蛋白质水平比值的变化。

*P<0.05, 与对照组相比。

A: protein levels of Bcl-2, Bax and Cl-Caspase3; B: ratio of Bcl-2/Bax; C: ratio of Cl-Caspase3/β-actin. *P<0.05 vs control group.
图5  hUC-MSC凋亡相关蛋白Bcl-2、Bax和Cl-Caspase3的表达

Fig.5  Protein levels of Bcl-2, Bax and Cl-Caspase3 in hUC-MSC
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但长期血糖增高, 大血管、微血管受损并危及心、脑、

肾、周围神经、眼睛、足等的健康, 据世界卫生组

织统计, 糖尿病并发症高达100多种, 是目前已知并

发症最多的一种疾病。高糖刺激诱导血管内皮细胞

功能紊乱, 抑制其增殖和迁移能力, 促进细胞凋亡, 
是糖尿病微血管病变的主要原因[11-13]。目前, 除控

制糖尿病血糖浓度的原发病治疗外, 许多学者根据

内皮细胞功能紊乱发生的不同环节, 分别应用血管

紧张素转化酶(angiotensin converting enzyme, ACE)
抑制剂、他汀类药物、二甲双胍、抗氧化剂、叶酸、

PKC抑制剂、精氨酸、四氢生物蝶呤和多酚类等药

物保护糖尿病患者血管内皮细胞, 防治血管病变, 但
临床疗效不甚明显。血管搭桥、介入手术等治疗方

法对改善大血管病变有一定疗效, 但对于微血管病

变有其局限性。

干细胞移植是近年出现的治疗糖尿病微血管

并发症的新方法。研究证实, 干细胞在微血管修复

重建及糖尿病难愈创面治疗中发挥重要的作用, 来
源于外周血、骨髓、脐带和脂肪等组织的内皮祖细

胞均可促进各种缺血性疾病新生毛细血管的形成[14]。

正常生理条件下, 受创组织区细胞可释放一些趋化

因子, 如SDF-1和基质金属蛋白酶等, 进而动员内皮

祖细胞从骨髓等干细胞壁龛中释放入血液循环, 细
胞随循环被趋化募集至受损组织区, 首先与活化的

血管内皮细胞发生相互作用而被扣留; 随后, 其一方

面通过旁分泌各种血管生成因子, 刺激血管内皮细

胞活化、增殖和迁移, 间接参与微血管的新生; 另一

方面, 内皮祖细胞可迁移至血管壁外侧, 直接分化形

成血管内皮细胞参与微血管的新生[15-16]。然而目前, 
尽管利用干细胞移植治疗糖尿病微血管并发症已取

得一些不错的进展, 但也发现, 这一治疗技术也不甚

理想, 对部分患者有效, 而部分患者无效。究其原因, 
这与糖尿病患者内源性干细胞水平降低和活性干细

胞不能有效聚集于受损组织区有关[17-19]。

有研究证实, 在糖尿病患者波动性持续高糖

刺激下, 功能紊乱的内皮细胞可大量释放TNF-α、
IL-6、IL-8等炎症因子, 释放的TNF-α介质又反过来

与内皮细胞上的TNF 1型受体(tumor necrosis factor 
receptor 1, TNFR1)结合, 启动TNFR1的下游信号, 并
激活pro-Caspase-8信号, 通过死亡受体途径诱导内皮

细胞的凋亡。再者, 糖尿病患者常伴有脂质代谢异常, 
血液中甘油三酯、总胆固醇、低密度脂蛋白水平升高, 

升高的氧化低密度脂蛋白能引起内皮细胞氧化应激

损伤, 释放出多种黏附分子、炎性因子, 促进白细胞

向内皮细胞黏附, 进一步加重炎性反应[20-21]。另有

研究证实, 单独的高糖能促进干细胞的增殖, 前期体

外实验也证明了这一点。所以我们推测, 糖尿病患

者体内干细胞所处的糖尿病微环境是影响其活力和

功能发挥的主要因素。

血管内皮为单层内皮细胞, 位于组织和循环血

液之间, 血液中各种致病因素首先作用于血管内皮

细胞。本研究使用高糖条件下内皮细胞条件培养基

模拟糖尿病微环境, 采用RTCA检测其对干细胞增

殖能力的影响, 结果显示, hUVEC-CM(HG)组明显

抑制hUC-MSC的增殖, 并且这种抑制效果随着高糖

处理hUVEC时间的延长而增强, 说明糖尿病微环境

引起干细胞活性的改变。进一步采用Annexin V/PI
双染流式细胞术检测细胞凋亡发现, 与对照组相比, 
hUVEC-CM(HG)组hUC-MSC凋亡率明显升高, 并且

随着高糖处理hUVEC时间的延长而逐渐增大。

目前的研究显示, 线粒体凋亡途径在细胞凋亡

中发挥重要作用, 细胞应激状态下理化因素的改变

会导致Bax蛋白活化并转运到线粒体外膜, 使线粒体

外膜通透性增加继而释放细胞色素C, 激活下游的

Caspase9而诱导细胞凋亡[22]。Bcl-2家族蛋白是线粒

体凋亡途径的关键调节分子, 它能通过与Bax竞争

性结合或直接阻止Bax促进细胞色素C的释放来发

挥其抗凋亡作用[23]。研究证实, 凋亡信号刺激后细

胞的存活状态与Bcl-2/Bax比值有关联[24]。Caspase3
是凋亡过程级联反应的下游, 被激活后诱导细胞发

生凋亡。正常状态下, Caspase3以无活性的前体形

式存在, 受到凋亡刺激后, Caspase3被上游成员激

活剪切形成相对分子量为17 000和12 000的活性亚

单位。活性Caspase3作用于相应底物, 导致细胞凋

亡[25]。我们对凋亡通路中发挥重要作用的凋亡相

关蛋白Bcl-2和Bax以及凋亡级联反应最终执行者

Cl-Caspase3的表达进行检测, 结果显示, hUVEC-
CM(HG)组hUC-MSC中Bcl-2的蛋白质水平明显降

低, Bax、Cl-Caspase3的蛋白质水平显著增高, 与对

照组相比, Bcl-2/Bax的比值明显降低, Cl-Caspase3/
β-actin比值明显升高, 提示hUVEC-CM(HG)组细胞

凋亡促发因素多于对照组, 与流式细胞术检测细胞

凋亡率结果一致。

综上所述, hUVEC-CM(HG)能抑制hUC-MSC
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的增殖, 并通过调节凋亡相关蛋白的Bcl-2、Bax和
Cl-Caspase3的表达促进其凋亡。然而, 到底是培养

基中哪种或哪几种成分的改变导致了这些结果, 有
待进一步实验去探寻。该种成分的发现将有助于明

确糖尿病微环境诱导干细胞功能失调的分子机制, 
对寻找增强干细胞移植治疗糖尿病微血管病变的新

策略具有重要意义。当然, 在体内高糖环境下, 可能

同时存在多种调节机制导致干细胞功能失调, 还将

有待进一步深入研究。
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