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晚期糖基化终产物对脂肪干细胞功能'血管新生能力的

影响及丹红注射液保护作用的实验研究
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摘要"目的"观察糖尿病机体主要的晚期糖基化终产物亚型$

3

! 羧甲基赖氨酸修饰白蛋白!

3

!

$"

=;F

$

G1H/:7B>/.

#

./I<?7 ;.G-:<?

$

',JI

%对脂肪干细胞"

;K<L1I7 B<II-7

$

K7F<M7K IB7: =7..I

$

NCO'I

#功能

及血管新生作用的影响及丹红注射液"

C;?>1?@ )?P7=B<1?

$

CQ

#的保护作用& 方法"采用酶消法从人皮下脂

肪组织中分离培养人
NCO'I

$并通过光学显微镜进行形态学观察'分化能力评估& 进一步采用
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$
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加
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组干预液对
NCO'I

增殖'迁移'凋亡和分泌功能的影响& 并通过体外血管新生实验

观察其对
NCO'I

血管新生能力变化情况的影响& 结果"与
VON

组比较$

',J

$

VON

组能显著抑制
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增殖和迁移的能力$增加凋亡$减少
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能显著促进
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对
NCO'I

增殖和迁移能力的抑制作用$改善
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对
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凋亡的促进作用$增加
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能抑制
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的增殖和迁移能力$促进其凋亡$抑制其血管新生能力&
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能改善
',JI

的作用&
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""近年来随着干细胞研究的不断深入!以干细胞移植

为主要方式的新型治疗模式((()治疗性血管新生

$

B>7F;L7-B<= ;?@<1@7?7I<I

%*已成为缺血性疾病治疗

新方案!备受关注+
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%!由于其取材便捷'移植后免疫排

斥弱等优势!作为治疗性血管新生的种子细胞!大量应

用于缺血性疾病的基础研究和临床干预- 然而!缺血性

疾病多伴有糖尿病'冠心病'高血压病等慢性疾病!机体

)三高*导致干细胞归巢及存活率下降!严重影响其临床

疗效- 尤其是机体长期处于高糖环境下!可导致晚期糖

基化终产物 $
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!
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%生成增多!引起氧化应激和促炎反应!导致机体

干细胞难以动员修复受损内皮!体外移植的干细胞也难

以归巢'存活+
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- 中医学)生脉*理论与治疗性血管新

生密切相关!大量研究结果显示!活血化瘀方(((丹红

注射液能显著改善缺血性疾病瘀血闭阻所致的胸痹及

中风等症状+
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- 本实验通过体外干预
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!观察

糖尿病机体最主要的
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亚型(((
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C;?>1?@ )?P7=

$
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!
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%的保护作用!为进一步优化中医药联合干细

胞移植促进缺血性疾病血管新生的基础研究和临床应

用提供新的理论依据-

材料和方法

#
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!用含
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的
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培养基重悬细胞
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! """ F E:< ?

离 心
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! 用
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洗 涤
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4" c

融合后!用
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"检测指标及方法

5

!

#

"

NCO'I

增殖能力检测"使用
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法评估
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细胞的增殖能力- 酶消
5

孔板中
NCO'I

!按每

孔
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个细胞
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培养基铺于
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孔板中!根据分
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饱和湿度条件下继续孵育
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把
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孔板置于摇床上摇动
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!以充分混匀待测体系-

在酶标仪上选择
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作为检测波长!选择
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作

为参考波长!进行双波长测定- 取
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!6 c

结晶紫染色
& :<?

- 随机计数
5

个高倍镜视

野细胞数!取其均值并记录!每组
6

次复孔-

5

!

&

"

NCO'I

凋亡能力检测"将干预后的
NCO'I

细胞用不含
9C*N

的胰酶消化收集!注意胰酶消化时间

不易过长!以避免假阳性- 收集悬浮细胞!

! """ FE:<?

离心
6 :<?

!弃培养基- 用冷
TVO

洗涤细胞两次$

! """

FE:<?

!离心时间
6 :<?

收集细胞%- 用
!"" #J #

'

V<?K

$

<?@ V-XX7F

悬浮细胞!浓度大约为
#

'

#"

5

E:J

-取
#"" #J

细胞悬液于
6 :J

的流式管中!加入
6 #J N??7H<? 0

$

S)*'

!轻轻混匀后于
! d4

&避光条件下孵育
#6 :<?

-

加入
#" #J T)

后轻轻混匀于
! d4

&避光条件下孵育

6 :<?

-在流式细胞仪检测- 设十字门!观察早期凋亡百

分率并记录- 每组重复
6

次-

5

!

$

"

NCO'I

分泌
09US

能力检测"采用人

09US

的
9J)ON

试剂盒检测
NCO'I

分泌
09US

的量-

首先制备标准曲线!取细胞培养上清
#"" #J

!分别加入

相应的
85

孔板孔中!

&%

&孵育
8" :<?

-

TVO

洗涤

&

次后!加入以适当比例稀释的生物素标记抗人
09US

抗体工作液
#"" #J

!

&%

&孵育
5" :<?

- 再次用
TVO

清洗
6

次- 每孔加入
8" #J *,V

显色液!

&%

&避光孵

育
!" d !6 :<?

!显色反应完成后立即加入
#"" #J

*,V

终止液!终止反应- 在终反应终止后
&" :<?

内!酶

标仪波长选择
$6" ?:

为检测波长!

5"& ?:

为参考波

长!通过检测的
DC

值计算
09US

浓度!并记录-

5

!

6

"

NCO'I

体外血管新生能力检测"采用体

外血管新生试剂盒 $

)? M<BF1 N?@<1@7?7I<I NII;/

a<B

%检测
NCO'I

体外血管新生能力- 将
9',;

$

BF <H*,

溶液和稀释缓冲液$

C<.-7?B V-XX7F

%置于
"

&

冰浴中!取
#"" #J

制冷后
#"

'

C<.-7?B V-XX7F

加入

8"" #J 9',;BF<H*,

溶液与
# :J 9T

管中!在
$

&

条件下混匀制备稀释
9',;BF<H*,

工作液!低温以避

免
9',;BF<H

凝胶凝固- 按每孔
6" #J

稀释好的
9'

$

,;BF<H*,

工作液于
85

孔板中!

&%

&孵育
# >

!使

:;BF<H

溶液凝固- 酶消离心法收集
NCO'I

!并用适

量培养基重悬- 以每孔
#

'

#"

$ 细胞!将
NCO'I

悬液

铺于制备好的
9',;BF<H*,

凝胶上- 置于
&%

& 含

6c 'D

!

的细胞培养箱中孵育!观察细胞网状形成情

况- 最长孵育
#5 >

后!细胞开始凋亡- 在光学显微镜

下拍摄照片!随机选取高倍镜下$ '

!""

%

5

个视野!计

数微血管分叉点数$

=;L<..;F/ B-G7 GF;?=> L1<?BI

%-

%

"统计学方法"采用
OTOO #4

!

"

统计软件进

行分析!数据以
H

(

I

表示!组间比较采用单因素方差

分析-

T W"

!

"6

为差异有统计学意义-

结""果

#

"

NCO'I

培养及鉴定结果$图
#

'

!

%"

NCO'I

在培养第
&

天可见成集落样生长$图
#N

%!第
4

天可

见细胞呈长梭形生长!细胞密集$图
#V

%- 成脂方案

诱导后!油红
D

染色可见细胞内含有大量脂滴$图

!N

%&成骨方案诱导后!茜红素染色可见细胞内含有橘

红色钙化结节$图
!V

%&成软骨方案诱导后!阿尔新蓝

染色可见细胞内有大量蓝色的胶原纤维$图
!'

%-

""注#

N

为
NCO'I

呈集落生长$箭头所指为细胞呈集落样生长%&

V

为
NCO'I

呈密集生长$箭头所指为细胞呈长梭状极性生长%

图
#

$

NCO'I

原代培养第
&

'

4

天形态特点"$ '

!""

%

!

"各组
NCO'I

增殖'迁移'凋亡及
09US

分泌

功能比较$表
#

%"与
VON

组比较!

',J

$

VON

组能显

著抑制
NCO'I

增殖'迁移和分泌
09US

!促进其凋

亡!差异具有统计学意义$

T W"

!

"6

%- 与对照组比较!

CQ

组能显著促进
NCO'I

的增殖'迁移和分泌
09US

!
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%

抑制其凋亡!差异具有统计学意义$

T W"

!

"6

%&与
',J

$

VON

组比较!联合治疗组能显著改善
',J

$

VON

对

NCO'I

增殖'迁移和分泌
09US

的抑制作用!逆转其

对凋亡的促进作用!差异具有统计学意义$

T W"

!

"6

%-

表
#

$各组
NCO'I

增殖'迁移'凋亡及
09US

分泌功能比较"$

H

(

I

%

组别
?

增殖

$

DC

值%

迁移

$

=7..I

%

凋亡率

$

c

%

分泌
09US

$

DC

值%

对照
5 "

)

&&&

(

"

)

"! !5

)

8

(

#

)

6 5

)

45

(

"

)

8$ 4!

)

68

(

#5

)

"&

VON 5 "

)

&6"

(

"

)

"& !8

)

6

(

$

)

6 5

)

$6

(

"

)

88 44

)

!!

(

!!

)

44

',J

$

VON 5

"

)

#%%

(

"

)

"#

!

#6

)

%

(

&

)

"

!

#%

)

$4

(

#

)

4&

!

5"

)

8#

(

#!

)

$5

!

CQ 5

"

)

$"5

(

"

)

"&

"

&5

)

6

(

!

)

5

"

&

)

$8

(

#

)

$$

"

#$4

)

8&

(

!$

)

86

"

联合治疗
5

"

)

!6!

(

"

)

"&

#

!$

)

6

(

&

)

&

#

8

)

##

(

#

)

&%

#

48

)

&6

(

8

)

&5

#

""注#与对照组比较!

"

T W "

)

"6

&与
VON

组比较!

!

T W "

)

"6

&与

',J

$

VON

组比较!

#

T W"

)

"6

&

"各组
NCO'I

体外血管新生能力比较$表
!

!

图
&

%"与对照组比较!

CQ

能提高
NCO'I

体外血管

新生的能力!差异具有统计学意义 $

T W "

!

"6

%&与

VON

组比较!

',J

$

VON

显著降低
NCO'I

体外血管

新生的能力!差异具有统计学意义$

T W"

!

"6

%&与
',J

$

VON

组比较!联合治疗组干预能显著逆转
',J

$

VON

对
NCO'I

体外血管新生的能力的抑制作用!差异具

有统计学意义$

T W"

!

"6

%-

表
!

$各组
NCO'I

体外血管分叉点计数比较"$

H

(

I

%

组别
?

微血管分叉点计数$

QT

%

对照
5 #6

)

5%

(

&

)

&8

VON 5 #%

)

4&

(

#

)

4&

',J

$

VON 5

5

)

5%

(

#

)

45

!

CQ 5

!%

)

""

(

&

)

#5

"

联合治疗
5

#4

)

#%

(

!

)

&!

#

""注#与对照组比较!

"

T W "

)

"6

&与
VON

组比较!

!

T W "

)

"6

&与

',J

$

VON

组比较!

#

T W"

)

"6

讨""论

#848

年英国学者
C1??7../ J9

等+

8

,从人脂肪组

织中分离出一种具有多项分化潜能的间质细胞(((

NCO'I

!其具有来源广泛'取材简便和具有低免疫原

性等优势!将干细胞相关研究进一步推向高潮- 近期

研究表明!

NCO'I

能够分化为内皮细胞$

7?K1B>7.<;.

=7..I

!

9'I

%或内皮祖细胞$

7?K1B>7.<;. LF1@7?<B1F

=7..I

!

9T'I

%

+

#"

,

!且能释放
09US

'肝细胞生长因子

$

>7L;B1=/B7 @F1RB> X;=B1F

!

QUS

%' 趋化间质来源

""注#

N

为
NCO'I

成脂分化鉴定$油红
D

染色!箭头所指部位为被染成红色的脂滴%&

V

为
NC

$

O'I

成骨分化鉴定$茜素红染色!箭头所指部位为被染成红色的钙化结节%&

'

为
NCO'I

成软骨

分化鉴定$阿尔新蓝染色!箭头所指部位为被染成蓝色的胶原纤维%

图
!

$

NCO'I

的分化能力鉴定"$ '

!""

%

图
&

$各组
NCO'I

体外微血管新生情况比较"$ '

!""

!

5

个视野%
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!

%

"!%"$$"

因子$

#

$

=>7:1`<?7 IBF1:;. =7..

$

K7F<M7K X;=B1F

$

#

!

OCS

$

#

%等促进血管新生的细胞因子+

##

!

#!

,

- 这些结果

提示
NCO'I

可被作为治疗性血管新生种子细胞的新

来源- 故此!本实验选用
NCO'I

作为干预细胞模型!

进一步探索
NCO'I

血管新生的能力-

NU9I

是机体长期处于高糖环境中!蛋白'脂质和

核酸被带有乙醛基的还原糖在非酶促条件下修饰的复

合物-

NU9I

易在衰老机体和糖尿病患者体内形成和

聚集!其产生于高糖!但能够诱导机体氧化应激和炎症

反应!被认为是促进血管损伤!导致内源性修复障碍的

罪魁祸首+

#&

,

-

J- be

等+

#$

,将
NU9

$

VON

干预骨髓间

充质干细胞 $

G1?7 :;FF1R :7I7?=>/:;. IB7:

=7..I

!

V,,O'I

%!结果显示
NU9I

能够显著抑制

V,,O'I

的增殖!增加其细胞水平的氧化应激!破坏

其细胞内环境-

J< Q

等+

#6

,观察
NU9I

对
9T'I

功能

影响!证实
NU9I

促进
9T'I

的凋亡!损害其黏附和

迁移功能!减少抗炎和抑制氧化应激因子的产生!增加

促炎因子的水平- 以上研究均表明!

NU9I

能够影响

干细胞增殖'迁移'凋亡和分泌功能!最终影响其发挥

组织修复的作用- 本课题组前期研究也证实!

NU9I

能够通过
L&4

和
9\a#!

通路抑制
9T'I

功能+

&

,

!同

时可通过丝裂原激活的蛋白激酶
E,NT

激酶$

:<B1

$

@7?

$

;=B<M;B7K LF1B7<? `<?;I7

!

,NTa

%和
3S

$

&V

信

号通路增加炎症反应+

$

,

- 大量研究证实!

',J

是糖尿

病机体含量最多和作用最强的一种
NU9I

亚

型+

#5

#

#4

,

- 动物实验结果表明!

',J

修饰的白蛋白能

够促进内皮损伤发生动脉粥样硬化和钙化+

#8

,

&细胞实

验表明!其能够促进内皮细胞表达血管细胞黏附分子$

#

$

M;I=-.;F =7.. ;K>7I<1? :1.7=-.7

$

#

!

0'N,

$

#

%

增加炎症'免疫反应+

!"

,

- 糖尿病患者内皮损伤后!内

源性血管修复功能障碍!其相关的研究多集中于

NU9I

引起
9T'I

功能的紊乱!但是
9T'I

属于骨髓

来源干细胞!在血液'血管壁乃至血管外周组织中含量

极低!且其动员时间漫长!在受损部位的归巢率和存活

率也非常低!这不但无法解释内源性血管修复的机制!

而且也制约了
9T'I

在防治内皮损伤的临床应用-

NCO'I

主要位于机体血管外周!且具有分化为内

皮细胞'平滑肌细胞等血管细胞的潜能!在血管发生和

血管生成过程中!起到重要作用- 鉴于此!很多学者把

其看着是特定的血管干细胞$

M;I=-.;F IB7: =7..I

!

0O'I

%-

9T'I

在血管受损后!从骨髓动员!归巢至损

伤部位发挥修复作用!然而
NCO'I

位于血管外周的脂

肪组织!并有取材方便'创伤小'来源充足以及良好的免

疫获免性等优势!具有更显著'更全面'更有效的血管新

生潜能-

NU9I

产生后!主要富集于血管外周脂肪组

织!这与
NCO'I

具有相同的解剖位置- 有研究表明!

糖尿病机体约有
&

!

% d#" ?:1.E,. ',J

$

VON

!由于飞

行时间质谱分析
',J

$

VON

的分子量为
5% 4#8 C;

!糖

尿病机体内约有
!6 d5" #@E:J

的
VON

的
3

端赖氨酸

被羧甲基化修饰+

!#

,

- 通过预实验结果分析!最终采用

5" #@E:J ',J

$

VON

作为干预液!探索其对
NCO'I

功能的影响- 本实验结果显示
',J

$

VON

能够抑制

NCO'I

的增殖'迁移和分泌
09US

的功能!促进其凋

亡!最终抑制其血管新生的功能-

CQ

是活血化瘀方的代表组分!由丹参和红花两

种药效成分组成- 从中药的性味归经看!丹参味苦性

微寒为主药!红花味辛性温为辅药- 两药相辅祛瘀生

新!除邪而不伤正- 现代药理研究表明!

CQ

具有改善

微循环'多途径抗凝溶栓'保护和促进血管内皮生长'

稳定动脉粥样硬化等作用!广泛用于各类缺血性疾病

的治疗+

!!

,

-

J;/ )O

等+

!&

,在小鼠
O0\

内皮细胞系中

证实丹参可以通过上调
09US

和
09US

$

\!

水平促进

细胞生长和分化-

Q- 'Q

等+

!$

,在大鼠心肌梗死模型

上!验证了丹参可提高
09US

的表达!显著促进急性心

肌梗死后血管新生的作用- 红花为双子叶植物纲菊科

草本植物!筒状花冠入药!味辛性温!归心'肝二经!具

有活血通经'散瘀止痛的功效!是传统的活血化瘀类中

药!有效成分主要是羟基红花黄色素
N

等-

(< CV

等+

!6

,从红花中提取羟基红花黄色素
N

!在人
9'

细胞

系 $

9N>/8!5

% 中研究发现!其可上调
09US

水平!从

而提高缺氧条件下内皮细胞的生存- 预实验中采用低

$

6" #JE:J CQ

%'中$

#"" #JE:J CQ

%'高$

!"" #JE

:J CQ

%三个剂量!分析其对
NCO'I

增殖功能的影

响!最终确定采用中剂量$

#"" #JE:J CQ

%进行细胞

功能实验- 最后实验结果显示!

CQ

能够改善
',J

$

VON

对
NCO'I

增殖'迁移和分泌功能的抑制作用!

逆转其促进
NCO'I

凋亡的作用!进一步改善
',J

$

VON

对其血管新生的抑制作用-

以上结果表明!

5" #@E:J ',J

$

VON

能够显著抑

制
NCO'I

的增殖'迁移!促进其凋亡!降低
NCO'I

分

泌
09US

!最终抑制
NCO'I

血管新生- 其中尤其以促

进
NCO'I

凋亡作用最为显著-

#"" #JE:J CQ

能够

逆转
',J

$

VON

对
NCO'I

增殖'迁移和分泌
09US

功

能的抑制作用!并改善
NCO'I

的凋亡!促进血管新生-

CQ

有可望用于改善干细胞移植治疗糖尿病缺血性疾

病的治疗效果!促进移植入体内干细胞的存活和归巢!

以及通过旁分泌作用动员机体潜在的修复系统-
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