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[摘　 要] 　 目的　 观察 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２３(ｍｉＲ￣２２３)对糖基化终产物(ＡＧＥ)诱导人脂肪间充质干细胞(ｈＡＤＳＣ)凋亡

和氧化应激的影响ꎮ 方法 　 采用酶消化法分离培养 ｈＡＤＳＣꎬ并应用流式细胞术对表面抗原 ＣＤ１４、ＣＤ３４、ＣＤ４５、
ＣＤ９０、ＣＤ１０５ 和人类白细胞抗原 ＤＲ(ＨＬＡ￣ＤＲ)进行检测ꎮ 将 ｈＡＤＳＣ 分为牛血清白蛋白(ＢＳＡ)对照组、ＡＧＥ 修饰

的牛血清白蛋白(ＡＧＥ￣ＢＳＡ)作用组、ｍｉＲ￣２２３ 模拟物转染组、ｍｉＲ￣２２３ 模拟物转染＋ＡＧＥ￣ＢＳＡ 组、ｍｉＲ￣２２３ 抑制物转

染组和 ｍｉＲ￣２２３ 抑制物转染＋ＡＧＥ￣ＢＳＡ 组ꎮ 应用 ＣＣＫ￣８ 法和 ＴＵＮＥＬ 染色检测各组细胞存活率和凋亡率ꎬＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达水平ꎬ应用双氯荧光素(ＤＣＦＨ￣ＤＡ)试剂盒检测各组细胞活性氧(ＲＯＳ)含量ꎮ
结果　 流式细胞术检测结果表明ꎬ原代培养的 ｈＡＤＳＣ 高表达 ＣＤ１４、ＣＤ９０ 和 ＣＤ１０５ꎬ不表达 ＣＤ３４、ＣＤ４５ 和 ＨＬＡ￣
ＤＲꎮ ＣＣＫ￣８ 法、ＴＵＮＥＬ 染色、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 法检测结果表明ꎬ与 ＢＳＡ 对照组相比ꎬＡＧＥ￣ＢＳＡ 作用组

ｈＡＤＳＣ 凋亡率、ｍｉＲ￣２２３ 表达水平、Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达水平、ＲＯＳ 生成显著升高ꎬ而细胞存活率下降(Ｐ<
０.０５)ꎻ与 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 作用组相比ꎬｍｉＲ￣２２３ 模拟物转染能够进一步上调 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 引起的 ｈＡＤＳＣ 凋亡率、Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达水平和 ＲＯＳ 生成增加ꎬ下调 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 引起的 ｈＡＤＳＣ 存活率减少(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 作用组

相比ꎬｍｉＲ￣２２３ 抑制物转染能够抑制 ｈＡＤＳＣ 凋亡率、Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达水平和 ＲＯＳ 生成增加ꎬ拮抗 ＡＧＥ￣
ＢＳＡ 引起的 ｈＡＤＳＣ 存活率减少(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 ｍｉＲ￣２２３ 高表达能够促进 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 引起的 ｈＡＤＳＣ 细胞凋亡和

ＲＯＳ 生成ꎬ其可能作为调控 ｈＡＤＳＣ 促进糖尿病创伤愈合的新靶点ꎮ
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[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 Ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔꎻ　 Ｈｕｍａｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌꎻ　 Ｍｉ￣
ｃｒｏＲＮＡ￣２２３ꎻ　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎻ　 Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２３ (ｍｉＲ￣２２３) ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ｈｕ￣
ｍａｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ (ｈＡＤＳＣ) ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔ (ＡＧＥ).　 　
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｈＡＤＳＣｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｓｕｒ￣
ｆａｃｅ ａｎｔｉｇｅｎ (ＣＤ１４ꎬ ＣＤ３４ꎬ ＣＤ４５ꎬ ＣＤ９０ꎬ ＣＤ１０５ ａｎｄ ＨＬＡ￣ＤＲ) ｏｆ ｈＡＤＳＣ.　 Ｔｈｅ ｈＡＤＳＣｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ６ ｇｒｏｕｐｓ:
ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ ( ＢＳＡ) ｇｒｏｕｐꎬ ＡＧＥ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＢＳＡ (ＡＧＥ￣ＢＳＡ) ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎬ ｍｉＲ￣２２３ ｍｉｍｉｃ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐꎬ ｍｉＲ￣２２３ ｍｉｍｉｃ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ＋ＡＧＥ￣ＢＳＡ ｇｒｏｕｐꎬ ｍｉＲ￣２２３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｍｉＲ￣２２３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｔｒａｎｓ￣
ｆｅｃｔｉｏｎ＋ＡＧＥ￣ＢＳＡ ｇｒｏｕｐ.　 Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ￣８ ａｓｓａｙ ａｎｄ ＴＵＮＥＬ ａｓｓａｙ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
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Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｈＡＤＳＣ.　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅ￣
ｃｉｅｓ (ＲＯＳ) ｉｎ ｈＡＤＳＣ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ２’ꎬ７’￣ｄｉｃｈｌｏｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ￣ｄｉａｃｅｔａｔｅ (ＤＣＦＨ￣ＤＡ) ｒｅａｇｅｎｔ ｋｉｔ.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ
ｈＡＤＳＣｓ ｗｅｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｆｏｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｍａｒｋｅｒｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ＣＤ１４ꎬ ＣＤ９０ ａｎｄ ＣＤ１０５ꎬ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｆｏｒ ＣＤ３４ꎬ ＣＤ４５ ａｎｄ ＨＬＡ￣
ＤＲꎬ ａｓ ｓｈｏｗｎ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ.　 ＣＣＫ￣８ ｍｅｔｈｏｄꎬ ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ＤＣＦＨ￣ＤＡ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ:
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＢＳＡ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｈＡＤＳＣ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅꎬ ｍｉＲ￣２２３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ａｎｄ ＲＯＳ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ ＡＧＥ￣ＢＳＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎬ ｂｕｔ ｈＡＤＳＣ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<
０.０５)ꎻ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＧＥ￣ＢＳＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎬ ｍｉＲ￣２２３ ｍｉｍｉｃ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｃｏｕｌｄ ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｈＡＤＳＣ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｒａｔｅꎬ Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ＲＯＳ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＡＧＥ￣ＢＳＡꎬ ａｎｄ ｃｏｕｌｄ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｄｕｃｅ ｈＡＤＳＣ
ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ (Ｐ<０.０５)ꎻ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＧＥ￣ＢＳＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎬ ｍｉＲ￣２２３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａ￣
ｓｅｓ ｏｆ ｈＡＤＳＣ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅꎬ Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ＲＯＳ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｃｏｕｌｄ ｐｒｅｖｅｎｔ ｔｈｅ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｏｆ
ｈＡＤＳＣ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＡＧＥ￣ＢＳＡ (Ｐ<０.０５). 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２２３ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ
ｈＡＤＳＣ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ＲＯＳ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｍｉＲ￣２２３ ｍａｙ ｓｅｒｖｅ ａｓ ａ ｎｅｗ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｈＡＤＳＣ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ
ｈｅａｌｉｎｇ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｗｏｕｎｄ.

　 　 糖尿病患者体内糖基化终产物(ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃｏ￣
ｓｙｌａｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔꎬＡＧＥ)含量明显升高ꎬ并伴有间

充质干细胞功能的损伤[１￣２]ꎮ 人脂肪间充质干细胞

( ｈｕｍａｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌꎬｈＡＤＳＣ)是一种来源于脂肪组织的间充质干细

胞ꎬ研究证实ꎬｈＡＤＳＣ 能够促进糖尿病患者皮肤溃

疡愈合[３]ꎮ 尽管自体 ｈＡＤＳＣ 治疗皮肤溃疡取得了

很好的效果ꎬ但是一些研究中仍然发现ꎬ由于糖尿

病可引起 ｈＡＤＳＣ 凋亡和氧化应激损伤ꎬ并导致糖尿

病患者皮肤溃疡愈合不良[４]ꎮ 前期研究证实ꎬ丝裂

素活化蛋白激酶信号通路参与调控 ＡＧＥ 诱导

ｈＡＤＳＣ 氧 化 应 激 和 凋 亡ꎮ 最 新 研 究 表 明ꎬ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２３(ｍｉＲ￣２２３)能通过靶向作用胰岛素样

生长因子受体 １ 参与调控 ＡＧＥ 引起的成骨细胞凋

亡ꎮ 本研究拟观察 ｍｉＲ￣２２３ 对 ＡＧＥ 诱导的 ｈＡＤＳＣ
氧化应激和凋亡的影响ꎬ为阐明 ｍｉＲ￣２２３ 参与调控

糖尿病皮肤损伤愈合的机制提供实验依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

　 　 人脂肪组织由中国医科大学附属盛京医院整

形外科提供ꎬ并与患者签署知情同意书ꎮ 胎牛血清

购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ荧光标记的抗 ＣＤ１４、ＣＤ３４、
ＣＤ４５、ＣＤ９０、ＣＤ１０５ 和人类白细胞抗原 ＤＲ( ｈｕｍａｎ
ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ａｎｔｉｇｅｎ￣ＤＲꎬＨＬＡ￣ＤＲ)抗体购自美国 ＢＤ 公

司ꎻＣＣＫ￣８ 试剂盒购自 Ｄｏｊｉｎｄｏ 公司ꎻＤＭＥＭ 培养

液、胰蛋白酶购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ原位细胞凋亡检

测 ( ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｄＵＴＰ ｎｉｃｋ ｅｎｄ￣ｌａｂｅｌｉｎｇꎬ
ＴＵＮＥＬ)试剂盒购自美国 Ｒｏｃｈｅ 公司ꎻ双氯荧光素

(２’ꎬ７’ ￣ｄｉｃｈｌｏｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ￣ｄｉａｃｅｔａｔｅꎬＤＣＦＨ￣ＤＡ)检测

试剂盒购自 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司ꎻＲＮＡ 提取及逆转录

试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎻＣｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ３ 抗体和

ＧＡＰＤＨ 抗体购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎮ
１.２　 ｈＡＤＳＣ 培养与鉴定

健康成人皮下脂肪组织取自中国医科大学附

属盛京医院整形外科患者ꎬ标本的收集均经医院伦

理委员会许可和患者本人同意ꎮ 在无菌条件下获

取 ５０ ｇ 脂肪组织ꎬ去除血管、筋膜后置于一次性无

菌平皿中ꎬＰＢＳ 清洗后剪碎ꎬ并加入 ２ 倍脂肪体积的

Ⅰ型胶原蛋白ꎬ置于 ３７℃水浴箱中消化约 ６０ ｍｉｎꎬ
消化结束后置于细胞筛上过滤ꎬ并以 ２×１０８ / Ｌ 的浓

度接种于一次性无菌培养瓶中ꎬ３７℃、５％ＣＯ２、饱和

湿度培养箱中培养ꎮ 按照常规方法进行换液和传

代ꎮ 参照文献[５￣６]方法ꎬ应用流式细胞术对细胞

表面抗原 ＣＤ１４、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ９０、ＣＤ１０５ 和 ＨＬＡ￣
ＤＲ 进行鉴定ꎮ
１.３　 ｍｉＲ￣２２３ 模拟物和抑制物转染

将 ３~ ４ 代的 ｈＡＤＳＣ 接种于 ６ 孔培养板ꎬ每孔

细胞数约为 ２×１０５ 个ꎬ当细胞生长融合度至 ８０％
时ꎬ向每孔加入 ｍｉＲ￣２２３ 模拟物 (ｍｉｍｉｃ)、抑制物

( ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ) 或者阴性对照 ｍｉＲＮＡꎬ终浓度均为 ２０
ｎｍｏｌ / Ｌꎬ转染 ２４ ｈꎮ 实验重复 ３ 次ꎮ
１.４　 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 的制备与实验分组

糖基化终产物修饰的牛血清白蛋白( ａｄｖａｎｃｅｄ
ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ￣ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎꎬ ＡＧＥ￣
ＢＳＡ)制备的方法参照文献[７]ꎮ 对照组中不含葡

萄糖ꎬ其余条件一致ꎮ 实验前将制备好的 ＡＧＥ￣ＢＳＡ
置于透析膜中透析以去除未结合的葡萄糖ꎮ 实验

分组:将第 ３ ~ ４ 代贴壁培养的 ｈＡＤＳＣ 分为 ＢＳＡ 对

照组、 ＡＧＥ￣ＢＳＡ ( １００ μｍｏｌ / Ｌ ) 作 用 组、 ｍｉＲ￣２２３
ｍｉｍｉｃ 转染组、ｍｉＲ￣２２３ ｍｉｍｉｃ 转染＋ＡＧＥ￣ＢＳＡ(１００

２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １ꎬ２０１７



μｍｏｌ / Ｌ)组、ｍｉＲ￣２２３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 转染组、ｍｉＲ￣２２３ ｉｎ￣
ｈｉｂｉｔｏｒ 转染＋ＡＧＥ￣ＢＳＡ(１００ μｍｏｌ / Ｌ)组ꎮ 具体方法

为:将转染 ｍｉＲ￣２２３ ｍｉｍｉｃ 或者 ｍｉＲ￣２２３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 的

细胞用 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 或者 ＢＳＡ 处理ꎬ转染 ２４ ｈ 或者 ３６
ｈ 后ꎬ给予 ＡＧＥ￣ＢＳＡ(浓度为 １００ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ作用 ２４
ｈ 后收集各组细胞ꎮ
１.５　 ＴＵＮＥＬ 染色检测细胞凋亡

将细胞接种于 ２４ 孔培养板中ꎬ给予各实验组不

同的处理因素后ꎬ弃培养液ꎬ用 ４％多聚甲醛于室温

下固定各组细胞 １５ ｍｉｎꎬ用 ＰＢＳ 洗去多余的多聚甲

醛ꎬ然后加新配制的破膜液处理 ５ ｍｉｎꎬ每个样本加

入混合好的 ＴＵＮＥＬ 反应液ꎬ封闭液封闭ꎬ在 ３７℃避

光孵育 １ ｈꎮ 显微镜下观察并统计凋亡细胞数量ꎮ
光镜下凋亡细胞呈棕黄色(ＴＵＮＥＬ 阳性)ꎬ随机选取

４０ 个非重叠 ４００ 倍高倍视野ꎬ计数凋亡细胞数和细

胞总 数ꎬ 细 胞 凋 亡 率 ＝ 凋 亡 细 胞 数 / 细 胞 总 数

×１００％[８]ꎮ
１.６ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞中 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋

白含量

应用细胞裂解液提取各组细胞总蛋白ꎬ采用

ＢＣＡ 法检测蛋白浓度ꎮ 取 ６０ μｇ 蛋白样品ꎬ配置

１０％分离胶和 ５％浓缩胶ꎬ进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ半
干法转膜 ３０ ｍｉｎꎬ用 ＴＢＳＴ 配置的 ５％封闭液封闭 １
ｈꎬＴＢＳＴ 清洗后ꎬ加入 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ３ 抗体(１ ∶
１０００)ꎬ４℃孵育过夜ꎬＴＢＳＴ 洗膜ꎬ加入山羊抗兔二抗

(１ ∶ ５０００)ꎬ室温孵育 ２ ｈꎬＴＢＳＴ 洗膜ꎬ显色ꎬ曝光ꎬ
扫描分析ꎮ
１.７　 ＣＫＫ￣８ 测定细胞存活率

取对数生长期的 ｈＡＤＳＣꎬ胰蛋白酶消化后重悬

并计数ꎬ每孔加入 ２００ μＬ 悬液ꎬ每组设 ６ 个复孔ꎮ
细胞融合至 ７０％后ꎬ吸出培养液ꎬ使用无血清培养

基继续培养 ２４ ｈꎮ 按照细胞分组分别加入药物后ꎬ
向每孔加入 ＣＫＫ￣８ 试剂 ２０ μＬꎬ轻摇ꎬ３７℃孵育 ２.５
ｈꎬ用酶标仪检测吸光度( ａｂｓｏｒｂａｎｃｅꎬＡ)ꎮ 取 ５ 孔 Ａ

值的平均数ꎬ按下列公式计算细胞存活率:细胞存

活率(％)＝ 处理组 Ａ / 对照组 Ａ×１００％ꎻ重复 ５ 次ꎮ
１.８　 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 试剂盒检测细胞活性氧生成情况

细胞内活性氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)水
平测定:采用 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 染色检测细胞内活性氧含

量ꎮ 将细胞接种于 ２４ 孔培养板中ꎬ给予各实验组不

同的处理因素后ꎬ弃培养液ꎬ细胞与 １０ μｍｏｌ / Ｌ
ＤＣＦＨ￣ＤＡ 于 ３７℃孵育 ３０ ｍｉｎꎬ弃液ꎬ用 ＰＢＳ 冲洗 ３
次ꎬ风干ꎮ 采用荧光显微镜(激发波长为 ４８８ ｎｍ)检
测绿色荧光强度并拍照ꎬ采用 ＩｍａｇｅＪ １.４１ 软件分析

荧光强度ꎮ 细胞内活性氧的相对含量(％)＝ 处理组

的荧光值 / 对照组的荧光值×１００％[９]ꎮ
１.９　 实时定量 ＰＣＲ 检测

采用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取各组细胞中总 ＲＮＡꎮ 采用

ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ ＥｘＴａｑ 荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒和 Ｌｉｇｈｔ￣
Ｃｙｃｌｅｒ 仪器进行操作和分析ꎮ 反应条件如下:９４℃
１５ ｓꎻ９４℃ ２０ ｓꎬ５５℃ １０ ｓꎬ７２℃ １０ ｓꎬ４０ 次循环ꎻ
７２℃ １０ ｍｉｎꎮ 各组细胞中目的基因 ｍＲＮＡ 的相对

表达水平采用采用 ２－ΔΔＣｔ计算公式ꎮ 实验重复 ３ 次ꎮ
１.１０　 统计学分析

所有实验均重复 ３ 次以上ꎬ数据用ｘ±ｓ 表示ꎬ利
用 ＳＰＳＳ １７.０ 软件进行 ｔ 检验和 ＳＮＫ 方差分析ꎬＰ<
０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ｈＡＤＳＣ 培养与鉴定

　 　 原代培养的 ｈＡＤＳＣ 呈纺锤形ꎬ细胞生长至 １０
天后ꎬｈＡＤＳＣ 即可达 ８０％ ~ ９０％融合状态ꎮ 传代后

细胞生长迅速ꎬ３~４ 天即可传 １ 代ꎮ 传至第 ３ 代时ꎬ
细胞形态均一ꎮ 经流式细胞术检测后ꎬ大部分细胞

表达 ＣＤ９０、ＣＤ１０５ 和 ＣＤ１４ꎬ不表达 ＣＤ３４、ＣＤ４５ 和

ＨＬＡ￣ＤＲ(图 １)ꎬ符合间充质干细胞的免疫表型

特征ꎮ

图 １. 流式细胞术检测 ｈＡＤＳＣ 的免疫表型

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｉｍｍｕｎｏｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｈＡＤＳＣ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
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２.２　 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 对 ｈＡＤＳＣ 存活率和凋亡率的影响

与 ＢＳＡ 对照组相比ꎬＡＧＥ￣ＢＳＡ 作用组 ｈＡＤＳＣ
细胞存活率明显下降(Ｐ<０.０５)ꎬ而细胞凋亡率明显

增加(Ｐ<０.０５ꎻ图 ２)ꎮ

图 ２. ＡＧＥ￣ＢＳＡ 对 ｈＡＤＳＣ 存活率和凋亡率的影响　 　 上图

为 ＣＣＫ￣８ 法检测 ｈＡＤＳＣ 相对存活率ꎬ下图为 ＴＵＮＥＬ 染色检测

ｈＡＤＳＣ 凋亡率ꎮ １ 为 ＢＳＡ 对照组ꎬ２ 为 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 作用组ꎮ ａ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ与 ＢＳＡ 对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＡＧＥ￣ＢＳＡ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ａｎｄ ａｐｏｐ￣
ｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｈＡＤＳＣ

２.３ 　 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 对 ｈＡＤＳＣ 中 ｍｉＲ￣２２３ 表达水平的

影响

与 ＢＳＡ 对照组比较ꎬＡＧＥ￣ＢＳＡ 作用组 ｈＡＤＳＣ
中 ｍｉＲ￣２２３ 表达水平明显增加(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３)ꎮ

图 ３. ＡＧＥ￣ＢＳＡ 对 ｈＡＤＳＣ 中ｍｉＲ￣２２３ 表达水平的影响　 　
１ 为 ＢＳＡ 对照组ꎬ２ 为 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 作用组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＢＳＡ 对照

组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＡＧＥ￣ＢＳＡ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ｍｉＲ￣２２３ ｉｎ ｈＡＤＳＣ

２.４　 ｍｉＲ￣２２３ 和 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 对 ｈＡＤＳＣ 存活率和凋亡

率的影响

与 ＢＳＡ 对照组相比ꎬ ｍｉＲ￣２２３ ｍｉｍｉｃ 转染组

ｈＡＤＳＣ 细胞存活率明显下降(Ｐ<０.０５)ꎬ而细胞凋亡

率明显增加(Ｐ< ０. ０５)ꎻ与 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 作用组相比ꎬ
ｍｉＲ￣２２３ ｍｉｍｉｃ 转染＋ＡＧＥ￣ＢＳＡ 组 ｈＡＤＳＣ 细胞存活

率明显下降ꎬ细胞凋亡率明显增加(Ｐ < ０. ０５)ꎻ与
ＡＧＥ￣ＢＳＡ 作用组相比ꎬｍｉＲ￣２２３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 转染＋ＡＧＥ￣
ＢＳＡ 组 ｈＡＤＳＣ 细胞存活率明显增加ꎬ细胞凋亡率明

显下降(Ｐ<０.０５ꎻ图 ４)ꎮ

图 ４. ｍｉＲ￣２２３ 和 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 对 ｈＡＤＳＣ 存活率和凋亡率的影

响　 　 １ 为 ＢＳＡ 对照组ꎬ２ 为 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 作用组ꎬ３ 为 ｍｉＲ￣２２３ ｍｉｍｉｃ
转染 组ꎬ ４ 为 ｍｉＲ￣２２３ ｍｉｍｉｃ 转 染 ＋ ＡＧＥ￣ＢＳＡ 组ꎬ ５ 为 ｍｉＲ￣２２３
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 转染组ꎬ６ 为 ｍｉＲ￣２２３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 转染＋ＡＧＥ￣ＢＳＡ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ与 ＢＳＡ 对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 作用组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｉＲ￣２２３ ａｎｄ ＡＧＥ￣ＢＳＡ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｒａｔｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｈＡＤＳＣ

２. ５ 　 ｍｉＲ￣２２３ 和 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 对 ｈＡＤＳＣ 中 Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达水平的影响

与 ＢＳＡ 对照组相比ꎬ ｍｉＲ￣２２３ ｍｉｍｉｃ 转染组

ｈＡＤＳＣ 细胞中 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白的表达水平明

显升高(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 作用组相比ꎬｍｉＲ￣
２２３ ｍｉｍｉｃ 转染 ＋ ＡＧＥ￣ＢＳＡ 组 ｈＡＤＳＣ 中 Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白的表达水平明显增加(Ｐ<０.０５)ꎻ与
ＡＧＥ￣ＢＳＡ 作用组相比ꎬｍｉＲ￣２２３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 转染＋ＡＧＥ￣
ＢＳＡ 组 ｈＡＤＳＣ 中 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白的表达水平

明显降低(Ｐ<０.０５ꎻ图 ５)ꎮ
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图 ５. ｍｉＲ￣２２３ 和 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 对 ｈＡＤＳＣ 中 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白表达水平的影响　 　 １ 为 ＢＳＡ 对照组ꎬ２ 为 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 作用

组ꎬ３ 为 ｍｉＲ￣２２３ ｍｉｍｉｃ 转染组ꎬ４ 为 ｍｉＲ￣２２３ ｍｉｍｉｃ 转染＋ＡＧＥ￣ＢＳＡ
组ꎬ５ 为 ｍｉＲ￣２２３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 转染组ꎬ６ 为 ｍｉＲ￣２２３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 转染＋ＡＧＥ￣
ＢＳＡ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＢＳＡ 对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＡＧＥ￣ＢＳＡ
作用组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｉＲ￣２２３ ａｎｄ ＡＧＥ￣ＢＳＡ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｈＡＤＳＣ

２.６　 ｍｉＲ￣２２３ 和 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 对 ｈＡＤＳＣ 中 ＲＯＳ 含量

的影响

与 ＢＳＡ 对照组相比ꎬＡＧＥ￣ＢＳＡ 作用组、ｍｉＲ￣２２３
ｍｉｍｉｃ 转染组 ｈＡＤＳＣ 细胞中 ＲＯＳ 含量均明显升高

(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 作用组相比ꎬｍｉＲ￣２２３ ｍｉｍｉｃ
转染＋ＡＧＥ￣ＢＳＡ 组 ｈＡＤＳＣ 细胞中 ＲＯＳ 含量明显增

加(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 作用组相比ꎬｍｉＲ￣２２３ ｉｎ￣
ｈｉｂｉｔｏｒ 转染＋ＡＧＥ￣ＢＳＡ 组 ｈＡＤＳＣ 细胞中 ＲＯＳ 含量

明显降低(Ｐ<０.０５ꎻ图 ６)ꎮ

３　 讨　 论

糖尿病患者皮肤易受损伤ꎬ损伤后创面迁延不

愈ꎬ常形成难愈性溃疡ꎮ 糖尿病创面难愈的机制十

分复杂ꎬ至今对糖尿病创面的临床治疗效果不甚理

想ꎬ因此阐明糖尿病创面愈合的机制成为亟待发展

的治疗问题ꎮ
随着近年来分子生物学等学科的发展ꎬ对糖尿

病创面愈合机制的研究也日趋深入ꎬ围绕信号通

路、血管生成、神经肽、ＡＧＥ、细胞凋亡及基质金属蛋

白酶等方面的研究逐渐成为热点ꎮ 研究表明ꎬ除了

本身的血糖控制外ꎬ创面周围干细胞功能的保护对

于创面愈合至关重要ꎮ 尽管自体 ｈＡＤＳＣ 治疗糖尿

病皮肤溃疡取得了很好的效果ꎬ但是一些研究中发

图 ６. ｍｉＲ￣２２３ 和 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 对 ｈＡＤＳＣ 中 ＲＯＳ 含量的影响

显微镜图放大倍数为 ４００ꎮ １ 为 ＢＳＡ 对照组ꎬ２ 为 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 作用组ꎬ
３ 为 ｍｉＲ￣２２３ ｍｉｍｉｃ 转染组ꎬ４ 为 ｍｉＲ￣２２３ ｍｉｍｉｃ 转染＋ＡＧＥ￣ＢＳＡ 组ꎬ５
为 ｍｉＲ￣２２３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 转染组ꎬ６ 为 ｍｉＲ￣２２３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 转染＋ＡＧＥ￣ＢＳＡ
组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＢＳＡ 对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 作

用组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｉＲ￣２２３ ａｎｄ ＡＧＥ￣ＢＳＡ ｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ
ＲＯＳ ｉｎ ｈＡＤＳＣ

现ꎬ由于 ｈＡＤＳＣ 功能损伤从而导致糖尿病患者皮肤

溃疡愈合不良ꎮ 血清 ＡＧＥ 水平在高龄、动脉粥样硬

化、糖尿病患者中显著升高[２]ꎮ 研究表明ꎬ患者体

内高浓度 ＡＧＥ 引起的 ｈＡＤＳＣ 氧化应激和凋亡增加

在糖尿病皮肤溃疡发病中起到了一定的作用[４ꎬ１０]ꎮ
然而ꎬＡＧＥ 对 ｈＡＤＳＣ 氧化应激和凋亡的影响及机

制研究较少ꎮ 前期的实验发现 ＡＧＥ 能促进内皮细

胞和脐血间充质干细胞 ＲＯＳ 生成ꎬ减少抗氧化酶生

成ꎬ增强氧化应激ꎬ破坏细胞内环境稳定性ꎬ从而影

响内皮细胞和脐血间充质干细胞功能[１１￣１２]ꎮ 最近

的研究发现 ＡＧＥ 对内皮祖细胞数量和功能也一定

有影响[１３]ꎮ 本研究中我们通过对 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 刺激后

的 ｈＡＤＳＣ 细 胞 凋 亡 率、 细 胞 存 活 率、 Ｃｌｅａｖｅｄ
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Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达以及 ＲＯＳ 含量进行检测ꎬ结果发

现 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 能增加 ｈＡＤＳＣ 细胞凋亡率、 Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达以及 ＲＯＳ 含量ꎬ降低细胞存活

率ꎮ 上述结果提示ꎬ糖尿病患者体内的 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 能

够引起 ｈＡＤＳＣ 氧化应激损伤ꎬ促进细胞凋亡ꎬ抑制

细胞存活ꎬ从而影响 ｈＡＤＳＣ 促进创面愈合功能ꎮ
近年来对 ｍｉＲＮＡ 的研究结果表明ꎬｍｉＲＮＡ 在

细胞发育、代谢、衰老及死亡等重大事件中有着重

要的作用ꎮ 研究发现ꎬｍｉＲ￣２２３ 在糖尿病患者血清

中特异性高表达[１４]ꎮ 本研究结果表明ꎬＡＧＥ￣ＢＳＡ
增加 ｈＡＤＳＣ 氧化应激和细胞凋亡的同时伴随着

ｍｉＲ￣２２３ 表达的上调ꎮ 为了进一步探讨 ｍｉＲ￣２２３ 在

ＡＧＥ￣ＢＳＡ 促进 ｈＡＤＳＣ 氧化应激和细胞凋亡中的作

用ꎬ我们通过构建差异表达 ｍｉＲ￣２２３ 的 ｈＡＤＳＣꎬ结
果表明ꎬ高表达 ｍｉＲ￣２２３ 能进一步上调 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 引

起的 ｈＡＤＳＣ 凋亡和 ＲＯＳ 含量增加ꎻ低表达 ｍｉＲ￣２２３
能抑制 ＡＧＥ￣ＢＳＡ 引起的 ｈＡＤＳＣ 凋亡和 ＲＯＳ 含量

增加ꎮ 由此推断ꎬ糖尿病创面愈合的机制可能为糖

尿病患者体内高浓度 ＡＧＥ 上调了 ｈＡＤＳＣ 中 ｍｉＲ￣
２２３ 表达ꎬ异常表达的 ｍｉＲ￣２２３ 进一步促进 ｈＡＤＳＣ
氧化应激和凋亡ꎬ从而影响了 ｈＡＤＳＣ 修复功能ꎮ

综上所述ꎬ本研究结果为 ｍｉＲ￣２２３ 应用于糖尿

病、动脉粥样硬化等与氧化应激密切相关疾病的治

疗提供了进一步的理论基础ꎬ提示抗 ＡＧＥ 生成或者

下调 ｍｉＲ￣２２３ 表达有可能抑制氧化应激和凋亡ꎬ成
为改善 ｈＡＤＳＣ 功能和促进糖尿病患者皮肤创伤愈

合的有效方法ꎮ
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