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目的
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探讨严重烧伤大鼠血清对骨髓间充质干细胞"

QJLT+

%迁移的影响及作用机制'方法
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建立严重烧伤大鼠

模型!并制备严重烧伤大鼠血清'实验分为正常培养组"含
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胎牛血清!

T

组%&烧伤血清组"含
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烧伤大鼠血清!
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法检测各组

细胞活性$
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小室检测各组细胞迁移情况$
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检测各组细胞
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蛋白表达$免疫荧光检测各组细胞微管

结构'结果
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组烧伤血清处理
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Q
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严重烧伤大鼠血清可促进
QJLT+

细胞迁移!可能与

烧伤血清中细胞因子激活
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信号通路相关!进而引起
QJLT+

细胞微管结构变化!促进
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严重烧伤有别于一般创伤#损伤组织)以及免疫防御系统

可分泌大量炎症介质*细胞因子和烧伤毒素)烧伤后#在毛细

血管通透性增加导致全身循环血量下降以前#即可发生心肌缺

血缺氧损害和心功能减退#从而诱发或加重烧伤休克#即+休克

心现象,

'

$

(

#加重多器官损害#是导致患者死亡的主要原因)烧

伤后各脏器结构*功能损伤修复#以及烧伤创面的愈合一直是

临床救治的难点)

间充质干细胞$

JLT+

&是来源于发育早期中胚层和外胚层

的一类成体干细胞#其取材简便*来源广泛#具有自我更新*快

速增殖及多向分化潜能#且能分泌多种细胞因子#调节微环境#

能够向损伤组织迁移#分泌细胞因子减缓全身及局部炎症#减

少受损组织细胞的凋亡#促进血管生成#激活内源性干细胞#减

轻器官组织功能紊乱#提高动物模型的生存率'

1

(

#为烧伤临床

治疗开拓新的治疗方法)研究发现将载有绿色荧光蛋白

$

_]S

&的人骨髓间充质干细胞$

BQJLT+

&移植在烧伤小鼠创

面#

BQJLT+

可向血管内皮样细胞分化#促进烧伤创面愈合'

'

(

)

但严重烧伤时#损伤组织微环境对
JLT+

有何种影响#目前尚

不明确)吕根法等'

0

(研究发现烧伤血清作用下的心肌细胞存

在
SR'X

"

9NC

和
;

'/

信号通路的交叉对话#并可能对心肌细胞

产生调控作用)

SR'X

"

9NC

通路是膜受体信号向细胞内转导的

重要途径#可被细胞因子和理化因素激活#具有调控物质代谢*

基因表达*细胞迁移*增殖和存活等多种生物学功能)研究发

现在
QJLT+

向胶质瘤的定向迁移过程中#

SR'X

信号通路发挥

了作用'

2

(

)严重烧伤血清能否激活
SR'X

"

9NC

通路#促进
QJ.

LT+

向损伤组织*细胞迁移#进而促进损伤组织修复*创面愈

合#目前尚未见文献报道)
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本实验拟采用严重烧伤大鼠血清模拟严重烧伤微环境培

养
QJLT+

#观察烧伤血清对
QJLT+

活性*迁移的影响#探讨

SR'X

"

9NC

通路在此过程中的作用)
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材料与方法
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细胞*主要试剂及仪器
!

L\

大鼠
QJLT+

细胞株及
QJ.

LT+

细胞完全培养基$广州赛业生物科技有限公司&%胎牛血清

$

]QL

#

_#E5"

#

PL9

&%

J::

$碧云天生物技术研究所&%

&

.C@E@=#,

单克隆抗体$

S6"C<#,C<5B

#

PL9

&%

'

.>5C#,

单克隆抗体$

S6"C<#,.

C<5B

#

PL9

&%

9NC

单克隆抗体$

9E5>4

#

PL9

&%

;

.9NC

单克隆抗

体$

T<==L#

F

,>=#,

F

#

PL9

&%山羊抗兔
R

F

_

二抗$

S6"C<#,C<5B

#

PL9

&%

]R:T

标记荧光二抗$

S6"C<#,C<5B

#

PL9

&%

DW1(0%%1

$

L>,C>T6@Z

#

PL9

&%

aIS9T=>++$%%

型
Th

1

孵箱$

:B<64"

#

PL9

&%

J//

自动酶标仪$

:B<64"

#

PL9

&%

]@+#",]d-

凝胶成

像分析系统$

YRDQI7="@6J9:

#

]6<,5B

&#激光共聚焦$

DLJ

2$%JI:9

#

_<64>,

?
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方法
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严重烧伤大鼠血清的制备
!

取体质量
1%%

#

1/%

F

的

雄性
L\

大鼠
'%

只$第三军医大学实验动物中心提供&#参考

文献'

)

(#制成
0%c:QL9

的
(

度烫伤模型)伤后
)B

在无菌

操作下抽取腹主动脉血#室温凝血#

0V

过夜#使血凝块尽量收

缩)吸出血清#

0V'%%%6

"

4#,

离心
$24#,

#取上清液#

2)V

加热
'%4#,

以灭活补体)上清液分装#

U1%V

冻存备用)

>&?&?

!

实验分组
!

取第
'

代生长状态良好
QJLT+

#实验随机

分为!正常培养组$

T

组&*烧伤血清组$

Q

组&*烧伤血清
3

阻断

剂组$

Q3DW

组&#待细胞融合达
/%c

#

(%c

时#加入无血清

QJLT+

细胞基础培养基饥饿同化
10B

#

T

组加入含
$%c

胎牛

血清$

]QL

&的
QJLT+

培养基#

Q

组加入含
$%c

烧伤大鼠血清

的
QJLT+

培养基#

Q3DW

组加入抑制终浓度为
$%

%

4"=

"

D

的

SR'X

信号通路抑制剂
DW1(0%%13

含
$%c

烧伤大鼠血清的

QJLT+

培养基#作用
10B

后进行相应检测)

>&?&@

!

J::

法检测
QJLT+

细胞活性
!

按
$&1&1

分组处理细

胞#以
1[$%

2 个"
1%%

%

D

接种于
()

孔板#每组
)

个复孔#

10B

后吸去培养液#

SQL

洗涤
1

次#每孔加入
J::

$

24

F

"

4D

&

1%

%

D

#继续培养
0B

#弃上清液#加入
$2%

%

D

甲基亚砜$

\JLh

&振

荡
$%4#,

#用自动酶标仪在
2-%,4

处测定吸光值$

C

&#本实验

重复
'

次)

>&?&A

!

:6>,+A<==

小室检测细胞迁移
!

按
$&1&1

分组处理细

胞#调整细胞浓度为
0[$%

0 个"
0%%

%

D

接种于
:6>,+A<==

小室

上室中#

T

组
:6>,+A<==

小室下室加入
)%%

%

D

含
$%c]QL

的

QJLT+

细胞培养基#

Q

组下室内加入
)%%

%

D

含
$%c

烧伤大鼠

血清的
QJLT+

细胞培养基#

Q3DW

组在
:6>,+A<==

上室加入

抑制 终 浓 度 为
$%

%

4"=

"

D

的
SR'X

信 号 通 路 抑 制 剂

DW1(0%%1

#下室内加入
)%%

%

D

含
$%c

烧伤大鼠血清的
QJ.

LT+

细胞培养基#放入
'-V

*

2c Th

1

培养箱继续培养)

10B

后取出
:6>,+A<==

小室#将上室培养基吸尽#用棉签擦拭上室

中的细胞#

SQL

清洗
$

次#并将小室置于
0c

多聚甲醛中室温

固定
1%4#,

#

SQL

清洗
$

次#结晶紫染色
'%4#,

#

SQL

清洗#显

微镜下观察小室半透膜下表面细胞并计数#每组按照上下左右

中随机选取
2

个视野#取
2

个视野细胞总数的均数进行统计分

析#以迁移至小室半透膜下表面细胞个数的均数表示细胞的迁

移能力)

>&?&E

!

i<+C<6,E="C

检测
9NC

*

;

.9NC

蛋白的表达
!

按
$&1&1

分组处理细胞#收集细胞进行离心沉淀#按总蛋白提取试剂盒

说明书提供的方法提取细胞总蛋白#采用
QT9

法测定蛋白浓

度)取
0%

%

F

"孔蛋白进行
$%c

十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺

凝胶电泳$

L\L.S9_I

&#

2cQL9

室温封闭
1B

#分别加入
9NC

$

$f2%%

&*

;

.9NC

$

$f2%%

&抗体#

0V

过夜%次日#

:QL:

洗膜
'

次#加入
$f0%%%

稀释的
a7S

标记的山羊抗兔二抗#

'-V

孵

育
1B

#化学发光*显影#凝胶成像仪获取图像#

R4>

F

<^

软件进

行灰度分析#结果以
;

.9NC

与
9NC

灰度值比值表示)本实验重

复
'

次)

>&?&F

!

免疫荧光染色观察细胞微管结构
!

按
$&1&1

分组处理

细胞#以
$[$%

' 个"
4D

密度接种于无菌玻片的
10

孔板中#

10

B

后#用
0c

的多聚甲醛室温固定细胞爬片
'% 4#,

#

%&$c

:6#C",d.$%%

破膜
1%4#,

#

2c

山羊血清
'-V

封闭
'%4#,

#滴

加兔抗大鼠的
&

.C@E@=#,

单克隆抗体$

$f$%%

&#

0V

过夜%滴加

荧光二抗$

$f$%%

&#

'-V

避光孵育
$B

#滴加
\9SR

$

$f$%%

&#

'-V

避光孵育
24#,

#抗荧光淬灭剂封片#每步操作前均要用

SQL

洗
'

遍#每遍
24#,

#但血清封闭后不洗#直接加一抗)激

光共聚焦显微镜下观察并拍照)

>&@

!

统计学处理
!

采用
LSLL$-&%

统计软件进行数据分析)

计量资料以
Kb@

表示#对实验结果进行单因素方差分析#组间

比较用
DL\.

J

检验)检验水准
&

g%&%2

#以
<

$

%&%2

为差异有

统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

J::

法检测
QJLT+

活性
!

T

组*

Q

组*

Q3DW

组细胞活

性分别为
$&-)b%&%(

*

$&('b%&%)

*

$&2-b%&1

$

Ng(&$%

#

<

$

%&%$

&)与
T

组比较#

Q

组细胞增多#活性增高$

8g'&2%

#

<

$

%&%$

&%加入抑制剂后#

Q3DW

组细胞活性较
Q

组降低$

8g

'&/%

#

<

$

%&%$

&)

!!

9

!

T

组%

Q

!

Q

组%

T

!

Q3DW

组)

图
$

!!

'

组
QJLT+

细胞迁移情况%

[$%%

&
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?&?

!

:6>,+A<==

小室检测细胞迁移
!

与
T

组比较#

Q

组每
$%%

倍视野下迁移至小室半透膜下表面的细胞增多$

8g-&$0

#

<

$

%&%$

&#

Q3DW

组迁移至小室半透膜下表面的细胞数量较
Q

组

明显减少$

8g(&$'

#

<

$

%&%$

&)见图
$

*表
$

)

表
$

!!

'

组
QJLT+

细胞迁移数比较%

Kb@

'个&

组别 样本数$

$

& 细胞迁移数

T

组
$2 $%)&%b$%&/

Q

组
$2 $2/&/b$1&2

>E

Q3DW

组
$2 /0&/b$'&$

N 0/&()

<

$

%&%$

!!

>

!

<

$

%&%$

#与
T

组比较%

E

!

<

$

%&%$

#与
Q3DW

组比较)

?&@

!

i<+C<6,E="C

检测
9NC

*

;

.9NC

蛋白的表达
!

10B

后#各

组
;

.9NC

"

9NC

比值分别为
%&01b%&%0

*

%&(2b%&%1

*

%&)'b

%&%1

#

Q

组细胞
9NC

磷酸化水平较
T

组增高$

8g1%&1(

#

<

$

%&%$

&#加入抑制剂后#

Q3DW

组细胞
9NC

磷酸化水平较
Q

组

降低$

8g$)&)/

#

<

$

%&%$

&#见图
1

)

?&A

!

免疫荧光染色观察细胞微管结构
!

T

组细胞微管以胞核

为中心向四周呈放射状分布#

Q

组细胞微管出现解裂增多#排

列紊乱#

Q3DW

组微管结构与
T

组相似#见图
'

)

!!

>

!

<

$

%&%2

#与
T

组比较%

E

!

<

$

%&%2

#与
Q3DW

组比较)

图
1

!!

'

组
QJLT+

细胞
9NC

活化状态

!!

9

!

T

组%

Q

!

Q

组%

T

!

Q3DW

组)

图
'

!!

'

组
QJLT+

细胞微管的分布及形态变化

@

!

讨
!!

论

严重烧伤后引起的脏器损害和功能下降#特别是烧伤合并

多器官功能障碍综合征#是导致患者死亡的主要原因#烧伤后

各脏器结构和功能损伤的确切机制仍不完全明了#严重烧伤一

直是困扰医学界的难题)近年#干细胞与组织工程学的飞速发

展#为大面积烧$创&伤的修复开辟了新的途径)目前已有研究

表明
JLT+

可促进烧伤创面愈合#胡克苏等'

-

(将人脐带间充质

干细胞$

PT.JLT+

&移植修复烧伤皮肤#研究发现
PT.JLT+

移

植治疗可能通过抑制皮损局部炎性反应#减少淋巴细胞的浸

润#促进血管的再生和成纤维细胞的生长促进损伤皮肤的修

复)此外#研究将
QJLT+

移植到严重烧伤大鼠体内#研究发

现移植后
QJLT+

能够向受损肝组织定植#对烧伤引起的肝损

伤有明显的修复作用#其机制可能与抑制细胞凋亡有关'

/

(

)

JLT+

移植后#其定向迁移至受损部位是其发挥作用的前提#

损伤组织分泌细胞黏附因子*趋化因子和生长因子等相互调

节#可影响
JLT+

的黏附*迁移)烧伤后患者血清中含有集落

刺激因子*转化生长因子
.

'

$

:_].

'

&*血小板衍生生长因子

$

S\_]

&*胰岛素生长因子
.$

$

R_].$

&*表皮生长因子$

I_]

&等)

严重烧伤患者血清可显著刺激人脐带间充质干细胞$

BPTJ.

LT+

&快速增殖#不引起细胞凋亡#能减少细胞衰老'

(

(

)但严重

烧伤血清能否促进
JLT+

迁移尚不清楚)

SR'X

"

9NC

信号通路最早被发现在胰岛素刺激及其应答

的调控中起重要作用)随着研究的深入和下游底物的不断发

现#

SR'X

"

9NC

信号通路作为一条非常重要的细胞内信号转导

通路被人们所认识)

9NC

是
SR'X

信号通路的直接下游效应分

子#

SR'X

可被
S\_]

*

R_]

*胰岛素*成纤维生长因子$

]_]

&*重

组人
I_]

*骨形态发生蛋白
1

$

QJS.1

&等细胞因子与其受体结

合而激活#活化的
9NC

通过磷酸化作用激活或抑制其下游靶

蛋 白
Q>!

'

$%

(

*

4:h7

'

$$

(

*

T>+

;

>+<(

*

8].

)

Q

*

_LX.'

*

]Xa7

*

;

1$T#

;

$

和
;

1-X#

;

$

等#进而调节细胞的增殖*分化*凋亡#以

及迁移等'

$1

(

)研究发现#用
SR'X

"

9NC

抑制剂
DW1(0%%1

和

i"6C4>,,#,

可减弱
L\].$

&

和
E]_]

诱导的
JLT+

迁移'

$'.$0

(

)

本实验以严重烧伤血清处理
QJLT+

模拟体内严重烧伤

环境#实验结果表明#烧伤血清处理
10B

后#

QJLT+

细胞活

力*细胞迁移数量较正常培养组增高#且
;

.9NC

水平增高#表明

严重烧伤血清可促进
QJLT+

细胞迁移#且可激活
SR'X

"

9NC
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信号通路)为进一步证实烧伤血清诱导
SR'X

"

9NC

信号通路

活化是否参与
QJLT+

细胞的迁移#加入
SR'X

"

9NC

信号通路

抑制剂
DW1(0%%1

后#

QJLT+

细胞迁移能力明显受抑#表明严

重烧伤血清可促进
QJLT+

细胞迁移#可能与其激活
SR'X

"

9NC

信号通路相关)此外#本实验还发现严重烧伤血清处理

QJLT+

后#

QJLT+

细胞微管结构解聚"聚合动态失衡#发生解

聚#同时细胞迁移能力增强#但用
SR'X

"

9NC

信号通路抑制剂

DW1(0%%1

作用后
QJLT+

细胞微管结构与正常培养组相似#

且细胞迁移能力减弱#说明严重烧伤血清可能激活
QJLT+

细

胞
SR'X

"

9NC

信号通路#进而影响细胞微管结构发生变化#使

细胞骨架解聚"聚合的动态平衡被打破#朝解聚方向移动#以利

于细胞迁移)

有研究表明#细胞迁移需要微管介导的细胞体的收缩*伸

展等一系列过程#缺氧可使表皮细胞微管动力学发生变化#增

强细胞迁移能力'

$2

(

)

SR'X

"

9NC

信号通路可影响许多细胞结

构#特别是肿瘤细胞)核糖体蛋白
L)

激酶'

;

-%

$

L)X

&(是

SR'X

"

9NC

信号通路下游信号分子#

;

-%

$

L)X

&可通过肌动蛋白

纤维交联蛋白调节细胞骨架动力学)过表达
;

-%

$

L)X

&可促进

卵巢癌细胞定向迁移'

$)

(

)

;

-%

$

L)X

&可快速激活
7>+

相关的

T'

肉毒素底物
$

*细胞分裂周期蛋白
01

以及他们下游信号分

子
;

1$

小
_:S

酶活化激酶
$

'

$)

(

)抑制
;

-%

$

L)X

&可导致其下

游蛋白表达下调及肌动蛋白骨架结构重组)但在严重烧伤环

境下#严重烧伤血清中哪些物质激活
SR'X

"

9NC

信号通路#通

过调控细胞微管骨架结构变化#进而促进细胞迁移能力的具体

作用机制还有待进一步研究)
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