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脐带血干细胞移植对兔糖尿病后肢血管病变
介入术后支架内再狭窄的影响
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　 　 【摘要】 　 目的　 观察脐带血干细胞移植对糖尿病实验兔后肢血管病变血管内介入术后支架内再

狭窄的影响ꎮ 方法　 制备糖尿病后肢血管病变兔模型 ２２ 只ꎬ随机分成 Ａ 组(ｎ＝ ８ꎬ 介入术联合脐带血干

细胞移植)、Ｂ 组(ｎ＝ ８ꎬ单纯介入术)、Ｃ 组(ｎ＝ ６ꎬ未治疗干预)、Ｄ 组(ｎ＝ ６ꎬ 未制模ꎬ为正常对照)ꎮ 采用

酶联免疫吸附试验分别测定血清血管内皮钙黏蛋白(ＶＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ)和血浆脂蛋白相关磷脂酶 Ａ２(Ｌｐ￣
ＰＬＡ２)水平ꎬ苏木精￣伊红染色测定新生内膜面积及内膜面积与中膜面积比值ꎮ 结果　 治疗后 Ａ 组 ＶＥ￣
ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｌｐ￣ＰＬＡ２ 水平明显低于 Ｂ、Ｃ 组(Ｐ 均<０.０１)ꎬ与 Ｄ 组比较差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ Ａ 组

兔股动脉有轻度内膜中断和增生ꎬ弹力膜轻度断裂ꎻＡ 组内膜面积、内膜面积与中膜面积比值均显著小

于 Ｂ、Ｃ 组(Ｐ 均<０.０５)ꎬ与 Ｄ 组比较差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 结论　 脐带血干细胞移植可有效保

护血管内介入术后血管内皮损伤ꎬ预防术后支架内再狭窄ꎮ
【关键词】 　 脐带血干细胞ꎻ 支架内再狭窄ꎻ 血管内介入治疗ꎻ 糖尿病血管病变
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　 　 近年糖尿病下肢血管病变发病率逐年升高ꎬ而
血管内介入治疗以创伤小、立竿见影效果等优势逐

渐成为下肢血管病变不可或缺的治疗方法ꎮ 介入治

疗后支架内再狭窄( ｉｎ￣ｓｔｅｎｔ ｒｅｓｔｅｎｏｓｉｓꎬＩＳＲ)也成为

影响远期预后的主要原因ꎮ 支架技术不断进步使得

再狭窄率逐渐下降ꎬ但仍有报道提示药物洗脱支架

再狭窄率达 ２０％[１]ꎮ 李菁等[２] 报道采用巴曲酶联

合阿司匹林预防 ５０ 例糖尿病下肢血管病变患者介

入术后 ＩＳＲꎬ观察 １２ 个月后再狭窄率为 ２８.９％ꎮ 上

述药物和非药物方法尚缺乏大规模临床应用研究基

础[３]ꎬ如何预防 ＩＳＲ 发生仍是目前研究重点ꎮ 以往

研究显示 ＩＳＲ 与内皮细胞功能受损后一系列炎性反

应有关[４]ꎬ干细胞移植可促进血管新生ꎬ保护血管

内皮细胞功能ꎮ 脐带血富含造血干细胞、间充质干

细胞及内皮祖细胞ꎬ可用于治疗糖尿病周围神经血管

病变[５￣８]ꎮ 本研究构建糖尿病后肢血管病变兔模型ꎬ
在介入治疗后局部注入人脐带血干细胞(ｈＵＣＢＳＣ)ꎬ
观察 ｈＵＣＢＳＣ 对 ＩＳＲ 危险因素血管内皮钙黏蛋白

(ＶＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ)、脂蛋白相关磷脂酶 Ａ２(Ｌｐ￣ＰＬＡ２)和
动脉局部内膜增殖的影响ꎬ为临床防治介入术后

ＩＳＲ 提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 实验器材

实验器材包括 ２８ 只体重为(２.３±０.５) ｋｇ 的健

康雄性新西兰大白兔(河北医科大学动物实验中心

提供)、淋巴细胞分离液(密度 １.０７７ ｇ / ｍｌꎬ天津灏洋

生物制品科技公司)、酶联免疫吸附试验(ＥＬＩＳＡ)试
剂盒(北京华夏远洋科技公司)、ＲＴ￣６０００型 ４５０ ｎｍ
全自动酶标仪(美国 Ｒａｙｔｏ 公司)、兔后肢动脉腔内

扩张用 ３ ｍｍ×４０ ｍｍ 球囊(美国 Ｍｅｄｔｒｏｎｉｃ 公司)、
倒置荧光显微镜(日本 Ｎｉｋｏｎ 公司)和 ＱＷｉｎ Ｐｌｕｓ 图

像分析软件(德国 Ｌｅｉｃａ 公司)ꎮ
１.２　 ｈＵＣＢＳＣ 混悬液制备

足月分娩健康产妇(乙型肝炎病毒标志、艾滋

病、梅毒抗体等检测阴性)脐带血由石家庄市妇产

医院提供ꎬ产妇及家属均签署知情同意书ꎬ实验方案

经医院医学伦理委员会批准ꎮ 取新鲜脐带血(６ ｈ
内用毕)ꎬ用磷酸缓冲液 ( ＰＢＳ) 等倍稀释后置于

５０ ｍｌ离心管中ꎬ按 １ ∶ １ 比例加至人淋巴细胞分离

液ꎬ４℃、２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎ 后脐带血分 ５ 层ꎬ
中间白膜层即为单个核细胞ꎻ用移液器小心吸取富

含单个核细胞的悬液放入另一离心管内ꎬ ４℃、
１ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎꎬ ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎻ用低糖

ＤＭＥＭ 培养液悬浮ꎬ计数细胞浓度为 ５ × １０５ / ｍｌꎬ
ｈＵＣＢＳＣ 混悬液制备成功ꎮ
１.３　 糖尿病后肢血管病变兔模型制作

取 ２２ 只大白兔ꎬ基础饲料适应性喂养 １ 周ꎬ给
予 １００ ｇ 高脂饲料喂养ꎬ配方为 ２％胆固醇、１％脱氧

胆酸钠、５％猪油、９２％普通饲料ꎻ第 ５ 周所有动物禁

食 １６ ｈ(不禁水)ꎬ经耳缘静脉一次性快速注射链脲

佐菌素(ＳＴＺ)６０ ｍｇ / ｋｇ 造模ꎬ造模后 １、２ 周分别空

腹采血 １ 次ꎬ及时分离血清并测定空腹血糖(ＦＢＧ)ꎬ
以 ＦＢＧ≥１１.０ ｍｍｏｌ / Ｌ 为糖尿病造模成功ꎻ以 ３％戊

巴比妥 １ ｍｌ / ｋｇ 静脉注射麻醉ꎬ于右侧腹股沟搏动

处暴露股动脉ꎬ无血管分支处用 ７ 号手术线绕股动

脉轻轻结扎(注意不要完全结扎)ꎬ缝合切口ꎬ术后

肌内注射青霉素 ２０ 万 Ｕ /只ꎻ１ 周后静脉注射牛血

清白蛋白(２５０ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ继续喂养高脂饲料共 １２ 周ꎮ
造模完成后随机分为 ３ 组ꎬ８ 只接受介入术联合脐

带血干细胞移植(Ａ 组)ꎬ８ 只接受单纯介入术(Ｂ
组)ꎬ６ 只未接受治疗干预(Ｃ 组)ꎻ另取 ６ 只未制模

健康兔ꎬ作为正常对照组(Ｄ 组)ꎮ
１.４　 模型兔介入术及脐带血干细胞移植

Ａ 组 ８ 只兔以 ３％戊巴比妥 １ ｍｌ / ｋｇ 静脉麻醉ꎬ
手术开始即给予肝素(２００ Ｕ / ｋｇ)耳缘静脉注射抗

凝ꎬ股动脉近心端穿刺成功后送入 ３ ｍｍ×４０ ｍｍ 球

囊至股动脉ꎬ１２ 个大气压充盈球囊持续 ３ ｍｉｎꎬ血管

夹封闭股动脉近端和远端后撤出球囊ꎬ缝合股动脉ꎻ
恢复血流后于股动脉近心端注入制备好的 ｈＵＣＢＳＣ
混悬液约 ０.５ ｍｌꎬ术后缝合穿刺点ꎮ Ｂ 组 ８ 只仅作右

后肢股动脉穿刺及球囊扩张术ꎬ同时注射等量 ＰＢＳ
作为对照ꎮ 经耳缘静脉注射肝素(２００ Ｕ􀅰ｋｇ－１􀅰ｄ－１)抗
凝ꎬ同时肌内注射青霉素预防感染ꎬ连续 ３ ｄꎮ
１.５　 ＶＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｌｐ￣ＰＬＡ２ 水平测定

ｈＵＣＢＳＣ 移植前及移植后 ４ 周分别采集外周

血ꎬ采用 ＥＬＩＳＡ 技术分别测定血清 ＶＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 和

血浆 Ｌｐ￣ＰＬＡ２ 水平ꎮ
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１.６　 组织病理学观察

ｈＵＣＢＳＣ 移植后 ４ 周ꎬ全身麻醉下分离各组实

验兔右后肢股动脉并留取标本ꎬ４％多聚甲醛固定、
石蜡包埋后作横断面切片ꎬ常规苏木精￣伊红(ＨＥ)
染色ꎻ采集图像后通过图像分析软件测定新生内膜

面积、中膜面积及内膜面积与中膜面积比值ꎮ
１.７　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ｌ３.０ 软件作统计学分析ꎮ 组间比较

用方差分析(Ｆ 检验)和非参数检验ꎬ组内差异作 ｔ
检验两两比较ꎬ自身治疗前后用配对 Ｔ 检验比较ꎬ
Ｐ<０.０５为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

ＥＬＩＳＡ 测定结果见表 １、２ꎮ Ａ、Ｂ、Ｃ 组间血清

ＶＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 水平和血浆 Ｌｐ￣ＰＬＡ２ 水平在实验兔造

模前无明显差别ꎬ造模后均明显高于 Ｄ 组ꎻＡ 组术

后 ４ 周两指标较术前明显下降ꎬ低于同期 Ｂ 组和 Ｃ
组(Ｐ 均<０.０１)ꎬ与 Ｄ 组比较差异无明显统计学意

义(Ｐ>０.０５)ꎮ

表 １　 手术前后各组血清 ＶＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 水平变化

组别
　 ＶＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 水平 / (μｇ / ｍｌ) 　
　 　 术前　 　 　 　 术后 ４ 周　 　

ｔ 值 Ｐ 值

Ａ 组(ｎ＝ ８) ３.３１４±０.２１３ｄ １.６３０±０.１１５ｂｃ ２４.１４２ ０.０００
Ｂ 组(ｎ＝ ８) ３.２４１±０.１３９ｄ ５.５９３±０.１４８ａｃｄ －７.４８９ ０.０００
Ｃ 组(ｎ＝ ６) ３.３６８±０.２３２ｄ ３.３７２±０.２３３ａｂｄ －１.０００ ０.３６１
Ｄ 组(ｎ＝ ６) １.６１６±０.１４３ １.６２３±０.１４０ －０.０９１ ０.９３１

Ｆ 值 　 １３０.５２ 　 １８０.５７
Ｐ 值 　 　 ０.０００ 　 　 ０.０００

注:ａ与 Ａ 组相比ꎬＰ< ０.０１ꎻｂ 与 Ｂ 组相比ꎬＰ< ０. ０１ꎻｃ 与 Ｃ 组相比ꎬ
Ｐ<０.０１ꎻｄ与 Ｄ 组相比ꎬＰ<０.０１

表 ２　 手术前后各组血浆 Ｌｐ￣ＰＬＡ２ 水平变化

组别
　 Ｌｐ￣ＰＬＡ２ 水平(ｎｇ / ｍｌ) 　

　 　 术前　 　 　 　 术后 ４ 周　 　
　 ｔ 值 Ｐ 值

Ａ 组(ｎ＝ ８) ２５１.９１０±３.１９８ｄ １９５.９０１±１.６１５ｂｃ ６２.８４８ ０.０００
Ｂ 组(ｎ＝ ８) ２５０.２１９±５.１６３ｄ ３１２.６９３±１.７５６ａｃｄ －１７.３４６ ０.０００
Ｃ 组(ｎ＝ ６) ２４７.８０３±５.５０８ｄ ２４７.８０２±４.９２４ａｂｄ ０.００７ ０.９９５
Ｄ 组(ｎ＝ ６) １９５.６７５±１.９５４ １９６.７０８±１.８０３ －０.６８５ ０.５２４

Ｆ 值 　 ２６２.２２０ 　 ５０３.８２２
Ｐ 值 　 　 ０.０００ 　 　 ０.０００

注:ａ与 Ａ 组相比ꎬＰ<０.０１ꎻｂ 与 Ｂ 组相比ꎬＰ<０.０１ꎻｃ 与 Ｃ 组相比ꎬ
Ｐ<０.０１ꎻｄ与 Ｄ 组相比ꎬＰ<０.０１

组织病理学观察结果见图 １、表 ３ꎮ 术后 ４ 周ꎬＡ
组兔股动脉有轻度内膜中断和增生ꎬ弹力膜轻度断

裂ꎻ Ｂ 组股动脉内膜连续性中断ꎬ内膜增生明显ꎬ弹
力膜断裂明显ꎻＣ 组股动脉内膜纤维帽增厚ꎬ其下可

见大量泡沫细胞ꎬ中膜平滑肌排列紊乱ꎻＤ 组兔股动

脉内膜完整ꎬ弹力膜连续ꎬ无断裂ꎮ Ａ 组、Ｄ 组内膜

面积、内膜面积与中膜面积比值均显著小于 Ｂ、Ｃ 组

(Ｐ 均<０.０５)ꎮ

　 表 ３　 手术后各组股动脉内膜面积、中膜面积及内膜

面积与中膜面积比值变化　 　 　 　 　 　 (ｘ±ｓ)

组别
股动脉内

膜面积 / ｍｍ２

中膜面积
/ ｍｍ２

内膜面积与中膜
面积比值

Ａ 组(ｎ＝ ８) ０.０３５±０.００７ｂｃｄ ０.２４５±０.０１８ｄ ０.１４３±０.０３８ｂｃｄ

Ｂ 组(ｎ＝ ８) ０.６０１±０.０３０ａｃｄ ０.２３８±０.０２３ｄ ２.５６４±０.３４５ａｃｄ

Ｃ 组(ｎ＝ ６) ０.８５７±０.０３１ａｂｄ ０.２５３±０.０３０ｄ ３.３４０±０.２８４ａｂｄ

Ｄ 组(ｎ＝ ６) ０ ０.２０６±０.０１３ ０

Ｆ 值 / Χ２值 ２８.７８９ ５.５４３ ２７.５６７
Ｐ 值 ０.０００ ０.００５ ０.０００

注:ａ与 Ａ 组相比ꎬＰ< ０.０１ꎻｂ 与 Ｂ 组相比ꎬＰ< ０. ０１ꎻｃ 与 Ｃ 组相比ꎬ
Ｐ<０.０１ꎻｄ与 Ｄ 组相比ꎬＰ<０.０５

①Ｄ 组(正常对照)兔股动脉内膜完整ꎬ无增生ꎬ无断裂ꎻ②术后 ４ 周 Ｃ 组(未治疗干预)股动脉内膜纤维帽增厚ꎬ其下可见大量泡沫细胞ꎬ中膜

平滑肌排列紊乱ꎻ③术后 ４ 周 Ｂ 组(单纯介入术)股动脉内膜连续性中断ꎬ内膜增生明显ꎬ弹力膜断裂明显ꎻ④术后 ４ 周 Ａ 组(介入术联合脐带

血干细胞移植)兔股动脉有轻度内膜中断和增生ꎬ弹力膜轻度断裂

图 １　 组织病理学观察结果

３　 讨论

血管内介入治疗具有创伤小、简便易行、成功率

高、疗效确切等优点ꎬ已成为目前治疗糖尿病下肢血

管病变的主要手段ꎬ但术后 ＩＳＲ 严重影响远期疗效ꎮ
ＩＳＲ 基本机制包括血小板、白细胞、巨噬细胞聚集ꎬ

进一步导致平滑肌细胞迁移、增殖ꎻ近期研究发现ꎬ
约 １ / ３ ＩＳＲ 是由于支架内发生了新的动脉粥样硬

化ꎮ 这两种观点提示一共同机制ꎬ即有炎性反应参

与其中[４]ꎮ 因此ꎬ如何防止和减少介入术后炎性反

应发生是预防 ＩＳＲ 关键ꎮ 干细胞移植治疗糖尿病下
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肢神 经 血 管 病 变 已 在 临 床 广 泛 应 用ꎬ 疗 效 确

切[５ꎬ９￣１０]ꎮ 但介入治疗中局部应用干细胞移植是否

有内皮细胞保护作用ꎬ即促进介入治疗所致内膜损

伤修复ꎬ抑制炎性反应ꎬ防止介入治疗后 ＩＳＲ 等作

用ꎬ却少见报道ꎮ 干细胞主要来源于骨髓、外周血及

脐带血ꎬ而 ｈＵＣＢＳＣ 资源丰富ꎬ抗原性弱ꎬ免疫排斥

反应低ꎬ成为异体干细胞移植首选ꎮ 本研究通过制

作糖尿病后肢血管病变兔模型和介入治疗后局部注

入 ｈＵＣＢＳＣ 实验发现ꎬＩＳＲ 危险因素 ＶＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｌｐ￣ＰＬＡ２ 水平较单纯介入术组明显下降ꎬ与正常对

照组差异无明显统计学意义ꎬ股动脉内膜显示轻度

增生ꎮ
ＶＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 是血管内皮细胞特异性钙黏蛋白ꎬ

也是血管内皮细胞黏附连接的主要黏附蛋白[１１]ꎮ
研究显示可溶性 ＶＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 水平可间接推断是否

存在血管内皮细胞损伤[１２]ꎮ 有报道通过免疫组织

化学方法研究 ＶＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 在血管中的表达ꎬ发现

ＶＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 在动脉粥样硬化血管壁全层均有表达ꎬ
而在无粥样硬化动脉管壁上只在外膜和中膜表

达[１３]ꎮ Ｌｐ￣ＰＬＡ２ 是近年引起广泛关注的一种与动

脉硬化密切相关的磷脂酶 Ａ２ 超家族成员ꎬ其从炎

性细胞中产生和释放ꎬ被认为是一种新的炎性标记

物和独立危险因子ꎻ其在血管壁内产生氧化分子ꎬ更
易于导致动脉粥样硬化和产生不稳定性斑块ꎻ其水

平升高预示有斑块形成和破裂危险性很大ꎬ且参与

动脉粥样硬化发生发展过程ꎬ与心血管疾病进展密

切相关[１４]ꎮ 本研究结果显示ꎬ糖尿病下肢血管病变

兔模型 ＶＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｌｐ￣ＰＬＡ２ 水平均高于正常对照

组ꎬ与上述研究结果一致ꎻ介入治疗后上述两指标明

显增高ꎬ说明介入治疗的确损伤血管内皮细胞功能ꎬ
导致新的动脉粥样硬化ꎬ从而发生 ＩＳＲꎻ介入治疗联

合 ｈＵＣＢＳＣ 移植后上述两指标明显下降并接近正

常ꎬ提示 ｈＵＣＢＳＣ 移植可有效干预内皮损伤后炎性

反应并预防 ＩＳＲꎬ组织病理学检查发现动脉内膜轻

度增生进一步证明其有效性ꎮ 采用药物和非药物方

法控制介入治疗后 ＩＳＲ 相关因素ꎬ如糖尿病、吸烟、
高血脂等ꎬ也同样重要[１５]ꎮ

综上所述ꎬ血管内介入术联合脐带血干细胞移

植可有效预防介入治疗后血管内皮损伤ꎬ为 ＩＳＲ 预

防提供了一种新方法ꎮ
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