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转染 TGF-β1 的骨髓间充质干细胞移植对预构皮瓣存活影响

的实验研究
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摘   要 目的：探讨 TGF-β1 转染骨髓间充质干细胞（MSC）移植对预构皮瓣存活的影响及机制。

方法：分离并培养大鼠 MSC，采用脂质体介导技术将真核表达载体 pcDNA3.1（+）/TGF-β1 转染至

MSC， 对 转 染 后 MSC 的 表 型 及 体 外 成 管 进 行 鉴 定； 选 取 12 只 SD 大 鼠， 于 其 背 部 两 侧 对 称 建 立 

5 cm×1 cm 随意皮瓣模型，于两侧皮瓣下分别注射转染后的 MSC（实验侧）与溶媒（对照侧），观察

皮瓣存活情况计算皮瓣存活率，免疫组化染色及 HE 染色检测皮瓣血管密度。

结果：流式细胞仪分析表明，转染 TGF-β1 后 MSC 仍具有 MSC 的特性，且具有良好的体外成管功能。

注射转染 TGF-β1 的 MSC 的实验侧皮瓣存活率明显高于对照侧（82.83% vs. 61.33%，P<0.05），同时

皮瓣内毛细血管的密度明显也明显高于对照侧（19.69 个 vs. 8.19 个，P<0.05）。

结论：转染 TGF-β1 的 MSC 可以促进皮瓣内毛细血管生成，提高皮瓣的存活率。
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Effect of transplantation of bone marrow mesenchymal stem 
cells transfected with TGF-β1 on survival of prefabricated flap: 
an experimental study
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Abstract Objective: The investigate the effect of transplantation of bone marrow mesenchymal stem cells (MSCs) 
transfected with TGF-β1 on survival of prefabricated flap and the mechanism.  
Methods: The rat MSCs were isolated and cultured, and then transfected with pcDNA3.1 (+)/TGF-β1 
eukaryotic expression vectors through liposome delivery system. The phenotype and tube formation ability in 
vitro of the MSCs after transfection were determined. Twelve SD rats were used, and random flaps with 5 cm in 
length and 1 cm in width were established on the symmetric parts of the back of the rats, and then the bottom 
of the flap on both sides was injected with MSCs after transfection (experimental side) or vehicle (control side), 
respectively. The survival rate of flap was calculated and the vessel density in the flap was determined by HE and 
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预 构 皮 瓣 是 通 过 血 管 植 入 的 方 式 ， 在 不 含 轴

型 血 管 的 区 域 构 建 出 可 带 血 供 转 移 的 组 织 瓣 ， 是

治 疗 复 杂 的 畸 形 和 大 面 积 缺 损 的 手 段 之 一 [ 1 ]。 然

而 血 管 化 不 足 引 起 的 预 构 皮 瓣 坏 死 的 问 题 限 制 了

该 技 术 的 临 床 应 用 ， 如 何 促 进 预 构 皮 瓣 的 血 管 化

成 为 外 科 领 域 一 个 亟 待 解 决 的 课 题 。 在 以 往 促 进

预 构 皮 瓣 的 血 管 化 研 究 中 ， 以 生 长 因 子 应 用 为 主

的 “ 治 疗 性 毛 细 血 管 形 成 ” 研 究 报 道 较 多 [ 2 ]。 这

些 研 究 系 统 探 讨 了 生 长 因 子 局 部 或 系 统 应 用 、 缓

释技术、基因治疗等应用方式和效果，但是血管新

生 过 程 复 杂 ， 需 要 多 种 生 长 因 子 参 与 ， 单 一 生 长

因子作用生成的血管存在不稳定和易渗漏问题[3]。

因 此 ， 调 节 多 种 血 管 生 长 因 子 共 同 作 用 生 成 成 熟

稳定的新生血管是至关重要的。转化生长因子β1

（TGF-β1）在血管生成过程中具有关键性的作用[4]，

骨髓间充质干细胞（MSC）可在体外特定诱导条件

下 分 化 为 血 管 内 皮 细 胞 ， 可 更 好 地 促 进 毛 细 血 管

新生 [5-6]。利用干细胞具有自我更新和多向分化潜

能 的 特 性 ， 在 体 外 定 向 诱 导 分 化 ， 产 生 大 量 血 管

内 皮 （ 前 体 ） 细 胞 ， 是 临 床 细 胞 移 植 治 疗 、 构 建

组织工程血管的关键环节。

本 实 验 将 T G F - β 1 基 因 连 接 入 真 核 表 达 载 体

pcDNA3.1（+），将TGF -β基因的载体通过脂质

体 导 入 骨 髓 M S C 中 ， 再 将 该 细 胞 移 植 到 大 鼠 皮 瓣

模 型 中 ， 通 过 监 测 该 皮 瓣 的 成 活 情 况 ， 明 确 转 染

TGF-β1的MSC在促进皮瓣毛细血管形成和提高皮

瓣成活率中的作用[7]。

1　材料与方法

1.1  实验材料

主 要 试 剂 ： D M E M 培 养 液 （ 美 国 L o n z a 公

司）；特级小牛胎血清（FBS），以色列Bioind公

司 ； 抗 大 鼠 C D 4 4 - F I T C 荧 光 抗 体 、 抗 大 鼠 C D 7 3 -
P E 、 抗 大 鼠 C D 4 5 - F I T C 或 抗 大 鼠 C D 3 4 - P E 荧 光

抗 体 ， 抗 小 鼠 I g G 1 - P E ， 抗 小 鼠 I g G 1 - F I T C 荧 光

抗 体 阴 性 对 照 （ 美 国 S i g m a 公 司 ） 。 S A B C 免 疫

组化染色试剂盒，武汉博士德公司；DAB 显 色试

剂 盒 ， 武 汉 博 士 德 公 司 。 主 要 仪 器 ： 细 胞 培 养 箱

（ 美 国 T h e r m o 细 胞 培 养 箱 ） ， 普 通 光 学 显 微 镜

（日本Olympus公司），荧光显微镜（日本Nikon

公司），流式细胞仪BD FACS Cal ibur（美国BD 

Biosc iences公司）。实验动物：选用12只健康的

SD大鼠，均在中南大学湘雅三医院动物实验中心

购 买 并 饲 养 ， 实 验 动 物 均 经 湖 南 省 动 物 实 验 检 疫

所检疫合格，平均体质量（2.8±0.3）kg，雌性。

实 验 设 计 进 行 前 已 经 经 过 中 南 大 学 湘 雅 三 医 院 伦

理审查中心审查通过。

1.2  实验方法

1.2.1  MSC 的分离与培养　取 1 月龄大鼠双侧股骨，

以咬骨钳去除股骨两端，以无血清高糖 DMEM 培养

基（含青霉素 100 U/mL，链霉素 100 U/mL），冲洗

髓腔获得骨髓组织，1 000 r/min 离心，弃去悬液，

再 加 入 培 养 基， 反 复 吹打 成 单 细 胞 悬 液， 重 复 离

心吹打后，以 1×106 个 /cm2 接种于培养瓶中，在上述

培养基中加入胎牛血清（FBS），浓度为 10%（v/v）， 

置 37.0 ℃ 含 5%CO2 的 培 养 箱 中 培 养，5 d 后 首

次 换 液， 以 后 2~3 d 换 液 1 次， 获 取 贴 壁 生 长 的

MSC。待原代细胞长至融合后传代培养。取第 2 代

细胞分别接种于 6 孔培养板中，18~24 h 后，细胞

生长至 80% 融合时进行转染。

1.2.2  TGF-β1 的真核表达载体与细胞转染　真

核 表 达 载 体 pcDNA3.1（+）/TGF-β1（ 中 南 大 学

医 学 遗 传 学 重 点 实 验 室 提 供）， 通 过 脂 质 体 介 导

的 转 染 技 术， 将 所 构 建 的 载 体 导 入 从 骨 髓 中 分 离

培 养 的 骨 髓 间 充 质 干 细 胞 中， 体 外 单 层 培 养， 为

immunohistochemical staining.
Results: Flow cytometry analysis showed that bone marrow stem cells transfected with TGF-β1 exhibited the 
characteristics of the naïve MSCs, and had better tube formation ability in vitro. In the flaps on experimental side 
injected with MSCs transfected with TGF-β1, the survival rate was significantly higher than that in the flaps on 
control sides (82.83% vs. 61.33%, P<0.05), and meanwhile, the capillary density was significantly greater than that 
in the flaps on control sides (19.69 vs. 8.19, P<0.05). 
Conclusion: Transplantation of MSCs transfected with TGF-β1 can promote angiogenesis in skin flaps and 
thereby improve the survival of the flaps.

Key words Mesenchymal Stem Cell Transplantation; Transforming Growth Factor β1; Surgical Flaps; Capillaries
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获得最高的转染效率改善，采用 Lipofectmine2000

试 剂 盒 推 荐 的 最 佳 细 胞 密 度（1×105/mL/ 孔）、

汇合度（70%~80% 融合）及转染反应时间（5 h），

参照文献及预试验中摸索出的最佳 DNA 和脂质体

剂量比 DNA:LP2000（μg:μL）=1:3。

1.2.3  转 染 TGF-β1 的 骨 髓 MSC 形 态 学 观 察　

骨髓细胞种植后，在倒置显微镜下观察，培养液中

悬 浮 着 大 小 不 等 的 圆 形 细 胞， 主 要 成 分 为 造 血 细

胞。24 h 后，MSC 开始贴壁。随着培养时间延长，

细胞发生明显变化，造血细胞死亡，崩解，贴壁的

基质细胞伸出突起，体积增大，具有典型的成纤维

细胞特点，并开始增殖。以后贴壁的细胞突起相互

连接。10~12 d 细胞汇合成层，为梭形或多边形，

胞质透明度好。

1.2.4  转 染 TGF-β1 的 骨 髓 MSC 流 式 细 胞 仪

检 测　 取 第 6 代 的 转 染 TGF-β1 的 MSC 进 行

CD44，CD73，CD45，CD34 等表面分子标志抗原

的 鉴 定。 将 细 胞 消 化， 分 别 加 入 荧 光 标 记 抗 体，

在 阳 性 试 管 中 分 别 加 入 抗 大 鼠 CD44-FITC 荧 光

抗 体、 抗 大 鼠 CD73-PE、 抗 大 鼠 CD45-FITC 或

抗 大 鼠 CD34-PE 荧光抗体 10 μL，在阴性试管中加

入 抗 小 鼠 IgG1-PE 或 抗 小 鼠 IgG1-FITC 荧 光 抗 体 阴

性 对 照 10 μL， 充 分 混 匀， 室 温 避 光 反 应 30 min。

加 入 PBS 液 250×g 离 心 10 min， 洗 涤 2 次， 弃

上 清 液， 加 入 PBS 液 200 µL， 震 荡 细 胞， 加 入 

200 μL 1% 多聚甲醛固定，4 ℃避光保存。3~4 d 内

流式细胞仪检测荧光的表达，用 Cell Quest 软件分析。

1.2.5  转染 TGF-β1 的骨髓间充质干细胞的成管

能 力 检 测　 采 用 细 胞 在 Matrigel 基 质 胶 上 形 成 毛

细血管管状样结构的能力来评价，并拍照记录。

1.2.6  实验动物及皮瓣模型的建立　将 12 只健康

成 年 SD 大 鼠 以 脊 柱 为 线 分 为 左 右 对 称 的 两 个 区

域，在区域内分别建立 5 cm×1 cm 超长宽比例随

意皮瓣。皮瓣远端标记处用手术刀做一切口，切口

深达皮肤全层，到达浅筋膜层，注意止血。随后用

组织剪小心沿标记做 3 边剪开，掀起皮瓣，解剖在

背 部 肌 膜 的 浅 面 进 行， 靠 近 大 鼠 头 部 一 边 作 为 蒂

部，不剪开蒂部，形成所设计比例皮瓣，皮瓣按设

计切口后原位缝合。

1.2.7  转染 TGF-β1 的 MSC 移植　将 2 mL 已经

配制好的转染 TGF-β1 的 MSC 悬液于皮瓣中线软

组织面行皮下轴型均匀注射。对照区域相同位置注

射不含细胞的 PBS 培养液 2 mL。

1.2.8  皮瓣检测指标与方法　皮瓣存活情况的检

测，术后持续观察大鼠实验区域和对照区域的皮瓣

成活情况，拍照后输入计算机，应用 IPP 6.0 图像

分析系统，计算皮瓣成活比率。皮瓣坏死的诊断标

准为观察 3、7、14 d 后的皮瓣颜色、质地、温度等。

皮 瓣 存 活 率 为 皮 瓣 存 活 区 和 皮 瓣 总 面 积 之 比。 皮

瓣组织学血管密度检查，皮瓣组织免疫组化染色，

确认观察新生血管密度（毛细血管数 /200 倍视野）。

皮瓣术后 14 d 取组织检查。

1.3  统计学处理

数据均以平均值±标准差（x±s）表示，用统

计学软件SPSS 13.0对数据采用方差分析及t检验分析。

2　结　果

2.1  MSC 形态

刚 分 离 出 的 M S C 在 培 养 皿 中 呈 现 圆 形 ， 细 胞

没有贴壁。在37 ℃、5%CO 2、湿润培养箱中培养

4~6 d后，培养皿中开始出现贴壁细胞，并且形成

细 胞 群 落 。 与 它 们 刚 开 始 分 离 出 来 时 相 比 ， 其 在

形 态 上 逐 渐 拉 伸 ， 细 胞 边 缘 形 态 逐 渐 变 圆 滑 ， 形

成 类 似 鹅 卵 石 样 的 细 胞 ， 细 胞 大 小 一 致 ， 细 胞 集

落边缘清晰（图1）。

A B C

图 1　分离培养的 MSC 形态（×40）　　A：新鲜分离的 MSC；B：培养 2~3 d 后的 MSC；C：培养 6~7 d 后的 MSC
Figure 1　Morphological observation of the isolated and cultured MSCs (×40)　　A: Fleshly isolated MSCs; B: MSCs after 2-3 d culture;  

C: MSCs after 6-7 d culture
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2.2  转染 TGF-β1 的 MSC 流式细胞仪分析 

流 式 细 胞 检 测 中 ， M S C 表 达 C D 4 4 （ 纤 连

蛋 白 和 透 明 质 酸 盐 受 体 ） （ 9 2 . 6 % ） 和 C D 7 3

（ S H 3 ） （ 9 9 . 2 % ） ， 而 不 表 达 造 血 前 体 细 胞 标

志 抗 原 C D 3 4 （ 2 . 9 3 % ） 和 白 细 胞 标 志 抗 原 C D 4 5

（1.85%），以上均符合MSC的特性（图2）。

2.3  转染 TGF-β1 的 MSC 成管能力检测

细胞培养24 h后，细胞在Matrigel基质胶上形

成 多 个 毛 细 血 管 样 管 状 结 构 ， 并 能 见 到 较 多 的 未

成形管状结构；细胞培养48 h后，细胞基本都已形

成 管 状 能 形 成 良 好 的 管 装 结 构 ， 未 见 明 显 未 成 形

管状结构（图3）。

2.4  皮瓣存活率 

皮 瓣 术 后 1 4  d 计 算 皮 瓣 存 活 率 ， 移 植 转 染

TGF -β1的MSC的实验侧为（82.83±4.17）%，

PBS缓冲液注射对照侧为（61.33±7.85）%。两者

间差异具有统计学意义（P<0 .05）；同时，实验

侧 存 活 皮 瓣 相 较 对 照 侧 存 活 皮 瓣 在 颜 色 、 质 地 等

方面都更与周围正常皮肤组织相似（图4）。
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图 2　流式细胞仪分析结果
Figure 2　Results of fl ow cytometry assay

A B C

图 3　MSC 体外成管实验　　A：培养 12 h（×40）；B：培养 24 h（×100）；C：培养 48 h（×200）
Figure 3　Tube formation assay of the MSCs　　A: Tube formation aft er 12 h culture (×40); B: Tube formation aft er 24 h culture (×100); 

C: Tube formation aft er 48 h culture(×200)

A

B

图 4　两侧皮瓣存活情况　　A：对照侧；B：实验侧
Figure 4　Survival of the fl aps of the both sides　　A: Control side; B: Experimental side
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2.5  皮瓣组织学检测

皮 瓣 术 后 1 4  d ， 取 皮 瓣 组 织 行 H E 染 色 ，

可 见 细 胞 核 被 染 成 染 色 ， 细 胞 质 被 染 成 红 色 。

部 分 血 管 内 可 见 血 细 胞 （ 图 5 ） 。 免 疫 组 化 染

色 见 内 皮 细 胞 内 可 见 橘 黄 色 小 沉 淀 ， 能 够 将 血

管 标 记 出 来 。 2 0 0 倍 高 倍 显 微 镜 下 计 数 血 管 密 度

得：实验侧血管个数平均为（19.69±9.07）个， 

P B S 缓 冲 液 注 射 的 对 照 侧 血 管 个 数 平 均 为

（ 8 . 1 9 ± 2 . 2 8 ） 个 ， 两 者 间 差 异 有 统 计 学 意 义

（P<0.05）（图6）。

3　讨　论

随 着 皮 瓣 移 植 术 在 临 床 上 的 应 用 越 来 越 广

泛 ， 如 何 减 少 或 防 止 皮 瓣 的 坏 死 就 显 得 越 来 越 重

要 。 任 意 皮 瓣 因 为 其 设 计 不 受 移 植 部 位 限 制 ， 而

且 移 植 后 皮 瓣 美 观 而 广 泛 用 于 临 床 [ 8 ]。 但 其 应 用

常 常 受 到 皮 瓣 长 宽 比 例 的 限 制 ， 否 则 皮 瓣 极 易 坏

死 。 轴 型 皮 瓣 由 于 知 名 血 管 的 血 液 供 应 ， 其 皮 瓣

并 不 像 超 长 比 例 的 随 意 皮 瓣 那 样 容 易 坏 死 ， 但 其

因 为 需 要 包 含 知 名 血 管 ， 其 部 位 的 设 计 往 往 受 到

限制[9]。临床上需要在不含知名血管部位进行超长

比 例 皮 瓣 移 植 时 ， 通 常 会 采 用 预 构 皮 瓣 的 方 法 ，

使 得 其 皮 瓣 内 的 血 管 再 生 ， 能 够 有 充 足 的 血 运

后 ， 再 进 行 移 植 。 然 而 这 样 通 常 会 加 重 患 者 的 病

痛和负担[10]。

自从Friedenstein等[11]在1970年左右首次报道

了 骨 髓 中 有 小 部 分 能 够 分 化 为 骨 或 软 骨 的 贴 壁 细

胞，到1999年Pit tenger等 [12]从人的髂骨骨髓样本

中分离得到MSC，MSC的研究已得到长足的进步。

M S C 是 一 个 缺 乏 造 血 干 细 胞 的 混 合 细 胞 群 ， 形 态

上不同于传统的骨髓基质细胞，尤其是近2年的研

究 显 示 M S C 可 从 自 体 或 异 体 获 得 、 且 无 明 显 免 疫

排 斥 、 能 反 复 回 注 、 代 谢 旺 盛 并 在 体 内 长 期 存 活

等 特 点 ， M S C 不 同 于 其 它 干 细 胞 之 处 在 于 具 有 分

化 可 塑 性 ， 它 存 在 着 与 不 可 逆 分 化 相 关 的 干 细 胞

区 间 ， 当 其 分 化 受 到 抑 制 和 激 活 时 将 会 影 响 转 录

因 子 的 表 达 ， 而 且 最 近 的 研 究 显 示 ， 在 适 宜 的 体

A B

图 5　皮瓣 HE 染色（×100）　　A：对照侧；B：实验侧
Figure 5　HE staining of the flaps (×100)　　A: Control side; B: Experimental side

A B

图 6　皮瓣免疫组化染色（×200）　　A：对照侧；B：实验侧
Figure 6　Immunohistochemical staining of the flaps (×200)　　A: Control side; B: Experimental side
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内或体外环境下MSC不仅可以分化为中胚层的间质

组 织 ， 其 中 部 分 细 胞 还 保 持 有 内 、 外 胚 层 组 织 的

分化潜能[13-16]。Huang等 [17]通过建立成年裸鼠创伤

性脑损伤模型，发现移植有MSC的裸鼠微血管密度

增 加 ， 同 时 脑 组 织 的 含 水 量 ， 减 少 闭 锁 小 带 蛋 白

（ZO -1）、紧密连接蛋白5和促血管生成素1均高

表达。从而证明了MSC在脑组织修复方面有着积极

的作用。更多的实验证实，内皮克隆形成细胞在缺

血肢体的修复、骨损伤修复都有较好的效果[18-20]。

因 此 将 其 用 在 皮 瓣 移 植 血 管 构 建 方 面 有 着 较 大 的

应用潜能。

M S C 在 形 态 学 上 难 以 鉴 别 ， 在 蛋 白 表 达 水

平 ， M S C 也 未 发 现 特 异 性 的 表 面 标 志 物 。 来 自 不

同 种 属 的 M S C 以 及 不 同 的 传 代 时 间 ， 亦 有 可 能 有

不 同 的 表 型 特 性 。 目 前 较 为 公 认 的 鉴 定 M S C 的 标

志是：缺乏CD14、CD34及CD45等造血干细胞标

志，但对CD44、CD71、CD90、CD106和CD124

等均呈现阳性反 应 [ 21]。在本研究中采用了流式测

定 表 面 标 记 物 结 合 定 向 诱 导 分 化 的 方 法 ， 选 取 了

C D 3 4 、 C D 4 5 、 C D 4 4 和 S H 3 （ C D 7 3 ） 来 鉴 定 扩

增的MSC，结果显示，MSC表达CD44（92.6%）

和 S H 3 （ 9 9 . 2 % ） ， 而 不 表 达 造 血 前 体 细 胞 标

志 抗 原 C D 3 4 （ 2 . 9 3 % ） 和 白 细 胞 标 志 抗 原 C D 4 5

（1.85%），这些均符合MSC的特性。

本 实 验 采 用 了 大 鼠 为 实 验 动 物 ， 在 大 鼠 背 部

建 立 了 超 大 比 例 的 随 意 皮 瓣 模 型 ， 同 时 在 同 一

大 鼠 背 部 建 立 对 照 [ 2 2 ]。 移 植 转 染 T G F - β 1 的 M S C

的 实 验 侧 皮 瓣 的 存 活 率 明 显 要 大 于 对 照 侧 ， 说

明 转 染 T G F - β 1 的 M S C 能 够 有 效 的 提 高 皮 瓣 的 存

活 率 。 同 时 ， 实 验 侧 存 活 皮 瓣 相 较 对 照 侧 存 活 皮

瓣 在 颜 色 、 质 地 等 方 面 都 更 与 周 围 正 常 皮 肤 组 织

相 似 ， 说 明 转 染 T G F - β 1 的 M S C 不 仅 能 够 有 效 的

提 高 超 大 比 例 的 皮 瓣 的 存 活 情 况 ， 减 少 其 缺 血 情

况 的 发 生 ， 而 且 能 够 使 得 皮 瓣 有 着 更 好 的 存 活 

质量。

组织学检测中，结合HE染色和免疫组化染色

的结果，可发现转染TGF-β1的MSC实验侧皮瓣的

平 均 血 管 密 度 要 高 于 对 照 组 的 平 均 血 管 密 度 。 说

明转染TGF-β1的MSC能够有效的促进缺血皮瓣毛

细 血 管 的 生 成 。 结 合 皮 瓣 的 存 活 率 ， 可 以 认 为 转

染 T G F - β 1 的 M S C 能 够 促 进 缺 血 皮 瓣 内 的 血 管 再

生，从而提高和增加皮瓣的存活率。
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