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摘     要             背景与目的：基质细胞衍生因子 1α （SDF-1α） 是一种定向诱导细胞迁移的趋化因子，研究显示，间充

质干细胞 （MSCs） 在受损组织中可以沿着 SDF-1 梯度迁移到损伤部位并参与组织修复，然而目前尚缺乏

SDF-1α 诱导脂肪来源干细胞 （ASCs） 对糖尿病缺血下肢进行组织修复的体内研究。因此，本研究探讨

SDF-1α 促进大鼠脂肪来源干细胞 （rASCs） 向糖尿病大鼠缺血下肢肌肉组织迁移及对组织修复的影响。

方法：取 SD 大鼠脂肪组织分离培养 rASCs，行细胞形态观察，鉴定成脂、成软骨及成神经分化能力，

并使用带绿色荧光蛋白 （GFP） 的腺病毒转染和标记 rASCs。将大鼠用 STZ 法构建糖尿病模型，并结扎

大鼠的右下肢股动脉造成下肢缺血后，随机分为两组，通过尾静脉向两组大鼠体内注射 rASCs，其中

一组在患肢中段部位肌肉处注射 SDF-1α 蛋白 （SDF-1α+rASCs 组），另一组则用同样方式注射等量磷酸

盐缓冲溶液 （rASCs 组）。治疗后的第 1、2 周行大鼠双下肢血流量检测，计算及比较各组大鼠的缺血下

肢-健侧下肢血流比值。在第 4 周时处死大鼠，取缺血部位的肌肉组织行 HE 染色，观察不同治疗方法

组中肌肉组织的排列情况。以因子Ⅷ （FⅧ） 作为微血管的标记，行免疫荧光染色，荧光显微镜下

观察组织中 FⅧ及 GFP 的分布情况。

结 果 ：所 培 养 的 细 胞 呈 长 梭 形 或 多 角 形 样 生 长 ， 并 可 向 脂 肪 、 软 骨 、 神 经 细 胞 多 向 分 化 ， 鉴 定 为

rASCs。糖尿病下肢缺血大鼠下肢血流量检测结果显示，在治疗后第 1 周 SDF-1α+rASCs 组的缺血下肢-

健侧下肢血流比值明显高于 rASCs 组 （0.33±0.03 vs. 0.26±0.02，P=0.016），治疗后第 2 周可发现上述差

异进一步扩大 （0.60±0.02 vs. 0.47±0.01，P=0.050）。HE 染色结果显示，在治疗后第 4 周 SDF-1α+rASCs 组大

鼠的肌肉组织排列更为整齐。免疫荧光结果显示，SDF-1α+rASCs 组的骨骼肌组织中 rASCs 的数量在治

疗后第 4 周明显高于 rASCs 组 （P<0.05），还能观察到红色荧光 （FⅧ） 与绿色荧光 （rASCs） 的重叠。

结论：通过提高缺血部位的 SDF-1α 的浓度能够有效增加迁移至患处的 rASCs 数量，从而获得优化 rASCs

改善患肢血流灌注，促进肌肉组织修复的明显效果。此外，rASCs 分化为血管内皮细胞可能是 rASCs 促

进缺血肌肉修复的关键机制之一。
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Abstract             Background and Aims: Stromal cell-derived factor-1α (SDF-1α) is a chemotactic factor that directs 

cell migration. Studies have shown that mesenchymal stem cells (MSCs) can migrate along the SDF-1 

gradient to the site of tissue injury and participate in tissue repair. However, there is currently a lack of in 

vivo studies on the tissue repair of diabetic ischemic lower limbs using SDF-1α-induced adipose-derived 

stem cells (ASCs). Therefore, this study was conducted to investigate the effect of SDF-1α on the 

migration of rat adipose-derived stem cells (rASCs) to the muscle tissue of diabetic ischemic rat lower 

limbs and its impact on tissue repair.

Methods: The rASCs were isolated and cultured from the adipose tissue of SD rats. Cell morphology 

was observed, and the differentiation capacity towards adipocytes, chondrocytes, and neurons was 

evaluated. Then, the rASCs were transfected and labeled with green fluorescent protein (GFP) using 

adenovirus. Diabetes was induced in rats using the streptozotocin (STZ) method, and the right femoral 

artery of the rats was ligated to induce lower limb ischemia. The rats were randomly divided into two 

groups and injected with rASCs via the tail vein. The SDF-1α protein was injected into the midsection of 

the affected limb muscle in one group (SDF-1α+rASCs group), while the other group was injected with 

an equal amount of phosphate-buffered saline (rASCs group). Blood flow measurements of the rat lower 

limbs were conducted at weeks 1 and 2 after treatment, and the ischemic limb-to-contralateral limb blood 

flow ratio was calculated and compared. At week 4, the rats were euthanized, and muscle tissue from the 

ischemic region was subjected to HE staining to observe the arrangement of muscle tissue in different 

treatment groups. Immunofluorescent staining using factor Ⅷ (FⅧ) as a marker for microvessels was 

performed to observe the distribution of FⅧ and GFP in the tissues under a fluorescence microscope.

Results: The cultured cells exhibited spindle or multiangular growth and had the ability to differentiate 

into adipocytes, chondrocytes, and neurons, confirming their identity as rASCs. The blood flow 

measurements of the diabetic ischemic rat lower limbs showed that the ischemic limb-to-contralateral 

limb blood flow ratio was significantly higher in the SDF-1α+rASCs group than in the rASCs group at 

week 1 (0.33±0.03 vs. 0.26±0.02, P=0.016), and this difference further increased at week 2 (0.60±0.02 

vs. 0.47±0.01, P=0.050). HE staining revealed a more orderly arrangement of muscle tissue in the SDF-

1α +rASCs group at week 4. Immunofluorescent staining showed that the number of rASCs in the 

skeletal muscle tissue of the SDF-1α +rASCs group was significantly higher than that in the rASCs 

group at week 4 (P<0.05), and overlapping red fluorescence (FⅧ) and green fluorescence (rASCs) 

were observed.

Conclusion: Increasing the concentration of SDF-1α at the site of ischemia can effectively increase the 

number of rASCs migrating to the affected area, resulting in optimized blood flow perfusion and 
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significant improvement in muscle tissue repair. In addition, the differentiation of rASCs into endothelial 

cells may be one of the key mechanisms.

Key words           Ischemia; Lower Extremity; Diabetes Mellitus; Chemokine CXCL12; Mesenchymal Stem Cells; Regeneration; Rats
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糖 尿 病 下 肢 动 脉 病 变 （diabetic lower extremity 

arterial disease，DLEAD） 是糖尿病的慢性并发症之

一 。 DLEAD 可 导 致 下 肢 动 脉 狭 窄 、 闭 塞 使 得 患 者

下肢缺血、溃疡甚至坏死。但由于血管病变弥漫、

呈 多 阶 段 病 变 、 远 端 流 出 道 闭 塞 等 特 点 ， 使 得 部

分下肢缺血严重的 DLEAD 患者无法在传统治疗手

段 如 药 物 、 外 科 手 术 及 血 管 内 介 入 等 治 疗 中 获 得

症 状 缓 解 ， 截 肢 成 为 他 们 的 必 然 选 择 ， 而 截 肢 后

病死率高达 40%~50%[1]。因此，探索缺血肢体血循

环 重 建 的 新 治 疗 策 略 ， 对 于 降 低 患 者 截 肢 率 ， 提

高其生活质量具有非常重要的临床意义。

脂 肪 来 源 干 细 胞 （adipose-derived stem cells，

ASCs） 是 目 前 研 究 应 用 极 为 广 泛 的 间 充 质 干 细 胞

（mesenchymal stem cells，MSCs） 之一。ASCs 较其他

类型的 MSCs 具有组织来源广泛，易获得，损伤小

等优势，能够分泌各类生长因子[2-3]，以及分化成

各种成熟体细胞[4-6]，为糖尿病下肢缺血患者提供

了新的治疗手段。目前已有一些研究将 ASCs 用于

治疗下肢缺血，并获得很好的疗效[7-9]，但仍有学

者致力于通过优化包括 ASCs 在内的 MSCs 的功能以

进 一 步提高干细胞治疗的疗效[10-12]。基质细胞衍生

因 子 1α （stromal cell-derived factor 1α， SDF-1α） 又

称 为 CXCL12 （CXC chemokine ligand-12）， 是 一 种

CXC 趋化因子[13]，主要由基质细胞持续分泌，可在

低 氧 诱 导 下 表 达 ， 与 其 特 异 性 受 体 CXCR4 广 泛 地

表达于许多组织和器官。有研究发现 SDF-1 在组织

的损伤部位中浓度明显上调[14]，MSCs 可以沿 SDF-1

浓度梯度迁移至损伤区域参与组织的修复[15-16]。已

有 部 分 研 究[17] 证 实 SDF-1α 与 骨 髓 间 充 质 干 细 胞

（bone marrow mesenchymal stem cells， BMSCs） 的 迁

移 、 分 化 和 组 织 修 复 能 力 具 有 一 定 的 关 系 ， 而 鲜

有关于 SDF-1α 诱导 ASCs 对影响其迁移功能以及改

善 缺 血 下 肢 组 织 修 复 疗 效 的 相 关 研 究 报 道 。 为 了

进一步优化 ASCs 治疗糖尿病下肢缺血的效果，本

研究拟使用 SDF-1α 蛋白注射于糖尿病下肢缺血大

鼠 的 患 肢 组 织 中 ， 同 时 通 过 静 脉 注 射 将 经 绿 色 荧

光 蛋 白 （green fluorescent protein， GFP） 标 记 的 大

鼠 脂 肪 来 源 干 细 胞 （rat adipose-derived stem cells，

rASCs） 移 植 入 大 鼠 体 内 ， 观 察 治 疗 后 患 肢 血 流 、

肌肉恢复以及 rASCs 在患处组织分布的情况，探索

提 高 局 部 SDF-1α 浓 度 对 rASCs 促 进 糖 尿 病 大 鼠 下

肢 缺 血 肌 肉 组 织 修 复 的 影 响 ， 以 期 为 有 效 优 化

ASCs 提高其治疗效果以及发挥干细胞最大效能途

径的选择提供更多的实验数据。

1     材料与方法 

1.1 实验动物　

无特定病原体 （specific pathogen free，SPF） 级

雌性成年大鼠 9 只 （其中 3 只用于提取 rASCs，6 只

用 于 构 建 糖 尿 病 下 肢 缺 血 大 鼠 模 型）， 体 质 量

（200±20） g，由广西医科大学动物实验中心提供。

所 有 实 验 操 作 均 遵 循 动 物 伦 理 学 要 求 并 获 得 广 西

医 科 大 学 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 （ 批 号 ：

201912005）。

1.2 主要材料与仪器　

DMEM 培养基、 Ⅰ型胶原酶、胰蛋白酶、无水

乙醇、15% 水合氯醛、磷酸盐缓冲溶液 （phosphate 

buffer saline， PBS）、 胎 牛 血 清 （fetal bovine serum，

FBS）（HyClone 公 司 ， 美 国）； 青 链 双 抗 （生 工 生

物工程有限公司，中国）；地塞美松、吲哚美辛、

胰 岛 素 、 甘 油 三 酯 检 测 试 剂 盒 、 β - 甘 油 磷 酸 钠 、

Vc （维 生 素 C）、 甲 苯 胺 蓝 染 色 液 、 链 尿 佐 菌 素

（streptozotocin， STZ）（索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ， 中

国）； 油 红 O （伊 卡 生 物 技 术 有 限 公 司 ， 中 国）；

成 软 骨 诱 导 液 、 0.1% 结 晶 紫 染 液 （中 国 临 床 试 验

集团，中国）；大鼠重组 SDF-1α 蛋白 （艾博抗上海

贸 易 有 限 公 司 ， 中 国）； Adv-GFP （吉 玛 基 因 ， 中

国）；因子Ⅷ （FⅧ） 一抗 （Novus 公司，美国）；

荧光二抗 （三鹰生物技术有限公司，中国）。

超净工作台 （安泰科技有限公司，中国）；低

温台式离心机 （Eppendorf 公司，德国）；流式细胞

仪 （BD 公司，美国）；光学显微镜、荧光显微镜、

倒 置 显 微 镜 （Olympus 公 司 ， 日 本）； 细 胞 培 养 箱

超声细胞破碎仪 （之信仪器有限公司，中国）；血

糖 检 测 仪 及 检 测 试 纸 （怡 成 生 物 电 子 公 司 ， 中

国）； 血 流 测 量 仪 PeriCam PSI （PeriCam 公 司 ， 瑞

典）， 冷 冻 切 片 机 、 赛 默 飞 轮 转 切 片 机 （Thermo 

Shandon 公司，英国），生物组织摊片机 （中威医疗仪

器有限公司，中国）；组织包埋机、生物组织脱水机

（亚光公司，中国）；电陶炉 （苏泊尔公司，中国）。

1.3 实验方法　

1.3.1 rASCs 的提取与鉴定　取 3 只 SD 大 鼠 腹 腔 注

射 10% 水 合 氯 醛 （3 mL/kg） 麻 醉 后 脱 颈 处 死 ， 乙

醇浸泡 10 min，超净台中取腹股沟脂肪组织；移至

离 心 管 中 剪 成 1 mm3 糊 状 ， 无 菌 PBS 冲 洗 ； 加 入

0.1% I 型胶原酶 37 ℃振荡消化 30~40 min，加等体

积完全 DMEM 培养基 （含 10% FBS、1% 青链双抗）

终止消化；将混合物倒至 200 目细胞滤网中吹打过

筛，无菌培养皿收集滤过液，以 17 mm 离心直径、

800 r/min 离 心 5 min， 吸 弃 上 层 组 织 及 上 清 液 后 加

入 2 mL 完全培养基重悬细胞，以 17 mm 离心直径、

800 r/min 离心 5 min，弃上清；以 3 mL 完全培养基

重悬细胞，接种于培养皿中并置于 37 ℃、5% CO2、

饱 和 湿 度 95% 培 养 箱 ， 隔 天 换 液 ； 培 养 至 细 胞 覆

盖瓶壁 90% 左右，进行消化后按 1∶3~1∶4 比例传代

培养。定期倒置显微镜观察细胞生长状态。

取第 3 代 rADSCs 浓度调整为 1×104 个/mL，接

种至含 10% FBS 的 DMEM 培养基的 35 mm 细胞培养

皿 培 养 ； 待 细 胞 贴 壁 并 生 长 至 90% 左 右 时 ， 分 别

更 换 为 成 脂 诱 导 培 养 基 、 成 软 骨 诱 导 液 、 成 神 经

诱 导 培 养 基 进 行 培 养 。 分 别 于 培 养 14、 21、 14 d

后 行 油 红 O、 甲 苯 胺 蓝 染 色 及 MAP2 免 疫 荧 光 染

色，倒置显微镜及荧光显微镜下观察。

1.3.2 Ad-GFP 转 染 及 验 证　 将 rASCs 细 胞 铺 板 于

96 孔板中，铺板密度为 4 000/孔，24 h 后进行病毒

感染 （Adv-GFP 腺病毒 MOI=200）；感染后 48、72 h

后，荧光显微镜下观察病毒的感染效率。

1.3.3 糖尿病下肢缺血大鼠模型的建立　应 用 STZ

法构建 1 型糖尿病大鼠模型[18]，取 6 只大鼠在实验

室适应 7 d 后，高脂饲料喂养 8 周，禁食 12 h 后腹

腔 注 射 STZ 20 mg/kg， 高 脂 饲 料 喂 养 1 周 后 ， 再 注

射 1 次 STZ，继续高脂饲养 1 周后，禁食 12 h 空腹测

量血糖，确认模型是否成功。糖尿病造模成功后，

使用 7% 水合氯醛对大鼠进行腹腔注射麻醉，取右

侧腹股沟切口，将右侧股动脉分离后完全结扎其下

端制成右侧下肢缺血模型[19-21]，随后继续常规饲养。

1.3.4 rASCs 治疗及大鼠下肢血流的检测　糖尿病下

肢缺血大鼠模型建立 1 周后，将 6 只大鼠随机分为

两 组 即 rASCs 组 及 SDF-1α +rASCs 组 （每 组 3 只），

按 照 分 组 通 过 尾 静 脉 向 两 组 大 鼠 体 内 注 射 rASCs 

0.5 mL （1×106 个）， 而 在 SDF-1α +rASCs 治 疗 组 的

患肢中段部位肌肉处点状注射 0.2 mL SDF-1α 蛋白

（1 μg/100 μL）， rASCs 治 疗 组 患 肢 则 注 射 等 量

PBS。 并 于 移 植 术 后 第 1、 2 周 应 用 血 流 测 量 仪

PeriCam PSI 检 测 各 组 大 鼠 下 肢 血 流 灌 注 情 况 ， 以

患 侧 肢 体 与 健 侧 肢 体 血 流 之 比 来 表 示[22]。 在 治 疗

后 第 4 周 处 死 大 鼠 ， 取 各 组 患 肢 缺 血 部 位 肌 肉 组

织，制作石蜡切片及冷冻切片，备用。

1.3.5 缺血肌肉组织的免疫荧光染色　取下肢肌肉

组织冷冻切片行免疫荧光染色，以 FⅧ一抗标记

血管内皮细胞，在荧光显微镜下观察 rASCs （绿色

荧光） 及微血管 （红色荧光） 的分布情况。

1.3.6 缺血肌肉组织的 HE 染色　取 下 肢 肌 肉 组 织

石蜡切片行 HE 染色，40 倍光学显微镜下观察肌肉

束排列情况。

1.4 统计学处理　

采 用 SPSS 26.0 软 件 进 行 统 计 学 分 析 。 计 量 资

料 以 均 数 ± 标 准 差 （x̄ ± s） 表 示 ， 组 间 对 比 采 用

独立样本 t 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

2     结　果 

2.1 rASCs培养及鉴定　

原代培养的 rASCs 为贴壁生长，细胞形态呈长

梭形或多角形 （图 1A）。成脂诱导分化：诱导过程

中 细 胞 形 态 发 生 明 显 变 化 ， 细 胞 逐 渐 变 圆 ， 14 d

后 细 胞 内 充 满 大 量 脂 滴 ， 细 胞 核 被 挤 向 边 缘 ； 油

红 O 染 色 示 细 胞 内 脂 滴 呈 红 色 ， 符 合 脂 肪 细 胞 的

特征 （图 1B）。成软骨诱导分化：培养 21 d，细胞

呈 多 边 形 或 类 圆 形 ， 局 部 形 成 多 个 结 节 样 结 构 ，

甲 苯 胺 蓝 染 色 可 见 染 成 蓝 色 的 软 骨 结 节 样 结 构

（图 1C）。成神经诱导分化：培养 14 d 后行 MAP2

免 疫 荧 光 染 色 ， 可 见 大 部 分 细 胞 均 呈 MAP2 阳 性

（图 1D）。

2.2 GFP标记rASCs　

rASCs 经 Adv-GFP 腺病毒 （MOI=200） 感染 48 h

后 荧 光 显 微 镜 下 可 见 rASCs 有 细 胞 轮 廓 突 起 于 表

面 ， 荧 光 强 度 较 强 ， 直 到 72 h 后 可 见 几 乎 所 有 细

胞 都 带 有 荧 光 ， 表 明 多 数 细 胞 被 转 染 并 成 功 表

达 （图 2）。
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超声细胞破碎仪 （之信仪器有限公司，中国）；血

糖 检 测 仪 及 检 测 试 纸 （怡 成 生 物 电 子 公 司 ， 中

国）； 血 流 测 量 仪 PeriCam PSI （PeriCam 公 司 ， 瑞

典）， 冷 冻 切 片 机 、 赛 默 飞 轮 转 切 片 机 （Thermo 

Shandon 公司，英国），生物组织摊片机 （中威医疗仪

器有限公司，中国）；组织包埋机、生物组织脱水机

（亚光公司，中国）；电陶炉 （苏泊尔公司，中国）。

1.3 实验方法　

1.3.1 rASCs 的提取与鉴定　取 3 只 SD 大 鼠 腹 腔 注

射 10% 水 合 氯 醛 （3 mL/kg） 麻 醉 后 脱 颈 处 死 ， 乙

醇浸泡 10 min，超净台中取腹股沟脂肪组织；移至

离 心 管 中 剪 成 1 mm3 糊 状 ， 无 菌 PBS 冲 洗 ； 加 入

0.1% I 型胶原酶 37 ℃振荡消化 30~40 min，加等体

积完全 DMEM 培养基 （含 10% FBS、1% 青链双抗）

终止消化；将混合物倒至 200 目细胞滤网中吹打过

筛，无菌培养皿收集滤过液，以 17 mm 离心直径、

800 r/min 离 心 5 min， 吸 弃 上 层 组 织 及 上 清 液 后 加

入 2 mL 完全培养基重悬细胞，以 17 mm 离心直径、

800 r/min 离心 5 min，弃上清；以 3 mL 完全培养基

重悬细胞，接种于培养皿中并置于 37 ℃、5% CO2、

饱 和 湿 度 95% 培 养 箱 ， 隔 天 换 液 ； 培 养 至 细 胞 覆

盖瓶壁 90% 左右，进行消化后按 1∶3~1∶4 比例传代

培养。定期倒置显微镜观察细胞生长状态。

取第 3 代 rADSCs 浓度调整为 1×104 个/mL，接

种至含 10% FBS 的 DMEM 培养基的 35 mm 细胞培养

皿 培 养 ； 待 细 胞 贴 壁 并 生 长 至 90% 左 右 时 ， 分 别

更 换 为 成 脂 诱 导 培 养 基 、 成 软 骨 诱 导 液 、 成 神 经

诱 导 培 养 基 进 行 培 养 。 分 别 于 培 养 14、 21、 14 d

后 行 油 红 O、 甲 苯 胺 蓝 染 色 及 MAP2 免 疫 荧 光 染

色，倒置显微镜及荧光显微镜下观察。

1.3.2 Ad-GFP 转 染 及 验 证　 将 rASCs 细 胞 铺 板 于

96 孔板中，铺板密度为 4 000/孔，24 h 后进行病毒

感染 （Adv-GFP 腺病毒 MOI=200）；感染后 48、72 h

后，荧光显微镜下观察病毒的感染效率。

1.3.3 糖尿病下肢缺血大鼠模型的建立　应 用 STZ

法构建 1 型糖尿病大鼠模型[18]，取 6 只大鼠在实验

室适应 7 d 后，高脂饲料喂养 8 周，禁食 12 h 后腹

腔 注 射 STZ 20 mg/kg， 高 脂 饲 料 喂 养 1 周 后 ， 再 注

射 1 次 STZ，继续高脂饲养 1 周后，禁食 12 h 空腹测

量血糖，确认模型是否成功。糖尿病造模成功后，

使用 7% 水合氯醛对大鼠进行腹腔注射麻醉，取右

侧腹股沟切口，将右侧股动脉分离后完全结扎其下

端制成右侧下肢缺血模型[19-21]，随后继续常规饲养。

1.3.4 rASCs 治疗及大鼠下肢血流的检测　糖尿病下

肢缺血大鼠模型建立 1 周后，将 6 只大鼠随机分为

两 组 即 rASCs 组 及 SDF-1α +rASCs 组 （每 组 3 只），

按 照 分 组 通 过 尾 静 脉 向 两 组 大 鼠 体 内 注 射 rASCs 

0.5 mL （1×106 个）， 而 在 SDF-1α +rASCs 治 疗 组 的

患肢中段部位肌肉处点状注射 0.2 mL SDF-1α 蛋白

（1 μg/100 μL）， rASCs 治 疗 组 患 肢 则 注 射 等 量

PBS。 并 于 移 植 术 后 第 1、 2 周 应 用 血 流 测 量 仪

PeriCam PSI 检 测 各 组 大 鼠 下 肢 血 流 灌 注 情 况 ， 以

患 侧 肢 体 与 健 侧 肢 体 血 流 之 比 来 表 示[22]。 在 治 疗

后 第 4 周 处 死 大 鼠 ， 取 各 组 患 肢 缺 血 部 位 肌 肉 组

织，制作石蜡切片及冷冻切片，备用。

1.3.5 缺血肌肉组织的免疫荧光染色　取下肢肌肉

组织冷冻切片行免疫荧光染色，以 FⅧ一抗标记

血管内皮细胞，在荧光显微镜下观察 rASCs （绿色

荧光） 及微血管 （红色荧光） 的分布情况。

1.3.6 缺血肌肉组织的 HE 染色　取 下 肢 肌 肉 组 织

石蜡切片行 HE 染色，40 倍光学显微镜下观察肌肉

束排列情况。

1.4 统计学处理　

采 用 SPSS 26.0 软 件 进 行 统 计 学 分 析 。 计 量 资

料 以 均 数 ± 标 准 差 （x̄ ± s） 表 示 ， 组 间 对 比 采 用

独立样本 t 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

2     结　果 

2.1 rASCs培养及鉴定　

原代培养的 rASCs 为贴壁生长，细胞形态呈长

梭形或多角形 （图 1A）。成脂诱导分化：诱导过程

中 细 胞 形 态 发 生 明 显 变 化 ， 细 胞 逐 渐 变 圆 ， 14 d

后 细 胞 内 充 满 大 量 脂 滴 ， 细 胞 核 被 挤 向 边 缘 ； 油

红 O 染 色 示 细 胞 内 脂 滴 呈 红 色 ， 符 合 脂 肪 细 胞 的

特征 （图 1B）。成软骨诱导分化：培养 21 d，细胞

呈 多 边 形 或 类 圆 形 ， 局 部 形 成 多 个 结 节 样 结 构 ，

甲 苯 胺 蓝 染 色 可 见 染 成 蓝 色 的 软 骨 结 节 样 结 构

（图 1C）。成神经诱导分化：培养 14 d 后行 MAP2

免 疫 荧 光 染 色 ， 可 见 大 部 分 细 胞 均 呈 MAP2 阳 性

（图 1D）。

2.2 GFP标记rASCs　

rASCs 经 Adv-GFP 腺病毒 （MOI=200） 感染 48 h

后 荧 光 显 微 镜 下 可 见 rASCs 有 细 胞 轮 廓 突 起 于 表

面 ， 荧 光 强 度 较 强 ， 直 到 72 h 后 可 见 几 乎 所 有 细

胞 都 带 有 荧 光 ， 表 明 多 数 细 胞 被 转 染 并 成 功 表

达 （图 2）。
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图1　rASCs 培养与鉴定　　A：原代培养的 rASCs 形态；B：成脂诱导分化后的 rASCs 的油红 O 染色；C：成软骨诱导分化的

rASCs 的甲苯胺蓝染色；D：成神经诱导分化的 rASCs 的 MAP2 染色

Figure 1　Culture and identification of rASCs　　A: Morphology of primary cultured rASCs; B: Oil red O staining of rASCs after 

adipogenic induction differentiation; C: Toluidine blue staining of rASCs after chondrogenic induction differentiation; 

D: MAP2 staining of rASCs after neurogenic induction differentiation
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图2　Adv-GFP腺病毒 （MOI=200） 感染rASCs （×100） 　　A-B：转染 48 h；C-D：转染 72 h

Figure 2　Infection of rASCs with Adv-GFP adenovirus (MOI=200) (×100)　　A-B: Transfection for 48 h; C-D: Transfection for 

72 h

2.3 DLEAD大鼠模型的下肢血流监测结果　

治 疗 后 第 1 周 ， rASCs 组 大 鼠 的 缺 血 下 肢 - 健

侧下肢血流比为 0.26±0.02，SDF-1α+rASCs 组大鼠

的 缺 血 下 肢 - 健 侧 下 肢 血 流 比 为 0.33±0.03， 明 显

高 于 前 组 （P=0.016）； 治 疗 后 第 2 周 ， rASCs 组 大

鼠 的 缺 血 下 肢 - 健 侧 下 肢 血 流 比 为 0.47±0.01，

SDF-1α+rASCs 组大鼠的缺血下肢-健侧下肢血流比

为 0.60±0.02，明显高于前组，但差异无统计学意

义 （P=0.050）（图 3）。

2.4 免疫荧光染色观察结果　

免 疫 荧 光 结 果 显 示 ， 在 治 疗 后 第 4 周 时

SDF-1α+rASCs 组骨骼肌组织中单位视野下 rASCs （绿

色 荧 光） 的 数 量 明 显 高 于 rASCs 组 （6.67±0.76 vs. 

3.33±0.58），差异有统计学意义 （P=0.046）。此外

还 可 观 察 到 部 分 绿 色 荧 光 （rASCs） 与 红 色 荧 光

（微血管） 发生重叠，提示部分 rASCs 分化成了血

管内皮细胞 （图 4）。

2.5 HE染色结果　

HE 结果显示，治疗后第 4 周的健侧骨骼肌肌

纤 维 横 截 面 呈 多 角 形 ， 大 小 均 一 ， 细 胞 核 位 于 肌

纤 维 周 边 ， 骨 骼 肌 连 接 紧 密 ， 间 距 较 小 。 与 健 侧

相比，rASCs 组大鼠患肢骨骼肌存在明显异常，包

括肌纤维大小不一，肌纤维间距变大，排列紊乱，

部 分 肌 纤 维 出 现 小 角 形 萎 缩 ， 中 心 核 肌 纤 维 数 目

增 多 ， 而 SDF-1α +rASCs 组 大 鼠 患 肢 骨 骼 肌 形 态 则

比较接近健侧肌肉形态 （图 5）。
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图3　治疗后第1、2周的各组大鼠下肢血流情况 （1：缺血下肢，2：健侧下肢）

Figure 3　Blood flow in the lower limbs of rats from each group at weeks 1 and 2 post-treatment (1: ischemic limb, 2: 

contralateral limb)
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图4　治疗后第 4 周的各组大鼠下肢缺血组织免疫荧光染色 （绿色荧光：GFP-rASCs，红色荧光：FVIII 标记的血管内皮细

胞；×100）

Figure 4　Immunofluorescent staining of ischemic tissue in the lower limbs of rats from each group at week 4 post-treatment 

(green fluorescence: GFP-labeled rASCs, red fluorescence: endothelial cells marked by FVIII; ×100)
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2.3 DLEAD大鼠模型的下肢血流监测结果　

治 疗 后 第 1 周 ， rASCs 组 大 鼠 的 缺 血 下 肢 - 健

侧下肢血流比为 0.26±0.02，SDF-1α+rASCs 组大鼠

的 缺 血 下 肢 - 健 侧 下 肢 血 流 比 为 0.33±0.03， 明 显

高 于 前 组 （P=0.016）； 治 疗 后 第 2 周 ， rASCs 组 大

鼠 的 缺 血 下 肢 - 健 侧 下 肢 血 流 比 为 0.47±0.01，

SDF-1α+rASCs 组大鼠的缺血下肢-健侧下肢血流比

为 0.60±0.02，明显高于前组，但差异无统计学意

义 （P=0.050）（图 3）。

2.4 免疫荧光染色观察结果　

免 疫 荧 光 结 果 显 示 ， 在 治 疗 后 第 4 周 时

SDF-1α+rASCs 组骨骼肌组织中单位视野下 rASCs （绿

色 荧 光） 的 数 量 明 显 高 于 rASCs 组 （6.67±0.76 vs. 

3.33±0.58），差异有统计学意义 （P=0.046）。此外

还 可 观 察 到 部 分 绿 色 荧 光 （rASCs） 与 红 色 荧 光

（微血管） 发生重叠，提示部分 rASCs 分化成了血

管内皮细胞 （图 4）。

2.5 HE染色结果　

HE 结果显示，治疗后第 4 周的健侧骨骼肌肌

纤 维 横 截 面 呈 多 角 形 ， 大 小 均 一 ， 细 胞 核 位 于 肌

纤 维 周 边 ， 骨 骼 肌 连 接 紧 密 ， 间 距 较 小 。 与 健 侧

相比，rASCs 组大鼠患肢骨骼肌存在明显异常，包

括肌纤维大小不一，肌纤维间距变大，排列紊乱，

部 分 肌 纤 维 出 现 小 角 形 萎 缩 ， 中 心 核 肌 纤 维 数 目

增 多 ， 而 SDF-1α +rASCs 组 大 鼠 患 肢 骨 骼 肌 形 态 则

比较接近健侧肌肉形态 （图 5）。
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图3　治疗后第1、2周的各组大鼠下肢血流情况 （1：缺血下肢，2：健侧下肢）

Figure 3　Blood flow in the lower limbs of rats from each group at weeks 1 and 2 post-treatment (1: ischemic limb, 2: 

contralateral limb)
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图4　治疗后第 4 周的各组大鼠下肢缺血组织免疫荧光染色 （绿色荧光：GFP-rASCs，红色荧光：FVIII 标记的血管内皮细

胞；×100）

Figure 4　Immunofluorescent staining of ischemic tissue in the lower limbs of rats from each group at week 4 post-treatment 

(green fluorescence: GFP-labeled rASCs, red fluorescence: endothelial cells marked by FVIII; ×100)
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3     讨　论 

干细胞近年来成为组织修复领域的研究热点，

凭 借 着 拥 有 强 大 的 旁 分 泌 、 向 多 种 体 细 胞 分 化 等

功 能 被 认 为 在 再 生 医 学 研 究 中 具 有 很 大 的 临 床 应

用潜力。ASCs 是一种由脂肪组织中分离提取获得

的 MSCs，由于其来源丰富，分离、鉴定、培养较

易 操 作 ， 且 与 其 他 干 细 胞 比 较 ， 在 实 际 应 用 方 面

有 着 独 特 的 优 势 ， 在 干 细 胞 治 疗 领 域 有 着 广 阔 的

应 用 前 景 。 本 研 究 通 过 对 大 鼠 脂 肪 组 织 进 行 分 离

提 取 、 培 养 获 得 相 应 细 胞 ， 所 培 养 的 细 胞 形 态 呈

长 梭 形 或 多 角 形 ， 随 后 分 别 经 成 脂 、 成 软 骨 、 成

神经诱导分化后结果提示可多向分化成脂肪细胞、

软 骨 细 胞 、 神 经 细 胞 ， 所 培 养 的 细 胞 经 鉴 定 符 合

干细胞的特性并且明确为 rASCs。

由于研究[3-5]发现 MSCs 主要是通过分泌生长因

子 和 直 接 分 化 为 体 细 胞 参 与 组 织 修 复 重 建 ， 故 而

治 疗 及 到 达 损 伤 部 位 的 细 胞 数 量 对 疗 效 具 有 重 要

的 决 定 作 用 。 相 较 于 静 脉 输 注 ， 向 损 伤 部 位 直 接

移植 MSCs 可以保证细胞定位于靶点区域，但在治

疗 糖 尿 病 下 肢 缺 血 患 者 的 临 床 实 践 中 ， 由 于 这 类

患 者 往 往 具 有 广 泛 的 动 脉 病 变 ， 导 致 缺 血 区 域 范

围较大，直接移植 MSCs 需要多点位多次注射，不

仅 需 要 较 多 量 的 细 胞 还 增 加 了 患 者 的 痛 苦 。 相 对

于 局 部 注 射 而 言 ， 静 脉 输 注 的 操 作 更 为 简 单 ， 可

以 对 输 入 细 胞 的 总 数 进 行 调 控 ， 同 时 患 者 痛 苦 小

且方便重复治疗。然而，有研究[23] 显示，MSCs 通

过 静 脉 输 注 后 大 部 分 会 滞 留 于 肺 循 环 中 ， 只 有 不

到 0.3% 的细胞能够到达其他各组织器官，但也有

学者发现随着时间的推移，肺部中 MSCs 的数量会

逐渐下降，其他组织器官中的细胞数量有所上升，

故 而 推 测 MSCs 可 以 通 过 体 内 迁 移 到 达 靶 点 组

织[24]。 既 往 也 有 关 于 静 脉 输 注 内 皮 祖 细 胞 或 干 细

胞治疗下肢缺血的研究，如 Maeda 等[25]将 BMSCs 静

脉输注至大鼠后肢缺血模型，发现与对照组相比，

细 胞 组 缺 血 后 肢 组 织 中 血 管 内 皮 生 长 因 子

（vascular endothelial growth factor， VEGF） 的 基 因 表

达 水 平 明 显 升 高 ， 毛 细 血 管 密 度 明 显 增 加 ， 缺 血

后 肢 组 织 灌 注 获 得 明 显 改 善 。 Long 团 队[26] 通 过 尾

静脉注射内皮祖细胞治疗后肢缺血大鼠，治疗 3 周

后 检 测 发 现 缺 血 组 织 血 流 恢 复 可 达 50% 以 上 ， 与

对 照 组 （28.3±7.8） % 相 比 ， 差 异 有 统 计 学 意 义

（P<0.001）。这说明干细胞或内皮祖细胞通过静脉

输 注 是 能 够 经 血 流 到 达 缺 血 损 伤 部 位 并 治 疗 后 肢

缺血组织。本研究通过将 GFP 标记的 rASCs 经尾静

脉 注 射 移 植 至 DLEAD 大 鼠 模 型 体 内 ， 4 周 后 对 缺

血 患 肢 肌 肉 组 织 进 行 免 疫 荧 光 检 测 结 果 显 示 在 缺

血 下 肢 肌 肉 组 织 中 可 以 观 察 到 绿 色 荧 光 的 分 布 ，

同样证实了 GFP 标记的 rASCs 经尾静脉注射后能经

血流迁移到达分布于受损组织处。Nagata 等[27]的研

究通过将 ASCs 经尾静脉注入心肌梗死小鼠模型中，

6 周 后 的 心 肌 组 织 免 疫 荧 光 染 色 结 果 提 示 ASCs 已

经 分 化 成 心 肌 细 胞 和 血 管 内 皮 细 胞 ， 促 进 了 受 损

心 肌 的 再 生 修 复 ， 小 鼠 心 功 能 获 得 明 显 改 善 ， 发

现 治 疗 效 果 及 机 制 主 要 取 决 于 干 细 胞 逐 渐 分 化 为

血管内皮细胞等体细胞，促使新生毛细血管形成，

促 进 受 损 组 织 的 修 复 。 本 研 究 中 发 现 了 有 部 分 绿

色荧光 （rASCs） 与代表血管内皮细胞的红色荧光

发生了重叠，同样说明了 rASCs 在体内可以分化为

血 管 内 皮 细 胞 参 与 新 生 血 管 生 成 ， 从 而 发 挥 促 进

缺血骨骼肌修复的作用。

20 μm 20 μm 20 μm

健侧 rASCs SDF-1α+rASCs

图5　治疗后第4周的各组大鼠患肢骨骼肌的HE染色形态 （×100）

Figure 5　Morphology of skeletal muscle in the affected limbs of rats from each group at week 4 post-treatment as revealed by 

HE staining (×100)

然而，现有的 ASCs 移植治疗肢体缺血的难点

在于外源性 ASCs 注射移植至体内后迁移至靶器官

的 细 胞 数 量 有 限 ， 虽 然 理 论 上 可 通 过 注 射 的 大 量

干 细 胞 来 解 决 到 达 受 损 靶 器 官 部 位 的 细 胞 数 量 不

足 的 问 题 ， 但 注 射 过 多 的 干 细 胞 不 仅 耗 费 体 外 培

养 时 间 ， 还 可 能 会 导 致 细 胞 干 性 下 降 ， 甚 至 可 能

会 引 起 血 管 栓 塞 等 严 重 问 题 。 因 此 ， 对 于 探 索 促

进 ASCs 高效迁移归巢的方法，指导并应用于干细

胞 治 疗 肢 体 缺 血 病 变 无 疑 具 有 非 常 重 要 的 意 义 。

已有学者[28] 提出改善 MSCs 迁移至靶部位的能力是

MSCs 输注治疗效果获得优化的最有潜力的方法之

一 。 有 研 究[29-30] 表 明 归 巢 率 低 被 归 因 于 CXCR4、

SDF-1 等趋化因子和黏附分子的缺乏。其中，趋化

因 子 是 一 类 能 够 促 使 趋 化 细 胞 向 特 定 方 向 移 动 的

信 号 蛋 白 或 小 细 胞 因 子[31-32]。 与 趋 化 因 子 相 关 的

SDF-1/CXCR4 信号轴在胚胎发育器官形成过程中对

调 节 干 细 胞 的 迁 移 和 发 育 有 着 重 要 作 用 ， 而 且 当

机 体 处 于 创 伤 、 感 染 等 应 激 条 件 下 ， 还 能 提 高 成

体 组 织 中 的 干 细 胞 、 内 皮 细 胞 的 归 巢 能 力 ， 这 些

细 胞 被 动 员 起 来 发 挥 组 织 修 复 作 用 并 维 持 机 体 内

环境稳定。SDF-1 在损伤部位的浓度可呈明显的上

调[14]， 这 可 能 会 影 响 干 细 胞 、 免 疫 细 胞 、 内 皮 细

胞 等 在 组 织 修 复 中 发 挥 重 要 作 用 的 细 胞 向 损 伤 部

位的迁移和聚集。Gallagher 等[33]发现糖尿病小鼠外

周血中 SDF-1/CXCR4 水平下降，合并血管病变患者

下 降 更 明 显 。 国 内 学 者 韦 玉 和 等[34] 发 现 糖 尿 病 患

者 外 周 血 中 SDF-1 的 水 平 及 内 皮 祖 细 胞

（endothelial progenitor cells，EPCs） 的数量明显低于

正 常 人 群 ， 而 在 合 并 血 管 病 变 的 患 者 中 两 者 下 降

程 度 更 甚 ， 同 时 也 提 高 了 血 管 壁 与 血 中 SDF-1/

CXCR4 的 浓 度 梯 度 ， 血 管 修 复 能 力 受 损 ， 加 快 动

脉粥样硬化进展，可见 SDF-1/CXCR4 在糖尿病血管

病 变 发 生 发 展 中 起 到 重 要 的 作 用 。 近 年 来 仅 有 少

量研究表明 SDF 可以增强 MSCs 的迁移、增殖和成

骨 分 化 等 ， 如 Zhang 等[35] 证 实 上 调 SDF-1 的 表 达 可

通 过 SDF-1/CXCR4 信 号 通 路 促 进 MSCs 的 动 员 和 迁

移 ； Zhang 团 队[36] 通 过 在 损 伤 椎 间 盘 内 注 射 含 有

SDF-1a 的 载 体 ， 发 现 SDF-1a 不 被 降 解 以 实 现 持 续

释放并能诱导 MSCs 以剂量依赖的方式迁移。目前

对于 SDF-1α 诱导影响 ASCs 在肢体缺血动物体内的

归 巢 及 作 用 能 力 尚 无 研 究 报 道 。 本 研 究 在 向

DLEAD 大鼠模型静脉输注 rASCs 的同时，向大鼠下

肢缺血部位注射 SDF-1α 蛋白以提高局部 SDF-1α 的

浓 度 ， 笔 者 发 现 免 疫 荧 光 结 果 提 示 SDF-1α +rASCs

组大鼠的缺血肌肉组织中 rASCs （GFP 标记） 的数

量明显高于 rASCs 组 （6.67±0.76 vs. 3.33±0.58，P=

0.046）， 这 说 明 提 高 缺 血 部 位 的 SDF-1α 浓 度 能 够

进一步促进 rASCs 向损伤部位迁移的能力，使得更

多 的 rASCs 聚 集 于 患 处 ， 增 加 受 损 靶 器 官 部 位 的

rASCs 归 巢 数 量 。 此 外 ， 在 治 疗 后 第 1 周 进 行 双

下 肢 血 流 监 测 ， 发 现 SDF-1α +rASCs 组 大 鼠 的 缺 血

下 肢 - 健 侧 下 肢 血 流 比 明 显 高 于 rASCs 组 （0.33±

0.03 vs. 0.26±0.02，P=0.016），治疗后第 2 周可发现

上述差异进一步扩大 （0.60±0.02 vs. 0.47±0.01，P=

0.050），说明缺血部位 SDF-1α 的增加能够明显改善

rASCs 治 疗 肢 体 缺 血 的 效 果 。 不 仅 如 此 ， HE 染 色

结 果 还 发 现 SDF-1α +rASCs 组 大 鼠 的 缺 血 肌 肉 组 织

恢复情况明显优于 rASCs 组，与健肢肌肉的结构更

为相似。由此可见，参与组织修复的 rASCs 数量增

加 是 SDF-1α +rASCs 组 大 鼠 缺 血 下 肢 的 血 流 改 善 及

肌 肉 组 织 恢 复 更 为 明 显 的 重 要 原 因 之 一 。 然 而 ，

本 研 究 结 果 来 自 大 鼠 动 物 模 型 ， 而 鼠 等 动 物 与 人

体组织相关结构层次有较大差异，SDF-1α 诱导优

化 ASCs 应用于临床治疗的安全性和具体效果还需

进一步评估。

综上所述，本研究通过提高缺血部位的 SDF-1α
的 浓 度 验 证 其 能 够 有 效 增 加 通 过 尾 静 脉 注 射 迁 移

至患处局部的 rASCs 数量，从而获得优化 rASCs 改

善患肢血流灌注，促进肌肉组织修复的明显效果，

为静脉移植 ASCs 优化治疗肢体缺血的方案选择提

供 了 有 力 的 实 验 依 据 。 此 外 ， 本 研 究 在 动 物 体 内

验证了部分移植的 rASCs 可以直接分化为血管内皮

细胞，这可能是 rASCs 促进缺血肌肉修复的关键机

制之一。
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然而，现有的 ASCs 移植治疗肢体缺血的难点

在于外源性 ASCs 注射移植至体内后迁移至靶器官

的 细 胞 数 量 有 限 ， 虽 然 理 论 上 可 通 过 注 射 的 大 量

干 细 胞 来 解 决 到 达 受 损 靶 器 官 部 位 的 细 胞 数 量 不

足 的 问 题 ， 但 注 射 过 多 的 干 细 胞 不 仅 耗 费 体 外 培

养 时 间 ， 还 可 能 会 导 致 细 胞 干 性 下 降 ， 甚 至 可 能

会 引 起 血 管 栓 塞 等 严 重 问 题 。 因 此 ， 对 于 探 索 促

进 ASCs 高效迁移归巢的方法，指导并应用于干细

胞 治 疗 肢 体 缺 血 病 变 无 疑 具 有 非 常 重 要 的 意 义 。

已有学者[28] 提出改善 MSCs 迁移至靶部位的能力是

MSCs 输注治疗效果获得优化的最有潜力的方法之

一 。 有 研 究[29-30] 表 明 归 巢 率 低 被 归 因 于 CXCR4、

SDF-1 等趋化因子和黏附分子的缺乏。其中，趋化

因 子 是 一 类 能 够 促 使 趋 化 细 胞 向 特 定 方 向 移 动 的

信 号 蛋 白 或 小 细 胞 因 子[31-32]。 与 趋 化 因 子 相 关 的

SDF-1/CXCR4 信号轴在胚胎发育器官形成过程中对

调 节 干 细 胞 的 迁 移 和 发 育 有 着 重 要 作 用 ， 而 且 当

机 体 处 于 创 伤 、 感 染 等 应 激 条 件 下 ， 还 能 提 高 成

体 组 织 中 的 干 细 胞 、 内 皮 细 胞 的 归 巢 能 力 ， 这 些

细 胞 被 动 员 起 来 发 挥 组 织 修 复 作 用 并 维 持 机 体 内

环境稳定。SDF-1 在损伤部位的浓度可呈明显的上

调[14]， 这 可 能 会 影 响 干 细 胞 、 免 疫 细 胞 、 内 皮 细

胞 等 在 组 织 修 复 中 发 挥 重 要 作 用 的 细 胞 向 损 伤 部

位的迁移和聚集。Gallagher 等[33]发现糖尿病小鼠外

周血中 SDF-1/CXCR4 水平下降，合并血管病变患者

下 降 更 明 显 。 国 内 学 者 韦 玉 和 等[34] 发 现 糖 尿 病 患

者 外 周 血 中 SDF-1 的 水 平 及 内 皮 祖 细 胞

（endothelial progenitor cells，EPCs） 的数量明显低于

正 常 人 群 ， 而 在 合 并 血 管 病 变 的 患 者 中 两 者 下 降

程 度 更 甚 ， 同 时 也 提 高 了 血 管 壁 与 血 中 SDF-1/

CXCR4 的 浓 度 梯 度 ， 血 管 修 复 能 力 受 损 ， 加 快 动

脉粥样硬化进展，可见 SDF-1/CXCR4 在糖尿病血管

病 变 发 生 发 展 中 起 到 重 要 的 作 用 。 近 年 来 仅 有 少

量研究表明 SDF 可以增强 MSCs 的迁移、增殖和成

骨 分 化 等 ， 如 Zhang 等[35] 证 实 上 调 SDF-1 的 表 达 可

通 过 SDF-1/CXCR4 信 号 通 路 促 进 MSCs 的 动 员 和 迁

移 ； Zhang 团 队[36] 通 过 在 损 伤 椎 间 盘 内 注 射 含 有

SDF-1a 的 载 体 ， 发 现 SDF-1a 不 被 降 解 以 实 现 持 续

释放并能诱导 MSCs 以剂量依赖的方式迁移。目前

对于 SDF-1α 诱导影响 ASCs 在肢体缺血动物体内的

归 巢 及 作 用 能 力 尚 无 研 究 报 道 。 本 研 究 在 向

DLEAD 大鼠模型静脉输注 rASCs 的同时，向大鼠下

肢缺血部位注射 SDF-1α 蛋白以提高局部 SDF-1α 的

浓 度 ， 笔 者 发 现 免 疫 荧 光 结 果 提 示 SDF-1α +rASCs

组大鼠的缺血肌肉组织中 rASCs （GFP 标记） 的数

量明显高于 rASCs 组 （6.67±0.76 vs. 3.33±0.58，P=

0.046）， 这 说 明 提 高 缺 血 部 位 的 SDF-1α 浓 度 能 够

进一步促进 rASCs 向损伤部位迁移的能力，使得更

多 的 rASCs 聚 集 于 患 处 ， 增 加 受 损 靶 器 官 部 位 的

rASCs 归 巢 数 量 。 此 外 ， 在 治 疗 后 第 1 周 进 行 双

下 肢 血 流 监 测 ， 发 现 SDF-1α +rASCs 组 大 鼠 的 缺 血

下 肢 - 健 侧 下 肢 血 流 比 明 显 高 于 rASCs 组 （0.33±

0.03 vs. 0.26±0.02，P=0.016），治疗后第 2 周可发现

上述差异进一步扩大 （0.60±0.02 vs. 0.47±0.01，P=

0.050），说明缺血部位 SDF-1α 的增加能够明显改善

rASCs 治 疗 肢 体 缺 血 的 效 果 。 不 仅 如 此 ， HE 染 色

结 果 还 发 现 SDF-1α +rASCs 组 大 鼠 的 缺 血 肌 肉 组 织

恢复情况明显优于 rASCs 组，与健肢肌肉的结构更

为相似。由此可见，参与组织修复的 rASCs 数量增

加 是 SDF-1α +rASCs 组 大 鼠 缺 血 下 肢 的 血 流 改 善 及

肌 肉 组 织 恢 复 更 为 明 显 的 重 要 原 因 之 一 。 然 而 ，

本 研 究 结 果 来 自 大 鼠 动 物 模 型 ， 而 鼠 等 动 物 与 人

体组织相关结构层次有较大差异，SDF-1α 诱导优

化 ASCs 应用于临床治疗的安全性和具体效果还需

进一步评估。

综上所述，本研究通过提高缺血部位的 SDF-1α
的 浓 度 验 证 其 能 够 有 效 增 加 通 过 尾 静 脉 注 射 迁 移

至患处局部的 rASCs 数量，从而获得优化 rASCs 改

善患肢血流灌注，促进肌肉组织修复的明显效果，

为静脉移植 ASCs 优化治疗肢体缺血的方案选择提

供 了 有 力 的 实 验 依 据 。 此 外 ， 本 研 究 在 动 物 体 内

验证了部分移植的 rASCs 可以直接分化为血管内皮

细胞，这可能是 rASCs 促进缺血肌肉修复的关键机

制之一。
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