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人羊膜上皮细胞通过抑制中性粒细胞胞外诱捕网
促进糖尿病创面愈合
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【摘 要】目的：糖尿病创面愈合延迟的特征是多细胞功能障碍及中性粒细胞胞外诱捕网（neutrophil extracellular traps，NETs）
的形成。既往研究表明人羊膜上皮细胞（human amniotic epithelial cells，hAECs）可通过调节成纤维细胞、巨噬细胞和血管内皮

细胞促进糖尿病创面愈合。但 hAECs对NETs是否有影响仍不得而知。本研究旨在阐明 hAECs对NETs的影响。方法：体内：

糖尿病大鼠模型通过链脲佐菌素（streptozotocin，STZ）诱导，在背部建立创面，用hAECs混悬液或PBS（Phosphate buffered saline）
对创面进行干预后观察第 5和第 10天的愈合率，同时检测创面组织NETs相关的生物标志物。体外：提取人中性粒细胞，并用

佛波醇（phorbol 12-myristate 13-acetate，PMA）刺激，建立体外NETs模型。分别用 24、48 h人羊膜上皮细胞的条件培养基（con⁃
ditioned medium for human amniotic epithelial cells，CM-hAECs）干预中性粒细胞，观察其对NETs生成的作用。结果：在第5和第

10 天，hAECs 细胞混悬液干预的创面愈合率均显著高于 PBS 干预的创面［（32.61±2.48）% vs.（20.80±2.70）%，P=0.028；
（86.35±0.92）% vs.（61.52±3.70）%，P<0.001］，且最佳浓度为 5×105个/mL。hAECs细胞混悬液干预组创面组织中 NETs相关

蛋白组蛋白 3（citrullinated histone，Cit-H3）和中性粒细胞弹性蛋白酶（neutrophil elastase，NE）的表达在第 5天和第 10天降低。

体外研究表明，hAECs的条件培养基可抑制NETs的生成。结论：hAECs可能通过抑制NETs的生成促进糖尿病创面的愈合。
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Human amniotic epithelial cells promote diabetic wound healing by inhibiting 
neutrophil extracellular traps
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【Abstract】Objective：Delayed diabetic wound healing is characterized by dysfunction of multiple cells and formation of neutrophil ex⁃
tracellular traps（NETs）. Previous studies demonstrated that human amniotic epithelial cells（hAECs） can promote diabetic wound 
healing through regulating fibroblasts，macrophages，and vascular endothelial cells. Whether hAECs have any impact on NETs remains 
unknown. Our research aims to clarify the effect of hAECs on NETs. Methods：Wounds were created on the dorsa of streptozotocin
（STZ）-induced diabetic rat models. The wounds were treated with hAECs suspension or PBS and then observed for healing rates on 
days 5 and 10. Meanwhile，NETs-related biomarkers in the wound tissue were measured. Human neutrophils were extracted and stimu⁃
lated with phorbol 12-myristate 13-acetate to establish an in vitro model of NETs. The neutrophils were then treated with conditioned 
medium for human amniotic epithelial cells（CM-hAECs） at 24 and 48 h to observe its impact on NETs production. Results：The wound 
healing rates were significantly higher for wounds treated with hAECs suspension than for those treated with PBS on days 5［（32.61±

2.48）% vs.（20.80±2.70）%，P=0.028］ and 10 ［（86.35±0.92）% vs.（61.52±3.70）%，P<0.001］，with an optimal concentration 
of 5×105/mL. The hAECs suspension-treated group had reduced 
expression of NETs-related proteins Cit-H3 and NE in the wound 
tissue on days 5 and 10. The in vitro study showed that CM-hAECs 
can inhibit NETs production. Conclusion：This study suggests that 
hAECs may promote diabetic wound healing by inhibiting NETs 
production.
【Key words】diabetes；human amniotic epithelial cells；wound heal⁃
ing；neutrophil extracellular trap
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糖尿病患者的创面愈合受损，糖尿病足溃疡会

导致极高的发病率、截肢率和死亡率风险，给患者

的生活带来严重影响，降低患者的生活质量，增加

患者的医疗成本，也是造成社会沉重负担的重大卫

生问题[1]。糖尿病足溃疡患者的创面管理是临床和

社会高度关注的问题，愈合延迟或受损的机制使其

成为研究重点的关键。糖尿病患者代谢葡萄糖的

能力下降，导致其处于高血糖状态，使创口愈合过

程进一步复杂化，这可能会导致创口愈合过程停

滞[2]。且糖尿病是一种多方面代谢紊乱疾病，可能

合并脂代谢紊乱、免疫调节功能异常、胰岛素抵抗

等，这些功能的紊乱均可能使创面长期处于慢性炎

症状态，从而延迟创面愈合。

自身免疫系统的第一道防线是中性粒细胞，它

们最初被募集到创面床，虽然中性粒细胞有助于清

除微生物，但在动物模型中，中性粒细胞的耗竭也

可能加速创面愈合[3]。局部感染在糖尿病足溃疡中

很常见，它可能会触发中性粒细胞活化和中性粒细

胞胞外诱捕网（neutrophil extracellular traps，NETs）
释放[4]。NETs是一种DNA网状结构，其网状结构附

着多种蛋白，如中性粒细胞弹性蛋白酶（neutrophil 
elastase，NE）、髓过氧化物酶（myeloperoxidase，MPO）、
组蛋白 3（citrullinated histone，Cit-H3）等[4]，NETs 利
用这种网状结构来捕获和清除细菌。既往研究显

示，糖尿病患者伴有并发症如外周动脉粥样硬化[5]、
骨髓炎[6]或糖尿病足[7]者NETs的生成明显高于没有

并发症的患者。NETs还与糖尿病或非糖尿病患者

创面愈合延迟相关[7]。有研究表明，抑制NETs生成

可促进糖尿病创面愈合[8]，其机制多样，并无统一定

论。因此在评估糖尿病创面治疗效果时，NETs是一

个新的研究热点。

人 羊 膜 上 皮 细 胞（human amniotic epithelial 
cells，hAECs）取材来源较容易，经济实惠，具有多种

干细胞特性，且无免疫源性、无致瘤性，因而广泛用

于临床创面修复[9-12]。既往研究表明 hAECs可通过

促进血管生成和胶原生成来促进糖尿病创面愈

合[13-14]。hAECs在创面愈合过程中是否通过调节中

性粒细胞的功能尚不清楚。考虑到NETs对创面愈

合的影响以及对 NETs 的靶向干预可促进创面愈

合，本研究旨在探索 hAECs 对 NETs 生成的影响及

其与创面愈合的关系。

为了探索 hAECs是否通过抑制 NETs生成促进

创面愈合，本研究确定了刺激中性粒细胞的最佳佛

波醇（phorbol 12-myristate 13-acetate，PMA）浓度，

以便在体外建立 NETs模型。本研究分析了 hAECs
条件培养基在不同培养时间下对 NETs 生成的影

响。此外，本研究使用hAECs混悬液或标准治疗评估

了链脲佐菌素（streptozotocin，STZ）诱导的糖尿病大鼠

创面愈合率和创面组织中NETs相关蛋白的表达。

1　材料与方法

1.1　实验动物

所有动物操作遵循重庆医科大学动物实验中心操作原

则，并通过重庆医科大学动物实验中心动物伦理会审查

（2022-K531）。选取 6~8周的 SD雄性大鼠（购于重庆医科大

学动物实验中心），体质量（200±20） g，IVC（Individual venti⁃
lated cages）级环境饲养，室温 26 ℃，昼夜循环 12 h与正常的

饮食和饮水，腹腔注射 STZ溶液（中国北京索莱宝，S8050）连

续 3 d（STZ用 pH4.2的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液稀释成 1%的

溶液，30 mg/kg）。造模成功后用血糖仪（中国雅培）测大鼠

尾静脉血糖。成功建模的标准是尾静脉血糖≥16.7 mmol/L，
之后标准喂养7 d，复测大鼠尾静脉血糖仍≥16.7 mmol/L。
1.2　创面建立及干预

麻醉后在大鼠背部做 3个正方形（10 mm×10 mm）标记，

局部消毒，再沿着标记剪去全层皮肤直至皮下筋膜。分为实

验组（3 只）和对照组（3 只）。实验组处理：将提取的 hAECs
消化，同时用无菌 PBS（Phosphate buffered saline）洗涤 3 次，

再用无菌 PBS重悬。将重悬的细胞悬液以每个创面 200 μL
（分别予以低、中、高浓度，其中细胞密度分别为 2.5×105、

5×105、10×105 个/mL）的剂量注射在实验组糖尿病大鼠创

面的周围皮下。对照组处理：给予等剂量无菌 PBS 溶液注

射。干预创面后第5和第10天观察创面愈合率，同时拍照记

录保存图片后计算创面愈合率（Image J软件分析）。

1.3　hAECs分离

在无菌条件下，取足月剖宫产术中的胎盘（已全部获得

产妇知情同意），钝性分离。用无菌PBS（含有 1%青霉素、链

霉素）洗掉羊膜上的组织碎片及附着的血液，直至羊膜变为

半透明。再将其剪成小块，大小约 1 mm2，加入提前预热的

0.05%胰蛋白酶/0.02% EDTA，100g离心 10 min，弃上清。再

加入 0.05% 胰酶/0.02% EDTA，充分震荡消化 60 min（37 ℃，

150 r/min），结束后用含 10% 胎牛血清的培养基终止消化。

细胞悬液用100 μm滤网过滤后在1 000g条件下离心10 min。
重复 2 次后用完全培养基（含 10% 胎牛血清、10 ng/mL 的表

皮生长因子、1%青链霉素的高糖DMEM）重悬后进行细胞计

数并接种到 T75培养瓶中，接种密度为 10×104个/cm2，培养

条件为 37 ℃、饱和湿度、5%CO2环境，记为P1代[15]。隔 1~2 d
换培养基，每天用倒置显微镜观察、记录，评估细胞的生长形

态和生长状态，并保存图片。取P2或P3代用于后续实验。
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1.4　流式细胞分析

取中性粒细胞或 hAECs 分装到 EP 管，1 000 r/min 离

心 5 min，0.3%BSA 室温封闭 30 min，封闭结束后再次以

1 000 r/min 离心 5 min，弃上清液，用PBS清洗细胞 3次后重

悬于PBS，中性粒细胞加入直标CD11b-PE（Biolegend，美国，

5 μL/百万细胞），hAECs加入 SSEA-4-APC（Biolegend，美国，

5 μL/百万细胞）、CD29-PE（Biolegend，美国，5 μL/百万细

胞）、CD105-PE（Biolegend，美国，5 μL/百万细胞）、CD45-
APC（Biolegend，美国，5 μL/百万细胞），按说明书稀释抗体

（5 μL/百万细胞）后室温避光孵育 60 min。孵育结束后室温

1 000 r/min离心5 min，弃上清，PBS重悬后混匀上机检测。

1.5　 hAECs 的条件培养基（conditioned medium for human 
amniotic epithelial cells，CM-hAECs)

将提取的 P1代或以后生长良好的 hAECs接种到 T75培

养瓶里，接种密度为 1×105个/cm2，观察到细胞完全贴壁生

长，并融合 80% 以上后将完全培养基更换为无血清的高糖

DMEM 培养基，继续在同一培养箱中培养 24 或 48 h 后收集

培养基，300g 室温下离心 5 min，去除杂质，收集上清用

0.45 μm PVDF 膜的针头过滤器过滤后置于-80 ℃冰箱保存

用于后续试验。

1.6　中性粒细胞分离提取、体外NETs模型建立和实验分组

1.6.1　中性粒细胞分离提取　按 PolymorphprepTM分离液的

试剂说明书提取人中性粒细胞。具体操作流程可详见[15]。
人中性粒细胞提取完成后用 1640培养基重悬细胞悬液并计

数，根据后续实验需要接种到孔板中。

1.6.2　体外NETs模型建立　将提取的中性粒细胞悬液至 6
孔板或者 12孔板中，密度为 5×104个/mL；随后加入 25、50、
75、100、125 nmol/L PMA干预 120 min，干预结束后轻柔去除

培养基；实验结束前 30 min加入浓度为 1 μL/mL Sytox Green
荧光染色，后用倒置显微镜观察NETs形态。

1.6.3　实验分组　取无菌 6孔板，按每孔 5×104个/mL 的密

度将前述提取的中性粒细胞接种于 12孔板中。PMA和干预

物质同时加入，置于 37 ℃、饱和湿度、5%CO2培养箱中培养。

各分组及干预方式见表 1。给予前述处理后培养箱里孵育

90 min，加入浓度为 1 μL/mL Sytox Green，放入培养箱中孵育

30 min后，倒置显微镜记录NETs生成量的变化。

1.7　dsDNA测定

中性粒细胞干预后用酶切方法提取 dsDNA 定量，用 Pi⁃
coGreen 试剂盒测定。dsDNA 沉淀物通过 PicoGreen 溶液溶

于 TE 缓冲液中，并在 37 ℃下孵育 5 min。测量荧光强度采

用荧光分光光度仪（480 nmol/L），dsDNA/NETs含量（单位为

ng/mL）通过标准曲线方程计算。

1.8　Western blot
按照全蛋白提取试剂盒（中国北京索莱宝，BC3710-

50T）说明书提取创面组织和细胞蛋白。再按BCA试剂盒使

用说明检测目标蛋白浓度。将质量为 20 μg 的蛋白样品上

样到 SDS-PAGE，电泳后将蛋白转至 PVDF 膜，之后用快速

封闭液室温下封闭 20 min，TBST 清洗 3 次，每次 5 min，后
与 Cit-H3（Abcam，1∶1 000）、NE（Abcam，1∶1 000）、β-actin
（proteintech，1∶5 000）的一抗分别在 4 ℃房间过夜。TBST
洗涤 3 次后，二抗室温孵育 1 h。用凝胶成像仪检测。使用

Image J软件对条带的强度进行定量。

1.9　统计学处理

本研究中的所有实验均重复不少于 3 次。数据用均

数±标准差（x±s）表示，组间比较采用非配对 t检验或单因

素方差分析。所有统计分析作图均采用 Prism 8.0进行。检

验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　hAECs体外培养的形态

hAECs体外成功分离后接种至培养瓶中，培养约 12 h后

显微镜下可见散在成团细胞贴壁生长，形似三角形、多边形

或卵圆形，细胞核圆，边界清楚。随培养时间延长，细胞增殖

速度逐渐加快，细胞数逐渐增多，培养约 8 d 细胞可融合至

90% 以上（图 1）。显微镜下可见呈铺路石样排列。将细胞

消化传代后细胞仍可继续增殖，增殖速度较快，但细胞增殖

能力约在P4代左右变差，并逐渐老化。

2.2　hAECs的细胞表型

将生长状态好的 hAECs消化分离后使用流式细胞仪分

析检测。结果表明，分离培养的 hAECs 可高表达 SSEA-4、
CD29，不表达 CD45、CD105，这说明实验分离培养的 hAECs
纯度较高，可用于后续实验研究。细胞表型表达结果与既往

研究报道一致[16]。具体如图2所示。

2.3　hAECs促进糖尿病大鼠创面愈合

2.3.1　糖尿病大鼠创面组织HE染色　建立创面当日（Day 0）
取材为各组皮肤全层组织，可见完整表皮，无肉芽生长（图3）。

第 5 天（Day 5）取材为各组肉芽组织，无表皮，镜下呈鲜红

色，垂直创面生长，hAECs混悬液（低、中、高浓度组）干预组

肉芽组织生长明显均优于对照组，低、中浓度组肉芽组织多

于高浓度组（图 4）。第 10天（Day 10）取材为各组肉芽组织，

对照组和高浓度组可见少量新鲜肉芽垂直创面生长，中浓度

组见大量新鲜肉芽，低浓度组除大量新生肉芽还可见部分爬

行的上皮（图5）。

表 1　各分组及干预方式

干预方式

25 nmol/L PMA
24 h CM-hAECs
48 h CM-hAECs
高糖DMEM

CTL
+
-
-
+

24 h CM-
hAECs组

+
+
-
-

48 h CM-
hAECs组

+
-
+
-

Blank
-
-
-
+

        A. 第2天                          B. 第5天                           C. 第8天

图 1　hAECs 生长形态显微镜下大体观（200×）
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2.3.2　糖尿病大鼠创面愈合率比较　第 5 天创面愈合率：

低、中、高浓度 hAECs 干预组所对应创面愈合率分别为

（39.91±4.11）%、（32.61±6.57）%、（27.84±2.27）%，对照组

愈合率为（20.80±10.46）%。低、中浓度 hAECs 干预创面后

第 5 天愈合率较对照组高，且有统计学差异（F=4.475，P=
0.048 vs. P=0.043），但低、中浓度 2组间比较无明显差异（P=
0.749）；高浓度 hAECs 干预组跟对照组相比，第 5 天创面愈

合率无明显统计学差异（P=0.734）（图 6A）。结果显示低、

中、高浓度 hAECs 干预第 10 天创面愈合率分别为（87.21±

3.99）%、（86.35±2.25）%、（67.58±6.76）%，对照组为（61.52±

12.80）% ，统计分析结果发现低、中浓度 hAECs 干预组

第 10 天创面愈合率明显高于对照组，并具有统计学差异

（F=11.290，P=0.003 vs. P=0.000），高浓度 hAECs与对照组相

比，第 10天创面愈合率无统计学差异（P=0.778）（图 6B）。通

过实验筛选出最适宜 hAECs 浓度为中浓度（细胞密度为

5×105个/mL），此浓度作为后续实验处理组，干预糖尿病大

鼠创面后与 PBS组对照，发现 hAECs可加速创面愈合，且随

着时间延长效果更明显（图6C、D）。

2.4　hAECs抑制糖尿病大鼠创面组织NETs的生成

分别在第5、第10天取实验组（细胞密度为5×105个/mL）
与对照组的创面组织，通过Western blot方法评估NETs相关

蛋白 Cit-H3 和 NE 的表达水平。结果显示，第 5 和第 10 天

hAECs干预组糖尿病大鼠创面组织的NETs相关蛋白Cit-H3
表达较对照组明显减少，并有统计学差异（P=0.047 vs. P=
0.003）；第 5、第 10天 hAECs干预组创面组织的NETs相关蛋

白 NE 表达较对照组明显减少（P=0.027 vs. P=0.005），表明

hAECs可能通过抑制NETs促进伤口愈合（图7）。

图 3　第 0 天糖尿病大鼠创面组织 HE 染色

图 4　第 5 天糖尿病大鼠创面组织 HE 染色

图 5　第 10 天糖尿病大鼠创面组织 HE 染色

A. CD29-PE B. SSEA-4-APC C. CD45-APC D. CD105-PE
图 2　流式细胞仪分析 hAECs 的细胞表型（n=3）
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注：a，低浓度组与对照组比较，P=0.047；b：中浓度组与对照组

比较，P=0.043
A.　各浓度组第 5 天创面愈合率比较（x±s，n=3） 

C.　实验组与对照组第 5 和第 10 天创面大体观 

注：a，低浓度组与对照组比较，P=0.003；b：中浓度组与对照组

比较，P=0.000
B.　各浓度组第 10 天创面愈合率比较（x±s，n=3）

D.　实验组与对照组第 5 天和 10 天创面愈合率比较（x±s，n=3）
图 6　糖尿病大鼠创面愈合率比较

A. hAECs 实验组、对照组的创面组织第 5 和第 10 天 NETs 相关蛋白 Cit-H3、NE 的表达

注：a，2 组大鼠第 5 天创面组织 NETs 相关蛋白 Cit-H3、NE 表达的定量分析 P=0.047 vs. P=0.027；b：2 组大鼠第 10 天创面组织 NETs 相关

蛋白 Cit-H3、NE 表达的定量分析 P=0.027 vs. P=0.005
B. 2 组大鼠第 5 和第 10 天创面组织 NETs 相关蛋白 Cit-H3和 NE 的定量分析

图 7　 2 组大鼠第 5 和第 10 天创面组织 NETs 相关蛋白 Cit-H3和 NE 的表达及定量分析（x±s，n=3）
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2.5　体外NETs模型的建立

通过流式细胞分析仪检测分离提取的原代人中性粒细

胞，CD11b 阳性表达率为 99.70%，纯度超过 95%，可供后续

实验研究使用（图 8）。提取的中性粒细胞分别用 0 nmol/L、
25、50、75、100、125 nmol/L PMA刺激中性粒细胞 120 min，通
过 Sytox Green荧光显示NETs的形态，显微镜下观察到NETs
形态为绿色网状和丝状结构（图 9红色箭头所指），证明成功

体外诱导NETs模型。实验显示根据PMA浓度的增加，NETs
生成量逐渐增多，当 PMA 浓度为 75 nmol/L 时 NETs 生成量

最多（图 9）。考虑到最大浓度的PMA可能会导致过多NETs
产生，从而影响观测条件培养基的作用，结合既往相关文献

的报道，实验最终选择 PMA最佳浓度为 25 nmol/L用于体外

诱导NETs生成模型来进行后续的实验。

2.6　CM-hAECs可抑制PMA诱导的NETs生成

Sytox Green 荧光染色结果显示对照组与空白对照组相

比较，对照组 NETs 的生成显著增多，并有统计学差异（P<
0.001），提示体外 NETs模型成功建立。24 h CM-hAECs组、

48 h CM-hAECs组与对照组相比，NETs生成量显著减少，有

统计学差异（21.75±0.71 vs. 17.43±1.22 vs. 36.74±1.17，F=
138.000，P<0.001）。24 h CM-hAECs 组、48 h CM-hAECs 组
比较，48 h CM-hAECs组抑制NETs更明显，且具有统计学差

异（21.75±0.71 vs. 17.43±1.22，P=0.023）（图 10）。按以上

方案分组后，给予干预措施120 min后进行酶切，提取每组的

dsDNA 通过 PicoGreen 与 dsDNA 结合发出的荧光值计算分

析得到 dsDNA浓度。结果显示对照组的 dsDNA浓度明显高

于空白对照组，且有统计学差异（P=0.000），这证明 NETs的
体外模型成功建立。24 h CM-hAECs组、48 h CM-hAECs组
的 dsDNA 浓度明显低于对照组（775.42±141.66 vs. 419.77 
±24.39 vs. 1 528.87±225.16，F=14.950，P=0.006，P=0.000）。

尽管 24 h CM-hAECs 组和 48 h CM-hAFCs 组之间的 dsDNA
浓度没有显著差异，但仍然可以检测到下降趋势（图10）。

2.7　CM-hAECs对NETs相关蛋白的影响

与对照组相比，24 h CM-hAECs组和 48 h CM-hAFCs组
中 Cit-H3的表达显著降低（P=0.043 vs. P=0.017）。同时 NE
的表达也受到抑制。与对照组相比，24 h CM-hAECs组被抑

制了 32.56%（P=0.049）。48 h CM-hAECs 组抑制 NE 表达的

程度更明显（46.72%，P=0.003）。24 h CM-hAECs 组与 48 h 
CM-hAECs组之间无统计学差异，但 48 h CM-hAECs与 24 h 
CM-hAECs相比呈下降趋势（图11）。

注：通过流式细胞仪分析中性粒细胞 CD11b-PE 的阳性细胞占比

图 8　流式细胞仪分析中性粒细胞的细胞表型（n＞3）

图 9　不同浓度 PMA 刺激中性粒细胞生成 NETs 及定量分析

—— 748



重庆医科大学学报 2023 年第 48 卷第 7 期 （Journal of Chongqing Medical University 2023.Vol.48 No.7 ）

A.　不同干预后的 Cit-H3表达

注：a，空白对照组与对照组比较，P=0.016；b：24 h CM-hAECs组与对
照组比较，P=0.043；c：48 h CM-hAECs组与对照组比较，P=0.017      

C. 对图A的定量分析   

B.　不同干预后的 NE 表达

注：a，空白对照组与对照组比较，P=0.001；b：24 h CM-hAECs组与对
照组比较，P=0.049；c：48 h CM-hAECs组与对照组比较，P=0.003

 D. 对图B的定量分析

图 11　CM-hAECs 对 NETs 相关蛋白的表达及定量分析（x±s，n=3）

                       A. 空白对照组                                  B. 对照组                                    C. 24 h CM-hAECs组                    D. 48 h CM-hAECs组

注：a，空白对照组与对照组比较，P<0.001；b：24 h CM-hAECs组与对
照组比较，P<0.001；c：48 h CM-hAECs 组与对照组比较，P<0.001；
d：24 h CM-hAECs组与48 h CM-hAECs组比较，P=0.023  
E. Sytox Green染色后用 Image J软件对NETs生成的定量分析   

注：a，空白对照组与对照组比较，P=0.000；b：24 h CM-hAECs组与对
照组比较，P=0.006；c：48 h CM-hAECs组与对照组比较，P=0.000
F. 用 PicoGreen 与 dsDNA 结合发出荧光，检测 520/480 nmol/L 荧光值
反映各组dsDNA含量（ng/mL）

图 10　 CM-hAECs 可以抑制 PMA 诱导生成的 NETs（x±s，n=3）
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3　讨 论

由于体内实验很容易受到不可预测因素的干

扰，本研究在体外建立了纯中性粒细胞 NETosis 模
型供进一步研究。目前有很多刺激物可用于诱导

NETosis和NETs的形成，如高糖、脂多糖、白细胞介

素-8、PMA 等[17]。糖尿病是一种慢性病，建立急性

高血糖 NETosis 模型可能是不合理的，在诱导剂的

选择上，PMA是NETosis更好的诱导剂选择，因为它

是用于PKC激活DAG的内源性类似物[18]，这对糖尿

病并发症病理生理学改变至关重要，且 PMA 诱导

NETosis模型也更稳定，故选择PMA作体外NETosis
模型的诱导剂。本研究通过 Sytox Green 荧光显示

NETs 的形态、检测 dsDNA 浓度来判断模型是否成

功建立。本研究发现随着 PMA 浓度升高，NETs 的
生成量逐渐增加，PMA 浓度达到 75 nmol/L 后逐渐

下降，并趋于平衡，NETs的生成量不随浓度逐渐升

高而增加，这与Chen L等[8]关于 25 nmol/L PMA为最

佳诱导浓度的研究结论不太相符；但总体变化趋势

一致，这可能与检测方法具有一定的主观性有关，

也与不确定的检测方法存在一定的相关性。体外

实验通过 Sytox Green 染色显示，24 h CM-hAECs 组
和 48 h CM-hAECs 组的 NETs 与对照组相比，生成

量明显下降。在测定 dsDNA 浓度时也发现 24 h 
CM-hAECs 组和 48 h CM-hAECs 组的 NETs 生成量

显著减少，Western blot结果显示 24 h CM-hAECs组
和 48 h CM-hAECs 组的 NETs 相关蛋白 Cit-H3、NE
的表达也明显减少。以上证据可证实 CM-hAECs
可抑制人中性粒细胞通过 PMA 诱导的 NETs 生成。

虽然 24 h CM-hAECs 组和 48 h CM-hAECs 组对

NETs的抑制无明显统计学差异，但 48 h CM-hAECs
组有下降趋势。由于条件培养基是细胞在脱离了

胎牛血清情况下培养得到的，培养时间延长会导致

细胞死亡，故本实验选取 48 h 作为培养时间极限，

但是否更长时间的培养会获得更佳治疗效果有待

后续验证。本研究首次发现 CM-hAECs 可抑制

PMA 诱导的 NETs，这与人羊膜间充质干细胞类

似[19]。本研究也首次发现条件培养基的培养时间不

同，对NETs的作用效果也有一定的差异，这可能与

条件培养基中各种细胞因子含量或者种类有相关

性。hAECs 可分泌和组成性表达如人肿瘤坏死因

子诱导蛋白-6、白细胞介素-4、转化生长因子-
β[20-21]等多种生长因子及细胞因子，也具备调节局部

免疫应答的能力和具有干细胞特性[10]。以上多重原

因都有可能影响NETs的生成。虽然 hAECs的生物

特性可能受到培养条件及传代次数的影响，但它们

在特定的培养条件下仍能充分繁殖并保持可再现

的生物学特性[22]。因此条件培养基对 NETs 生成的

作用强弱可能与条件培养基中各种细胞因子含量

或种类相关。

糖尿病因其具有炎症或代谢紊乱因素如高血

糖，使中性粒细胞更容易发生 NETosis。在高血糖

微环境下，活性氧和一些细胞因子也会诱导 NETs
的生成[17]。而 NETosis对糖尿病足创面愈合是有害

的。创面的愈合过程非常复杂，且是一个动态过

程，参与创面愈合的细胞包括多种，如中性粒细胞、

巨噬细胞、成纤维细胞、内皮细胞、上皮细胞等[23]，而

中性粒细胞吞噬作用强，能早期清除细菌和控制炎

症，同时还可能通过分泌一些促炎因子增强炎症。

糖尿病创面炎症反应出现失调，呈现出早期中性粒

细胞反应迟钝，吞噬与趋化作用明显减弱，但相较

快速愈合创面时，在中后期中性粒凋亡与 NETs 形
成失衡，过多的 NETs 堆积阻碍了创面的正常愈合

过程。目前尚无糖尿病大鼠创面自然愈合情况下

NETs 的动态变化和达峰时间，根据野生鼠创面的

NETs变化过程来看，NETs可能在创伤 1 d后开始生

成，7 d 左右达峰，随后快速下降。本研究发现，即

使在第 5天，hAECs也能促进糖尿病大鼠创面愈合，

并伴随NETs生成降低，这可能提示NETs的抑制是

生成量减少而不是清除加快的结果。在浓度试验

方面，本研究对比了不同浓度 hAECs干预糖尿病大

鼠创面，结果发现与对照组相比，高浓度 hAECs 组
并没有表现出明显优势，考虑到与维持细胞在局部

微环境中存活的物质营养有限，只能保证移植的细

胞存活一定数量。而且本身的炎性创面微环境处

于相对缺血缺氧状态，所以移植的细胞数量越多，

一些细胞获得足够氧气、血供和营养物质的难度就

越大，正常的存活率就越小，所以移植细胞数量增

加未必能增加治疗效果，同时也提示 hAECs的移植

数量与治疗疗效并不是所谓的量效线性关系[15]。本
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研究分析了不同浓度 hAECs对伤口愈合的影响，以

选择最佳治疗浓度，这也是本研究的创新点。低、

中浓度 hAECs浓度 2组间愈合率无统计学差异，结

合实验数据统计分析发现中浓度干预组创面愈合

率的标准差及标准误更小，变异更小，故创面愈合

率更稳定，所以本研究确定中浓度细胞浓度为最佳

治疗浓度。这与既往关于 hAECs 促进糖尿病创面

愈合的相关研究基本一致[14]。

糖尿病患者中有 30% 的糖尿病足溃疡是慢性

创面，在糖尿病足溃疡中，由炎症、新生血管生成和

细胞外基质重塑组成的正常创面愈合过程失调并

停滞[24]。损伤后中性粒细胞和单核细胞到达创口，

而中性粒细胞是参与创面早期愈合的主要细胞，从

微生物防御机制来看，中性粒细胞通常凋亡于 NE⁃
Tosis，释放浓缩聚合的染色质，形成一种特殊网状

结构，也叫 NETs[25]。然而 NETs 也会诱导组织和细

胞损伤，尤其在糖尿病中，中性粒细胞更容易受到

NETosis的影响。通过蛋白质组学分析糖尿病足溃

疡患者血液中的 NETs 成分，如 NE、中性粒细胞明

胶酶相关的脂质运载蛋白、Cit-H3明显升高。创口

中高浓度的 NETs 与感染和糖尿病足溃疡恶化有

关。此外，从糖尿病足溃疡患者血液中分离的中性

粒细胞检测出自发性NETosis增加[3]，这与本团队的

研究结果一致[15]。有研究报道 NETs 可以通过膜受

体 TLR-9 诱导 PAK2 激活，经过一系列转化可促进

内皮细胞向间充质细胞转化，最终阻碍新生血管生

成并延迟创面愈合。 NETosis 的抑制通过减少

EndMT 和促进血管生成来加速伤口愈合[5]。NETs
也与一些感染性疾病、缺血性病变、血栓形成、慢性

炎症状态和自身免疫性疾病的发病、疾病进展及预

后相关[26-29]。糖尿病足溃疡患者血液中的NETs（ds⁃
DNA）明显增加，NETs是抵抗感染的自然反应，但过

量或者失调的 NETs 会导致组织损伤，造成创面上

皮细胞和内皮细胞功能失调，从而形成异常新生血

管和表皮。既往研究证明糖尿病足创面组织的NE
水平显著升高，血清和创面组织的 NE 水平与创面

延迟愈合有明显相关性，故抑制 NETs 生成或降解

NETs可以改善创面的愈合，对糖尿病足溃疡患者因

NETs引起的慢性炎症有改善作用。本研究认为，通

过抑制NETs的生成来促进糖尿病足创面愈合是有

据可循的，可用于糖尿病足溃疡治疗干预的细胞靶

点具有相当大的价值。有研究报道 hAECs 可通过

调节炎症反应和促进新生血管生成而促进创面愈

合[14]，其分泌的外泌体也可有效改善成纤维细胞及

内皮细胞的生物学功能来促进创面愈合，即使在高

糖环境中也能发挥此作用[30]。本研究首次发现

hAECs 可以抑制糖尿病创面中 NETs 的生成，并显

著促进创面愈合。这一现象有助于进一步了解

hAECs在组织再生中的功能。

目前的研究有其局限性。首先，缺乏糖尿病大

鼠创面组织中 hAECs 的生物活性随时间变化的证

据，还无法阐明 hAECs 的最佳治疗周期和使用频

率。其次，尽管已经证实 hAECs 可以抑制 NETs 并
促进糖尿病创面愈合，但其潜在机制仍需进一步

探索。

4　结 论

本研究首次证明，相较于普通的干预措施，

hAECs能够显著加速糖尿病创面的愈合，hAECs混
悬液的最佳治疗浓度为 5×105个/mL。该研究结果

与hAECs对NETs生成的抑制作用息息相关。
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