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$骨髓是糖尿病的一个重要靶器

官!慢性)低度炎症和氧化应激状态引起持久的骨髓微
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"

E/,*+P.0

!

f+

X

+3

#进行检查$摄影参

数为%

4&KU

!

$4#*:

!

&6$*O

$由一名具有
;

年以上

工作经验的介入科医师经腹主动脉入路插入肝素浸泡

的
"=

微导管!头端置于腹腔干平面腹主动脉内手动

匀速"流率约
5

"

"*d

&

O

#注射碘佛醇"

"5#*

Z

&

*d

!江

苏恒瑞医药股份有限公司!中国#

5#*d

!数字减影血

管造影结果如图
$+

$

H@V>dBVC+?E

组实验兔连续
"

周予耳缘静

脉缓 慢 注 射
C+?E

溶 液 "

"#

,

*8-

&

K

Z

&

P

!

E,

Z

*+)

:-PQ,7/>/2*,7+-

!

EN6d80,O

!

@I

!

9E:

#!

H@V>dBV

E+-,32

组实验兔予等量注射
#6%̀

生理盐水$

5h@AB

扫描及定量参数评价

各组实验兔分别于造模成功后
#

)

$

)

5

)

"

周在麻醉

状态下行
@AB

扫描!麻醉方法同
56$

$所有扫描均在

"6#F

超导
@A

机"

EBaC:

F@

:Q7/,N27N

!

a()?2+-N/)

7+Q2

!

@,-1+0K22

!

\B

!

9E:

#上进行!使用
$&

通道膝关

节专用相控阵线圈行右股骨斜冠状位基于笛卡尔采集

的
^

空间共享三维容积快速动态增强成像"

P,TT2Q23)

N,+-O0])O+*

X

-,3

Z

1,N/7+QN2O,+38QP2Q,3

Z

!

HBE>I

#$

HBE>I

序列扫描参数如下$

HBE>I

序列%

FA

;6!*O

!

F($6;*O

!翻转角
$;l

!扫描层厚
$64**

!层

间距
#

!层数
$$

!视野
$47*R$47*

!矩阵
$%5R$%5

$

蒙片扫描
$$O

!之后于一期末应用双筒高压注射器经

兔耳缘静脉团注钆双胺!剂量为
#65**8-

&

K

Z

!注射流

率
$6#*d

&

O

!随后以相同流率注射
#6%̀

生理盐水

;*d

冲管!共扫描
!&

期!每期
!

"

4O

$

采用
D?B

科研平台
a(I*3,)̂,32N,7O

软件"

a()

?2+-N/7+Q2

!

@,-1+0K22

!

\B

!

9E:

#对动态增强扫描数

据进行后处理和分析$选取兔左侧股动脉手动勾画感

兴趣区"

Q2

Z

,838T,3N2Q2ON

!

AIB

#!获得时间
'

浓度曲

线!并确定动脉输入函数"

+QN2Q,+-,3

X

0NT037N,83

!

:B=

#模型$随后在兔右侧股骨上段骨髓中心层面勾

画
AIB

!注意避开骨皮质)骨岛及血管"图
$

#!利用药

代动力学
(WN23P2PF8TNOd,32+Q

双室模型自动计算

得到右股骨上段骨髓的血管容量转移常数"

^

NQ+3O

#)速

率常数"

^

2

X

#)对比剂血管外细胞外间隙"

2WNQ+S+O70)

-+Q2WNQ+72--0-+QO

X

+72

!

((E

#的容积"

U

2

#$各参数按

上述步骤重复测量
"

次!取平均值为最终结果$

"h

骨髓和血清氧化应激水平标志物检测

实验动物最后一次完成
@AB

扫描
$5/

内!自耳

缘静脉不抗凝抽取静脉血
;*d

!分离血清备用$空气

注射处死各组实验兔!无菌抽取右侧股骨上段骨髓组

织
5*d

!置于
'&#l

冰箱冷藏备用$分离并使用
!̀

多

聚甲醛保存各组实验兔右侧股骨样本$采用密度梯度

离心法联合差速贴壁法提取)分离)培养得到原代骨髓

内皮祖细胞"

(D>O

#!

H>=?)H:

作为荧光探针!孵育

"#*,3

后!

DbE

洗涤!搜集细胞后通过流式细胞仪检

测骨髓来源
(D>O

细胞内活性氧"

AIE

#水平$组织生

化法检测骨髓组织超氧化物歧化酶"

EIH

#水平*取各

组实验兔血清!参照相应酶联免疫检测试剂盒说明书

进行操作!测定各组实验兔血清粘附分子
)$

"

OB>:@)

$

#)促血管生成素
)$

"

:3

Z

)$

#水平$

%%'$

放射学实践
5#5!

年
$#

月第
"%

卷第
$#

期
!

A+P,8-DQ+7N,72

!

I7N5#5!

!

U8-"%

!

C86$#



表
$

!

各组不同时间点
@AB

定量参数结果比较

H>(

定量
参数&组别

C>

组
#

3M4

$

H@V>dBVE+-,32

组
#

3MG

$

H@V>dBVC+?E

组
#

3M&

$

^

NQ+3O

#

*,3

'$

$

!

#1

#6$%$

#

#6$G"

!

#6$%;

$

###

$655G

#

$6$$!

!

$6"""

$

--

$654#

#

$6$;&

!

$6"4"

$

!

$1

#6$&%

#

#6$4&

!

#6$%&

$

##

$6!$%

#

$6"%#

!

$6!"G

$

--

$6"%%

#

$6"4;

!

$6!"&

$

!

51 #6$&;m#6#$G

###

$6;#!m#6#!!

---

$6!5;m#6#"5

nnn

!

"1

#6$&"m#6##&

###

$64$5m#6$$$

---

$6!G#m#6#;;

nn

^

2

X

#

*,3

'$

$

!

#1

#6"$%m#6#!%

##

#6%4&m#6"$4

--

#6%5&m#6!$#

!

$1

#6"$Gm#6#";

###

$65$4m#6"5!

---

#6%;!m#6;"!

!

51 #6"$#m#6#5&

##

$6;$;m#65%4

---

#6%$#m#6"%&

nn

!

"1

#6"$Gm#6#!G

##

$6!&!m#6$&$

---

#6G&#m#6""5

nnn

U

2

!

#1

#6$%Gm#6#4"

##

#6"4Gm#6$#G

--

#6";!m#6$$4

!

$1 #65#%m#6#5G

##

#6!"5m#6#%;

--

#6!#Gm#6$4G

!

51

#65$&m#6#&$

#

#6;4%m#6$5%

---

#6"4;m#6$5"

nn

!

"1 #65#%m#6#%

#645Gm#65;!

---

#6"55m#6#55

nn

注(与
C>

组比较!

-

!

"

#6#;

!

--

!

"

#6#$

!

---

!

"

#6##$

'与
H@V>dBVC+?E

组比较!

#

!

"

#6#;

!

##

!

"

#6#$

!

###

!

"

#6##$

'与
H@V

>dBVE+-,32

组比较!

n

!

"

#6#;

!

nn

!

"

#6#$

!

nnn

!

"

#6##$

"

!!

!h

骨髓内皮祖细胞迁移和成管功能检测

骨髓来源
(D>O

迁移功能检测%取上述
56"

中原

代培养的贴壁细胞制成单细胞悬液!吹打均匀后加入

FQ+3O12--

小室的上室!下室中加入
;##

,

d

含
$#̀

=bE

的完全培养基!将小室放入板中$

"Gl

下于
>I

5

"含量
;̀

#培养箱中培养
5!/

$洗去培养基!

#65̀

结

晶紫染色
$#*,3

!于倒置显微镜下"

R$##

#随选取
"

个

视野计数!取其平均值$体外成管功能检测%将
"R$#

!

个原代培养的
(D>O

消化后接种在
@+NQ,

Z

2-

胶上!并

加入
$##

,

d

培养液培养$

5!/

后于倒置显微镜下"

R

$##

#观察并拍照!应用
B*+

Z

2f

图像分析软件分析其

总分支长度"

F8N6]Q+37/2O-23

Z

/N

#)节点数"

C]8T

38P2O

#$

;h

骨髓组织病理学检查

右侧股骨样本在
!̀

多聚甲醛中固定)脱钙
$

个

月后!置于乙醇中以递增浓度脱水!在二甲苯中洗涤并

植入组织石蜡中包埋!沿股骨纵轴切取
!

,

*

切片行免

疫组化染色$

>H"$

免疫组化切片于
!##

倍光学显微

镜下"

R!##

!

C,K83(7-,

X

O2>B

#拍片!随机选取
"

个相

互不连续的区域统计并计数
"

个不连续区域染色阳性

的微血管数!测量结果的平均值作为
@UH

$

4h

统计学分析

采用
EDEE546#

统计软件"

Bb@

&

:Q*83K

&

C<

#!

符合正态分布的计量资料用均数
m

标准差表示$各组

@AB

定量参数"

^

NQ+3O

)

^

2

X

及
U

2

#和
OB>:@)$

和
:3

Z

)$

随时间变化的差异使用重复测量方差分析$使用独立

样本
#

检验或
@+33)\/,N32

_

$

检验确定同一时间点

组间各参数的差异$

D2+QO83

相关系数评估
@AB

定

量参数与各生物化学指标和病理组织学参数的相关

性!所有结果以
!

"

#6#;

为差异具有统计学意义$

结
!

果

$h

动物模型制备结果

实验过程中有
"

只实验兔造模后血糖水平低于成

模标准!另
5

只实验兔因麻醉意外)身体健康状况差死

亡!最终糖尿病合并下肢重症缺血造模成功
$;

只

"

H@V>dBVE+-,32

组%

3MG

)

H@V>dBVC+?E

组%

3M&

#!造模成功率
G#̀

$实验兔分别于模型制备后

出现术肢跛行)皮温降低和不同程度足底溃疡$

5h@AB

定量参数评价

结果显示各时间点间
H@V>dBVE+-,32

组
^

NQ+3O

值)

^

2

X

值和
U

2

值差异具有统计学意义"

%

值分别为

"6!%4

)

;6;5"

)

"6%%!

)

"6$%

!

!

"

#6#;

#*

C>

组各时间点

^

NQ+3O值)

^

2

X

值和
U

2

值差异无统计学意义"

%

值分别为

#6#";

)

#6#4#

)

#6#%G

!

!

&

#6#;

#$

C+?E

干预后!

H@

V>dBVC+?E

组
^

2

X

和
U

2

值均呈下降趋势!且干预

第
5

)

"

周后!

H@V>dBVC+?E

组
^

NQ+3O值)

^

2

X

值和

U

2

值均低于
H@V>dBVE+-,32

组!差异具有统计学

意义"表
$

!图
5

#$

"h

组织病理学结果

股骨上段骨髓
>H"$

免疫组化检查显示
C+?E

干

预
"

周后!

H@V>dBVC+?E

组
@UH

较
H@V>dB

VE+-,32

组明显增高"

#M"65#&

!

!

"

#6#;

!图
"

#$

D2+QO83

相关性分析结果显示!第
"

周股骨上段骨髓

@UH

与
^

NQ+3O值呈负相关"

"M'#6G&#

!

!

"

#6#;

#)与

^

2

X

值和
U

2

值呈正相关"

"M#6&#&

)

#6&&%

!

!

"

#6#;

#$

!h

骨髓和血清氧化应激水平标志物检测

C+?E

干预
"

周后!

H@V>dBVC+?E

组骨髓内

皮祖细胞
AIE

较
H@V>dBVE+-,32

组降低"

#M

"65#&

!

!

"

#6##$

#)骨髓组织
EIH

水平升高"

#M

"6&G%

!

!

"

#6#;

!图
!]

)

7

#$

D2+QO83

相关性分析结果

$%'$

放射学实践
5#5!

年
$#

月第
"%

卷第
$#

期
!

A+P,8-DQ+7N,72

!

I7N5#5!

!

U8-"%

!

C86$#



图
5

!

各组实验兔第
"

周股骨上段骨髓
>H"$

免疫组化#

R!##

$检查及
@UH

计数结果"

+

$

C>

组'

]

$

H@V

>dBVE+-,32

组'

7

$

H@V>dBVC+?E

组'与
C>

组相比"

H@V>dBVE+-,32

组
^

NQ+3O值%

^

2

X

值%

U

2

值在造模

后各时间点均较
C>

组显著升高!造模后第
5

周后开始
H@V>dBVC+?E

组
^

2

X

和
U

2

值均呈下降趋势!且

^

NQ+3O值%

^

2

X

值%和
U

2

值在第
5

周和第
"

周降低低于
H@V>dBVE+-,32

组"

图
"

!

各组实验兔第
"

周股骨上段骨髓
>H"$

免疫组化#

R!##

$检查及
@UH

计数结果"

+

$

C>

组'

]

$

H@

V>dBVE+-,32

组'

7

$

H@V>dBVC+?E

组'

P

$

@UH

计数结果差异柱状图"造模
"

周后!

H@V>dBVE+)

-,32

组骨髓腔内
@UH

明显减少!而
C+?E

干预
"

周后!

H@V>dBVC+?E

组
@UH

增多!但与
C>

组相比仍

未恢复到正常状态"

#

!

"

#6#;

!

##

!

"

#6#$

!

###

!

"

#6##$

!

3O!

&

#6#;

显示!骨髓内皮祖细胞
AIE

阳性率与股骨上段骨髓

^

NQ+3O值)

^

2

X

值)

U

2

值呈正相关"

"M#6G$!

)

#6&G5

)

#6&GG

!

!

"

#6#;

#!而与骨髓组织
EIH

水平呈负相关

"

"M'#6G;!

)

'#6&;4

)

'#6&&#

!

!

"

#6#;

#$此外!

C+?E

干预
"

周后!

H@V>dBVC+?E

组血清
OB)

>:@)$

显著降低"

#M56&4$

!

!

"

#6#;

#)血清
:3

Z

)$

"

#M;6"$5

!

!

"

#6#;

#浓度显著增加"表
5

#$

D2+QO83

相关性分析结果显示!血清
OB>:@)$

)

:3

Z

)$

水平与

股骨上段骨髓
^

NQ+3O

)

^

2

X

)

U

2

值之间均无显著相关关系

"

!

&

#6#;

#$

;h

骨髓
(D>O

迁移和成管功能分析

各组第
"

周骨髓来源
(D>O

迁移和成管能力分析

见图
;

Z"

,

$与
H@V>dBVE+-,32

组相比!

C+?E

干

预
"

周后
H@V>dBVC+?E

组骨髓来源
(D>O

迁移

功能上调"

#M46;#"

!

!

"

#6##$

#)

H@V>dBVC+?E

组
(D>O

的总分支长度和节点数较
H@V>dBVC+?E

组明显增加"

#M!6!$G

)

!6;&4

!

!

"

#6##$

#$

讨
!

论

本研究利用
H>()@AB

评价外源性
?

5

E

对合并

重症肢体缺血糖尿病兔骨髓微环境氧化应激水平及微

血管渗透性的影响!结果显示外源性
?

5

E

干预
"

周后

糖尿病合并重症肢体缺血兔股骨上段骨髓
^

NQ+3O

)

U

2

及
^

2

X

值较未干预组减低)

@UH

较未干预组增加!且

骨髓
(D>O

胞内
AIE

水平下降)骨髓组织
EIH

水平

升高$股骨上段
@UH

)

AIE

与
EIH

与
^

NQ+3O

)

U

2

)

^

2

X

值互相存在相关性$

糖尿病合并重症肢体缺血的组织代偿性生成功能

不完整的病理性新生血管来维持组织灌注!表现为内

皮细胞通透性显著增加!而微血管密度未见增

多'

$4

!

$G

(

$本研究结果显示糖尿病合并
>dB

兔股骨上

段骨髓
H>()@AB

定量参数
^

NQ+3O

)

U

2

和
^

2

X

值持续升

高而骨髓微血管密度减低!可能与高血糖导致的氧化

应激损伤骨髓内环境的血管屏障有关$外源性
?

5

E

具有调节氧化应激诱导的血管内皮通透性的作

用'

$&)5$

(

!本研究观察到外源性
?

5

E

干预
"

周后!糖尿

病合并
>dB

兔股骨上段骨髓微血管渗透性参数
^

NQ+3O

)

^

2

X

和
U

2

值较未干预组减低!且骨髓
(D>O

胞内
AIE

水平降低)骨髓组织
EIH

水平升高$研究表明!外源

#%'$
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图
!

!

+

$流式细胞术检测第
"

周各组骨髓
(D>OH>=?)H:

平均荧光强度反应胞内
AIE

阳性率'

]

$实验第

"

周各组骨髓
(D>O

细胞
AIE

阳性率差异柱状图'

7

$实验第
"

周各组骨髓组织
EIH

水平差异柱状图'

P

$实

验第
"

周各组血清
OB>:@)$

水平差异柱状图'

2

$实验第
"

周各组血清
:3

Z

)$

水平差异柱状图"

C+?E

干预

"

周后!

H@V>dBVC+?E

组
(D>O

胞内
AIE

水平明显降低%骨髓组织
AIE

水平明显降低%

EIH

水平显著上

调%血清
OB>:@)$

显著降低%血清
:3

Z

)$

浓度显著增加"

#

!

"

#6#;

!

##

!

"

#6#$

!

###

!

"

#6##$

!

3O!

&

#6#;

性
?

5

E

通过减少内皮细胞
AIE

生成)抑制紧密连接

蛋白"

N,

Z

/N

J

037N,83

X

Q8N2,3O

!

FfDO

#甲基化!从而显著

改善氧化应激介导的内皮细胞功能障碍!表现为内皮

细胞通透性下降'

55

(

!还可通过降低基质金属蛋白酶
)%

"

*+NQ,W*2N+--8

X

Q8N2,3+O2)%

!

@@D)%

#的表达减轻氧

化应激诱导的血管内皮通透性升高'

$&

!

$%

(

$本研究结

果表明外源性
?

5

E

通过发挥其抗氧化应激作用!维持

糖尿病合并
>dB

时的骨髓微血管稳态!有助于阻止肢

体骨髓微血管病变的进展并预防截肢!

H>()@AB

定

量参数可以作为无创影像学生物标志物!用于糖尿病

合并
>dB

的早期抗氧化应激治疗效果评价$

骨髓来源的
(D>O

功能失调在糖尿病血管并发症

中的作用尤为关键!而外源性
?

5

E

可保护高糖诱导的

内皮细胞功能损伤!其机制可能与抗氧化应激)线粒体

保护等作用有关'

$#

(

$本研究结果显示!外源性
?

5

E

干预
"

周后!糖尿病合并
>dB

兔骨髓来源的
(D>O

迁

移和成管功能较未干预组上调)造模侧股骨上段

@UH

较未干预组显著增加!表明外源性
?

5

E

通过恢

复骨髓来源
(D>O

功能!在糖尿病骨髓微血管病变中

发挥着重要的保护作用$研究表明长期高血糖可诱导

骨髓间充质细胞 "

]832 *+QQ81 *2O237/

_

*-ON2*

72--

!

b@E>O

#向脂肪细胞分化的趋势大大增加!以骨

髓脂肪沉积为主要病理特征'

"

!

!

(

$炎症)氧化应激和

线粒体功能障碍等诱导的
b@E>O

生态位的重塑可在

外源性
?

5

E

的干预下使
b@E>O

由,成脂-向,成骨-分

化'

5")5;

(

$然而!外源性
?

5

E

对
b@E>O

的,成骨
)

成脂-

分化平衡中的作用机制仍需进一步研究$本研究结果

表明外源性
?

5

E

通过发挥其抗氧化应激作用!维持糖

尿病合并
>dB

时的骨髓微血管稳态!有助于阻止肢体

骨髓微血管病变的进展并为预防截肢等临床策略提供

理论依据!

H>()@AB

定量参数可以作为无创影像学

生物标志物!用于糖尿病合并
>dB

的早期抗氧化应激

治疗效果评价$

本研究的局限性%

%

本研究采用四氧嘧啶诱导兔

$

型糖尿病进行股动脉结扎!建立了
$

型糖尿病重症

肢体缺血模型!该模型与临床
5

型糖尿病合并下肢重

'%'$
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图
;

!

镜下各组实验兔第
"

周骨髓
(D>O

迁移#

R$##

$情况"

+

$

C>

组'

]

$

H@V>dBVE+-,32

组'

7

$

H@V>dB

VC+?E

组"镜下各组实验兔第
"

周骨髓
(D>O

成管#

R$##

$情况"

P

$

C>

组'

2

$

H@V>dBVE+-,32

组'

T

$

H@

V>dBVC+?E

组'

Z

$各组骨髓
(D>O

迁移数量差异柱状图'

/

$各组骨髓
(D>O

总分支长度差异柱状图'

,

$各

组骨髓
(D>O

节点数差异柱状图"与
C>

组比较!

H@V>dBVE+-,32

组骨髓来源
(D>O

迁移和成管功能明显

受损'与
H@V>dBVE+-,32

组相比!

H@V>dBVC+?E

组
(D>O

迁移和成管功能上调"

#

!

"

#6#;

!

##

!

"

#6#$

!

###

!

"

#6##$

!

3O!

&

#6#;

症肢体缺血的患者自然病程演变存在差异*

&

本研究

将糖尿病重症肢体缺血造模成功后
"

周作为实验终

点!评估外源性
?

5

E

干预第
"

周股骨上段微血管密度

与未干预组之间的差异!未对微血管密度进行连续评

估!其干预作用与组间病理变化的时序关系尚不清楚*

'

本研究结果表明外源性
?

5

E

干预后骨髓微血管通

透性减低且骨髓内皮细胞氧化应激水平下降!但未进

行骨髓微环境层面的骨髓脂肪化程度及骨微结构改变

的评估!未来研究将进一步探讨
?

5

E

在骨髓间充质干

细胞的,成骨-及,成脂-转化过程中的作用$

综上所述!利用
H>()@AB

微血管渗透性参数评

价外源性
?

5

E

干预兔糖尿病重症肢体缺血骨髓氧化

应激水平和微血管渗透性是可行的!可以为
?

5

E

在糖

尿病重症肢体缺血并发症中的血管内皮细胞保护机制

提供定量影像学证据$

参考文献!

'

$

(

!

C+3+

_

+KK+Q+C

!

>0QN,O:f

!

?2Q,N,2QE

!

2N+-6B*

X

+7N8T+

Z

2+NN

_X

2

5P,+]2N2O*2--,N0OP,+

Z

38O,O83*8QN+-,N

_

+3PS+O70-+Q78*

X

-,7+)

N,83O

%

O

_

ON2*+N,7Q2S,21 +3P *2N+)+3+-

_

O2O

'

f

(

6H,+]2N8-8

Z

,+

!

5#5$

!

4!

"

5

#%

5G;)5&G6

'

5

(

!

<+P+SE

!

:Q

_

+Ĥ
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