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骨髓间充质干细胞移植修复大鼠慢性胰腺损伤☆ 

刘洪斌，杨  静，李东华，王  蒨 

Transplantation of bone marrow mesenchymal stem cells for repair of chronic pancreatic injury 
in rats 
 
Liu Hong-bin, Yang Jing, Li Dong-hua, Wang Qian 

 
Abstract 
 
BACKGROUND: Chronic pancreatitis is a chronic necroinflammatory process characterized pathologically by chronic 
inflammation and fibrosis in pancreas tissue. Bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) maybe play a potential role in 
treating chronic pancreatitis. However, few reports have addressed the use of MSCs in pancreatic regeneration.  
OBJECTIVE: To investigate the effects and mechanisms of BMSCs for treating chronic pancreatitis in rats.  
METHODS: BMSCs were isolated, cultured and identified in vitro. Chronic pancratitis rat model was induced by infusion of oleic 
acid to bile-pancreas duct in Wistar rats. The Wistar rats were assigned randomly to sham operation group, model group and 
BMSCs group. BMSCs were transplanted to the rats from BMSCs group through caudal vein injection in the number of 3 ×    
106 /mL at 20 days after the model induction and the injection was repeated twice at 40 days and 60 days after model induction. 
For the model group, the equal volume of saline was injected into the caudal vein. For the sham operation group, duodenum 
puncture and infusion of oleic acid to bile-pancreas duct were not done. For all the rats, pancreatic tissues were collected and 
underwent histopathological examination. Pancreatic connective tissue growth factor (CTGF), transforming growth factor β 
(TGF-β), type I collagen, type III collagen and myeloperoxidase (MPO) activity were detcted. 
RESULTS AND CONCLUSION: The pathological injury and the fibrosis in the BMSCs group were ameliorated signicantly. The 
contents of pancreatic CTGF, TGF-β, type I collagen, type III collagen and MPO were all decreased significantly (P < 0.01). 
These results suggested that BMSCs have obvious repairing effects on the injured pancreatic tissue of chronic pancreatitis rats, 
which may be related to the inhibition of CTGF, TGF-β release, decreased production of type I, type III collagen, and inhibition of 
inflammatory reaction. 
 
Liu HB, Yang J, Li DH, Wang Q. Transplantation of bone marrow mesenchymal stem cells for repair of chronic pancreatic injury in 
rats. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(23): 4257-4261.       
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 
 
摘要 
 
背景：慢性胰腺炎是以胰腺慢性炎症损伤及纤维化为主要病理特征的慢性进展性疾病，骨髓间充质干细胞可能在其治疗中

具有潜在价值，但目前这一领域的研究尚不多见。 
目的：观察骨髓间充质干细胞对慢性胰腺炎大鼠胰腺损伤的修复作用并探讨其治疗机制。 
方法：体外培养、扩增大鼠骨髓间充质干细胞并对其进行鉴定；采用胆胰管逆行注射油酸法制备 Wistar 大鼠慢性胰腺炎模

型，随机数字表法分为假手术组、模型组、间充质干细胞治疗组。间充质干细胞治疗组造模后 20 d 经尾静脉注射间充质干

细胞生理盐水细胞悬液 1 mL(含细胞 3×106)，第 40 天和第 60 天各重复 1 次；模型组经尾静脉注射等体积生理盐水；假手

术组不进行十二指肠穿刺及胆胰管逆行注射，其余操作同模型组。3 组动物均于治疗结束后取胰腺组织行病理组织学检查；

并检测胰腺组织内结缔组织生长因子、转化生长因子 β、Ⅰ、Ⅲ型胶原水平及髓过氧化物酶活性。 
结果与结论：经间充质干细胞治疗的慢性胰腺炎大鼠胰腺病变程度及纤维化程度显著减轻；胰腺组织内结缔组织生长因子、

转化生长因子 β、Ⅰ、Ⅲ型胶原水平及髓过氧化物酶活性显著降低(P < 0.01)。提示骨髓间充质干细胞对慢性胰腺炎大鼠胰腺

损伤有显著的修复作用，其机制可能和抑制结缔组织生长因子、转化生长因子 β产生、抑制炎症反应、减少胶原增生有关。 
关键词：慢性胰腺炎；骨髓间充质干细胞；纤维化；结缔组织生长因子；转化生长因子 β 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.23.018 
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0  引言 

 

慢性胰腺炎病因复杂，治疗棘手，尚无十分

理想的治疗方案，各种治疗仅限于症状和并发

症[1-7]。骨髓间充质干细胞具有多向分化潜能，

研究证明其对多种损伤组织具有修复作用[8-21]。

近来研究提示间充质干细胞在胰腺组织修复中

有重要价值，其自我更新、多向分化潜能、独

特的低免疫原性和免疫调节等作用可能为慢性

胰腺炎提供一种全新治疗方法，但此领域研究

尚处于初始阶段，缺乏对其具体机制及存在问

题的深入研究[22-24]。本实验通过经体外培养、

扩增的骨髓间充质干细胞对慢性胰腺炎大鼠进

行治疗，旨在观察其对慢性胰腺炎受损胰腺组

织的修复作用并探讨作用机制。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。 
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时间及地点：实验于 2009-08/12 在天津医科大学

南开临床学院急腹症研究所药理学研究室完成。 

材料：1 个月龄 Wistar 大鼠用于制备骨髓间充质干

细胞，体质量 80~100 g；SPF 级 4 月龄 Wistar 大鼠 30

只，体质量 220~250 g，雌雄不拘，由北京维通利华实

验动物有限公司提供，实验过程中对动物的处置符合中

华人民共和国科学技术部 2006 年颁布的《关于善待实

验动物的指导性意见》标准[25]。 

主要试剂及仪器： 

 

试剂及仪器 来源 

CD90-PE，CD34-FITC，CD44-PE，

CD11b/c-FITC 及其同型对照抗体，

BD Caliber 流式细胞仪 

美国 BD 公司 

大鼠结缔组织生长因子、转化生长因子

β、Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原 ELISA 检测

试剂盒 

美国 Uscnlife 公司 

组织髓过氧化物酶检测试剂盒 南京建成生物技术公司

全蛋白提取试剂盒及蛋白定量检测试

剂盒 

南京凯基生物技术有限

公司 

ST-360 型酶标仪 上海科华科技公司 

 

实验方法： 

大鼠慢性胰腺炎模型的建立：参考有关文献并改进[26]，

采用胆胰管逆行注射油酸诱发大鼠慢性胰腺炎。大鼠禁

食不禁水 12 h 后，以 10%水合氯醛腹腔注射麻醉。经

固定后常规备皮，铺消毒巾，沿腹白线作正中切口，于

胆管出肝门端以无损伤小动脉夹暂时阻断胆管，寻找到

胆胰管十二指肠乳头开口处，在其对系膜缘用 4 号注射

针头刺一小孔，用 PE50 导管经乳头部逆行插入胆胰管

0.5 cm，妥善固定，通过微量注射器注射油酸 60 μL，

在 5 min 内匀速注射完毕。去除动脉夹后 2 min 拔出

PE50 导管，然后以无损伤缝线缝合十二指肠穿刺孔，

逐层缝合肌层和腹壁，同时皮下注射生理盐水 5 mL。

每天注射生理盐水 2 次，6 mL/次，直至大鼠能自由饮

水。术后大鼠禁食 72 h，禁水 48 h。 

大鼠骨髓间充质干细胞的分离、培养：参考有关文献[27]，

采用全骨髓培养法即贴壁筛选法进行：取 1 个月龄

Wistar 大鼠，脱颈处死，浸入体积分数为 75%乙醇中   

5 min，严格无菌条件下取出股骨、胫骨，剔除脂肪组

织，用无菌剪刀去除股骨近端和胫骨远端，暴露骨髓腔，

用 5 mL 含体积分数为 10%胎牛血清的低糖 DMEM 培

养液充分冲洗骨髓，收集骨髓冲洗液，充分混匀后，    

1 000 r/min 离心 10 min，去除上清，细胞重悬于含体

积分数为 10%胎牛血清的低糖 DMEM 培养液，1 只大

鼠股骨及胫骨骨髓细胞量接种于1个包被多聚赖氨酸的

T-25 cm2塑料培养瓶内，置 37 ℃、体积分数为 5%CO2

饱和湿度的细胞培养箱培养。24 h 后弃去未贴壁细胞，

更换培养液，以后每 4 d 换液 1 次。每日在倒置显微镜

下观察细胞的形态及生长情况。待细胞融合 80%时，用

0.125%胰蛋白酶消化，1∶2~1∶3 传代。 

大鼠骨髓间充质干细胞的鉴定：采用流式细胞仪检测

骨髓间充质干细胞表面标志性分子。取达到 80%融合后

的第 6 代细胞，用 0.125%胰蛋白酶消化，PBS 洗涤 2

遍，用 PBS 制成浓度为 2×109 L-1的悬液，经 300 目的

尼龙网滤过。将细胞悬液分装至 8 只 1.5 mL 的 EP 管

中，分别加入 CD90-PE，CD34-FITC，CD44-PE，

CD11b/c-FITC 及其同型对照各 10 μL，37 ℃下避光反

应 15 min，PBS 冲洗 2 遍后进行流式细胞仪检测。检

测 CD90 阳性细胞数、CD44 阳性细胞数、CD34 阴性

细胞数、及 CD11b/c 阴性细胞数。 

分组及治疗方法：SPF 级 Wistar 大鼠 30 只，随机数

字表法分为假手术组、模型组、间充质干细胞治疗组，

每组 10 只，雌雄各半。间充质干细胞治疗组在造模后

20 d 开始经尾静脉注射间充质干细胞生理盐水细胞悬

液 1 mL(含细胞 3×106)，第 40 天和第 60 天各重复 1

次。模型组在造模后 20 d 开始经尾静脉注射等体积生

理盐水，第 40 天和第 60 天各重复 1 次。假手术组不进

行十二指肠穿刺及胆胰管逆行注射，其余操作同模型

组。3 组动物均于造模开始后 80 d 处死取材。 

取材：大鼠禁食不禁水 12 h 后，以 10%水合氯醛腹

腔注射麻醉。完整切除胰腺组织，一部分以体积分数为

10%中性甲醛固定，行苏木精-伊红染色病理组织学检查；

一部分-80 ℃冻存，备测胰腺组织Ⅰ、Ⅲ型胶原、转化

生长因子 β、结缔组织生长因子及髓过氧化物酶水平。 

检测指标： 

病理组织学观察：胰腺组织以体积分数为 10%中性

甲醛固定，行苏木精-伊红染色病理组织学检查，并按

有关文献评分标准进行胰腺病理评分。 

胰腺病变程度评分标准[28]：①炎性细胞浸润程度：

5个高倍视野内均值<5个为0分，6~20个为1分，21~40

个 2 分，>40 个为 3 分。②坏死程度：无为 0 分，小灶

状坏死为 1 分，小片状坏死为 2 分，大片状坏死为 3 分。

③结构破坏：无为 0 分，灶性结构破坏为 1 分，部分结

构破坏为 2 分，大部分结构破坏为 3 分。④有无黏液水

肿：无为 0 分，有为 1 分。⑤有无萎缩：无为 0 分，有

为 1 分。胰腺病变程度评分为各单项评分的加合分值。 

纤维化程度评分标准[29]：按纤维化改变占整个观察

视野面积的百分比多少予以记分：无变化，0 分；<25%，

1 分；25%~50%，2 分；>50%，3 分。 

胰腺组织结缔组织生长因子、转化生长因子 β、Ⅰ、Ⅲ

型胶原检测：取冻存胰腺组织 100 mg，加入全蛋白提取裂

解液 2 mL，以组织匀浆器进行匀浆，按说明书提取组织总

蛋白。上述指标采用 ELISA 法按试剂盒说明以酶标仪进行

检测，结果以组织的蛋白含量进行校正，以 ng/g 或 IU/mg
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表示。组织蛋白含量采用Bradford 法进行测定。 

胰腺组织髓过氧化物酶测定：取上述组织总蛋白样

品，按试剂盒提供的方法检测髓过氧化物酶活性，检测

结果以×16.67 nkat/g 表示。 

主要观察指标：各组动物胰腺组织行病理组织学检

查；并检测胰腺组织内结缔组织生长因子、转化生长因

子 β、Ⅰ、Ⅲ型胶原水平及髓过氧化物酶活性。 

设计、实施、评估者：实验设计为第一作者，干预

实施为第二、三作者，评估为第一、四作者，均经过正

规培训，所有测定及结果分析均采用盲法评估。 

统计学分析：由第一、四作者采用 SPSS 11.0 软件

完成统计处理，均数之间的差异采用 One-Way ANOVA，

实验数据以x
_

±s 表示，P < 0.05 为差异有显著性意义。 

 

2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  纳入 Wistar 大鼠 30 只，截止

到实验结束时(第 80 天)，模型组有 2 只死亡，余 8 只

存活。共 28 只进入结果分析。 

2.2  大鼠骨髓间充质干细胞形态学观察  全骨髓接种

24 h 后可见部分细胞贴壁，此时换液将未贴壁的细胞除

去。48~72 h 后贴壁细胞明显增多，逐渐伸展成为梭形、

多角形；3~5 d 可见小的集落形成；原代培养中，细胞

贴壁生长是以分散的、克隆集落方式增殖。10~16 d，

相邻集落融合成片达 80%以上，集落间可出现重叠。 

传代培养的细胞于 2~4 h 开始贴壁，24 h 内完全贴

壁，形态与原代细胞相似，但增殖速度明显增快，生长

3~5 d 即达融合，传代后间充质干细胞呈均匀分布的平

均生长，第 3 代以后，细胞形态开始呈比较均一的成纤

维状。连续传 6 代，细胞形态无明显变化，说明骨髓间

充质干细胞得到了进一步的纯化，见图 1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  骨髓间充质干细胞表面标志性分子鉴定  流式细

胞仪检测结果显示，CD90 阳性细胞为 96.25%；CD44

阳性细胞数为 99.02%；CD34 阴性细胞为 98.34%；

CD11b/c 阴性细胞数为 85.02%，证明间充质干细胞纯

度较高，见图 2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  大体病理观察  假手术组胰腺外观正常，无充血、

肿大及增生；模型组胰腺明显肿胀增厚，质地较硬，有

多处黄色病灶，胆胰管显著扩张，十二指肠系膜缘血管

充血显著；间充质干细胞治疗组胰腺较假手术组明显增

厚、充血明显，但较模型组显著减轻，胆胰管无明显扩

张，见图 3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5  病理组织学观察及病理评分  假手术组胰腺组织

小叶结构基本正常，胰岛结构正常，腺泡和导管基本正

常；模型组胰腺组织中胰腺小叶腺泡和导管基本消失，

大量纤维组织增生，大量嗜中性粒细胞和淋巴细胞浸

润；间充质干细胞治疗组胰腺组织中可见正常片状胰腺

小叶腺泡和导管，间质纤维化较轻，炎细胞浸润程度较

模型组减轻，见图 4。 

各组胰腺组织病理评分见表 1。 

2.6  各组胰腺组织结缔组织生长因子、转化生长因子
β、Ⅰ、Ⅲ型胶原及髓过氧化物酶水平  见表 2。 

与假手术组比，模型组结缔组织生长因子、转化生

长因子 β、Ⅰ、Ⅲ型胶原、髓过氧化物酶活性显著增高

Figure 1  Morphology of bone marrow mesenchymal stem 
cells (BMSCs) 

    图 1  骨髓间充质干细胞形态学观察 

a: Bone marrow-washed 
smear (×100) 

b: Primary culture of BMSCs for 
5 d (×400) 

c: Primary culture of BMSCs for 
10 d (×100) 

d: The sixth passage of BMSCs 
presented spindle-shape after 
culture for 10 d (×100) 

Figure 2  Surface molecular markers in bone marrow 
mesenchymal stem cells identified by flow 
cytometry 

    图 2  流式细胞仪检测骨髓间充质干细胞表面标志性分子
表达 

Figure 3  Gross pathology of the pancreatic gland of rats in 
each group 

    图 3  各组胰腺大体病理表现 

a: Sham operation group b: Model group 

c: Bone marrow mesenchymal stem cells group 
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(P < 0.01)；与模型组比，间充质干细胞治疗组结缔组

织生长因子、转化生长因子 β、Ⅰ、Ⅲ型胶原水平、髓

过氧化物酶活性显著降低(P < 0.01)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

慢性胰腺炎是目前公认的难治性疾病。它是指由各

种原因引发胰腺实质的节段性或弥漫性进展的慢性炎

症，其缓慢发展的病变最终可引起胰腺坏死、纤维化，

腺泡和胰岛细胞萎缩消失，导致胰腺结构破坏和胰腺

内、外分泌功能不全。持续性胰腺腺泡细胞被结缔组织

替代最终导致纤维化是慢性胰腺炎的主要病理变化。 

慢性胰腺炎治疗非常复杂，不同治疗手段各有利弊[30-33]。

治疗主要着眼于控制腹痛，解除胰管梗阻，纠正消化吸

收不良及并发症的控制，保护残存的胰腺功能。手术对

缓解慢性胰腺炎患者顽固性疼痛效果较好，但对内外分

泌功能不全的改善不尽如人意，长期病死率仍较高。实

际上很多慢性胰腺炎患者胰腺呈弥漫性慢性炎症病变，

并不适合手术治疗，因此，寻找能够延迟或预防胰腺实

质和功能损害的治疗新方法仍是今后研究工作的主要

方向。 

近年，有学者在骨髓间充质干细胞对胰腺损伤修复

方面进行了初步研究 [23-24]。例如有研究应用核染料

Hoechst33258标记SD大鼠的自体骨髓间充质干细胞，

并回输到急性胰腺炎和正常大鼠的骨髓腔中。结果发

现，造模后 2 周，标记的间充质干细胞即可出现在正常

胰腺组织和损伤胰腺组织中，在正常胰腺组织中偶见，

而在损伤胰腺组织中多见，提示自体骨髓间充质干细胞

可参与胰腺的生理更新和病理再生，特别是在胰腺损伤

修复中发挥重要作用。另有研究通过移植骨髓间充质干

细胞的方法治疗 L-精氨酸诱导的重型胰腺炎，结果治疗

组 48 h 和 72 h 测得的血淀粉酶水平明显低于对照组，

病理检查结果显示治疗组胰腺损伤程度亦轻于对照组，

提示骨髓间充质干细胞有助于减轻重型胰腺炎病情，为

治疗重型胰腺炎提供了新的方法。 

因此，可以设想，在临床治疗中，利用骨髓(或脐带)

间充质干细胞可体外大量培养扩增，并且取材方便、创

伤性小、不受伦理道德和移植免疫排斥的影响等优点，

可在胰腺病理损伤和损伤修复中发挥重要作用。 

本实验采用体外培养、扩增的骨髓间充质干细胞对

慢性胰腺炎大鼠进行 3 次间充质干细胞移植治疗，大体

及病理组织学检查均显示胰腺损伤程度及纤维化程度

显著减轻；标志胰腺组织纤维化的指标结缔组织生长因

子、转化生长因子 β、Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原均显著降低；

同时反映胰腺组织内炎症反应的指标——髓过氧化物

酶也显著降低。 

关于骨髓间充质干细胞治疗慢性胰腺炎的机制，推

测有以下几点：①骨髓间充质干细胞作为“种子”细胞

可定植于慢性胰腺炎受损的胰腺并可转化成为胰腺“靶

组织细胞”胰腺干细胞、导管细胞、腺泡细胞、胰岛(样)

细胞而发挥组织修复作用。②骨髓间充质干细胞除直接

转化为“靶组织细胞”起到组织修复作用外，还可通过

旁/自分泌方式分泌多种生物活性分子(如干细胞特异性

生长因子等)，拮抗炎症因子的释放和病理作用、抑制诸

如胰腺星状细胞的活化而起到促进组织修复、改善组织

Figure 4  Histopathological examination in pancreatic gland in 
different groups (Hematoxylin-eosin staining, ×40) 

    图 4  各组胰腺病理组织学检查(苏木精-伊红染色，×40) 

a: Sham operation group b: Model group 

c: Bone marrow mesenchymal stem cells group 

   表 1  各组胰腺组织病理学评分 
Table 1  Histopathological scores of pancreatic tissue in all 

groups                            (x
_

±s, point)

Group  n Pathological injury Fibrosis

Sham operation 10 0 0 
Model   8 8.54±2.41a 2.35±0.68a

Bone marrow mesenchymal 
stem cells 

10 2.34±0.53b 0.68±0.21b

aP < 0.01, vs. sham operation group; bP < 0.01, vs. model group 

   表 2  各组胰腺组织结缔组织生长因子、转化生长因子 β、
Ⅰ、Ⅲ型胶原及髓过氧化物酶水平 

Table 2  Pancreatic connective tissue growth factor 
(CTGF), transforming growth factor β (TGF-β), 
type , typeⅠ   collagen and myeloperoxidase Ⅲ
(MPO) levels in all groups                 (x

_

±s) 

Group n CTGF (ng/g) TGF-β (ng/g) 
Type  collagen Ⅰ

(ng/g) 

Sham operation 10 0.023±0.004 0.010±0.002 0.058±0.010 
Model   8 0.288±0.015a 0.052±0.009a 0.258±0.043a

Bone marrow 
mesenchymal 
stem cells 

10 0.118±0.019b 0.021±0.006b 0.132±0.033b

 

aP < 0.01, vs. sham operation group; bP < 0.01, vs. model group 

Group n Type Ⅲ collagen (mg/g) MPO (×16.67 nkat/g)

Sham operation 10 0.015±0.005 6.50±1.67 
Model   8 0.069±0.009a 36.84±8.50a 
Bone marrow 
mesenchymal 
stem cells 

10 0.030±0.008b 17.34±3.50b 
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器官功能。③骨髓间充质干细胞可通过发挥其免疫调节

作用(可通过旁/自分泌方式)，抑制 T 淋巴细胞、抑制细

胞毒性T淋巴细胞和自然杀伤细胞等而起到减轻病变胰

腺组织内免疫炎性反应的治疗作用。 

综上所述，本实验初步证实了间充质干细胞对慢性

胰腺炎大鼠的治疗价值，但其治疗机制还需进一步的研

究，以期为骨髓间充质干细胞今后可能的临床应用提供

重要理论依据。 
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来自本文课题的更多信息-- 

利益冲突：无利益冲突。 

课题的意义：骨髓间充质干细胞以其自我更新、多向
分化潜能以及独特的低免疫原性和免疫调节等作用为慢性
胰腺炎提供一种全新的治疗方法，可能在胰腺组织修复中
有重要价值，目前此领域的研究尚处于初始阶段，缺乏对
其具体机制及存在问题的深入研究，实验通过经体外培养、
扩增的骨髓间充质干细胞对慢性胰腺炎大鼠进行治疗，旨
在观察其对慢性胰腺炎受损胰腺组织的修复作用并探讨作
用机制。 

课题评估的“金标准” ：慢性胰腺炎大鼠模型及慢性胰
腺炎病理组织学评分有文献依据，为学术届公认标准。 

设计或课题的偏倚与不足：慢性胰腺炎在人类是一种
慢性迁延性疾病，并且病因复杂，而以化学法制作的动物
模型原因单一，而且只能模拟很短的一段病变时期，这也
是模型局限性所在。本实验是否能应用于人类还需要深入
研究。 

提供临床借鉴的价值：骨髓(或脐带)间充质干细胞移植
已在临床治疗中应用，安全性是有保证的，加之其在体外
大量培养扩增，并且取材方便、创伤性小、不受伦理道德
和移植免疫排斥的影响等优点，可能在胰腺病理损伤和损
伤修复中发挥重要作用。 


