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重组人促红细胞生成素联合骨髓间充质干细胞移植治疗脓毒症大鼠心肌损伤 
 
滕金龙1，李  丹2，于海初2，蔡尚郎2，潘新亭1 (青岛大学附属医院，1重症医学科，2心血管内科，山东省青岛市  266003) 

 
文章亮点： 
1 脓毒症易于累及心肌，导致心肌损伤，加大了救治的难度。细胞凋亡是脓毒症相关性心肌损伤的重要原因。

根据既往研究结果，促红细胞生成素及骨髓间充质干细胞均有对抗心肌凋亡的作用，实验创新性地通过联合

以上两种方法观察其对心肌损伤的治疗作用。 
2 实验结果显示联合应用人重组促红细胞生成素和骨髓间充质干细胞治疗脓毒症相关性心肌损伤，可明显减

轻心肌部位炎性细胞浸润。蛋白免疫印迹可检测抗凋亡蛋白 Bcl-2、凋亡蛋白 Caspase-3、Bax 的表达，来观

察心肌部位心肌细胞凋亡情况。  
关键词： 
干细胞；移植；脓毒症；骨髓干细胞；骨髓间充质干细胞；重组人促红细胞生成素；心肌损伤；大鼠；造血

干细胞移植；凋亡 
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摘要 
背景：相关研究表明促红细胞生成素及骨髓间充质干细胞均对心肌凋亡有一定影响，但两者联合应用治疗脓

毒症相关性心肌损伤少见报道。 
目的：观察骨髓间充质干细胞移植联合腹腔内注射促红细胞生成素对脓毒症大鼠心肌细胞病理学改变及细胞

凋亡的影响。 
方法：选用 SD 大鼠 50 只，随机数字表法均分为 5 组(n=10)，应用盲肠结扎穿孔术建立脓毒症大鼠模型。

骨髓间充质干细胞组建模后即刻尾静脉输注异体间充质干细胞；促红细胞生成素组建模后即刻腹腔内注射

促红细胞生成素；促红细胞生成素+细胞移植组两者联合应用；模型组行盲肠结扎穿孔术，对照组开腹后不

做任何处理，均尾静脉输注相同容量的生理盐水。24 h 后麻醉处死实验动物，取心肌标本，采用苏木精-

伊红染色观察心肌组织形态；用 Western blot 方法检测心肌组织中凋亡蛋白 Bax、Caspase-3，抗凋亡蛋

白 Bcl-2 的表达量。 
结果与结论：苏木精-伊红染色结果：对照组可见心肌细胞排列整齐，心肌细胞结构完整；模型组可见广泛心

肌纤维断裂，排列紊乱，心肌细胞肿胀或皱缩，可见空泡变性；心肌间质血管充血、水肿，炎症细胞浸润；

促红细胞生成素组与骨髓间充质干细胞组心肌组织相似，炎性细胞浸润情况较轻，期间散在分布正常心肌细

胞；促红细胞生成素+细胞移植组心肌细胞损害较轻，间质充血不明显，少量炎症细胞浸润。Western blot 结
果：促红细胞生成素+细胞移植组 Bcl-2 蛋白表达显著高于促红细胞生成素组、模型组及对照组(P < 0.01)，
Bax 及 Caspase-3 蛋白表达量均减低(P < 0.05)。结果显示，骨髓间充质干细胞移植联合给予促红细胞生成素

在脓毒症相关性心肌损伤的治疗中可减轻心肌的病理学改变、抑制心肌细胞的凋亡，其机制可能是通过上调

抗凋亡蛋白、下调凋亡蛋白的表达来实现的。 
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Recombinant human erythropoietin combined with bone marrow mesenchymal stem 
cell transplantation for myocardial damage in sepsis rats  
 
Teng Jin-long1, Li Dan2, Yu Hai-chu2, Cai Shang-lang2, Pan Xin-ting1 (1Department of Intensive Care Unit, 
2Department of Cardiovascular Medicine, Affiliated Hospital of Qingdao University, Qingdao 266003, 
Shandong Province, China) 
 
Abstract 
BACKGROUND: Erythropoietin and bone marrow mesenchymal stem cells have been shown to affect 
myocardial apoptosis. However, few studies concerned their combined application to sepsis-related myocardial 
injury.  
OBJECTIVE: To observe the effects of the combination of erythropoietin and bone marrow mesenchymal stem 
cells on pathology and apoptosis of sepsis rat cardiomyocytes.  
METHODS: A total of 50 Sprague-Dawley rats were randomly selected and assigned to five groups (n=10). 
Sepsis models were established by cecal ligation perforation method. Rat models in the bone marrow 
mesenchymal stem cell group, erythropoietin group and erythropoietin + bone marrow mesenchymal stem cell 
group were respectively treated with bone marrow mesenchymal stem cells, erythropoietin and erythropoietin + 
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bone marrow mesenchymal stem cells immediately after model induction via intraperitoneal injection or caudal vein. 
Model group received cecum ligation and puncture. Control group did not undergo any treatment after the abdomen was 
opened. Model and control groups were infused with an equal volume of physiological saline via caudal vein. At 24 hours, 
experimental animals were sacrificed by anesthesia. Myocardial specimens were collected. Myocardial appearance was 
observed using hematoxylin-eosin staining. Bax, Caspase-3 and Bcl-2 were tested by western blot assay. 
RESULTS AND CONCLUSION: Hematoxylin-eosin staining: cardiomyocytes were regularly arranged, showing 
integrated structure in the control group. Extensive myocardial fiber breakage, disordered arrangement, cardiomyocyte 
swelling or shrinkage, and vacuolar degeneration were observed in the model group. Moreover, myocardial interstitial 
vascular congestion, edema, and inflammatory cell infiltration were visible. Myocardial tissue was similar between 
erythropoietin and bone marrow mesenchymal stem cell groups, with the presence of mild inflammatory cell infiltration 
and scattered normal cardiomyocytes. In the erythropoietin + bone marrow mesenchymal stem cell group, 
cardiomyocytes were slightly damaged. Interstitial vascular congestion was not apparent, and a few inflammatory cells 
infiltrated. Western blot assay results demonstrated that Bcl-2 protein expression was significantly higher (P < 0.01), but 
Bax and Caspase-3 protein expression was lower (P < 0.05) in the erythropoietin + bone marrow mesenchymal stem cell 
group than in the erythropoietin, model and control groups. The combination of erythropoietin and bone marrow 
mesenchymal stem cells in treatment of sepsis-related myocardial injury could lessen myocardial pathological changes, 
and inhibit cardiomyocyte apoptosis. The mechanisms maybe exert by upregulating anti-apoptotic protein expression 
and downregulating apoptotic protein expression.  
 
Subject headings: erythropoietin; mesenchymal stem cells; sepsis; myocytes, cardiac; inflammation 
 
Teng JL, Li D, Yu HC, Cai SL, Pan XT. Recombinant human erythropoietin combined with bone marrow mesenchymal 
stem cell transplantation for myocardial damage in sepsis rats. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2014;18(28): 
4530-4534. 

 

0  引言  Introduction 
脓毒症(Sepsis)是严重创伤、休克、感染、外科大手

术等临床危急重症患者常见的并发症，可导致脓毒性休克、

多器官功能障碍综合征 (multiple organ dysfunction 
syndrome, MODS)，是临床危重患者的最主要死亡原因之

一[1]。临床观察显示，约50%严重脓毒症和脓毒性休克患

者存在左心室收缩功能障碍[2]，脓毒症伴严重心功能障碍

的患者病死率比不伴心功能障碍者高[3]。细胞凋亡是脓毒

症相关性心肌损伤重要机制之一。 
促红细胞生成素是一种具有抗凋亡活性的细胞因子，

具有潜在的多系统细胞保护效应，促红细胞生成素及其受

体同时存在于多种非造血组织并发挥着重要的作用[4-6]。

Khan等[7]发现促红细胞生成素通过与β普通受体结合，可发

挥改善脓毒症心脏的收缩功能，进而改善心脏功能。秦延

军等[8]通过盲肠结扎穿孔引流术建立脓毒症大鼠模型，在

此基础上给予促红细胞生成素腹腔注射治疗，研究结果显

示外源性促红细胞生成素可阻抑脓毒症大鼠心肌细胞线粒

体膜电位降低，抑制心肌细胞凋亡；同时抑制NF-κB活化，

减少促炎因子生成，减轻心脏组织的炎症损伤，因此，他

们认为促红细胞生成素是通过以上两种机制发挥保护受损

心肌、改善心功能的作用。另外，有研究发现促红细胞生

成素及促红细胞生成素受体信号途径在生理及病理的促进

心、脑损伤修复等多方面起重要作用[9]。 
间充质干细胞具有调节免疫细胞的功能，其既可作用

于先天免疫系统又可作用于适应性免疫系统。苏绍红等[10]

通过观察骨髓间充质干细胞移植后小鼠免疫系统CD4+ T
细胞亚群的变化，发现间充质干细胞移植具有治疗自身免

疫性疾病的作用，该作用可能是由CD4+CD25+Foxp3+ T细
胞、白细胞介素10、转化生长因子β1及Foxp3的高表达所

介导。杨锐等[11]的实验则证实了骨髓间充质干细胞输注能

显著延长猪胰岛移植物存活时间，并促进胰岛移植物正常

功能的发挥. 
间充质干细胞调节免疫细胞功能的作用促使研究者探

索其是否可以利用此治疗脓毒症。近年来，一些研究者将

骨髓或脂肪间充质干细胞用于脓毒症模型[12-13]，可减少促

炎因子产生，减轻器官损害和功能受损，并可改善生存。

Yagi等[14]研究表明，通过对由脂多糖及烧伤引起的脓毒症

大鼠，输注骨髓间充质干细胞，可减轻肝、肺、肾等器官

的炎症细胞浸润及细胞凋亡。李娜等[15]研究显示脂肪间充

质干细胞可降低血肌酐和尿素氮水平，促进抗炎因子白细

胞介素10、COX2生成,抑制促炎因子肿瘤坏死因子α、白

细胞介素12释放，对烧伤脓毒症小鼠肾脏损伤有保护作用。

Chang等[16]发现脂肪来源的间充质干细胞对于淋巴祖细胞

导致的脓毒症大鼠，有更好的器官抗凋亡作用。 
研究表明促红细胞生成素及骨髓间充质干细胞均对心

肌凋亡有一定影响，但两者联合应用治疗脓毒症相关性心

肌损伤少见报道。实验通过应用骨髓间充质干细胞移植联

合促红细胞生成素治疗，观察对脓毒症心肌细胞凋亡的影

响及趋势，为进一步基础研究及临床实践提供依据。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  

  设计：完全随机分组设计，对照实验。 
时间及地点：实验于2013年5至9月在青岛大学附属医

院中心实验室完成。 
材料： 
实验动物：健康Sprague-Dwley(SD)大鼠50只，雌雄

不拘，体质量250-300 g，由青岛药检所实验动物中心提

供，实验动物许可证号：SYXK(鲁)2009-0009。 
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在实验过程中对动物的处置符合2009年《Ethical 
issues in animal experimentation》相关动物伦理学标准的

条例。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

实验方法： 

骨髓间充质干细胞的培养：应用贴壁法制备同种异

体SD大鼠骨髓间充质干细胞备用。 
脓毒症大鼠动物模型的建立：实验前禁食过夜，自

由饮水。依照相关文献报道的方法行盲肠结扎穿孔术

(CLP)复制脓毒症动物模型[17]。 
分组干预：50只SD大鼠随机均分为5组(n=10)，消化

已经准备好的骨髓间充质干细胞，并计数，将每2.5×106

个骨髓间充质干细胞重悬于0.5 mL无菌生理盐水中，注意

保持温度在 37 ℃，同时准备好无菌生理盐水。 
骨髓间充质干细胞组：建模后即刻尾静脉输注异体间

充质干细胞悬液0.5 mL。 
促红细胞生成素组：模型复制后立即腹腔内注射促红

细胞生成素1 000 IU/kg。 
促红细胞生成素+细胞移植组：建模后立即腹腔内注射

促红细胞生成素1 000 IU/kg，并尾静脉输注异体间充质干

细胞悬液0.5 mL。 
模型组：行盲肠结扎穿孔术复制脓毒症动物模型，建

模后尾静脉输注相同容量的生理盐水。 
对照组：开腹后不造模，手术结束后尾静脉输注相同

容量的生理盐水。 
模型建立后24 h后，将全部实验动物以戊巴比妥钠麻

醉后仰卧位固定于手术台，麻醉处死。迅速开胸取出心脏，

大体观察心脏外形、大小、色泽。于左心室心尖部取适量

心肌组织，以冰生理盐水洗净残余血液后将心肌组织切割

备用。 
检测指标：苏木精-伊红染色切片，光镜下观察心肌病

理组织学改变。 
Western blot 法检测凋亡相关蛋白Bax，Bcl-2及

Caspase-3的表达，将新鲜梗死区心肌组织取组织匀浆后提

取蛋白定量，聚丙烯酰胺变性凝胶电泳分离，经转膜、封闭，

加Bcl-2、Bax及Caspase-3兔多克隆一抗，辣根过氧化酶标

记二抗，曝光显影，以Quantity one软件分析样本灰度值。 
指标评估均由第一作者、通讯作者和相关作者共同完

成，均受过系统培训，未采用盲法评估。 
主要观察指标：①各组大鼠心肌组织苏木精-伊红染色

病理组织学检查结果。②各组大鼠心肌组织抗凋亡蛋白

Bcl-2，凋亡蛋白Bax及Caspase-3的表达水平。 
统计学分析：数据采用SPSS 17.0软件分析处理。实

验结果以x
_

±s表示。组间比较采用方差分析，检验水准

α=0.05，P < 0.05为差异有显著性意义，P < 0.01为差异有

非常显著性意义。 
 
2  结果  Results  
2.1  实验动物数量分析  纳入实验动物50只，分为5组，造

模成功率100%。50只SD大鼠全部进入结果分析，无脱失。 
2.2  心肌组织苏木精-伊红染色病理组织学检查结果   

对照组：心肌结构清晰，心肌纤维排列整齐，横纹清

晰，结构正常(图1A)。 
模型组：可见心肌细胞水肿显著，出现广泛的心肌小

灶性出血及心肌小灶性坏死，并有大量有炎性细胞浸润(图
1B)。 

促红细胞生成素组与骨髓间充质干细胞组：两组大鼠

的心肌组织病理变化相似，心肌小灶性出血及心肌小灶性

坏死及炎性细胞浸润情况较轻，期间散在分布正常心肌细

胞(图1C，D)。 
促红细胞生成素+细胞移植组：心肌组织中可见更多正

常心肌细胞，细胞排列较规则，边缘少量炎性细胞浸润(图
1E)。 
2.3  Western blot法检测凋亡蛋白Bax、Caspase-3、抗凋

亡蛋白Bcl-2的表达  见表1，图2。 
抗凋亡蛋白Bcl-2的表达：与模型组比较，促红细胞生

成素+细胞移植组大鼠心肌组织Bcl-2蛋白表达量显著增

高，差异有非常显著性意义(P < 0.01)，促红细胞生成素组

及骨髓间充质干细胞组Bcl-2蛋白表达量也有所增高(P < 
0.05)，但促红细胞生成素组及骨髓间充质干细胞组间比较

差异无显著性意义(P > 0.05)。 
凋亡蛋白Bax、Caspase-3的表达：与模型组比较，促

红细胞生成素组及骨髓间充质干细胞组心肌组织Bax、
Caspase-3蛋白表达量降低，差异有显著性意义 (P < 
0.05)，促红细胞生成素+细胞移植组心肌组织Bax、
Caspase-3蛋白表达量降低更明显，差异有非常显著性意

义(P < 0.01)。 
 

3  讨论  Discussion 
脓毒症特别是严重脓毒症患者的病死率较高，是ICU

工作者面对的重要课题。脓毒症引起的心功能障碍往往是

脓毒症晚期休克状态持续不能缓解的原因之一，是影响脓

毒症预后的重要因素[18]。 

促红细胞生成素联合骨髓间充质干细胞移植治疗脓毒症大鼠实验用主要试剂：

试剂、抗体 来源 

重组人促红细胞生成素注射液，商品名为 
利血宝，3 000 IU/支  

麒麟鲲鹏(中国)生物药业 
有限公司 

低糖DMEM培养基(L-DMEM)、胰蛋白酶  Gibco公司 

胎牛血清(FBS)  杭州四季青生物有限公司 

Ficon-Hypaque淋巴细胞分离液  上海试剂二厂 

4%锥虫蓝母液  日本大木工业株式会社 

一抗多克隆兔抗Bcl-2，Bax，Caspase-3 
抗体 

美国Santa Cruz公司 

HRP标记的二抗及抗β-Actin的内参抗体 博奥森公司 
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目前，已有临床研究证实，脓毒症早期就已存在心肌

器质性损伤，发生率很高，这些患者易伴低血压、心力衰

竭和心律失常[19-23]。1951年，Waisbren首先报道脓毒症可

导致心肌抑制[24]，特征为收缩功能损害，心脏扩大、射血

分数下降、对容量负荷收缩反应差、收缩峰值压力/收缩末

期容积比值下降等。 
国内研究发现大鼠在脓毒症造模12 h左右立即行心

脏彩超检查[25]，观察其心功能改变，发现大鼠的左室舒

张末内径与收缩末内径增大、射血分数降低、心排量增

高、心率增快，可能是引起大鼠死亡的重要原因之一。

细胞凋亡等因素共同作用引起心肌结构和功能异常，导

致心肌受损或衰竭，是导致脓毒症相关性心肌病的重要

原因。 
作者这次实验通过联合应用人重组促红细胞生成素和

骨髓间充质干细胞移植治疗脓毒症相关性心肌损伤，观察 

 
 
 
 
 

到联合治疗可明显减轻心肌部位炎性细胞浸润，这提示促

红细胞生成素可能与骨髓间充质干细胞在脓毒症相关性心

肌损伤的治疗中存在协同作用。蛋白免疫印迹结果提示这

种作用是有可能是通过上调抗凋亡蛋白Bcl-2表达、下调凋

亡蛋白Caspase-3、Bax的表达，进而抑制心肌部位心肌细

胞凋亡实现的。 
实验结果证实，重组人促红细胞生成素和骨髓间充质

干细胞移植联合应用治疗脓毒症相关性心肌损伤，其效果

优于单一使用干细胞移植，可有效减少心肌细胞凋亡、挽

救濒死的心肌细胞，但其详细机制尚未明确，需待进一步

研究证实。 
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例。 

学术术语：脓毒症-化脓性病原菌侵入血流并在其中大量的繁

图 1  经促红细胞生成素及骨髓间充质干细胞干预后心肌组织理组织学观察(苏木精-伊红染色) 
Figure 1  Histopathological observation of the myocardium after intervention with erythropoietin and bone marrow mesenchymal stem cells 
(hematoxylin-eosin staining) 
图注：图中 A 为对照组；B 为模型组；C 为促红细胞生成素组；D 为骨髓间充质干细胞组；E 为促红细胞生成素+细胞移植组。促红细胞生成

素+细胞移植组大鼠心肌组织病理学变化最轻，正常心肌细胞更多，说明联合应用促红细胞生成素及骨髓间充质干细胞移植治疗脓毒症大鼠心

肌损伤效果最好。 
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图 2  Western blot 法检测各组凋亡蛋白 Bax、Caspase-3、抗凋亡

蛋白 Bcl-2 的表达 
Figure 2  Bax, Caspase-3 and Bcl-2 expression in each group as 
detected by western blot assay 
图注：1：模型组；2：促红细胞生成素组；3：骨髓间充质干细胞组；

4：对照组；5：促红细胞生成素+细胞移植组。各治疗组均有所变化，

促红细胞生成素+细胞移植组各因子表达量差异最大，效果最好。 
 

1       2       3       4       5 表 1  各组蛋白表达量与内参相对值的比较 
Table 1  Comparison of protein expression and relative value of 
internal references in each group                          (x

_

±s) 

表注：各治疗组均有所变化，促红细胞生成素+细胞移植组各因子表达量差异

最大，效果最好。与模型组比较，aP < 0.01，bP < 0.05。 

组别 Bcl-2/β-actin Bax/β-actin Caspase-3/β-actin

模型组 0.16±0.07 0.69±0.18 0.75±0.17 
促红细胞生成素组 0.20±0.11b 0.62±0.14b 0.68±0.16b 
骨髓间充质干细胞组 0.38±0.10b 0.51±0.13b 0.54±0.14b 
促红细胞生成素+细胞移植组 0.59±0.26a 0.34±0.15a 0.36±0.15a 
对照组 0.11±0.10 0.14±0.07 0.17±0.08 
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殖，并随血流向全身扩散，在组织器官引起的新的多发性化脓性

病灶。 

作者声明：文章为原创作品，无抄袭剽窃，无泄密及署名和

专利争议，内容及数据真实，文责自负。 
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