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文题释义： 

肠缺血再灌注损伤：是一种复杂的病理生理改变，当肠屏障功能发生障碍时，将导致肠内细菌及毒素移位、

促炎因子大量释放，进而发生全身炎性反应综合征、多器官功能障碍。目前认为，除氧自由基损伤和细胞凋

亡外，再灌注过程中包括血管内皮细胞等组织细胞的炎性反应造成的损伤也引起了学术界的重视。 

脂肪干细胞移植联合乌司他丁治疗肠道缺血再灌注损伤：近年来多项研究显示乌司他丁可以通过调节机体免

疫因子和抑制炎症反应、氧化应激等途径改善急性肠道缺血再灌注损伤。脂肪干细胞移植可以明显缓解心肌、

肝脏、脑等器官的缺血再灌注损伤，其可能是通过缓解炎症反应，促进细胞功能恢复，抑制机体氧化应激实

现的。 

 

摘要 

背景：研究表明乌司他丁可抑制小肠细胞凋亡，有助于减轻由于缺血再灌注引起的肠道损伤。另有研究表明

移植的间充质干细胞能够迁移并定居到受损肠道，对肠缺血再灌注损伤也有一定的治疗作用。在乌司他丁治

疗的基础上，联合脂肪干细胞移植可能具有协同作用，相互提高治疗效果。 

目的：探讨乌司他丁联合脂肪干细胞移植对大鼠急性肠缺血再灌注损伤的修复作用及其可能机制。 

方法：105只 SD大鼠，随机取 20只为正常对照组采用生理盐水灌肠和尾静脉注射生理盐水，余 85只用 TNB

灌肠以建立急性肠道缺血再灌注损伤模型，最终建模成功 80只大鼠，将之随机均分为 4组，其中模型组尾静

脉注射生理盐水，脂肪干细胞组尾静脉注射 PKH26标记的脂肪干细胞悬液，乌司他丁组腹腔注射乌司他丁；

联合治疗组尾静脉注射脂肪干细胞悬液，同时腹腔注射乌司他丁，1次/d，连续 3 d。治疗 3 d后取结肠组织

行苏木精-伊红染色、TUNEL染色、RT-PCR、Western blot 检测。 

结果与结论：①脂肪干细胞组和联合治疗组大鼠结肠组织内可见 PKH26标记的阳性细胞；②模型组大鼠肠道

组织损伤明显加重，肠黏膜上皮细胞脱落较多；脂肪干细胞组和乌司他丁组肠道组织损伤明显减轻，联合治

疗组肠道组织损伤最轻；③模型组结肠细胞凋亡最多，脂肪干细胞组和乌司他丁组次之，联合治疗组最少；

④脂肪干细胞组和乌司他丁组结肠组织中基质金属蛋白酶 2 和基质金属蛋白酶 9 的表达水平较模型组明显降

低(P < 0.05)，联合治疗组结肠组织中基质金属蛋白酶 2和基质金属蛋白酶 9的表达水平较脂肪干细胞组和乌

司他丁组也有明显降低(P < 0.05)；⑤结果表明，基质金属蛋白酶 2及基质金属蛋白酶 9可能参与了急性肠缺

血再灌注损伤发生过程，脂肪干细胞移植联合乌司他丁治疗具有协同作用，明显减轻了大鼠肠缺血再灌注损

伤程度。 

关键词： 

脂肪干细胞；乌司他丁；细胞移植；大鼠；肠道损伤；缺血再灌注损伤；干细胞 

主题词： 

脂肪组织；干细胞移植；结肠；再灌注损伤；组织工程 

 

Ulinastatin combined with adipose-derived stromal cell transplantation for treatment 

of acute intestinal ischemia-reperfusion injury   

 
Wang Shu-ying (ICU2, Fourth Central Hospital of Tianjin, Tianjin 300140, China) 

 
Abstract 

BACKGROUND: Studies have shown that ulinastatin inhibits apoptosis in small intestinal cells and helps relieve 

intestinal ischemia-reperfusion injury. Transplanted mesenchymal stem cells can migrate and colonize in the 

damaged intestinal tract, and thereby have a certain therapeutic effect on intestinal ischemia-reperfusion 

脂肪干细胞移植联合乌司他丁修复急性肠缺血再灌注损伤 

分组： 
(1)正常组； 

(2)模型组； 

(3)乌司他丁组； 

(4)脂肪干细胞组； 

(5)联合治疗组。 

移植 3 d 检测： 

(1)结肠组织病理变化； 

(2)结肠细胞凋亡情况； 

(3)RT-PCR、Western blot

检测结肠组织基质金属蛋

白酶 2 和基质金属蛋白酶

9的表达。 

结论： 

(1)通过脂肪干细胞移

植明显减轻了大鼠肠缺

血再灌注损伤程度； 

(2)其联合乌司他丁治

疗具有协同效果。 

造模： 

急性肠缺血

再灌注损伤

模 型 的 建

立。 
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injury. Ulinastatin treatment combined with adipose stem cell transplantation may have synergistic effects and enhance the therapeutic 

effects. 

OBJECTIVE: To explore the repair effect and possible mechanism of ulinastatin combined with adipose-derived stem cells (ADSCs) 

transplantation on acute intestinal ischemia-reperfusion injury in rats. 

METHODS: A total of 105 Sprague-Dawley rats were selected, 20 of which were randomly selected as normal control group and received 

saline enemas and tail vein injection of normal saline. The remaining 85 rats were used to make animal models of acute intestinal 

ischemia-reperfusion injury, and equally randomized into 4 groups: model group treated with normal saline via tail vein, ADSCs group treated 

with PKH26 labeled ADSCs suspension via tail vein, ulinastatin group treated with intraperitoneal injection of ulinastatin, and combined 

treatment group treated with ADSCs suspension via tail vein and intraperitoneal injection of ulinastatin (once a day, for 3 consecutive days). 

After 3 days of treatment, the colon tissues of rats in each group were taken for hematoxylin-eosin staining, TUNEL staining, RT-PCR 

detection and western blot assay. 

RESULTS AND CONCLUSION: (1) The positive cells labeled by PKH26 were observed in ADSCs and combined treatment group. (2) 

Compared with the normal control group, the intestional damage in the model group significantly aggravated and the exfoliated cells of colon 

tissue were increased in number, while the tissue damage levels were significantly reduced and the exfoliated cells were also reduced in 

number in the ADSCs group, ulinastatin group and combined treatment group. The most significant improvement in tissue damage was found 

in the combined treatment group. (3) The number of apoptotic cells was the most in the model group followed by ADSCs and ulinastatin 

groups, and least in the combined treatment group. (4) The levels of matrix metalloproteinases 2, 9 in the ADSCs and ulinastatin groups were 

significantly reduced compared with the model group (P < 0.05), but significantly higher than those in the combined treatment group (P < 0.05). 

In conclusion, matrix metalloproteinases 2, 9 may participate in the process of acute intestinal ischemia-reperfusion injury in rats. ADSCs 

transplantation combined with ulinastatin have synergistic effects, and can considerably relieve intestinal ischemia-reperfusion injury in rats. 

Subject headings: Adipose Tissue; Stem Cell Transplantation; Colon; Reperfusion Injury; Tissue Engineering 

 

0  引言  Introduction 

肠缺血再灌注损伤是严重创伤、烧伤和休克后常见的

病理生理过程，当肠屏障功能发生障碍时，将导致肠内细

菌及毒素移位、促炎因子大量释放，将发生全身炎性反应

综合征，进一步发展成多器官功能障碍[1-4]。乌司他丁目前

已经被广泛应用于胰腺炎、慢性阻塞性肺疾病、全身炎症

反应综合征、脓毒症等多种危重疾病的治疗[5-8]；研究显示

该药物在肠缺血再灌注损伤治疗进程中也表现出非常良好

的治疗效果[9-11]。脂肪干细胞作为一种源于脂肪组织的间充

质干细胞，近年颇受医学研究者的青睐[12-14]。研究显示脂

肪干细胞在治疗多种器官缺血再灌注损伤疾病方面具有较

好的效果，其可以向损伤细胞分化，抑制炎性反应和氧化

应激反应等[15-18]。在药物治疗的基础上，联合干细胞移植

可能具有协同作用，相互提高治疗效果，故该研究将乌司

他丁和脂肪干细胞移植联合治疗大鼠急性肠道缺血再灌注

损伤，并探究其作用机制，为临床治疗急性肠缺血再灌注

损伤提供实验依据。 

 

1  材料和方法  Materials and methods 

1.1  设计  随机对照动物实验。 

1.2  时间及地点  实验于2017年2月至2018年1月在天津

医科大学实验动物中心实验室完成。 

1.3  材料  冻存脂肪干细胞购买于中国医学科学院。胰蛋

白酶 (美国Sigma公司 )；DMEM培养基、胎牛血清、

PBS(Hyclone公司)；细胞培养箱(Heraeus Sepatech公

司)；Trizol试剂盒(Invitrogen公司)；基质金属蛋白酶2和基

质金属蛋白酶9一抗为兔抗人多克隆抗体，二抗为辣根过氧

化物酶标记的山羊抗兔多克隆抗体；内参GAPDH一抗为小

鼠抗人单克隆抗体，二抗为辣根过氧化物酶标记的山羊抗

小鼠多克隆抗体，所有抗体均由艾康生物技术(杭州)有限

公司提供。 

雄性成年SD大鼠105只，体质量约240 g，由北京维通

利华动物实验技术有限公司提供，生产许可证号：

SCXK(京)2012-0001，实验动物使用许可证号：SYXK(津) 

2014-0002。所有大鼠于室温25 ℃，湿度50%-80%，SPF

环境下自由饮水和采食。 

1.4  实验方法   

1.4.1  脂肪干细胞复苏与标记  将购买的脂肪干细胞迅

速放入38 ℃水浴中，并不时摇动，在60 s内使其完全融化，

然后在无菌环境下取出细胞，进行稀释、离心、弃上清、

洗涤细胞等操作，用DMEM完全培养液重悬细胞并调整脂

肪干细胞浓度为1×10
9
 L

-1，培养7 d之后对细胞进行荧光标

记。向细胞悬液中加入5 μL PKH26，在细胞培养箱中孵育

25 min，重复此操作2次后显微镜下观察细胞形态和细胞标

记情况。 

1.4.2  实验分组与建模  从105只SD大鼠中随机选取20

只大鼠作为正常对照组，给剩余的85只大鼠用TNB灌肠以

建立急性肠道缺血再灌注损伤模型。最终建模成功的大鼠

有80只，随机分为模型组、脂肪干细胞组、乌司他丁组和

联合治疗组，每组20只。正常对照组和模型组SD大鼠经尾

静脉注射20 μL生理盐水；脂肪干细胞组经尾静脉注射   

20 μL PKH26标记的脂肪干细胞悬液 (细胞浓度为2×   

10
7
 L

-1
)；乌司他丁组腹腔注射乌司他丁10×10

4
 U/kg；联

合治疗组大鼠经尾静脉注射20 μL PKH26标记的脂肪干细

胞悬液(细胞浓度为2×10
7
 L

-1
)，同时经腹腔注射乌司他丁

10×10
4
 U/kg，每天治疗1次，连续3 d。治疗3 d后，每组

随机挑选5只大鼠水合氯醛注射麻醉，打开胸腔用PBS灌流

冲洗2 min，取一部分结肠组织在-80 ℃下保存用于

RT-PCR和Western blot检测，另一部分结肠组织用于病理

检测。 

1.4.3  结肠组织苏木精-伊红染色  取中段结肠组织，进

行脱水浸蜡包埋后制成6 μm厚的薄片，放到加热的水中熨 
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图 1  脂肪干细胞的形态和标记效果(×200) 

Figure 1  Morphology and marker effect of adipose-derived stem 

cells (×200) 

图注：图中 A 为接种 24 h后脂肪干细胞呈现出多角形或者长梭形的

形态；B为 PKH26标记的阳性细胞。 
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图 2  大鼠结肠组织苏木精-伊红染色结果(×200) 

Figure 2  Hematoxylin-eosin staining of rat colon tissues (×200) 

图注：图中 A 为正常对照组；B 为模型组，可见大鼠结肠组织黏膜肌层消失，炎症细胞浸润明显；C，D为乌司他丁组和脂肪干细胞组，结肠

组织黏膜肌层得到恢复，炎症细胞浸润减轻；E 为联合治疗组，结肠组织恢复明显。 
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图 3  PKH26 标记的脂肪干细胞的存活及分布(×200) 

Figure 3  Survival and distribution of adipose-derived stem cells labeled by PKH26 (×200) 

图注：图中 A-C为正常对照组、模型组以及乌司他丁组，均未见阳性细胞；D为脂肪干细胞组，可见 PKH26标记的脂肪干细胞；E 为联合治

疗组，可见有较多的 PKH26标记的脂肪干细胞。 

 

 A 

 

B 

 

C 

 

 D 

 

 E 

 

图 4  各组大鼠结肠细胞凋亡情况(×200) 

Figure 4  Apoptosis of colon cells in rats (×200) 

图注：图中 A 为正常对照组，仅有少量凋亡细胞；B 为模型组，凋亡细胞最多；C，D为乌司他丁组和脂肪干细胞组，凋亡细胞较少；E为联

合治疗组，凋亡细胞明显减少。 

 

图 5  各组结肠组织基质金属蛋白酶 2 和基质金属蛋白酶 9 基因表达

水平 

Figure 5  Expression levels of matrix metalloproteinases 2, 9 

proteins in colon tissues 

图注：1：正常对照组；  

2：模型组 3：乌司他丁

组；4：脂肪干细胞组；5：

联合治疗组。 

 

表 1  基质金属蛋白酶 2、基质金属蛋白酶 9 及 GAPDH 引物序列 

Table 1  Primer sequences of matrix metalloproteinases 2, 9 and GAPDH      

引物 上游序列 下游序列 长度 

基质金属蛋白酶2 5'-CCA ACA ATT TCA GAG AGT AC-3' 5'-AGT TAT AGC ATC AAA GGT TAC-3' 253 bp 

基质金属蛋白酶9 5'-GGG CTA CGT GAC CTA TGA CAT CCT-3' 5'-CCC ACC TCC ACT CCT CCC TTTC-3' 166 bp 

GAPDH 5'-CCC ATC ACC ATC TTC CAG GAG CG-3' 5'-CAT CCA CAG TCT TCT GAG TG-3' 411 bp 

 

 

1     2     3     4     5 

基质金属

蛋白酶 2 

基质金属

蛋白酶 9 

GAPDH 
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平，再贴到载玻片上，放入恒温箱中烘干，二甲苯脱蜡，

梯度乙醇脱水，进行苏木精-伊红染色，在显微镜下观察结

肠组织病理变化。 

1.4.4  TUNEL法检测结肠细胞凋亡情况  取中段结肠组

织制作石蜡切片后脱蜡处理，向切片上滴加复合消化酶室

温孵化20 min；洗涤后滴加50 μL TUNEL标记反应混合液，

在湿盒中37 ℃孵育1 h，滴加POD2转化液50 μL，湿盒

37 ℃孵育30 min，PBS冲洗3次，DAB显色；进行苏木精-

伊红复染后即可在荧光显微镜下观察凋亡细胞数目。 

1.4.5  RT-PCR检测基质金属蛋白酶2和基质金属蛋白酶9

基因表达  取出冻存结肠组织，研磨匀浆后使用Trizol试剂

提取大鼠结肠组织中的总RNA，反转录获得cDNA，进行

RT-PCR反应检测基质金属蛋白酶2和基质金属蛋白酶9基

因表达。通过Primer Primer 5.0软件设计引物，见表1。采

用Image proplus6.0图像分析软件分析电泳条带的吸光度

值，进而计算其相对表达量。 

1.4.6  Western blot检测基质金属蛋白酶2和基质金属蛋

白酶9蛋白表达  取出冻存结肠组织，加入裂解液制成匀浆

液，离心取上清液，采用BCA法测定总蛋白浓度，然后进

行SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳、转膜、摇床封闭2 h；加入

一抗孵育过夜，加入二抗孵育2 h，PBS洗涤后用化学发光

试剂显影，扫描图像并半定量分析，测定基质金属蛋白酶2

和基质金属蛋白酶9蛋白相对表达水平，以GAPDH为内参。 

1.5  主要观察指标  ①各组结肠组织苏木精-伊红染色结

果；②各组结肠细胞凋亡情况；③各组结肠组织中基质金

属蛋白酶2和基质金属蛋白酶9的基因表达水平；④各组结

肠组织中基质金属蛋白酶2和基质金属蛋白酶9的蛋白表达

水平。 

1.6  统计学分析  采用SPSS 16.0进行统计学分析，实验

数据以x
_

±s形式表示，用t 检验来比较组间差异，P < 0.05

为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  脂肪干细胞的形态  细胞复苏6 h后即可见到有少量

的脂肪干细胞贴壁，接种24 h后脂肪干细胞呈现出多角形

或者长梭形的形态(图1A)。PKH26标记脂肪干细胞发出红

色荧光，标记后细胞生长状态良好(图1B)。 

2.2  结肠组织苏木精-伊红染色结果  见图2。与正常对照

组比较，模型组结肠组织具有明显的损伤，可见较多的脱

落细胞。与模型组相比，脂肪干细胞组和乌司他丁组结肠

组织损伤明显减轻，细胞脱落也明显较少，联合治疗组结

肠组织损伤最轻，结肠组织细胞脱落最少。 

2.3  PKH26标记的脂肪干细胞的存活及分布情况  见图

3。脂肪干细胞组和联合治疗组大鼠结肠组织镜下可见

PKH26标记的脂肪干细胞，其数目分别为(13.58±2.09)个/

高倍镜视野和(25.27±2.76)个/高倍镜视野。而正常对照组、

模型组以及乌司他丁组均未见到PKH26标记的脂肪干细

胞，由此可以表明移植的脂肪干细胞经过迁移已到达并分

布于大鼠结肠组织中。 

2.4  结肠细胞凋亡情况   见图 4。与正常对照组

[(3.80±0.63)%]相比，模型组结肠组织细胞凋亡率显著升高

[(39.1±0.72)%]；乌司他丁组和脂肪干细胞组细胞凋亡率

[(24.8±0.46)%，(24.4±0.43)%]显著低于模型对照组，但高

于正常对照组；联合治疗组结肠细胞凋亡率明显减少

[(10.1±0.74)%]。 

2.5  各组结肠组织基质金属蛋白酶2和基质金属蛋白酶9

表达水平  见表2和图5，6。与正常对照组相比，模型组

结肠组织基质金属蛋白酶2和基质金属蛋白酶9的基因和蛋

白表达水平均显著提高(P < 0.05)，脂肪干细胞组和乌司他

丁组表达水平较模型组明显降低(P < 0.05)，联合治疗组基

质金属蛋白酶2和基质金属蛋白酶9基因和蛋白表达水平明

显低于脂肪干细胞组和乌司他丁组(P < 0.05)。 

 

3  讨论  Discussion 

急性肠道缺血再灌注是临床上常见的一种损伤，在严

重感染、休克、手术、外伤等疾病的病理演变过程中起重

要作用，其可以引发严重的败血症或者毒血症，甚至引起

严重的多种器官炎症反应乃至衰竭[19-21]。因此，寻求一种

图 6  各组结肠组织基质金属蛋白酶 2 和基质金属蛋白酶 9 蛋白表达

水平 

Figure 6  Expression levels of matrix metalloproteinases 2, 9 

proteins in colon tissues 

图注：1：正常对照组；2：模型组 3：乌司他丁组；4：脂肪干细胞

组；5：联合治疗组。 

 

表 2  各组结肠组织基质金属蛋白酶 2 和基质金属蛋白酶 9 表达水平 

(x
_

±s，n=5) 

Table 2  Expression of matrix metalloproteinases 2, 9 in colon 

tissues at mRNA and protein levels     

组别 基质金属蛋白酶 2 基质金属蛋白酶 9 

基因水平 蛋白水平 基因水平 蛋白水平 

正常对照组 1.78±0.10 0.54±0.02 1.86±0.08 0.74±0.12 

模型组 3.29±0.24
a
 1.85±0.03

a
 3.22±0.17

a
 1.69±0.03

a
 

乌司他丁组 2.17±0.19
b
 0.73±0.03

b
 2.14±0.09

b
 0.90±0.04

b
 

脂肪干细胞组 2.32±0.09
b
 0.82±0.01

b
 2.39±0.09

b
 0.91±0.05

b
 

联合治疗组 1.91±0.21
c
 0.60±0.03

c
 1.95±0.21

c
 0.79±0.03

c
 

 表注：与正常对照组比较，a
P < 0.05；与模型组比较，b

P < 0.05；与脂肪干细

胞组和乌司他丁组比较，c
P < 0.05。 

 

基质金属

蛋白酶 2 

基质金属

蛋白酶 9 

GAPDH 

 

1         2         3         4         5 
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可靠有效的治疗方案显得尤为重要。近年来多项研究显示

乌司他丁可以通过调节机体免疫因子和抑制炎症反应、氧

化应激等途径改善急性肠道缺血再灌注损伤[22-27]。脂肪干

细胞移植可以明显缓解心肌、肝脏、脑等器官的缺血再灌

注损伤，其可能是通过缓解炎症反应，促进细胞功能恢复，

抑制机体氧化应激实现的[28-34]。 

实验将脂肪干细胞移植与乌司他丁治疗相互结合，研

究二者联合对大鼠急性肠道缺血再灌注损伤的修复作用，

以期为该病的治疗提供借鉴和依据。脂肪干细胞复苏标记

后，显微镜下可见到明显的PKH26标记的活力正常阳性细

胞，由此可知脂肪干细胞标记成功[35-36]。根据模型组大鼠

机体结肠组织形态变化和结肠细胞凋亡情况可知急性肠道

缺血再灌注模型建立成功[37]。治疗3 d之后，脂肪干细胞组

和联合治疗组大鼠结肠组织中可见到较多的脂肪干细胞分

布于结肠组织中，由此可知在发生急性肠道缺血再灌注后

脂肪干细胞成功移植到了损伤结肠部。根据组织形态和凋

亡细胞数目比较可知，脂肪干细胞和乌司他丁可以显著缓

解肠道缺血再灌注引起的机体损伤，而二者联合的治疗作

用更强。该研究显示模型组大鼠结肠组织中的基质金属蛋

白酶2、基质金属蛋白酶9基因和蛋白呈高表达，脂肪干细

胞组和联合治疗组结肠组织中基质金属蛋白酶2、基质金属

蛋白酶9的表达则低于模型组，联合治疗组则低于单独治疗

组。基质金属蛋白酶是锌离子依赖蛋白酶家族，该家族可

以参与细胞外基质的代谢，其对保持细胞外基质的营养和

防止底物堆积具有重要的作用[38-40]。基质金属蛋白酶2和基

质金属蛋白酶9的激活参与了细胞外基质的降解，是一类结

构中含Zn
2+和Ca

2+的蛋白水解酶类，主要参与细胞外基质

的代谢。它们在血管形成、伤口愈合、肿瘤浸润和纤维化

等方面起着重要的作用[41-43]。该研究显示急性肠道缺血再

灌注模型大鼠结肠组织中基质金属蛋白酶2、基质金属蛋白

酶9基因和蛋白表达水平显著升高，其可能在损伤进程中促

进了细胞外基质的降解，从而导致了细胞的凋亡和组织器

官功能的退化[44]。研究结果显示单独治疗组中大鼠结肠组

织中基质金属蛋白酶2和基质金属蛋白酶9的表达水平显著

降低；而联合治疗组中大鼠结肠组织中基质金属蛋白酶2

和基质金属蛋白酶9表达水平则显著低于单独治疗组。据此

可知脂肪干细胞移植和乌司他丁可能通过降低基质金属蛋

白酶2和基质金属蛋白酶9的表达水平减少细胞外基质降解

从而缓解肠道缺血再灌注损伤。 

总之，将脂肪干细胞和乌司他丁相互联合治疗急性肠

道缺血再灌注损伤，其能够减少结肠细胞凋亡，降低结肠

组织中基质金属蛋白酶2和基质金属蛋白酶9的表达水平，

并促进结肠组织修复。 
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