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文题释义： 

大黄游离蒽醌：是提取自中药大黄的一种羟基蒽醌类化合物，研究表明其在治疗急性胰腺炎方面效果显著。 

脂肪干细胞移植：移植的脂肪干细胞可归巢到损伤的胰腺组织，并表达胰腺组织表面的标记物，发挥胰腺组

织功能，起到治疗急性胰腺炎的作用。 

 

摘要 

背景：研究表明大黄游离蒽醌能够保护肠黏膜细胞结构和功能的稳定，但尚未有将其与脂肪干细胞联合治疗

大鼠急性胰腺炎的报道。 

目的：观察并探讨大黄游离蒽对脂肪干细胞移植治疗大鼠急性胰腺炎的影响及其机制。 

方法：体外快速复苏并培养购自中国医学科学院的冻存鼠脂肪干细胞，随后采用 MTT比色法测定脂肪干细胞

的细胞存活率并行 PKH-26标记。将北京维通利华动物实验技术有限公司提供的 SD大鼠随机平均分为 4组，

病理模型组大鼠采用肠壁穿刺逆行胰胆管注射体积分数 5%牛黄胆酸钠建立急性胰腺炎病理模型，然后尾静脉

注射 0.5 mL的 L-DMEM完全培养液；大黄游离蒽组建模后给予大黄游离蒽醌 200 mg/kg灌胃；脂肪干细胞

组建模后尾静脉注射 0.5 mL细胞浓度 1×107 L-1脂肪干细胞；联合治疗组建模后同时给予以上 2种干预。各

个实验组中所有干预治疗措施每日进行 1次且连续治疗 3 d。 

结果与结论：①与理模型组的大鼠相比，大黄游离蒽醌组和脂肪干细胞组大鼠血清淀粉酶活性以及白细胞介

素 6水平显著降低(P < 0.05)，胰蛋白酶原激活肽水平显著升高(P < 0.05)；经过脂肪干细胞移植和大黄游离

蒽醌灌胃处理联合治疗，上述 3指标水平较大黄游离蒽醌组和脂肪干细胞组进一步降低(P < 0.05)；②苏木精-

伊红染色结果显示，此 2 个单独治疗组大鼠胰腺组织中脂肪变性、出血、细胞坏死及炎症细胞浸润等病理变

化程度均有明显减轻，联合治疗组中大鼠的病理变化的缓解程度则更为明显；③荧光显微镜下观察可见，

PKH-26标记的阳性细胞数联合治疗组最多，脂肪干细胞组次之，而在大黄游离蒽组及病理模型组则未见(P < 

0.05)；④TUNEL法检测可见，与病理模型组比较，2个单独治疗组中胰腺组织中的细胞凋亡数明显降低，联

合治疗组进一步降低(P < 0.01)；⑤RT-PCR和Western blot 法检测显示，病理模型组大鼠胰腺组织转化生长

因子 β1及 Smad2/3基因和蛋白表达最高，联合治疗组最低(P < 0.01)，而 2个单独干预组均较病理模型组显

著较低(P < 0.05)；⑥结果证实，大黄游离蒽干预联合脂肪干细胞移植治疗大鼠急性胰腺炎可以有效改善模型

大鼠急性胰腺炎的血液生化指标水平；并可明显地缓解急性胰腺炎模型大鼠炎症反应程度和胰腺组织形态学

病变以及胰腺细胞的凋亡，这可能与降低转化生长因子 β/Smad信号通路有关。 

关键词： 

脂肪干细胞；移植；大鼠；急性胰腺炎；大黄游离蒽；转化生长因子 β/Smad；胰腺组织；血清淀粉酶；白细

胞介素 6；胰蛋白酶原激活肽；凋亡 

主题词： 

胰腺炎；干细胞；组织工程 

中图分类号：R456；R3648 

 

 

急性胰腺炎病理模型的构建 

SD 大鼠
120 只 

(1)肠壁穿刺逆行胰胆
管注射牛黄胆酸钠； 

(2)建立急性胰腺炎病
理模型模型。 

(1)建模成功的 120只 SD大鼠随机
平均分为 4 个实验组； 

(2)病理病理模型组、大黄游离蒽醌
组、脂肪干细胞组、联合治疗组。 

 

观察指标： 

(1)测定血清淀粉酶、白细胞介素
6 和胰蛋白酶原激活肽水平； 

(2)苏木精-伊红染色法观察胰腺
组织病理变化； 

(3)观察PKH-26标记的阳性细胞
分布； 

(4)胰腺细胞凋亡情况； 

(5)观察转化生长因子β/Smad信
号通路基因和蛋白。 
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Abstract 

BACKGROUND: Studies have shown that rhubarb-free anthraquinone can protect the stability of the intestinal mucosa cell structure and 

function. However, the combination of rhubarb-free anthraquinone with adipose-derived stem cells to treat acute pancreatitis in rats has not 

yet been reported. 

OBJECTIVE: To investigate the effects of rhubarb-free anthraquinone on the treatment of acute pancreatitis by fat stem cell transplantation in 

rats. 

METHODS: Cryopreserved mouse adipose-derived stem cells (provided by the Chinese Academy of Medical Sciences) were rapidly 

recovered and cultured in vitro. The survival cells were labeled using PKH-26, and then the cell survival rate of adipose-derived stem cells was 

determined by MTT colorimetry. Sprague-Dawley rats provided by Beijing Vital River Laboratory Animal Technology Co., Ltd. were equally 

randomized into four groups. Animal models of acute pancreatitis were made in all rats through intestinal wall puncture for retrograde 

administration of 5% sodium taurocholate to the pancreaticobiliary tube, and then the model rats were given tail vein injection of L-DMEM 

complete medium (0.5 mL) in the model group, intragastric administration of 200 mg/kg rhubarb-free anthraquinone in the rhubarb-free 

anthraquinone group, tail vein injection of adipose-derived stem cells (1×10
7 
cells/L, 0.5 mL) in the cell transplantation group, and intragastric 

administration of 200 mg/kg rhubarb-free anthraquinone plus tail vein injection of 1×10
7
 adipose-derived stem cells (0.5 mL) in the combined 

treatment group. All interventions in each group were performed once a day, for 3 continuous days.  

RESULTS AND CONCLUSION: (1) The levels of serum amylase and interleukin-6 were significantly reduced in the rhubarb-free 

anthraquinone group and cell transplantation group compared with the model group (P < 0.05), while the level of trypsinogen activation 

peptide significantly increased (P < 0.05). In the combined treatment group, the levels of three indicators mentioned above were significantly 

decreased compared with the rhubarb-free anthraquinone group and cell transplantation group (P < 0.05). (2) The results of 

hematoxylin-eosin staining showed that the pathological changes in the pancreatic tissue of rats were significantly reduced in the rhubarb-free 

anthraquinone group and cell transplantation group, such as fatty degeneration, hemorrhage, cell necrosis and inflammatory cell infiltration. 

The remission of pathological changes was more obvious in the combined treatment group. (3) The number of positive cells labeled by 

PKH-26 was the highest in the combined treatment group, followed by the cell transplantation group, while there were no PKH-26-positive 

cells in the rhubarb-free anthraquinone group and model group (P < 0.05). (4) Compared with the model group, the number of apoptotic cells 

in the pancreatic tissue was significantly reduced in the rhubarb-free anthraquinone group and cell transplantation group, and lowest in the 

combined treatment group (P < 0.01). (5) The expression of transforming growth factor-β1 and Smad2/3 at gene and protein levels was 

highest in the model group, followed by the rhubarb-free anthraquinone group and cell transplantation group (P < 0.05), and lowest in the 

combined treatment group (P < 0.01). To conclude, the combined intervention of rhubarb-free anthraquinone and adipose-derived stem cell 

transplantation could effectively improve the blood biochemical index level in the rats with acute pancreatitis, significantly relieve the degree of 

inflammatory response, pancreatic tissue morphology, and apoptosis of pancreatic cells, which may be related to the reduction of the 

transforming growth factor-β/Smad signal pathway. 

Subject headings: Pancreatitis; Stem Cells; Tissue Engineering 

 

0  引言  Introduction 

急性胰腺炎是一种由多种病因引发的较为常见的急腹

症，但目前对其治疗措施非常有限，其发病机制尚无统一

的定论[1-3]，该病呈急性发生，约有近1/3的患者病程发生

凶险，其病死率也高达约10%
[4]。临床上对于急性胰腺炎

的治疗多采用药物抗炎干预治疗或者手术治疗，但是其预

后效果并不十分理想[5-6]。多项研究表明干细胞参与多种受

损组织的修复工作[7-9]；在糖尿病及其并发症等多种代谢疾

病治疗中疗效显著[10-11]。脂肪干细胞作为一种源于脂肪组

织的间充质干细胞，因其易于获得、遗传稳定、可快速扩

增，为代谢性疾病的治疗带来了新希望，移植的干细胞可

归巢到损伤的胰腺组织，并表达胰腺组织表面的标记物，

发挥胰腺组织功能，起到治疗急性胰腺炎的作用[12-15]。庄

培涛等[16]通过将脂肪间充质干细胞移植到急性胰腺炎模型

大鼠，结果表明模型大鼠炎症反应显著减轻，胰腺组织得

到了修复。大黄游离蒽醌是提取自中药大黄的一种羟基蒽

醌类化合物，研究表明其在治疗急性胰腺炎方面效果显  

著[17]。以往研究表明大黄游离蒽醌及脂肪间充质干细胞对

急性胰腺炎都可发挥有利作用[18]，探索治疗和预防急性胰

腺炎的新途径是目前胰腺病学研究的重点。 

实验拟将大黄游离蒽醌与脂肪干细胞移植相联合，通

过大黄中游离蒽醌类化合物减轻急性胰腺炎局部组织的炎

症反应，改善胰腺局部微环境，为干细胞移植提供有利环

境，提高干细胞移植的疗效；研究联合治疗对大鼠急性胰

腺炎的治疗效果并进一步探讨其治疗的机制，以期为急性

胰腺炎的治疗提供依据和借鉴。 

 

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  于2017年7月至2018年4月在天津医科

大学总医院动物实验室完成。 

1.3  材料 

细胞：冻存鼠脂肪干细胞购买自中国医学科学院。 

动物：共120只体质量200-250 g的成年SD大鼠(七八

周龄，雌雄各半)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，实验在天津市



郑俊杰，田伟军，王金峰，叶奎. 大黄游离蒽醌对脂肪干细胞移植治疗大鼠急性胰腺炎的影响[J]. 

中国组织工程研究，2019，23(9):1390-1396. DOI:10.3969/j.issn.2095-4344.1612 

 ISSN 2095-4344  CN 21-1581/R   CODEN: ZLKHAH 1392 

第四医院实验动物中心完成，实验动物使用许可证号：

SYXK(津)2014-0002。实验方案经天津医科大学动物实验

伦理委员会批准，批准号：SYXK20120026。实验用的所

有SD大鼠均室温饲养，湿度60%-70%的SPF级环境下，

大鼠自由摄水摄食。 

药物：大黄游离蒽醌，大黄粉由北京昌平医药药材总

公司提供，经鉴定为掌叶大黄，测得其大黄游离蒽醌含量

为1.21%。牛黄胆酸钠，1 mL/kg，购自北京华迈科生物技

术有限责任公司。 

1.4  实验方法 

1.4.1  体外复苏培养脂肪干细胞及PKH-26标记  将购买

来的液氮冻存的鼠脂肪干细胞置于37 ℃恒温水浴箱，进行

鼠脂肪干细胞的30 s快速复苏。冷冻的细胞悬液完全融化

后，通过连续3次稀释离心弃上清的操作进行脂肪干细胞的

洗涤；然后用完全培养液将洗涤后的细胞进行重悬并小心

将细胞浓度调整到1×10
9
 L

-1。在细胞培养箱中培养7 d之后

对细胞离心弃上清洗涤细胞并将细胞浓度调整到1×10
9
 L

-1。

随后参照Tohill等[19]对其进行PKH-26的荧光标记，显微镜

下观察检测细胞的形态和细胞标记的情况。 

1.4.2  急性胰腺炎病理模型建立及分组  取购买来的120

只SD大鼠(七八周龄，雌雄大鼠各占50%)，所有大鼠分别

进行肠壁穿刺逆行胰胆管注射体积分数5%牛黄胆酸钠建

立急性胰腺炎病理模型[18]。于大鼠腹正中剑突下约1.5 cm

开腹，辨认出大鼠的胰胆管后，用显微血管夹将肝门端胰

胆管在距胰腺约0.5 cm处夹闭，从胰胆管远端行逆行穿刺，      

0.2 mL/min缓慢匀速向胰胆管注入体积分数5%牛磺胆酸

钠完毕后，加压阻闭针口1 min，去除血管夹。造模后根据

大鼠胰腺组织的病理学变化情况评价急性胰腺炎病理模型

建立是否成功。 

将急性胰腺炎病理模型建立成功的120只SD大鼠随机

平均分为4个实验组，每组30只。病理模型组大鼠分别尾

静脉注射L-DMEM完全培养液0.5 mL；大黄游离蒽醌组大

鼠灌胃200 mg/kg大黄游离蒽醌；脂肪干细胞组大鼠尾静

脉注射细胞浓度为1×10
7
 L

-1的脂肪干细胞悬液0.5 mL；联

合治疗组灌胃200 mg/kg大黄游离蒽醌和尾静脉注射脂肪

干细胞。各个实验组中所有的治疗干预措施每日进行1次，

且连续治疗3 d。 

1.4.3  血清淀粉酶、白细胞介素6和胰蛋白酶原激活肽水

平的测定  干预治疗3 d之后，从各个实验组随机选取5只

大鼠采集血液离心取血清，分别测定血清淀粉酶、白细胞

介素6和胰蛋白酶原激活肽水平。血清中淀粉酶水平采取碘-

淀粉比色法进行测定，取0.5 mL底物缓冲液于37 ℃预热 

5 min；随后向其中加入0.1 mL血清混匀后继续37 ℃水浴

反应7.5 min后，并向其中加入0.5 mL碘应用液以及3 mL

蒸馏水继续混匀。混匀完成后于酶标仪紫外线660 nm波长

下测定其吸光度。采用ELISA法分别测定各个实验组中大

鼠白细胞介素6和胰蛋白酶原激活肽的水平，向ELISA试剂

盒的抗体包被微孔板中滴加血清，震荡反应后加入底物显

色。颜色深浅与血清中的目标物浓度呈正相关性，在酶标

仪紫外线450 nm波长下测定吸光度，计算血清中白细胞介

素6和胰蛋白酶原激活肽的浓度。 

1.4.4  苏木精-伊红染色检测胰腺组织病理变化  干预治

疗3 d后从各个实验组随机取5只小鼠。麻醉并处死小鼠后

取出其胰腺组织，用体积分数10%的甲醛溶液固定胰腺组

织以制备胰腺组织切片；梯度乙醇脱水，二甲苯中透明，

浸蜡包埋。将包埋好的蜡块固定于切片机上，切成5-8 μm

厚薄片。将薄片烫平，再贴到载玻片上，45 ℃恒温烘干。

脱蜡后，进行苏木精-伊红染色。染色后的切片经纯乙醇脱

水，再经二甲苯使切片透明。将已透明的切片滴上加拿大

树胶，盖上盖玻片封固。待树胶干燥后，荧光显微镜下观

察各组小鼠胰腺组织病理形态变化。 

1.4.5  荧光显微镜观察PKH-26标记脂肪干细胞的存活和

分布  在脂肪干细胞移植3 d后收集大鼠的胰腺组织并制

备大鼠胰腺组织切片。将大鼠胰腺组织切片行苏木精-伊红

染色后在荧光显微镜下进行观察。在荧光显微镜下的图像

中随机选取10个视野，计数每个视野之中PKH-26标记的阳

性细胞数并求平均数，观察阳性细胞在胰腺组织中的分布。 

1.4.6  TUNEL法检测胰腺细胞凋亡情况  在干预治疗3 d

后，取4个处理组SD大鼠的胰腺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的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

荧光显微镜下观察检测计数，并比较胰腺组织切片中的凋

亡细胞数目，据此计算胰腺组织细胞凋亡率。 

1.4.7  RT-PCR法检测转化生长因子β/Smad信号转导通

路的基因相对表达水平  干预治疗3 d之后，从各组分别取

5只小鼠胰腺组织置于液氮中准备进行实验，测定胰腺组织

中RAGE基因相对表达水平。每个检测重复3次。取出胰腺

组织，于冰上充分研磨组织后迅速加入TRIzol试剂裂解细

胞抽提总RNA。根据反转录说明书合成相应的cDNA并进

行扩增。反应总体系15 μL(SYBR Green 3 μL、DEPC水

10 μL、上下引物各0.5 μL、200 mg/L cDNA 1 μL)。扩增

条件均为94 ℃预变性1 min，94 ℃变性30 s，59 ℃退火

30 s，72 ℃延伸30 s，共33个循环。取扩增产物行电泳，

电泳结果通过凝胶图像分析系统进行吸光度值分析。

RT-PCR两步法试剂盒购自北京赛百盛基因技术有限公

司，引物由英潍捷基公司设计合成，引物序列见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences     

引物   序列 片段长度   

转化生长

因子 β  

上游：5'-GTC AGA CAT TCG GGA GCA G-3' 558 bp 

 下游：5'-AGA CAG AAG TTG GCA TGG TAG C-3' 

Smad2  上游：5'-GAC TATA CCC TCA ATA CCA T-3' 610 bp 

 下游：5'-CGA AAG CCG TAC TCC ATT CCA G-3' 

Smad3 上游：5'-ACA ATA ACT TGG ACC TAC AGC C-3' 454 bp  

 下游：5'-GTC AAC TGG TAG ACA GCC TCA-3' 

β-actin 上游：5'-CTG CCG CAT CCT CTT CCTC-3'   398 bp 

 下游：5'-GCA GTA ATC TCC TTC TGC ATC C-3' 
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1.4.8  Western-blot检测转化生长因子β/Smad信号转导

通路的蛋白表达水平  治疗3 d后分别从4个处理组取出5

只小鼠，并取出所有小鼠胰腺组织，测定胰腺组织中转化

生长因子β/Smad信号通路蛋白相对表达水平。将细胞裂解

之并将之稀释至相同的蛋白浓度，100 ℃煮沸5 min使蛋白

变性。每组取蛋白40 μg，10% SDS-PAGE凝胶电泳(70 V，

30 min；100 V，90 min)；转膜(200 mA，3 h)至PVDF膜；

5%脱脂牛奶室温封闭2 h(或4 ℃过夜)；一抗(多克隆HPA

及转化生长因子β1兔抗体购于Proteintech公司)1∶500稀

释，室温孵育2 h (或4 ℃过夜)；次日添加各自对应的二抗

(辣根过氧化物酶标记的羊抗兔抗体购于美国Santa Cruz

公司)1∶500稀释，继续温育2 h，完毕后，应用Tris缓冲液

进行彻底冲洗，随后向其中添加DAB显色液进行显色，共

计15 min，用扫描分析软件系统(苏州达麦迪生物医学科技

有限公司)测定各组胰腺组织中转化生长因子β1、Smad2

和Smad3蛋白相对表达水平。目的蛋白与内参β-actin灰度

值的比值作为蛋白相对表达量。 

1.5  主要观察指标  脂肪干细胞存活率及其PKH-26标记

情况；大鼠造模情况；血清淀粉酶、白细胞介素6和胰蛋白

酶原激活肽水平；各实验组胰腺组织病理变化；PKH-26

标记脂肪干细胞的存活和分布；TUNEL法检测胰腺细胞凋

亡情况；转化生长因子β/Smad信号转导通路的基因及蛋白

表达水平。 

1.6  统计学分析  用SPSS 16.0软件进行统计学分析，结

果以x
_

±s表示，所有数据资料的组间比较采用单因素方差分

析和LSD法，P < 0.05为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  实验动物数量分析  理模型组死亡8只；大黄游离蒽

组死亡5只；脂肪干细胞组死亡6只，联合治疗组死亡3只，

无脱失值，及时补充死亡大鼠22只，最终计入结果分析的

数量120只。 

2.2  脂肪干细胞存活率及其PKH-26标记情况  显微镜下

观察可见，在接种细胞24 h之后脂肪干细胞开始贴壁并呈

现出了纤维细胞样的外观；在培养了48 h之后，可见到细

胞充分伸展为梭形，随后细胞开始逐渐聚集，在培养6 d后

开始形成细胞集落。从不同时间点脂肪干细胞的存活情况

可知，脂肪干细胞随着复苏和培养时间的延长，其存活力

逐渐增强。见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  大鼠造模成功的评价  苏木精-伊红染色显示，与正

常胰腺组织相比，注射牛磺酸钠后胰腺显著充血，且有水

肿发生，据此可判定大鼠急性胰腺炎模型建立成功。实验

中的120只SD大鼠急性胰腺炎模型建立成功，见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  各组血清淀粉酶、白细胞介素6和胰蛋白酶原激活肽

水平  与病理模型组的大鼠相比，大黄游离蒽醌组和脂肪

干细胞组大鼠血清淀粉酶活性以及白细胞介素6水平显著

降低(P < 0.05)，胰蛋白酶原激活肽水平显著升高(P < 

0.05)；经过脂肪干细胞移植和大黄游离蒽醌灌胃处理联合

治疗，上述3指标水平较大黄游离蒽醌组和脂肪干细胞组进

一步降低(P < 0.05)。见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5  各组胰腺组织病理变化  图3所示为急性胰腺炎模型

大鼠胰腺组织病理变化，病理模型大鼠胰腺组织中脂肪变

性，可见有明显的出血以及细胞坏死，且可见有较多的炎

症细胞浸润。大黄游离蒽醌组和脂肪干细胞组大鼠胰腺组

织可见脂肪变性明显减轻，胰腺组织中仅有少量出血和轻

微炎症细胞浸润；联合治疗组大鼠胰腺组织未见有明显的

出血和脂肪变性。 

2.6  各组PKH-26标记脂肪干细胞的存活和分布  由图4

可见在病理模型组和大黄游离蒽醌组中大鼠胰腺组织中未

见有PKH-26的阳性细胞数，在脂肪干细胞组中大鼠胰腺组

织PKH-26标记的脂肪干细胞数量较多[(24.69±3.64)个/高

倍镜视野]，在联合治疗组中PKH-26标记的阳性细胞数量

最多[(43.58±4.25)个/高倍镜视野]。 

图注：图 A 为培养 48 h 后的脂肪干细胞(普通显微镜，×40)；B 为

PKH-26染色标记脂肪干细胞(免疫荧光染色，×40)。 

图 1  脂肪干细胞存活率及其 PKH-26 染色情况(标尺：100 μm) 

Figure 1  Survival rate and PKH-26 labeling of adipose-derived 

stem cells (scale bars=100 μm) 

 

A 

 

B 

 

A 

 

B 

 

图注：图 A，B为正常胰腺和注射牛磺酸钠后胰腺组织形态。标尺：

100 μm。 

图 2  大鼠胰腺组织形态(苏木精-伊红染色，×40) 

Figure 2  Morphology of rat pancreas tissues (hematoxylin-eosin 

staining, ×40) 

表 2  各组血清淀粉酶、白细胞介素 6 和胰蛋白酶原激活肽水平变化

(x
_

±s，n=5) 

Table 2  Levels of serum amylase, interleukin-6 and trypsinogen 

activation peptide     

组别 淀粉酶(U/L) 白细胞介素 6 

(μg/L) 

胰蛋白酶原激活肽

(nmol/L) 

病理模型组 2 443.51±557.07 37.11±3.08 12.78±1.48 

大黄游离蒽醌组 1 409.32±542.36
a
 27.84±2.70

a
 23.65±1.32

a
 

脂肪干细胞组 1 486.72±582.17
a
 25.84±2.53

a
 23.63±1.30

a
 

联合治疗组 803.51±89.87
b
 20.72±2.02

b
 19.28±1.21

b
 

 
表注：与病理模型组相比，a

P < 0.05；与大黄游离蒽醌及脂肪干细胞组比较，
b
P < 0.05。 
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2.7  TUNEL法检测各组胰腺细胞凋亡情况  与病理模型

组大鼠胰腺组织中细胞凋亡率[(58.2±4.1)%]相比，大黄游

离蒽醌组[(37.2±3.5)%]及脂肪干细胞组[(30.1±2.9)%]大鼠

胰腺组织中胰腺细胞的凋亡率显著降低，而联合治疗组大

鼠胰腺细胞的凋亡率[(14.5±1.9)%]最低，见图5。 

2.8  各组转化生长因子β/Smad信号转导通路的基因表达

水平  病理模型组大鼠胰腺组织中的转化生长因子 β1 及

Smad2、Smad3基因相对表达水平最高，大黄游离蒽醌

组及脂肪干细胞组大鼠胰腺组织 3 种基因相对表达水平

显著降低(P < 0.05)，而联合治疗组中大鼠 3种基因相对表

达水平最低(P < 0.05)。见图 6和表 3。 

2.9  各组转化生长因子β/Smad信号转导通路的蛋白表达

水平  病理模型组大鼠胰腺组织中的转化生长因子β1、

Smad2及Smad3蛋白相对表达水平最高(P < 0.05)，单纯

治疗组中大鼠胰腺组织中3种蛋白相对表达水平显著降低

(P < 0.05)，而联合治疗组中大鼠3种蛋白相对表达水平最

低(P < 0.05)。见图7和表4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图注：图 A为病理模型组，可见胰腺组织中脂肪变性，较多的炎症细

胞浸润；B，C 为大黄游离蒽醌组和脂肪干细胞组，脂肪变性明显减

轻，出血和炎症细胞浸润减少；D为联合治疗组，出血和脂肪变性比

单独治疗组明显减轻。标尺：100 μm。 

图 3  各组胰腺组织病理变化(苏木精-伊红染色，×40) 

Figure 3  Pathological changes in rat pancreas tissues 

(hematoxylin-eosin staining, ×40) 

 

图注：图 A，B 为病理模型组及大黄游离蒽醌组，未见 PKH-26荧光

标记的细胞；C为脂肪干细胞组，有少量的 PKH-26荧光标记的细胞；

D为联合治疗组，有较多的 PKH-26荧光标记的细胞。标尺：100 μm。 

图 4  各组胰腺组织 PKH-26 标记脂肪干细胞的存活和分布(免疫荧

光染色，×200) 

Figure 4  Survival and distribution of PKH-26-labeled 

adipose-derived stem cells in the rat pancreas tissues 

 

图注：图 A为病理模型组，有较多的凋亡细胞；B，C为大黄游离蒽醌

组及脂肪干细胞组，凋亡细胞较病理模型组明显减少；D为联合治疗组，

凋亡细胞较大黄游离蒽醌组及脂肪干细胞组明显减少。标尺：100 μm。 

图 5  各组胰腺组织细胞凋亡情况(TUNEL 染色，×200) 

Figure 5  Apoptosis in rat pancreas tissues (TUNEL staining, 

×200) 

 
病理模型组 大黄游离蒽醌组 脂肪干细胞组 联合治疗组 

转化生长因子 β1 

Smad2 

Smad3 

β-actin 

 

558 bp 

610 bp 

454 bp 

398 bp 

图注：病理模型组大鼠胰腺组织中的转化生长因子 β1、Smad2 及

Smad3基因相对表达水平最高，大黄游离蒽醌组及脂肪干细胞组中 3

个基因相对表达水平显著降低，而联合治疗组中 3个基因相对表达水

平较 2个单纯治疗组更明显降低。标尺：100 μm。 

图 6  各组转化生长因子 β/Smad 基因表达差异 

Figure 6  Differential expression of transforming growth factor β/ 

Smad gene in each group 

 

表 3  各组胰腺组织转化生长因子 β/Smad 基因表达水平 

(x
_

±s，n=5，吸光度值) 

Table 3  mRNA levels of transforming growth factor β/Smad in the 

rat pancreas tissues     

基因 病理模型组 大黄游离蒽醌组 脂肪干细胞组 联合治疗组 

转化生长因子 β1 31.08±3.10 21.85±2.19
a
 21.72±2.17

a
 15.46±1.55

b
 

Smad2 25.37±2.54 18.83±1.89
a
 18.75±1.78

a
 10.18±1.02

b
 

Smad3 25.32±2.54 17.58±1.76
a
 17.45±1.75

a
 10.10±1.02

b
 

 表注：与病理模型组相比，a
P < 0.05，与大黄游离蒽醌及脂肪干细胞组比较，

b
P < 0.05。 

表 4  各组胰腺组织转化生长因子 β/Smad 蛋白表达水平 

(x
_

±s，n=5，灰度值比值) 

Table 4  Protein levels of transforming growth factor β/Smad in the 

rat pancreas tissues     

蛋白 病理模型组 大黄游离蒽醌组 脂肪干细胞组 联合治疗组 

转化生长因子 β1 38.91±3.89 30.02±3.01
a
 30.08±3.02

a
 22.08±2.21

b
 

Smad2 28.58±2.86 21.31±2.13
a
 21.29±2.12

a
 15.63±1.56

b
 

Smad3 28.49±2.85 21.28±2.13
a
 21.25±2.12

a
 14.87±1.48

b
 

 表注：与病理模型组相比，a
P < 0.05，与大黄游离蒽醌及脂肪干细胞组比较，

b
P < 0.05。 
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3  讨论  Discussion 

实验通过将大黄游离蒽醌和脂肪干细胞移植相联合，

探讨了大黄游离蒽醌对脂肪干细胞移植治疗大鼠急性胰腺

炎的作用。急性胰腺炎是一种发病机制较为复杂的疾病，

该病会导致患者胰腺结构和功能损伤，并诱发严重的炎症

反应。多项中医研究显示采用大黄及其复方治疗急性胰腺

炎时疗效较为显著[19-20]。有人研究了大黄中游离蒽醌类化

合物对急性胰腺炎大鼠的效果，结果表明其具有显著的疗

效[21-23]，主要是因为其可显著缓解炎症反应。庄培涛等[16]

通过移植脂肪间充质干细胞研究其对急性胰腺炎的治疗效

果，结果显示其参与胰腺组织损伤修复，并可缓解炎症反

应[24-26]。但就二者结合是否具有协同治疗的作用尚无研究，

实验旨在通过探究二者联合的作用，以期为急性胰腺炎的

治疗提供借鉴和依据。 

实验结果显示大黄游离蒽醌与脂肪干细胞移植相联合

可以显著缓解大鼠的急性胰腺炎，效果较好。结果表明联

合治疗组大鼠血液中淀粉酶活性以及白细胞介素6、胰蛋白

酶原激活肽水平显著低于大黄游离蒽醌组与脂肪干细胞组

2个单独治疗组。患者发生急性胰腺炎时，胰腺内的胰蛋白

酶原异常激活并引起胰蛋白酶原激活肽释放入体液，从而

激活胰腺的自消化进程[27-29]。白细胞介素6在全身性炎症反

应的发生发展中发挥着重要的作用，其是炎症反应的敏感

指标[30-32]。急性胰腺炎发生时，患者胰腺内的淀粉酶也释

放入血液中，其也是急性胰腺炎发生的重要指标。据此可

知联合治疗显著缓解了大鼠急性胰腺炎对胰腺功能的损伤

和炎症反应。这与庄培涛等[16]的研究较为一致。苏木精-

伊红染色和TUNEL染色的结果表明，大黄游离蒽醌和脂肪

干细胞移植联合显著缓解了病理模型大鼠胰腺的结构性损

伤并显著抑制了胰腺细胞的凋亡。这可能是由于急性胰腺

炎发生后引起胰腺组织的细胞自噬、胰腺自消化以及炎症

反应，从而诱发胰腺组织的结果性病变和细胞凋亡。荧光

显微镜下观察结果显示，脂肪干细胞组中PKH-26阳性细胞

数量较多，而联合治疗组中阳性细胞数量最多。据此可知，

大黄游离蒽醌的干预显著提高了脂肪干细胞在胰腺中的分

布和存活，促进了脂肪干细胞向急性胰腺炎病变组织的归

巢和迁移，提高了治疗效果。 

实验进一步探讨和阐述了联合治疗的治疗机制。转化

生长因子β1是器官纤维化启动和进程的关键因子，该分子

的活化激活了其信号通路下游受体激活型Smad2/3等成员

的活化[33-35]，进而引发下游一系列的基因表达变化，促进

了胰腺纤维化和病理性损伤的进程[34]。实验中转化生长因

子β1/Smad信号转导通路表达水平的结果显示，病理模型

组大鼠胰腺组织中转化生长因子β1、Smad2/3表达水平最

高，由此可知病理模型组大鼠胰腺发生了损伤。大黄游离

蒽醌干预和脂肪干细胞移植联合治疗显著降低了转化生长

因子β1和Smad2/3基因和蛋白相对表达水平。由此可知联

合治疗通过抑制了转化生长因子β1/Smad信号转导通路，

缓解胰腺损伤，促进了胰腺的修复。这可能是大黄游离蒽

醌联合脂肪干细胞移植治疗急性胰腺炎的作用机制之一。 

综上所述，实验通过将大黄游离蒽醌和脂肪干细胞移

植相联合，首次研究了二者联合作用对急性胰腺炎的治疗

作用，并阐述了其可能的机制。实验探讨大黄游离蒽醌和

脂肪干细胞移植对急性胰腺炎的作用，结果表明大黄游离

蒽干预联合脂肪干细胞移植治疗大鼠急性胰腺炎可以有效

地改善模型大鼠急性胰腺炎的血液生化指标水平；并且可

以明显地减轻大鼠急性胰腺炎程度和胰腺组织形态学病

变。脂肪干细胞易于获得、遗传稳定、能够快速扩增，为

代谢性疾病的治疗带来了新方法，移植的脂肪干细胞能够

归巢到损伤的胰腺组织，并表达胰腺组织表面的标记物，

发挥胰腺组织的功能，起到对急性胰腺炎的治疗作用。脂

肪间充质干细胞移植到急性胰腺炎模型大鼠，结果表明模

型大鼠炎症反应显著减轻，胰腺组织得到了修复。大黄游

离蒽醌与脂肪干细胞移植相联合，通过大黄中游离蒽醌类

化合物减轻急性胰腺炎局部组织的炎症反应，改善胰腺局

部微环境，为干细胞移植提供有利环境，提高干细胞移植

的疗效，这可能与大黄中游离蒽醌类化合物降低转化生长

因子β/Smad信号通路有关，但有关大黄游离蒽醌的具体治

疗机制有待进一步深入研究。 
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