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低氧预处理胎盘间充质干细胞

减轻重症急性胰腺炎模型小鼠胰腺组织损伤
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摘要：目的 探讨低氧预处理胎盘间充质干细胞（ＨＰ⁃ＭＳＣｓ）对小鼠重症急性胰腺炎（ＳＡＰ）组织损伤的保护作用，
并探索其可能机制。 方法 分别于常氧（２１％ Ｏ２）和低氧（１％ Ｏ２）培养 ４８ ｈ 的胎盘间充质干细胞（Ｐ⁃ＭＳＣｓ），获得

常压和低氧预处理胎盘间充质干细胞（Ｎ⁃ＭＳＣｓ 和 ＨＰ⁃ＭＳＣｓ），ＣＣＫ⁃８ 和 ＭＴＴ 法检测 Ｐ⁃ＭＳＣｓ 活力与迁移能力；
Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小鼠 ３２ 只，分为假手术组（ｓｈａｍ）、ＳＡＰ 组（胰胆管逆行注射 ４％牛磺胆酸钠 ０. １ ｍＬ ／ １００ ｇ）、常氧组

（Ｎ⁃ＭＳＣｓ）和低氧组（ＨＰ⁃ＭＳＣｓ）。 造模结束后 ６ ｈ，经尾静脉注射 Ｎ⁃ＭＳＣｓ 和 ＨＰ⁃ＭＳＣｓ（１×１０６ 个 ／ １００ ｇ）干预 ＳＡＰ，
每组 ８ 只。 在造模后 １２ ｈ 收集血清和胰腺组织。 ＨＥ 染色评估胰腺组织损伤程度并进行病理评分；ＥＬＩＳＡ 测定血

清淀粉酶、脂肪酶活性及炎性因子水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测受体相互作用蛋白 ３（ＲＩＰ３）、ＭＬＫＬ、ＭＬＫＬ 的磷酸化含量

（ｐ⁃ＭＬＫＬ）、ＮＬＲＰ３ 在胰腺组织中的表达。 结果 ＨＰ⁃ＭＳＣｓ 在体外表现出较 Ｎ⁃ＭＳＣｓ 更好的活力、增殖能力；在小鼠

体内，与 ＳＡＰ 组相比，Ｎ⁃ＭＳＣｓ 组中胰腺病理评分降低（Ｐ＜０. ０５），血清中淀粉酶、脂肪酶活性降低，ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水

平降低（Ｐ＜０. ０５）；与 Ｎ⁃ＭＳＣｓ 组相比，ＨＰ⁃ＭＳＣｓ 组中胰腺病理评分降低（Ｐ＜０. ０５），炎性因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 水平降低

（Ｐ＜０. ０５）。 在ＨＰ⁃ＭＳＣｓ中，ＲＩＰ３、ｐ⁃ＭＬＫＬ、ＮＬＲＰ３ 在胰腺组织的表达中明显低于 ＳＡＰ 组与 Ｎ⁃ＭＳＣｓ 组（Ｐ＜０. ０５）。
结论 ＨＰ⁃ＭＳＣｓ 较 Ｎ⁃ＭＳＣｓ 更能显著减轻 ＳＡＰ，其机制可能与抑制 ＲＩＰ１ ／ ＲＩＰ３⁃ＭＬＫＬ 信号通路发挥其作用有关。
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中图分类号：Ｒ６５７. ５＋１　 　 文献标志码：Ａ
ＤＯＩ：１０．１６３５２ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃６３２５．２０２３．０９．１３４６

Ｈｙｐｏｘｉｃ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ ｐｌａｃｅｎｔａｌ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｌｅｓｉｏｎ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｗｉｔｈ ｓｅｖｅｒｅ ａｃｕｔｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ

ＪＩＮＧ Ｇｕａｎｇｘｕ１，２， ＷＡＮＧ Ｚｈａｎｇｐｅｎｇ１，２， ＬＩＵ Ｚｈｏｎｇｙｕ１，２， ＬＹＵ Ｓｈｕａｎｇ２，３， ＳＵＮ Ｈｏｎｇｙｕ１，２，３∗

１. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｈｅｐａｔｏｂｉｌｉａｒｙ Ｓｕｒｇｅｒｙ， Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｌｕｚｈｏｕ ６４６０００；

２. Ｓｉｃｈｕａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ Ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ Ｒｅｐａｉｒ， ｔｈｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ ＰＬＡ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｔｈｅａｔｅｒ Ｃｏｍｍａｎｄ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ，

Ｃｈｅｎｇｄｕ ６１００８３；３. Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｊｉａｏｔｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｃｈｅｎｇｄｕ ６１００６３， Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｐｌａｃｅｎｔａｌ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ （ＨＰ⁃ＭＳＣｓ） ｏｎ ｓｅｖｅｒｅ ａｃｕｔｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ （ ＳＡＰ） ｏｆ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ
Ｐｌａｃｅｎｔａｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ （Ｐ⁃ＭＳＣｓ） ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｎｏｒｍｏｘｉａ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ（Ｎ⁃ＭＳＣｓ）（２１％ Ｏ２） ｏｒ
ｈｙｐｏｘｉａ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ（ＨＰ⁃ＭＳＣｓ）（１％ Ｏ２） ｆｏｒ ４８ ｈ． ＣＣＫ⁃８ ａｎｄ ＭＴＴ ａｓｓａｙ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ



景光旭　 低氧预处理胎盘间充质干细胞减轻重症急性胰腺炎模型小鼠胰腺组织损伤

ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎ⁃ＭＳＣｓ ａｎｄ ＨＰ⁃ＭＳＣｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｉｒｔｙ⁃ｔｗｏ ｍａｌｅ Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐ （ｓｈａｍ）， ＳＡＰ ｇｒｏｕｐ （ｒｅｔｒｏｇｒａｄｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ４％ ｓｏｄｉｕｍ ｔａｕｒｏｃｈｏｌａｔｅ ０. １ ｍＬ ／ １００ ｇ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｏｂｉｌｉａｒｙ
ｄｕｃｔ）， ｎｏｒｍｏｘｉａ ｇｒｏｕｐ （Ｎ⁃ＭＳＣｓ） ａｎｄ ｈｙｐｏｘｉａ ｇｒｏｕｐ （ＨＰ⁃ＭＳＣｓ）． Ｓｉｘ ｈｏｕｒｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｍｏｄｅｌｉｎｇ， Ｎ⁃ＭＳＣｓ ａｎｄ
ＨＰ⁃ＭＳＣｓ （１×１０６ ／ １００ ｇ） ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｔｒｅａｔ ＳＡＰ， ｗｉｔｈ ８ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ
ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｔ １２ ｈ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ⁃
ｊｕｒｙ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｅ． ＥＬＩＳＡ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ａｍｙｌａｓｅ ａｎｄ ｌｉｐａｓｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ （ＲＩＰ３）， ＭＬＫＬ，
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＭＬＫＬ （ｐ⁃ＭＬＫＬ） ａｎｄ ＮＬＲＰ３ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 ＨＰ⁃ＭＳＣｓ ｓｈｏｗｅｄ ｂｅｔｔｅｒ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ
ｈｉｇｈｅｒ ｃａｐａｃｉｔｙ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｔｈａｎ Ｎ⁃ＭＳＣｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ． Ｉｎ ｖｉｖｏ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＡＰ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｓｃｏｒｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ Ｎ⁃ＭＳＣｓ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０. ０５）． Ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ａｍｙｌａｓｅ ａｎｄ ｌｉｐａｓｅ ｉｎ ｓｅｒｕｍ
ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０. ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｎ⁃ＭＳＣｓ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｐａｎ⁃
ｃｒｅａｔｉｃ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ＩＬ⁃６ ｉｎ ＨＰ⁃ＭＳＣｓ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
（Ｐ＜０. ０５）． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＩＰ３， ｐ⁃ＭＬＫＬ ａｎｄ ＮＬＲＰ３ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＨＰ⁃ＭＳＣｓ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ＳＡＰ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｎ⁃ＭＳＣｓ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０. ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ ＨＰ⁃ＭＳＣｓ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ＳＡＰ
ｔｈａｎ Ｎ⁃ＭＳＣｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＲＩＰ１ ／ ＲＩＰ３⁃ＭＬＫＬ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｈｙｐｏｘｉｃ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ； ｐｌａｃｅｎｔａｌ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ； ｓｅｖｅｒｅ ａｃｕｔｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ； ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３（ＲＩＰ３）

　 　 重症急性胰腺炎 （ ｓｅｖｅｒｅ ａｃｕｔｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，
ＳＡＰ）是临床上一种以全身炎性反应与胰腺局部周

围坏死为特征的疾病，具有较高的发病率和病死

率［１］。 目前重症急性胰腺炎的最新管理指南仍仅

局限于液体复苏、营养支持、镇痛剂给药等对症支持

治疗［２］。 因此，寻求一种有效治疗重症急性胰腺炎

并缓解胰腺坏死发展的治疗方法具有重要意义。 间

充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ＭＳＣｓ）由于具

有显著的抗炎和免疫调节功能，已被证明在治疗各

种炎性和免疫疾病中保持着良好的潜力［３］。 其中

以胎盘源性间充质干细胞（ｐｌａｃｅｎｔａｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎ⁃
ｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，Ｐ⁃ＭＳＣｓ）因其具有组织来源丰富、
伦理限制少、具有更强的免疫调节和增殖能力而更

加备受人们关注［４］。 最近的研究表明：缺氧条件通

过增加增殖、存活、归巢、分化和旁分泌活性来增强

ＭＳＣｓ 的各项生理功能［５］。 然而，低氧预处理胎盘

间充质干细胞（ｈｙｐｏｘｉｃ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＨＰ⁃ＭＳＣｓ）对 ＳＡＰ 的治疗效果及机制却

鲜有报道。 因此，本研究旨在探讨 ＨＰ⁃ＭＳＣｓ 移植对

ＳＡＰ 胰腺损伤的保护作用及治疗机制。

１　 材料与方法

１. １　 细胞、动物与主要试剂

课题组前期［６］ 保存的第 ３ 代 Ｐ⁃ＭＳＣｓ。 ６ ～ ８ 周

ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ３２ 只，体质量 ２０ ～ ２５ ｇ
（重庆恩斯维尔生物科技有限公司）；牛磺胆酸钠钠

（Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）；小鼠血清淀粉酶、脂肪酶

ＥＬＩＳＡ 试剂盒（南京建成生物工程研究所）；肿瘤

坏死因子⁃α（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）、白细

胞介素⁃６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６，ＩＬ⁃６）、白细胞介素⁃１０（ ｉｎｔｅｒ⁃
ｌｅｕｋｉｎ⁃１０，ＩＬ⁃１０）ＥＬＩＳＡ 试剂盒（上海茁彩生物科技

有限公司）。 全蛋白质提取试剂盒（北京索莱宝生

物公司）、ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒（博士德生物公司）、
Ｔｒｉｚｏｌ 试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）。 抗 ＧＡＰＤＨ 单克隆抗

体（ Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司）；抗 ＭＬＫＬ 单克隆抗体、抗

ＲＩＰ３ 单克隆抗体、 抗 ｐ⁃ＭＬＫＬ 单克 隆 抗 体、 抗

ＮＬＲＰ３ 单克隆抗体（ＣＳＴ 公司）；小鼠麻醉剂异氟烷

（深圳瑞沃德生物公司）。
１. ２　 方法

１. ２. １　 Ｐ⁃ＭＳＣｓ 的培养及分组：复苏 Ｐ⁃ＭＳＣｓ 后置

于常氧孵箱中培养，汇合度达到 ９０％后进行细胞传

代。 分为两部分，分别置于 １％ Ｏ２ 的孵箱（低氧组，
ＨＰ⁃ＭＳＣｓ）和 ２１％ Ｏ２ 的孵箱（常氧组，Ｎ⁃ＭＳＣｓ）中

培养。 当培养至５０％～６０％汇合时，更换为无血清

培养基养 ４８ ｈ 后，随机取 ２ 份等量低氧组和常氧组

细胞进行后续研究。
１. ２. ２　 ＣＣＫ８ 与 ＭＴＴ 法实验检测细胞活力与增殖能

力：取对数增殖期的 ＭＳＣｓ 细胞，ＰＢＳ 洗涤，胰蛋白酶
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消化后收集细胞，２５０ ×ｇ 离心 ５ ｍｉｎ，吸去上清液，加
入适量培养基，形成单细胞悬液；将细胞浓度调整为

５×１０４ 个 ／ ｍＬ并以 １００ μＬ ／孔接种在 ９６ 孔板中（边缘

孔用无菌 ＰＢＳ 洗涤液填充），恒温 ５％ ＣＯ２培养。 细

胞贴壁后，设置调零组、常氧组、低氧组，每组 ６ 个重

复。 待低氧处理 ４８ ｈ 后，分别加入已稀释 ＣＣＫ８ 工作

液 １１０ μＬ ／孔和终浓度为 ０. ５ ｇ ／ Ｌ 的 ＭＴＴ 溶液

２００ μＬ； ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 恒温继续培养 ２ ｈ。 利用

ＳＰＳＳ１７. ０ 软件，独立样本 ｔ 检验分析 Ａ ｖａｌｕｅ。
１. ２. ３　 小鼠的分组及处理：对照组（ｓｈａｍ 组）、ＳＡＰ
组、ＨＰ⁃ＭＳＣｓ 组、Ｎ⁃ＭＳＣｓ 组，每组 ８ 只，给予 １２ ｈ 昼

夜交替光照。 Ｓｈａｍ 组开腹翻动胰腺数次然后关闭

腹腔。 其余 ３ 组采用微量注射泵经胆胰管注入 ４％
牛磺胆酸钠 （ ０. １ ｍＬ ／ １００ ｇ）。 于造模 ６ ｈ 后，
Ｎ⁃ＭＳＣｓ组、 ＨＰ⁃ＭＳＣｓ 分别经尾静脉注射 Ｎ⁃ＭＳＣｓ
（１×１０６ 个 ／ １００ ｇ），ＨＰ⁃ＭＳＣｓ（１×１０６ 个 ／ １００ ｇ）干预

ＳＡＰ。 实验中所涉及的动物实验程序与标本检测方

法均经中国人民解放军西部战区总医院动物伦理委

员会批准。
１. ２. ４　 ＨＥ 染色观察及病理评分：胰腺组织常规制

片染色后，由两名病理学家观察各组胰腺切片，分组

不知情，按照 ＳＣＨＭＩＤＴ 报告的标准对胰腺水肿、腺
泡细胞坏死、出血、炎性细胞浸润程度进行评分。 计

算 １０ 个独立视野的平均分数作为每个切片的最终

分数。
１. ２. ５　 ＥＬＩＳＡ 检测血清炎性因子水平及淀粉酶、脂
肪酶活性：采用 ＥＬＩＳＡ 检测血清淀粉酶、脂肪酶活

性及血清炎性因子（ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１０）水平。 每个

样品独立重复 ３ 次，按照试剂盒说明书操作要求，使
用全 自 动 酶 标 仪 测 定 ４５０ ｎｍ 处 的 吸 光 度 值

（Ａ ｖａｌｕｅ）。
１. ２. ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定胰腺中蛋白质表达：按照

总蛋白质提取试剂盒说明书，提取小鼠胰腺组织蛋

白质，采用 ＢＣＡ 法测定胰腺中总蛋白水平。 样品经

电泳、转膜和封闭后，与 ＭＬＫＬ（１ ∶ １ ０００）单克隆抗

体、 ＲＩＰ３ （ １ ∶ １ ０００ ） 单 克 隆 抗 体、 ｐ⁃ＭＬＫＬ
（１ ∶ １ ０００）单克隆抗体、ＮＬＲＰ３（１ ∶ １ ０００）单克隆

抗体、ＧＡＰＤＨ （１ ∶ １０ ０００）单克隆抗体、反应，于４ ℃
环境下孵育 １２ ｈ。 次日用 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次后与二抗

（１ ∶ ２ ０００）孵育 １ ｈ，ＴＢＳＴ 洗涤曝光，以 ＧＡＰＤＨ 为内

参，使用 ＩｍａｇｅＪ 采集图像、计算吸光度值。

１. ３　 统计学分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ ｐｒｉｓｍ９. ２ 和 ＳＰＳＳ ２６. ０ 进行数

据统计。 定量数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间

比较采用单因素 ＡＮＯＶＡ 方差分析，两两比较采用

ＬＳＤ⁃ｔ 检验。

２　 结果

２. １　 ＨＰ⁃ＭＳＣｓ 具有更强的细胞活力、增殖能力

与 Ｐ⁃ＭＳＣｓ 组相比，ＨＰ⁃ＭＳＣｓ 的增殖能力明显

增高（Ｐ＜０. ０１）（表 １）。

表 １　 ＣＣＫ８ 法实验结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＣＣＫ８ ａｓｓａｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ
　 　 　 　 （Ａ ｖａｌｕｅ， ｘ±ｓ， ｎ＝６）

ｇｒｏｕｐ ＣＣＫ８

ｎｏｒｍｏｘｉａ（Ｎ⁃ＭＳＣｓ） ０. ６４９ ５±０. ０１８ ０

ｈｙｐｏｘｉａ（ＨＰ⁃ＭＳＣｓ） ０. ７８９ ０±０. ０１８ ７∗

∗Ｐ＜０. ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍｏｘｉａ．

２. ２　 ＨＰ⁃ＭＳＣｓ 更能有效减轻 ＳＡＰ 小鼠胰腺病理

损伤

Ｓｈａｍ 组胰腺组织结构清晰，形态学未见明显

异常；ＳＡＰ 组胰腺间质广泛水肿，腺泡细胞大量坏

死，胰叶结构紊乱，并伴有大量炎性细胞浸润和红

细胞渗出。 与 ＳＡＰ 组相比，Ｎ⁃ＭＳＣ 组出现的胰腺

水肿、腺泡细胞坏死、出血、炎性细胞浸润评分降

低（Ｐ＜ ０. ０５） （图 １，图 ２）；更重要的是，ＨＰ⁃ＭＳＣ
组的胰腺损伤较 Ｎ⁃ＭＳＣｓ 组明显减轻，仅见部分胰

腺组织水肿，腺泡细胞小片坏死以及少量炎性细

胞浸润和红细胞渗出，病理评分低于 Ｎ⁃ＭＳＣｓ 组

（Ｐ＜０. ０５）（图 １，图 ２）。
２. ３　 ＨＰ⁃ＭＳＣｓ 较 Ｎ⁃ＭＳＣｓ 显著减轻 ＳＡＰ 小鼠全

身炎性反应

与 ｓｈａｍ 组相比，ＳＡＰ 组中血清淀粉酶、脂肪

酶活性及炎性因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平明显升高

（Ｐ＜０. ０５）。 与 ＳＡＰ 组相比，Ｐ⁃ＭＳＣｓ 组中血清淀

粉酶、脂肪酶活性及促炎因子 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 水平

明显降低（Ｐ＜０. ０５），抗炎因子 ＩＬ⁃１０ 水平明显升

高（Ｐ＜０. ０５）。 而更重要的是，与 Ｎ⁃ＭＳＣｓ 组相比，
ＨＰ⁃ＭＳＣｓ 组中促炎因子 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ６ 水平明显降

低（ Ｐ ＜ ０. ０５ ）， 抗 炎 因 子 ＩＬ⁃１０ 水 平 明 显 升 高

（Ｐ＜０. ０５）（图 ３）。
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图 １　 胰腺组织 ＨＥ 染色

Ｆｉｇ １　 Ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＨＥ（ｓｃａｌｅ ｂａｒ＝ ２００ μｍ）

∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ； ＃Ｐ ＜ ０. ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ＳＡＰ； △Ｐ＜０. ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｎ⁃ＭＳＣｓ．

图 ２　 各组小鼠病理学评分

Ｆｉｇ ２　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

２. ４　 ＲＩＰ３、ｐ⁃ＭＬＫＬ、ＮＬＲＰ３ 蛋白在 ＨＰ⁃ＭＳＣｓ 中
表达明显降低

与 ｓｈａｍ 组相比，ＳＡＰ 组 ＲＩＰ３、ｐ⁃ＭＬＫＬ 及炎性

因子 ＮＬＲＰ３ 表达水平明显升高（Ｐ＜０. ０５）。 与 ＳＡＰ
组相比， Ｎ⁃ＭＳＣｓ 组中 ＲＩＰ３、 ｐ⁃ＭＬＫＬ 和炎性因子

ＮＬＲＰ３ 表达水平明显降低（Ｐ＜０. ０５）。 与 Ｎ⁃ＭＳＣｓ
组相比，ＨＰ⁃ＭＳＣｓ 组中 ＲＩＰ３、ｐ⁃ＭＬＫＬ 及 ＮＬＲＰ３ 表

达水平明显降低（图 ４）。

３　 讨论

尽管近年来已经有大量文献报道使用一些不同

来源的 ＭＳＣｓ，尝试在动物水平修复 ＳＡＰ，但其效果

远不能让人满意。 究其原因，可能是因为 ＭＳＣｓ 植

入不良、细胞损伤等因素导致的。 既往有研究表明，
细胞营养平衡、生长因子和氢离子（Ｈ＋） 的缓冲能

力等因素都会对 ＭＳＣｓ 的治疗效能产生较大的影

响。 但是最近有研究表明，氧气的浓度触发了某些

细胞内机制，如低氧诱导因子⁃α（ＨＩＦ⁃α）、ｐ５３ 基因

等，使得 ＭＳＣｓ 在低氧条件的预处理下，显示出更强

的增殖、分化等能力［７］。 本实验在体外使用 １％的

Ｏ２ 环境成功培养获得的 ＨＰ⁃ＭＳＣｓ 相比于 Ｎ⁃ＭＳＣｓ，
有更高的活力、增殖能力。 因此采用 ＨＰ⁃ＭＳＣｓ 治疗

ＳＡＰ 或许会获得更好的效果。
ＨＰ⁃ＭＳＣｓ 治疗小鼠 ＳＡＰ 之后发现 ＨＰ⁃ＭＳＣｓ 较

Ｎ⁃ＭＳＣｓ 可以更加显著降低血清中 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 等炎

性因子水平，减轻胰腺病理损伤，有效控制 ＳＡＰ 全

身炎性反应。 许多实验性细胞因子已被证明在诊断

ＳＡＰ 及预后发挥重要作用。 ＩＬ⁃６ 作为 ＳＡＰ 急性期

反应的主要媒介，主要由激活的单核吞噬细胞释放。
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Ａ. ｓｅｒｕｍ ａｍｙｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ； Ｂ. ｓｅｒｕｍ ｌｉｐａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ； Ｃ. ｓｅｒｕｍ ＴＮＦ⁃α ｌｅｖｅｌｓ； Ｄ. ｓｅｒｕｍ ＩＬ⁃６ ｌｅｖｅｌｓ； Ｅ. ｓｅｒｕｍ ＩＬ⁃１０ ｌｅｖｅｌｓ；
∗Ｐ＜０. ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ； ＃Ｐ＜０. ０５， ＃＃Ｐ＜０. ０１， ＃＃＃Ｐ＜０. ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＡＰ； △Ｐ＜０. ０５， △△Ｐ＜０. ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ Ｎ⁃ＭＳＣｓ．

图 ３　 各组小鼠血清中淀粉酶、脂肪酶及炎性因子表达水平

Ｆｉｇ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ａｍｙｌａｓｅ， ｌｉｐａｓｅ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

因其敏感性和特异性，可以被认为是 ＳＡＰ 严重程度

的早期标志物［８⁃９］。 ＴＮＦ⁃α 是一种主要由巨噬细胞

衍生的侵入胰腺实质的白细胞在胰腺内产生的细胞

因子［１０］。 两种细胞因子在大量产生时已被证明可

引起 ＳＡＰ 的全身性表现。
在 ＳＡＰ 的早期，胰腺腺泡细胞的死亡方式和炎

性病变是决定该病病程和预后的关键因素［１１］。 因

此，有效调控 ＳＡＰ 早期腺泡细胞坏死可能是阻断

ＳＡＰ 恶性发展的潜在有效措施。 长期以来，坏死被

认为是一种快速的、不受控制的、不可逆的、被动的

细胞死亡过程［１２］。 近年来，一种新型的细胞死亡

方式———程序性坏死，已成为炎性和免疫疾病领

域的重要研究课题。 程序性坏死是一种受体相互

作用 ＲＩＰ３ 和 ＭＬＫＬ 依赖的调节坏死，具有典型的

坏死形态特征。 ＲＩＰ１ 和 ＲＩＰ３ 作为程序性坏死的

关键信号分子，受 ｃａｓｐａｓｅ 通路和泛素化调控［１３］ 。
当 ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 被抑制或缺失时，ＲＩＰ１ 通过 ＲＩＰ 同

型相互作用基序（ＲＨＩＭ）结构域与 ＲＩＰ３ 结合，形

成 ＲＩＰ１ ／ ＲＩＰ３ 复合体。 该复合物启动下游信号

（ＭＬＫＬ）转导并触发程序性坏死［１４］。 已有证据表

明，骨髓间充质干细胞可以通过调节 ＲＩＰ３ ／ ＭＬＫＬ
和 Ｔｏｌｌ 样受体⁃４（Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ⁃４，ＴＬＲ⁃４） ／核因

子 κＢ （ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ⁃Ｂ，ＮＦ⁃κＢ 途径并抑制肾

坏死［１５］。 本研究也发现 ＲＩＰ３、ＮＬＲＰ３、ｐ⁃ＭＬＫＬ 蛋

白在 ＨＰ⁃ＭＳＣｓ 中表达明显降低，更进一步证实了

ＨＰ⁃ＭＳＣｓ 能有效抑制程序性坏死的发生。
综上所述，经过低氧处理后，ＨＰ⁃ＭＳＣｓ 的活力和

增殖能力得到显着提高，与 ＰＭＳＣｓ 相比，ＨＰ⁃ＭＳＣｓ 能

够更有效地减轻胰腺组织的病理损伤和炎症反应。
有利于胰腺组织损伤的修复，其机制可能与抑制

ＲＩＰ１ ／ ＲＩＰ３ ／ ＭＬＫＬ 通路有关。 Ｎ⁃ＭＳＣｓ 治疗 ＳＡＰ 有着

独特的优势，并为 ＭＳＣｓ 治疗 ＳＡＰ 提供了新的思路。
但在今后的研究中，需要注重低氧暴露时间、低氧不

同浓度以及低氧与信号通路之间的相互作用，由此来

加深 ＭＳＣｓ 治疗 ＳＡＰ 的机制的深入探索，希冀其能早

日为诊断和治疗 ＳＡＰ 提供实验的有力依据。
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景光旭　 低氧预处理胎盘间充质干细胞减轻重症急性胰腺炎模型小鼠胰腺组织损伤

Ａ. ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＩＰ３， ＮＬＲＰ３， ＭＬＫＬ ａｎｄ ｐ⁃ＭＬＫＬ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ； Ｂ. ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＩＰ３ ｐｒｏｔｅｉｎ；
Ｃ. ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ３ ｐｒｏｔｅｉｎ； Ｄ. ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＭＬＫＬ ／ ＮＡＰＤＨ；∗Ｐ＜ ０. ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ；
＃Ｐ＜０. ０５， ＃＃Ｐ＜０. ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＡＰ； △Ｐ＜０. ０１，△△Ｐ＜０. ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｎ⁃ＭＳＣｓ．

图 ４　 ＲＩＰ３、ＭＬＫＬ、磷酸化的 ＭＬＫＬ（ｐ⁃ＭＬＫＬ）、ＮＬＲＰ３ 在胰腺组织中的表达

Ｆｉｇ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＩＰ３， ＭＬＫＬ， ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＬＫＬ （ｐ⁃ＭＬＫＬ）， ａｎｄ ＮＬＲＰ３ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ
　 　 　 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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会议纪要　

及时掌握发展动态 适时调整运作方向

———本刊大数据分析研讨会纪要

２０２３ 年 ７ 月 １１ 日，《基础医学与临床》编辑部邀请某数据公司专业人员就本刊过往 ３ 年、５ 年、１０ 年周

期期间各项指标的大数据进行了汇聚和分析，并就本刊今后一段时期内的发展战略重点和路线图进行了探

讨。 大数据分析表明，如以更加开放维度的数据库为依据进行统计分析，在过去的 １０ 年中，本刊的影响因子

呈现逐年增长态势，至 ２０２１ 年（最近一个计算周期终点）已达到 １. ２８０，较客观地反映出本刊在面向“大范

围”、“综合性”学科和专业方面占有优势。 如以相对低开放维度的数据库为依据进行统计分析，则由于受到

统计源期刊数量和学科、专业取向的局限，其上述态势与优势被“技术性”掩盖了，不能得到客观呈现。
因此，在现实的新形势下，为了迎接行业竞争与挑战，兼顾以不同学科专业价值取向为目标的数据库的

架构与运作，发挥本刊的优势，更好地服务于作者、读者和社会，有必要与时俱进，适时对本刊的栏目设置、征
稿重点方向、内容与方式、重点作者群与机构群的培育与扩展、与读者群的交流互动以及改进编委会和编辑

部工作等方面进行适度的调整。
参会人员普遍认为，本刊应进一步发挥面向“大范围”、“综合性”学科专业特点与优势，顺应不同学科专

业需求，重点加强诸如“中国医学”（中图分类号 Ｒ２）、“肿瘤学”（中图分类号 Ｒ７３）、“内科学”（中图分类号

Ｒ５），以及以具有广阔前景的高技术应用特点的学科领域（如 ＡＩ）的基础研究、临床研究、基础与临床相结合

研究以及转化型研究成果的发表报道，并尽快予以落实。 要重视中图分类号对作者和读者的引导作用，帮助

他们准确合理选择使用中图分类号，以利于共同实现本刊和作者、读者及社会办好刊物的愿望。 根据各方需

求趋向，适当调整不同栏目征稿数量比例，提高研究论文和短篇综述等主要栏目稿件刊登比例，控制好其他

栏目发文比例，使各栏目发文比例保持在合理且可接受的区间。 大数据提供的重点作者和机构对本刊的发

展具有重要的意义。 要充分采用各种方式方法与他（它）们加强沟通交流，争取更多支持，以保障高质量稿

件的来源和刊物可持续发展。
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