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【摘要】  目的　探讨胎盘间充质干细胞（placental-derived mesenchymal stem cells, P-MSCs）移植对脓毒症小鼠肠道损

伤的保护作用与机制。方法　将24只小鼠随机均分为3组：假手术（Sham）组、脓毒症（CLP）组与胎盘间充质干细胞治疗

（CLP+P-MSCs）组。假手术组小鼠仅开腹游离盲肠后还纳，其余2组采用盲肠结扎穿孔法（CLP）构建脓毒症模型。Sham组

和CLP组均于术后1 h经尾静脉注射0.9%NaCl 0.1 mL，CLP+P-MSCs组于术后1 h输注P-MSCs 2×105个。P-MSCs移植24 h后

收集各组小鼠肠道和血液样本。肠道组织经HE染色后进行病理评估，酶联免疫吸附法对血清D-乳酸、二胺氧化酶

（DAO）、内毒素、IL-1β、TNF-α、IL-6、IL-10、TGF-β浓度进行检测，实时荧光聚合酶链式反应法对小肠组织中相关炎性因

子基因表达水平进行测定。蛋白免疫印迹法测定肠道中ZO-1与occludin蛋白的表达情况，免疫组化法对小肠巨噬细胞的

浸润程度进行检测，免疫荧光法对巨噬细胞的极化情况进行检测。结果　外源性移植的P-MSCs可在脓毒症小鼠损伤肠道

中定植。相比CLP组，CLP+P-MSCs组肠道损伤明显减轻；血清D-乳酸、DAO、内毒素、IL-1β、IL-6、TNF-α浓度降低

（P<0.05），IL-10、TGF-β升高（P<0.05）；肠道组织中IL-1β、TNF-α、IL-6基因表达水平降低（P<0.05），IL-10、TGF-β升高

（P<0.05）；肠道中ZO-1与occludin蛋白表达量也升高（P<0.05）。同时，CLP+P-MSCs组肠道组织中巨噬细胞分布显著减少，

巨噬细胞有向M2型极化的趋势。结论　外源性P-MSCs移植可显著减轻脓毒症肠损伤小鼠的炎性损伤、改善肠屏障功

能。减少巨噬细胞的浸润、促使巨噬细胞由M1型向M2型极化可能是其减轻炎症反应的机制之一。
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【Abstract】   Objective　 To explore the protective effect  of  placenta-derived mesenchymal stem cells  (P-MSCs)
transplantation  on  intestinal  injury  in  septic  mice  and  its  mechanism. Methods　A  total  of  24  mice  were  randomly
assigned to 3 groups, a sham operation group, a sepsis group that underwent cecal ligation and puncture (CLP) procedure,
and a group that received CLP and P-MSCs treatment. Hereinafter, the three groups are referred to as the Sham group, the
CLP group, and the CLP+P-MSCs group. For the mice in the Sham group, the abdomen was cut open and the cecum was
exposed and then placed back in the abdomen. CLP was performed in the other two groups to establish the sepsis model.
Mice in the Sham and the CLP groups received 0.1 mL of 0.9% NaCl injection in the tail vein 1 hour after operation, while
mice in the CLP+P-MSCs group received 2×105 P-MSCs infusion 1 hour after operation. Intestinal and blood specimens
were collected from the mice in each group 24 hours after P-MSCs transplantation. Hematoxylin and eosin (HE) staining
of  the  intestinal  tissue  was  performed  for  pathological  evaluation.  The  serum  concentrations  of  D-lactic  acid,  diamine
oxidase  (DAO),  endotoxin,  interleukin  (IL)-1β,  tumor  necrosis  factor  (TNF)-α,  IL-6,  IL-10,  and  transforming  growth
factor  (TGF)-β  were  determined by  enzyme linked immunosorbent  assay  (ELISA).  The  gene  expression  of  the  relevant
inflammatory factors  in the small  intestinal  tissue was determined by real-time fluorescence polymerase  chain reaction.
The expression of zonula occludens protein-1 (ZO-1) and occludin protein in the intestine was determined by Western
blot, the infiltration of intestinal macrophages was determined by immunohistochemical method, and the polarization of
macrophages was determined by immunofluorescence. Results　The exogenous transplantation of  P-MSCs could form
colonies  in  the  injured  intestines  of  septic  mice.  Compared  with  those  of  the  CLP  group,  the  intestinal  injury  of  the 
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CLP+P-MSCs group was significantly alleviated, the serum concentrations of D-lactic acid, DAO, endotoxin, IL-1β, IL-6,
and TNF-α were significantly decreased (P<0.05), while the serum concentrations of IL-10 and TGF-β were significantly
increased  (P<0.05),  the  expression  levels  of IL-1β, TNF-α and IL-6  genes  in  the  intestinal  tissue  were  significantly
decreased (P<0.05),  while the expression levels  of IL-10 and TGF-β genes were significantly increased (P<0.05),  and the
expression  of  ZO-1  and  occludin  proteins  in  the  intestine  was  also  significantly  increased  (P<0.05).  In  addition,  the
distribution  of  macrophages  in  the  intestinal  tissue  of  the  CLP+P-MSCs  group  decreased  significantly  and  the
macrophages  showed  a  tendency  for  M2  polarization.  Conclusion　Exogenous  transplantation  of  P-MSCs  can
significantly reduce inflammatory injury and improve the intestinal barrier function in septic mice with intestinal injury.
Reduction in the infiltration of macrophages and promotion of the polarization of macrophages from M1 to M2 may be
the mechanisms underlying the reduction of inflammation.
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脓毒症是机体因感染所致的全身炎症反应综合征，

常继发多器官功能障碍及患者死亡，其发病率高且呈逐

年上升趋势，病死率可达30%～70%[1]。脓毒症的过度炎

症反应常累及肠道，而损伤的肠道又会促使细菌与毒素

移位，加重炎症反应，推动其他器官损伤的进展。可见，

肠道既是脓毒症的损伤器官又是导致病情进展的重要中

间环节，故寻找有效的脓毒症肠损伤的保护策略至关

重要。

巨噬细胞作为免疫系统的关键参与者，在脓毒症的

炎症反应中扮演着重要的角色[2]。已有研究表明，巨噬细

胞在脓毒症肠道损伤的发生、发展中发挥着重要作用，免

疫失衡导致的过度炎症反应会诱导局部更多的巨噬细胞

浸润，这又将进一步加重肠组织损伤[3]。而有趣的是，巨

噬细胞具有很强的可塑性，一些研究证实，巨噬细胞从

M1表型向M2表型的转化可减少各种炎症性疾病中的组

织损伤[4-6]。近年来，有研究发现胎盘间来源的间充质干

细胞（placental-derived mesenchymal stem cells, P-MSCs）

相比其他种类的间充质干细胞具有更强的免疫调节与增

殖能力，然而，P-MSCs在脓毒症肠道损伤中的治疗作用

鲜有报道。因此，本研究旨在观察P-MSCs对脓毒症小鼠

肠道损伤的保护作用，并探讨P-MSCs能否有效减少肠道

组织中巨噬细胞的浸润并促使巨噬细胞由M1型向M2型

极化。

 1     材料和方法

 1.1    材料

 1.1.1    动物　健康成年雄性C57BL/6小鼠，鼠龄6～8周，体

质量18～22 g，购自成都达硕实验动物有限公司。所有实

验动物均在合适的环境中饲养，25 ℃，12 h暗/光循环，可

自由饮水和进食。实验程序由西部战区总医院医学伦理

委员会批准（伦理批件编号：2021EC2-20）。

 1.1.2    主要试剂　间充质干细胞无血清培养基购自友

康恒业生物科技( 北京) 有限公司；流式抗体CD105、

CD90、CD73、CD19、CD45、CD34、CD14和人类白细胞

DR抗原（human leukocyte antigen DR, HLA-DR）购自美

国Biolgend公司。白介素（interleukin, IL）-1β、IL-6、IL-

10、肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor, TNF）-α、血清

D-乳酸、二胺氧化酶（diamine oxidase, DAO）、内毒素

（endotoxin, ET）检测试剂盒均购自上海江莱生物科技有

限公司；兔抗小鼠闭锁连接蛋白1（zonula occludens

protein 1, ZO-1）与occludin抗体，CD86、CD206、CD163、

诱导型一氧化氮合酶（inducible nitric oxide synthase,

iNOS）抗体购自英国Abcam公司；CD68抗体购自美国

CST公司；反转录聚合酶链反应(RT-PCR)检测试剂盒 one

step SYBR PrimeScript RT-PCR KitⅡ购自日本TaKaRa公

司；引物由上海生工生物工程有限公司设计并合成；

RNA提取试剂与全蛋白提取试剂盒购自北京索莱宝科技

有限公司；麻醉药异氟烷购自深圳市瑞沃德生命科技有

限公司。

 1.1.3    主要设备与仪器　IVIS Spectrum（美国Caliper公司）；

CFX96荧光定量聚合酶链反应（PCR）仪（美国Bio-Rad公

司）；细胞培养箱（美国Thermofisher）；FACSCantoⅡ型流

式细胞分析仪（美国BD公司）。

 1.2    实验方法

 1.2.1    P-MSCs的培养与鉴定　参照HUANG等[7]研究，将

课题组前期保存的P-MSCs（第3代）采用间充质干细胞无

血清培养基培养，选取生长良好的第4代细胞。制备P-

MSCs单细胞悬液，离心、洗涤、再离心，然后重悬细胞，

加入直标一抗孵育。孵育完成后洗涤、离心、重悬细胞，

采用流式细胞仪检测P-MSCs的表面标志物（CD105、

CD73、CD90、CD34、CD19、CD45、CD14和HLA-DR）。

此外，分别对P-MSCs进行成骨诱导分化（茜素红染色）和
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成脂诱导分化（油红O染液染色），最后再根据国际细胞

治疗协会（ISCT）组织鉴定标准进行鉴定。

 1.2.2    模型构造与给药方法　将24只健康成年雄性C57BL/

6小鼠随机均分为Sham组、CLP组与CLP+P-MSCs组，术

前12 h禁食但不禁饮。CLP组与CLP+P-MSCs组采用盲肠

结扎穿孔法（CLP）建立脓毒症肠损伤模型[8]：用异氟烷麻

醉小鼠后，开腹分离肠系膜和盲肠，在盲肠的上1/3处用

3号线结扎，用22G针头横穿下半部盲肠，在穿孔处挤出少

许肠内容物，随后还纳入腹腔并逐层关腹。Sham组用异

氟烷麻醉小鼠后游离盲肠再回纳关腹，如相比Sham组，CLP

组血清炎症因子及HE染色出现明显变化表示造模成功。

Sham组与CLP组均于术后1 h经尾静脉注射1 mL

37 ℃ 0.9%NaCl。CLP+P-MSCs组于术后1 h经尾静脉输

注2×105个P-MSCs。在P-MSCs移植24 h后取材，异氟烷麻

醉后处死所有小鼠，经眶静脉取血，约1 mL/只，静置后离

心取血清，再收集小肠组织（空肠），将血清与组织保存于

−80 ℃冰箱。实验过程符合国家有关实验动物福利伦理

原则。

 1.2.3    小肠组织HE染色与组织病理学观察　用体积分数

4%多聚甲醛溶液将小肠组织固定24 h后，进行梯度脱

水、二甲苯透明、石蜡包埋、切片（厚度4 μm），再行HE染

色。组织切片由两位高年资病理医生在显微镜下观察病

理学变化，并采用双盲法进行病理评分。小肠组织病理

评分参照CHIU等[9]的方法。

 1.2.4    血清D-乳酸、DAO、ET及炎性因子的检测　血清

中D-乳酸、DAO、ET、IL-1β、TNF-α、IL-6、IL-10、TGF-

β的分泌水平均使用ELISA法检测。将小鼠血清在4 ℃下

离心20 min（3 000 r/min）后取上清液。将不同浓度的标

准品50 μL加入标准品孔中，将稀释的待测样本50 μL加入

样本孔中，空白孔不加样。再将辣根过氧化物酶（HRP）

标记的抗体100 μL分别加入样本孔与标准品孔中，孵育

60 min。最后采用全自动酶标仪测定450 nm处的吸光度

（OD）值。

 1.2.5    肠道组织中炎症因子基因表达水平检测　采用qRT-

PCR法测定各组肠道中炎症因子基因的表达水平。将适

量相同质量的小肠组织研磨，其总mRNA经Trizol法提取

测定浓度后，用one step SYBR PrimeScript RT-PCR

KitⅡ在CFX96荧光定量聚合酶链反应仪进行RNA逆转录

和PCR扩增。用2−△△Ct法对数据进行分析，炎症基因引物

均由上海生工生物工程有限公司合成，引物序列见表1。

 1.2.6    小肠组织中ZO-1与occludin蛋白表达水平测定　采

用Western blot法检测肠道组织中ZO-1与occludin蛋白表

达水平。将适量等质量的小肠组织（空肠）磨碎后提取总

蛋白。通过常规的电泳、转膜、封闭后，加入抗ZO-1与

occludin抗体（1∶1  000），在4 ℃下共孵育过夜。用

TBST洗涤3次后，加入二抗（1∶5  000）孵育1 h，再次用

TBST洗涤3次，最后经化学发光凝胶成像仪曝光并用天

能GIS机箱控制软件V2.0对条带进行曝光扫描，分析目的

条带光密度值。

 1.2.7    P-MSCs在脓毒症小鼠体内示踪　取10只健康成年

雄性C57BL/6小鼠随机分为Sham+P-MSCs组与CLP+P-

MSCs组（每组5只），两组处理方法同1.2.2。假手术与

CLP术后1 h分别经尾静脉注射CM-Dil标记的P-MSCs

2×105个，P-MSCs移植后24 h进行取材，麻醉后处死所有

小鼠并采集空肠组织制备冰冻切片，使用DAPI将冰冻切

片复染核后在荧光显微镜下观察P-MSCs的分布并拍

照。采用IPP Image-Pro Plus 6.0软件测量两组P-MSCs的

定植量。

 1.2.8    小肠组织中的巨噬细胞浸润　采用免疫组化法检

测小肠组织中巨噬细胞的浸润情况。将小肠组织石蜡切

片进行脱蜡处理后，进行抗原修复与封闭，先加入一抗

（抗小鼠CD68抗体）1∶500，室温孵育60 min，再于4 ℃孵

育过夜。次日加入生物素标记的二抗孵育30 min后再滴

加DAB溶液，复染、脱水、透明、封片后显微镜下观察并

拍照。采用IPP Image-Pro Plus 6.0软件测量CD68蛋白表

达量。

表 1    qRT-PCR引物序列

Table 1    qRT-PCR primer sequence

Gene Upstream primer sequence Downstream primer sequence

TNF-α 5′-AGAAGTTCCCAAATGGCCTC-3′ 5′-CCACTTGGTGGTTTGCTACG-3′

IL-1β 5′-GCAACTGTTCCTGAACTCAACT-3′ 5′-ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT-3′

IL-6 5′-TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC-3′ 5′-TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC-3′

IL-10 5′-GTTACTTGGGTTGCCAAG-3′ 5′-TTGATCATCATGTATGCTTC-3′

TGF-β 5′-AGAGCCCTGGATACCAACTATTG-3′ 5′-TGCGACCCACGTAGTAGACG-3′

β-actin 5′-ACGGTCAGGTCATCACTATCG-3′ 5′-GGCATAGAGGTCTTTACGGATG-3′
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 1.2.9    小肠组织中巨噬细胞极化表型的免疫荧光染色　采

用免疫荧光法检测小肠组织中巨噬细胞的极化表型分布

情况。将小肠石蜡切片进行脱蜡处理后，进行抗原修复、

通透与封闭，分别加入一抗（抗小鼠C D 6 8、C D 8 6、

CD206、CD163、iNOS抗体）1∶500，4 ℃孵育过夜，次日

加入荧光标记的二抗孵育1 h，复染、封片后置于荧光显

微镜下观察并拍照。采用IPP Image-Pro Plus 6.0软件分

别测量各组 i N O S、C D 8 6、C D 1 6 3、C D 2 0 6蛋白表

达量。

 1.3    统计学方法

x̄± s用 表示计量资料，单因素方差分析（Tukey法）用

于多组间比较，LSD-t检验用于进一步两两比较，P<0.05为

差异有统计学意义。

 2     结果

 2.1    P-MSCs生物学特性鉴定

P-MSCs在培养状态下呈长梭形，经流式细胞仪检

测：MSCs阳性标志物（CD90、CD73、CD105）≥95%；阴性

标志物（CD14、CD34、CD19、CD45和HLA-DR）≤2%

（图1）；多向分化潜能鉴定：P-MSCs可成功向骨细胞、脂

肪细胞分化（图2）。表明本实验培养获得的P-MSCs满足

间充质干细胞标准。

 2.2    小肠组织HE染色与病理损伤评估

小肠组织HE染色结果显示，Sham组小鼠小肠组织结

构清晰，柱状上皮排列整齐，形态未见明显异常；与Sham

组相比，CLP组小肠组织结构紊乱，绒毛顶端剥落，黏膜、

黏膜下层和肌层水肿、充血伴炎性细胞浸润明显，该组病

理评分明显升高（P<0.001）；对比CLP组，CLP+P-MSCs组

结构破坏明显减少，黏膜、黏膜下层和肌层水肿与充血减

轻，炎性细胞浸润减少 （P<0.05）（图3）。

 2.3    P-MSCs对脓毒症小鼠血清炎症因子的影响

ELISA检测结果表明，与Sham组相比，CLP组血清中

炎症因子IL-1β、TNF-α、IL-6质量浓度升高，抗炎因子IL-

10、TGF-β质量浓度降低；与CLP组相比，CLP+P-MSCs组

血清炎症因子IL-1β、TNF-α、IL-6质量浓度降低，抗炎因

子IL-10、TGF-β质量浓度升高（P<0.05，图4）。
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图 1  P-MSCs流式细胞仪检测结果

Fig 1  P-MSCs flow cytometry results

A: CD90; B: CD73; C: CD14; D: CD34; E: CD19; F: CD45; G: CD105; H: HLA-DR.
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图 2  P-MSCs分化鉴定

Fig 2  P-MSCs differentiation identification

A: before P-MSCs osteoblast differentiation and staining; B: P-MSCs osteoblast differentiation staining; C: before P-MSCs adipoblast differentiation and staining; D:

P-MSCs adipoblast differentiation staining.
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 2.4    脓毒症小鼠肠道炎症因子基因表达水平

qRT-PCR法检测表明，相比Sham组，CLP组的促炎因

子IL-1β、TNF-α、IL-6 mRNA表达升高，抗炎因子IL-10、

TGF-β mRNA的表达降低；相比CLP组，CLP+P-MSCs组促

炎因子IL-1β、TNF-α、IL-6 mRNA的表达降低，抗炎因子

IL-10、TGF-β mRNA的表达升高（P<0.05，图5）。

 2.5    脓毒症小鼠肠道屏障功能

本研究发现，CLP组比Sham组血清D-乳酸、DAO、

ET水平升高；给予P-MSCs治疗后，血清D-乳酸、DAO、

ET水平降低（P<0.05，图6）。通过Western blot检测脓毒症

小鼠肠道紧密连接蛋白，CLP组ZO-1与occludin的表达量

比Sham组下降；经P-MSCs治疗后，CLP+P-MSCs组ZO-

1与occludin的表达量比CLP组增加（P<0.05，图7）。综上

表明，P-MSCs能有效改善脓毒症小鼠肠屏障功能。

 2.6    P-MSCs在损伤部位的定植

如图8所示，相比Sham+P-MSCs组，CLP+P-MSCs组

肠道组织中有更多的P-MSCs定植。以上结果表明，体外

输注的P-MSCs有向损伤的肠道组织中定植的趋势。

 2.7    脓毒症小鼠小肠组织中巨噬细胞的浸润情况

结果发现，Sham组存在少量巨噬细胞（CD68+），且散

在分布于小肠固有层和肌层中；与Sham组相比，CLP组小

肠巨噬细胞（CD68+）浸润明显增多；相比CLP组，CLP+P-

MSCs组小肠巨噬细胞明显减少（图9）。因此，说明P-

MSCs在治疗脓毒症小鼠肠道损伤中，可有效减少小肠组

 

CLP CLP+P-MSCs

100 μm 100 μm 100 μm
0

1

2

3

4

5
*** *

Sh
am CLP

CLP+P-M
SC

s

P
at

h
o

lo
gi

ca
l s

co
re

o
f 

sm
al

l i
n

te
st

in
eSham

 
图 3  各组小鼠小肠组织病理损伤

Fig 3  Pathological injury of the small intestine of the mice in each group
* P<0.05, ***  P<0.001; n=5.
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图 4  小鼠血清炎性指标

Fig 4  Findings for the serum inflammatory indices of the mice
* P<0.05, ** P<0.01; n=5.
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图 5  小鼠小肠组织炎性因子基因表达

Fig 5  Gene expression of inflammatory factors in the small intestine of the mice
* P<0.05, ** P<0.01; n=5.
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织巨噬细胞的浸润。

 2.8    脓毒症小鼠小肠组织中巨噬细胞的极化情况

采用免疫荧光染色发现，Sham组小肠组织中仅散在

分布有少量巨噬细胞（CD68+），相比Sham组，CLP组小肠

组织中巨噬细胞浸润明显增多，并且高表达 iNOS与

CD86（M1极化），而低表达CD163与CD206（M2极化），由

此，说明在脓毒症肠道损伤的发生过程中小肠组织中的

巨噬细胞发生了M1极化。相比CLP组，CLP+P-MSCs组

小肠组织中巨噬细胞数量明显减少，并且iNOS、CD86表

达降低，而CD163、CD206表达升高（图10），由此，说明在

P-MSCs治疗脓毒症小鼠肠道损伤中，可诱导小肠组织巨

噬细胞向M2型极化。

 3     讨论

MSCs是一种具有自我更新、多向分化潜能、低免疫

原性以及免疫调节功能的成体多能干细胞，其组织来源

丰富，如骨髓基质、脂肪、围产期组织（胎盘、脐带、脐带

血）、骨骼、肌肉、肝脏等[10]。研究表明MSCs通过调节免
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图 6  小鼠血清D-乳酸、DAO和ET检测

Fig 6  Determination of serum D-lactic acid, DAO, and ET in mice
* P<0.05, ** P<0.01; n=5.
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图 7  小肠组织 ZO-1与occludin蛋白的Western blot检测

Fig 7  Examination of ZO-1 and occludin proteins in small intestine by Western blot
* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001; n=5.
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图 8  P-MSCs在小肠组织的定植

Fig 8  Colonization of P-MSCs in the small intestinal tissue

A：distribution of CM-Dil labeled P-MSCs in small intestine (×400); B: statistical analysis of colonization (*** P<0.001; n=4).
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疫状态、平衡炎症反应，在脓毒症疾病的治疗中具有明显

优势[11-12]。骨髓、脂肪等来源的间充质干细胞已被多项

研究证实可有效减轻脓毒症模型的炎症反应，缓解器官

损伤[13-14]。而当前有多项研究表明P-MSCs相比其他来源

的MSCs表现出更强的免疫调节与增殖能力[7，15]，且无创

获取方便 、伦理限制少。因此，本研究通过探讨外源性

植入P-MSCs治疗脓毒症肠损伤的有效性，并观察P-

MSCs对巨噬细胞的调节作用，为临床治疗脓毒症肠损伤

提供新策略。

本研究中，建模后24 h即检测发现CLP组小鼠血清促

炎因子IL-1β、TNF-α、IL-6质量浓度显著升高，抗炎因子

IL-10、TGF-β质量浓度明显降低，同时肠道组织中促炎因

子IL-1β、TNF-α、IL-6 mRNA 表达水平显著升高，抗炎因

子IL-10、TGF-β mRNA 表达水平明显降低，表明CLP小鼠

模型肠道与全身炎症反应严重。移植P-MSCs 24 h后，本

研究发现肠道组织中促炎因子 IL -1β、TNF-α、 IL -6
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图 9  免疫组化检测小肠组织巨噬细胞浸润情况

Fig 9  Determination of infiltration of macrophages in the small intestinal tissues by immunohistochemical staining
*** P<0.001; n=5.
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图 10  小肠组织中巨噬细胞的极化情况

Fig 10  Polarization of macrophages in the small intestinal tissues
* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001; n=5.
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mRNA表达水平显著降低，而抗炎因子IL-10、TGF-β

mRNA表达水平明显升高。反映全身炎症反应的促炎因

子IL-1β、TNF-α、IL-6血清指标明显降低，抑炎因子IL-

10、TGF-β血清指标显著升高。因此，以上实验结果表明

P-MSCs能有效减轻脓毒症小鼠肠道及全身炎症反应。

DAO是肠上皮细胞内酶，只有当肠上皮细胞发生损

伤时，其血清活性才会显著增加。肠道作为外界与机体

内环境之间的天然屏障，当肠道屏障功能正常时，D-乳

酸、内毒素几乎不能进入到血液循环中，而当肠道屏障功

能发生障碍时，大量的D-乳酸、内毒素才可进入到血液

循环中。此外，肠道屏障功能完整性与肠道上皮细胞间

的紧密连接密切相关，研究表明，ZO-1与occludin蛋白是

评价肠上皮细胞间紧密连接的重要指标[16]。本研究中，

建模后24 h即观察到CLP组小鼠小肠黏膜绒毛形态出现

明显异常，同时DAO、D-乳酸和内毒素等反映肠黏膜完

整性和肠屏障功能的血清指标均显著升高，小肠组织ZO-

1与occludin蛋白表达明显降低，表明脓毒症小鼠模型伴

有明显的肠道损伤且肠屏障功能破坏。而经外源性植入

P-MSCs 24 h后即观察到脓毒症小鼠肠道结构破坏明显

减少，组织水肿、红细胞渗出、炎性细胞浸润明显减轻，

血清D-乳酸、DAO与内毒素浓度显著降低，肠道组织中

ZO-1与occludin蛋白表达显著升高。综上说明P-MSCs

能有效减轻脓毒症小鼠肠道损伤并改善肠道屏障功能。

组织细胞发生损伤时，会分泌释放多种细胞因子或

趋化因子，诱导MSCs向损伤部位迁移与定植。MSCs向

脓毒症损伤肠道迁移与定植则更有利于通过细胞间接触

和旁分泌机制发挥免疫调节作用，促进局部经典活化的

M1巨噬细胞向M2型极化，而M2巨噬细胞可通过分泌鸟

氨酸促进细胞增殖和组织修复[17-18]。而关于外源性MSCs

是否在脓毒症损伤肠道中定植尚未见报道，因此本研究

探讨了体外移植的P-MSCs在脓毒症小鼠损伤肠道内的

定植情况。植入P-MSCs 24 h后，假手术组小肠组织中仅

观察到少量P-MSCs，而脓毒症组小肠组织内P-MSCs分布

显著增多。表明外源性P-MSCs具有向脓毒症损伤肠道

中迁移和定植的特性，这更有利于发挥脓毒症肠道损伤

的治疗作用。

炎症反应是机体为自我保护而作出的防御反应，在

炎症反应中，巨噬细胞作为关键的炎性细胞通常可表现

出M1（促炎）和M2（抗炎）表型。M1巨噬细胞通过促炎反

应增强免疫应答以消除感染，对机体提供保护作用。但

在脓毒症中，因免疫失衡所致的炎症反应异常亢进，M1

巨噬细胞促炎产生的大量炎性因子严重破坏正常细胞代

谢，诱导细胞凋亡，加剧组织缺血，最终加重组织损伤，继

发多器官功能障碍和患者死亡。M2巨噬细胞可通过抑

制炎症反应，清除细胞碎片和促进细胞增殖来补充细胞

凋亡以帮助组织修复。因此，旨在减弱M1巨噬细胞活性

或诱导M1巨噬细胞向M2型极化已被普遍认为是成功的

脓毒症治疗方法[19-21]。MSCs可根据环境信号不同的刺激

表现出治疗潜力的差异，其暴露在炎性环境中反应出更

强的免疫调节能力，诱导巨噬细胞由M1型向M2型极化，

有效降低炎性因子的表达，而增强巨噬细胞的吞噬活性

和细菌杀伤力[22]。因此，本研究考察P-MSCs对脓毒症小

鼠巨噬细胞极化的调节对揭示其潜在的治疗作用机制提

供有力的证据。本研究通过免疫组化观察到，与Sham组

相比，CLP组肠道巨噬细胞数量显著增多，而相比CLP组，

CLP+P-MSCs组巨噬细胞浸润明显减少。为进一步探讨

P-MSCs对巨噬细胞的调节作用，通过免疫荧光分析发现

CLP组肠道巨噬细胞主要表现为M1型，而CLP+P-MSCs

组M2型分布明显增多。由此，本研究证明了外源性P-MSCs

移植可有效减少脓毒症小鼠小肠巨噬细胞浸润，并促使

肠道巨噬细胞由M1型向M2型极化。

综上，本研究表明P-MSCs可有效减轻脓毒症小鼠肠

道损伤及全身炎症反应，改善肠屏障功能，P-MSCs减轻

肠道损伤与炎症反应可能与减少肠道组织巨噬细胞浸润

并促巨噬细胞向M2抗炎型极化有关。

*　　　　*　　　　*
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