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不同途径移植骨髓间充质干细胞治疗犬Ⅰ型糖尿病的疗效研究

詹思意， 杜韶鹏， 吴长敏， 刘境娟， 李函霖， 严玉霖∗

（云南农业大学动物医学院， 云南 昆明　 ６５０２０１）

摘要： 旨在探讨骨髓间充质干细胞 （ＢＭＳＣｓ） 移植对犬Ⅰ型糖尿病 （ＩＤＤＭ） 的治疗效果， 比较静脉输注与腹直肌鞘注射 ２ 种移植途径的疗效差

异。 通过手术切除 ８５％～９０％胰腺组织， 建立犬 ＩＤＤＭ 模型， 将 １２ 只模型犬随机分为阳性对照组、 ＢＭＳＣｓ 静脉输注组和腹直肌鞘注射组， 每组 ４
只， 另将 ４ 只健康中华田园犬作为阴性对照组。 ＢＭＳＣｓ 治疗 ８ 周， 监测血糖、 Ｃ 肽、 生化指标及组织学变化。 结果： ２ 种移植方式均显著降低血

糖水平， 腹直肌鞘注射效果更佳； 移植后， 治疗组犬糖代谢能力增强， 血糖趋于正常， 肝脏和胰腺功能改善， 胰岛结构部分恢复， β 细胞修复并

增加。 综上， ＢＭＳＣｓ 移植通过调控血糖、 恢复胰岛功能及促进组织修复， 可有效治疗犬Ⅰ型糖尿病， 为临床治疗犬 ＩＤＤＭ 提供了理论依据和技术

支持， 具有较好的临床应用价值。
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　 　 犬骨髓间充质干细胞 （ＢＭＳＣｓ） 是骨髓中的多

能干细胞， 具备自我更新和多向分化能力， 可分化为

骨、 软骨、 脂肪、 肌腱和肌肉等多种组织。 在体外，
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ＢＭＳＣｓ 需特定诱导剂 （如地塞米松、 胰岛素） 激活

其成骨、 成脂和成软骨分化。 ＢＭＳＣｓ 具有显著的免

疫调节功能， 能抑制 Ｔ 细胞增殖， 下调促炎因子如

肿瘤坏死因子－α （ＴＮＦ－α）、 白细胞介素－６ （ＩＬ－６）
表达， 减轻炎症反应［１］。 它们还能分泌生长因子如

血管内皮生长因子 （ ＶＥＧＦ）、 肝细胞生长因子

（ＨＧＦ）， 支持血管新生和细胞存活， 促进胰岛 β 细

胞再生， 改善胰腺微环境［２］。 随着人们生活水平的

提高， 犬饲养条件的改善， 近年来老年龄犬的疾病较

多发， 其中就包括犬Ⅰ型糖尿病 （ ｉｎｓｕｌｉｎ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
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ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ， ＩＤＤＭ）。 ＩＤＤＭ 是一种由自身免疫

介导的胰岛 β 细胞破坏导致的慢性代谢性疾病。 其

危害不仅源于胰岛素绝对缺乏引起的代谢紊乱， 更体

现在多系统并发症的累积负担上， 病理特征包括胰岛

萎缩、 胰腺组织炎症浸润 （巨噬细胞浸润但缺乏

ＣＤ３＋ Ｔ 细胞浸润） 和继发性并发症 （如酮症酸中毒、
低血糖） ［３－４］， 临床表现为多饮、 多尿、 体重下降，
需依赖外源性胰岛素维持血糖稳定。 尽管胰岛素替代

治疗是 ＩＤＤＭ 管理的基石， 但其应用存在多重局限

性， 不仅影响疗效， 更带来新的健康风险。 外源性胰

岛素注射难以精确模拟健康胰腺的生理性分泌模式，
导致血糖水平在一天中剧烈波动。 这种 “过山车式”
的血糖变化不仅难以达到理想的控制效果， 本身也增

加了并发症的风险［５］。 在治疗过程中剂量计算错误、
注射后进食不足或运动量突然增加都可能导致血糖过

低。 严重的低血糖会引发虚弱、 抽搐、 昏迷甚至死

亡［６］。 长期使用外源性胰岛素， 机体可能会产生抗

胰岛素抗体， 或细胞对胰岛素的敏感性下降， 导致治

疗效果减弱［７］。 因此恢复内源性 β 细胞功能的干细

胞疗法， 被视为 ＩＤＤＭ 治疗领域最具潜力的前沿方向

之一。 研究显示， ＢＭＳＣｓ 在体外成功分化为胰岛素

分泌细胞 （ ＩＰＣｓ）， 移植至Ⅰ型糖尿病大鼠体内后，
显著降低血糖水平并提升血清胰岛素浓度， 并且试验

表明即使少量移植细胞也能有效控制高血糖， 且效果

优于直接注射胰岛素［８］； 兔 ＡＤＳＣｓ 经肝动脉或静脉

移植后， 成功改善Ⅰ型糖尿病模型的高血糖状态， 并

分化为胰岛素分泌细胞［９］； ２０２４ 年研究首次在非人

灵长类动物中实现无需免疫抑制的胰岛移植。 恒河猴

胰岛细胞成功治疗Ⅰ型糖尿病［１０］。 鉴于上述在大鼠、
兔及非人灵长类中取得的疗效， ＢＭＳＣｓ 有望在犬Ⅰ
型糖尿病模型中进一步验证其应用的安全性与有效

性， 然而目前在犬中尚无相关研究报道和临床应用。
因此， 本研究探索 ＢＭＳＣｓ 移植对犬Ⅰ型糖尿病的治

疗效果， 比较静脉输注和腹直肌鞘注射 ２ 种移植途径

的疗效差异， 研究 ＢＭＳＣｓ 移植对血糖调控、 胰岛功

能恢复、 肝脏和胰腺组织修复以及整体健康状况的

影响。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验动物和细胞

从昆明某犬场购入 １６ 只健康中华田园犬， 体重

１２～１５ ｋｇ， ９～１２ 月龄。 试验前适应性饲养 ７ ｄ， 环境

清洁通风， 喂常规日粮。 试验前 １ 周内完成体格检

查、 实验室检查和口服葡萄糖耐量试验 （ＯＧＴＴ），
所有指标均正常。

本研究所用犬 ＤＭＳＣｓ 由云南农业大学动物医学

院病理实验室提供 （已通过鉴定） ［１１－１３］。
１􀆰 ２　 主要试剂和仪器设备

犬 Ｃ 肽试剂检测盒购自上海臻科生物科技有限

公司； 苏木素染液、 苏木素分化液、 苏木素返蓝液、
组化试剂盒 ＤＡＢ 显色剂均购自武汉赛维尔生物科技

有限公司； 三磷酸腺苷购自陕西本禾生物工程有限公

司； 辅酶 Ａ 购自上海源叶生物科技有限公司。
ＩＨＩＹ－９９ 型微型高速离心机购自广州正仪生物技

术有限公司； Ｂｅｃｋｍａｎ 低温超速离心机购自美国

Ｂｅｃｋｍａｎ 公司； ＣｏｕｎｔｅｓｓⅡ 自动细胞计数仪购自赛默

飞世尔科技公司； 血糖检测仪购自优利特医疗电子有

限公司； 兽用 Ｂ 超机购自德瑞康医疗科技有限公司。
１􀆰 ３　 手术切除犬胰腺建立Ⅰ型糖尿病模型

术前 ４８ ｈ 起， 试验犬改为流质饮食； 术前 ２４ ｈ
测量体重， 并完成血常规、 血糖及生化检测。 为减少

术中呕吐与误吸风险， 术前禁食 １２ ｈ、 禁水 ６ ｈ。
静脉注射丙泊酚 （０􀆰 ５ ｍＬ ／ ｋｇ） 诱导麻醉后， 进

行气管插管建立人工呼吸通路。 使用兽用呼吸麻醉机

（吸入异戊烷）， 并通过多参数监护仪持续监测心率、
呼吸频率、 血氧饱和度及体温。 经前肢头静脉置入留

置针建立静脉通路， 术中输注生理盐水或乳酸钠林格

液 （３０～５０ ｍＬ ／ ｋｇ）， 并于术中及术后监测血糖。
试验犬仰卧位固定， 腹部术区备皮消毒， 铺无菌

巾。 取腹部正中切口 （８～１０ ｃｍ） 进腹， 上翻大网膜

进入小网膜腔， 显露胰腺上下段并测量其长度。 仔细

游离胰腺， 自十二指肠上动脉至胰角部开口间切除

８５％～９０％的胰腺组织 （保留 １０％ ～ １５％胰头及部分

主胰管）。 电凝止血后， 将大网膜覆盖胰腺断面， 缝

合后腹膜并固定十二指肠， 逐层缝合腹腔。 手术未放

置引流管， 切除组织以 ４％多聚甲醛固定备检。
术后 ３ ｄ 内， 适量通过肌肉注射美洛昔康， 缓解

试验犬疼痛。 禁食、 禁水、 静脉补液消炎 ３ ｄ。 术后

第 ４ 天起逐步恢复饮食， 由流质过渡至半流质， 随后

正常饲喂， 不给予胰酶制剂， 每日 ２ 次， 食量与成分

同术前。 监测空腹及随机血糖， 术后 １ 周行口服葡萄

糖耐量试验， １０～１４ ｄ 拆线。
模型成功标准为连续 ７ ｄ 空腹血糖＞１１􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，

Ｃ 肽显著降低， 葡萄糖耐量试验峰值＞１１􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 并出现多饮、 多尿、 体重显著下降等典

型糖尿病症状 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 视为 ＩＤＤＭ 模型建立

成功。
１􀆰 ４　 动物分组

１６ 只试验犬随机分为阴性对照组 （ＮＣ 组， ｎ ＝
４） 和模型组 （ｎ ＝ １２）。 ＮＣ 组仅行假手术， 暴露胰

腺后逐层缝合， 不切除胰腺。 模型组行胰腺切除术，
切除 ８５％～９０％的胰腺， 诱导Ⅰ型糖尿病。 连续监测
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血糖水平， 空腹血糖持续 ７ ｄ 高于 １１􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、 Ｃ
肽值显著下降、 葡萄糖耐量检测结果显示血糖峰值超

过 １１􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 且出现多饮、 多尿、 体重减轻等典型

糖尿病症状， 视为 ＩＤＤＭ 模型成功。 模型成功后， 将

１２ 只 ＩＤＤＭ 犬随机分为： 阳性对照组 （ ＰＣ 组， ｎ＝
４）、 ＢＭＳＣｓ 静脉输注组 （试验 Ⅰ 组， ｎ ＝ ４） 和

ＢＭＳＣｓ 腹直肌鞘注射组 （试验Ⅱ组， ｎ ＝ ４）。 各治疗

组按 １×１０７ ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ、 每千克体重注射 １ ｍＬ 移植细

胞， 每 ２ 周移植 １ 次。
１􀆰 ５　 治疗方法

１􀆰 ５􀆰 １　 ＢＭＳＣｓ 静脉输注

将体外培养、 扩增并完成鉴定的 ＢＭＳＣｓ 用无菌

生理盐水重悬， 制备成浓度 １×１０６ ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ 的单细胞

悬液， 置于无菌输液袋中备用。 通过试验犬的前肢头

静脉或其他适宜的表浅静脉， 埋置留置针， 建立静脉

通道。 为确保生物安全性与相容性， 输注前静脉给予

适量抗过敏药物 （如地塞米松）。 将装有 ＢＭＳＣｓ 悬液

的输液袋连接至静脉通路， 使用输液泵或通过重力滴

注， 在 ３０～ ６０ ｍｉｎ 内缓慢、 匀速地将细胞悬液输入

体内。
１􀆰 ５􀆰 ２　 ＢＭＳＣｓ 腹直肌鞘注射

将体外培养、 扩增并完成鉴定的 ＢＭＳＣｓ 用无菌

生理盐水重悬， 制备成浓度 １×１０６ ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ 的单细胞

悬液， 吸入 １ ｍＬ 注射器内备用。 将试验犬仰卧位固

定， 剃除腹部毛发。 准确触诊定位腹白线及两侧的腹

直肌鞘区域。 对术区进行常规消毒。 操作者持注射

器， 与皮肤表面呈一定角度， 刺穿皮肤及腹直肌前

鞘， 将针尖送入腹直肌鞘腔内。 轻微回抽注射器， 确

认无血液回流后， 缓慢将 ＢＭＳＣｓ 悬液注入鞘内。 注

射完毕后快速拔出针头， 对注射点轻微按压止血。
１􀆰 ６　 治疗及观察指标

１􀆰 ６􀆰 １　 血糖检测

使用宠物血糖仪动态监测犬的随机血糖与空腹血

糖。 ＯＧＴＴ 可评估血糖调控能力。 为系统评估血糖调

节能力， 分别在术前 １ 周、 术后 １ 周及治疗第 ４、 ８
周进行 ＯＧＴＴ。 试验犬禁食 １２ ｈ 后， 按 １ ｇ ／ ｋｇ 剂量口

服葡萄糖溶液， 分别在 ０、 ３０、 ６０、 １２０ ｍｉｎ 采集静

脉血测定血糖。 正常与糖尿病犬的糖耐量判定标准见

表 １。
表 １　 葡萄糖耐量试验判定标准 ｍｍｏｌ ／ Ｌ

类型 空腹 服糖后 ６０ ｍｉｎ 服糖后 １２０ ｍｉｎ

正常糖耐量 ３􀆰 ９～６􀆰 １ ６􀆰 ７～９􀆰 ４ ＜７􀆰 ８

糖尿病性糖耐量 ≥７􀆰 ０ ＞１１􀆰 １ ≥１１􀆰 １

１􀆰 ６􀆰 ２　 血常规、 生化指标检测

从头静脉采集试验犬血液样本至 ２ ｍＬ 抗凝管，
３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ～ １５ ｍｉｎ， 吸取上层淡黄色血清，
弃去下层不溶物。 将血清按 １００ μＬ 分装至新离心管，
于－８０ ℃冻存备用。 全血样品直接用于血常规检测，
离心后的血清按生化试剂盒 （成都斯马特科技股份

有限公司） 说明操作， 移液至生化测试盘后， 放入

生化检测仪测定生化指标。
１􀆰 ６􀆰 ３　 犬 Ｃ 肽检测

犬 Ｃ 肽检测流程包括试剂准备、 试验操作和结

果计算。 试验前， 将试剂盒从冷藏环境中取出回温至

室温， 并按 １ ∶ ２０ 稀释洗涤缓冲液备用。 测定后， 以

标准品 ＯＤ 值为横坐标、 浓度为纵坐标绘制标准曲

线， 获得回归方程， 代入样品 ＯＤ 值计算浓度。 根据

犬正常 Ｃ 肽参考范围 （０􀆰 ５ ～ ２􀆰 ８６ ｎｇ ／ ｍＬ） 判断结果

是否异常。
１􀆰 ６􀆰 ４　 组织样采集、 石蜡切片制备与 ＨＥ 染色

治疗结束后， 通过头静脉注射丙泊酚和氯化钾对

ＩＤＤＭ 试验犬实施安乐死。 沿腹中线打开腹腔， 取出

胰腺并剪取 ０􀆰 ５ ｃｍ３ 组织块， 放入 ４％多聚甲醛中，
４ ℃固定 ２４ ｈ 以上。 固定后标记组织块， 切成 ５ μｍ
厚切片， 贴于载玻片， 进行 ＨＥ 染色。
１􀆰 ６􀆰 ５　 免疫组化 （ ＩＨＣ） 染色

对犬胰腺组织进行 ＩＨＣ 染色。 切片二甲苯Ⅰ
３０ ｍｉｎ、 Ⅱ １０ ｍｉｎ 脱蜡， 梯度乙醇 （１００％→７０％）
各 ５ ｍｉｎ 脱水； ｐＨ ＝ ９􀆰 ０ 抗原修复液加热， 自然冷

却， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ； 阻断酶 ２５ ｍｉｎ，
ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ； ３％ ＢＳＡ 室温封闭

３０ ｍｉｎ； ３７ ℃ 一抗 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 每次

５ ｍｉｎ； 室温二抗 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 每次５ ｍｉｎ；
新鲜 ＤＡＢ 显色 １０ ｍｉｎ， 水洗后苏木素复染 ２ ｍｉｎ、 返

蓝； 逆向乙醇脱水各 ３ ｍｉｎ， 二甲苯Ⅱ－Ⅰ各 ２ ｍｉｎ；
中性树脂封片、 拍照。
１􀆰 ７　 体况评估检查

在建立 ＩＤＤＭ 犬模型及细胞移植治疗过程中， 持

续监测试验犬的体重变化， 并采用 ５ 分制综合评分对

其体况进行动态评估， 评分维度包括行为活动、 精神

状态、 食欲和饮欲， 评判标准见表 ２。
１􀆰 ８　 数据处理方法

试验数据均采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 软件进行汇总整理，
用 ＳＰＳＳ ２７􀆰 ０ 软件进行分析， 试验数据均采用 “均
值±标准差” 表示。
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表 ２　 犬体况评估标准

分数 行为、 精神状态 食欲 饮欲

１ 犬不走动， 也不能以躺着的姿势进行排便 完全拒绝进食 饮水量明显高于正常水平， 且饮水

频繁

２ 犬仅在排便或排尿的时候走动 进食量极少， 需强迫才吃少

量食物

饮水量明显高于正常水平

３ 犬不愿走路， 仅站立， 对外界刺激的反应差 食欲一般， 进食量有所减少 饮水量稍高于正常范围

４ 犬对行走和外界刺激的基本不产生反应， 睡眠时间延长 食欲正常， 能正常进食 饮水量在正常范围内

５ 犬走路轻快， 能够积极响应外界的刺激 （包括主人的呼唤、
对触觉的反应等）

食欲旺盛， 进食积极 饮水量正常且主动饮水

２　 结果

２􀆰 １　 犬 Ｉ 型糖尿病模型的建立

通过手术切除 ８ 只试验犬 ８５％ ～ ９０％的胰腺组

织， 成功建立了犬Ⅰ型糖尿病模型。 在建模后的第

３、 ６、 ９、 １２、 １５ 天， 测定 ＩＤＤＭ 模型组 （ ｎ ＝ １２）
和 ＮＣ 组 （ｎ＝ ４） 的空腹血糖， 连续观察 １５ ｄ。 结果

显示， ＩＤＤＭ 组平均空腹血糖在第 ３ 天明显上升， 第

６ 天突破 １１􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 并在后续时间持续维持在

１１􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 以上。 术后 １ 周， 对 ＮＣ 组和 ＩＤＤＭ 模

型组试验犬进行 ＯＧＴＴ。 ２ 组犬一次性口服葡萄糖溶

液后， 在 ０、 ３０、 ６０、 １２０ ｍｉｎ 采集静脉血， 检测血

糖变化， 评估血糖调节能力。 结果显示， ０ ｍｉｎ 时，
ＩＤＤＭ 组高达 （ １１􀆰 ６９ ± ０􀆰 ３７） ｍｍｏｌ ／ Ｌ； ６０ ｍｉｎ 和

１２０ ｍｉｎ时， ＩＤＤＭ 组血糖异常升高且恢复缓慢， 平均

值≥１１􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。 在建模前 （０ ｄ） 和术后第 １５ 天，

测定 ＮＣ 组和 ＩＤＤＭ 模型组的空腹 Ｃ 肽水平， ＩＤＤＭ
模型组术后 １５ ｄ Ｃ 肽水平显著下降。 在试验期间，
动态监测 ２ 组试验犬的体重， 并在第 ３、 ６、 ９、 １２、
１５ 天记录结果。 ＩＤＤＭ 模型组自第 ６ 天起体重开始下

降， 第 ９～１５ 天下降显著。 临床观察显示， ＩＤＤＭ 模

型犬出现多饮、 多尿和体重减轻等典型糖尿病症状。
结果表明犬 ＩＤＤＭ 模型建立成功。
２􀆰 ２　 移植细胞对犬 ＩＤＤＭ 的治疗效果

２􀆰 ２􀆰 １　 移植细胞对犬血糖的调控

在 ８ 周的犬 ＩＤＤＭ 治疗中， 使用 ＢＭＳＣｓ 进行移

植， 每周检测 １ 次随机血糖， 共 ８ 次 （表 ３）。 结果

显示， 试验 Ｉ 组和 ＩＩ 组的随机血糖显著低于 ＰＣ 组。
第 ６ 周时， 试验Ⅰ组与Ⅱ组差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ００１）；
第 ８ 周时， 试验Ⅰ组与Ⅱ组有显著差异 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
试验Ⅱ组下降幅度最大。

表 ３　 治疗期各组随机血糖变化 （ｎ＝４） ｍｍｏｌ ／ Ｌ

时间 ／ 周 ＮＣ 组 试验Ⅰ组 试验Ⅱ组 ＰＣ 组

１ ５􀆰 ２６±０􀆰 ４４ １０􀆰 ６８±０􀆰 ２５ １０􀆰 ４８±０􀆰 １８ １３􀆰 ５０±０􀆰 ５５

２ ５􀆰 １９±０􀆰 ３５ ９􀆰 ８３±０􀆰 ２７ ９􀆰 ４８±０􀆰 ３１ １４􀆰 ００±０􀆰 ５１

３ ５􀆰 １５±０􀆰 ２０ ８􀆰 ９９±０􀆰 ２８ ８􀆰 ７２±０􀆰 ３６ １４􀆰 ４６±０􀆰 ４８

４ ５􀆰 ２５±０􀆰 ３９ ８􀆰 ０５±０􀆰 ２７ ７􀆰 ８０±０􀆰 ３６ １５􀆰 １４±０􀆰 ５３

５ ５􀆰 １５±０􀆰 ３２ ７􀆰 ６７±０􀆰 ３０ ７􀆰 ２６±０􀆰 ３３ １５􀆰 ６３±０􀆰 ５０

６ ５􀆰 １９±０􀆰 ３３ ７􀆰 ２３±０􀆰 ３９ 　 　 ６􀆰 ０７±０􀆰 ２４∗∗∗ １６􀆰 １８±０􀆰 ３５

７ ５􀆰 ２１±０􀆰 ２０ ６􀆰 ５２±０􀆰 ４９ 　 ５􀆰 ５９±０􀆰 ３２∗∗ １６􀆰 ８５±０􀆰 ２５

８ ５􀆰 ２０±０􀆰 ２２ ５􀆰 ８２±０􀆰 ３８ 　 ５􀆰 １５±０􀆰 １４∗　 １７􀆰 ７２±０􀆰 ２６

　 　 　 　 注： 试验Ⅱ组与Ⅰ组相比， ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１。 下同。

　 　 在治疗周期的第 ４ 周、 第 ８ 周， 对各组试验犬进

行了 ＯＧＴＴ 检测， 结果见表 ４。 第 ４ 周时， 试验Ⅰ组

和Ⅱ组的血糖下降趋势减缓， 在 １２０ ｍｉｎ 时 ２ 组差异

显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 第 ８ 周时， Ⅰ组和Ⅱ组的空腹血糖

显著降低， １２０ ｍｉｎ 时血糖水平分别为 （７􀆰 ５９±０􀆰 ４６）

ｍｍｏｌ ／ Ｌ 和 （６􀆰 ４６±０􀆰 ３３） ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 试验Ⅱ组更接近

正常范围， 在 ６０ ｍｉｎ 时 ２ 组 差 异 极 显 著 （ Ｐ ＜
０􀆰 ００１）。 这表明 ８ 周 ＢＭＳＣｓ 移植治疗后， 试验Ⅰ组

和Ⅱ组的空腹血糖和糖代谢能力均显著改善。
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表 ４　 治疗期试验犬口服葡萄糖耐量试验 ｍｍｏｌ ／ Ｌ

治疗时间 ／ 周 采集时间 ／ ｍｉｎ ＮＣ 组 试验Ⅰ组 试验Ⅱ组　 ＰＣ 组

４

０ ５􀆰 ４６±０􀆰 ５２ ９􀆰 ９８±０􀆰 ３８ ９􀆰 ９９±０􀆰 １３ １４􀆰 ５９±０􀆰 ４５

３０ ８􀆰 ２９±０􀆰 ３９ １２􀆰 ９２±０􀆰 １６ １２􀆰 ５１±０􀆰 ２７ １７􀆰 ７５±０􀆰 ５６

６０ ６􀆰 ５４±０􀆰 ４２ １２􀆰 １３±０􀆰 ５２ １１􀆰 ４８±０􀆰 ３１ １６􀆰 ３９±０􀆰 ６０

１２０ ５􀆰 ４９±０􀆰 ５５ １０􀆰 ９７±０􀆰 ６０ ９􀆰 ９１±０􀆰 ３０∗∗ １５􀆰 ９０±０􀆰 ６５

８

０ ５􀆰 ３３±０􀆰 ２５ ６􀆰 ６２±０􀆰 ２６ ６􀆰 ５９±０􀆰 ４３ １４􀆰 ７７±０􀆰 ２６

３０ ８􀆰 ０２±０􀆰 ３６ ９􀆰 ０４±０􀆰 ２２ ８􀆰 ３９±０􀆰 ３２∗ １８􀆰 ６５±０􀆰 ２４

６０ ６􀆰 ６８±０􀆰 ３９ ８􀆰 ３５±０􀆰 ２７ ７􀆰 ０２±０􀆰 ３７∗∗∗ １７􀆰 ４８±０􀆰 ２６

１２０ ５􀆰 ３９±０􀆰 ２０ ７􀆰 ５９±０􀆰 ４６ ６􀆰 ４６±０􀆰 ３３∗∗∗ １６􀆰 ８４±０􀆰 １６

２􀆰 ２􀆰 ２　 移植细胞对犬肝脏、 胰脏组织的相关生化指

标的影响

犬肝脏和胰腺相关生化指标对评估Ⅰ型糖尿病的

病情控制、 发展趋势、 并发症风险及治疗效果至关重

要。 本研究在治疗期未开始前 （０ 周）、 治疗期 ４ 周、
治疗期 ８ 周 ３ 个时间点检测天门冬氨酸氨基转移酶

（ＡＳＴ）、 丙 氨 酸 氨 基 转 移 酶 （ ＡＬＴ ）、 淀 粉 酶

（ＡＭＹ）、 脂肪酶 （ＬＰＳ） 等犬肝脏、 胰脏组织相关

的生化指标的变化， 结果见表 ５。
由表 ５ 可知， Ⅰ组和Ⅱ组的 ＡＳＴ 值在治疗期间

（０～ ８ 周） 均低于 ＰＣ 组。 在治疗 ４ 周时， 试验Ⅰ组

和Ⅱ组的 ＡＳＴ 值差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ００１）。 治疗 ８ 周

时， 试验 Ⅰ 组和 Ⅱ 组的 ＡＳＴ 值分别为 （ ８７􀆰 ５０ ±
１２􀆰 ９７） Ｕ ／ Ｌ 和 （４８􀆰 ２５ ± １４􀆰 ３６） Ｕ ／ Ｌ， 差异极显著

（Ｐ＜０􀆰 ００１）， 其中Ⅱ组更接近正常水平。
ＡＬＴ 指标的变化趋势与 ＡＳＴ 相似。 治疗 ４ 周后，

试验Ⅰ组和Ⅱ组 ＡＬＴ 值差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 治疗 ８
周时， 试验Ⅱ组 ＡＬＴ 值降至 （８８􀆰 ２５ ± ７􀆰 ０９） Ｕ ／ Ｌ，
极显著低于试验Ⅰ组 （Ｐ＜０􀆰 ００１）， 且处于正常范围。

ＡＭＹ 和 ＬＰＳ 值是评估胰腺损伤与修复的关键指

标。 治疗 ８ 周时， 试验Ⅱ组 ＡＭＹ 值降至 （１ ５００􀆰 ００±
１０２􀆰 ０８） Ｕ ／ Ｌ， 极显著低于试验Ⅰ组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），
且接近正常范围。 ＬＰＳ 值的变化同样显著。 治疗 ４ 周

时， 试验Ⅱ组 ＬＰＳ 值极显著低于试验Ⅰ组 （ Ｐ ＜
０􀆰 ００１）。 治 疗 ８ 周 时， 试 验 Ⅱ 组 ＬＰＳ 值 降 至

（２１４􀆰 ００±１５􀆰 １２） Ｕ ／ Ｌ， 在正常范围。
治疗期间， ＮＣ 组肝脏和胰腺生化指标保持正常

水平。

表 ５　 治疗期试验犬相关生化指标检测结果 Ｕ ／ Ｌ

生化指标 组别 治疗 ０ 周 治疗 ４ 周 治疗 ８ 周

ＡＳＴ ＮＣ ２６􀆰 ５０±７􀆰 １４ ２５􀆰 ００±５􀆰 ４８ ２５􀆰 ７５±６􀆰 １８

试验Ⅰ １５７􀆰 ００±３􀆰 ６５ １３８􀆰 ００±４􀆰 ８３ ８７􀆰 ５０±１２􀆰 ９７

试验Ⅱ １５６􀆰 ２５±１１􀆰 １２ 　 　 １１２􀆰 ７５±１１􀆰 ３５∗∗ 　 　 ４８􀆰 ２５±１４􀆰 ３６∗∗∗

ＰＣ １５７􀆰 ７５±９􀆰 ４３ ２０７􀆰 ００±８􀆰 ２９ ２４７􀆰 ５０±４􀆰 ８０

ＡＬＴ ＮＣ ６３􀆰 ５０±１９􀆰 ３６ ６５􀆰 ００±２０􀆰 ７０ ６５􀆰 ００±２１􀆰 ４８

试验Ⅰ １６２􀆰 ５０±１０􀆰 ４７ １５２􀆰 ２５±１０􀆰 ８１ １２４􀆰 ００±９􀆰 ３５

试验Ⅱ １６１􀆰 ７５±９􀆰 ７４ 　 　 １０８􀆰 ００±１３􀆰 ５２∗∗∗ ８８􀆰 ２５±７􀆰 ０９∗∗

ＰＣ １８３􀆰 ２５±１４􀆰 ９７ １８７􀆰 ７５±１１􀆰 ３２ ２３５􀆰 ２５±７􀆰 １４

ＡＭＹ ＮＣ １ １６１􀆰 ２５±１９２􀆰 １０ １ ０７７􀆰 ５０±１１２􀆰 ３５ １ １１９􀆰 ００±１３７􀆰 ８６

试验Ⅰ ２ ９０７􀆰 ５０±９４􀆰 ０４ ２ ７３３􀆰 ００±６９􀆰 ９４ ２ ３８９􀆰 ５０±２９２􀆰 ５９

试验Ⅱ ２ ９１２􀆰 ００±２２３􀆰 ７１ ２ ４１８􀆰 ００±３０５􀆰 ９４ 　 　 １ ５００􀆰 ００±１０２􀆰 ０８∗∗∗

ＰＣ ２ ８８９􀆰 ５０±１２６􀆰 ９４ ３ ４４５􀆰 ００±２２４􀆰 ３７ ３ ８９８􀆰 ７５±１０１􀆰 ２４

ＬＰＳ ＮＣ ７９􀆰 ００±２３􀆰 ９３ ８２􀆰 ２５±２４􀆰 １０ ８２􀆰 ５０±２６􀆰 １０

试验Ⅰ ３５９􀆰 ５０±３８􀆰 ２３ ３４１􀆰 ２５±３７􀆰 ８５ ２６８􀆰 ７５±４５􀆰 ９１

试验Ⅱ ３６０􀆰 ７５±２２􀆰 ２０ 　 ２６３􀆰 ００±２５􀆰 ２６∗∗ ２１４􀆰 ００±１５􀆰 １２

ＰＣ ３６９􀆰 ００±４７􀆰 ２１ ４４０􀆰 ００±１５􀆰 ４３ ５０９􀆰 ７５±１２􀆰 ２８

　 　 注： ＡＳＴ 参考值为 ０～５０ Ｕ ／ Ｌ， ＡＬＴ 参考值为 ５～１２５ Ｕ ／ Ｌ， ＡＭＹ 参考值为 ４００～１ ５００ Ｕ ／ Ｌ， ＬＰＳ 参考值为 ０～２１６ Ｕ ／ Ｌ。

·５１１·畜牧与兽医　 ２０２６ 年　 第 ５８ 卷　 第 １０ 期



２􀆰 ２􀆰 ３　 移植细胞对犬胰岛功能的影响

在治疗 ４ 周和 ８ 周时， 对试验犬进行 Ｃ 肽检测以

评估 ＢＭＳＣｓ 移植对胰岛功能的改善。 Ｃ 肽是评价胰

岛 β 细胞功能的关键指标， 其水平变化直接反映胰

岛功能恢复程度， 表 ６ 为各组试验犬的 Ｃ 肽值检测

结果。 结果显示， 治疗 ４ 周时， 试验Ⅰ组和Ⅱ组 Ｃ
肽水平均高于 ＰＣ 组。 治疗 ８ 周后， 试验Ⅰ组和Ⅱ组

Ｃ 肽水平进一步升高， 且试验Ⅱ组极显著高于试验Ⅰ
组 （Ｐ＜０􀆰 ００１）。 与 ＰＣ 组相比， 试验Ⅰ组和Ⅱ组 Ｃ
肽水平在治疗期间均显著升高， 表明 ＢＭＳＣｓ 移植有

效促进胰岛 β 细胞功能恢复。 值得注意的是， 试验

Ⅱ组在治疗 ８ 周时 Ｃ 肽水平已接近 ＮＣ 组正常水平，
表明长期治疗效果更为显著。 而 ＰＣ 组 Ｃ 肽水平持续

低下， 治疗 ８ 周时降至 （０􀆰 １４±０􀆰 ０４） ｎｇ ／ ｍＬ。
治疗结束后， 对 ＮＣ 组、 试验Ⅰ组、 试验Ⅱ组和

ＰＣ 组试验犬的胰腺组织进行采样， 经预处理后进行

ＨＥ 染色和胰岛素 ＩＨＣ 分析 （图 １）。 从 ＨＥ 染色图中

可以看出， ＮＣ 组胰腺结构清晰， 无异常； ＰＣ 组胰岛

细胞数量减少、 排列紊乱、 萎缩， 腺泡细胞水肿； 试

验Ⅰ组和Ⅱ组胰岛结构部分恢复， 多数胰岛边界清

晰， 胰岛细胞数量逐渐上升， 胰岛内细胞排列趋于有

序。 根据胰岛素 ＩＨＣ 结果可知， ＮＣ 组可见胰岛内大

量细胞被染成棕褐色呈阳性反应， 反之， ＰＣ 组胰岛

β 细胞的胰岛素表达显著减少， 极少数胰岛细胞呈棕

褐色阳性反应。 通过治疗的试验Ⅰ组， 其胰岛内呈现

胰岛素阳性的 β 细胞数量相比 ＰＣ 组有所增多。 试验

Ⅱ组犬的胰岛 β 细胞的胰岛素表达有所增加， 部分

胰岛内细胞呈棕褐色阳性反应。 由此可见， 相较于试

验Ⅰ组， 试验Ⅱ组犬的胰腺组织功能恢复状况较好。

表 ６　 治疗后试验犬 Ｃ 肽值检测结果 ｎｇ ／ ｍＬ

组别 治疗 ４ 周 治疗 ８ 周

ＮＣ ２􀆰 ４８±０􀆰 １８ ２􀆰 ４９±０􀆰 ２３

试验Ⅰ １􀆰 １９±０􀆰 １６ １􀆰 ４７±０􀆰 １６

试验Ⅱ １􀆰 ４４±０􀆰 １７ 　 　 ２􀆰 ２１±０􀆰 ３３∗∗∗

ＰＣ ０􀆰 ３１±０􀆰 ０５ ０􀆰 １４±０􀆰 ０４

注： 红色箭头指示胰岛细胞， 绿色箭头指示血管。

图 １　 各组试验犬胰腺组织 ＨＥ 染色与 ＩＨＣ 结果 （１００×）

２􀆰 ２􀆰 ４　 移植细胞对犬机体的影响

通过血常规检测白细胞 （ ＷＢＣ） 和 红 细 胞

（ＲＢＣ） 值的变化， 分析 ＢＭＳＣｓ 移植对犬机体的影

响。 在治疗前 （０ 周）、 治疗期 ４ 周和治疗期 ８ 周时

对各组试验犬进行测定 （表 ７）。
ＷＢＣ 检测显示， 治疗 ４ 周时， 试验Ⅰ组和Ⅱ组
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分别为 （２７􀆰 ４０±１􀆰 ６５） ×１０９ ／ Ｌ 和 （２４􀆰 ０６±２􀆰 ４３） ×
１０９ ／ Ｌ， 均低于 ＰＣ 组。 治疗 ８ 周时， 试验Ⅰ组和Ⅱ
组 ＷＢＣ 值进一步下降， 试验Ⅱ组接近正常范围 （６×
１０９ ～ １７ × １０９ ／ Ｌ）， 与试验 Ⅱ 组差异极显著 （ Ｐ ＜
０􀆰 ００１）。

ＲＢＣ 检测显示， 治疗 ４ 周时， 试验Ⅰ组与Ⅱ组

差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 治疗 ８ 周时， 试验Ⅰ组和Ⅱ组

ＲＢＣ 值分别为 （ ４􀆰 １６ ± ０􀆰 ３９） × １０１２ ／ Ｌ 和 （ ５􀆰 ４０ ±
０􀆰 ５０） × １０１２ ／ Ｌ， 试验Ⅱ组接近正常范围 （ ５􀆰 １０ ×
１０１２ ～８􀆰 ５０×１０１２ ／ Ｌ）。

表 ７　 治疗期试验犬血常规结果

检测指标 组别 治疗 ０ 周 治疗 ４ 周 治疗 ８ 周

ＷＢＣ ／ （１０９·Ｌ－１）

ＮＣ １１􀆰 ０２±２􀆰 １８ １０􀆰 ５４±１􀆰 ４８ １０􀆰 ５７±０􀆰 ９６

试验Ⅰ ２９􀆰 ４９±１􀆰 ６６ ２７􀆰 ４０±１􀆰 ６５ ２４􀆰 ０８±１􀆰 ６７

试验Ⅱ ２９􀆰 ８１±１􀆰 ５２ ２４􀆰 ０６±２􀆰 ４３ 　 　 １８􀆰 １０±１􀆰 ９４∗∗∗

ＰＣ ３０􀆰 ０８±１􀆰 ４６ ３９􀆰 ８８±２􀆰 ６３ ２７􀆰 ０１±１􀆰 ８０

ＲＢＣ ／ （１０１２·Ｌ－１）

ＮＣ ６􀆰 ４７±０􀆰 ６１ ６􀆰 ３０±０􀆰 ４２ ６􀆰 ４７±０􀆰 ５９

试验Ⅰ ４􀆰 １５±０􀆰 ４２ ４􀆰 １２±０􀆰 ５７ ４􀆰 １６±０􀆰 ３９

试验Ⅱ ４􀆰 ９３±０􀆰 ２７∗ 　 ５􀆰 １７±０􀆰 ３４∗∗ 　 　 ５􀆰 ４０±０􀆰 ５０∗∗∗

ＰＣ ４􀆰 １７±０􀆰 ４８ ３􀆰 ６１±０􀆰 ２０ ３􀆰 １８±０􀆰 １８

　 　 在治疗期 ０、 ４、 ８ 周时， 统计了各组试验犬的体

重 （表 ８）。 结果显示， 治疗 ４ 周和 ８ 周时， 试验Ⅰ
组与Ⅱ组体重有显著差异 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 且均高于

ＰＣ 组。

表 ８　 治疗期试验犬的体重变化 ｋｇ

治疗期 ／ 周 ＮＣ 组 试验Ⅰ组 试验Ⅱ组 ＰＣ 组

０ １３􀆰 ４５±０􀆰 ５０ １１􀆰 ３３±０􀆰 ６９ １１􀆰 ３３±０􀆰 ７４ １１􀆰 ２５±０􀆰 ３１

４ １３􀆰 ９３±０􀆰 ４６ １１􀆰 ７３±０􀆰 ６５ １２􀆰 ７５±０􀆰 ３７∗ １０􀆰 ６０±０􀆰 ４４

８ １４􀆰 ２５±０􀆰 ４７ １２􀆰 ２８±０􀆰 ５５ １３􀆰 ３５±０􀆰 １９∗ ９􀆰 ９８±０􀆰 ６２

　 　 在治疗期 ０、 ４、 ８ 周时对 ５ 组试验犬的行为、 精

神状态、 食欲和饮欲进行了体况评估。 结果显示

（表 ９）， 试验Ⅰ组和Ⅱ组在行为、 精神状态和食欲方

面评分均为 ４ 分， 显著优于 ＰＣ 组 （２ 分）。 在饮欲

评分上， 试验Ⅰ组和Ⅱ组在治疗 ４ 周和 ８ 周时均为 ４
分， 也显著优于 ＰＣ 组。 这表明 ＢＭＳＣｓ 移植显著改善

了糖尿病犬的整体健康状况。
治疗结束后， ＤＲ 检测显示试验Ⅰ组和Ⅱ组试验

犬未见增生或肿瘤， 证实细胞移植安全。 在治疗的 ８
周内， 各组试验犬均未死亡， 全部存活。
２􀆰 ２􀆰 ５　 移植细胞治疗犬 ＩＤＤＭ 的并发症

在 ８ 周治疗期间， ＮＣ 组、 试验Ⅰ组和Ⅱ组犬均

未出现皮肤病变， 但 ＰＣ 组部分犬出现皮肤破溃和溃

烂， 尤其是足部溃烂严重。 对 ＰＣ 组患犬皮肤患处每

周涂抹一次 ＢＭＳＣｓ 细胞液进行治疗， 治疗 １ 周后，
患犬耳部皮肤逐渐愈合， 足部溃烂处已基本结痂， 伤

口趋于愈合。 详见图 ２、 ３。

表 ９　 各组试验犬体况评估分值 分

评估指标 组别 治疗 ０ 周 治疗 ４ 周 治疗 ８ 周

行为、 精神状态

ＮＣ ５ ５ ５

试验Ⅰ ４ ４ ４

试验Ⅱ ４ ４ ４

ＰＣ ４ ３ ２

食欲

ＮＣ ５ ５ ５

试验Ⅰ ４ ４ ４

试验Ⅱ ４ ４ ４

ＰＣ ４ ３ ２

饮欲

ＮＣ ５ ５ ５

试验Ⅰ ３ ４ ４

试验Ⅱ ３ ４ ４

ＰＣ ３ ２ １
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ａ． 治疗前； ｂ． 治疗后。

图 ２　 ＰＣ 组试验犬耳部皮肤治疗效果

ａ． 治疗前； ｂ． 治疗后。

图 ３　 ＰＣ 组试验犬足部皮肤治疗效果

３　 讨论

本研究通过手术切除犬 ８５％ ～ ９０％的胰腺组织，
成功构建了稳定的Ⅰ型糖尿病模型。 在 ＢＭＳＣｓ 移植

过程中， 细胞输注途径对治疗效果具有重要影响。 静

脉输注使 ＢＭＳＣｓ 随血液循环广泛分布于胰腺、 肝脏

和肾脏等靶器官， 促进胰岛 β 细胞功能恢复并改善

糖尿病相关肾损伤。 研究表明， ＢＭＳＣｓ 在胰腺内可

以分化为胰岛素生成细胞， 并且能够减少肾小球系膜

的增厚以及巨噬细胞的浸润［１４］。 此外， 与静脉注射

相比， 直接将 ＢＭＳＣｓ 注射至腹直肌鞘可以有效避免

“肺首过效应” （静脉注射时约 ８０％的细胞会被肺截

留）， 从而显著提高胰腺局部的细胞浓度［１５］。 这种局

部高浓度的细胞分布可增强旁分泌效应， 促进胰腺微

环境的重建， 并延长细胞在体内的存活时间。
在为期 ８ 周的 ＢＭＳＣｓ 移植治疗后， 静脉与腹直

肌鞘两种途径均能显著降低血糖水平， 且腹直肌鞘组

效果更优。 ＯＧＴＴ 结果显示， 治疗组犬糖代谢能力增

强， 血糖水平趋于正常。 已有研究表明， ＢＭＳＣｓ 可

通过旁分泌机制分泌多种细胞因子， 如血管内皮生长

因子 （ＶＥＧＦ）、 血管生成素－１ （ＡＮＧ－１）、 肝细胞

生长因子 （ＨＧＦ） 和转化生长因子－β （ＴＧＦ－β） 等，

促进组织修复与血管生成， 并通过上述机制减轻胰腺

损伤和系统性炎症反应［１６］。 此外， ＢＭＳＣｓ 还可能通

过外泌体携带的 ｍｉＲＮＡ （如 ｍｉＲ－２１） 保护 β 细胞免

受凋亡， 从而改善血糖调控能力［１７］。 生化指标与组

织学分析进一步证实， ＢＭＳＣｓ 移植显著改善了肝脏

与胰腺功能， ＡＳＴ、 ＡＬＴ 水平下降提示肝损伤缓解，
ＡＭＹ 与 ＬＰＳ 值降低反映胰腺外分泌功能恢复。 组织

学观察进一步显示， ＢＭＳＣｓ 治疗组胰岛结构部分恢

复， 胰岛细胞数量增加且排列有序， 胰岛素阳性细胞

数量明显增多。 这表明 ＢＭＳＣｓ 不仅能改善血糖水平，
还能通过促进组织修复与再生， 恢复胰腺内分泌功

能， 其作用机制可能与 ＢＭＳＣｓ 分泌的 ＨＧＦ、 ＶＥＧＦ
等生长因子密切相关， 这些因子促进血管生成与细胞

增殖， 加速受损组织的修复过程。 此外， 血常规结果

显示 ＷＢＣ 与 ＲＢＣ 恢复至正常范围， 提示 ＢＭＳＣｓ 具

有免疫调节与促进造血的作用。 尤其是 ＷＢＣ 水平的

下降， 可能反映了 ＢＭＳＣｓ 对慢性炎症状态的抑制作

用。 试验犬体重增加， 行为活动、 精神状态及食欲评

分均有所提升， 这些变化可能与 ＢＭＳＣｓ 的免疫调节

与抗炎作用密切相关。 有研究指出， ＢＭＳＣｓ 可抑制

促炎因子如肿瘤坏死因子 α、 白介素 ６ 等的释放， 同

时促进抗炎因子如白介素 １０、 ＴＧＦ－β 等的分泌， 从

而减轻糖尿病引发的全身性炎症反应， 改善机体代谢

状态［１８］。 在治疗过程中， 未接受 ＢＭＳＣｓ 移植的阳性

对照组部分犬出现皮肤溃疡， 而局部涂抹 ＢＭＳＣｓ 培

养液可加速创面愈合， 表明其在糖尿病并发症治疗中

具潜在价值。 ＢＭＳＣｓ 还可能通过调节局部免疫微环

境， 抑制炎症反应， 为组织修复创造有利条件［１９］。
这一发现提示其对糖尿病慢性并发症的治疗具有潜在

应用价值。
综上， 本研究证实 ＢＭＳＣｓ 移植可通过调控血糖、

修复胰岛结构、 改善肝胰功能及调节免疫等机制， 有

效治疗犬Ⅰ型糖尿病。 腹直肌鞘注射因避免肺截留、
局部浓度高、 操作简便， 展现出更优的代谢改善效果

与临床转化潜力。 未来结合基因编辑、 生物材料或免

疫调控策略， 有望进一步提升 ＢＭＳＣｓ 在Ⅰ型糖尿病

个体化治疗中的疗效。
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