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微载体 ６复合脂肪干细胞移植在肛瘘治疗中的应用
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　　摘　要　目的　探讨微载体６复合脂肪干细胞（Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６ＡＤＳＣ）治疗肛瘘的疗效，为肛瘘微创化治疗
探索新途径。方法　采用日本大耳兔建立兔肛瘘模型，造模成功后随机分成４组：Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６ＡＤＳＣ复合组、
ＡＤＳＣ治疗组、手术组和对照组，每组６只，病理ＨＥ染色观察不同治疗方法的效果。结果　Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６ＡＤＳＣ
复合组和ＡＤＳＣ治疗组的瘘管组织中有散布的横纹肌细胞和上皮组织，少量淋巴细胞聚集在微载体６周围，在
ＡＤＳＣ治疗组中可见到脂肪细胞聚集；对照组可见肉芽组织和淋巴细胞浸润并可见大量坏死组织。与手术组相
比，Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６ＡＤＳＣ复合组和ＡＤＳＣ治疗组的治愈时间明显缩短（Ｐ＜０．０５）；结论　Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６有利于ＡＤ
ＳＣ的多向分化，可为ＡＤＳＣ的生存提供良好环境，促进瘘管的愈合。
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　　肛瘘即肛门直肠瘘，是由肛门直肠脓肿破溃或
切开排脓后形成的肛门直肠周围肉芽肿性管

道［１］；其临床特征为肛门反复疼痛、瘙痒、流脓水，

难以愈合，影响患者生存质量［２］。肛瘘发病机理

尚不明确，手术是其主要治疗方法，但创面大、损伤

重、相关并发症多［３］。有研究报道脂肪干细胞

（ＡＤＳＣ）可治愈肛瘘［４］，且治疗复杂性肛瘘，具有

微创、无肛门括约肌损伤、痛苦小、住院时间短等优

势［５］。微载体 ６（Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６）是由带正电的有
机聚合物复合材料组成，具有多层多孔结构、利于

细胞生长，具有抗污染，免疫原性低，生物相容性和

新陈代谢性好的特点［６］。为使 ＡＤＳＣ在肛瘘的治
疗中发挥更好的作用，本研究使用 Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６
复合ＡＤＳＣ通过组织工程技术修复肛瘘周围的受
损组织，为临床肛瘘微创化治疗探索新路径。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　动物　２４只４月龄大的日本大耳兔，雌雄
不限，每只体重２．０～４．０ｋｇ，由济南金丰实验动物
有限公司提供。实验室动物质量证书编号：

３７００９７０００００６５９，许 可 证 编 号：ＳＣＸＫ（山 东）
２０１８０００６；所有动物实验程序均符合规定，并由济
宁医学院附属医院动物伦理委员会（批准号：２０１８
ＦＹ００２））审查和批准。
１．１．２　试剂与仪器　ＲＰＭＩ１６４０培养基，胶原酶
Ⅰ，胎牛血清（ＦＢＳ），红细胞裂解缓冲液（ＡＣＫ），１
×ＰＢＳ和胰蛋白酶购自 Ｇｉｂｃｏ（ＵＳ）；Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６
由ＥｌｙｏｎＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓＬＬＣ（美国）提供；肛瘘刮
除刀购自由山东赛诺医疗器械有限公司。

１．２　方法
１．２．１　兔肛瘘模型的制备　家兔全麻后固定四
肢，剪除肛周皮毛并完全暴露肛门，碘伏常规消毒

家兔肛门及其周围皮肤，使用温控电刀在兔肛周距

肛缘０．５～１ｃｍ制造肛瘘外口，在肛镜引导下从兔
肛门距肛缘０．５～０．７ｃｍ肛管内穿出，瘘管造膜完
成，探针尾部系一橡皮条，在探针引导下，使橡皮条

经瘘管外口进入，穿入瘘管，自内口穿出，结扎橡皮

条两端，使橡皮条浮挂于瘘管内，造膜结束。造膜

完成后给予造模动物配备防咬装置，防止咬断橡皮

筋、舔咬瘘管伤口；２６ｄ后去除橡皮筋，经专业两位
肛肠外科医师检查并探针检查确定造模成功［７］。

１．２．２　ＡＤＳＣ的提取和培养　家兔全麻后，将四

肢固定，准备好手术区域的皮肤，然后用碘伏常规

消毒并覆盖无菌洞巾。在兔子的后背部做一个大

约４ｃｍ长的正中切口，分离皮下组织，每只兔子取
出约５～９ｇ脂肪组织，将脂肪组织放入无菌培养盘
中，并用生理盐水洗涤，去除多余的头发和血迹，并

用ＰＢＳ进一步洗涤细胞２～３次，在无菌条件下去
除包膜，结缔组织和血管，用小剪刀将脂肪组织切

成约１ｍｍ大小的３块，并在３７℃的恒温振荡器上
用５ｍｌ的０．０５％胶原酶Ⅰ消化６０ｍｉｎ，接着加入含
有１０％ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养基以终止消化。将
悬浮液以１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，并丢弃上层中的脂
质滴和上清液，将细胞重悬于 ＰＢＳ中并通过 ２００
目滤器；随后以１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上清液。
然后将细胞重悬于含有１０％ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培
养基中，接种到６孔板中，并在５％ＣＯ２培养箱中
于３７℃培养。根据细胞的生长状态，每３～４天更
换１次培养基。将原代细胞培养大约 ２周后，用
０．２５％的胰蛋白酶消化并传代。在倒置显微镜下
观察细胞的形态变化。培养传至第三代后，拍照并

收集细胞。

１．２．３　Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６ＡＤＳＣ复合物的构建　将
Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６浸泡在 ７５％的乙醇中 ２４ｈ，然后用
ＰＢＳ洗涤３次，后将Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６在ＲＰＭＩ１６４０培
养基中孵育 ２４ｈ。用基质细胞衍生因子１α（ＳＤＦ
１α）和血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）修饰Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ
６，浓度均为 １００ｎｇ／ｍＬ，孵育 ３ｈ，收获处于对数期
生长阶段的细胞，通过使用锥虫蓝，发现活细胞百

分比超过 ９５％，并将细胞浓度调整为 ２×１０７个／
ｍＬ，将ＡＤＳＣ悬浮液与修饰的 Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６混合
并在５％ＣＯ２培养箱中在３７℃下培养２４ｈ，以使细
胞在 Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６上（在显微镜下）达到饱和状
态。

１．２．４　动物分组　成功建立模型后，将其中的２４
只兔随机分为４组：Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６ＡＤＳＣ复合组，自
体ＡＤＳＣ治疗组（简称ＡＤＳＣ治疗组），橡皮筋挂线
手术组（简称手术组）和对照组，每组 ６只；Ｍｉｃｒｏ
ｃａｒｒｉｅｒ６ＡＤＳＣ复合组接种 ２００μｌ２×１０７个／ｍｌ混
合悬浮液，ＡＤＳＣ治疗组接种 ２００μｌ２×１０７个／ｍｌ
ＡＤＳＣ悬浮液，对照组接种２００μｌ１×ＰＢＳ溶液。
１．２．５　各组动物手术步骤　１）各组家兔刨削瘘
管内壁，用亚甲蓝稀释液（０．５∶６～０．５∶２）从肛瘘外
口注入，内口有蓝液流出，确定好内口位置，用肛瘘

刮除刀刨削瘘管内壁 １～３次，肉眼观察没有染色
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组织即可；２）采用 ３／０可吸收线对各组家兔肛瘘
的肛管内部开口进行全层缝合。完成后，通过肛瘘

的外口将少量生理盐水注入瘘管创腔内，如果没有

液体从肛瘘的内部开口漏出，则确定肛瘘的内口已

成功关闭；３）ＡＤＳＣ治疗组注射自体 ＡＤＳＣ悬浮
液，将１００μｌ２×１０７个／ｍｌ的细胞悬液注射到瘘管
创腔周围的组织中。为了使细胞分布更均匀，每次

以小剂量进行多点注射，形成多个＜２ｍｍ的微囊
泡，将剩余的１００μｌ液体通过肛瘘的外口均匀地注
入瘘管创腔内，在注射过程中，注射点保持在离瘘

管壁 １～５ｍｍ；同法 Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６ＡＤＳＣ复合组注
射２００μｌＭｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６ＡＤＳＣ混合悬浮液，对照组
注射２００μｌ１×ＰＢＳ溶液。４）手术组沿瘘管的方
向，将探头从瘘管的外口缓慢插入，然后从瘘管的

内口引出，探头末端弯曲并从肛门引出，将一根带

有橡皮筋的７号丝线绑在探头末端，然后将其与橡
皮筋一起从内向外拉出，以使橡皮筋贯穿整个瘘

管，切开瘘管内部和外部开口之间的皮肤以暴露括

约肌，抬高并拉紧橡皮筋，紧贴肌肉组织用血管钳

钳夹橡皮筋下方用７号丝线进行结扎。上述操作
完成后，将兔子按不同的组进行单只饲养。每天或

隔２～３ｄ观察兔瘘管内外口的愈合情况。
１．２．６　ＨＥ染色

石蜡组织切片４μｍ厚度，贴于载玻片上，经过

二甲苯脱蜡，梯度酒精，水化，分别苏木素和伊红染

液（福州迈新公司）染色，后经梯度酒精脱水，二甲

苯透明后，滴加中性树胶后封片，显微镜下观察。

１．３　统计学方法
采用ＳＰＳＳ１６．０统计学软件对数据进行分析，

计量资料的表示用 珋ｘ±ｓ。采用方差分析进行各组
间总体比较，ＳＮＫｑ检验做进一步两两比较，以Ｐ＜
０．０１６７为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＡＤＳＣ的形态学
原代细胞培养１ｄ后，发现一些细胞是圆形的，

具有可见的细胞核黏附在培养瓶壁上；第２天，贴
壁细胞数量增加，一些贴壁细胞变形，细胞直径增

加；在第３天，细胞逐渐伸长成多边形；在第７天，
黏附的ＡＤＳＣ呈现出均匀的形态和长的纺锤形；在
第１２天，大多数黏附细胞融合，呈现集落状分布和
鱼群状排列（图１ａ）。培养２周后，细胞均匀分布，
大部分为长纺锤形，中间有核；细胞传代后，细胞迅

速附着在壁上，具有相对均匀的形态和很少的异形

细胞；细胞呈现出集落状或鱼群状的排列方式（图

１ｂ）。用胰蛋白酶消化后，ＡＤＳＣ变成单细胞悬液，
与Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６孵育４ｈ后发现，ＡＤＳＣ可均匀地
黏附在Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６上并达到饱和状态（图１ｃ）。

注：ａ．在第１２天，大多数贴壁细胞被融合，呈现集落状分布和鱼群状排列；ｂ．细胞传代后表现为集落状或鱼群状排列模式；
　　ｃ．ＡＤＳＣ与Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６结合良好，分布均匀，达到饱和状态

图１　ＡＤＳＣ的形态学观察电镜图（×６３）

２．２　各组病理ＨＥ染色情况
肛瘘治疗３周后，在全麻醉下切除肛瘘创腔组

织，行病理检查评估。Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６ＡＤＳＣ复合
组、ＡＤＳＣ治疗组所有肛瘘均愈合，在肛瘘创腔部
位有纤维状肉芽组织，ＨＥ染色显示：在 Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉ
ｅｒ６ＡＤＳＣ复合组中 Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６周围观察到了
少量淋巴细胞浮着（图 ２ａ），Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６未被周
围组织完全吸收，免疫刺激在局部组织中的反应；

ＡＤＳＣ治疗组在肛瘘创腔部位有许多脂质囊泡（图
３ｂ），ＡＤＳＣ分化的脂肪组织充填了瘘管创腔；手术
组瘘管虽愈合，但肛周组织明显缺损畸形，肉芽组

织和淋巴细胞浸润（图２ｃ），可能由于在穿线刺激
下瘘管周围组织的反应性增生所致；对照组肛瘘未

愈合，在瘘管腔内存在大量坏死组织，大量淋巴细

胞浸润（图２ｄ）。

·０３４·
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　　注：ａ．Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６ＡＤＳＣ复合组；ｂ．ＡＤＳＣ治疗组；
ｃ．手术组；ｄ．对照组

白色箭头，微载体；黑色箭头，深蓝染色的淋巴细胞；

红色箭头和区域，多脂质囊泡（脂肪细胞）；黄色区域，坏

死；黑色区域，淋巴细胞浸润；白色区域，纤维和胶原

图２　各组病理ＨＥ染色检测图 （标尺，１００μｍ）

２．３　各组肛瘘愈合情况
肛瘘治疗后，每天或隔２～３ｄ观察一次伤口愈

合过程，共３周。所有动物在手术和观察期间均存
活。各组之间的体重无差异，Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６ＡＤＳＣ
复合组、ＡＤＳＣ治疗组、手术组所有肛瘘均愈合，对
照组没有愈合；与手术组相比，ＡＤＳＣ治疗组和 Ｍｉ
ｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６ＡＤＳＣ复合组治愈时间显著缩短（Ｐ＜
００１）；与 ＡＤＳＣ治疗组相比，Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６ＡＤＳＣ
复合组的愈合时间稍长，但差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。见表１。

表１　Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６ＡＤＳＣ、自体ＡＤＳＣ移植与常规手术
在肛瘘治疗中的愈合时间比较

组别／指标 体重／ｇ 愈合时间／ｄ

Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６ＡＤＳＣ复合组 ３．５３±０．５８ ８．００±１．４１＃

ＡＤＳＣ治疗组 ３．３８±０．６２ ５．７５±１．２６＃

手术组 ３．３０±０．８８ １５．００±１．４１

Ｆ ０．１０５ ５０．０２

Ｐ ０．９０１ ０．００１

　　注：与手术组相比，Ｐ＜０．０１；＃与ＡＤＳＣ治疗组相比，Ｐ＞０．０５

３　讨论

近年来生物学治疗成为国内外专家共同研究

的热点，特别是随着分子生物学技术进步，各类生

物材质逐步应用于肛瘘的治疗术式中，其中比较新

颖的技术用在肛瘘治疗的主要有：纤维蛋白凝胶封

堵术、生物补片内口封闭术、皮肤胶原注射术、脂肪

填充技术以及异体脱细胞真皮基质（肛瘘栓）填塞

术［３］等；这些术式的出现，减少了对瘘管周围正常

的结缔组织和括约肌的损伤，一定程度地保护了肛

门括约肌的功能，但由于其治愈率不高，而且价格

较贵，一直处于试验阶段，仍未进入临床应用中。

肛瘘治疗方法主要有中西药物治疗、外科治疗、新

兴的生物治疗模式及干细胞微创治疗。药物治疗

有一定的疗效能缓解症状，中医药通过辨证施治，

可以增强肛瘘患者体质，改善临床症状，促进术后

创面愈合等，但都不能治愈肛瘘。经典传统的手术

方式是肛瘘切开或肛瘘切除术，对于低位单纯性肛

瘘治愈率高，括约肌损伤小，但其对于复杂性肛瘘

则存在括约肌保护不足的问题，术后肛门失禁发生

率较高，切割挂线术曾是治疗复杂性肛瘘的主要方

法，在一定程度上可以保护括约肌功能。但研究表

明，其术后肛门失禁率仍高达 ３４％～６３％，术后疼
痛剧烈［８］。

国内外用ＡＤＳＣ移植治疗肛瘘特别是克罗恩
的复杂性肛瘘疗效和安全性虽得到了初步认

证［９］，但目前仍停留在临床观察研究方面，且样本

量少，疗效需待进一步提高。ＡＤＳＣ移植治疗肛瘘
还存在诸多临床应用前需要解决的问题，其机理尚

未明确。ＡＤＳＣ是一种间充质干细胞，在人体内大
量存在，很容易地收获；ＡＤＳＣ具有自我再生和多
向分化的潜力；其可以促进许多血管生成因子和抗

凋亡因子的分泌［８］。因此，ＡＤＳＣ可用作肛门瘘的
治疗，促进伤口组织修复和伤口表面愈合的种子细

胞。目前，ＡＤＳＣ治疗肛瘘的研究仍处于探索阶
段，关于ＡＤＳＣ脂肪组织的来源，分离和培养的工
作流程，注射剂量和频率尚无共识。已发现使用支

架可以提高移植细胞的存活率和生物学功能，支架

提供了一种网状结构，ＡＤＳＣ黏附在其上以形成微
结构，将其混合物注射到病变中后，它们可导致肛

瘘创腔内微环境变化，从而对治疗产生协同作用。

本文结果显示 Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６ＡＤＳＣ、ＡＤＳＣ的
移植疗法都可改善肛瘘预后，通过比较Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ
６ＡＤＳＣ和自体ＡＤＳＣ移植治疗愈合后的肛瘘组织
病理切片，我们发现少量淋巴细胞浸润了Ｍｉｃｒｏｃａｒ
ｒｉｅｒ６附近的组织，这可能是因为 Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６并
未被周围组织完全吸收。因此，可以根据移植的

ＡＤＳＣ的量减少Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６的量，以达到肛瘘快
速创面愈合的预期。根据我们的实验发现和现有

临床研究的回顾，可以得出以下 （下转第４３６页）

·１３４·
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（上接第４３１页）结论：与传统的外科橡皮筋挂线
手术相比，Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６ＡＤＳＣ的移植治疗肛瘘具
有较小的浸润性，对括约肌的无损害，疼痛较小且

愈合速度更快的优点，可以初步确定 Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６
能促进ＡＤＳＣ在瘘管创腔内更好的分化，但由于
Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６浓度高、吸收慢未达到理想的预期；
如果用这次 Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ６实验量的 ２０％～５０％或
用自体脂肪制作３Ｄ支架会明显缩短愈合时间，这
是下一步课题研究目标。随着生物降解材料的快

速发展，ＡＤＳＣ可以与生物材料结合使用，以促进
ＡＤＳＣ在临床治疗中的应用，有望为患者开发更个
性化的治疗方案。
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