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犬自体骨髓单个核细胞经冠状动脉移植重建梗死心肌

朱智明,高连如3 ,费宇行,王志国,张宁坤,陈　宇,贺　声,丁青艾
(海军总医院心内科,北京 100037)

[摘要]　目的: 探讨选用含有原始干细胞ö多系祖细胞及基质细胞的骨髓单个核细胞(M BM C) ,经冠状动脉移植重建犬梗死心肌,

观察其修复、重建梗死心肌及改善心功能的效果。方法: 经皮穿刺球囊封堵前降支成功建立心肌梗死动物模型并存活约 1周的杂种

犬10条,平均分为细胞移植组和对照组。细胞移植术前 1 d分离M BM C,以DA P I标记,温箱保存过夜。常规冠状动脉造影、PTCA ,

在球囊闭塞前降支条件下注入M BM C (每次 4×106个细胞, 2 m l) ,气囊保持充盈 2 m in 后恢复灌注 2 m in,重复注入 3次。分别于

术前及术后 2个月行超声心动图检查,动物放血处死后取心脏前壁和下壁冰冻切片,荧光显微镜观察并照相。结果: 移植组术后与

术前及对照组比较,平均左室舒张末容量和左室收缩末容量减少、EF 和 FS 增加(P < 0105) ; 对照组则左室舒张末容量和左室收缩

末容量明显增加、FS减少(P < 0105)。细胞移植组左室收缩及舒张内径和梗死长度均较移植前缩小, 梗死部位室壁厚度较移植前增

加 (P < 0105) ;而对照组梗死区室壁变薄。在细胞移植组前壁心肌组织冰冻切片中可以看到心肌细胞核发黄绿色荧光,发现带绿色

荧光的丝状肌丝肌管,移植犬的下壁和对照组的前壁可见心肌细胞核发出光亮较移植组前壁淡的自发黄绿色荧光,而均未发现有带

绿色荧光的丝状肌丝肌管。结论: 自体骨髓单个核细胞移植可重建坏死心肌,梗死区域内有移植的新生心肌细胞,且抑制心室的重

塑、防止心脏进一步扩大和心功能下降。
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Repa ir of infarcted m yocard ium by autologous in tracoronary m ononuclear bone marrow cell tran splan ta-

t ion in dogs
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A i (D epartm en t of Cardio logy, N avy General Ho sp ita l, Beijing 100037, Ch ina)

[ABSTRACT ]　Objective: To invest igate the feasib ility and efficiency of au to logous in traco ronary mononuclear bone m arrow

cell t ransp lan tat ion fo r treatm en t of dog m yocardial infarct ion1 M ethods: T en m ale dogs underw en t perm anen t left an terio r

descending co ronary arteries occlu sion by balloon to estab lish m yocardial infarct ion (M I) model1 A bou t 1 w eek after ex tensive

M I, dogs w ere divided in to transp lan tat ion group (n= 5) and con tro l group (n= 5) 1 Echocardiography study w as perfo rm ed

befo re and 60 d after imp lan tat ion to assess left ven tricu lar remodeling and function1 Dogs w ere sacrificed and specim ens w ere

harvested 60 d po st2imp lan tat ion; h isto logic sect ions w ere exam ined under a fluo rescen t m icro scopy1 Results: T he left ven tric2
u lar end2diasto lic vo lum e (LV EDV ) and left ven tricu lar end2systo lic vo lum e (LV ESV ) decreased in transp lan tat ion group ,

w h ile EF and FS increased sign ifican tly (P < 0. 05) and SV insign ifican tly. T he LV EDV and LV ESV in con tro l group in2
creased obviously, w h ile FS decreased sign ifican tly (P < 0. 05) and SV and EF insign ifican tly. T he LV ESV in transp lan tat ion

group w as sign ifican tly low er than that of con tro l group (P < 0. 05) w h ile LV EDV insign ifican tly; EF and FS in transp lan ta2
t ion group w as sign ifican tly h igher than that of con tro l group (P < 0. 05) w h ile SV insign ifican tly. T he LV diasto lic and sys2
to lic en ternal diam eter and the length of infarct ion area decreased after transp lan tat ion and the th ickness of infarct ion area in2
creased (P < 0. 05) , w h ile the th ickness in con tro l group decreased. In transp lan tat ion group the cardiac an terio r w allw as po s2
it ively sta ined under fluo rescen t m icro scope w ith green fluo rescen t m yofilam en ts and m yo tubes, w h ile the fluo rescence in infe2
rio r w all of transp lan tat ion group and an terio r w all of con tro l group w as w eaker and w ith no fluo rescen t m yofilam en ts and

m yo tubes. Conclusion: A u to logousmononuclear bone m arrow cells can be imp lan ted and su rvive in the infarcted m yocardium ,

w h ich can attenuate infarct th inn ing, m yocardial remodeling and dysfunction, and m ay p rovide a new app roach fo r m yocardial

repair1
[KEY WORD S]　m yocardium infarct ion; mononuclear bone m arrow cell; cell t ransp lan tat ion

[A cad J Sec M ilM ed U niv, 2004, 25 (9) : 9362939 ]

Ξ　 成年哺乳动物的心肌细胞在生理状态下失去增

殖能力已被实验证实[ 1 ]。心肌内无干细胞,成熟心肌

细胞逸出细胞周期,成为终末分化细胞。心肌损伤
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后,心肌细胞将发生玻璃样变性、纤维化,只能进行

瘢痕修复,心肌梗死后坏死的心肌必然被纤维组织

代替。当前内科药物、介入及外科冠脉旁路移植手术

均不能修复及逆转已经坏死的心肌,后者经过心脏

重构,最终发展为充血性心力衰竭[ 1, 2 ]。随着“干细

胞生物工程”的蓬勃展开,骨髓中的多向分化潜能和

自我复制的干细胞 (m arrow stem cell,M SC) ,为细

胞移植重建坏死心肌提供了理想的细胞[ 3, 4 ]。骨髓单

个核细胞是含有原始干细胞ö多系祖细胞及基质细
胞的混合细胞群体,如将骨髓单个核细胞作为供体

细胞不仅提供具有多向分化潜能的细胞,而且提供

多细胞间相互依赖分化生存的诱导微环境[ 4 ]。故本

研究试图选用骨髓单个核细胞作为供体细胞,应用

创伤性小的临床内科介入经冠状动脉移植,观察其

重建急性心肌梗死犬坏死心肌、改善心功能的效应。

1　材料和方法

111　动物模型建立　球囊堵塞冠脉过程:常规消毒

铺巾,经右侧股动脉穿刺置入 6F 动脉鞘管,经股动

脉弹丸式注入肝素钠 2 500 U ,后每隔 1 h 追加肝素

钠 1 250 U。用冠脉指引导管行冠脉造影,造影后置

入 PTCA 球囊导丝, 在导丝指引下置入 ( 115～

2175) mm× (10～ 20) mm 的球囊至前降支或回旋

支直接球囊堵塞或经缺血预适应 3～ 4次,每次球囊

充盈 20 s,间隔 3～ 5 m in。以 4～ 6 atm (1 atm = 1×

105 Pa)打开球囊堵塞冠脉,造影示球囊远端血流中

断。90 m in 后撤除球囊及鞘管,血管压迫止血,停止

麻醉后动物很快清醒。术后每天肌肉注射青霉素

160万U ,持续 3 d。选经皮穿刺球囊封堵前降支成

功建立心肌梗死动物模型并存活约 1 周的杂种犬

10条,随机分为 2组, 5条模型犬为骨髓单个核细胞

移植组, 5条模型犬为对照组。

112　骨髓抽取及骨髓单个核细胞分离　心肌梗死

模型犬经肌肉注射氯胺酮 ( 5 m gökg ) 和速眠新

(0108 m lökg)诱导麻醉,将动物平卧于动物实验台

上,于髂后上脊皮肤处备皮,常规消毒,铺洞巾,在无

菌条件下骨穿针垂直刺入髂后上嵴,待感觉有落空

感时,再进针 2 mm 左右,抽取骨髓,分 2～ 3个点共

抽取 15 m l骨髓。动物放回舍内。骨髓分离:将骨髓

(在试管上部)与淋巴细胞分离液 (在试管下部)等比

例分装,骨髓贴壁流入, 封口。先低速离心 (500 rö

m in) 5 m in,再 1 500 röm in×15 m in。弃 1ö3上液,

取其下面的白细胞层, 加入培养液 RM P I 1640 3

m l,混匀离心 (1 500 röm in×10 m in)。弃上清加入 3

m l培养液,离心 (1 500 röm in×15 m in)。弃上清,混

匀,加培养液,再混匀,离心 (1 500 röm in×15 m in)。

计数以 1×106öm l密度放培养瓶。再以 0102%的

4’, 62二乙酰基222苯基吲哚 (DA P I, Sigm a)的染色浓

度加入荧光标记物 (用生理盐水溶解的 DA P I 1

m göm l浓度) , 37℃、5% CO 2 过夜。次日,收集细胞,

漂洗 3次去除未结合的DA P I及培养液,悬于 6 m l

肝素盐水内用于细胞移植。

113　骨髓单个核细胞经冠状动脉移植　动物麻醉

同上,胸部及双侧腹股沟部备皮,术中根据肢体运动

情况每隔 1 h 左右重复肌肉注射氯胺酮 2 m l+ 速眠

新 115 m l剂量的 1ö3。使犬保持麻醉状态,并注意

犬的呼吸情况,同时进行心电监护,根据心律及心率

情况肌肉或静脉给予阿托品或利多卡因等药物。常

规穿刺右侧股动脉, 进行冠状动脉造影、PTCA , 在

穿刺导丝球囊闭塞前降支条件下拔出导丝,经穿导

丝球囊导丝腔注入骨髓单个核细胞, 每次 2 m l, 气

囊保持充盈 2 m in 后恢复灌注 2 m in,重复上述注入

3次。拔除动脉鞘管,局部压迫止血,动物放回舍内,

术后每天肌肉注射青霉素 160万U ,持续 3 d,饲养

2个月。对照组犬经导丝腔注入细胞培养液,其余步

骤同移植组。

114　超声心动图检查　于细胞移植术前及术后 2

个月行超声心动图 (美国 Sono site 超声仪, 探头频

率为 315 M H z,可同步进行M 型、2D 动态显示)检

查,扫描速度为 100 mm ös。测量左室收缩期、舒张期

的内径 (从左室前壁的下缘到左室后壁的上缘)、收

缩期末和舒张期末容量,计算左室射血分数。

115　组织学检查　动物饲养 2个月后放血处死,取

心脏前壁和下壁制成 5 Λm 厚的冰冻切片标本, 进

行荧光显微镜 (日本O lym pu s BX2FLA 3000)观察

并照相。

116　统计学处理　数据采用 xθ±s表示。应用 t检

验和配对 t检验进行组间比较。

2　结　果

211　骨髓单个核细胞移植心肌再生　在移植组前壁

心肌组织冰冻切片中可以看到心肌细胞核发黄绿色

荧光,发现带绿色荧光的丝状肌丝肌管 (图 1A、B ) ,

移植犬心脏的下壁 (图 1C)和对照组的前壁 (图 1D )

可见心肌细胞核发出较移植组前壁心肌淡的自发黄

绿色荧光, 而均未发现有带绿色荧光的丝状肌丝肌

管。

212　骨髓单个核细胞移植对心功能的影响　如表

1所示,移植组术后与术前比较,左室舒张末容量和

左室收缩末容量减少、EF 和 FS增加 (P < 0105) ,对
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照组则左室舒张末容量和左室收缩末容量明显增

加、FS 减少 (P < 0105)。两组术前无差异,术后移植

组左室收缩末容量低于对照组、EF 和 FS 均高于对

照组,左室舒张末容量低于对照组 (P < 0105)。

图 1　犬骨髓单个核细胞移植心肌再生的免疫荧光照片

F ig 1　Prol ifera tion of m ononuclear bone marrow cells tran splan ted in to dog m yocard ium (×280)

A , B: A nterio r w all of transp lan tation group; C: Inferio r w all of transp lan tation group; D: A nterio r w all of contro l group

表 1　骨髓单个核细胞移植对心功能的影响

Tab 1　Effect of m ononuclear bone marrow cell

tran splan ta tion on heart function

Index T ransp lan tation Contro l

LV EDV (V öm l) P re 8314±1511 8410±1317
Po st 8014±16173 9119± 9113

LV ESV (V öm l) P re 4810± 916 4812±1219
Po st 3518± 1163 △ 6111±15133

SV (V öm l) P re 3514± 710 3518± 416
Po st 4417±1615 3018±1012

EF (% ) P re 4214± 319 4311± 615
Po st 5410±10103 △ 3319±1217

FS (% ) P re 2016± 213 2112± 317
Po st 28103± 6153 △ 1614± 6193

　LV EDV : L eft ven tricu lar end2diasto lic vo lum e; LV ESV : L eft

ven tricu lar end2systo lic vo lum e; FS: F ractional sho rten ing; SV :

Stroke vo lum e; EF: E jection fraction; P re: P re2t ransp lan tation;

Po st: Po st2t ransp lan tation; 3 P < 0105 vs p re group; △P < 0105 vs

contro l group

213　骨髓单个核细胞移植对心室结构的影响　如

表 2,细胞移植组左室收缩末及舒张末内径和梗死

部位长度均较移植前及对照组缩小, 梗死部位室壁

厚度较移植前及对照组增加 (P < 0105) ; 而对照组

梗死区室壁变薄。

3　讨　论

Strauer等[ 5 ]于 2000年首次报道自体骨髓单个

核细胞经冠脉移植治疗 10例急性心肌梗死,与单纯

经皮冠脉介入术 (PC I)组及自身细胞移植前后比

较,均显示明显改善心功能及心肌灌注。我们的研究

从无创性心功能检测看,移植组 EF 增加、左室舒张

末容量减低及左室收缩末容量减少; EF 和左室收缩

末 容 量 移 植 组 和 对 照 组 比 较 有 显 著 性 差

异 ,说明细胞移植部分抑制了心肌梗死导致心功能

表 2　骨髓单个核细胞移植对心室结构的影响

Tab 2　Effect of cell tran splan ta tion on heart structure

Index T ransp lan tation Contro l

LV EDD (d öcm ) P re 413±013 413±013
Po st 412±0143 415±012

LV ESD (d öcm ) P re 314±013 314±014
Po st 310±0113 △ 318±0143

M IL ( löcm ) P re 513±012 513±013
Po st 417±0153 △ 515±015

M IT (d ömm ) P re 614±013 615±016
Po st 619±0143 △ 517±019

　LV EDD: L eft ven tricu lar end2diasto lic dim ension; LV ESD: L eft

ven tricu lar end2systo lic dim ension; M IL : L ength of m yocardial in2

farction area; M IT: T h ickness of m yocardial infarction area; P re:

P re2t ransp lan tation; Po st: Po st2t ransp lan tation; 3 P < 0105 vs p re

group; △P < 0105 vs contro l group

恶化的进程。骨骼肌成肌细胞、胚胎心肌细胞、平滑

肌细胞的心肌移植实验研究发现,移植细胞可在坏

死瘢痕心肌中存活、分化,使梗死壁增厚,有效地限

制了心室腔扩大, 逆转了心室重塑, 改善了心功

能[ 6～ 8 ]。我们发现细胞移植明显逆转了心室重构,左

室内径和梗死区长度均较移植前缩小, 梗死部位室

壁厚度较移植前增加,并且改善了心功能;左室舒张

末容量和左室收缩末容量减少, EF 和 FS增加。

我们应用DA P I标记证实骨髓单个核细胞在心

肌内再生,但是否完全转化为成熟心肌细胞并具备

心肌细胞特有的生理特性有待进一步研究证实。

DA P I是一种荧光染料, 可以与细胞内DNA 双链

(dsDNA )及微管蛋白结合发出绿色荧光。经DA P I

荧光染色梗死区域内发现带绿色荧光的丝状肌丝肌

管,而在移植组的下壁心肌组织、对照组的前壁和下

壁心肌组织虽然可见心肌细胞核发出较移植组前壁

淡的自发黄绿色荧光,但均未发现有带绿色荧光的
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丝状肌丝肌管。因而可以证明骨髓单个核细胞移植

后有新的心肌细胞生成。有人[ 9, 10 ]应用DA P I标记

骨骼肌卫星细胞在梗死区域内观察到存活的卫星细

胞。2001年O rlic等[ 3 ]将标记有绿色荧光蛋白的转

基因雄性小鼠的骨髓细胞L in2c2k in+ 细胞 (M SC)注

入雌性小鼠梗死心肌四周边缘,观察到来自供体骨

髓细胞分化生成的胞质具有特异标记的绿色荧光蛋

白,同时胞核有 Y 染色体的新生心肌细胞占原梗死

心肌细胞的 (68±11) %。因此本研究选择含有骨髓

原始干细胞ö多系祖细胞、定向祖细胞及基质细胞的
骨髓单个核细胞。M SC 的分化不仅需要基质细胞的

依托, 更需要基质细胞与M SC 在相互作用基础上

产生的调控功能。所以当M SC 到达一个特殊区域,

通过与宿主细胞间通讯网络,分泌调节因子,诱导细

胞使其适应环境的细胞核反应,编码、转录、表达改

变,使M SC 分化中产生细胞表型及功能的改变[ 9 ]。

因此应用骨髓单个核细胞作为供体细胞不仅提供了

重建心肌的细胞物质基础, 而且提供了M SC 分化

所必需的细胞因子、M SC 分化依赖的诱导微环境。

新鲜抽取的骨髓单个核细胞不需体外扩增,则更好

地保留了M SC 多分化潜能和自动迁移特性, 而且

避免了体外长期培养的污染机会。因此骨髓单个核

细胞作为供体细胞可能更优于M SC 某一组分的移

植。
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Tr iptol ide (PG-490) induces apoptosis of dendr itic cells through sequen tia l p38 M AP k ina se phosphoryla-

t ion and ca spa se 3 activa tion

L iu Q , Chen T , Chen H , Zhang M , L iN , L u Z, M a P, Cao X ( Inst itu te of Imm uno logy, Second M ilitary M edical U n iversi2
ty, Shanghai 200433, Ch ina)

[ABSTRACT ]　D endrit ic cells (DC s) are the mo st po ten t an t igen2p resen ting cells that p lay crucial ro les in the regu lat ion of

imm une response. T rip to lide, an act ive componen t pu rified from the m edicinal p lan t T rip tery g ium w ilf ord ii Hook F. , has

been demonstrated to act as a po ten t imm uno supp ressive drug capab le of inh ib it ing T cell act ivat ion and p ro liferat ion. How ev2
er, lit t le is know n abou t the effects of trip to lide on DC s. T he p resen t study show s that trip to lide does no t affect pheno typ ic

differen t ia t ion and L PS2induced m atu rat ion of m urine DC s. Bu t trip to lide can dram atically reduce cell recovery by inducing

apop to sis of DC s at concen trat ion as low as 10 ngöm l, as demonstrated by pho sphatidylserine expo su re, m itochondria po ten2
t ia l decrease, and nuclear DNA condensat ion. T rip to lide induces act ivat ion of p 38 in DC s, w h ich p recedes the act ivat ion of

caspase 3. SB 203580, a specific k inase inh ib ito r fo r p 38, can b lock the act ivat ion of caspase 3 and inh ib it the resu ltan t apop to2
sis of DC s. O ur resu lts suggest that the an ti2inflamm ato ry and imm uno supp ressive act ivit ies of trip to lide m ay be due, in part,

to its apop to sis2inducing effects on DC s.
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