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[摘要 ]　目的: 探讨超声引导下,在犬缺血性心力衰竭模型经皮穿刺心外膜下心肌自体骨髓单个核细胞移植,修复心肌、再生血

管、改善心功能的可能性、安全性及效果。方法: 成年雄性家犬,体质量 20～ 30 kg,经皮穿刺球囊封堵前降支建立犬心肌梗死模

型手术后 10 d,行超声心动图检查确立EF< 40%为严重缺血性心力衰竭 (共 14条)。随机实验分组:细胞移植组 (n= 6)及生理盐

水注入组 (对照组, n= 8)。细胞移植术前 1 d分离骨髓单个核细胞,以DA P I标记。23G超声引导穿刺针尾部连接电极,穿刺入心

外膜下心肌,监测电极显示 ST 段抬高,即注入细胞悬液 1. 3×106öm l,改变方向,每一点分别注射 0. 2 m l,共 10点。于术前及术

后 3个月行超声心动图及组织学检查。结果: 荧光显微镜下可见到大量新生细胞, 并可见发出绿色荧光的丝状肌丝肌管。光镜

下见大量移植的单个核细胞生长,移植细胞间及与宿主细胞间均有闰盘连结。细胞移植组心肌梗死区域肉眼可见大量血管,小血

管数量明显增加,心功能明显改善,与术前相比,每博输出量增加 16. 7 m l, EF 增加 14. 7% ,左室内径缩小 6%。而对照组 3个月

后,梗死区室壁变薄,仅见纤维瘢痕组织,心腔扩大,心功能明显恶化。移植细胞组术中及术后均安全。结论: 犬严重缺血性心力

衰竭模型在超声引导下,经皮穿刺,经心外膜自体骨髓单个核细胞移植修复心肌、再生血管、改善心功能是可行、安全、有效的。
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[ABSTRACT ]　Objective: To invest igate the po ssib ility, safety, and effects of repairing infarcted m yocardium and angiogene2
sis w ith au to logousmononuclear bone m arrow cells (M BM C) transp lan tat ion by echocardiography2gu ided percu taneous trans2
ex tracardial in ject ion in dogs w ith severe ischem ic heart fa ilu re. M ethods: Perm anen t left an terio r descendan t co ronary arter2
ies occlu sion w as perfo rm ed in 20 m ale dogs by balloon to estab lish ischem ic heart fa ilu re and ex tensive m yocardial infarct ion

(M I) models. T en days after M I, echocardiography w as perfo rm ed and EF < 40% w as considered as severe ischem ic heart

fa ilu re models. Fou rteen dogs w ere divided in to 2 group s: cell t ransp lan tat ion group (n= 6) and con tro l group (n= 8). O ne

day befo re cell t ransp lan tat ion, M BM C w ere harvested, iso lated, w ashed, labelled w ith 4’, 62dim idino222phenylindone

(DA P I). Echocardiography gu iding w as used to iden tify infarcted m yocardium area percu taneous trans2ex tracardial in ject ion

w ith 23G ultrason ically gu ided needle. Con tro l group w as in jected w ith saline on ly (10 in ject ions of 0. 2 m l each). Echocardio2
graphy study w as perfo rm ed befo re and 3 mon th s after cells graft. Results: F luo rescen t labelledM BM C w ith green co lo r w ere

found in cell t ransp lan tat ion group 3 mon th s later, bu t no t in con tro l group. L igh t m icro scopy revealed the p resences of en2
grafted M BM C and the p resence of nascen t in tercalated disk s connecting the engrafted cell and the ho st m yocardium. M any

new b lood vessels w ere fo rm ed in the infarct2bed. T here w as a sign ifican t imp rovem en t in cardiac function. Compared w ith

tho se befo re cells transp lan tat ion, the strove vo lum e increased by 16. 7 m l, eject ion fract ion increased by 14. 7% , and left

ven tricu lar diam eter decreased by 6%. Conclusion: It is feasib le, safe, and effect ive to use echocardiography2gu ided percu te2
neous trans2ex tracardial in ject ion ofM BM C in p repairing infarted m yocardium , w h ich m igh t p rovide a new app roach fo r treat2
m ent of severe ischem ic heart fa ilu re pat ien ts w ho are no t su itab le fo r percu taneous co ronary in terven tion and bypass su rgery.
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[A cad J Sec M ilM ed U niv, 2004, 25 (9) : 9402944 ]

Ξ　 心肌被认为是终末化组织,心肌梗死后坏死的

心肌必然被纤维组织代替[ 1 ]。当前内科药物、介入及

冠状动脉 (冠脉)旁路移植手术均不能修复及逆转已

经坏死的心肌,受损的心脏经过组织重构,最终发展
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为缺血性心力衰竭。而缺血性心力衰竭 5年生存率

不到 50% [ 1, 2 ]。近年来,许多研究者试图应用细胞移

植代替心脏移植,来解决心肌细胞数量减少这一心

衰的根本原因[ 3～ 7 ]。随着分子生物学的发展,尤其是

“干细胞生物工程”的蓬勃展开,含有多向分化潜能

和自我复制的骨髓基质干细胞 (M SC) ,为细胞移植

重建坏死心肌提供了理想的修复材料[ 7 ]。然而,

M SC 并非纯一的细胞群体, 而是由不同发育等级

(h ierarchy) 或具有不同分化潜能的干细胞群组

成[ 8 ]。人们曾应用体外分离、培养、扩增M SC 某一组

分进行细胞移植,但体外长期培养带来的细胞趋于

分化、易受污染等缺陷限制了其广泛应用。骨髓单个

核细胞 (m ononuclear bone m arrow cells, M BM C )

是含有原始基质干细胞ö多系祖细胞及基质细胞的
混合细胞群体,不仅可提供具有多分化潜能的细胞,

还可提供多细胞间相互依赖分化生存的诱导微环

境,且不需要体外扩增。

细胞植入方法亦是当今细胞移植研究焦点。心

肌直接注入法的基础与临床研究己显示良好效果,

但是需开胸手术,因创伤较大而限制了其应用前景。

内科介入方法,即经冠脉移植或用旋转注射器通过

心内膜多点穿刺注射法,均适合于心功能可承受导

管手术或冠脉介入治疗者。以上方法对于那些最需

要从细胞移植中获益的大量缺血性心肌病晚期心衰

患者以及心肌梗死后血管不能重建的缺血性心肌病

患者而言,其应用则受到了限制。本研究试图选用创

伤性既小又可确保细胞移植在梗死心肌部位的植入

方法, 即在超声引导下经皮穿刺行心外膜下心肌

M BM C 移植, 观察其对心肌梗死后严重的缺血性

心力衰竭犬模型坏死心肌的修复作用,并评价移植

的效果及安全性。

1　材料和方法

1. 1　犬心肌梗死模型的建立　成年雄性家犬 20条

(体质量 20～ 30 kg) ,经肌内注射氯胺酮 (5 m gökg)

和速眠新 (0. 08 m lökg)诱导麻醉,将动物平卧于设

有大型X 线机手术台上,右腹股沟部备皮, 碘伏消

毒,铺无菌巾,右腹股沟韧带下 1 cm 穿刺股动脉,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

2. 5 mm×20 mm M ew erik 球囊至前降支前中段交

界处以 2～ 4 atm (1 atm = 1. 01×105 Pa)充盈球囊,

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 打开球囊堵塞冠脉,造影示球囊

远端血流中断。球囊保持充盈 90 m in,此间持续监

测压力及电活动。术中根据肢体运动情况每隔 1 h

左右重复肌内注射氯胺酮 2 m l+ 速眠新 1. 5 m l剂

量的 1ö3。使犬保持麻醉状态,注意犬的呼吸情况,

根据心律及心率经肌内或静脉给予阿托品或利多卡

因等药物。术后每天肌内注射青霉素 160万U ,持续

3 d。6条犬于AM I术中或术后 24 h 内死于室颤、泵

衰竭。

1. 2　M BM C 悬液的制备　犬心肌梗死模型手术后

1周 (细胞移植前 1 d 下午) ,再次经肌内注射氯胺酮

(5 m gökg)和速眠新 (0. 08 m löökg)诱导麻醉,将动

物平卧于动物实验台上,在无菌条件下于髂后上嵴

处行骨髓穿刺,分 2～ 3个点共抽取 15 m l骨髓。动

物继续饲养。M BM C 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。离心: 先低速 (500 röm in) 5 m in, 再

1 500 röm in×15 m in。弃 1ö3 上清液, 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, 1 500 röm in×15 m in 离心。计数以

1×106öm l密度置培养瓶中。再以 0. 02%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 1 m göm l 浓度溶解的

DA P I) 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 2 m l肝素盐水

内用于细胞移植,检测活细胞数占 94. 6%。细胞数

目为 (2. 6～ 2. 8)×107ö2 m l。

1. 3　实验分组及经皮穿刺超声引导下经心外膜

M BM C 心肌移植　犬心肌梗死模型建立后 10 d,动

物麻醉同上, 行超声心动图检查, 确立心肌梗死

EF< 40%者入选缺血性心力衰竭模型。共 14条犬

入选 (另有 6 条于AM I模型建立术中或术后 24 h

内死于室颤、泵衰竭)。动物随机分为细胞移植组 (n

= 6)、生理盐水注入组 (对照组, n= 8)。于次日行细

胞移植术,同上常规麻醉,左心前区皮肤消毒,铺无

菌中,二维超声心动图直引下, 23G 超声引导穿刺针

尾部连接电极,穿刺入心外膜下心肌,监测电极显示

ST 段抬高, 即注入细胞悬液 0. 2 m l, 改变不同方

向,每一点分别注射 0. 2 m l生理盐水或DA P I标记

的M BM C 悬液 (1. 3×106öm l) ,共 10点。注射中均

可见室性期前收缩及短阵室速,注射停止则期前收

缩消失。

1. 4　超声心动图检查　于细胞移植术前及术后 3
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个月行超声心动图检查, 应用美国 Sono site 超声

仪,探头频率为 3. 5 M H z,可同步进行M 型、2D 动

态显示。扫描速度为 100 mm ös。测量左室前后径、

左室短轴缩短百分率、梗死部位厚度、每搏输出量、

EF (% )。

1. 5　组织学检查　实验动物饲养 3 个月后放血处

死,M BM C 移植组和对照组均取心脏前壁和下壁制

成 5 Λm 厚的冰冻切片标本,进行荧光显微镜观察并

照相。余组织 10%甲醛固定,石蜡切片,光镜检查。

1. 6　统计学处理　数据采用 xθ±s 表示,应用 t 检

验和配对 t检验进行组间分析。

2　结　果

2. 1　动物存活情况　细胞移植组 6条犬全部存活;

对照组 8条犬于生理盐水注入术后 1个月内死亡 2

条, 2个月死亡 1条,余 5条存活。

2. 2　M BM C 移植对心室结构的影响　心脏外观:

对照组左室前壁塌陷,呈灰白色,全部为纤维瘢痕。

而细胞移植组左室前壁增厚,并肉眼可见大量红色

的血管。超声心动图所见细胞移植组梗死部位室壁

厚度较移植前增加 17. 6% (P < 0. 05) ; 而对照组梗

死区室壁明显变薄,梗死部位室壁厚度较 3 个月前

减少 4. 8% (表 1)。

表 1　细胞移植对心功能的影响

Tab 1　Effect of cell tran splan ta tion in heart function

Index T ransp lan tation
group

Contro l
group

LV ESD (d ömm )

　P re2t ransp lan tation 30. 4±2. 5 34. 4±0. 2
　Po st2t ransp lan tation 28. 6±2. 03 △ 36. 4±0. 2

LV ESV (V öm l)

　P re2t ransp lan tation 32. 1±5. 5 49. 5±5. 2
　Po st2t ransp lan tation 31. 2±3. 3△△ 57. 0±7. 2

SV (V öm l)

　P re2t ransp lan tation 20. 6±3. 5 33. 1±3. 1
　Po st2t ransp lan tation 37. 3±4. 83 33. 0±4. 6

EF (% )

　P re2t ransp lan tation 39. 9±4. 5 40. 4±3. 7
　Po st2t ransp lan tation 54. 6±5. 33 △ 37. 3±6. 0

FS (% )

　P re2t ransp lan tation 21. 2±1. 5 19. 6±2. 0
　Po st2t ransp lan tation 25. 9±3. 03 18. 2±3. 3

M IT (d ömm )

　P re2t ransp lan tation 6. 2±0. 7 6. 2±0. 3
　Po st2t ransp lan tation 7. 3±0. 53 △△ 5. 9±0. 4

　LV ESD: L eft ven tricu lar end2systo lic diam eter; LV ESV : L eft ven2

t ricu lar end2systo lic vo lum e; SV : Stroke vo lum e; EF: E jection frac2

t ion; FS: F ractional sho rten ing;M IT: T h ickness of m yocardial infarc2

t ion area; 3 P < 0. 05 vs p re2t ransp lan tation; △P < 0. 05, △△P < 0. 01

vs contro l group

2. 3　M BM C 移植对再生心肌的效应　大体解剖肉

眼所见对照组 3 条犬左室前壁室壁瘤形成,而细胞

移植组犬无 1条室壁瘤形成。细胞移植犬前壁心肌

组织冰冻切片荧光显微镜下观察,可见到大量细胞

核发亮绿色阳性染色新生细胞存在,也可见发出绿

色荧光的丝状肌丝肌管,排列方向大体一致。对照组

的前壁仅见浅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 (图 1)。左室壁石蜡切

片H 2E 染色,光镜下观察,细胞移植组左室前壁在

瘢痕组织中可见密集的梭形、单个核、略不同于宿主

细胞的新生细胞生长,胞质可见短的肌丝片断,并形

成丝状肌管,细胞排列成束 (图 2)。而对照组左室前

壁心肌梗死区仅为纤维组织,无新生细胞及心肌组

织存在。左室壁连续切片低倍镜下观察,细胞移植组

可见有密集的细胞代替纤维组织,左室前壁梗死瘢

痕区室壁明显增厚; 而对照对照组左室前壁薄,仅 1

层纤维组织 (图 1C、1D )。移植组可清晰观察到移植

细胞间有闰盘连接,及移植细胞与宿主细胞间闰盘

相连 (图 2)。

2. 4　M BM C 移植对再生血管的效应　心肌小血管

密度 (心肌小血管数ö10 个 200 倍视野) , 细胞移植

组为 10. 16±1. 21; 对照组为 4. 97±1. 11,两组比

较有显著差异 (P < 0. 01) ,表明细胞移植有明显增

加小血管数量的作用。

2. 5　M BM C 移植对心功能的效应　两组犬经前降

支球囊阻塞,建立前壁心肌梗死模型后 10～ 14 d,经

超声心动图检查,明确左室腔扩大、射血分数减低,

确立缺血心力衰竭模型 14条,移植前两组心功能显

示无差异 (表 1)。术后 3个月比较,细胞移植组心功

能明显改善, 每搏输出量 EF 增加, 左室内径缩小

(P < 0. 05)。而对照组 3个月后心功能明显恶化。

3　讨　论

3. 1　供体细胞的选择　1968 年, F rieden stein [ 9 ]进

行全骨髓培养中,发现一种贴壁的成纤维样细胞。此

后研究发现这种细胞可以分化为骨、软骨、脂肪、肌

肉等多种间质细胞,提出了这种具有自我更新、多向

分化潜能的细胞群体为间充质干细胞 (m esenchys2
m al stem cell, M SC ) [ 10 ]。现研究己证实: 移植的

M SC 可在梗死瘢痕区域存活、分化、成熟为心肌

样细胞, 并具备成熟心肌细胞特异的肌球蛋白重
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图 1　M BM C移植后犬前壁心肌组织冰冻切片的荧光照片

F ig 1　Fluorescen t photos of card iac an ter ior wa ll frozen section af ter M BM C tran splan ta tion (×280)

A , B: A ntreio r w all of transp lan tation group;

C: A nterio r w all of contro l group; D: Po sterio r w all of transp lan tation group

图 2　M BM C移植后犬左心室前壁心肌组织石蜡切片光镜观察

F ig 2　H-E sta in ing of lef t ven tr icle an ter ior wa ll paraff in section af ter M BM C tran splan ta tion (A , B ×40; C,D ×100)

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

图 3　M BM C移植后犬左心室

前壁心肌组织连续切片光镜观察

F ig 3　H-E sta in ing of lef t ven tr icle an ter ior

wa ll ser ia l section af ter M BM C tran splan ta tion (×200)

A : A rrow show ing in tercalary disc betw een

transp lan ted cells; B: A rrow show ing in tercalary

disc betw een transp lan ted cells and ho st cells

链的表达、心肌细胞转录因子 4的表达、及代表心肌

电兴奋偶联特性的连接蛋白243 表达, 完全符合心

肌重建要求[ 7 ]。近年来,尽管M SC 特征的研究迅速

发展,但是在人类,至今还没有鉴定出M SC 上惟一

特异的表面抗原及真正检测M SC 的方法。目前所

采用的分离M SC 方法,常为干细胞中某 1种或 2种

抗原组分细胞,作为移植供体细胞,其缺乏多细胞间

相互依赖分化的诱导微环境,且提纯细胞数量少常

需体外长时间扩增, 而这一过程大大降低了M SC

的多向分化潜能[ 11 ]。因此本研究选择含有骨髓间充

质干细胞ö多系祖细胞、定向祖细胞及基质细胞的

M BM C。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, 使之

M SC 分化中产生细胞表型及功能的改变[ 7～ 11 ]。因此

M BM C 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

M BM C 不需体外扩增,更好的保留了M SC 多向分

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。
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3. 2　移植方法的选择　英国外科医生 Galinanes

等[ 12 ]给 14 例严重冠心病患者进行旁路移植术时,

从患者胸骨中抽取骨髓,注入梗死心肌瘢痕组织中;

德国医生 Strauer 等[ 11 ]给 10 例急性心肌梗死患者

经冠脉移植自体M BM C; Perin 等[ 13 ]对 14 例慢性

缺血性心力衰竭患者, 应用旋转注射器, 在NO GA

感知标记系统标记残活心肌区域行点状心内膜下心

肌直接注入细胞移植。虽然以上方法均显示明显改

善了心功能及预后,但是,以上选用的方法中 3组患

者均未包括那些不具备导管介入、外科搭桥手术条

件的、药物治疗无效的晚期缺血性心衰患者。而本研

究建立了犬典型心肌梗死后缺血性心力衰竭模型,

首次在二维超声心动图引导下, 应用微小创伤仅

23G 直径超声引导穿刺针,在心外膜下心电图监测

下,将细胞注入梗死心肌瘢痕组织中是安全的。注射

中仅出现室早或短阵室速,均为自限性,亦无其他不

良反应。细胞移植组 6条犬均存活,术后 2次监测心

电图无心律失常发现。这对于那些不能耐受开胸搭

桥手术、内科导管介入手术、药物治疗无效的终末期

缺血性心力衰竭患者,无疑是一种全新的治疗方法。

3. 3　M BM C 移植效果评价　本研究发现,超声引

导下经皮穿刺心外膜下心肌BMM C 移植术后 3 个

月,无论大体解剖、还是病理组织学微观检查,均显

示BMM C 移植可在心肌坏死瘢痕中存活、分化、成

熟心肌样细胞,明显增厚梗死区域室壁,限制、缩小

了瘢痕, 有效阻止和逆转了心室重构。移植的

M BM C 同时分化成血管内皮细胞而形成心肌小血

管, 移植细胞通过自分泌、旁分泌,分泌大量血管活

性物质、生长因子、细胞因子,促进新生血管形成,有

效改善了损伤区心肌灌注,超声心动图显示心功能

得到了明显改善。我们认为M BM C 移植可能通过

以下机制改善心功能: (1)移植后新生的心肌细胞维

持了缺血梗死心肌的相对完整性,限制了心室特别

是瘢痕区的扩张,改善了心脏重构; (2)移植后新生

心肌细胞增加了心脏的顺应性和弹性,致舒张功能

改善; (3)移植后新生的心肌组织于舒张期被动拉

长,收缩期弹性回缩,参与了收缩功能的改善; (4)新

生的心肌细胞可能分泌某些血管生长因子、生长因

子、细胞因子等物质; (5)同时又提供了内皮及平滑

肌细胞的前体细胞,促进了小动脉、毛细血管再生;

(6)新生细胞参与宿主心肌的同步收缩,具备心肌细

胞生理特性[ 11～ 13 ]。
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