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[摘要 ]　目的: 探讨大鼠骨髓单个核细胞 (mononuclear bone m arrow cells,M BM C s)移植方法对梗死心肌的治疗效果。方法:

无菌条件下取成年雄性近交系W istar大鼠股骨和胫骨,常规抽取骨髓,分离制备M BM C s悬液。将成年雄性近交系W istar大鼠

46只随机分为空白对照组 (组É , n= 10)、梗死对照组 (组Ê , n= 18)、细胞移植组 (组Ë , n= 18)。用结扎冠状动脉左前降支的方

法建立大鼠心肌梗死模型,在建模后 2周分别将 10 ΛlM BM C s (6×106)悬液和等量磷酸盐缓冲液 (PBS)植入组Ê 和组Ë 的梗

死周边区。用心脏超声观察细胞移植后 4周的心脏功能改变,用免疫荧光和免疫组化及电镜观察移植细胞在心肌梗死区及梗死

周边区的存活、增殖和分化情况。结果: M BM C s移植 4周后,移植组超声检查左室功能重建指标如左室射血分数 (EF)、左室短

轴缩短率 (FS)、左室前壁厚度 (LVAW T ) 均较梗死对照组改善明显 (P < 0. 05) ; 移植组血流动力学检查指标如左室收缩压

(LV SP)、左室舒张末压 (LV ED P)和左室舒张压力时间变化最大速率 (±dp öd tm ax)也优于梗死对照组 (P < 0. 05)。M BM C s移植

6周后,大鼠心肌梗死区有移植细胞存活、增殖,并分化为有心肌细胞特征的细胞。结论: 实验证实用M BM C s移植治疗心肌梗

死,可以明显改善梗死后心脏功能。这一效果可能与M BM C s移植相关的心肌再生和新生血管形成有关。
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M ononuclear bone marrow cells tran splan ting in trea tm en t of m yocard ia l infarction

HU Guo2L iang1, HUAN G Zuo13 , HOU J ian2, ZHAO Bao2Zhen3, HUAN G H ai2Y i1, ZHOU Zh i2H ui3 (1. D epartm en t of Cardio2
vaso logy, Changzheng Ho sp ita l, Second M ilitary M edical U n iversity, Shanghai 200003, Ch ina; 2. D epartm en t of H em ato logy,

Changzheng Ho sp ita l; 3. D epartm en t of U ltrason ics, Changhai Ho sp ita l, Shanghai 200433)

[ABSTRACT ]　Objective: To invest igate the therapeu tic effect of mononuclear bone m arrow cells (M BM C s) transp lan ting in

treatm en t of m yocardial infarct ion. M ethods: U nder sterile environm en t, the fem ur and the t ib ia from adu lt m ale W istar rats

( inb reeding line) w ere ob tained, bone m arrow w as ex tracted w ith rou tine m ethod, andM BM C sw ere separated and m ade in to

suspension. Fo rty2six adu ltW istar rats w ere divided in to 3 group s at random: b lank (group É , n= 10) , con tro l (groupÊ , n=

18) and transp lan tion (group Ë , n= 18). M yocardial infarct ion w as induced by ligat ion of left an terio r descending co ronary

artery. GroupÊ w ere in jected w ith 10 Λl pho sphate buffered saline (PBS) and group Ë w ere transp lan ted w ith M BM C s (6×

106) ö10 Λl 2 w eek s after m yocardial infarct ion. Fou r w eek s afterM BM C s transp lan tat ion, echocardiography and hemodynam 2
ics exam ination w ere perfo rm ed in all group s to observe the date of eject ion fract ion (EF) , fract ional sho rten ing (FS) and left

ven tricu lar an terio r w all th ickness (LVAW T ) fo r evaluat ion of the cardiac function and left ven tricu lar remodeling. T he

changes of left ven tricu lar systo lic p ressu re (LV SP) , left ven tricu lar end2diasto lic p ressu re (LV ED P) and the m ax im al rat io of

left ven tricu lar diasto lic p ressu re to left ven tricu lar diasto lic t im e (±dp öd tm ax) w ere also m easu red fo r evaluat ion of hemody2
nam ic changes. T he su rvival, differen t ia t ion of transp lan ted M BM C s and angiogenesis w ere observed by imm unoh is2
tochem istry, confocal laser scann ing m icrography and transm ission electron m icrography. Results: Fou r w eek s after M BM C s

transp lan tat ion, the cu rat ive effects on cardiac function w ere obvious. T he date of EF, FS and LVAW T w ere imp roved com 2
pared w ith tho se of con tro l group (P < 0. 05) and so w ere the hemodynam ics data, including LV SP,LV ED P and dp öd tm ax (P <

0. 05). Six w eek s after M BM C s transp lan tat ion, the ex im inations show ed that the transp lan ted cells su rvived and p ro liferat2
ed. T he hearts w ith transp lan ted cells had better cardiac function than the con tro l hearts did (P < 0. 05). Conclusion: T rans2
p lan tat ion of M BM C s can imp rove cardiac function obviously in cardiac infarct ion, w h ich m ay be attribu ted to M BM C s2associ2
ated m yocardial regenerat ion and neovascu larizat ion.

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

[A cad J Sec M ilM ed U niv, 2004, 25 (9) : 9452949 ]

Ξ　 心肌梗死后,由于心肌细胞数量的减少,损伤区

不能通过残余心肌细胞的增生进行修复,而是纤维

瘢痕组织增生以替代坏死心肌[ 1 ]。随着病程的进展,
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梗死心肌组织纤维化,失去舒缩功能;进而引起心室

重构,心脏壁扩张变薄,心肌弹性下降,致使心输出

量 (CO )、每搏量 (SV )下降,最终发展成慢性心力衰

竭[ 2 ]。药物、手术治疗以及冠状动脉介入治疗,虽然

在一定程度上明显地减少了病死率,改善了心脏功

能,但这些治疗方法难以逆转心肌梗死后心室重构

和心力衰竭的发生和发展。本实验观察了骨髓单个

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

植入大鼠梗死心肌后的存活、增殖和心功能改善情

况,旨在评价BMM C s移植治疗心肌梗死的临床应

用价值。

1　材料和方法

1. 1　实验动物及分组　雄性近交系W istar 大鼠

46只 (中国科学院上海生命科学研究所动物中心提

供) ,体质量 (270±20) g,随机分为空白对照组 (组

É , n= 10)、梗死对照组 (组Ê , n= 18)、细胞移植组

(组Ë , n= 18)。

1. 2　M BM C s悬液的制备及细胞标记　另取成年

雄性近交系W istar 大鼠 18 只,用腹腔注射氯氨酮

麻醉后处死大鼠,无菌条件下取两侧股骨及胫骨。常

规方法抽取骨髓,将骨髓液用肝素盐水稀释,用密度

为 1. 077 göm l的 Perco ll分离液分离单个核细胞,

2 000 röm in离心 20 m in。吸取界面层单个核细胞,

用 PBS液洗 3遍 (1 500 röm in, 5 m in) ,调整细胞密

度为 6×108öm l,细胞活性检测为 85%。于骨髓液中

加入终浓度为 50 Λgöm l的 4’, 62二乙酰基222苯基
吲哚 (DA P I, Roche 公司) , 放入 37℃、5% CO 2 饱和

湿度孵箱内孵育 1 h,然后用 PBS 液冲洗去未结合

的DA P I。

1. 3　大鼠心肌梗死模型的制备和细胞移植　模型

制备参照文献[ 3 ]将W istar 大鼠用氯氨酮 75 m gö

kg、地西泮 (安定) 75 m gökg、利多卡因 10 m gökg 复

合腹腔麻醉,气管插管连接呼吸机 (江湾É 型,第二

军医大学基础医学部生理学教研室研制) ,在胸骨左

缘第 3、4肋间进胸,在左心耳下缘与肺动脉圆锥间

距主动脉根部约 3 mm 处,以左冠状静脉为标志,用

720 眼科无创缝合针穿过左冠状动脉前降支深部,

进针深度为 0. 3～ 0. 5 mm ,小心打结并观察心电图

动态变化。如在两个以上肢体导联出现 ST 段上抬

0. 2 mV 以上并伴有对应导联改变, 同时肉眼观察

结扎区域心肌变白为结扎成功。空白对照组仅穿线

不结扎左冠状动脉前降支。梗死对照组和细胞移植

组大鼠在结扎冠状动脉左前降支造模成功后 2周再

次开胸,将DA P I标记的细胞悬液 10 Λl (含 6×106

个细胞)分多点注射到梗死周围区。对照组注射 10

Λl PBS 溶液; 用缝线标记注射点后, 逐层关闭肌层

和皮肤。空白对照组仅开胸、关胸, 不注射细胞或

PBS 溶液。术后均给予青霉素 40万U 肌内注射。

1. 4　心功能测定　3 组大鼠均于第 2 次手术后 4

周行心功能检测。采用小动物超声探头 (7. 5 M H z,

Sono s5500 H ew leet2Packard, 惠普公司)在胸骨旁

行二维超声和M 型超声的心脏形态和功能检测。选

择切面包括左室长轴、短轴和四腔切面。重点测量左

室射血分数 (EF )、左室短轴缩短率 (FS)、左室前壁

厚度 (LVAW T )。所有指标均在 3个连续的心动周

期中检测并取平均值。

1. 5　血流动力学指标的测定　在超声心动图检测

完毕后,将 3 组大鼠用氯氨酮 75 m gökg、地西泮75

m gökg麻醉,分离右颈动脉,置入微压力传感器导管

端,调整至左室腔,微压力传感器连接传递控制器以

标定压力, 应用M PA 2000M 多道生物信号采样分

析系统 (上海奥尔科特生物科技有限公司) 记录左

心室收缩压 (LV SP )、左心室舒张末期压力

(LV ED P)及左室舒张压力时间变化最大速率 (±

dp öd tm ax)。每只大鼠记录 5次,取平均值。

1. 6　免疫组织化学检查　在细胞移植 6周后,取梗

死对照组和细胞移植组大鼠各 4 只,处死后取注射

部位心肌,固定,脱水,石蜡包埋,制作厚度为 4 Λm

的连续切片,分别进行H 2E 常规染色和免疫组化染

色。后者包括用抗Ð因子抗体 (丹麦D aKo 公司,

1∶50)进行新生血管标志物检测 (DAB 显色) ,用心

肌细胞特异性肌动蛋白 (美国N eom arkers 公司,

1∶30)检测细胞存活和增殖情况。高倍镜 (×200)下

观察细胞移植组和梗死对照组梗死区及梗死边缘区

内形态学特点, 并参照W einder [ 4 ]微血管密度计数

方法,随机取 5个视野,计数梗死区及梗死边缘区内

微血管密度。

1. 7　免疫荧光检查　在细胞移植 6周后,取梗死对

照组和M BM C s移植组大鼠各 4 只,处死后取出心

脏,将缝线标记处的心肌制成 4 Λm 厚的连续冰冻

切片标本,用丙酮固定 30 m in 后, PBS液冲洗 (0. 01

m o löL , pH 7. 3) ; 加入抗心肌肌动蛋白 (A ct in,美国

N eom arkers公司, 1∶30)作为一抗,然后滴加异硫

氰酸荧光素 (F ITC)标记的抗鼠 IgG (美国 Zym ed 公

司, 1∶60)作为二抗, 置于暗处室温 4 h, PBS 洗 3

m in×3后用蒸馏水法甘油封片。进行激光共聚焦显

微镜 (美国L eica TCS SP 2)检查,观察DA P I标记细

胞是否具有心肌细胞特异性肌动蛋白表达。另一部

分冰冻切片加入兔抗人Ð因子相关抗原多克隆抗体
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作为一抗, F ITC 标记的山羊抗兔 IgG (北京中山公

司)作为二抗,检测移植细胞是否分化为具有微血管

特异性标记的内皮细胞。

1. 8　透射电镜检查　取缝线标记的心肌组织 1

mm 3, 用 4%多聚甲醛固定 4 h (4℃冰箱) , PBS 液

(0. 1 m o löL )漂洗 30 m in×5; 放在 4℃冰箱 PBS 液

中过夜, 2%锇酸固定; 双蒸水洗 10 m in, 30%、

50%、70%、90%乙醇各洗 10 m in, 90%丙酮脱水 10

m in,无水丙酮 10 m in×3脱水, Epon812浸透包埋,

然后经过修块、定位、切片、聚合,用醋酸铀、硝酸铅

染色,置于铜网上,在透射电镜 (H 800 H ITA CH I,日

本)下 100 kV 加速电压,观察心肌组织超微结构变

化,选取典型区域进行细胞摄片。

1. 9　统计学处理　数据以 xθ±s表示,组间比较采

用方差分析。

2　结　果

2. 1　各组大鼠存活情况　空白对照组存活 8只 (在

血流动力学检查中因血管破裂和心脏骤停死亡 2

只) ,梗死对照组存活 10只 (术中因心脏停搏和失血

性休克死亡 3只,术后因心力衰竭死亡 2只,在血流

动力学检查中因血管破裂和心脏骤停死亡 3只) ,细

胞移植组存活 9只 (术中因心脏停搏死亡 3只,术后

因心力衰竭死亡 2 只,在血流动力学检查中因血管

破裂和心脏骤停死亡 4只)。

2. 2　标记的M BM C s 在梗死心肌内生长情况　

M BM C s植入梗死心肌后 6 周, 在激光共聚焦扫描

显微镜下观察,可见梗死对照组仅有纤维瘢痕形成

(图 1A ) ; 细胞移植组有DA P I标记的细胞浸润,细

胞核呈蓝色,并有细胞迁移至梗死区及梗死周边区

(图 1B、1C)。DA P I标记的细胞同时有A ctin 抗体阳

性表现 (胞质呈绿色荧光) ,提示移植细胞在受体梗

死区附近心肌组织中得以存活并向心肌细胞分化。

在细胞植入部位的微血管内皮中同样可以见到

DA P I示踪的植入细胞存活、分化 (图 1D )。

2. 3　免疫组织化学检查结果　在普通光学显微镜

下观察发现,同正常心肌 (图 2A )相比,M BM C s移

植区域可见到植入细胞胞核相对较大,呈长梭形,胞

质内A ctin 染色阳性,胞质黄褐色,类似胎心或新生

心肌细胞,细胞与心肌细胞排列方向一致。心肌细胞

的纤维化被有效抑制 (图 2B )。Ð因子染色后正常
心肌无毛细血管增生 (图 2C) ,M BM C s移植组心肌

梗死周边区毛细血管密度明显增加 (图 2D )。H 2E 染

色检查发现M BM C s在植入区存活、增殖 (图 3A ) ,

放大后可见细胞胞核梭形, 并向横纹肌分化 (图

3B )。正常心肌无此表现 (图 3C)。

图 1　梗死心肌和移植细胞的激光共聚焦扫描显微镜检查

F ig 1　Confoca l la ser m icrography of infarcted m yocard ium and tran splan ted cells

A : Junctional zone betw een the infarction scar and the periphery; B , C: T he M BM C s labelled w ith

DA P I survived in the infarction zone; D: T he M BM C s labelled w ith DA P I survived in the vessel w all

图 2　心肌免疫组化染色

F ig 2　Imm unoh istochem istry sta in ing of m yocard ium

A : A ctin stain ing of no rm al m yocardium (×400) ; B: A ctin stain ing of M BM C s transp lan ted m yocardium (×400) ;

C: Facto r Ð stain ing of no rm al m yocardium (×40) ; D: Facto r Ð stain ing of M BM C s transp lan ted m yocardium (×40)
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图 3　心肌 H-E染色结果

F ig 3　H-E sta in ing of m yocard ium

A : H 2E stain ing of M BM C s transp lan ted m yocardium (×40) ; B: H 2

E stain ing of M BM C s transp lan ted m yocardium m agnified from A

(×400) ; C: H 2E stain ing of no rm al cardium (×400)

　　高倍镜下可见,血管均匀分布于移植细胞和残

存细胞之间, 边缘区密度为 (13. 45±1. 84) ö0. 2

mm 2, 高于梗死区的 (8. 37±1. 58) ö0. 2 mm 2, 梗死

对照组相应血管密度分别为 (6. 36±1. 94) ö0. 2

mm 2 和 (5. 19±1. 72) ö0. 2 mm 2。细胞移植组新生

血管较梗死对照组显著增多 (P < 0. 05) ,而正常心

肌内无新生血管。

2. 4　心功能和室壁节段性运动功能　M BM C s移

植4周后的心脏超声检查结果 (表1)表明, 梗死对

照组和移植组同空白对照组相比 EF、FS 均明显降

低 (P < 0. 05) , LVAW T 明显变薄 (P < 0. 05)。但移

植组 FS、EF、LVAW T 检测值均高于梗死对照组

(P < 0. 05) , 且室壁节段性运动也优于梗死对照组

(资料未显示)。

表 1　各组间左室功能重建指标的比较

Tab 1　Com par ison of lef t ven tr icular

rem odel ing am ong d ifferen t groups
(xθ±s)

Group n FS (% ) LVAW T
( lömm ) EF (% )

É (B lank) 10 49±4 1. 84±0. 21 85. 71±5. 02

Ê (Contro l) 13 17±23 1. 30±0. 103 51. 12±4. 893

Ë (T ransp lan tation) 13 29±43 △ 1. 66±0. 133 △ 71. 85±7. 483 △

　FS: F ractional sho rten ing; LVAW T: L eft ven tricu lar an terio r w all th ickness;

EF: E jection fraction; 3 P < 0. 05 vs groupÉ ; △P < 0. 05 vs groupÊ

2. 5　血流动力学检测结果　与空白对照组相比,梗

死对照组和细胞移植组LV SP、±dp öd tm ax明显降低

(P < 0. 05) , 而LV ED P 明显升高 (P < 0. 05) , 提示

心肌梗死后,左室收缩、舒张功能显著受损。同梗死对

照组相比, 细胞移植组LV SP、±dp öd tm ax明显升高

(P < 0. 05) ,而LV ED P 明显降低 (P < 0. 05,表 2)。

表 2　各组间血流动力学指标的比较

Tab 2　Com par ison of hem odynam ic data am ong d ifferen t groups
(xθ±s)

Group n LV SP
(p ömmH g)

LV ED P
(p ömmH g)

±dp öd tm ax

(mmH g·s- 1)

É (B lank) 8 134. 9±5. 7 5. 15±0. 96 8 200. 72±326. 61

Ê (Contro l) 10 80. 9±4. 93 40. 13±2. 683 4 187. 31±310. 683

Ë (T ransp lan tation) 9 114. 6±9. 03 △ 16. 87±1. 493 △ 5 033. 97±384. 553 △

　LV SP: L eft ven tricu lar systo lic p ressure; LV ED P: L eft ven tricu lar end2diasto lic p ressure;±dp öd tm ax: T he m axim al ratio of left ven tricu lar

diasto lic p ressure to left ven tricu lar diasto lic t im e; 1 mmH g= 0. 133 kPa, 3 P < 0. 05 vs groupÉ ; △P < 0. 05 vs groupÊ

2. 6　透射电镜观察结果　梗死对照组可见梗死区

周围心肌组织水肿,闰盘断裂 (图 4A )。细胞移植组

上述病理改变较少,梗死周围心肌组织中可见分化

不成熟的心肌细胞,核形态幼稚,胞质电子密度低,

合成代谢旺盛,有肌膜和吞饮泡,细胞浆中可见散在

的肌丝中心粒垂直排列 (图 4B )。

3　讨　论

目前, 用于移植治疗心肌梗死的细胞主要有:

M BM C s、骨骼肌干细胞、胚胎干细胞、和胎儿干细

胞。其中M BM C s 可取自患者自身,不存在免疫排

斥反应, 易于采集和分离, 不存在伦理道德上的争

议 ,并且在心脏微环境中可以诱导分化形成心肌样

图 4　梗死对照组和细胞移植组的

心肌透射电子显微镜表现

F ig 4　Tran sm ission electron m icrography

of per i- infarction m yocard ium and

tran splan ted cells (×1 000)

A : Peri2infarction m yocardium; B: T ransp lan ted M BM C s
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细胞和血管内皮细胞,与原有正常心肌组织形成电

机械耦联改善心脏功能[ 5, 6 ]。本实验发现M BM C s可

以在梗死的心肌组织及其周围存活,并增殖分化为

有心肌细胞特点的细胞,梗死区周围毛细血管密度

也明显增高,心脏功能和血流动力学得到显著改善。

这一结果与文献[ 7～ 9 ]类似。

实验所选用M BM C s包含了间质干细胞和内皮

前体细胞、造血前体细胞和中胚层前体细胞等不同

成分。已经证实这些成分分别参与了心肌细胞、内皮

细胞、平滑肌细胞和血管的新生;目前多数细胞成分

还没有特异的细胞表面因子,体外分离困难,本研究

采用M BM C s作为整体进行移植,而不是移植其中

的一个亚群。

本研究没有对细胞进行体外诱导分化和扩增,

因为有实验证明经体外扩增的造血干细胞和前体细

胞的归巢能力明显下降[ 10 ]。在细胞移植方式上没有

采用外周静脉注射移植。因为经外周静脉注射移植

时,只有非常少的一部分能到达心肌梗死区。而且,

长时间的循环和再循环过程中,有部分移植细胞会

发生向肺、脾、肝等脏器归巢的现象[ 11 ]。采用直接开

胸心肌注射,可以使移植细胞在注射后首先在梗死

区及梗死周边区停留,因而能使细胞移植效果表现

最明显。在心肌梗死后的病理过程中存在急性炎性

反应期和瘢痕形成期。在心肌梗死的最初 48 h,是

恢复阶段前的清创和纤维素为主的临时基质形成为

主的阶段。已有实验证实大鼠的心肌损伤炎性反应

在 1周时最强烈,损伤心肌处有大量炎性细胞浸润,

通过释放蛋白水解酶或反应性氧化物直接损伤周围

心肌细胞[ 12 ] ,并可以将移植细胞和坏死细胞不加区

别的一起清除掉,因而不能形成功能性的心肌和血

管。这一反应在 2周内完全结束[ 13 ]。而心肌梗死后

4 周瘢痕形成后有明显的肌性血管壁形成,不利于

细胞穿过内皮向组织间隙迁移[ 14 ]。实验中将移植时

间点选在梗死后 14 d,考虑到此时梗死急性炎性反

应期已过,而心室扩张尚未发生。因而,可以减少炎

性反应和瘢痕形成对移植细胞的不利影响,获得最

好的治疗效果。

实验心肌梗死模型制作在参照文献[ 1 ]的基础上

进行了改进, 采用氯氨酮 75 m gökg、地西泮 75

m gökg、利多卡因 10 m gökg 复合腹腔麻醉的方法,

麻醉效果满意,术后即刻苏醒,无麻醉意外发生。采

用直接经口气管插管的方法,避免了气管切开插管

引起的术中和术后气道阻塞和肺部感染,提高了术

后生存率。
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