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成熟自体心肌细胞移植到心肌梗死区的实验研究

张　浩１，徐志云１，黄盛东１，宗刚军２

（１．第二军医大学长海医院胸心外科，上海２４４０３３；２．长海医院心内科）

［摘要］　目的：研究成年兔左心耳心肌细胞自体移植到梗死区心肌后的存活情况，及其对周围血供、心律的影响，和对左室功

能的改善情况。方法：将成年兔随机分为移植组（ｎ＝８）和对照组（ｎ＝８），所有成年兔均结扎的冠状动脉前降支，建立心肌梗

死模型。４周后获取自体左心耳组织，急性消化分离为单细胞后经ＤＡＰＩ标记后，分别将细胞悬液和培养基注射到移植组和对

照组梗死区内。４周后行心电图及超声心动图检查，并取移植区组织进行组织学观察。结果：移植４周后移植组与对照组兔

子全部存活。心电图检查显示，移植组心率高于对照组（Ｐ＜０．０５），未见异位心律。超声心动图检查提示，至移植后第４周，移

植组左室功能优于对照组。心肌组织切片见对照组梗死区内为典型心梗后改变，移植组梗死区内有“细胞岛”形成，荧光检测

证明移植的心耳肌细胞在移植区存活。结论：急性分离的自体左心耳心肌细胞移植到梗死区心肌内可以存活并能够改善左

室功能。
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　　由于心肌细胞属于终末分化细胞，成熟的心肌

细胞不能进行有丝分裂，因而当心肌梗死发生后，残

存的心肌细胞亦不能继续分裂增殖，导致心肌细胞

数量减少，心脏收缩和舒张功能下降，临床上出现心

功能不全的表现。已有的缺血性心脏病的治疗手段

如内科的经皮介入技术、外科的血管桥移植术等，可

不同程度的延缓心力衰竭的进展，却不能逆转已坏

死的心肌。而细胞移植技术则试图将新的细胞移入

梗死的心肌组织内，以改善心脏功能。本实验通过

将自体心耳肌细胞移植到梗死区心肌，并评价其对

左室功能的影响，从而为临床应用细胞移植技术治

疗缺血性心脏病提供实验基础。

１　材料和方法

１．１　材料　成年健康新西兰白兔１６只，雄性，体质

量２．５～３．０ｋｇ，购自第二军医大学实验动物中心。

小牛血清、ＤＭＥＭ高糖培养基、弹性蛋白酶（Ｗｏｒｔｈ
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ｉｎｇｔｏｎ），胶原酶Ⅱ型（Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ），嗜热菌蛋白酶

（Ｓｉｇｍａａｌｄｒｉｃｈ），４，６二脒基２苯茚二酮（ＤＡＰＩ，

Ｓｉｇｍａａｌｄｒｉｃｈ），异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ，Ａｍｒｅｓｃｏ）。

１．２　动物心肌梗死模型的建立及自体左心耳心肌

组织的取材　取成年兔经耳缘静脉注射戊巴比妥钠

（３０ｍｇ／ｋｇ），左侧胸骨旁切口，切断第４肋骨进胸，

剪开心包，显露冠状动脉前降支，距离其根部大约

０．５ｃｍ，用５０涤纶线直接缝扎，根据心电图改变

和左室前壁心肌颜色改变，确定心肌梗死模型的建

立。４周后经原切口进胸，分离粘连组织，显露并牵

引左心耳，用４号丝线结扎心耳基底部，剪取左心

耳，置于预冷（４℃）的普通台式液中。使用盐水纱布

覆盖伤口。

１．３　左心耳心肌细胞的消化分离与标记　在无钙

台式液 （ＮａＣｌ１４０ ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＣｌ５．４ ｍｍｏｌ／Ｌ，

ＭｇＣｌ２１ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｇｌｕｃｏｓｅ１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＨＥＰＥＳ５

ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４）中洗去左心耳组织内的红细胞和

血凝块，用眼科剪将心耳组织剪碎，移入含有６．８

Ｕ／ｍｌ弹性蛋白酶、３２０Ｕ／ｍｌ胶原酶Ⅱ型、８Ｕ／ｍｌ
嗜热菌蛋白酶的无钙台式液中，３７℃消化１０ｍｉｎ。

轻柔吹打，自然沉淀后弃去上清。再次消化１０ｍｉｎ，

轻吹打后，吸取上清，移入等体积含１０％新生牛血

清的ＤＭＥＭ培养液中。重复消化２～３次至基本不

可见有形组织。将收集的细胞悬液离心（１０００ｒ／

ｍｉｎ，ｒ＝１２．５ｃｍ，５ｍｉｎ），弃上清，调整细胞密度为

２×１０６／ｍｌ，锥虫蓝染色法检测活细胞率９０％。加

入０．０２％的ＤＡＰＩ于孵箱内（３７℃）避光标记细胞３０

ｍｉｎ。用普通台式液 （ＮａＣｌ１４０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＣｌ５．４

ｍｍｏｌ／Ｌ，ＣａＣｌ２１．８ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２１ ｍｍｏｌ／Ｌ，

Ｇｌｕｃｏｓｅ１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＨＥＰＥＳ５ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４）

漂洗以去除未结合的 ＤＡＰＩ。离心后收集细胞，加

入无血清ＤＭＥＭ 培养液制成细胞悬液（细胞密度

为２×１０６／ｍｌ），用于细胞移植。

１．４　分离细胞的观察　心肌细胞移植术前，动态

观察分离的心肌细胞，荧光显微镜观察用ＤＡＰＩ标

记好的心肌细胞。

１．５　心肌细胞移植　将动物随机分为移植组（ｎ＝

８）和对照组（ｎ＝８）。使用钛夹标记心肌梗死区，移

植组将１ｍｌ心肌细胞悬液（２×１０６／ｍｌ）经特制的微

量注射器于钛夹标记上方５ｍｍ处，斜行注入左室

前壁心外膜下２ｍｍ处（单点注射）。对照组以相同

量的ＤＭＥＭ 培养液注射。逐层关胸，应用抗生素

预防感染。

１．６　心率、心律及心功能的观察　细胞移植后每周

对移植组兔行心电图检查，观察并记录心率及心律

情况。心肌细胞移植术后４周，将兔全身麻醉后平

放于操作台上，心电图电极连接到针灸针并刺入兔

四肢，比较移植术后移植组与对照组心率及心律的

差异；使用二维超声心动图 （ＨｅｗｌｅｔｔＰａｃｋａｒｄ，

５５００）进行左室功能评价，测量射血分数、短轴缩短

率、每搏输出量、每分输出量。

１．７　组织学研究　４周后用过量麻醉剂处死动物，

取左室前壁缝线标记点上方梗死区心肌组织，行常

规 ＨＥ染色，使用荧光显微镜观察。

１．８　免疫荧光检测　取细胞移植区心肌组织进行

冰冻切片（１０μｍ），４％多聚甲醛固定，磷酸盐缓冲

液（ＰＢＳ）漂洗，血清封闭后加入鼠抗兔连接蛋白４３
（Ｃｏｎｎｅｘｉｎ４３）抗体于４℃ 孵育过夜，再用ＦＩＴＣ标

记的山羊抗鼠抗体室温下孵育１ｈ，使用荧光倒置相

差显微镜观察。

１．９　统计学处理　数据处理采用ＳＰＳＳ１１．５，定量

资料以珚ｘ±ｓ表示，组间进行ｔ检验。

２　结　果

２．１　心耳肌细胞的形态学观察　对用酶消化法分

离获得的成年兔左心耳心肌细胞进行形态学观察，

ＤＡＰＩ标记后在显微镜下可见细胞大部分呈杆状，

边缘清楚，胞质丰富，细胞核大，细胞为单核或多核，

荧光显微镜下可见染成蓝色的细胞核（图１）。

２．２　细胞移植后对心律的影响　建立心梗模型后，

心电图显示移植组与对照组均出现病理性 Ｑ波及

ＳＴ段改变。观测期内移植组兔心电图检查为窦性

心律，未观察到异位心律的形成。观测至细胞移植

术后第４周，移植组与对照组均为正常窦性心律，移

植组心率（２６７±７）次／ｍｉｎ，对照组为（２５５±１１）次／

ｍｉｎ（Ｐ＜０．０５）。

２．３　细胞移植后对心功能的影响

２．３．１　左室功能评价　超声心动图显示，行微注射

法细胞移植术后第４周，移植组射血分数明显高于

对照组（Ｐ＜０．０１），短轴缩短率稍高于对照组（Ｐ＜
０．０５），每搏输出量与对照组差异无显著性，每分输

出量高于对照组（Ｐ＜０．０１）。

２．３．２　Ｍ 型超声观察室壁运动　根据Ｂｌａｔｔ等［１］

的方法，即在左室短轴乳头肌水平切面设置取样线，

Ｍ型超声显示结扎前降支前移植组与对照组左室
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前壁局部心肌动度及增厚率均正常。结扎前降支后

４ｈ，两组心肌收缩期向心运动幅度和增厚率均明显

减低。移植术后第４周，移植组的局部心肌动度及

增厚率基本恢复正常，而对照组未恢复。

２．４　移植细胞在移植部位的存活情况　光镜下可以

观察到移植组心肌瘢痕组织内有心肌组织形成（图

２Ａ），而对照组瘢痕组织内无心肌样结构。心肌组织

切片进行ＨＥ染色后，在相差荧光显微镜下可以观察

到移植组标本中带有蓝色荧光的细胞核（图２Ｂ），证实

移植的心耳肌细胞在心肌瘢痕组织内存活。在移植

细胞周围没有观察到淋巴细胞浸润，说明自体心肌细

胞移植不会产生免疫排斥相关的炎性反应。

图１　经ＤＡＰＩ标记的急性分离的

左心耳心肌细胞于荧光显微镜下观察

Ｆｉｇ１　Ｉｓｏｌａｔｅｄｌｅｆｔａｕｒｉｃｌｅｍｙｏｃｙｔｅｓ

ｌａｂｅｌｌｅｄｗｉｔｈＤＡＰＩ（×２００）

表１　左室功能评价

Ｔａｂ１　Ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
（ｎ＝８，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＥＦ（％） ＦＳ（％） ＳＶ（Ｖ／ｍｌ） ＣＯ（ｍｌ／ｍｉｎ）

Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ５７．２±２．８ ２５．７±２．２ １．６±０．４ ３９１．５±５．６

Ｃｏｎｔｒｏｌ ４９．８±３．７ ２４．８±１．３ １．３±０．３ ３０６．０±７．３

ｔ ４．５０９ ２．６４７ １．８５２ ２６．０００

Ｐ ＜０．０１ ＜０．０５ ＞０．０５ ＜０．０１

　ＥＦ：Ｅｊｅｃｔｉｏｎｆｒａｃｔｉｏｎ；ＦＳ：Ｆｒａｃｔｉｏｎａｌｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ；ＳＶ：Ｓｔｒｏｋｅｖｏｌｕｍｅ；ＣＯ：Ｃａｒｄｉａｃｏｕｔｐｕｔ

２．５　免疫荧光检测　在移植细胞（ＤＡＰＩ标记细胞

核，呈蓝色荧光）之间，以及移植细胞与原位心室肌

细胞（非ＤＡＰＩ标记，无显示）之间均可见Ｃｏｎｎｅｘｉｎ

４３表达，表明移植细胞之间以及移植细胞与原有心

室肌细胞之间均形成了电机械耦联（图３），而对照

组未见蓝色荧光的细胞核。

图２　４周后移植组心肌梗死区内“细胞岛”

状心肌组织（Ａ）和带蓝色荧光的细胞核（Ｂ）

Ｆｉｇ２　“Ｃｅｌｌｉｓｌａｎｄ”（Ａ）ａｎｄｃｅｌｌｎｕｃｌｅｉｗｉｔｈｂｌｕｅ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ（Ｂ，ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ）ｉｎｉｎｆａｒｃｔｅｄａｒｅａｓｉｎ

ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ４ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ（×１００）

图３　移植组标本内细胞间形成的缝隙连接

Ｆｉｇ３　Ｇａｐｊｕｎｃｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎｃｅｌｌｓｉｎ

ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（×４００）

ＢｌｕｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｗａｓｃｅｌｌｎｕｃｌｅｉｌａｂｅｌｅｄｂｙＤＡＰＩａｎｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｃｅｗａｓＣｏｎｎｅｘｉｎ４３ｏｆＦＩＴＣｉｎｃｅｌｌｇａｐｊｕｎｃｔｉｏｎｓ（ｄｕｂｌｅｅｘｐｏｓｕｒｅ）

３　讨　论

　　目前治疗缺血性心脏病的主要方法包括内科的

药物和介入治疗、外科的冠状动脉旁路移植手术等，

其治疗目标均为延缓心力衰竭的进展，并不能逆转

已坏死的心肌。正在研究中的细胞移植技术试图将

新的细胞移入梗死的心肌组织内，以改善心脏功能。
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目前用于移植的细胞主要为胚胎心肌细胞、自体骨

髓干细胞、骨骼肌成肌细胞等，但这些细胞用于移植

后均存在一定的缺陷，如异体或异种细胞的伦理道

德以及免疫排斥问题；骨髓干细胞、骨骼肌成肌细胞

在胚胎起源、电生理机制、兴奋收缩偶联、对损伤反

应等方面与心肌细胞的差异问题等［２５］，使得移植效

果不够理想。相比而言，自体心肌细胞移植不仅具

备以上细胞的优点，而且可以避免上述缺点和不足，

具有更加光明的临床应用前景。因此，我们进行了

自体心耳肌细胞移植的研究。

　　本实验中，我们通过永久结扎左冠状动脉前降

支，建立成年兔心梗模型。与冰冻损伤或者暂时阻

断冠状动脉的方法相比，这一技术更接近心肌梗死

发生的病理生理过程，并且不会发生缺血再灌注时

更为严重和广泛的心肌梗死。我们选用左心耳作为

细胞来源，因其取材简便，且取材后对心功能影响不

明显。同时考虑到成年心肌细胞不能继续分裂，因

而未进行体外培养，而是选择分离标记后进行细胞

移植。

　　成熟心肌细胞的分离技术是目前各种细胞的分

离技术中的一个难点和热点问题，我们根据随年龄

增长，心肌组织中细胞外基质含量变化的特点［６］，采

用胶原酶Ⅱ型、弹性蛋白酶及嗜热菌蛋白酶的联合消

化方法，并避免使用传统的胰蛋白酶，以防止其对心

肌细胞的损伤，初步结果显示此法消化效率高，获得

的细胞活性较好，在以后的实验中，我们将进一步摸

索各种酶的最佳消化浓度，以获得更好的消化效果。

　　我们将分离的兔自体心耳肌细胞移植到梗死区

心肌，４周后荧光检测可以发现心肌标本中有带荧

光的细胞核，说明移植的心肌细胞在梗死区内存

活，同时我们还观察到梗死区内有血管形成。这提示

移植的心耳肌细胞在移植部位可能分泌一些生长因

子，如血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、胰岛素样生长因

子（ＩＧＦ）、碱性成纤微母细胞生长因子（ｂＦＧＦ）等［７９］，

促进梗死区心肌侧支循环的形成，使得移植的心肌细

胞在梗死区内存活，并进一步改善心室功能。

　　在对左室功能进行评价时，我们利用二维超声

心动图，并选择测量左室射血分数、短轴缩短率、每

搏输出量、每分输出量这４个指标反映移植术后４
周时移植组与对照组左室功能的差异。在本实验

中，每次检查均由两名经验丰富的超声科医生采用

盲法实施，再将各自的评分取平均值作为最终的数

据。结果显示，至移植术后第４周移植组左室功能

优于对照组。说明自体左心耳心肌细胞移植到左室

心肌梗死区内可以改善左室功能。

　　由于目前使用的细胞示踪技术（荧光标记物）的

标记时限较短（４～６周），故本实验选择在移植后４
周获取组织标本，而未进行更长时间的观测，对于移

植细胞远期存活率的研究还需要进一步选择标记时

效更长的示踪技术加以证实，如转基因表达绿色荧

光蛋白（ＧＦＰ）或性染色体标记技术等。

　　自体心肌细胞移植技术用于治疗缺血性心脏病

具有较为明显的技术优势。自体细胞移植后不存在

免疫排斥问题，术后无需应用免疫抑制剂，在避免免

疫抑制药物各种毒副作用的同时，也能够减轻患者

的经济负担；由于不需要进行体外培养，可以只进行

一次手术而完成取材和移植的全部过程，减轻患者

的痛苦和减少各种临床并发症的发生，因此这一研

究具有较好的临床应用前景。
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