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静脉输注间充质干细胞可稳定动脉粥样硬化易损斑块

王双双１，杨升华１，王丽丽２，孔根现１，高玉龙１，蒋知新２

１．南方医科大学研究生学院，广州５１０５１５

２．解放军３０５医院中心实验室，北京１０００１７

　　［摘要］　目的　建立动脉粥样硬化易损斑块（ＶＰ）模型，并静脉输注骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ），验证 ＭＳＣｓ对ＶＰ稳定性

的影响。方法　雄性新西兰兔２４只，随机分为３组，ＶＰ组（ｎ＝８）制作ＶＰ模型；ＶＰ＋ＭＳＣｓ组（ｎ＝８）制作ＶＰ模型后即刻静脉
输注１×１０７ ＭＳＣｓ；ＳＰ组（ｎ＝８）制作稳定斑块模型。１２周末处死所有动物，取右侧颈总动脉行 ＨＥ染色和 Ｍａｓｓｏｎ染色，并测

量纤维帽厚度和脂核横截面厚度的比值。行免疫组化染色检测斑块内基质金属蛋白酶２（ＭＭＰ２）的含量。结果　ＨＥ染色结
果：ＶＰ组斑块中心可见大量脂核，斑块表面覆盖较薄纤维帽，在斑块肩部可见残存泡沫细胞和大量炎细胞浸润，部分斑块可见

破裂及（或）血栓形成；ＳＰ组镜下可见粥样硬化斑块形态结构完整，纤维帽较厚，斑块内炎细胞较少，未见斑块破裂；ＶＰ＋ＭＳＣｓ
组形态介于两者之间。帽／核比值ＳＰ组＞ＶＰ＋ＭＳＣｓ组＞ＶＰ组，ＶＰ组与ＶＰ＋ＭＳＣｓ组和ＳＰ组比较差异有统计学意义（Ｐ＜

０．０１）。Ｍａｓｓｏｎ染色结果：ＳＰ组平滑肌细胞和弹力纤维含量高于其他两组，ＶＰ＋ＭＳＣｓ组次之，ＶＰ组最少。斑块内 ＭＭＰ２表达

水平：ＶＰ组斑块内 ＭＭＰ２大量表达，主要位于纤维帽和脂质核心；与ＶＰ组相比，ＶＰ＋ＭＳＣｓ组和ＳＰ组 ＭＭＰ２的表达减少，

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；ＶＰ＋ＭＳＣｓ组 ＭＭＰ２表达高于ＳＰ组（Ｐ＜０．０１）。结论　ＭＳＣｓ静脉输注干预兔ＶＰ模型，可
降低斑块不稳定性，其机制可能与减少炎性细胞聚集、降低 ＭＭＰ２含量、减少胶原纤维降解有关。
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　　急性心脑血管事件包括急性冠状动脉综合征

（ａｃｕｔｅｃｏｒｏｎａｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＡＣＳ）与缺血性脑卒中，

已经成为中老年人致死率及致残率最高的疾病。动

脉粥样硬化易损斑块（ｖｕｌｎｅｒａｂｌｅｐｌａｑｕｅ，ＶＰ）的破

裂及继发血栓形成是其最根本的始动因素［１］。而

ＶＰ可能存在于身体各个部位，不可能完全依赖昂

贵且局部的介入方法进行干预。骨髓间充质干细胞

（ＭＳＣｓ）广泛存在于多种成体组织中，相对其他干

细胞具有低免疫原性、多分化性、体外易培养等优

点，已用于心肌梗死［２］、肾移植［３］、角膜损伤［４］等多

种疾病的治疗。本实验旨在研究静脉输注 ＭＳＣｓ对

ＶＰ稳定性的影响，并进一步探讨其作用机制。

１　材料和方法

１．１　动物及试剂　ＳＰＦ级雄性新西兰大白兔购于北

京绿洲动物中心。Ｍａｓｓｏｎ染色试剂盒购于上海江莱

生物科技有限公司，基质金属蛋白酶２（ＭＭＰ２）鼠抗

兔抗体购于 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，ＳＰ超敏试剂盒购自北京

康为世纪生物科技公司；高脂饲料（含１％胆固醇、３％
猪油、１５％蛋黄和８１％普通饲料）购自北京科澳协力

饲料有限公司；胎牛血清（ＦＢＳ）、低糖细胞培养基

（ＬＤＭＥＭ）购自Ｇｉｂｃｏ公司。

１．２　ＭＳＣｓ的获取及培养　１个月龄兔麻醉后无菌

条件下行股骨穿刺，以含肝素的注射器抽取骨髓５

ｍＬ，加入含１５％ＦＢＳ的ＬＤＭＥＭ 完全培养基１０

ｍＬ，混匀后置于３７℃、体积分数为５％的ＣＯ２培养

箱中培养。４８ｈ后首次换液，以后每２～３ｄ换液一

次，细胞融合率达８０％～９０％时，用适量０．２５％胰

蛋白酶（含０．０２％ＥＤＴＡ）消化２ｍｉｎ，按１∶２传

代。选用生长状况良好的Ｐ３代细胞进行静脉移植。

１．３　动物分组及模型复制　新西兰雄兔２４只（体

质量２～２．５ｋｇ），随机分为３组，ＶＰ组（ｎ＝８）和

ＶＰ＋ＭＳＣｓ组（ｎ＝８）参照文献［５］制作 ＶＰ模型，
兔适应性喂养１周后给予第１次右颈总动脉液氮冻

伤术，随后高脂喂养８周，随即实施第２次右颈总

动脉液氮冻伤术，ＶＰ＋ＭＳＣｓ组术后即刻静脉输注

１×１０７ＭＳＣｓ，ＶＰ组术后即刻静脉输注等容积ＰＢＳ，

之后２组均改为普通饲料喂养４周；ＳＰ组（ｎ＝８）制

作稳定斑块模型：兔首次液氮冻伤术后，再高脂喂养

８周，最后普通饲料喂养４周。

１．４　斑块ＨＥ染色及帽／核比值测量　１２周末处死

所有动物，结束后将动物麻醉，取右侧颈总动脉约

３．０ｃｍ，置于生理盐水内轻轻漂洗，以１０％中性甲醛

溶液固定４８ｈ，常规石蜡包埋，血管横截面作４μｍ
厚连续切片，行ＨＥ染色，光镜下观察斑块的组织结

构形态。应用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ图像分析软件采集分析

图像，每个斑块至少取１０处测量纤维帽厚度，取平均

值，测量处包括最厚与最薄处，计算帽／核比值，即每

个斑块纤维帽厚度与脂核横截面厚度的比值。

１．５　斑块 Ｍａｓｓｏｎ染色　切片厚度３μｍ，６０～６５℃
烤片２ｈ；脱蜡，水化，Ｍａｓｓｏｎ复合染色液染色５ｍｉｎ
后冲洗；磷钼酸染色５ｍｉｎ，甩干；苯胺蓝染色５ｍｉｎ
后蒸馏水稍冲；分化液分化２次后脱水，透明，封固。

１．６　免疫组化染色检测斑块内 ＭＭＰ２含量　采用

ＳＰ法，ＤＡＢ显色，并设阴性对照（以 ＰＢＳ代替一

抗），具体步骤参照ＳＰ超敏试剂盒说明书进行。以

棕黄色颗粒状产物为阳性标记，每张切片在２００倍

光镜下，在斑块的肩部、基底部和纤维帽各随机选取

２个视野并拍照，用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件进行灰度扫

描，分别测定抗 ＭＭＰ２免疫沉淀物积分光密度值，

取其平均值。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行分析，

结果以珚ｘ±ｓ表示。对实验数据进行ｏｎｅｗａｙＡＮＯ
ＶＡ分析及ＬＳＤ两两比较，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　形态学观察　２４只兔子全部完成实验。ＶＰ
组斑块中心可见大量脂核，斑块表面覆盖较薄纤维

帽，在斑块肩部可见残存泡沫细胞和大量炎细胞浸

润，部分斑块可见破裂及（或）血栓形成。ＳＰ组镜下

可见粥样硬化斑块形态结构完整，纤维帽较厚，斑

块内炎细胞较少，未见斑块破裂。ＶＰ＋ＭＳＣｓ组形

态介于两者之间。见图１Ａ～１Ｃ。

２．２　斑块帽／核比值的变化　ＶＰ组斑块帽／核比值

［（０．１５３±０．０２１）］小于 ＶＰ＋ＭＳＣｓ组［（０．２１９±

０．０２７）］和ＳＰ组［（０．２３８±０．０４５）］，差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０１）；ＶＰ＋ＭＳＣｓ组略低于ＳＰ组，但差
异无统计学意义。
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图１　各组动脉粥样硬化斑块ＨＥ染色（ＡＣ）、Ｍａｓｓｏｎ染色（ＤＦ）结果及斑块内 ＭＭＰ２表达（ＧＩ）

Ｆｉｇ１　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ（ＡＣ），Ｍａｓｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇ（ＤＦ）ａｎｄＭＭＰ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（ＧＩ）ｏｆａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃｐｌａｑｕｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

ＭＭＰ２：Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２．Ａ，Ｄ，Ｇ：Ｖｕｌｎｅｒａｂｌｅｐｌａｑｕｅ（ＶＰ）ｇｒｏｕｐ；Ｂ，Ｅ，Ｈ：ＶＰ＋ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（ＭＳＣｓ）

ｇｒｏｕｐ；Ｃ，Ｆ，Ｉ：Ｓｔａｂｌｅｐｌａｑｕｅ（ＳＰ）ｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（ＡＣ）；×２００（ＧＩ）；×４００（ＤＦ）

２．３　斑块 Ｍａｓｓｏｎ染色结果　ＶＰ组斑块内平滑肌

细胞、弹力纤维量明显减少，胶原纤维排列紊乱；

ＶＰ＋ＭＳＣｓ组斑块内平滑肌细胞和弹力纤维含量

有所减少，胶原纤维含量较多；ＳＰ组斑块内含有大

量的平滑肌细胞和弹力纤维（图１Ｄ～１Ｆ）。

２．４　各组斑块内 ＭＭＰ２含量　ＶＰ组斑块内大量

表达 ＭＭＰ２，主要位于纤维帽和脂质核心；与 ＶＰ
组相比，ＶＰ＋ＭＳＣｓ组和ＳＰ两组 ＭＭＰ２的表达减

少，差异均有统计学意义（ＶＰ组：２１３．８３±４０．２４，

ＶＰ＋ＭＳＣｓ组：１３８．７９±２５．３７；ＳＰ组：１１４．２７±２１．４９；

Ｐ＜０．０１）；ＶＰ＋ＭＳＣｓ组ＭＭＰ２表达高于ＳＰ组，差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。见图１Ｇ～１Ｉ。

３　讨　论

　　动脉粥样硬化斑块受到侵蚀或者激发可发生破

裂，并继发血栓形成，从而导致临床心脑血管疾病

突发事件的发生。大量临床及病理资料表明，大部

分的ＡＣＳ是由 ＶＰ的破裂而继发血栓引起。而炎

症反应贯穿于 ＡＣＳ发生发展的各个过程。斑块内

的炎症细胞及其分泌的促炎症因子可使斑块纤维帽

变薄、脂核变大，导致 ＶＰ 表型的形成。其中，

ＭＭＰｓ被认为在斑块破裂过程中起着非常重要的作

用［６］。ＭＭＰｓ是一类锌依赖性肽内切酶家族，几乎

可以降解所有蛋白质和细胞外基质。在斑块内其主

要由巨噬细胞和平滑肌细胞分泌，可特异降解动脉

壁基膜的主要成分———Ⅳ型胶原，从而导致斑块纤

维帽变薄，进而破裂导致ＡＣＳ发生。

　　近年来，ＭＳＣｓ由于其多分化性、低免疫原性、

易于体外分离培养而成为新的研究热点。ＭＳＣｓ在

体内主要通过分泌多种细胞因子发挥其生物学作

用［２，４］，并在心肌梗死、肺损伤、腹膜炎等多种疾病

的治疗中取得了突破性的进展［７］。研究显示 ＭＳＣｓ
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可以在损伤部位聚集并分化为受损细胞，进而发挥
组织修复及疾病治疗作用［８］。但最新研究显示，静
脉移植 ＭＳＣｓ的归巢及分化作用十分有限［９］。因
而，本实验通过静脉输注 ＭＳＣｓ研究其对ＶＰ稳定

性的影响，并探讨其作用机制。

　　本实验 ＨＥ染色结果可见ＳＰ组镜下粥样硬化

斑块形态结构完整，有较厚纤维帽和较少炎细胞，

斑块处于稳定状态。而ＶＰ组有较薄纤维帽和较大

的脂核，平滑肌细胞及胶原含量较少，炎性细胞较

多，斑块相对不稳定。与 ＶＰ组相比，ＶＰ＋ＭＳＣｓ
组斑块纤维帽较厚，斑块内炎细胞较少，斑块形态

结构较完整，且未见斑块破裂或血栓形成，斑块处

于相对稳定状态。炎性细胞含量是斑块稳定性的标

志之一，静脉输注 ＭＳＣｓ后可见 ＶＰ＋ＭＳＣｓ组斑

块内炎性细胞含量明显减少，可能是 ＭＳＣｓ通过分

泌某些细胞因子抑制了炎性细胞的聚集，从而增加

了斑块的稳定性，ＶＰ＋ＭＳＣｓ组和ＳＰ组帽／核比值

均高于ＶＰ组。另外 Ｍａｓｓｏｎ染色进一步证实ＶＰ组

斑块内平滑肌细胞和弹力纤维含量明显减少，胶原

纤维形态较散乱，斑块相对易损；ＶＰ＋ＭＳＣｓ组斑块

内平滑肌细胞和弹力纤维含量有所减少，胶原纤维

含量较多，斑块处于较稳定状态；ＳＰ组斑块内含有较

多的平滑肌细胞和弹力纤维。提示ＶＰ模型静脉输

注 ＭＳＣｓ后可降低斑块破裂导致血管闭塞的可能性。

　　本实验显示ＳＰ组斑块内有少量 ＭＭＰ２的表

达，散在于斑块各处；ＶＰ 组的斑块内有大量

ＭＭＰ２表达，主要集中于纤维帽及脂质核心，而

ＭＳＣｓ静脉输注后 ＭＭＰ２表达明显降低，这可能

是 ＭＳＣｓ稳定ＶＰ斑块的可能机制之一。大量研究

表明 ＭＳＣｓ在机体内可降低 ＭＭＰｓ的合成及表达，

Ｄｉｘｏｎ等［１０］发现在心肌梗死后应用 ＭＳＣｓ可通过降
低 ＭＭＰｓ的合成从而抑制心室重构，Ｏｈ等［４］也发

现角膜损伤后局部应用 ＭＳＣｓ可降低 ＭＭＰ２的表
达从而产生抗血管增生作用，Ｌｏｚｉｔｏ等［１１］发现

ＭＳＣｓ可通过分泌金属蛋白酶组织抑制剂（ＴＩＭＰｓ）

抑制内源性及外源性 ＭＭＰｓ的表达。而本实验中

我们发现，静脉输注 ＭＳＣｓ可降低不稳定斑块内

ＭＭＰ２的表达，其机制可能是通过减少斑块局部

炎性细胞的聚集及分泌，从而减少 ＭＭＰ２的来源，

也可能为 ＭＳＣｓ进入机体后分泌ＴＩＭＰｓ从而抑制

ＭＭＰ２的表达，其具体机制有待进一步研究。
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