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骨髓单个核细胞移植对急性心梗大鼠血流动力学的影响
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[摘要 ]　目的: 评价局部移植骨髓单个核细胞对急性心梗大鼠缺血心肌血管生成作用及血流动力学的影响。方法: 将 26 只

Lw eis 大鼠随机分为移植组 (n= 14) 及对照组 (n= 12) , 结扎大鼠左冠状动脉, 建立急性心肌梗死模型。将新分离的骨髓单个

核细胞注射到大鼠的缺血心肌中 (对照组大鼠注射等量无菌 PBS) , 术后 4 周观察心肌血管数目, 结合心脏血流动力学参数评

价心功能的改善情况。结果: 4 周后移植组与对照组相比左心室舒张末期压力明显降低 (P < 0. 01) , 压力变化率最大值

(dp öd t) 明显升高 (P < 0. 01, P < 0. 05)。移植组心肌梗死区有明显血管增生, 移植组和对照组心肌血管密度分别为 (23. 1±

1. 5)和 (10. 5±1. 8)个öH PF, 差异有显著性意义 (P < 0. 01)。结论: 局部移植骨髓单个核细胞能明显促进缺血心肌新生血管

生成, 增加缺血区灌注, 并可在一定程度上改善其血流动力学指标。
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Tran splan ta tion of m ononuclear bone marrow cells im proves hem odynam ics in ra t acute m yocard ia l infarc-
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[ABSTRACT ]　Objective: To evaluate the effect of mononuclear bone m arrow cells transp lan tat ion on angiogenesis and

hemodynam ics in rat acu te m yocardial infarct ion model. M ethods: R at acu te m yocardial infarct ion modelw as created by co ro2
nary artery ligat ion. Bone m arrow derived mononuclear cells iso lated by F ico ll density gradien t cen trifugat ion and PBS w ere

in jected in to ischem ic zone of transp lan tat ion (n= 14) and con tro l (n= 12) an im als, respect ively. Index of hemodynam ics w as

in spected 4 w eek s after transp lan tat ion; angiogenesis w as evaluated by vessel coun t. Results: Fou r w eek s after transp lan ta2
t ion, cardiac function of transp lan ted rats w as imp roved. Systo lic and diasto lic ven tricu lar functions w ere better in the trans2
p lan ted rats than tho se in con tro l ra ts. N ecrop sy exam ination disclo sed that cap illary density w as sign ifican tly greater in the

transp lan ted group than in the con tro l group (23. 1±1. 5 vs 10. 5±1. 8, P < 0. 01). Conclusion: D irect local transp lan tat ion of

mononuclear bone m arrow cells p romo tes angiogenesis and has a favo rab le impact on the p reservat ion of left ven tricu lar func2
t ion in acu te m yocardial infarct ion.
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Ξ 　 许多促血管生长因子如 V EGF、bFGF、H GF

等, 在动物肢体或心肌缺血模型中能够促进新生血

管形成。然而, 生长因子治疗可能引起身体其他部位

的病理性血管生长, 同时机体对基因转染载体的免

疫反应也限制了生长因子基因治疗的应用。骨髓中

含有各种未成熟细胞, 可以分化成造血干细胞和内

皮祖细胞等, 骨髓细胞还可以分泌多种生长因子, 从

人外周血中分离出来骨髓起源的内皮祖细胞已经被

证明可以结合到血管新生部位[ 1 ]。因此, 骨髓细胞移

植将成为缺血条件下诱导血管再生的有效手段。本

研究利用大鼠急性心梗模型, 观察植入骨髓单个核

细胞促血管再生情况以及对血流动力学的影响, 为

心肌梗死的临床治疗提供新的有效途径。

1　材料和方法

1. 1　主要材料　同基因背景成年 (12 周) 雄性

Lw eis 大鼠 26 只 (中国科学院生物化学所提供) , 体

质量 250 g; F ico ll 淋巴细胞分离液 (Pharm acia) ; 兔

抗Ð 因子单抗、羊抗兔 EnV ision 二抗 (DA KO ) ; 小

动物呼吸机 (温州市龙湾医疗器械厂) ; Pow erL ab

system 8s 生理记录仪 (AD In strum en ts, 澳大利

亚) ; Chart 4112 软件 (AD In strum en ts)。

1. 2　骨髓单个核细胞的分离　成年Lw eis 大鼠颈

椎脱臼法处死, 无菌状态下取其四肢长骨。在超净台

中将骨髓冲入 4℃ 5 m l PBS 中, 反复吹打以获得单

细胞悬液, 将骨髓细胞悬液缓慢置于等量的 F ico ll

淋巴细胞分离液 (1. 077 göm l) 之上, 在 4℃、400×g

离心 20 m in, 离心后细胞分为 3 层, 吸取位于中层
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的单个核细胞, PBS 重悬, 再离心 5 m in×2 次, 以洗

除残余 F ico ll 液, 用无菌 PBS 制成细胞悬液并计

数, 待移植。

1. 3　大鼠心梗模型的建立及细胞移植　参照

Tom ita 等的方法[ 2 ] , Lw eis 大鼠 26 只随机分为移

植组 14 只和对照组 12 只。乙醚诱导麻醉、气管插

管, 接小动物呼吸机, 异氟醚吸入维持。于胸骨左侧

第 4～ 5 肋间进胸, 剪开心包, 显露心脏, 于左冠状动

脉前降支根部 (肺动脉圆锥和左心耳连线中点与心

尖的连线为标志) 下 2 mm 处用 620 丙烯线贯穿缝

扎。观察 3～ 5 m in, 以缝线下方心肌颜色变暗红色

为梗死成功, 心电图可见相应导联 ST 段抬高, 微量

注射器吸取 50 Λl 细胞悬液 (含 6×106 个细胞) , 注

射至梗死区与正常心肌交界处的心外膜下心肌内,

对照组注射等量无菌 PBS, 进针处U 字缝合防止外

渗。移植成功后胀肺, 待循环稳定后逐层关胸。自主

呼吸完全恢复且平稳时, 拔除气管插管。

1. 4　血流动力学指标检测　细胞移植后 4 周, 大鼠

以 20% 乌拉坦 (1. 2 gökg) 腹腔注射麻醉, 仰卧固定

于手术台, 分离左侧股动脉, 向心方向插入带有压力

换能器的导管, 监测血压 (BP) , 分离右侧颈总动脉,

逆行插入心导管穿过主动脉瓣至左心室, 监测左心

室压 (LV P) ; 四肢皮下插入针形电极监测标准Ê 导

联心电图。上述各项指标同步连接到 Pow erL ab

system 8s 生理记录仪, 再连入计算机经 Chart4. 12

软件进行实时监测和记录分析。通过分析可得到所

需各项指标: HR、M A P、LV SP、+ LV dp öd tm ax 及

- LV dp öd tm ax 等。连续测取 3 次数据, 每次间隔 2

m in, 每一类数据中取平均值作为测定结果。

1. 5　组织学检测　检测血流动力学指标后, 麻醉状

态下取出大鼠心脏, 生理盐水冲洗后, 甲醛溶液固

定, 石蜡包埋, 心尖至心底按短轴平面连续切片 (厚

4 Λm )。组织切片行Ð 因子免疫组化染色 (EnV ision

法) , 每张切片随机选取 5 个 400×视野 (H PF) 进行

血管计数, 计算每个视野内Ð 因子阳性内皮细胞的

平均数。

1. 6　统计学处理　数据均以 xθ±s 表示, 采用 SPSS

10. 0 软件进行统计学处理, 采用 t 检验。

2　结　果

2. 1　心脏标本大体观察　移植组与对照组均形成

透壁瘢痕, 室壁变薄。移植组梗死区室壁厚度略大于

对照组, 瘢痕内有部分残留心肌纤维。

2. 2　血流动力学测定结果　移植组LV ED P 明显

低于对照组 (P < 0. 01) ; + dp öd tm ax与- dp öd tm ax明

显高于对照组 (P < 0. 01, P < 0. 05) ; 其余各项指标

在移植组与对照组间比较无显著差异。见表 1。

2. 3　组织学检测　术后 28 d, 移植组心肌梗死区有

表 1　移植组与对照组心脏血流动力学指标比较

Tab 1　Com par ison of hem odynam ics ind ices between tran splan ta tion group and con trol group
(xθ±s)

Group n M A P
(p ökPa)

HR
(f öm in- 1)

LV SP
(p ökPa)

LVD P
(p ökPa)

LV ED P
(p ökPa)

+ dp öd tm ax
(kPaös)

- dp öd tm ax
(kPaös)

T ransp lan tation 14 13. 2±1. 8 388±26 16. 9±2. 2 2. 0±0. 4 2. 2±0. 43 3 554±563 3 445±583

Contro l 12 12. 9±1. 9 392±24 15. 6±2. 1 2. 2±0. 3 2. 6±0. 5 479±43 389±45

　　M A P: M ean arterial p ressure; HR: H eart rate; LV SP: L eft ven tricle systo tic p ressure; LVD P: L eft ven tricle diasto lic p ressure; LV ED P:

L eft ven tricle end2diasto lic p ressure; dp öd tm ax: M axim um p ressure change rate; 3 P < 0. 05, 3 3 P < 0. 01 vs contro l group

明显血管增生, 可见大量Ð 因子染色阳性的新生血

管内皮细胞和部分残存的心肌细胞, 对照组为纤维

组织所替代, 新生血管数量较少 (图 1)。

移植组毛细血管密度显著高于对照组[ (23. 1±

1. 5) 个öH PF vs (10. 5±1. 8) 个öH PF, P < 0. 01 ],

新生血管多分布于梗死边缘区, 而梗死中心区血管

增生不明显, 与对照组相比无明显差异[ (3. 6±1. 3)

个öH PF vs (3. 3±1. 7)个öH PF ]。

3　讨　论

自从在成人的骨髓和外周血中发现内皮祖细胞

图 1　移植组 (A)和对照组 (B) Ð 因子染色照片

F ig 1　Factor Ð imm unoh istochem ica l sta in ing of

ischem ic m yocard ium in tran splan ta tion group (A)

and con trol group (B) (×200)
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后,“细胞介导的血管再生”[ 3 ]这一观念被迅速推广。

近年来研究发现, 血管内皮祖细胞不仅参与胚胎期

的血管发育, 也存在于成年机体的骨髓及外周血, 在

出生后的血管发育中起重要作用。研究表明, 骨髓单

个核细胞中的内皮祖细胞含量丰富, 约为外周血的

10 倍[ 4 ]。由此我们推断, 将骨髓单个核细胞进行梗

死局部区域注射可能改善心肌供血, 挽救缺血心肌,

保护心功能。

本研究采用同基因背景的Lw eis 大鼠骨髓分离

单个核细胞, 进行梗死区域心肌内注射, 避免了因移

植排斥反应引起的移植细胞死亡。毛细血管密度是

局部血管再生的解剖学表现, 本实验中缺血区血管

数量移植组显著高于对照组, 而梗死瘢痕区两组无

明显差别, 其原因可能是梗死区无血流灌注, 移植细

胞难以存活。应用血流动力学研究发现, 骨髓单个核

细胞移植可明显改善缺血心肌的功能。结果显示与

对照组相比, 移植组LV ED P 明显低于对照组, 有显

著性差异, 反映收缩功能的指标+ dp öd tm ax和反映舒

张功能的指标- dp öd tm ax明显高于对照组, 有显著性

差异。本实验结果证明骨髓单个核细胞移植不但具

有促血管再生作用, 而且能够改善缺血组织的功能。

目前骨髓单个核细胞容易获取, 局部植入自体骨髓

细胞与其他治疗性血管再生方法相比, 操作简单, 低

风险、低毒、无免疫反应且对全身情况影响小[ 5～ 7 ]。

细胞移植的最佳数量、时机和移植区域对于术

后心功能的改善程度非常重要。根据 Tom ita 等[ 2 ]研

究和预实验的结果, 我们选择了 50 Λl 细胞悬液 (含

6×106 个细胞) , 注入液体过多会引起广泛心肌水

肿, 导致急性左心衰竭甚至心脏骤停, 死亡率较高;

移植细胞的数量关系到心功能的改善程度, 因此应

给予尽可能多的细胞, 一般应在 106 数量级。然而总

的治疗效果还受到许多其他因素的影响, 如移植细

胞存活数量、分化能力以及移植区域残留心肌细胞

状态等。本实验选择在结扎左冠状动脉后 10 m in 注

入细胞悬液, 注射部位选择梗死边缘区, 是为了模拟

急性心梗的治疗过程。一方面, 结扎左冠状动脉后约

5～ 10 m in 才能确定梗死区的范围; 另一方面, 梗死

早期移植细胞所释放的细胞因子可加快血管再生过

程, 改善梗死边缘区冬眠心肌的存活状态, 对心功能

的改善更有意义。对心功能改善的评价时机选择在

移植后 4 周, 因为心梗后 1～ 2 周为急性炎症期,

2～ 4周为左室重构期, 4 周左右左室重构已完成, 心

功能基本趋于稳定。

心梗后骨髓单个核细胞移植促进血管新生可能

的机制目前认为有 3 种: (1)骨髓细胞分泌多种促血

管生长因子和细胞因子 (如V EGF、FGF、AN G 等)

刺激梗死区域内血管生成[ 5, 6 ]; (2) 骨髓中含有的内

皮祖细胞分化为内皮细胞直接参与心肌内血管发

生[ 8, 9 ]; (3)移植细胞引起的局部炎症反应刺激血管

再生[ 10 ]。骨髓单个核细胞移植改善心梗后左室功能

的精确机制有待于进一步研究。改善缺血区灌注, 挽

救冬眠心肌可能是改善生理功能的原因之一; 另外

临床和实验研究证明, 梗死区血管床的晚期再灌注

可以防止梗死区瘢痕的进一步扩大, 减轻左室重构,

降低心肌纤维化[ 7, 8 ]。因此, 骨髓单个核细胞移植可

能通过改善心梗后心肌血流灌注来抑制左室重构,

保护心功能。

本实验结果表明, 骨髓单个核细胞易于获取, 局

部植入骨髓单个核细胞可以促进缺血心肌的血管再

生, 有效保护左室功能, 为临床开展心肌梗死患者骨

髓单个核细胞移植提供了初步的实验依据。
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