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人骨髓多潜能成体祖细胞分化后细胞移植治疗兔心肌梗死

王晓华１，吴中海１，唐力军２

（１．南方医科大学基础医学部生理学教研室，广州５１０５１５；２．解放军福州总医院普通外科，福州３５０００２）

［摘要］　目的：体外分选纯化人骨髓多潜能成体祖细胞（ＭＡＰＣｓ），诱导分化，观察其分化后细胞移植治疗心肌梗死的疗效，初

步探讨 ＭＡＰＣｓ移植治疗心肌梗死的可行性。方法：取适量志愿者骨髓采用梯度密度离心法分离获取单个核细胞并行贴壁

培养，将获取的细胞通过ＣＤ４５、ＧｌｙＡ免疫微磁珠负分选（ＭＡＣＳ）分离出 ＭＡＰＣｓ；锥虫蓝拒染试验测定分选后细胞活力，流式

细胞仪鉴定分选后细胞纯度；传代后的细胞与１０μｍｏｌ·Ｌ
－１浓度５氮杂胞苷（５ａｚａ）共孵育２４ｈ，通过透射电镜对诱导后的细

胞进行鉴定，并将诱导后的 ＭＡＰＣｓ移植于兔心肌梗死部位，观察其对兔心功能的改善情况。结果：ＭＡＣＳ分选前后 ＭＡＰＣｓ
细胞活力分别为（９６．７±１．７）％、（９６．０±２．４）％，无显著差异；获取的ＣＤ４５－、ＧｌｙＡ－细胞纯度大于９８％。分选后传代的

ＭＡＰＣｓ经５ａｚａ诱导后，透射电镜检查可见大量的粗大肌丝；细胞移植治疗心肌梗死兔４周后，ＭＡＰＣｓ移植组左室射血分数、

左室侧壁运动幅度、左室收缩期室壁增厚率，以及左心室最大压力上升速率 （ｄｐ／ｄｔ），均明显高于心梗模型组和空白对照组

（Ｐ＜０．０５或０．０１），但低于假手术组（Ｐ＜０．０５）；空白对照组与心梗模型组相比无显著差异。结论：ＭＡＣＳ分离出的高纯度

人 ＭＡＰＣｓ在体外经５ａｚａ诱导后能够向肌源性细胞分化，兔心梗区内植入诱导后的 ＭＡＰＣｓ能够改善心功能。
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　　骨髓间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，

ＭＳＣｓ）移植能够减少心肌梗死面积，促进缺血心脏

功能恢复［１～４］，但是 ＭＳＣｓ均一性差，移植的效率有

待进一步提高。多潜能成体干祖细胞（ｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｔ

ａｄｕｌｔｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＭＡＰＣｓ）［５～８］在人和啮齿动

物骨髓中广泛存在，体外培养能成为均一的单克隆

间充质干细胞，可诱导分化为成血管细胞和成肌细

胞等前体细胞，这种纯度高、成分均一的单克隆

ＭＡＰＣｓ很可能是更理想的细胞来源。本实验在改
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进细胞培养基及免疫磁性分离（ｍａｇｎｅｔｉｃａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｃｅｌｌｓｏｒｔｉｎｇ，ＭＡＣＳ）分选方法的基础上，以５ａｚａ对

其进行定向诱导分化，并将诱导后的 ＭＡＰＣｓ移植

于兔心肌梗死部位，研究其对心脏功能改善的情况。

１　材料和方法

１．１　材料　健康成人骨髓由临床志愿者提供（经学

校伦理委员会批准）；清洁级雄性新西兰大白兔５０
只，２．５～３．０ｋｇ，由南京军区福州总院动物实验中

心提供；ＭＡＰＣｓ培养基自制（低糖ＤＭＥＭ，ＭＣＤＢ

２０１，胰岛素，转铁蛋白，牛血清白蛋白，地塞米松，硒

仕钠抗坏血栓２磷酸盐，亚油酸，谷氨酰胺等）；Ｆｉ

ｃｏｌｌ，５ａｚａ（Ｓｉｇｍａ公司）；小鼠抗兔ＣＤ４５、ＧｌｙＡ、胎

牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司）；羊抗鼠ＩｇＧＦＩＴＣ、ＩｇＧＰＥ（晶

美公司）；ＣＤ４５、ＧｌｙＡｃｅｌｌｉｓｏｌａｔｉｏｎｋｉｔ、ＭＡＣＳ高

强磁场、阴性选择柱（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ公司）；流式细胞仪

（Ｂｅｃｋｍａｎ公司）；ＣＯ２孵箱、低温离心机（Ｈｅｒａｅｕｓ
公司）；彩色多普勒超声诊断仪（Ｐｈｉｌｉｐｓ公司）；电子

透射显微镜（Ｈｉｔａｃｈｉ公司）；生物机能实验系统（成

都ＢＬ４１０）

１．２　人骨髓单个核细胞的获取及培养 　按临床常

规骨髓穿刺操作采集志愿者髂骨内骨髓５～２０ｍｌ，

置淋巴分离液中２５００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ密度梯度离

心。获取的单个核细胞以 １×１０６加入自制的

ＭＡＰＣｓ培养基中，３７℃、饱和湿度，５％ＣＯ２孵育箱

连续培养，４８ｈ首次换液，３～４ｄ换液１次，待贴壁

细胞接近长满瓶底时，０．２５％胰酶消化，离心收集，

镜下计数，继续接种传代培养，为 ＭＡＣＳ分选作准

备。

１．３　ＭＡＣＳ法分选 ＭＡＰＣｓ　标准Ｂｕｆｆｅｒ重悬细

胞，调整浓度为１×１０６～１×１０７／ｍｌ。按２０μｌ／ｍｌ比

例加入ＣＤ４５微型磁珠，６～１２℃孵育１５ｍｉｎ。洗涤、

离心、细胞重悬，加至阴性选择柱上，于磁分离仪的磁

场中流过，得阴性细胞液，３００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ，离心得

ＣＤ４５－细胞，１ｍｌ标准Ｂｕｆｆｅｒ将ＣＤ４５－细胞重悬。按

２０μｌ／ｍｌ细胞悬液比例加入ＧｌｙＡ微型磁珠。重复

步骤得ＣＤ４５－，ＧｌｙＡ－ＭＡＰＣｓ细胞。

１．４　分选后细胞活力的测定和细胞纯度的检测

１．４．１　锥虫蓝拒染试验测定细胞活力　随机取１０
个高倍镜视野（×２００）计数１００个分选前后的细胞，

计数锥虫蓝拒染细胞所占百分比，了解 ＭＡＣＳ分选

前后细胞活力（细胞存活率）。细胞计数：细胞

数／ｍｌ＝４个大方格总数／４×１０４×稀释倍数。细胞

存活率 ＝０．５％ 锥虫蓝染色阴性细胞／１００个细

胞／ＨＰ×１００％。

１．４．２　流式细胞仪鉴定分选后细胞纯度　标准

Ｂｕｆｆｅｒ洗涤样品，３００ｒ／ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ，离心收集

ＣＤ４５－，ＧｌｙＡ－细胞（ＭＡＰＣｓ）。弃上清后加入一

抗（１５００，ＣＤ４５－、ＧｌｙＡ－）各３００μｌ，混匀，室温

反应３０ｍｉｎ。标准 Ｂｕｆｆｅｒ洗涤两次，弃上清，加

１５０二抗５００μｌ，室温反应３０ｍｉｎ。标准Ｂｕｆｆｅｒ洗

涤２次，加１％的多聚甲醛，对一抗的表达情况进行

分析。一抗替换为小鼠ＩｇＧａ作为阴性对照。

１．５　ＭＡＰＣｓ的传代、培养及定向诱导分化和鉴

定　经ＭＡＣＳ筛选出的 ＭＡＰＣｓ密度调整为１×

１０６／ｍｌ，贴壁连续传代培养。取第２代细胞，加入１０

μｍｏｌ·Ｌ
－１浓度５ａｚａ与细胞共孵育，２４ｈ后更换培

养液，继续用不含５ａｚａ的自制培养基培养。诱导后

１０ｄ，收获细胞，透射电镜检查并摄片，观察细胞内

有无肌丝表达。

１．６　实验动物分组及模型建立　实验兔随机分为

４组（各组均为１２只）：假手术组，心肌梗死模型组，

ＭＡＰＣｓ移植组，空白对照组。除假手术组外，其他

各组均结扎左冠状动脉前降支建立兔心肌梗死模

型。１周后，ＭＡＰＣｓ移植组兔取诱导后的 ＭＡＰＣｓ
细胞悬液分４点注射到心肌梗死兔左室前壁，空白

对照组注射等体积不含血清的培养液，心肌梗死模

型组不进行 ＭＡＰＣｓ移植治疗，假手术组只开胸，不

结扎冠状动脉也不进行其他处理。

１．７　手术前后兔心功能的测定　彩色多普勒超声

心动图于手术前后、细胞移植４周后分别检测各组

动物左室射血分数、左室侧壁运动幅度及左室收缩

期室壁增厚率，血流动力学监测左心室最大压力上

升速率 （ｄｐ／ｄｔ）。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件，实验

数据以珚ｘ±ｓ表示，显著性检验采用独立样本ｔ检

验，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　人骨髓单个核细胞和分选后ＭＡＰＣｓ的培

养　相差显微镜下观察结果表明：初接种的骨髓单

个核细胞呈圆球状分散悬浮于培养液中，有少量造

血细胞，４８ｈ后换液去除非黏附细胞，留下来的细胞

大多贴壁成梭型生长。培养１周左右时，梭型细胞

基本铺满瓶底。
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　　分别计数经 ＭＡＣＳ筛选前后细胞数，平均每

１×１０６／ｍｌ贴壁细胞可分选出约（５～１０）×１０４／ｍｌ
数量级的 ＭＡＰＣｓ。筛选出的 ＭＡＰＣｓ，培养２４ｈ
内，即可见贴壁细胞，数目不断增加，４８ｈ后细胞基

本贴壁，更换培养基，细胞形态和骨髓基质细胞接

近，贴壁生长，呈长梭型，但细胞纯度高，几乎无其他

类型细胞，约５ｄ后有细胞克隆团形成，平均９～１４

ｄ传代１次，体外扩增５代细胞数大约能达到１×

１０８。镜下观察传代的、未行诱导分化的 ＭＡＰＣｓ细

胞形态稳定，未出现异常分化现象。（图１Ａ、１Ｂ）

图１　ＭＡＣＳ筛选出的 ＭＡＰＣｓ
原代（Ａ）及第６代（Ｂ）生长形态

Ｆｉｇ１　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｔａｄｕｌｔｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ

ｃｅｌｌｓｐｕｒｉｆｉｅｄｆｒｏｍｈｕｍａｎｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｂｙ
ｍａｇｎｅｔｉｃａｃｔｉｖａｔｅｄｃｅｌｌｓｏｒｔｉｎｇ（×１００）

Ａ：Ｐｒｉｍａｒｙｐａｓｓａｇｅ；Ｂ：Ｔｈｅ６ｔｈｐａｓｓａｇｅ

２．２　细胞活力鉴定和细胞纯度的检测结果　锥虫

蓝拒染试验计数发现分选前后 ＭＡＰＣｓ的细胞活力

（细胞存活率）分别为（９６．７±１．７）％和（９６．０±

２．４）％，表明分选前后细胞活力水平无明显改变

（Ｐ＞０．０５）。流式细胞仪检测我们经 ＭＡＣＳ分选获

取的ＣＤ４５－、ＧｌｙＡ－细胞纯度大于９８％。

２．３　诱导后 ＭＡＰＣｓ超微结构的观察　经１０

μｍｏｌ·Ｌ
－１浓度５ａｚａ诱导培养１０ｄ后电镜观察，细

胞内可见大量的粗大肌丝（图２）。

图２　５ａｚａ（１０μｍｏｌ／Ｌ）诱导１０ｄ后

ＭＡＰＣｓ透射电镜图

Ｆｉｇ２　ＴｈｉｃｋｍｙｏｆｉｂｅｒｓｉｎＭＡＰＣｓ１０ｄａｆｔｅｒ
５ａｚａ（１０μｍｏｌ／Ｌ）ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｂｙｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ

ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ（×３５０００）

２．４　动物模型建立情况和心功能检测结果　假手
术组无１例动物死亡，心梗模型组及空白对照组死
亡率分别为１６．６７％ （２／１２）和８．３３％ （１／１２）；

ＭＡＰＣｓ移植治疗组为１６．６７％ （２／１２），各组间无
显著差异。

２．４．１　超声心动图观察结果　术后４周，ＭＡＰＣｓ
移植组左室射血分数、左室侧壁运动幅度、左室收缩
期室壁增厚率均明显高于心梗模型组和空白对照

组，低于假手术组（Ｐ＜０．０５）；而空白对照组与心梗
模型组相比无显著差异。具体见表１。

表１　各组动物心动图检测心功能变化

Ｔａｂ１　Ｃａｒｄｉａｃｆｕｎｃｔｉｏｎｓｔａｔｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
（珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
ＬＶＥＦ（％）

ｐｒｅ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

ｐｏｓｔ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

４ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

ＬＶＦＷＳＤ（ｌ／ｍｍ）

ｐｒｅ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

ｐｏｓｔ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

４ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

ＬＶΔＴ（％）

ｐｒｅ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

ｐｏｓｔ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

４ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

Ｓｈａｍ １２ ６４．８± ６３．９± ６５．４± ２．７３± ２．８１± ２．７９± ３１．７± ２９．６± ３０．８±
３．３ ４．９ ４．８ ０．３１ ０．２２ ０．３２ ３．２ ６．４ ５．３

ＭＩ １０ ６３．６± ３９．５± ４０．２± ２．９３± ０．９５± １．１０± ２９．２± ９．６± １０．８±
６．２ ３．９ ４．７ ０．３８ ０．３１ ０．４１ ４．３ ３．２ ４．７

Ｂｌａｎｋ １１ ６５．７± ３８．２± ４０．９± ２．７２± ０．９７± １．０６± ２８．８± １０．２± １１．７±
２．４ ５．６ ５．８ ０．４２ ０．３１ ０．３４ ４．８ ３．９ ４．４

ＭＡＰＣｓ １０ ６２．８± ３８．８± ５１．９± ２．８３± ０．９８± １．８８± ３０．９± １０．７± ２１．２±
３．５ ６．１ ５．７△ ０．４７ ０．１３△ ０．２９△ ３．９ ４．５ ２．９△

　Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜０．０５ｖｓＭＩｇｒｏｕｐ．ＭＩ：Ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ
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２．４．２　血液动力学检测结果　左心室内最大压力

上升速率（ｄｐ／ｄｔ）是反映心功能的一项重要指标，与

心肌收缩能力呈正相关。４周后各组存活动物心脏

血流动力学检测结果显示：ＭＡＰＣｓ移植组、假手术

组、心梗模型组和空白对照组ｄｐ／ｄｔ分别为５．６２±

０．５３、７．０２±０．３８、２．９８±０．５７和３．０１±０．４３。

ＭＡＰＣｓ移植治疗组明显高于心梗模型组及空白对

照组（Ｐ＜０．０１），低于假手术组（Ｐ＜０．０５）；而空白

对照组与心梗模型组相比无差异。

３　讨　论

　　心肌细胞再生治疗急性心肌梗死是一种前景很

好的方法，保护（增加）具有收缩功能的有效心肌细

胞是治疗各种心肌损伤最为合理的途径。近年来，

干细胞移植为心肌梗死的治疗提供了一种新思路。

ＭＳＣｓ不仅可以分化为同胚层的成体细胞，而且在

特定情况下尚可跨胚层分化，被认为是最有希望的

工程细胞之一。但是，由于 ＭＳＣｓ是许多种细胞的

混合，其动物实验及临床疗效并不理想，因此，选择

一种纯度高、成分均一的更理想的细胞来源是决定

干细胞移植效果的关键，这对进一步广泛深入的研

究及临床应用显得尤其重要。多潜能成体祖细胞

（ＭＡＰＣｓ）可通过阴性筛选获得，是用 ＭＡＣＳ剔除

骨髓中ＣＤ４５、ＧｌｙＡ阳性细胞，并进行体外培养及

扩增获得的，与 ＭＳＣｓ表达特性一致［９］，是 ＭＳＣｓ的

一个亚群［１０］。这种细胞可倍增５０次以上，具有与

胚胎干细胞相似的分化能力，植入体内后可进一步

分化为表型和功能均成熟的相应成体细胞。

　　本研究通过密度梯度离心［１２］、贴壁培养筛

选［１３］、ＭＡＣＳ分选这３个步骤，每１×１０６／ｍｌ贴壁

细胞可分选出约 （５～１０）×１０４／ｍｌ数量级的

ＭＡＰＣｓ，分选效率高于常规约一个数量级。锥虫蓝

拒染试验结果证明 ＭＡＣＳ分选前后的细胞活力无

明显改变；流式细胞术检测结果显示分选后的细胞

纯度仍保持在９８％以上。磁性分选技术（ＭＡＣＳ）分

选骨髓干细胞的主要原理［１１］是，将细胞用超级顺磁

性的 ＭＡＣＳＭｉｃｒｏｂｅａｄｓ（ＭＡＣＳ微型磁珠）做特异

性的标记，然后通过一个放在强而稳定磁场中的分

选柱，分选柱里的基质造成一个高梯度磁场。被磁

性标记的细胞滞留在柱里而未被标记的细胞则流

出。当分选柱移出磁场后，滞留在柱内的磁性标记

细胞就可以被洗脱出来，达到富集纯化的目的。微

小磁珠可直接将筛选所得的细胞用于下一步实验而

不影响细胞的生物学特性。与传统技术相比，它具
有省时、简便、分离纯度好、分离容量大等优点。

　　在 ＣＤ４５、ＧｌｙＡ 免疫微磁珠成功分选骨髓源

ＭＡＰＣｓ基础上，我们以１０μｍｏｌ／Ｌ浓度的５ａｚａ处
理细胞［１４］，通过透射电镜观察经诱导后１０ｄ的

ＭＡＰＣｓ超微结构，发现有较多数目的细胞内有肌丝
表达，并可见粗大的肌丝。这说明经过诱导的

ＭＡＰＣｓ已转化成为肌源性细胞。５ａｚａ是胞嘧啶核

苷类似物，可以取代胞嘧啶核苷参与ＤＮＡ合成，它
诱导分化的机制可能是通过对ＤＮＡ中一些胞嘧啶
核苷去甲基，使控制分化的特定调控基因上的阻遏
蛋白编码基因去甲基化而发生构型改变，起到激活
表达肌细胞基因的作用［１５］，从而促使 ＭＡＰＣｓ向肌
细胞方向分化。

　　进一步评估细胞移植后心功能的变化，发现兔
发生心肌梗死的心脏移植 ＭＡＰＣｓ后ｄｐ／ｄｔ较移植
前明显升高，说明注射 ＭＡＰＣｓ能够明显改善心肌
梗死动物的心功能。分析其可能机制包括：（１）

ＭＡＰＣｓ分化的肌细胞，具有较高的弹性，加强了心
室壁的应力，从而限制梗死后瘢痕组织过度扩张，防
止心室重构。在本实验中，衡量移植组动物左室收

缩功能的指标（左室收缩期室壁增厚率和左室侧壁
运动幅度）均较心梗模型组高；（２）ＭＡＰＣｓ分化为心
肌样细胞，同宿主细胞相互融合形成新的心肌组织，
从而使具有收缩功能的细胞数量得到较大保存，进
而增加心功能。但是即使是移植了 ＭＡＰＣｓ，实验动

物的心功能也没有完全恢复正常，其原因一方面可
能是移植的细胞数量不足，成活率低，未能与周围心
肌细胞发生很好的耦合；另一方面，存活并分化的细
胞并不能完全替代已经梗死后瘢痕化的组织，或尚
未与宿主细胞发生完全耦联，收缩不够协调所造成

的。这 些 问 题 有 待 进 一 步 更 深 入 的 研 究 探
讨。　　　
　　本研究结果证实了 ＭＡＰＣｓ经５ａｚａ诱导后可
向肌源性细胞转化，经注射到心肌梗死兔左室前壁
后能够明显改善心功能，但还存在如何进一步提高

其向心肌细胞分化能力，诱导后的细胞安全性怎么
样，以及高龄或者接受过化学性、放射性治疗的供体
用于治疗是否可行等问题，还需要做更多、更细致的
工作。
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长海医院成功完成国内首例自体肾脏移植手术

　　为解除肾脏动脉瘤随时可能大出血的危险，第二军医大学长海医院２００６年７月１８日成功将患者仅剩的一只左肾“取

出”，在剥离了动脉瘤后再重新“移植”回其体内。手术由泌尿外科主任孙颖浩教授、血管外科主任景在平教授先后上台主刀，

历时１１ｈ。据检索，如此高难度的自体肾移植手术在国内未见有报道。

　　患者，男，５０岁，４年前一次例行体检时，被Ｂ超查出“右肾囊肿”，２年后接受了“右肾切除术”。今年５月，行ＣＴＡ检查，发

现患者左肾动脉远端有动脉瘤。动脉瘤存在于肾动脉远端，已进入肾窦内部，无法采用常规的局部解剖肾动脉主干再切除动

脉瘤的方法，而且患者的右肾已经被切除，手术风险很大。为此，长海医院血管外科邀请了泌尿外科、影像科、肾内科、麻醉科

等专家进行会诊，正在中国参加学术会议的国际知名血管外科专家Ｎｏｐｐｅｎｅｙ也亲自赶来参加讨论。院方同时还与国外一些

医学机构进行了远程会诊。专家们经多方讨论，并与患者进行充分沟通，决定打破常规，采取先切除左肾，然后剥离动脉瘤，随

后再进行肾脏重建的手术方法，既去除动脉瘤，又保住患者唯一的左肾。

　　手术分５个阶段：先是泌尿外科专家从血管丛中取出左肾；然后由血管外科专家把鸡蛋般大小、瘤壁已非常薄的动脉瘤从

肾窦里慢慢剥离出来；再从患者体内取２根自体大隐静脉进行远端动脉通道再造；其后是血管外科专家剥离肾静脉和肾动

脉的血管以重新搭建肾功能通道；最后由泌尿外科专家把输尿管重建到患者的膀胱上去。

　　术后，被清除了动脉瘤的左肾成功“移植”回患者体内，输尿管当即流出尿液，表示肾功能基本恢复。


