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自体骨髓单个核细胞移植促进移植静脉桥血管再内皮化及抑制内膜增生

高　岩，吴宗贵，梁　春，肖海军
（第二军医大学长征医院心内科，上海２００００３）

［摘要］　目的：探讨自体骨髓单个核细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＢＭＭＮＣｓ）移植对自体静脉移植后静脉桥血管再内

皮化及内膜增生的作用。方法：抽取成年兔骨髓分离制备ＢＭＭＮＣｓ，并用ＤＡＰＩ进行体外标记。将成年新西兰大白兔２３只

随机分为细胞移植组（ｎ＝１３）和对照组（ｎ＝１０）２组。取左颈外静脉４～５ｃｍ，上下倒置后移植至颈总动脉，在建模后第３天将

１００μｌＤＡＰＩ标记的ＢＭＭＮＣｓ液（６×１０
８个细胞）经耳缘静脉注入细胞移植组动物体内，对照组注入等量的ＰＢＳ液。细胞移植

４周后处死动物，计算机图像分析系统测量并计算静脉移植段血管内皮的完整性及内膜厚度。结果：移植静脉血管内皮有

ＤＡＰＩ标记的细胞；细胞移植后，细胞移植组移植血管内皮细胞覆盖程度明显高于对照组（Ｐ＜０．０５），内膜厚度明显低于对照

组（Ｐ＜０．０５）。结论：自体ＢＭＭＮＣｓ的移植可以促进移植静脉桥血管的再内皮化及抑制内膜的过度增生。
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　　自体静脉移植（ａｕｔｏｇｅｎｏｕｓｖｅｉｎｇｒａｆｔ，ＡＶＧ）是
治疗动脉闭塞性疾病的主要方法，但移植静脉内膜
增生（ｉｎｔｉｍａｌｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ，ＩＨ）导致的再狭窄使远
期通畅率仅为４０％～６０％ ，常需再次手术治疗［１］。
静脉移植后再狭窄的原因是血管内皮细胞损伤及内

膜的过度增生。最近的研究发现修复移植段血管内
皮损伤的细胞来源于循环血中的内皮祖细胞（ｅｎｄｏ
ｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＥＰＣｓ）［２］。已有研究证明移
植ＥＰＣｓ可以促进球囊损伤后血管内皮的再内皮化
及抑制内膜的增生［３４］。骨髓作为巨大的干细胞库，

ＥＰＣｓ的含量明显高于外周血［５］。骨髓单个核细胞
（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＢＭＭＮＣｓ）移植

是由ＥＰＣｓ移植派生出的一种血管治疗新方法［６］，
具有技术简单可行性强的优点。本实验拟观察移植
自体ＢＭＭＮＣｓ对ＡＶＧｓ血管内皮的修复作用及抑
制新生内膜增殖作用。

１　材料和方法

１．１　动物分组与模型制作　新西兰大白兔２３只
（中国科学院上海实验动物中心）体质量２．０～２．５
ｋｇ，随机分为细胞移植组（ｎ＝１３）和对照组（ｎ＝１０）２
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组。３％戊巴比妥钠（３０ｍｇ／ｋｇ）麻醉，颈前正中切
口，游离出左侧颈外静脉及颈总动脉，在颈总动脉的
上下两端，用无创血管夹阻断血流后，横断血管，取
左侧的颈外静脉４～５ｃｍ ，上下倒置后，移植于同侧
颈总动脉之间，以９０缝线采用间断外翻法行端端
吻合。检查吻合口无渗血后，用青霉素粉撒于创面，
缝合伤口。

１．２　兔ＢＭＭＮＣｓ标记和移植　细胞移植组于血管
移植术后３ｄ抽取兔骨髓４～６ｍｌ，以骨髓ＰＢＳ为

１２体积稀释。先将密度为１．０７７淋巴细胞分离液
（购自奇康公司）加入无菌试管，再将稀释的骨髓沿管
壁缓慢注入该试管使骨髓浮于淋巴细胞分离液液面

之上，二者体积比为５３，以２０００ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝２０ｃｍ）
水平离心２０ｍｉｎ。离心后管内液体分为４层，吸取中
间白雾状细胞层即为单个核细胞层，再用ＰＢＳ反复洗
涤两次，吹匀制成细胞悬液。将终浓度为５０μｇ／ｍｌ的

ＤＡＰＩ（ＤＡＰＩ是一种荧光染料，可与 ＢＭＭＮＣｓ内

ＤＮＡ双链及微管蛋白结合发出蓝色荧光；购自奇康
公司），加入细胞悬液，３７℃培养箱中温育４５ｍｉｎ。再
用ＰＢＳ反复洗涤２次，冲洗去未结合的ＤＡＰＩ。荧光
显微镜下观察细胞染色率９５％，制成细胞悬液１００μｌ
（６×１０８个细胞），经耳缘静脉注入体内。对照组经耳
缘静脉注入１００μｌＰＢＳ液。

１．３　移植细胞的示踪　于细胞移植后２８ｄ，空气栓
塞法处死。在细胞移植组随机取３只动物，取移植
段的血管液氮固定后作５μｍ厚的连续冰冻切片，室
温下丙酮固定１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗置片于湿盒内分别
加抗兔Ⅷ因子相关抗原多克隆抗体（购自福州迈新
公司），３７℃，３０ｍｉｎ以ＰＢＳ洗切片，分别加ＦＩＴＣ
标记的山羊抗鼠ＩｇＧ（购自北京中山公司），３７℃３０
ｍｉｎ以ＰＢＳ洗切片缓冲甘油封片，荧光共聚焦显微
镜下观察。移植入的骨髓来源的细胞为细胞核蓝色
荧光染色，血管内皮细胞胞质为绿色荧光染色。

１．４　移植血管内皮完整性测定　细胞植入后２８ｄ
同样方法处死动物，每组分别随机取５只动物，游离
出移植血管，并向管腔内灌注１％伊文斯蓝（Ｓｉｇｍａ
公司）后，用生理盐水灌注冲洗干净。处死动物，取
出移植血管纵行切开、铺平固定后，蓝染色为内皮脱
落部分，用黑色墨水在透明纸上仔细描出移植血管
内皮伊文斯蓝染色部分和血管轮廓后，置于计算机
图像分析系统测量内皮脱落部分面积，并计算出内
皮脱落部分面积占血管腔内总面积的百分比。

１．５　移植血管内膜厚度检测　于细胞植入后２８ｄ，
同样方法处死动物，每组分别随机取５只动物分离左
侧颈总动脉为留取移植中段血管（因ＡＶＧ 术后移植

静脉狭窄主要因静脉血管处于动脉环境导致血管内

皮损伤所致内膜过度增生，为了避免制作模型中因手
术操作损伤吻合口血管内皮产生的影响因素，故取移
植血管中段）。生理盐水冲洗干净后，常规石蜡包埋。
切片，ＨＥ染色。拍片后经计算机图像分析系统测量
内膜厚度，同时计算内膜／中膜比值。

１．６　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ
１１．０软件进行ｔ检验。

２　结　果

２．１　细胞移植的示踪　细胞移植组移植静脉桥血
管内皮细胞与Ⅷ因子抗原多克隆抗体特异性结合并
与有ＦＩＴＣ标记的二抗结合在荧光显微镜下胞质呈
绿色荧光，在呈绿荧光染色的血管内皮中可见分布
不均匀的散发蓝色荧光（ＤＡＰＩ标记细胞的细胞
核），说明移植静脉的血管内皮中有移植入的ＤＡＰＩ
标记的细胞表达（图１）。

２．２　移植段血管的内皮细胞覆盖程度　伊文斯蓝
染色结果表明：细胞移植组内皮细胞覆盖率为（８５．
６７±１１．５８）％，明显高于对照组的（５２．８６±７．８９）％
（Ｐ＜０．０５）。

２．３　移植血管内膜的厚度　两组静脉移植术的血
管均出现内膜增厚（图２），细胞移植组的内膜厚度、
中膜厚度及内／中膜比值分别为（５４．８５±１２．１８）

μｍ、（７３．０９±９．４３）μｍ、（０．７６±０．２４），对照组分别
为（１３２．２１±６９．４７）μｍ、（８９．０６±１３．２４）μｍ、
（１．４３±０．５７），细胞移植组内膜厚度和内／中膜比值
明显低于对照组（Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

　　以往研究结果表明，ＡＶＧ术后移植静脉桥血
管内皮早期及时有效的修复对抑制移植血管内膜增

生及防止再狭窄有重要意义［７］。目前防治 ＡＶＧ术
后再狭窄多采用药物治疗的方法，效果并不令人满
意。现很多实验研究通过移植自体或异体的ＥＰＣｓ
促进机械损伤的血管内皮的再内皮化，从而达到抑
制内膜过度增生，提高血管内皮功能及防治再狭窄
的治疗目的［４，８］。而应用干细胞移植防治 ＡＶＧ术
后再狭窄目前未见相关报道。

　　本实验采用了移植ＢＭＭＮＣｓ的方法，在ＡＶＧ
术后早期植入ＢＭＭＮＣｓ，结果表明ＡＶＧ早期移植

ＢＭＭＮＣｓ能够对损伤部位的血管内皮的修复有促
进作用并起到了抑制血管新生内膜过度增生的作

用；而且在ＢＭＭＮＣｓ植入后２８ｄ，移植静脉血管内
皮中仍有植入细胞的表达。证实了ＡＶＧ术后早期
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移植ＢＭＭＮＣｓ对损伤部位的血管内皮的修复有促
进作用并起到了抑制血管新生内膜过度增生的作

用，为进一步研究防治 ＡＶＧ术后再狭窄的治疗方
法提供了新思路。

图１　血管内皮细胞的免疫荧光染色

Ｆｉｇ１　Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｖｅｉｎｇｒａｆｔｓ
Ａ：ＥｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｏｆｖｅｉｎｇｒａｆｔｓｏｆｒａｂｂｉｔｓｉｎＢＭＭＮＣｓｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗｉｔｈＦＩＴＣａｎｔｉⅧｆａｃｔｏｒ；Ｂ：ＢＭＭＣｓｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＤＡＰＩｉｎｖｅｉｎ

ｇｒａｆｔｓ；Ｃ：ＢＭＭＣｓｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＤＡＰＩｗｅｒｅｆｏｕｎｄｉｎｖｅｉｎｇｒａｆｔｓ

图２　移植血管内膜光镜检测

Ｆｉｇ２　Ｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆｖｅｉｎｇｒａｆｔｓｉｎｔｉｍａ（ＨＥ，×１００）

Ａ：Ｎｏｒｍａｌｉｎｔｉｍａ，ｂｅｆｏｒｅｇｒａｆｔ；Ｂ：Ｔｈｅｖｅｉｎｇｒａｆｔｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＴｈｅｖｅｉｎｇｒａｆｔｓｏｆＢＭＭＮＣｓｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ
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