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自体窦房结细胞移植治疗心脏传导阻滞的初步研究
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［摘要］　目的：将未成年猪窦房结细胞移植到自体右室近心尖部，探索临床治疗完全性房室传导阻滞的新方法。方法：取健康

未成年猪１２只，随机分为移植组和对照组，每组各６只。安置临时心外膜起搏导线后，切取自体窦房结组织进行消化培养并制成

细胞悬液，注射到移植组自体右室近心尖部心肌内，对照组相同部位注射等量培养液。２周后射频消融希氏束，建立完全性房室

传导阻滞动物模型。建立模型后对两组动物经股静脉微泵注射异丙肾上腺素（ＩＳＯ），观察心律改变。结果：体外分离培养的未成

年猪窦房结细胞主要呈梭形，活细胞率≥７５％。射频消融希氏束后，移植组和对照组均表现为完全性房室传导阻滞心电图，移植

组室性自主心律高于对照组（Ｐ＜０．０５）。经心内膜起搏标测证实，移植组室性自主心律起源于细胞移植部位。注射ＩＳＯ后，移植

组室性心律改变明显（Ｐ＜０．０５）。结论：分离的未成年猪窦房结细胞移植到自体右室近心尖部，能够提高完全性房室传导阻滞

后的心室率，且对异丙肾上腺素具有良好的反应性。
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　　由于心脏直视手术操作造成的心脏传导束损伤
往往导致不同程度的房室传导阻滞，其中Ⅲ度房室
传导阻滞是心脏术后最严重的并发症［１］。不可逆转
的完全性房室传导阻滞只有接受永久性电子心脏起

搏器的植入治疗［２］。此类心脏传导阻滞的损伤部位
通常位于房室结或希氏束，而窦房结等上位起搏点
结构和功能均完整良好，如果能将窦房结中的细胞
成分移植到损伤部位以下（如室间隔或左右心室
壁），则有望在下位传导系统建立新的心脏起搏点，
提高患者的心室率，从而使患者避免接受永久心脏

起搏器的植入。本研究拟将未成年猪窦房结细胞移
植到自体右室近心尖部，探索临床治疗完全性房室
传导阻滞的新方法。
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１　材料和方法

１．１　材料　健康家猪１２只，１～１．５个月龄，雌雄
不限，体质量１２～１５ｋｇ，购自第二军医大学实验动
物中心。弹性蛋白酶（ｅｌａｓｔａｓｅ，Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ），胶原
酶Ⅱ型（ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ，ｔｙｐｅⅡ，Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ），嗜热菌
蛋白酶（ｔｈｅｒｍｏｌｙｓｉｎ，Ｓｉｇｍａａｌｄｒｉｃｈ），透明质酸酶
（ｈｙａｌｕｒｏｎｉｄａｓｅ，Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ）。异丙肾上腺素（ｉｓｏ
ｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ，ＩＳＯ，Ｓｉｇｍａａｌｄｒｉｃｈ）。

１．２　安置临时心外膜起搏导线　将猪给予肌注氯
胺酮（１０ｍｇ／ｋｇ）诱导后行气管插管，丙泊酚、芬太
尼、哌库溴胺维持麻醉，经第４肋间右前外侧切口进
胸，悬吊心包，安置心外膜起搏导线，连接至体外临
时心脏起搏器。

１．３　窦房结组织的定位及取材　显露并牵引右心
耳，于上腔静脉与右心耳交界处的外侧，即界沟起始
部，用５０Ｐｒｏｌｅｎｅ线缝合标记并牵引。以标记点为
中心，用５０Ｐｒｏｌｅｎｅ线沿界沟方向缝１５ｍｍ×１０
ｍｍ荷包，收紧荷包后，剪取荷包内组织并立即置于
预冷（４℃）的心肌保护液中。体表心电图显示房室
结逸搏心律或窦性心律，启用心外膜起搏器，起搏模
式设为心室起搏（ＶＶＩ），起搏频率８０次／ｍｉｎ。术野
止血后以盐水纱布覆盖切口。

图１　未成年猪窦房结组织的获取
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１．４　窦房结细胞的消化分离　将窦房结组织移入
无钙台氏液（ＮａＣｌ１４０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＣｌ５．４ｍｍｏｌ／Ｌ，

ＭｇＣｌ２１ｍｍｏｌ／Ｌ，ｇｌｕｃｏｓｅ１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＨＥＰＥＳ５
ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４）中洗去血凝块，并用眼科剪将组
织剪碎，漂洗后移入含有８．２Ｕ／ｍｌ弹性蛋白酶、４００
Ｕ／ｍｌ胶原酶Ⅱ型、１０Ｕ／ｍｌ嗜热菌蛋白酶、３．５Ｕ／

ｍｌ透明质酸酶的无钙台氏液中，３７℃消化约５０ｍｉｎ
（每１０ｍｉｎ吹打１次），至仅余丝絮状物质。自然沉
淀后弃上清。再加入无钙台氏液，离心后弃上清。
加入无血清 Ｍ１９９培养液制成细胞密度为（２～３）×
１０９／Ｌ的细胞悬液，以备细胞移植。

１．５　分离细胞的活性鉴定　将４０ｇ／Ｌ的锥虫蓝溶
液与细胞悬液按照１９混匀，进行染色，３ｍｉｎ后
用血细胞计数板分别计数活细胞和死细胞，计算活
细胞率。

１．６　窦房结细胞自体移植　对两组动物均使用

５０Ｐｒｏｌｅｎｅ线将钛夹缝合至右室近心尖部作为Ｘ线
标记。对移植组猪，将０．５ｍｌ窦房结细胞悬液经自
制的心肌内细胞注射器，斜行注入钛夹标记点心外
膜下５ｍｍ处。对照组于相同部位以等量的 Ｍ１９９
培养液注射。彻底止血后逐层关胸，静脉应用抗生
素预防感染。使用弹力绷带固定临时心脏起搏器于
猪背部。

１．７　建立完全性房室传导阻滞模型　细胞移植２
周后以氯胺酮和地西泮（安定）麻醉动物，分离并穿
刺右侧股静脉，经８Ｆ动脉鞘将７Ｆ可操控四极大头
电极送至右心房，停用起搏器。标测定位并射频消
融房室束，建立完全性房室传导阻滞猪模型。

１．８　室性心律的观察　建立动物模型后１０～３０
ｍｉｎ，待室性逸搏心律出现并稳定后，对每只猪分别
于３０ｍｉｎ、１ｈ、２ｈ时记录心率，取３次平均值。对
细胞移植区（钛夹标记处）应用大头电极进行心内起
搏标测以证实室性心律是否起源于心肌细胞移植区。
射频消融前、后均行常规６导联体表心电图检查。

１．９　神经递质对室性心律的影响　对建立完全性
房室传导阻滞模型后存活猪，经股静脉微泵注射

ＩＳＯ［０．１μｇ／（ｋｇ·ｍｉｎ）］，观察并记录两组动物心
律变化情况。

１．１０　统计学处理　所得数据以珚ｘ±ｓ表示。采用

ＳＡＳ９．０统计软件进行ｔ检验。

２　结　果

２．１　分离细胞的形态学观察及细胞活性　对用酶
消化法分离获得的未成年猪窦房结细胞进行形态学
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观察，倒置显微镜下可见窦房结细胞主要呈梭形
（图２），部分呈球形，边缘清楚，胞质清亮，自发性搏
动的频率较快。镜下也可见呈杆状的心房肌细胞，
胞质丰富，透光性差，可见横纹，搏动频率慢但收缩
有力。经锥虫蓝染色，计算活细胞率为７５％以上。

图２　倒置显微镜下观察分离未成年

猪窦房结获得的长梭形细胞

Ｆｉｇ２　ＩｓｏｌａｔｅｄｌｏｎｇｓｐｉｎｄｌｅｃｅｌｌｓｆｒｏｍＳＡＮｏｆ

ｙｏｕｎｇｐｉｇｓｂｙｉｎｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×４００）

２．２　室性心律的观察　细胞移植２周后，移植组与
对照组动物均存活。射频消融希氏束建立完全性房
室传导阻滞的动物模型后，停用心外膜起搏器，移植
组与对照组均表现为完全性房室传导阻滞的心电

图，对照组中２只猪因迅速发生的室颤而死亡。

　　停用起搏器３０ｍｉｎ后，两组动物自主室性心律
趋于稳定，移植组的平均心率为（９５±２１）次／ｍｉｎ
（ｎ＝６），对照组存活猪的平均心率为（４３±１２）次／

ｍｉｎ（ｎ＝４）。移植组的平均心率高于对照组（ｔ＝
４．４３７，Ｐ＜０．０５）。对移植组猪使用７Ｆ可操控标测
电极于细胞移植部位（Ｘ线下所见钛夹标记点）行心
内膜起搏标测，结合体表心电图证实，起搏的 ＱＲＳ
波形与对应导联的体表心电图波形相似，提示此室
性自主心律起源于细胞移植部位。见图３。

图３　建立完全性房室传导阻滞模型后室性自主心律（走纸速率５０ｍｍ／ｓ）

Ｆｉｇ３　Ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒａｕｔｏｎｏｍｉｃｒｈｙｔｈｍｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅｈｅａｒｔｂｌｏｃｋｍｏｄｅｌ（ＥＣＧｐａｐｅｒｓｐｅｅｄ５０ｍｍ／ｓ）

Ａ：ＥＣＧｆｒｏｍｔｒａｎｓｐｌａｎｔｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＥＣＧｆｒｏｍｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．３　对神经递质的反应　对建立完全性房室传导

阻滞模型后存活猪，经微泵注射ＩＳＯ［０．１μｇ／（ｋｇ·

ｍｉｎ）］，移植组心率由（９２±１５ ）次／ｍｉｎ增加至

（１１５±１７）次／ｍｉｎ（ｎ＝６；ｔ＝２．４８５，Ｐ＜０．０５），对照

组心率由（４４±１５）次／ｍｉｎ增加至（６３±１６）次／ｍｉｎ
（ｎ＝４；ｔ＝１．７３２，Ｐ＞０．０５）。

２．４　预后　对照组由于心率过慢，尽管间断给予心

外膜起搏，仍在建立模型当天发生室颤而死亡。移

植组除１只因心率偏低于术后当天死亡外，其余５
只在观察期内室性心律基本保持稳定。

３　讨　论

　　心脏直视术后发生的Ⅲ度房室传导阻滞是婴幼

儿心脏外科最为严重手术并发症之一［３］，通常认为

术后４周仍不能恢复窦性心律，应考虑为永久性损

害，患儿只能接受永久电子心脏起搏器的植入治疗，

不仅费用昂贵，且由于患儿身体发育，往往在其成年

后，尚需再次手术更换起搏导线及相应起搏器，给患

儿及其家庭造成巨大的痛苦，也给社会留下沉重的

负担。

　　研究者们尝试利用干细胞构建生物起搏器治疗

各类缓慢型心律失常，如成人骨髓间充质干细胞和

胚胎干细胞等［４５］。但这些干细胞尚存在着分化调

控的困难、肿瘤形成的风险，以及伦理问题的制约，

并且由于干细胞分化的不确定性，有导致严重心律

失常可能［６］等，使其应用受到明显的制约。因此，有
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必要探寻一种更为理想的、不受以上问题制约的方

法以实现起搏心室的目的。

　　由于心脏手术导致的Ⅲ度房室传导阻滞的特殊

性，即尽管房室传导系统中断，但窦房结功能完好无

损，我们在研究中尝试将完好的窦房结细胞移植到

自体心脏传导系统下游，以期实现在心室起搏的治

疗目的。我们获取的移植细胞来源于自体，不存在

免疫排斥及伦理学问题，亦无需分化增殖调控，无致

畸致癌或传染可能，并且直视手术获取窦房结定位

准确，获取方便。因此，自体窦房结细胞是一种理想

的移植细胞来源，且国内外尚未见相关报道。

　　心脏手术导致的Ⅲ度房室传导阻滞多发生于先

天性心脏畸形的患儿，而现有研究表明，未成熟心肌

内胶原含量较低，易于消化和分离。故本实验中，我

们采用未成年猪作为研究对象，采用四种酶联合消

化法，获得了活性良好并在体外自发搏动的窦房结

细胞。

　　我们的研究结果显示：将未成年猪窦房结细胞

移植到自体的右室近心尖部心外膜下，射频消融希

氏束后，移植组室性自主心律高于对照组，且移植组

的室性心律起源于细胞移植部位。这一结果提示将

窦房结细胞自体移植到下位心肌后，能够与心室肌

细胞形成功能性的电耦联，从而可以发放冲动并起

搏心室。但形成的电耦联结构是何种连接蛋白及其

表达情况，尚有待于免疫组织化学研究加以证实。

　　本研究中移植组心率虽然高于对照组，但仍明

显低于其术前正常心率（１５０～２００次／ｍｉｎ），可能是

由于移植到心室肌内的窦房结细胞虽然能够发放冲

动，但其原有的细胞间缝隙连接被破坏，直接暴露在

超极化水平更低的心室肌细胞当中而抑制了其去极

化速度［７］，导致其起搏频率降低。

　　我们的研究还发现，外源性ＩＳＯ对于室性自主

心律具有明显的正性变时性调节效应，提示这种室

性心律对于神经体液的调节具有良好的反应性。至

于对于细胞移植部位的选择，以及移植细胞起搏心

室的远期效果等问题尚有待于更进一步的研究。
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