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转基因间充质干细胞自体移植治疗猪完全性房室传导阻滞
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　　［摘要］　目的　将携带人超极化激活环核苷酸门控通道２（ｈＨＣＮ２）基因的自体间充质干细胞（ＭＳＣｓ）移植入完全性房
室传导阻滞（ＣＨＢ）猪模型的希氏束中，探讨构建自体生物起搏器的可行性。方法　构建包含ｈＨＣＮ２基因的重组腺病毒，转
染猪 ＭＳＣｓ。构建猪的ＣＨＢ模型。将转基因的 ＭＳＣｓ移植入希氏束后，观察其心率变化及对儿茶酚胺的反应性。对移植部位

的心肌行组织学及免疫荧光检查。结果　成功构建重组腺病毒ｐＡｄ．ｈＨＣＮ２并转染猪 ＭＳＣｓ。自体移植于ＣＨＢ动物模型
希氏束后，与对照组相比，转基因 ＭＳＣｓ显著提升了实验组的心率（Ｐ＜０．０１），且其心律具有儿茶酚胺反应性。移植部位心肌

取样检查显示 ＭＳＣｓ在心肌中存活并且表达ｈＨＣＮ２蛋白。结论　在猪ＣＨＢ模型中，移植入希氏束的转ｈＨＣＮ２基因的自
体 ＭＳＣｓ短期内可以发挥生物起搏器的功能。

　　［关键词］　间充质干细胞；人超极化激活环核苷酸门控通道２；自体移植；完全性房室传导阻滞
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　　完全性房室传导阻滞（ＣＨＢ）是心脏传导系统的
严重病变。尽管存在植入异物、需定期更换、缺乏神
经体液反应性等缺点［１］，植入永久心脏起搏器仍是

当前治疗ＣＨＢ的主流［２］。近年来，生物起搏研究取
得了很大进展，体外和在体实验都已证明表达了人
超极化激活环核苷酸门控通道２（ｈＨＣＮ２）基因的间

充质干细胞（ＭＳＣｓ）可以产生基于Ｉｆ的内向电流，从

而驱动相邻的心肌细胞［３４］。然而，因为缺乏长期观
察，免疫排斥的可能性无法完全排除；并且，如果要
建立面向临床的基因治疗系统，异种移植物带来的
伦理问题和传播潜在感染性疾病的风险都无法回

避。因此，本研究将转染ｈＨＣＮ２基因的自体 ＭＳＣｓ
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注射到ＣＨＢ模型猪的希氏束，观察治疗效果，探讨
构建更符合生理的自体生物起搏器的可行性。

１　材料和方法

１．１　实验动物及自体 ＭＳＣｓ的分离培养　未成熟

家猪，雄性，体质量２０～２５ｋｇ，由第二军医大学动物

实验中心提供，随机分为实验组（ｎ＝８）和对照组

（ｎ＝６）。无菌条件下行骨髓穿刺制备骨髓悬液，采用

密度梯度离心法分离骨髓 ＭＳＣｓ并进行原代培

养［５］。细胞生长至９０％融合时传代。实验组自体

ＭＳＣｓ在移植前转染 Ａｄ．ｈＨＣＮ２，而对照组没有转

染Ａｄ．ｈＨＣＮ２，直接自体移植。本实验通过第二军

医大学长海医院医学伦理委员会批准。

１．２　病毒载体的制备　按文献［６］的方法构建携带

ｈＨＣＮ２基因重组腺病毒。以 ＰＣＲ 技术从 ｐｃＤ

ＮＡ１．１／ｈＨＣＮ２ （德国慕尼黑大学 Ｄｒ．Ａｎｄｒｅａｓ

Ｌｕｄｗｉｇ惠赠）中扩增ｈＨＣＮ２ｃＤＮＡ，并克隆至载体

ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶ的多克隆位点 （ＳａｌⅠ／ＨｉｎｄⅢ）。重

组ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶ．ｈＨＣＮ２与腺病毒黏粒ｐＡｄＥａｓｙ１
共转大肠杆菌ＢＪ５１８３，经同源重组产生重组黏粒

ｐＡｄ．ｈＨＣＮ２。后者导入 ＨＥＫ２９３细胞产生重组腺

病毒。ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶ、ｐＡｄＥａｓｙ１为Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公

司产品，大肠杆菌ＢＪ５１８３、ＨＥＫ２９３细胞由第二军医

大学长海医院胸心外科研究所提供。

１．３　基因转染和流式细胞仪分析　实验组 ＭＳＣｓ
传至第４或第５代后暴露于病毒液（ＭＯＩ＝５０）１８ｈ，

ＰＢＳ漂洗后继续以原培养液培养。实验组细胞在转

染后７２ｈ、对照组细胞在移植前２ｈ，取样行流式细

胞学检查。实验组细胞在取样后２ｈ内送至手术室

行自体移植。所有 ＭＳＣｓ细胞均取样制成３００μｌ细

胞悬液（包含至少１．０×１０５个细胞），以流式细胞仪

（ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ，Ｂｅｃｔｏｎ Ｄｉｃｋｎｓｏｎ）检 测 ＣＤ２９、

ＣＤ４４、ＣＤ３４、ＣＤ４５（ＭｕｌｔｉＳｃｉｅｎｃｅｓＢｉｏｔｅｃｈ）和ｈＨ

ＣＮ２（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ）的表达。

１．４　建立动物模型和细胞移植　所有动物均采用

氯胺酮诱导（８ｍｇ／ｋｇ，ＩＭ），气管插管机械通气后以

普鲁泊福［５ｍｇ／（ｋｇ·ｈ），ＶＤ］维持麻醉，经右侧第

４肋间侧切口进胸，切开心包显露心脏，先在心外膜

缝上临时起搏导线，连接临时起搏器。在右心房做

荷包缝合，当中插入截去远端５０ｍｍ的７Ｆ静脉鞘

管 （Ｔｅｒｕｍｏ），自鞘管送入消融导管（ＢｉｏｓｅｎｓｅＷｅｂ

ｓｔｅｒ）并在右房室瓣环周围移动，当心电图显示心内

膜导联在心房波与心室波之间出现稳定的ｈ波时，

采用３０～４０Ｗ射频能量消融靶点，直至心电图显示

心房波与心室波完全分离。此时打开临时起搏器调

制心率６０次／ｍｉｎ予以保护。消融结束后保持消融

导管位置不变，沿导管推送静脉鞘管使其远端与消

融靶点接触，然后保持鞘管位置不变撤出消融导管。

接着自静脉鞘管送入８０ｍｍ２１Ｇ 不锈钢注射针头

至尽头，回抽无回血后注入自体 ＭＳＣｓ细胞悬液。

撤除鞘管，结扎荷包缝线，人工膨肺后逐层关胸。

１．５　心律及儿茶酚胺反应性的观察　术后１周，动

物均移去临时起搏器，每隔１周行１次心电图和２４

ｈＨｏｌｔｅｒ检查，连续３周。在实验组术后２周时静

脉给予异丙肾上腺素［０．１μｇ／（ｋｇ·ｍｉｎ）］并检测

心率的变化。

１．６　组织学及免疫荧光学检查　术后３周处死动

物，两组均在心脏的注射部位取样并制成１２μｍ厚

的冰冻切片，丙酮固定，行 ＨＥ染色及免疫荧光染

色，一抗为小鼠抗ｈＨＣＮ２，二抗为藻红蛋白标记的

羊抗小鼠ＩｇＧ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）。

１．７　统计学处理　用ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计学

分析，所有数据均以（珚ｘ±ｓ珔ｘ）表示，两样本均数比较

采用ｔ检验，多样本均数及重复测量数据的比较采

用方差分析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　细胞鉴定及基因转染　实验组 ＭＳＣｓ表达

ＣＤ２９、ＣＤ４４、ＣＤ３４、ＣＤ４５的比例分别为（９０．９±

１．０）％、（９２．４±０．９）％、（４．３±０．７）％、（４．０±

０．４）％，对照组分别为（９２．５±１．６）％、（９４．１±

０．８）％、（４．２±０．６）％、（３．９±０．７）％，两组间相比

差异无统计学意义。两组表达ｈＨＣＮ２的比例分别

为（７２．２±３．８）％、（２．２±０．７）％，差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０１）。

２．２　动物模型和细胞移植　射频消融结束后，所有

动物的心电图均表现出完全性房室分离，并呈现稳

定的交界性心律。心率波动于３２～５５次／ｍｉｎ。两

组间心率差异无统计学意义（４６．６±２．５ｖｓ４５．５±

２．１，Ｐ＝０．７４４）。随后自体 ＭＳＣｓ被注射到消融区

域，两组心律均无变化。在临时心脏起搏器的保护

下，所有动物均成活。

２．３　心电图及 Ｈｏｌｔｅｒ检查　移去临时起搏器后２４

ｈ内，对照组１头动物死亡。两组均未观察到１１
房室传导恢复（图１）。实验组平均心率显著高于对

照组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１），数据分别为：
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１周后（６２．９±１．２）ｖｓ（４６．６±１．５）次／ｍｉｎ，２周后

（６３．１±１．２）ｖｓ （４７．２±１．５）次／ｍｉｎ，３ 周 后

（５４．０±１．７）ｖｓ（４７．０±２．１）次／ｍｉｎ。在３个时间

观察点上，对照组的心率变化不大，而实验组在第３
周出现明显的心率下降 （Ｐ＜０．０５，图２）。

图１　细胞移植前后两组的心电图

Ｆｉｇ１　Ｅｌｅｃｔｒｏｃａｒｄｉｏｇｒａｍｓ（ＥＣＧｓ）ｂｅｆｏｒｅａｎｄ

ａｆｔｅｒｃｅｌｌｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ
ＡａｎｄＢ：ＥＣＧｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；ＣａｎｄＤ：ＥＣＧｏｆｔｈｅｃｏｎ

ｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

图２　移植后两组在３个时间观察点的平均心率变化

Ｆｉｇ２　Ｍｅａｎｅｓｃａｐｅｒａｔｅｓａｔｔｈｒｅｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

２．４　儿茶酚胺反应性　静脉输注异丙肾上腺素时，
实验组平均心率由（５５．８±１．３）次／ｍｉｎ提高到
（９０．６±０．９）次／ｍｉｎ，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０１），且心电图向量无变化。心率６２．４％的提高说
明起搏细胞具有良好的神经体液反应性。在３头动
物上试用了更大剂量的异丙肾上腺素［０．１２～０．１５

μｇ／（ｋｇ·ｍｉｎ）］，均因发生室性心动过速而放弃。

２．５　组织学及免疫荧光学检查　两组注射部位心
肌样本 ＨＥ染色切片均可见成簇分布的 ＭＳＣｓ。实

验组心肌冰冻切片经免疫荧光染色后在免疫荧光显

微镜下观察可见散在分布的红色荧光（图３）。

图３　实验组心肌注射部位组织学及免疫荧光染色切片

Ｆｉｇ３　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｃｅｎｔｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆ

ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍｆｒｏｍｉｎｊｅｃｔｅｄｓｉｔｅｓｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃＭＳＣｇｒｏｕｐ
Ａ：Ｃｌｕｓｔｅｒｓ（ａｒｒｏｗｓ）ｏｆＭＳＣｓｌａｂｅｌｅｄｗｉｔｈＨＥ；Ｂ：Ｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
（ａｒｒｏｗｓ）ｆｒｏｍｔｈｅＭＳＣｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｈＨＣＮ２．ＭＳＣ：Ｍｅｓｅｎｃｈｙ

ｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

３　讨　论

　　ＭＳＣｓ一直被认为具有低免疫原性并且具有免
疫调节功能［７］，在已有的应用异种 ＭＳＣｓ构建生物
起搏器的实验研究中，未有报道发现明确的排斥反
应［３４］。但这些研究均未设定对照组来评估异种细
胞移植后的免疫排斥情况。近期 Ｗｅｓｔｒｉｃｈ等［８］发

现，在移植入大鼠心肌后，同源 ＭＳＣｓ比同种异体移

植的 ＭＳＣｓ存活情况要好，提示 ＭＳＣｓ的免疫特惠
性并不能使其完全逃离宿主免疫系统的作用；在大
鼠脊髓损伤模型中，长期免疫抑制治疗改善了同种
异体 ＭＳＣｓ移植物的存活［９］。并且，由于 ＭＳＣｓ多
能干细胞的本质，在长期实验中移植细胞丢失和延
迟性排斥反应发生的可能性始终存在。ＭＳＣｓ具有
多向分化潜能［１０］，一旦分化为成熟细胞，免疫耐受可
能会被逆转。本研究应用自体 ＭＳＣｓ进行移植，完
全避免了免疫排斥发生的可能性。

　　与已有方法［１１１３］不同，本研究采用了经胸射频
消融术建立动物模型，完全避免了Ｘ线透视装置的
使用，可以节约实验经费、简化实验过程。同时，该
方法有利于必要时对动物进行抢救，在消融过程中，
累计有３头猪出现５次心室颤动，均未行电复律，而
是在直视下心脏按摩后恢复。

　　至于细胞的注射部位，我们认为希氏束是较心
室游离壁更好的选择。直到目前国内外尚无在心脏
传导束中以 ＭＳＣｓ构建生物起搏器的报道。传导系
统的心肌细胞具有天然的起搏电流，较普通心肌细
胞易于达到除极阈值。而且，在此处起搏会带来更
符合生理规律的心肌顺序激动和收缩。移植后实验
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组的心电图显示为较快的窄ＱＲＳ波的交界性心律，
印证了此想法。

　　实验组动物在３个时间点的平均心率显著高于
对照组，提示过表达ｈＨＣＮ２的ＭＳＣｓ发挥了生物起
搏作用。在第３周，实验组心率已明显下降，可能与
腺病毒载体的表达时限有关［１４］。有报道称将 ＭＳＣｓ
注入ＣＨＢ动物模型的传导系统受损区域可以恢复
其房室传导［１５］。本研究中未观察到此现象，我们推
测，他们实验中ＣＨＢ模型系药物注射入房室结区构
建而成，随后注入的 ＭＳＣｓ通过免疫调节和抗纤维
化的旁分泌发挥作用减轻了传导束的损伤。本研究
中，希氏束在精确定位后消融损毁，失去了恢复传导
的可能性。我们认为，注射入心肌的细胞不会与体
外实验报道［１６］的一样：排列整齐在受损伤区域中，从
一端把动作电位传到另一端；相反，由于注射时压力
和随后的细胞迁移，ＭＳＣｓ会分散存在于局部组织
间隙。成簇分布的 ＭＳＣｓ可与不同位置的心肌细胞
偶合，形成多个起搏点。由于起搏细胞的内在起搏
频率大于房室结节区心率而小于窦房结细胞心率，
只有与远端传导束相连的起搏点可以决定心率，其
余起搏点将被超速抑制。

　　本研究仍存在着不足：首先，由于腺病毒载体介
导的ｈＨＣＮ２基因表达时限的限制，无法观察到转
基因 ＭＳＣｓ的远期起搏效果，有待于采取新的基因
转染方法以进行长期实验。在长期实验中，自体细
胞的优越性也许更明显。其次，自体 ＭＳＣｓ的制备
方法仍有改进的空间，细胞纯度和转染率远不及单
克隆细胞株。混杂的其他细胞尽管不会引起排斥反
应，但对实验结果产生的影响仍然未知。

　　总之，本研究证实，转染了ｈＨＣＮ２基因的自体

ＭＳＣｓ可以表达ｈＨＣＮ２蛋白。在移植入ＣＨＢ模型
的希氏束后，这些细胞可以存活并在短期内提供稳
定的、较符合生理的心律，从而发挥自体生物起搏器
的功能。
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