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　　［摘要］　目的　将高表达血管生长素（ＡＮＧ）的自体骨髓基质细胞移植于慢性心肌缺血猪模型，观察移植后血管新生程

度及对心功能的影响。方法　建立猪慢性缺血性心脏病动物模型，随机分为３组：转染 ＡＮＧ重组腺病毒载体（ＡｄＡＮＧ）的

自体骨髓基质细胞移植组（组Ⅰ，狀＝１１），单纯自体骨髓基质细胞移植组（组Ⅱ，狀＝１０），注射无血清ＤＭＥＭ 培养液的对照组

（组Ⅲ，狀＝１０）。体外培养自体骨髓基质细胞，利用ＡｄＡＮＧ转染培养细胞，用ＣＭＤｉＩ标记细胞，移植于模型猪心脏的缺血区

域。观察指标包括：冠状动脉（冠脉）造影Ｒｅｎｔｒｏｐ分数及心脏射血分数、梗死区百分数、荧光显微镜下标记细胞、血管数量及

ＡＮＧ的表达和分泌。结果　与组Ⅱ及组Ⅲ相比，组Ⅰ冠脉造影Ｒｅｎｔｒｏｐ分数、心脏射血分数增高；缺血心肌区新生血管计数

增高，可见大量ＣＭＤｉＩ标记的移植成活细胞，梗死区面积较小，ＡＮＧ蛋白表达增高，差异有统计学意义（犘＜０．０５或犘＜

０．０１）。结论　高表达ＡＮＧ的自体骨髓基质细胞移植于慢性缺血心肌，移植细胞成活率高，能明显改善缺血心肌局部血运，

改善心功能。
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　　冠状动脉（冠脉）梗阻导致心肌细胞缺血损伤、

坏死而引发的缺血性心脏病是人类死亡的主要原因

之一。健康细胞移植替代损伤、坏死心肌细胞可明

显促进局部血管新生，改善心功能，防止心室壁变薄
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第６期．徐驯宇，等．高表达血管生长素的自体骨髓基质细胞移植治疗猪缺血性心脏病 ·５８７　　 ·

及瘢痕的扩大［１２］。但在缺血环境中移植细胞成活

率较低，提高细胞的成活率有助于进一步提高移植

治疗效果。黄盛东等［３］成功制备了血管生长素（ａｎ

ｇｉｏｇｅｎｉｎ，ＡＮＧ）衍生物重组腺病毒（ＡｄＡＮＧ），并

发现其具有促进缺血局部血管增生的潜能。因此，

本研究将 ＡｄＡＮＧ 体外转染自体骨髓基质细胞

（ｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ），再注射移植到慢性

心肌缺血猪模型，观测缺血区心肌血管再生、ＭＳＣｓ

的成活情况及其对心功能的影响，以探讨高表达

ＡＮＧ的自体基质细胞移植对缺血性心脏病心功能

的保护和促血管新生作用。

１　材料和方法

１．１　主要仪器及试剂　呼吸机、磁共振（ＭＲＩ）仪及

冠脉数字减影血管造影（ＤＳＡ）机（德国Ｓｉｅｍｅｎｓ公

司）；ＨＰ５５００心脏彩色超声仪（美国 ＨｅｗｌｅｔｔＰａｃｋ

ａｒｄ公司）；荧光显微镜（德国Ｌｅｉｃａ公司）；冠脉缩窄

环（Ａｍｅｒｉｏｄ环，美国ＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ公司）；

兔抗人ＡＮＧ抗体，免疫组化染色试剂盒（美国Ｓａｎ

ｔａＣｒｕｚ公司）；抗兔辣根过氧化物酶（美国 Ｖｅｃｔｏｒ

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司）；ＥＣＬ化学发光系统（上海普飞

生物科技公司）；ＣＭＤｉＩ（美国 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ公

司）；胎牛血清、胰酶（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；手术器械

（上海手术器械厂）。

１．２　动物模型的建立及分组　选用Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ实验

猪３６只，体质量２０～２５ｋｇ，雌雄不限，购自第二军

医大学实验动物中心（许可证号：后医动字１１０１

号）。动物模型的建立和缺血心肌 ＭＳＣｓ细胞的注

射均在麻醉下完成。麻醉采用气体吸入和静脉注射

复合麻醉（氯胺酮５ｍｇ／ｋｇ，２％异氟烷吸入维持），

气管插管。麻醉后右侧卧位，左侧经第３肋间进胸，

打开心包暴露心脏，在冠脉左旋支（ＬＣｘ）近心端安

置冠脉缩窄环。术后恢复呼吸后，常规饲养。约在

术后第２８天常规冠脉造影，心脏短轴面经ＴＴＣ（１，

３，５三苯基氯化四氮唑）染色，评价动物模型的效

果。模型动物随机分３组，每组１２只。组Ⅰ为高表

达 ＡＮＧ 的自体 ＭＳＣｓ移植组 （ＡｄＡＮＧＭＳＣｓ

组）；组Ⅱ为单纯自体 ＭＳＣｓ移植组（ＡｄｎｕｌｌＭＳＣｓ

组）；组Ⅲ为注射无血清 ＤＭＥＭ 培养液的对照组

（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）。

１．３　高表达 ＡＮＧ的 ＭＳＣｓ的制备　ＡｄＡＮＧ的

获得：ＡＮＧ衍生物ｃＤＮＡ 的克隆与测序，Ｅ１、Ｅ３缺

陷型重组腺病毒黏粒构建，ＡｄＡＮＧ的产生和扩增

详见文献［３］。ＭＳＣｓ的分离培养：骨髓细胞取自猪

自体髂骨骨髓，利用Ｆｉｃｏｌｌ密度梯度离心法获得其

中的骨髓基质细胞，贴壁培养（３７℃、含２０％ＦＢＳ的

ＩＭＤＭ培养液、５％ＣＯ２、７２ｈ）后获得高纯度的

ＭＳＣｓ
［４］。高表达 ＡＮＧ的 ＭＳＣｓ的获得：ＡｄＡＮＧ

转染培养细胞（感染复数为５０，２４ｈ）。同时以 Ａｄ

ＧＦＰ（高表达绿色荧光蛋白）检验转染率，经检测该

法可接近１００％的转染率。

１．４　活细胞标记及 ＭＳＣｓ的注射移植　首先制备

ＭＳＣｓ单 细 胞 悬 液，加 入 ＣＭＤｉＩ，２５℃ 下 混 悬

２０ｍｉｎ。用荧光显微镜观察 ＭＳＣｓ细胞可见染色均

匀，红色荧光强度高于背景１００倍，说明标记成功。

ＭＳＣｓ的注射移植：慢性心肌缺血模型一般在４周可

成功建立。将经冠脉造影评价为成功的动物模型再

次麻醉开胸，沿ＬＣｘ分布的心肌缺血区均匀选择９

个点进行 ＭＳＣｓ的注射移植。组Ⅰ注射移植高表达

ＡＮＧ的自体 ＭＳＣｓ；组Ⅱ注射移植未转染ＡｄＡＮＧ

的自体 ＭＳＣｓ；组Ⅲ则注射无血清ＤＭＥＭ 培养液。

细胞密度为２×１０７／ｍＬ，注射量约每点０．５ｍＬ。为

防止细胞自针眼逆向流出，在针眼处心外膜用６０

ｐｒｏｌｅｎｅ线“Ｕ”字缝闭针眼。

１．５　冠脉造影　将实验动物麻醉，自股动脉建立动

脉插管，ＤＳＡ机下完成。每只模型动物在注射移植

ＭＳＣｓ前及注射移植后４周分别行两次冠脉造影，用

于评估动物模型的建立（ＬＣｘ已完全闭塞或闭塞大

于９５％认为是有效的动物模型），并评估移植治疗的

效果。移植治疗效果常用侧支循环指数（Ｒｅｎｔｒｏｐ计

分法）进行评估：主血管完全充盈评为３分；主血管

部分充盈评为２分；分支血管微弱充盈，主血管不充

盈评为１分；未见到侧支血管评为０分
［５］。

１．６　心脏彩色超声检查　在实验动物麻醉状态下，

采用心脏彩色超声仪检测心功能各项指标，如射血

分数（ＥＦ）、缺血区心室壁厚度（ＩＷＴ）、左室舒张末

容积（ＬＶＥＤＶ）等的变化。

１．７　病理组织学检查　在实验完成后处死动物（麻

醉下推注高浓度ＫＣｌ液），心脏停跳后立即取出心脏

标本。左室梗死区的百分数计算：将标本沿心脏冠

状面切成厚约０．５ｃｍ薄片，并双面拍照，去除心房

及右心室后，称量每一薄片。利用 ＳｃｉｏｎＩｍａｇｅ

Ａｎａｌｙｓｉｓｐｒｏｇｒａｍ软件系统测出每一片心肌梗死区

的分数，并取上下两面间的平均值。左室梗死区的

百分数等于每一片心肌梗死区的百分数与该片心肌

质量的乘积之和除以整个左心室的总质量。成活的
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移植细胞观察：制作冰冻切片，在荧光显微镜下观察

ＭＳＣｓ注射移植区，比较成活 ＭＳＣｓ细胞的分布、数

量等。血管计数：常规制作石蜡切片，观察 ＭＳＣｓ注

射移植区的新生血管情况并计算总血管数。

１．８　蛋白质印迹检测 ＡＮＧ 蛋白的表达　提取

ＭＳＣｓ注射移植区组织样本蛋白，电泳、转膜。按顺

序加入兔抗人 ＡＮＧ抗体、抗兔辣根过氧化物酶，

ＥＣＬ 显 色。定 量 分 析 底 片 灰 度 （ＩｍａｇｅＱｕａｎｔ

软件）。

１．９　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件包进

行统计学分析，计量资料以珔狓±狊表示，Ｒｅｎｔｒｏｐ分数

采用ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　慢性缺血性心脏病猪模型的建立　３只猪在建

模手术后死亡，１只猪在二次手术时失误导致死亡，

另１只在二次手术后因感染死亡，剩余３１只猪存活

至实验完成，纳入后续研究。其中组Ⅰ１１只，组Ⅱ

１０只，组Ⅲ１０只。在两次外科手术中各组间的血

流动力学（心率、血压）无差异。安放 Ａｍｅｒｏｉｄ环后

４周，经冠脉造影示ＬＣｘ１００％闭塞，ＬＣｘ支配区域

无明显搏动；左前降支（ＬＡＤ）支配区域则无改变，保

持１００％通畅；心脏短轴面经ＴＴＣ染色，缺血或梗死

心肌不着色，而正常心肌呈砖红色（图１）。结果提示

心肌慢性缺血猪模型成功建立。

图１　慢性心肌缺血动物模型的建立

犉犻犵１　犈狊狋犪犫犾犻狊犺犿犲狀狋狅犳狆狅狉犮犻狀犲犮犺狉狅狀犻犮犻狊犮犺犲犿犻犮犺犲犪狉狋犿狅犱犲犾

Ａ：Ａｎａｍｅｒｏｉｄｏｃｃｌｕｄｅｒａｒｏｕｎｄｌｅｆｔｃｉｒｃｕｍｆｌｅｘ（ＬＣｘ）ｃｏｒｏ

ｎａｒｙａｒｔｅｒｙａｎｄｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｎｆａｒｃｔｉｏｎａｒｅａ；Ｂ：Ａｌｅｆｔ

ｖｅｎｔｒｉｃｌｅｃｒｏｓｓｓｅｃｔｉｏｎｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｉｎｆａｒｃｔｉｏｎａｒｅａ；Ｃ：Ａｎｏｃ

ｃｌｕｄｅｄａｍｅｒｏｉｄｒｉｎｇ４ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ；Ｄ：Ａｎｐｒｅ

ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎａｍｅｒｏｉｄｒｉｎｇ

２．２　ＭＳＣｓ移植前形态和ＣＭＤｉＩ染色　ＭＳＣｓ形

态呈梭形，贴壁生长，细胞生长较迅速（图２Ａ）；荧光

显微镜下，ＭＳＣｓ细胞 ＣＭＤｉＩ染色均匀，荧光强

（图２Ｂ）。

图２　犕犛犆狊移植前形态和犆犕犇犻犐染色

犉犻犵２　犘狉犲犻犿狆犾犪狀狋犲犱犿犪狉狉狅狑狊狋狉狅犿犪犾犮犲犾犾狊（犕犛犆狊）犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔

犪狀犱犆犕犇犻犐狊狋犪犻狀犻狀犵狌狀犱犲狉犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犿犻犮狉狅狊犮狅狆狔

Ａ：ＭＳＣｓｇｒｅｗｒａｐｉｄｌｙ ｗｉｔｈｓｐｉｎｄｌｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ；Ｂ：ＭＳＣｓ

ｓｈｏｗｅｄｕｎｉｆｏｒｍＣＭＤｉＩｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．３　冠脉造影及Ｒｅｎｔｒｏｐ评分　动物模型建立后

经冠状动脉造影行Ｒｅｎｔｒｏｐ评分，各组差异无统计

学意义。经过干预治疗，４周后再次行冠状动脉造影

及Ｒｅｎｔｒｏｐ评分，显示组Ⅰ分值升高最为显著，与治

疗前及组Ⅱ和组Ⅲ治疗后比较差异均有统计学意义

（犘＜００１，图３、表１）。

图３　治疗前后冠脉造影比较

犉犻犵３　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犮狅狉狅狀犪狉狔犪狀犵犻狅犵狉犪狆犺狔犪狀犪犾狔狊犻狊

犫犲犳狅狉犲犪狀犱犪犳狋犲狉狋狉犲犪狋犿犲狀狋

Ｔｈｅｃｏｌｌａｔｅｒａｌｖｅｓｓｅｌｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｅｎｈａｎｃｅｄｐｅｒｆｕｓｉｏｎｏｆｌｅｆｔ

ｃｉｒｃｕｍｆｌｅｘ（ＬＣｘ）４ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｉｍｐｌａｎ

ｔａｔｉｏｎ（ａｒｒｏｗｓ）．Ａ：Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｂ：Ｐｏｓｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２．４　心脏超声检查　动物模型建立后，心脏彩色超

声检查显示左心室明显增大，ＬＣｘ供血区心室壁变

薄，心脏搏动减弱，收缩力降低，ＥＦ明显降低。经干

预治疗后４周，组Ⅰ变薄心肌厚度有所增加，ＬＶ

ＥＤＶ减小，心肌收缩明显改善，ＥＦ增加，差异有统

计学意义（犘＜０．０１）。组Ⅱ改善程度较组Ⅰ弱，组Ⅲ

则缺血区心室壁继续变薄，缺血区面积增大（犘＜
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０．０１，表２～表４）。

表１　各组犚犲狀狋狉狅狆分值的改变情况

犜犪犫１　犆犺犪狀犵犲狊狅犳犚犲狀狋狉狅狆狊犮狅狉犲狊犫狔犮狅狉狅狀犪狉狔犪狉狋犲狉狔

犪狀犵犻狅犵狉犪狆犺狔犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

珔狓±狊

Ｇｒｏｕｐ 狀 Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ Ｐｏｓｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ ΔＳｃｏｒｅ

Ⅰ １１ ０．７９±０．６６ １．８９±０．８１ １．１０±０．３１△△▲▲

Ⅱ １０ ０．８６±０．６９ １．３２±０．７６ ０．４６±０．２２△△

Ⅲ １０ ０．７８±０．７１ １．０１±０．７５ ０．２３±０．１１

　ＧｒｏｕｐⅠ：ＡｄＡＮＧＭＳＣｓｇｒｏｕｐ；ＧｒｏｕｐⅡ：ＡｄｎｕｌｌＭＳＣｓｇｒｏｕｐ；

ＧｒｏｕｐⅢ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．犘＜０．０１ｖｓｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ；△△犘＜０．０１ｖｓ

ｇｒｏｕｐⅢ；▲▲犘＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐⅡ．ＡＮＧ：Ａｎｇｉｏｇｅｎｉｎ；ＭＳＣｓ：Ｍａｒｒｏｗ

ｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ；ΔＳｃｏｒｅ：Ｒｅｔｒｏｐｓｃｏｒｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ

表２　各组犈犉值的变化情况

犜犪犫２　犆犺犪狀犵犲狊狅犳犲犼犲犮狋犻狅狀犳狉犪犮狋犻狅狀（犈犉）犫狔

犲犮犺狅犮犪狉犱犻狅犵狉犪狆犺狔犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

珔狓±狊

Ｇｒｏｕｐ 狀 Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ Ｐｏｓｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ ΔＥＦ

Ⅰ １１ ０．４３±０．１２ ０．７１±０．１９ ０．２８±０．１９△△▲▲

Ⅱ １０ ０．４５±０．０９ ０．５８±０．１８ ０．１２±０．１７△△

Ⅲ １０ ０．４５±０．１５ ０．４０±０．１６ －０．０５±０．０４

　ＧｒｏｕｐⅠ：ＡｄＡＮＧＭＳＣｓｇｒｏｕｐ；ＧｒｏｕｐⅡ：ＡｄｎｕｌｌＭＳＣｓｇｒｏｕｐ；

ＧｒｏｕｐⅢ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．犘＜０．０１ｖｓｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ，△△犘＜０．０１ｖｓ

ｇｒｏｕｐⅢ，▲▲犘＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐⅡ；ＡＮＧ：Ａｎｇｉｏｇｅｎｉｎ；ＭＳＣｓ：Ｍａｒｒｏｗ

ｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ；ΔＥＦ：ＥＦｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ

表３　各组缺血区心室壁厚度的变化情况

犜犪犫３　犆犺犪狀犵犲狊狅犳犻狊犮犺犲犿犻犮狑犪犾犾狋犺犻犮犽狀犲狊狊（犐犠犜）

犫狔犲犮犺狅犮犪狉犱犻狅犵狉犪狆犺狔犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

犾／ｍｍ，珔狓±狊

Ｇｒｏｕｐ 狀 Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ Ｐｏｓｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ ΔＩＷＴ

Ⅰ １１ ８．２±１．８ ９．８±１．３ １．６±０．８△△▲

Ⅱ １０ ８．４±１．９ ８．９±１．４ ０．６±０．７△△

Ⅲ １０ ８．１±１．７ ７．４±１．６ －０．７±０．６

　Ｇｒｏｕｐ Ⅰ：ＡｄＡＮＧＭＳＣｓｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ Ⅱ：ＡｄｎｕｌｌＭＳＣｓ

ｇｒｏｕｐ；ＧｒｏｕｐⅢ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．犘＜０．０５ｖｓｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ；△△犘＜

０．０１ｖｓｇｒｏｕｐⅢ；▲犘＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐⅡ；ＡＮＧ：Ａｎｇｉｏｇｅｎｉｎ；ＭＳＣｓ：

Ｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ；ΔＩＷＴ：ＩＷＴｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆＩＷＴｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

表４　各组左室舒张末容积的变化情况

犜犪犫４　犆犺犪狀犵犲狊狅犳犾犲犳狋狏犲狀狋狉犻犮狌犾犪狉犲狀犱犱犻犪狊狋狅犾犻犮狏狅犾狌犿犲（犔犞犈犇犞）

犫狔犲犮犺狅犮犪狉犱犻狅犵狉犪狆犺狔犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

珔狓±狊，犞／ｍＬ

Ｇｒｏｕｐ 狀 Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ Ｐｏｓｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ ΔＬＶＥＤＶ

Ⅰ １１ １０６±２３ ９６±１９ －８±７△△▲▲

Ⅱ １０ １１０±２７ １０７±２５ －３±３△△

Ⅲ １０ １０７±２４ １１２±２７ ５±６

　Ｇｒｏｕｐ Ⅰ：ＡｄＡＮＧＭＳＣｓｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ Ⅱ：ＡｄｎｕｌｌＭＳＣｓ

ｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ Ⅲ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．犘＜０．０５ｖｓｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ；

△△犘＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐⅢ；▲▲犘＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐⅡ；ＡＮＧ：Ａｎｇｉｏｇｅ

ｎｉｎ；ＭＳＣｓ：Ｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ；ΔＬＶＥＤＶ：ＬＶＥＤＶｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅ

ｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２．５　病理组织学检查　左室侧壁ＬＣｘ供血区心室

壁厚度获得维持，组Ⅰ心脏的几何构型接近正常，心

肌缺血区面积较小（图４Ａ），组Ⅲ心脏几何构型破

坏，心肌缺血坏死区面积较大（图４Ｂ）。组Ⅰ缺血坏

死百分数为（３．３５±１．３５）％，组 Ⅱ 为 （６．５７±

３．１１）％，组Ⅲ为（１６．４７±５．３１）％，统计分析表明，

组Ⅰ与组Ⅱ、组Ⅲ比较缺血区减小（犘＜０．０５），组Ⅱ

较组Ⅲ减小（犘＜０．０５）。

在心肌缺血边缘，组Ⅰ可见较大量成活的经

ＣＭＤｉＩ标记的移植细胞（图４Ｃ），这些细胞与成纤

维细胞和自体心肌细胞形成了较小的缺血区面积，

维持了心脏的几何结构。组Ⅱ也可见成活的经ＣＭ

ＤｉＩ标记的移植细胞，但其呈零星样分布，数量明显

较组Ⅰ少。组Ⅰ在缺血的边缘区明显可见新生血管

形成（图４Ｄ），其高倍视野下的血管数量为（３３．５±

１１．６）个／ＨＰＦ，而组Ⅱ、组Ⅲ分别为（１１．２±６．６）和

（１．３±０．５）个／ＨＰＦ。各组之间差异均具有统计学

意义（犘＜００１）。

图４　病理学检查图片

犉犻犵４　犘犪狋犺狅犾狅犵犻犮犪犾犲狓犪犿犻狀犪狋犻狅狀

Ａ：ＧｒｏｕｐⅠ （ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｕｔｏｌｏｇｏｕｓｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈａｎｇｉｏｇｅｎｉｎ）ｈａｄｓｍａｌｌｅｒｉｓｃｈｅｍｉｃａｒｅａ，ｐｒｅ

ｓｅｒｖｅｄｔｈｉｃｋｎｅｓｓｏｆｔｈｅｌａｔｅｒａｌｗａｌｌ，ａｎｄｔｈｅｇｅｏｍｅｔｒｙｏｆｔｈｅ

ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｌｅ（ａｒｒｏｗ）；Ｂ：ＧｒｏｕｐⅢ （ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｓｅｒｕｍｆｒｅｅ

ＤＭＥＭｍｅｄｉｕｍ）ｈａｄｇｅｏｍｅｔｒｙｌｏｓｓｏｆｔｈｅｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｌｅａｎｄ

ｖｅｎｔｒｉｃｌｅｗａｌｌｔｈｉｎｎｉｎｇ （ａｒｒｏｗ）；Ｃ：Ｇｒｏｕｐ Ⅰ ｈａｄａｌａｒｇｅ

ｎｕｍｂｅｒｏｆＣＭＤｉＩｌａｂｅｌｅｄｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ（ａｒｒｏｗ）ｏｎ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；Ｄ：ＧｒｏｕｐⅠｈａｄｄｉｓｔｉｎｃｔａｎｇｉｏｇｅｎ

ｅｓｉｓａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｖａｓｃｕｌａｒｖｅｓｓｅｌｓｉｎｔｈｅｍａｒｇｉｎａｌｚｏｎｅｂｙＨ

Ｅｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（Ｃ），×２００（Ｄ）

２．６　心肌ＡＮＧ蛋白的表达　组Ⅰ左室侧壁缺血区

ＡＮＧ蛋白相对表达量为０．３２５±０．０５８，组Ⅱ为
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０．０７９±０．０２５，组Ⅲ为０．０９１±０．０１９，前者明显高于

后两者（犘＜０．０１），后两者间差异无统计学意义。

３　讨　论

一系列研究证实细胞移植能明显增强缺血心肌

心功能，但机制并不明确［６８］。目前比较明确的观点

是细胞移植能够促进血管新生，改善局部血液供应，

维持心室壁厚度，防止心室扩张，进而改善心功能，

推迟心功能衰竭的发生［９１０］。然而移植细胞在缺血

环境中能否成活及成活时间长短是影响其治疗效果

的重要因素。由于植入体内的 Ａｍｅｒｏｉｄ环缓慢膨

胀，使环内的血管逐渐缩窄，约经过３～４周可使血

管完全闭塞，因此较好地模拟了人类由于粥样斑块

形成逐渐阻塞冠状动脉而形成缺血性心脏病的慢性

病理过程。猪作为大型动物，被认为是建立最接近

人的慢性缺血性心脏病模型的动物［１１１２］。本研究中

冠脉造影提示几乎所有动物均形成满意的模型。

移植 ＭＳＣｓ能够维持心室壁厚度，防止心室几

何结构破坏，从而改善心功能，这是由于其具有多向

分化潜能的多能干细胞的特性，能分化成多种细胞

类型，自我更新，替代缺血坏死的细胞、组织，达到治

疗缺血性心脏病的目的［１１］。由于 ＭＳＣｓ获得较为方

便，细胞易于培养扩增，经常被应用为基因载体。本

实验正是利用了这些特性，选用ＭＳＣｓ作为移植细胞。

此外，应用自身的 ＭＳＣｓ可避免异体移植所引起的免

疫原性，从而提高了 ＭＳＣｓ在缺血区的成活率。

ＡＮＧ属 ＲＮＡ 酶超家族，相对分子质量约为

１４４００，具有较为强大的促血管生成作用
［１３１４］。体

外实验发现ＡＮＧ能够对包括平滑肌细胞、内皮细胞

等表现出很强的促细胞增殖、增生作用；体内实验也

显示其能够在局部刺激形成新生血管，促进局部血

供［１５１６］。腺病毒介导的基因转染具有很高的转染效

率（接近１００％），性质较稳定，对人类相对安全，且其

宿主范围广，包装容量大，可达到很高滴度，在体内

基因转移中具有较大优势。因此本研究采用腺病毒

作为转染载体，蛋白质印迹结果也证实移植转染

ＡｄＡＮＧ的细胞４周后缺血心肌仍较强地表达

ＡＮＧ蛋白。

ＣＭＤｉＩ是一种细胞膜荧光染色剂，通过与膜结

构的脂质分子结合而标记细胞，染色率可达１００％，

有着强而稳定的红色荧光。ＣＭＤｉＩ对细胞无毒，对

染色细胞的生长、分裂、分化和活力均无影响，可通

过细胞分裂使子代细胞膜染色；且稳定长效，可在细

胞表面保持半年到１年
［１７］。本实验中，在移植后的

４周，荧光显微镜下可见具有稳定红色荧光的移植细

胞，说明ＣＭＤｉＩ是个良好的示踪剂，能够有效显示

移植细胞在活体组织中的迁移及分化。

在本实验中，经心脏彩色超声检查并计算缺血

区大小后发现，移植转染 ＡｄＡＮＧ的 ＭＳＣｓ使ＥＦ

增加，心脏功能较前明显改善，心室壁厚度增加，有

效地防止心室几何结构破坏。未转染 ＡｄＡＮＧ的

ＭＳＣｓ移植亦能使心功能改善，但其改善的程度较转

染组小，而对照组则心室壁厚度进一步变薄，缺血梗

死面积扩大，与既往文献［４，６，１１，１８］结果类似。

针对转染ＡｄＡＮＧ是否使局部ＡＮＧ蛋白表达

增高、是否促进局部血管增生以及是否促进移植的

ＭＳＣｓ成活，本实验发现，转染组（组Ⅰ）Ｒｅｎｔｒｏｐ计

分、缺血区血管计数、ＡＮＧ蛋白表达高于其余两组；

荧光显微镜下可见大量标记ＣＭＤｉＩ的移植细胞，而

未转染组（组Ⅱ），其移植细胞成活的数量远较组Ⅰ

少。这些结果提示转染 ＡｄＡＮＧ的 ＭＳＣｓ可以分

泌较高水平的 ＡＮＧ，能更好地促进局部血管新生，

改善局部内环境，从而提高移植细胞的成活率，促进

和改善心功能。

我们前期曾应用腺病毒介导的血管内皮生长因

子（ＶＥＧＦ）进行类似实验
［１９］。ＶＥＧＦ能够较强烈地

促进血管内皮细胞生长并诱导血管形成，但常使血

管通透性增高；ＡＮＧ能对内皮细胞起作用，还能刺

激血管平滑肌细胞及成纤维细胞增生，因此可能作

用更强大。本实验虽未对 ＡＮＧ和 ＶＥＧＦ进行比

较，但我们观察发现ＡＮＧ的促血管生成作用等同或

超过ＶＥＧＦ的作用。

综上所述，将ＡｄＡＮＧ转染 ＭＳＣｓ并移植至缺

血区心肌，不仅能通过 ＭＳＣｓ细胞在局部产生促血

管新生的ＡＮＧ蛋白，改善局部血供，挽救缺血区受

到损害的心肌细胞，提高移植细胞的成活率，而且移

植的 ＭＳＣｓ具有多向分化潜能，能分化成不同细胞

类型，替代缺血坏死的心肌组织细胞。这种方法的

两种效果在治疗缺血性心脏病中可达到协同和叠加

作用，加之自体 ＭＳＣｓ易获取、扩增且不具有免疫原

性，因此应用转染ＡｄＡＮＧ的 ＭＳＣｓ移植治疗缺血

性心脏病具有明确的优越性和良好的临床应用

前景。
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