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骨髓问充质干细胞移植对心肌梗死后心功能的影响 

杨 国勋 刘唐威 钟 国强 巫相宏 邓燕 

【摘要】 目的 探讨移植同种异体骨髓间充质干细胞(MSCs)是否具有改善家兔心肌梗死后心功能、缩 

小梗死面积的作用以及两者问的相关关系。方法 将 24只大白兔随机分为急性心肌梗死(AMI)组和MSCs 

组，每组 12只。采用局部注射法 ，将 5一溴脱氧尿核苷(BrdU)标记的MSCs移植到兔梗死心肌边缘带和中心 

区。通过超声心动图测定两组手术前和术后 6周心功能指标。取心脏标本用免疫组化法鉴定植入细胞，病理 

组织学测定梗死面积。分析心功能与梗死面积的关系。结果 MSCs组梗死心肌边缘带和中心区可见 BrdU 

阳性细胞 ，AMI组未见 BrdU阳性细胞。与AMI组比较，MSCs组术后 6周左室舒张末期内径(LVEDD)、左 

室收缩末期内径(LVESD)均明显缩小 (P均<O．05)，左室射血分数(LVEF)、短轴缩短率(AFS )明显增大 

(P均<O．05)，组织学测量梗死面积明显缩小(P<O．05)。两组 LVEF与梗死面积均成显著负相关(P均< 

0．01)。结论 MSCs移植可能通过缩小心肌梗死面积改善心功能，可用于心肌梗死的治疗。 

【关键词】 骨髓 间充质干细胞 ； 心肌梗死 ，急性 ； 细胞移植 ； 心功能 

Effect of m esenchymai stem cells transplantatiOn on heart function after acute m yocardial infarction 

Y ANG Guo一．Tcun，LIU Tang—wei，ZHONG Guo—qiang，wU Xiang—hong，DENG Yan．The Institute of 

Cardiovascular Diseases，the First Affiliated Hospital of Guangxi Medical University，Nanning 530021， 

Guangxi，China 

[Abstract] Objective To investigate whether mesenchymal stem cells(MSCs)transp1antati。n after 

acute myocardial infarction(AMI)can improve heart function and decrease infarct size in rabbits and their 

correlation．M ethods Twenty—four rabbits were randomly devided into AMI group and MSCs group。each 

n一1 2．Exogenous MSCs 1abeled with bromodeoxyuridine(BrdU)were injected into the border and centra1 

area of the ischemic myocardium．Heart function was assessed with echocardiography before transp1antation 

of M SCs and in 6 th week after the transp1a tation．Surviving MSCs in infarcted myocardium were identified 

by immunohistochemistry． Infarct size was measured histologically． Correlation of heart function and 

jnfarctsize were analysed．Results Immunohistochemica1 stain revealed that BrdU —positive cells were seen 

in the infarcted myocardium in MSCs group but not in AM I group．Transp1antation of MSCs was associated 

with a significant diminution of left ventricular end—diastolic dimension (LVEDD)，and left ventricular 

end—systolic dimension (LVESD，both P< 0．05)，and left ventricular ejection fraction (LVEF)and 

fractional shortening (AFS )increased (both P < 0．05)as compared with AM I group．Infarct size as 

measured histologically was significant smaller in MSCs group than AM I group (P< O．O5)．There were 

negative correlations between LVEF and infarct size in two groups(both P<O．01)．Conclusion Exogenous 

M SCs transplantatj0n can improve heart function by decreasing infarct size and therefore it might be beneficial 

jn the treatment of AMI． 

[Key words] mesenchymal stem cells； acute myocardial infarction； cells transp1antation； heart 

function 

急性 心肌梗死 (AMI)是冠心病 的主要死亡原 

因。由于心肌细胞缺乏足够的再生能力，移植具有心 

肌再生能力的外源性干细胞来替代梗死心肌的技术 

已显示出了其巨大的治疗潜能。骨髓间充质干细胞 

(MSCs)具有分化为心肌、骨、软骨等多种细胞的潜 

能，是细胞移植修复梗死心肌理想的种子细胞之一， 

近年来已成为心血管领域新的研究热点n 。本研 
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究拟探讨同种异体MSCs移植家兔梗死心肌后对心 

功能、梗死面积的影响，分析它们之间是否存在相关 

关系，以期进一步探讨 MSCs移植对心功能影响的 

机制。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物和分组：日本大白兔 24只，雌雄各 

半，体重 1．4～2．0 kg，按随机数字表法分为 AMI 

组和 MSCs组，每组 12只。另取 20日龄健康雄性日 

本大白兔，体重 0．15～0。20 kg，以供取骨髓进行细 

胞培养用。以上动物均由广西医科大学实验动物中 

心提供(许可证号：SYXK桂 2003—0005)。 

1．2 主要试剂：L—Dulbecco改良的Eagle培养基 
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(DMEM，Gibeo公司)，胎牛血清(FBS，杭州 四季青 

公司)，Percoll密度梯度分离液(天津 TBD公司)， 

5一溴脱氧尿 核苷 (BrdU，Sigma公 司)，鼠抗 BrdU 

单克隆抗体(单抗，Sigma公司)，一步法辣根过氧化 

物酶标记的单抗鼠免疫组化试剂盒(MaxVisionTM 

HRP—Polymer anti—Mouse IHC Kit，福州迈新生 

物技术开发有限公司)。 

1．3 研究方法 

1．3．1 MSCs分离培养和扩增标记 ：用引颈法处死 

动物，置于体积分数为 75 的乙醇中消毒 5 min，无 

菌条件下采集双侧股骨骨髓，用DMEM 反复冲洗， 

制成细胞悬液，加入含密度为 1．073的Percoll细胞 

分离液的试管中，经反复离心、洗涤后加入含体积分 

数为 1O FBS的 L—DMEM 培养基悬浮沉淀细 

胞，按 1×10 ／ml的密度接种于培养瓶，放人 37℃、 

体积分数为 5 的 CO。、饱和湿度的 CO。孵箱中培 

养，3 d换液 1次。当细胞生长至约8O 融合时，用 

质量分数为 0．25 的胰蛋白酶消化，按 1：2传代。 

取第一代细胞在移植前 48 h用 BrdU标记。 

1．3．2 兔 AMI模型建立和 MSCs移植：用质量分 

数为 1 的戊巴比妥钠(30~40 mg／kg)经耳缘静脉 

注射麻醉动物，固定于手术台，备皮。取胸骨左缘切 

口，打开胸腔，暴露心脏，剪开心包。于左心耳缘下方 

约 2 mm处心大静脉附近，用 6—0医用无损伤缝线 

进行结扎，可见结扎远端心肌变苍白，心电图检查见 

ST段明显抬高者即认为制模成功。MSCs组在左冠 

状动脉前降支结扎后 1 h，直视下用微量注射器把 

BrdU标记的 MSCs 200 1(1×10 )分多点注射到 

梗死心肌的边缘带和中心区。AMI组用同样的方法 

注射等量培养基。术后分笼饲养，每笼 2只，每日肌 

肉注射青霉素 800 kU，连用 3 d。 

1．3．3 心功能检测 ：于术前 、术后 6周无麻醉清醒 

状态下测定左室舒张末期内径(LVEDD)、左室收缩 

末期内径(LVESD)、左室射血分数(LVEF)以及短 

轴缩短率 (AFS )等心功 能指标 ，取连续 3个心动 

周期测量的平均值。同时观察室壁局部运动情况。 
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体积分数为 1O 的甲醛固定，沿左室长轴中点横切 

取材，常规行苏木素一伊红(HE)染色制成病理切片， 

光学显微镜下观察病理学改变，用病理图像分析系 

统测量左室截面积和瘢痕面积，计算瘢痕面积占左 

室截面积 的百分 比，即梗死面积 ( )一瘢痕面积／左 

室截面积 ×1OO 。 

1．3．5 免疫组化方法对 MSCs的鉴定 ：取术后 6周 

动物心肌组织，常规方法制片，用 0．01 mol／L的枸 

橼酸盐缓冲液(pH 6．O)高压抗原修复；工作浓度为 

1：500鼠抗 BrdU单抗，4℃过夜；甩干后加二抗 

r MaxVision M HRP —Polymer anti—M ouse IHC 

Kit)37℃ 2O min；3，3'-二氨基联苯胺 (DAB)显色； 

苏木素衬染；自来水冲，晾干后常规树脂封片。阴性 

对照除了用磷酸盐缓冲液(PBS)代替鼠抗 BrdU单 

抗外，余同上。病理图像分析仪观察并拍照。 

1．4 统计学分析：运用 SPSS13．0统计软件进行分 

析，所有计量资料用均数±标准差( ±s)表示，两组 

间比较采用两样本 均数 比较双侧 t检验 ，组 内比较 

采用配对 t检验 ，P<O．05为差异有统计学意义 。 

2 结 果 

2．1 体外原代培养的MSCs特征(彩色插页图 1)： 

倒置相差显微镜下观察原代培养的MSCs呈贴壁生 

长，为均匀一致的纺锤形、梭形成纤维细胞形态，呈 

放射状排列，立体感强，折光性好。 

2．2 宿主心肌 MSCs的鉴定(彩色插页图 2)：免疫 

组化检查显示，MSCs组梗死心肌边缘带和中心区 

可见棕黄色的 BrdU 阳性细胞。阴性对照和 AMI组 

未见 BrdU 阳性细胞 。 

2．3 超声心动图各指标测量结果(表 1)：AMI组术 

后左室腔增大，前间隔、前壁变薄，活动减弱，内回声 

增强，部分可见血栓形成；MSCs组表现相似，但比 

AMI组轻 。两组 LVEDD、LVESD较术前均显著增 

加 ，AFS％、LVEF显著缩小 (P均<0．01)，且两组 

术后 6周比较差异也有显著性(P均d0．05)。 

2．4 梗 死 面积测定 ：组织 学测 量分 析结果 表 明， 

MSCs组 左室梗 死面积 [(27．8O±8．71) ]明显小 

1．3．4 左室梗死 面积测定 ：术后 6周取 出心脏 ，用 于 AMI组 [(38．01士9．28) ，P％0．053。 

表 1 超 声心动图测定两组心功 能指标的 比较 ( ±s，月一12) 

Table 1 Comparison of heart function indexes assessed with ech0cardi0graphy between two groups( ± ，n一 12) 

注：与本组术前比较 ： P<O．01；与 AMI组比较： P<O．05 
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2．5 心功能与左室梗死面积的关系(图3)：AMI组 

和 MSCs组 LVEF都与左室梗死面积呈显著负相 

关(rAMI一一0．89，rMsc 一一0．88，P均<O．01)。 
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图 3 LVEF与梗 死面积 的相关关 系 

Fig．ire 3 Correlation between LVEF and infarct size 

3 讨 论 

既往研究认为，MSCs移植可以显著提高心肌 

梗死后的心功能，其主要机制是：MSCs分化为具有 

收缩功能的心肌细胞，参与宿主心脏的同步收缩； 

MSCs本身分化为血管内皮细胞或通过旁分泌机制 

分泌各种细胞活素类物质，如通过血管内皮生长因 

子来增加新生毛细血管生成，改善侧支循环，增加心 

肌灌注；增加心脏黏蛋白的表达和神经的萌生以及 

心房交感神经的过度分布；通过调节细胞外基质减 

少有害的心室重塑，缓解梗死壁变薄，改善舒张期松 

弛 ；抑制心肌细胞凋亡 ，缩小梗死面积∞ 。对于这些 

机制之间以及与心功能改善之间的关系，目前只是 

一 种推测，Tang等 认为，MSCs移植通过血管发 

生增加局部血流量、保护受累心肌细胞来提高心功 

能；但也有研究认为，细胞移植后增加的血管并不能 

提高心功能，而对于移植细胞在梗死区的存活可能 

是有用的。 。Dai等 亦发现，虽然 MSCs可以促进 

瘢痕区毛细血管的生长，但没有提高小动脉的密度 

和局部血流灌注，因此认为，由MSCs介导的血管发 

生在提高心肌梗死后的心功能方面是不确定的。 

我们将同种异体 MSCs移植至兔心肌梗死区， 

6周后仍可在宿主心肌内存活、定居，未发生明显的 

移植排斥反应 ；超声心动图检查结果表 明，与 AMI 

组 比较 ，MSCs组左室 重构减 轻，LVEDD、LVESD 

明显缩小 ，AFS 、LVEF明显增 大，提示心 功能明 

显提高；组织学测量梗死面积明显缩小，与文献。 

报道的结果一致。 

我们分析了梗死面积与心功能的关系，发现心 

功能与梗死面积呈显著负相关 ，不受 MSCs移植的 

影响。在AMI组和MSCs组，LVEF都随着梗死面 

积的增加而下降。由此可以推断，MSCs移植通过减 

少梗死面积达到提高心功能的效果是有意义的。 

Kinnaird等。∞报道，MSCs移植通过分泌一系列细 

胞因子，改善侧支循环重塑；Gnecchi等。”研究证 

实，MSCs通过旁分泌作用促进心肌细胞在缺氧条 

件下的抗凋亡作用。我们推测MSCs移植缩小梗死 

面积的可能机制：MSCs在体内微环境诱导下直接 

分化为心肌样细胞；通过毛细血管新生，调节局部微 

循环，减少心肌细胞凋亡，促进内源性的再生修复； 

MSCs通过旁分泌作用分泌多种细胞活素类物质拮 

抗心肌细胞凋亡；MSCs有可能通过改变细胞间的 

缝隙连接，调节凋亡有关信号在细胞间的交换。 

免疫组化鉴定 MSCs在体 内存活结果表明， 

6周时 MSCs在体内存活很少，仅散在分布于梗死 

边缘带和中心区，依靠这些稀少的 MSCs分化为具 

有收缩功能的心肌细胞来提高心功能似乎比较困 

难 ，而对于减少梗死面积可能有一定的作用。 
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乌司他丁对肝脏冷保存损伤的保护作用研究 

图1 实验组肝组织病理学变化 

(HE，×400) 
Figure 1 Pathological change of 

iver tissues in test group(HE，×400) 

图2 对照组肝组织病理学变化 

(HE，×400) 
Figure 2 Pathological change of liver 

tissues in control group(HE，×400) 

骨髓间充质干细胞移植 

图3 实验组电镜下肝超微结构 

(TEM，×10000) 
Figure 3 Ultrastructure of liver 

tissues in test group(TEM，×1 0 000) 

对心 

图1 体外原代培养的MSCs(X 1 00) 
Figu re 1 P rimary cultu re of MSCs in vitro(X 1 00) 

(正文见398页 ) 

图4 对照组电镜下肝超微结构 

(TEM，×10000) 
Figure 4 Ultrastructure of liver tissues 

in control group(TEM，×1 0 o0o) 

肌梗死后心功能的影响 

(正文见428页 ) 

Ce 

图2 MSCs组心肌细胞阳性表达(免疫组化，X 400) 
Figu re 2 Positive exp ression of cardiac muscle 

， 

n MSCs labeled with BrdU(immunohistochemistry，X400) 

大鼠局灶性脑缺血／再灌注损伤后早期生长反应基因一1 mRNA的表达 

(正文见436页) 

A：假手术组}B：I／R组2 h 

图1 各组脑组织Eg r一1mRNA阳性表达(原位杂交，X400) 
Fiau re 1 PosRive exp ression of Egr一1 mRNA in brain tissue in each group(in situ hybridization，X 400) 
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