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【摘要】 目的 探讨人脐带间充质干细胞（UC-MSCs）移植治疗对急性心肌梗死（AMI）大鼠心肌组织血
管内皮生长因子（VEGF）及白细胞介素 -6（IL-6）的影响。方法 获取人 UC-MSCs 并培养至第 4 代用于实

验。将 60 只雄性 SD 大鼠按随机数字表法分为假手术组、AMI 模型组、UC-MSCs 治疗组，每组 20 只。以结

扎冠状动脉（冠脉）前降支制备 AMI 动物模型；假手术组于冠脉前降支下穿线、不进行结扎。UC-MSCs 治疗

组于制模成功后 24 h 经尾静脉输注 UC-MSCs 2×106 个。于制模后 7 d 处死动物，取结扎线以下心肌组织及
冠脉，用反转录 -聚合酶链反应（RT-PCR）和蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）分别检测心肌组织 IL-6 的

mRNA和蛋白表达；用免疫组化法观察冠脉 VEGF 阳性表达。结果 AMI 模型组心肌组织 IL-6 mRNA 和蛋白

表达均明显高于假手术组（灰度值：0.732±0.131 比 0.321±0.080，0.678±0.191 比 0.286±0.061，均 P＜0.05）； 
UC-MSCs治疗组心肌组织IL-6 mRNA和蛋白表达明显低于AMI模型组（灰度值：0.300±0.104比0.732±0.131，
0.312±0.101 比 0.678±0.191，均 P＜0.05）。光镜下观察显示，AMI 模型组冠脉 VEGF 阳性细胞较假手术组明
显增多（个 /HP：21.1±2.2 比 7.6±1.3，P＜0.05），且 UC-MSCs 治疗组 VEGF 阳性细胞较 AMI 模型组进一步
增多（个 /HP：41.5±3.1 比 21.1±2.2，P＜0.05）。结论 人 UC-MSCs 移植治疗可有效提高 AMI 大鼠冠脉内
VEGF 表达，以改善损伤区域血管重建，并通过降低 IL-6 表达有效抑制炎症进展。
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【Abstract】 Objective To investigate the effects of human umbilical cord mesenchymal stem cells (UC-MSCs) 
on vascular endothelial growth factor (VEGF) and interleukin-6 (IL-6) expression in acute myocardium infarction (AMI) 
rats. Methods The human UC-MSCs were cultured to the 4th generation for experiment. Sixty male Sprague-Dawley 
(SD) rats were randomly divided into sham group, AMI model group and UC-MSCs group, with 20 in each group. AMI 
animal model was produced by ligation of anterior descending coronary artery; in the sham group, the threading vein was 
gone below without ligation. In UC-MSCs group 2×106 UC-MSCs were infused through the caudal vein at 24 hours after 
successful model production. The animals were sacrificed after 7 days; the myocardial tissue and coronary artery below 
the ligation line were harvested. The mRNA and protein expressions of IL-6 in myocardium were detected by reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) and Western Blot. The positive expression of VEGF in coronary 
artery was observed by immunohistochemisty. Results Compared with the sham group, the mRNA and protein 
expressions of IL-6 in myocardium in AMI model group were increased significantly (gray value: 0.732±0.131 vs.  
0.321±0.080, 0.678±0.191 vs. 0.286±0.061, both P < 0.05). Compared with the AMI model group, the mRNA and 
protein expressions of IL-6 in myocardium in UC-MSCs group were decreased significantly (gray value: 0.300±0.104 vs. 
0.732±0.131, 0.312±0.101 vs. 0.678±0.191, both P < 0.05). Observation under light microscope, the VEGF positive 
cells in AMI model group was increased significantly compared with the sham group (cells/HP: 21.1±2.2 vs. 7.6±1.3, 
P < 0.05), the VEGF positive cells in UC-MSCs group were increased significantly compared with the AMI model 
group (cells/HP: 41.5±3.1 vs. 21.1±2.2, P < 0.05). Conclusion Human UC-MSCs could promote angiogenesis  
by the improvement of VEGF in coronary artery and inhibit the inflammation by the reduction of IL-6 in rats with AMI.
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endothelial growth factor; Interleukin-6
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 目前对急性心肌梗死（AMI）较为公认的治疗方

法是溶栓、介入以实现堵塞的血管再通［1］，使缺血

心肌迅速恢复血流灌注，缩小梗死心肌面积，挽救濒

死心肌，以改善患者心功能及预后，提高生存率；但

是对于较大面积的 AMI 患者而言，病死率仍居高不

下，处理较为棘手［2-4］。近年来随着干细胞技术的

不断成熟和发展，在基础实验和临床研究上取得了

一定的成果，人脐带间充质干细胞（UC-MSCs）含量

丰富，较为原始，生物活性强（端粒酶较骨髓MSCs

长），分化能力强，可在体外进行分离、培养， 扩增迅

速，且生物性能稳定，多次传代扩增仍能保持旺盛功

能，可以为实验和临床提供充足的细胞来源；且其

免疫原性低，是一类低免疫原性细胞，无需经过严格

配对使用，适宜于不同个体甚至是异种间的移植，便

于实验研究［5-10］。本研究旨在观察 UC-MSCs 移植

对 AMI 大鼠心肌血管内皮生长因子（VEGF）和白细

胞介素 -6（IL-6）的影响，为 UC-MSCs 治疗 AMI 提

供新的思路和方法。

1 材料与方法
1.1 UC-MSCs 获取：脐带获取获得产妇家属同意
并签署知情同意书。采集脐带干细胞后用间充质干

细胞培养液培养，细胞活性≥90%，病原菌排查未检

出细菌，至第 4 代时用于本实验。

1.2 实验动物及分组：SPF 级雄性 SD 大鼠 60 只，
体重（245±15）g，由北京维通利华实验动物技术有
限公司提供，许可证号：SCXK（京）2012-0001。按

随机数字表法将大鼠分为假手术组、AMI 模型组、

UC-MSCs 治疗组，每组 20 只。

1.3 AMI 动物模型制备及 UC-MSCs 移植治疗：以
结扎冠状动脉（冠脉）前降支阻断血流制备 AMI 模

型；假手术组于冠脉前降支下穿线、不进行结扎，其

余操作同模型组。心电图 ST 段抬高进一步印证模

型制备成功。制模成功后 24 h，UC-MSCs 治疗组经

尾静脉输注 2×106 个 UC-MSCs；AMI 模型组及假
手术组注射等体积生理盐水。

 本实验中动物处理方法符合动物伦理学标准。

1.4 检测指标及方法：于制模成功后 7 d 处死动物，
留取结扎线以下心肌组织用于反转录 -聚合酶链反

应（RT-PCR）及蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）， 

留取结扎线以下冠脉用于免疫组化实验。

1.4.1 RT-PCR 检测心肌组织 IL-6 mRNA 表达：
用 TRIzol 试剂提取心肌组织总 RNA，反转录合成

cNDA。反应条件：94 ℃预变性 3 min，变性 30 s， 

60 ℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，共 29 个循环；72 ℃

再延伸 10 min。PCR 产物进行琼脂糖凝胶电泳，

采用快速凝胶成像系统拍摄电泳图谱条带，利用

Image-Pro Plus 7.0 图像分析软件分析条带灰度值，

以目的基因与内参β-肌动蛋白（β-actin）的灰度

值比值表示，实验重复 3次。

1.4.2 Western Blot 检测心肌组织 IL-6 蛋白表达：
用细胞裂解液和蛋白磷酸酶混合物液氮研磨心肌组

织，4 ℃离心 20 min 去上清即为总蛋白。取部分上

清加入聚丙烯酰氨凝胶电泳蛋白上样缓冲液混匀，

沸水浴 5 min，冰上冷却，蛋白变性，-20 ℃保存。以

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，用湿转法转移至聚偏二

氟乙烯膜上，5%脱脂牛奶封闭 1 h，加入一抗 VEGF

及 IL-6 多克隆抗体（美国 Gibico 公司），4 ℃过夜。

三羟甲基氨基甲烷缓冲液冲洗后，分别与辣根过氧

化物酶（HRP）标记的山羊抗兔 / 小鼠 IgG 抗血清

（1∶12 000，美国 Sigma 公司）室温震荡孵育 2 h，暗

室内 X线片曝光显影，扫描仪扫描底片，分析目的

条带灰度值。以目的蛋白条带与内参 3- 磷酸甘油

醛脱氢酶（GAPDH）的灰度值比值表示。实验重复

3次。

1.4.3 免疫组化检测冠脉 VEGF 表达：用磷酸盐缓
冲液（PBS）冲洗冠脉，经 4%多聚甲醛溶液固定、包

埋、切片（片厚 5 μm）、脱蜡、入水后，滴加正常山羊
血清封闭液室温孵育 20 min；加入一抗 4 ℃过夜，

生物素化二抗（IgG）37 ℃孵育 20 min，HRP 标记链

霉卵白素工作液 37 ℃孵育 20 min，3，3'- 二氨基联

苯胺（DAB）显色，苏木素复染，1%盐酸乙醇分化、

1%胺水反蓝、充分水洗、脱水、二甲苯透明、中性

树脂封片，于高倍镜（×400）下照相。细胞核呈棕
色染色为 VEGF 阳性细胞，多位于血管内皮层细胞

附近，形态稍扁，排列紧密。每组选 3个视野进行阳

性细胞计数，取均值。

1.5 统计学处理：使用 SPSS 11.0 软件处理数据，
计量资料以均数±标准差（x±s）表示，多组间比
较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 t检验， 
P＜0.05 为差异有统计学意义。
2 结 果
2.1 心肌组织 IL-6 mRNA 表达（图 1；表 1）：与假
手术组比较，AMI 模型组 IL-6 mRNA 表达明显升高

（P＜0.05）。UC-MSCs 治疗组 IL-6 mRNA 表达水平
较 AMI 模型组明显下调（P＜0.05），且与假手术组
比较差异无统计学意义。
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3 讨 论
 心血管疾病已成为当今世界头号“杀手”，严重

威胁着人类的健康，近年来其发病率呈升高趋势。

临床上对心血管疾病的治疗多采用恢复血流灌注的

方法，然而缺血 / 再灌注（I/R）损伤、再梗死、恶性

心律失常等的治疗效果不尽如人意［1-2］，因此，寻找 

一种新的行之有效的治疗方法仍是当前医疗界亟需

解决的一大难题。文献报道，I/R 损伤是多种疾病

共同表现的病理生理过程，目前研究多局限于钙超

载、自由基变化、缺血缺氧反应、炎症等，但是对于

I/R 损伤的具体机制尚未完全阐明，仍缺乏有效的

对策［3-4］。干细胞移植是继药物、手术治疗以后的 

第 3 次医学革命，干细胞具有多向分化修复受损组

织的潜能，如能将干细胞分化潜能成功用于 I/R 损

伤的修复，无疑惠及广大患者［5］。

 MSC是一类来源于中胚层或神经外胚层的成体

干细胞，广泛存在于多种成体器官和结缔组织中，如

骨髓、脂肪、羊水、骨骼肌、脐血和脐带［6-8］。在特定

的培养条件诱导下，MSC 可分化为中胚层来源的细

胞，如成骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞等，又可诱导

分化为肝脏细胞、心肌细胞和神经细胞等［8-9］。由于 

UC-MSCs 易获得、无伦理限制、易于分离培养、可

多向分化，又具有免疫豁免的特点及免疫抑制的能

力，为其异体移植提供了可能［10］，现已迅速成为干

细胞研究领域的热点“种子细胞”，被广泛用于科学

研究和临床试验。体外实验显示，UC-MSCs 可分泌

多种细胞因子，如基质起源的因子、肝细胞生长因

子、胰岛素样生长因子、纤维母细胞生长因子、缺血

诱导因子、VEGF、血管生成素等，对维持机体内环

境稳定及促进损伤组织修复起着重要的作用［10-11］。

UC-MSCs 的免疫调节和免疫抑制特性已达成专家

共识，其对维持机体环境稳态和内环境稳定不可小

觑［12-14］。本课题组前期研究证实，应用 UC-MSCs

所分泌的产物可有效促进皮肤缺损区域血管重建，

进一步证实了 UC-MSCs 分泌物质的效用［15］。

 血管新生可分为血管生成和血管形成两种方

式。血管生成是指通过血管内皮细胞迁移、增殖，

在原有的血管上以出芽的方式生长出新的血管；血

管形成是指在原来没有血管系统的情况下，通过内

皮祖细胞和造血干细胞的分化及相互作用产生新

的血管。VEGF 是血管内皮细胞特异性的肝素结合

生长因子，可在体内诱导血管新生，VEGF 高表达

可促进血管新生和缺血组织血供重建，因此，上调

表 1 UC-MSCs移植治疗对 AMI大鼠心肌组织
IL-6、VEGF表达的影响（x±s）

组别
动物数

（只）

IL-6 mRNA

（灰度值）

IL-6 蛋白

（灰度值）

VEGF 阳性细胞

数（个 /HP）

假手术组 20 0.321±0.080 0.286±0.061   7.6±1.3
AMI 模型组 20 0.732±0.131 a 0.678±0.191 a 21.1±2.2 a

UC-MSCs 治疗组 20 0.300±0.104 b 0.312±0.101 b 41.5±3.1 ab

注：UC-MSCs 为脐带间充质干细胞，AMI 为急性心肌梗死，

IL-6 为白细胞介素 -6，VEGF 为血管内皮生长因子；与假手术组 

比较，aP＜0.05；与 AMI 模型组比较，bP＜0.05

假手术组 AMI模型组 UC-MSCs治疗组

IL-6

β-3Ctin

IL-6 为白细胞介素 -6，AMI 为急性心肌梗死，UC-MSCs 为 
脐带间充质干细胞，β-actin 为β-肌动蛋白

图 1 反转录 -聚合酶链反应（RT-PCR）检测各组大鼠
心肌组织 IL-6 mRNA 表达

IL-6

GAPDH

假手术组 AMI模型组 UC-MSCs治疗组

IL-6 为白细胞介素 -6，AMI 为急性心肌梗死，UC-MSCs 为
脐带间充质干细胞，GAPDH为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶

图 2 蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测各组大鼠
心肌组织 IL-6 蛋白表达

3A 3B 3C

图 3 光镜下观察各组大鼠冠状动脉血管内皮生长因子
（VEGF）表达 细胞核呈棕色染色为 VEGF 阳性细胞。假手
术组（A）VEGF 阳性细胞较少；急性心肌梗死（AMI）模型组
（B）VEGF 阳性细胞明显增多；脐带间充质干细胞（UC-MSCs）
治疗组（C）VEGF 阳性细胞较 AMI 模型组进一步增多 免疫 
组化 高倍放大

2.2 心肌组织 IL-6 蛋白表达（表 1；图 2）：与假
手术组比较，AMI 模型组 IL-6 蛋白表达明显升高 

（P＜0.05）。UC-MSCs 治疗组 IL-6 蛋白表达水平较
AMI 模型组明显下调（P＜0.05），且与假手术组比较
差异无统计学意义。

2.3 VEGF 表达（表 1；图 3）：免疫组化染色显示，
AMI 模型组、UC-MSCs 治疗组 VEGF 阳性细胞均较

假手术组明显增多，且 UC-MSCs 治疗组明显多于

AMI 模型组（均 P＜0.05）。
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VEGF 表达是实现受损组织血供重建的重要手段之 

一［16-17］。研究证实，UC-MSCs 可通过上述两种途

径参与血管新生，其本身亦可插入到血管结构中，

UC-MSCs 可能是周细胞的一群，所以并不需要分

化，而是直接掺入血管，与内皮细胞相互作用，作为

血管的支持细胞，促进血管的重建、成熟和稳定。

本实验证实，UC-MSCs 移植治疗可有效上调 AMI

大鼠冠脉 VEGF 表达水平，其对梗死区域的血供重

建有着重要的意义。

 IL-6 是趋化因子家族的一种细胞因子，又是重

要的炎性介质。IL-6 在炎症反应级联放大中起着

重要作用，IL-6 表达水平与炎症进展程度在一定

程度上呈正相关，如能有效控制 IL-6 过表达，可明

显缩短炎症反应进程，有效减轻炎症反应对机体的

损伤［18-19］，即 IL-6 表达水平越高，机体炎症反应越

强烈，而机体炎症得到较好控制时 IL-6 表达下调。

本研究显示，UC-MSCs 移植治疗后梗死心肌组织

IL-6 表达明显下调，说明 UC-MSCs 在一定程度上

能实现了控制炎症反应的级联放大效应，间接抑制

了炎症反应。

 综上，本研究显示，UC-MSCs 移植治疗可上调

AMI 大鼠心肌组织 VEGF 表达以加速血供重建，对

受损心肌功能的恢复起重要作用，同时可下调 IL-6

表达以控制炎症反应。
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