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曲美他嗪联合骨髓间质干细胞移植治疗急性心肌梗死的实验研究!

朱刚艳#

!徐红新!

!田毅浩,

!马红梅#

!唐世琪#

!汪福良#

!邬松林#

"武汉大学人民医院+

#@

老年病科&

!@

心内科!武汉
1,""+"

&

,@

武汉大学基础医学院解剖教研室!武汉
1,""(#

#

""

摘
"

要!目的
"

探讨曲美他嗪"

NXc

#能否改善骨髓间质干细胞"

X.0'

#在体外缺氧模型及急性心肌梗死"

CX=

#大鼠心脏的

存活%方法
"

加入或未加入
NXc

的
X.0'

在无血清培养基培养并缺氧暴露
#!G

!采用透射电子显微镜和流式细胞仪检查第
,

代

X.0'

的活力和凋亡%

,"

只
I;'M69

大鼠随机分为
CX=

对照组$

X.0'

组及"

X.0'TNXc

#组!结扎左冠状动脉前降支制备
CX=

模型%将
X.0'

注入梗死心肌边缘'"

X.0'

组和"

X.0'TNXc

#组#(%"

X.0'TNXc

#组的大鼠在
CX=

前
,>

开始至
CX=

后
!*

>

加喂
NXc

%移植
!*>

后!超声心动图评估心脏结构和功能%免疫荧光染色检测移植细胞在体内的存活和分化%

Nh-Z3

法检

测细胞凋亡%收集
NXc

治疗开始前和
CX=

后
!1

$

1*G

的血液样本!测量
0

反应蛋白"

0<P

#与肿瘤坏死因子
B

-

"

N-/B

-

#的变化%

结果
"

缺氧培养下!

NXc

处理过的
X.0'

细胞凋亡降低了一半%在体内与
CX=

对照组相比!

X.0'

组和"

X.0'TNXc

#组的心

肌梗死面积显著缩小!心功能明显改善%与单纯
X.0'

移植相比!

NXc

与
X.0'

移植的组合治疗表现出了更低的干细胞凋亡$更

高的干细胞存活$更小的心肌梗死面积和进一步改善的心功能%各组之间
0<P

$

N-/B

-

的基线水平并无显著差异!然而
!1G

时

"

X.0'TNXc

#组的所有参数均低于
X.0'

组%结论
"

X.0'

移植添加
NXc

治疗
CX=

增加
X.0'

存活和心脏功能的恢复上优

于单纯
X.0'

移植!抑制炎症因子表达可能是其机制之一%
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研究表明$心肌梗死导致不可逆的心肌损伤和心功能障

碍#梗死区残存的心肌细胞逐渐被纤维取代$形成瘢痕组织#

过去几十年来$缺血性心脏病的治疗已经取得了长足的进步#

然而$尽管应用/最佳0的治疗$许多患者的症状依然得不到缓

解#此外$大量的患者不适合进行冠状动脉血运重建#所幸的

是$最近的实验结果表明了使用成人骨髓间质干细胞!

X.0'

"

再生受损心肌的可能性#尽管
X.0'

在这种细胞治疗中代表

了自体细胞的合适来源$但由于细胞移植后存活率低$

X.0'

治疗受到限制*

#

+

#最近$有几项研究试图通过体外扩增和!或"

体内基因工程来改善
X.0'

的存活率#

曲美他嗪*

#B

!

!

$

,

$

1B

三甲基苯唑"哌嗪二氢盐酸盐$

NXc

+

对缺血心脏有细胞保护作用#在缺血时$

NXc

选择性抑制脂

肪酸
*

B

氧化酶$诱导/代谢转变0从脂肪酸
*

B

氧化到葡萄糖有氧

氧化$并能维持细胞内
CNP

水平#

NXc

还限制了活性氧组分

+A"#

重庆医学
!"#!

年
1

月第
1#

卷第
##

期

!

基金项目!国家自然科学基金资助项目!

,"("",#1

",湖北武汉市科技局资助项目!

!""+2""1##+B"!

"#



诱导的膜损伤$并且它的抗氧化作用保护组织免受自由基损

伤#活性氧和一氧化氮介导的损伤会增加如
0

反应蛋白

!

0<P

"&肿瘤坏死因子
B

-

!

N-/B

-

"&白细胞介素
B#

和白细胞介

素
B*

之类的炎症介质在炎症和缺血时从巨噬细胞的释放#此

外$

NXc

限制细胞内酸中毒以及无机磷酸盐&

-6

T和
06

!T在

心脏组织中的积聚#这些变化与氧的供需改变无关#因此$作

者提出应用
NXc

通过改善梗死区和梗死周围区的微环境$提

高移植
X.0'

的存活率$从而改善心肌梗死和晚期心衰的治

疗#本研究探讨
NXc

能否提高
X.0'

在体外缺氧培养中与

在
CX=

大鼠模型体内的存活$并讨论其机制#

!

"

材料与方法

!@!

"

实验材料与主要设备
"

膜联蛋白
F

)

P=

染色试剂盒购自

美国
O;?F;';?5

公司$抗肌钙蛋白
N

单克隆抗体购自美国

X6%;J

制药公司$抗
1

因子相关抗原单克隆抗体&二抗与
0

K

,

购自美国
.65M6094a

生物技术公司$

Nh-Z3

试剂盒购自香港

罗氏诊断有限公司$

NXc

为法国施维雅公司产品$流式细胞仪

为美国
O87M?5BD;7̀;5'?5

公司产品$比浊法测定
0<P

的
-36B

M8%0<PJ?5?

为德国贝林诊断公司产品$

Z3=.C

试剂盒购自

美国
O;?'?4978

公司$超声心动图检测采用美国
C74'?5

公司

'8

j

4;62#!

型彩色多普勒超声仪#

!@"

"

X.0'

准备
"

X.0'

从大鼠的股骨和胫骨中分离*

!

+

#用

#"J3DXZX

培养液反复冲洗
1

周龄雄性
I;'M69

大鼠!约

#""

$

"的股骨与胫骨$收集来源于骨髓的
X.0'

#加入
P897?::

离心液$离心后收集分离液界面上的单个核细胞$洗涤
!

次$重

悬于
!"R/O.BDXZX

培养液!

DXZX

中补充了
!"R

胎牛血

清和
#R

的抗生素
)

青霉素和链霉素溶液"$并使之以
#d#"

2

)

7J

! 铺布在培养瓶中#培养基置于
,(Y

含
2R

二氧化碳的潮

湿环境中#

1*G

或
(!G

后$丢弃未贴壁细胞$贴壁细胞用
PO.

彻底清洗
!

次#在随后
#">

里$每
,

天或每
1

天添加和更换

新鲜的完全培养基#然后$在
,( Y

用
"@!2R

胰蛋白酶和
#

JJ?:

)

3ZDNC

消化
2J;5

$收获细胞$并重新铺布在
!27J

!

的培养皿上$培养
,>

#对第
,

代的
X.0'

进行测试#为了造

成缺氧条件$细胞在含或不含
NXc

!

2d#"

)1

J?:

)

3

"的除氧无

血清
DXZX

中于厌氧箱孵育
#!G

#

!@#

"

炎性细胞因子的测量
"

分别在
NXc

治疗开始前!基

线"$

CX=

后
!1

&

1*G

$通过尾静脉采集血样$分离血清$

)("Y

保存直到分析#

0<P

通过使用
#\1""

稀释样品采用颗粒增

强免疫比浊法测定#按照说明书使用
Z3=.C

试剂盒检测

N-/B

-

$用酶标仪检测
12"5J

黄色到蓝色的光强度#

!@$

"

透射电子显微镜观察细胞凋亡的形态学特征
"

清洗细胞

并在含
!R

戊二醛的
"@!J?:

)

3

二甲胂酸钠缓冲液中
1Y

过

夜固定$梯度脱水$树脂包埋$并超薄切片#切片用醋酸铀和柠

檬酸铅染色$并用透射电子显微镜观察#

!@%

"

C558%;5F

)

P=

染色和流式细胞仪凋亡分析
"

采用
/=N0

标记的膜联蛋白
F

)碘化法通过流式细胞仪分析细胞凋亡#

!@&

"

X.0'

标记
"

在移植当天将无菌的
DCP=

溶液加入到培

养基中
,"J;5

$其终浓度为
2"

(

$

)

J3

#将细胞用
PO.

洗涤
+

次$去除未结合的
DCP=

$用
"@!2R

!

I

)

F

"的胰蛋白酶分离并

悬浮在无血清培养基中!浓度
1d#"

(

)

#""

(

3

"#

!@F

"

CX=

造模$实验分组和
X.0'

移植
"

采用
*

周龄雄性

I;'M69

大鼠!约
!2"

$

"#研究参考美国国立卫生研究院出版的

实验动物饲养使用指南$且经武汉大学实验动物使用管理委员

会批准#

,R

戊巴比妥钠!

,"J

$

)

`

$

;@

L

@

"麻醉后$大鼠气管插

管$维持正压通气!

#*"J3

)

J;5

"并通过
S6Q69>

呼吸器以室内

空气补充氧!

!3

)

J;5

"#正中线左外侧
!7J

处开胸暴露大鼠

心脏#左冠状动脉前降支通过
2B"

丝线缝合结扎$缝合胸部切

口#

,"

只大鼠随机分为以下
,

个组$每组
#"

只%

CX=

对照组&

X.0'

组和!

NXcTX.0'

"组#!

NXcTX.0'

"组大鼠于
CX=

,>

前开始至
CX=

后
!*>

加喂
NXc

$剂量
!@"*J

$

1

`

$

)#

1

>

)#

#其他动物每天分别喂等量生理盐水#

!@G

"

超声心动图测量结构和功能
"

使用
C74'?5'8

j

4;62#!

型彩色多普勒超声心动图仪!

(Q,

探头频率为
,

"

(XSa

"测量

手术前和
CX=

后
!*>

大鼠的超声心动图#前胸部剃毛$记录

二维和
X

型图像#

!@H

"

组织收集和梗死面积计算
"

检测超声心动图后$在心脏

舒张期注射
#"J3

停搏液使之停跳#从胸腔取出心脏$从心

尖到底部分离左心室并切片$用含
!"R

蔗糖的
PO.

溶液保护

后包埋#切片厚
*JJ

$置于明胶涂层玻片上#将这些切片进

行
SZ

染色&

X6''?5

三色染色并拍照#通过图像分析软件计

算梗死大小!

R

"$为梗死壁的表面积与整个左心室表面积的

比值#

!@!V

"

免疫荧光分析
"

心脏沿短轴切成为
#JJ

的横切块#

每组分别随机从梗死区和梗死边缘区选两张切片#每张切片

随机选取
2

处观察并利用荧光显微镜对
DCP=

标记细胞计数#

比较各组移植
X.0'

的存活数#连续切片分别使用抗肌钙蛋

白
N

单克隆抗体&抗
1

因子相关抗原单克隆抗体进行染色#

二抗与
0

K

,

结合进行检测#

!@!!

"

脱氧核苷转移酶介导
>hNP

缺口末端标记法!

Nh-Z3

法"

"

切片置于多聚
B3B

赖氨酸玻片上#脱蜡并水化后$在
!#

"

,(Y

下$蛋白酶
E

!

!"

(

$

)

J3

$溶于
#"JJ?:

)

3

的
N9;'BS0:

$

L

S(@+

"中孵育组织切片
,"J;5

#切片用
PO.

漂洗
!

次$并与

封闭液!

"@,R

过氧化氢的甲醇溶液"在室温下孵育
#G

#采用

Nh-Z3

法检测
D-C

链断裂#细胞凋亡指数!

Nh-Z3

阳性

细胞占细胞总数的百分比"至少计算
,

张玻片
!(

个视野#由

两名非实验相关人员单独进行评估#

!@!"

"

统计学处理
"

所有数据表示为
1U4

#组间差异采用方

差分析#

!

#

"@"2

为差异有统计学意义#

"

"

结
""

果

"@!

"

NXc

在体外对
X.0'

存活和凋亡的影响
"

在透射电子

显微镜下$缺氧或血清剥夺诱导
X.0'

逐步缩小$细胞间隙加

宽伴微绒毛损伤$线粒体肿胀$粗面内质网扩张$染色质浓缩$

随时间延长发生核收缩和核碎裂$见插
+

图
#

#利用膜联蛋白

F

)

P=

染色和流式细胞仪检测定量分析表明$部分
X.0'

在缺

氧和血清剥夺环境下出现凋亡和坏死#缺氧
#!G

后$早期凋

亡细胞!膜联蛋白
FT

)

P=)

"的比例由
1!@+1R

大幅下降至

!#@(R

,同无
NXc

)缺氧和血清剥夺组相比$在有
NXc

)缺氧

和血清剥夺组$晚期凋亡细胞的比例!膜联蛋白
FT

)

P=T

"由

+@(1R

大幅减低至
!@11R

$见插
+

图
!

#

"@"

"

NXc

和!或"

X.0'

对
CX=

后左室重构和左室功能的影

响
"

从解剖学上看$心肌修复使左心室游离壁厚度增加了

,AR

&

12R

,

X.0'

组&!

X.0'TNXc

"组与
CX=

对照组相比$

透壁梗死面积分别缩小
#*R

和
!(R

#超声心动图研究显示

X.0'

组与!

X.0'TNXc

"组的左室舒张末期内径!

3FZDD

"

和左室舒张末期容积!

3FZDF

"显著小于对照组#

CX=

对照

组&

X.0'

组与!

X.0'TNXc

"组的左室舒张末期内径平均值

分别为!

"@*!U"@"2

"

7J

&!

"@+1U"@"+

"

7J

&!

"@2#U"@"1

"

7J

#

X.0'

组与!

X.0'TNXc

"组相对于
CX=

对照组$左室舒张末

期容积分别下降了
!*R

和
1"R

#此外$

X.0'

组&!

X.0'T

NXc

"组射血分数分别为!

1*U(

"

R

$!

2AU+

"

R

$相对于
CX=

对照组!

,2U+

"

R

有所提高!

!

#

"@"2

"#值得注意的是$在改

(A"#
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表
#

""

各时间段
0<P

&

N-/B

-

的水平'

1U4

(

组别
基础值

0<P

!

J

$

)

J3

"

N-/B

-

!

L$

)

J3

"

!1G

0<P

!

J

$

)

J3

"

N-/B

-

!

L$

)

J3

"

1*G

0<P

!

J

$

)

J3

"

N-/B

-

!

L$

)

J3

"

CX=

对照组
#1@2U,@! A@2U2@!

1!@(UA@,

!

!*@2UA@#

!

#A@2U,@1 #"@#U2@1

X.0'

组
#1@AU!@1 A@(U+@*

1,@+UA@*

!

!(@+UA@(

!

#*@(U!@+ A@*U2@+

!

X.0'TNXc

"组
#2@1U1@2 A@!U+@,

!*@AU*@(

!/

#*@AU*@+

!/

#+@2U!@( A@2U2@*

""!

%

!

#

"@"2

$与基础值比较,

/

%

!

#

"@"2

$与
X.0'

组比较#

善
CX=

后的左室功能方面$!

X.0'TNXc

"组要优于
X.0'

组#

"@#

"

NXc

对
0<P

&

N-/B

-

的作用
"

0<P

和
N-/B

-

的生化数

据见表
#

#各组间基础值差异无统计学意义!

!

&

"@"2

"#与此

相反$心肌梗死
!1G

后!

X.0'TNXc

"组的所有参数均显著低

于
X.0'

组!

!

#

"@"2

"#

"@$

"

移植
X.0'

存活数
"

植入梗死心肌的
X.0'

存活数目$

!

X.0'TNXc

"组多于
X.0'

组*!

#A*@,U!"@(

"

\

!

+A@!U

#(@*

"$

!

#

"@"#

"+#

"@%

"

梗死面积和免疫荧光分析
"

CX=

对照组&

X.0'

组与

!

X.0'TNXc

"组的梗死面积分别为!

!*U!

"

R

&!

!#U#

"

R

和

!

#2U#

"

R

#统计分析显示$与
CX=

对照组相比$

X.0'

组&

!

X.0'TNXc

"组的心肌梗死面积显着缩小!

!

#

"@"2

"#

!

X.0'TNXc

"组的心肌梗死面积比
X.0'

组进一步缩小

!

!

#

"@"2

"#细胞移植后
!*>

$宿主心肌中可发现
DCP=

标记

的细胞$见插
+

图
,

#免疫荧光证实了移植细胞的数量和表

型#大部分
DCP=

标记的细胞肌钙蛋白
N

染色阳性$表明

X.0'

已经分化成为心肌样细胞#

DCP=

标记肌钙蛋白
N

阳性

的供体细胞与未标记的心肌细胞平行排列于宿主心肌内#

!

X.0'TNXc

"组中
X.0'

源性的心肌细胞比例为!

+!U

(

"

R

$显著高于
X.0'

组!

1(U2

"

R

#此外$少量
DCP=

标记的

细胞第
1

因子相关抗原染色阳性$表明有微血管的形成#

!

X.0'TNXc

"组中
X.0'

源性微血管的比例为!

!*@2U

1@#

"

R

$明显高于
X.0'

组!

A@,U!@(

"

R

#

"@&

"

NXc

对体内细胞凋亡的作用
"

CX=

对照组和治疗组的

缺血区域通过
Nh-Z3

法发现大量的凋亡细胞#棕色标记的

为凋亡细胞的细胞核#

X.0'

组的凋亡细胞数量显著高于

!

X.0'TNXc

"组*!

2!RU(R

"

\

!

,*RU,R

"$

!

#

"@"2

+#

NXc

治疗显著降低了凋亡指数!

!

#

"@"2

"$见封
,

图
1

#

#

"

讨
""

论

人们设想植入成人
X.0'

以治疗心肌梗死的后左室功能

不全#然而$

CX=

早期复杂的病理变化$如局部缺血&氧化应

激&炎症反应&神经内分泌功能的活化和细胞凋亡等$不利于移

植后
X.0'

的存活和发挥功能#因此$移植入心肌后
X.0'

有

限的存活限制了其再生能力#主要有两种方法来解决这个问

题#!

#

"是通过热休克&

C̀M

&

O7:B!

&成纤维细胞生长因子
B!

&低

氧调节血红素氧合酶
B#

&亚精胺多糖肾上腺素分化髓质素基因

转染等方法*

,B*

+

$对
X.0'

进行移植前的预处理$增加
X.0'

对

缺血&炎症或其他病理反应的耐受性$从而提高移植后细胞存

活率#然而$预处理的干细胞只能用于实验性研究$目前不能

应用于临床#!

!

"是改善移植环境$使其有利于移植
X.0'

的

存活#研究表明
NXc

对缺血性心肌有细胞保护作用#在缺

血时$

NXc

通过诱导/代谢转移0从脂肪酸
*

B

氧化到葡萄糖有

氧氧化$维持细胞内三磷酸腺苷!

CNP

"水平$减轻细胞内的酸

中毒$减少心肌组织中无机磷酸盐&

-6

T和
06

!T的蓄积$限制

活性氧诱导的膜损伤$保护组织免受自由基的氧化损伤#因

此$设想
NXc

可能改善
CX=

后的缺血环境$对移植后
X.0'

的存活&梗死面积的限制&心肌结构和功能的恢复发挥有益作

用#本研究中$在类似于缺血的缺氧和无血清环境下$评估

X.0'

的存活和凋亡#通过结扎大鼠冠状动脉左前降支制备

CX=

模型$应用心肌内注射方法移植入
X.0'

和
NXc

$评估

X.0'

的存活&血管再生与功能恢复#

研究显示在
CX=

对照组和治疗组的缺血区域都可以观察

到凋亡细胞!来自
X.0'

和心肌细胞"#

CX=

组
Nh-Z3

阳性

细胞核占所有心肌细胞核总数的比例显著高于治疗组#用

NXc

治疗
1

周可以显著降低此比例#因此$与
X.0'

组相比$

!

X.0'TNXc

"组植入
CX=

后心肌的
X.0'

存活提高$生成

更多具有心肌细胞特征的细胞#本研究明确
NXc

可以改善

X.0'

的存活$抑制体外缺氧&无血清环境下的凋亡$同时具有

刺激血管形成的作用#

CX=

导致显著的左室扩张和室壁变薄#

NXc

给药和

!或"干细胞移植能部分减轻左室扩张和室壁变薄#干细胞移

植和
NXc

联合治疗能进一步改善左室状况#与
CX=

对照组

相比$

X.0'

组&!

X.0'TNXc

"组的心肌梗死面积显着缩小$

!

X.0'TNXc

"组的心肌梗死面积比
X.0'

组进一步缩小#

这些发现与之前的研究结果一致*

AB#"

+

#在实验研究中$

-?_8:

等*

A

+发现用
NXc

对血液灌流的兔心脏进行预处理$可以有效

缩小心肌梗死面积#另一临床研究发现*

#"

+

$

NXc

可能减轻进

行溶栓治疗的前壁
CX=

患者的再灌注损伤&缩小梗死面积$并

改善
CX=

后的心室重塑#

CX=

常常伴随强烈的免疫炎症反应$单核巨噬细胞和中

性粒细胞迁移聚集至梗死部位$一方面吞噬坏死组织$促进梗

死部位的修复愈合,另一方面表达大量的炎性因子$如
0<P

&

N-/B

-

&白细胞介素
B#

*

&白细胞介素
B+

等$直接损伤存活的心

肌细胞*

##B#!

+

#非梗死区心肌细胞炎性因子表达也将增加$同

时还将激活自体免疫炎症反应$进一步损伤心肌$推动心室重

构的发生和发展#近年研究表明$

X.0'

具有免疫炎症调节作

用*

#,

+

$移植到体内后可以调节受体免疫炎症反应$延缓心肌梗

死后心室重塑*

#1

+

#研究发现*

#2

+

$缺血头
!1G

内
0<P

和

N-/B

-

等炎症因子水平的增加与心肌细胞死亡有关#同样的$

在本研究中$

0<P

和
N-/B

-

的水平在
!1G

时增加$

1*G

时减

少,心肌梗死
!1G

后!

X.0'TNXc

"组的炎症因子水平显著低

于
CX=

对照组与
X.0'

组#

NXc

显著降低了
0<P

和
N-/B

-

的水平#因此$作者推测
NXc

通过抗炎症作用改善心肌细胞

存活与心肌功能#

总之$研究显示$!

X.0'TNXc

"组
X.0'

在体外缺氧条

件下及
CX=

模型大鼠体内存活率更高#此外$移植到缺血区

域的
X.0'

存活后可以表达心肌特异性标志物$促进血管新

生#抑制炎症因子的表达可能为其机制之一#

NXc

可能是有

效改善
X.0'

存活&抑制心肌缺血性损伤后细胞凋亡的药物$

因此
X.0'

移植联用
NXc

可能成为治疗心肌梗死和晚期心

衰的新方法$适合
X.0'

移植的
CX=

患者有望延长寿命#
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其防止神经细胞凋亡的效果越好#

综上所述$早期大剂量应用纳洛酮治疗弥漫性轴索损伤$

可促进患者神经功能恢复及改善预后$同时无明显药物不良反

应发生$具有较好的安全性$值得临床推广应用#但由于本研

究样本量较小$有关其更可靠的疗效及禁忌证尚有待今后更大

样本量的研究加以探讨#
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