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组%梗

死
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抗
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生理盐水组%正常
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生理盐水组$对各组进行相应处理后!对比心肌梗死后的
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蛋白水平情况!对

比各组骨髓间质干细胞"
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#归巢量及新生血管的密度水平!对比各组大鼠的心肌缩短分数"

9B

#和射血分数"
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#变化水平$
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归巢量和新生血管的密度水平显著高于其他各组!梗死
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抗
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急性心肌梗死通常是指因冠状动脉发生急性或持续性的

缺血缺氧导致的一种心肌坏死性疾病#通过休息和硝酸酯类药

物治疗尚无法完全缓解#同时常并发有心律失常*休克或心力

衰竭等症状#危及患者生命&

$

'

)近年来#有报道称#骨髓间质干

细胞$
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%的移植被认为可改善患者的心脏功能&
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)由于移

植的
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需要归巢至梗死区方可发挥相应的治疗效果#而依

赖基质细胞衍生因子
.$

$

8XB.$

%于此过程中常发挥重要作用#

鉴于此#本文通过研究
8XB.$

对于心肌梗死后血管形成及功

能恢复的有关作用#旨在为治疗心肌梗死提供相应理论依据#

现报道如下)
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资料与方法

A&A
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试剂材料
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年
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月#选择健康雄性的
B'00

大鼠作

为研究对象#所有大鼠均购自上海的斯莱克公司#体质量为

$

10%a1%

%

P

)胎牛血清和
;7.X7

培养液均购自
4Q#L"

公司)

8XB.$

购自
6E
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I"KEL>

公司#

YI!i

购自
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公司)兔抗大鼠

型
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)

型抗体及山羊抗兔
;

P

4

型抗体均购自北京

的中山生物公司)
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处理
!

将经乙醚过渡性麻醉死亡的
B'00

大鼠

在无菌条件下取其双下肢股骨#以
$%A

的胎牛血清和双抗
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C:

的青霉素及
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C:

的链霉素%

;7X7

培养液

对骨髓腔进行冲洗后得到骨髓#经吸管吹打制成细胞悬液)以
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C#,

的转速离心约
$%C#,

后清除上清液及脂肪#用

6Y8

液将其洗涤
1
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次)所得细胞通过上述培养液制成
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(

LEHH+

"
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的培养液)并接种至
2%C:

的培养瓶内#在温度
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*湿度
(2A

和
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的
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下培养)于
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后首次换液#
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表
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心肌梗死后的
8XB.$

蛋白水平情况比较$

.aA

%

组别
%

初始
$! 1! 0! -! $0! 1/!

梗死组
2 %&$1a%&%$

%&$/a%&%1

N

%&$-a%&%'

N

%&$2a%&%$

N

%&$2a%&%1

N

%&$'a%&%- %&$1a%&%(

假手术组
2 Z %&$0a%&%' %&$'a%&%$ %&$1a%&%1 %&$1a%&%$ %&$$a%&%) %&$$a%&%2
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N

!

!

$
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#与假手术组相比)

Z

!此项无数据)

清除未贴壁细胞#而后每隔
'

"

0

天换液
$

次)待细胞有

-%A

"

/%A

的融合后以
%&$12A

的胰蛋白酶在室温下消化约
0

C#,

#再以
1%%%I

"

C#,

的转速离心约
2C#,

后弃去上清液#使

细胞沉淀经
$_1

的比例进行传代#利用此法清除其造血系细

胞)细胞在培养
1$

"

1/!

后可开始移植)将待移植细胞通过

'

&

C"H

"

:

的
YI!i

实施
10>

的培养#之后经
6Y8

重悬制成
1̀

$%

)

LEHH+

"

C:

的溶液#放置在冰上待移植)

A&B&B

!

心肌梗死模型的制备
!

将大鼠经乙醚麻醉后#以
$%%

C

P

"

U

P

的氯胺酮进行腹腔内注射维持麻醉#并通过
<:3.W/

呼吸机支持呼吸#利用心电图仪实施心电监测)在其左侧开胸

行切口处理#于房室边缘的下方和左心耳和动脉圆锥的交界之

处进针#经
).%6I"HE,E

线对左前降支进行缝扎)在结扎后若

发现左室前壁丧失原有光泽#并显得苍白#有搏动减弱现象#且

心电监测发现
8=

段和
\

波变化#则表明心肌梗死的模型已制

作成功)之后观察
'

"

2C#,

#待循环稳定之后即可关胸并饲

养)对非梗死组仅单纯行开胸手术)

A&B&C
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研究方法
!

将大鼠分成检测组$

%@)2

%和处理组$

%@

)0

%#其中检测组在心肌梗死前后的
$

*

1

*

0

*

-

*

$0

*

1/!

分别随

机处死
2

只大鼠$梗死组%#进行
8XB.$

蛋白水平测定#同时设

置
2

只大鼠为假手术对照$假手术组%)处理组的
)0

只大鼠另

随机分成
0

个小组#每组
$)

只#分别为梗死
f8XB.$

组*梗死

f

抗
8XB.$

组*梗死
f

生理盐水组*正常
f

生理盐水组)在心

肌梗死的模型建立的
0!

后#梗死
f8XB.$

组在心肌梗死区和

四周
2

个区域内各注入
0%%,

P

"

C:

的重组
8XB.$$%

&

:

#梗死

f

抗
8XB.$

组通过尾静脉注入
1

&

P

"

C:

的
8XB.$

抗体约
$

C:

#梗死
f

生理盐水组在心肌梗死区和四周
2

个区域内各注

入
$%

&

:

的生理盐水)正常
f

生理盐水组在心肌梗死区和四

周
2

个区域内各注入
$%

&

:

的生理盐水)各组在
$>

后即可

将已标记的
783+

$

2̀ $%

)

3EHH+

%通过尾静脉注入)在干细胞

移植
-1>

之后#对每组选择
/

只大鼠#经
2%C

P

"

U

P

的戊巴比

妥钠麻醉之后#通过主动脉注射
$%A

的氯化钾溶液
1C:

#让

心脏在舒张期停搏)余下的大鼠饲养
0

周之后以同样方法处

死)并在处死后开胸取心脏)

A&B&D

!

8XB.$

蛋白水平测定
!

以
0A

的多聚甲醛磷酸盐液对

心脏固定#并行脱水和石蜡包埋处理#以
0

&

C

厚并间隔
$%%

&

C

行长轴垂直切片#依照试剂盒的说明书操作)以
;CN

P

E

G

I"

6HS+2&%

系统选取梗死区和四周
$%

个
1%%

倍的视野#检测

8XB.$

的阳性面积$即
6<

%和累积光密度$

JD7

%#有关结果通

过平均光密度值$即
6D7

%加以表示)其中
6D7@JD7

"

6<

)

A&B&E

!

YI!i

阳性细胞检测
!

切片方法同上#实施
YI!i

标记

783+

免疫组织化学染色)随机抽选梗死区和四周
$%

个
1%%

倍的视野#统计各视野中细胞核
YI!i

呈阳性的
783+

均数)

A&B&F

!

血管密度测定
!

切片方法同上#经免疫组织化学测定

)

因子的表达#随机抽选梗死区和四周
$%

个
1%%

倍的视野#统

计各视野中血管数目均数)

A&B&G

!

心功能检测&

'

'

!

在梗死模型完成建立之前和细胞移植

之前#以及移植后的
1/!

经过
8?D?822%%

型超声心动图仪

测定心肌的缩短分数$

B8

%及射血分数$

9B

%#探头为
$$&2

7dT

)全部指标检测
'

个心动周期#并选择平均值)在检查

之前以
2%C

P

"

U

P

的氯胺酮进行药物镇静)

A&C

!

统计学处理
!

采用
8688$'&%

统计软件进行数据分析#

计量资料以
.aA

表示#采用
9

检验#以
!

$

%&%2

为差异有统计

学意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!

心肌梗死后的
8XB.$

蛋白水平比较
!

梗死组的
8XB.$

蛋白水平在
$

"

-!

后显著高于假手术组#并达到峰值水平#随

后逐渐下降#在
$0!

时恢复至正常#差异有统计学意义$

!

$

%&%2

%#见表
$

)

B&B

!

各组
783+

归巢量及新生血管的密度水平比较
!

经过

8XB.$

处理后的组别
783+

归巢量和新生血管的密度水平显

著高于其他各组#梗死
f

抗
8XB.$

组的水平则明显低于梗

死
f

生理盐水组的水平#差异有统计学意义$均
!

$

%&%2

%)正

常
f

生理盐水组的大鼠仅有少量
783+

归巢量及新生血管的

密度#见表
1

)

表
1

!!

各组
783+

归巢量及新生血管的密度水平

!!!

对比$

.aA

)个'
d6

%

组别
% 783+

归巢量 新生血管的密度

梗死
f8XB.$

组
$) ''&'a1&-

NQL

(2&1a1&2

NQL

梗死
f

抗
8XB.$

组
$) $0&/a'&2

NQ

-2&)a'&'

NQ

梗死
f

生理盐水组
$) 11&-a1&)

N

/1&-a1&/

N

正常
f

生理盐水组
$) 1&2a%&' 1$&2a0&1

!!

N

!

!

$

%&%2

#与正常
f

生理盐水组比较(

Q

!

!

$

%&%2

#与梗死
f

生理

盐水组比较(

L

!

!

$

%&%2

#与梗死
f

抗
8XB.$

组比较)

B&C

!

各组大鼠的
9B

和
B8

变化水平比较
!

梗死
f8XB.$

组

的大鼠的心功能改善情况显著优于其他各组#差异有统计学意

义$

!

$

%&%2

%)梗死
f

抗
8XB.$

组的心功能较梗死
f

生理盐

水组更差#但差异无统计学意义$

!

%

%&%2

%)正常
f

生理盐水

组的心功能情况变化不大#见表
'

)

表
'

!!

各组大鼠的
9B

和
B8

变化水平比较

组别
%

9B

$

A

%

模型建立之前 细胞移植之前 移植后
1/!

B8

$

A

%

模型建立之前 细胞移植之前 移植后
1/!

梗死
f8XB.$

组
$) (2&$)a1&12

0'&(1a1&$1

NQ

-2&(/a'&1/

NQL!

)0&//a1&1-

$)&$/a1&%'

NQ

'2&0$a1&/(

NQL!

梗死
f

抗
8XB.$

组
$) (2&'/a1&'0

0'&()a1&'(

NQ

2%&)/a1&-0

NQL!

)0&(1a1&0'

$2&((a1&%(

NQ

1%&2/a1&//

NQL!

梗死
f

生理盐水组
$) (2&20a1&11

00&%)a1&$0

NQ

2'&$-a'&1$

NQ!

)2&)2a$&(0

$2&/2a1&%/

NQ

1'&1)a1&-(

NQ!

正常
f

生理盐水组
$) (2&1-a1&%1 (2&1$a1&$% (2&10a1&$- )2&2)a1&$2 )2&0-a1&$) )2&0)a1&0'

!!

N

!

!

$

%&%2

#与模型建立之前相比(

Q

!

!

$

%&%2

#与正常
f

生理盐水组相比(

L

!

!

$

%&%2

#与梗死
f8XB.$

组相比(

!

!

!

$

%&%2

#与细胞移植前相比)
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!
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!!

论

在临床上#对于缺血型心脏病#通过干细胞移植疗法逐渐

成为新型选择#有报道称&

0

'

#干细胞移植本身就拥有多类细胞

亚型以及移植方法供选#然而均涉及一个核心问题#即进行移

植之后的干细胞是否可归巢至目标组织内#由于这和干细胞特

点以及各类细胞因子在机体中的表达有关#因此#对其展开研

究显得十分必要)

8XB.$

是一种
3h3

趋化因子#其水平在心

肌梗死之后的早期表达显著上升#通常在造血干细胞的表面进

行表达#惟一受体则是
3h350

)

XN+5"

M

等&

2

'报道称#

8XB.$

可以有效促使形成
3h350

的
3X'0

f 细胞发生迁徙和归巢)

而张晓慧等&

)

'在体外实验中发现#对于
783+

转染相应的
3h.

350

基因#可增大
783+

表层
3h350

水平的表达#同时可增

大
8XB.$

对于
783+

产生的趋化作用)由此可知
8XB.$

对于

心肌梗死的治疗具有一定的积极意义)

本研究发现#梗死组的
8XB.$

蛋白水平在
$

"

-!

后显著

高于假手术组#并达到峰值水平#但在
$0!

时恢复至正常)表

明心肌梗死之后的
8XB.$

蛋白水平表达有时间窗#在治疗时

可充分利用此时间窗)国外
4",

P

等&

-

'通过在
:ER#+

大鼠体

内发现了
8XB.$

蛋白水平表达恢复至正常的时间是心肌梗死

之后的
2)!

#同时#梗死区细胞重建
8XB.$

表达之后促使

3X$$-f

干细胞逐渐归巢至梗死心肌内)本次研究还发现#经

过
8XB.$

处理后的组别
783+

归巢量和新生血管的密度水平

显著高于其他各组#

9B

*

B8

等心功能指标亦有较大改善#但梗

死
f

抗
8XB.$

组的水平则明显低于梗死
f

生理盐水组的水

平)正常
f

生理盐水组的大鼠仅有少量
783+

归巢量及新生

血管的密度被发现)表明心肌梗死之后输注外源性的
8XB.$

能够较好地促使
783+

归巢#同时亦可改善心功能&

/

'

)注射有

8XB.$

抗体的组别中#

783+

归巢量和血管生成虽然有所增

加#却不如仅注入生理盐水的组别#表明促使
783+

归巢的相

关因子可能并不单一#除
8XB.$

外还有其他的类似因子#或注

射抗体并不能完整阻断
8XB.$

趋化效果&

(

'

)分析造成上述结

果的原因#作者认为这可能是因为
8XB.$

能够增加机体组织

中内皮前体细胞的数目和血管形成)而输注
8XB.$

能够导致

更多外周血干细胞逐渐归巢到损伤部位#进而使到达机体局部

的有关干细胞和缺血后水平增大的血管内皮生长因子

$

W94B

%#以及
8XB.$

发生相互作用#产生出利于血管生成及

心肌再生的作用#最终对机体功能恢复具有较大的促进作

用&

$%

'

)作者在研究中还发现#

783+

数量越多#则心肌内新生

血管密度也越高#符合
7#EITE

*

ER+UN

等&

$$

'的报道结果#再次证

实归巢至梗死区且移植的
783+

可促使血管新生#增大梗死区

和四周区域内血供#抑制了梗死之后心肌细胞的进行性凋亡#

促进心肌重构#最终改善心功能)此外#在实验中还可观察发

现心脏周围的炎症粘连组织内含
YI!if

细胞#且新生血管亦

较多#表明炎性反应可能并非单纯趋化相应的炎症细胞#同时

对于
783+

亦有损害作用#而炎性反应之后形成的细胞因子对

于移植的
783+

亦有一定的趋化作用#这就解释了为何正常组

大鼠心肌内能够被检测到
783+

&

$1.$'

'

)还可提示通过
783+

移植与炎症调节性治疗方案联合治疗具有可行性)
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