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目的
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观察人华通胶间充质干细胞"

\S.7Z4+

#对心肌梗死后心力衰竭大鼠肿瘤坏死因子
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#及
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末端
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型脑利钠肽前体"

Y3.

G

H"WYN

#的影响&方法
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采用
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只雄性
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大鼠通过异丙肾上腺素多点皮下注射!剂量为
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注射
$

次共
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次&待大鼠存活
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周建立模型后各取
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只随机均衡分入
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移植组$普通对照组$空白对照组各
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只

健康大鼠!
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组再分为移植前和移植后
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周两个亚组&

\S.7Z4+

移植组于心肌梗死后
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周移植以
58N9

标记的
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!空白

对照组及普通对照组不做处理正常饲养&分别于移植前和移植后
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周检测大鼠心脏组织中
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水平!移植后
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细胞在大鼠心脏中的情况!大鼠
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和
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的水平!左室射血分数"
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#&结果
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移植组较移植
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#!较移植前及普通对照组血清
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#)移植后
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组较普通对照组心脏组织中
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表达明显减少)
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免疫荧光显示移植后
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&结论
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心肌梗死及其他原因导致心脏损伤后#死亡及损伤的心肌

细胞会引起心脏局部的无菌性炎性反应#导致免疫细胞趋化至

炎症部位#在清除损伤部位坏死细胞的同时会释放大量炎性反

应介质对仍存活的心肌细胞造成损伤及凋亡#从而导致心肌细

胞数量及收缩能力的持续下降#从而引起心力衰竭#而
3YQ.
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在其中起重要作用&
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%为来源于脐带的多能干细

胞#拥有强大的增殖及免疫抑制能力&
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)本实验将人
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移植入心肌梗死后心力衰竭的大鼠心脏中#探讨其对心肌

梗死后心力衰竭大鼠炎症因子肿瘤坏死因子
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人
\S.7Z4+

移植前"移植后
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周
'

组大鼠心功能及血清
3YQ.

*

和
Y3.

G

H"WYN

变化'
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组别 时间
* R̂ VQ

$

;

%

3YQ.

*

$

,

@
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R

%

Y3.WYN

$

G@

"

KR
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普通对照组 移植前
$1 '-&$':)&'$

A

-1&'$:2&/)

A

-/'&-$:(%&$0

A

移植后
/ 02&$':)&%2

A

)$&1(:)&2'

A

001&)1:21&($

A

人
\S.7Z4+

移植组 移植前
$1 ')&/-:)&2'

A

-0&12:)&$%

A

-/-&22:/)&'2

A

移植后
$% 20&20:-&10

AC

'-&0/:2&'(

AIC

'%0&--:22&22

AIC

空白对照组 移植前
$1 )2&01:)&)0 1)&1':0&21 $12&'0:1%&0/

移植后
$1 ))&00:)&2( 12&'$:0&$( $11&1-:$(&2)
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A
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!
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%&%2

#与空白对照组比较(

I

!

!

$

%&%2

#与普通对照组比较(

C

!

!

$

%&%2

#与人
\S.7Z4+

移植组移植前比较)

!!

8

*

5

!空白对照组(

W

*

V

!普通对照组(

4

*

Q

!人
\S.7Z4+

移植组)

图
$
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各组大鼠心脏组织
ZV

切片'

h$%%

)

末端
W

型脑利钠肽前体$

Y3.

G

H"WYN

%的影响)

>

!

资料与方法

>&>

!

实验动物及分组
!

采用
X5

大鼠$购自广西壮族自治区

疾病与预防控制中心%共
/%

只#均为雄性#体质量
$(%

!

11%

@

#

建立模型后各取
$1

只随机均衡分入
\S.7Z4+

移植组和普通

对照组#取
$1

只健康大鼠作为空白对照组#然后
'

组再分为移

植前组和移植后
0

周两个亚组#

\S.7Z4+

移植组移植
\S.

7Z4+

#对照组不做处理#正常饲养)

\S.7Z4+

由军事医学科

学院制备及提供)

>&?

!

方法

>&?&>

!

模型制作
!

取体质量为
$(%

!

11%

@

雄性
X5

大鼠#按

照参考文献&
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'报道的方法复制心肌梗死模型!每只大鼠按

1%%K

@

"

P

@

剂量多点皮下注射异丙肾上腺素#隔
10B

注射
$

次

共
1

次#注射完毕后正常饲养#待注射完毕后大鼠成功存活
$

周#心肌梗死后心力衰竭模型即制作成功)

>&?&?

!

人
\S.7Z4+

的标记
!

将培养基吸出#把含有
58N9

$武汉博士德
8<$$--

%的
57V7.R[

$上海慧颖
'$)%%%'0

%加

入培养瓶中#

'-m

下孵育
'%K#,

#吸出培养基#用
NWX

溶液冲

洗
)

遍#以洗去未结合的
58N9

#再加入
%&12;

的胰酶消化细

胞#待细胞消化脱壁后#用等量的含血清培养基中止消化)吸

出细胞悬液#离心
$%%%H

"

K#,

#

2K#,

#吸出上清液#加入
NWX

洗涤
$

次#重复离心
$

次#用无血清的
57V7

悬浮细胞至细

胞浓度为
$h$%

)

"

KR

#置于冰上
$B

内备用#标记过程注意

避光)

>&?&@

!

\S.7Z4+

移植
!

模型制作成功后#实验组大鼠麻醉

后固定于动物手术台上寻找心尖搏动最强点#将
$KR

细胞悬

液直接通过心尖搏动最强点缓慢注入心室$达到满意位置后用

注射器稍回抽#如见鲜红色血液瞬间进入注射器即示注射位置

成功%#完毕后用无菌纱布轻微按压注射部位#

%&2B

后待大鼠

完全苏醒后放回鼠笼精心饲养)

0-%0

重庆医学
1%$2

年
$%

月第
00

卷第
1(

期
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心功能的检测
!

分别于人
\S.7Z4+

移植前和移植后

0

周腹腔注射麻醉#左胸前部剃毛#采用超声心动图仪检测搏

出量占心室舒张末期容积的百分比#即左室射血分数$

>

*

>C?#",

EHAC?#",

#

R̂ VQ

%)每一数据均测量
'

次#取其均值)

>&?&G
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心脏标本取材
!

心功能检测完毕后#于
\S.7Z4+

移

植
0

周后麻醉大鼠#心腔内注射
$%;

的氯化钾溶液
$KR

#使心

脏停止于舒张期#迅速取出心脏#去除心脏表面多余组织#冰盐

水洗净#以备免疫组织化学及免疫荧光检测)

>&?&M

!

免疫组织化学及检测

>&?&M&>

!

免疫荧光检测
!

完成心脏标本取材后沿心脏短轴方

向将左心室切下装入
U/%m

冰箱中保存#待切片时取出#室温

下解冻后在恒冷冰冻切片机上将组织块切成
)

!

/

#

K

厚度的

切片)冰冻切片在室温下避光放置
1%

!

'%K#,

风干#在免疫

荧光显微镜下观察移植细胞情况)

>&?&M&?

!

免疫组织化学检测
!

完成心脏标本取材后#将待测

心脏标本在
0%

@

"

R

甲醛溶液中固定
10B

#随后进行脱水#透

明#浸蜡和包埋#垂直于心脏长轴连续切片#厚度
'

#

K

#使用

3YQ.

*

$武汉博士德
W8%$'$

%抗体进行免疫组织化学染色#观

察其表达情况)

>&?&N

!

酶联免疫吸附测定
!

在取出心脏标本前#通过心脏取

出
1 KR

静脉血分别用大鼠
3YQ.

*

试剂盒$武汉博士德

V]%21)

%和
Y3.

G

H"WYN

$上海蓝基
V%1Y%%%/

%试剂盒检测血

清中
3YQ.
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和
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G

H"WYN

的情况)
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统计学处理
!

采用
XNXX$$&%

统计学软件进行处理)计

量资料以
/:=

表示#组间比较采用独立样本
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检验#以
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为差异有统计学意义)
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结
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果
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与
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变化
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表
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结果显示普

通对照组和人
\S.74Z+

移植组在细胞移植前
R̂ VQ

较空白

对照组明显降低#

3YQ.
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及
Y3.

G
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均较空白对照组明显

升高)

\S.74Z+

移植组在细胞移植后
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较移植前明显

提高#

3YQ.

*

及
Y3.

G

H"WYN

较普通对照组及移植前明显降低

同时其病死率较普通对照组低$

$)&)-;G=C''&'';

%)

?&?

!

免疫组织化学结果 结果显示模型制作成功后心脏组织

中心肌细胞大量坏死#坏死区域淋巴细胞浸润$图
$8

%显著同

时心梗区域
3YQ.

*

表达明显增加$图
$5

%(移植
\S.7Z4+0

周后
\S.74Z+

移植组$图
$4

%较普通对照组$图
$W

%心肌梗

死区及淋巴细胞浸润减少
\S.74Z+

移植组$图
$Q

%较普通对

照组$图
$V

%

3YQ.

*

表达减少)

图
1

!!

大鼠移植
\S.7Z4+0

周后心脏组织

免疫荧光切片'

h$%%

)

?&@

!

免疫荧光结果显示
!

移植
\S.7Z4+0

周后#

\S.7Z4+

在心脏组织中仍然存活#见图
1

)

@

!

讨
!!

论

心力衰竭的主要机制是各种原因导致的心肌细胞损伤*死

亡#导致心脏结构发生变化#最终导致心脏泵功能下降)最近

的研究证实#心肌损伤及死亡后导致的心脏局部炎性反应是心

力衰竭发生机发展的中心环节&

0

'

)而在心脏炎性反应中#炎症

因子既是使动因素#因其可以使炎症细胞趋化至炎症部位#又

是维持和效应因子#因其可使趋化至炎症部位的炎症细胞增殖

及活化释放炎症因子#持续损伤炎症部位存活的细胞及刺激纤

维结缔组织增生#使心脏结构发生变化导致心脏重构&

2.-

'

)一

般认为
3YQ.

*

越高#炎性反应越强烈)而
3YQ.

*

在心脏炎症

导致的心室重构过程中起重要的作用#

]LI"?A

等&

/

'通过将

3YQ.

*

基因导入小鼠
*

肌球蛋白重链使小鼠心脏高度表达

3YQ.

*

而制成
3YQ.

*

转基因大鼠#将其正常饲养后出现心室

肥大及扩张*间质纤维化*心肌细胞凋亡*

R̂ VQ

下降及
)

$

受

体数量减少等)因此将
3YQ.

*

作为判断心力衰竭远期预后的

影响因子是合适的&

(

'

)

虽然
7X4+

有很强的增殖及分化能力#但是目前仍没有证

据表明其可以在心脏中分化为心肌细胞及血管内皮细胞&

$%

'

#

本研究结果显示在移植人
\S.7Z4+

后#心肌梗死后心力衰竭

大鼠心功能较移植前明显提高#且较普通对照组显著提高#说

明通过人
\S.7Z4+

移植治疗心肌梗死后心力衰竭是有效的)

但根据目前研究显示#心力衰竭大鼠心功能的获益与人
\S.

7Z4+

定向分化为心肌细胞和血管内皮细胞无关#因此心力

衰竭大鼠心功能的提高并非获益于心肌细胞数量增加引起的

心肌收缩能力提高)本研究同时显示在移植
\S.7Z4+

后#心

脏局部及循环中
3YQ.

*

较移植前明显减少#因此心力衰竭大

鼠心功能的提高与
\S.7Z4+

移植后抑制心脏局部炎症有关)

目前已经有研究证实#免疫细胞可以识别和杀伤应激细胞#比

如心肌梗死后存活的心肌细胞&

)

'

#同时心肌梗死及其他原因导

致的心肌细胞死亡后#心脏自身抗原被免疫系统识别#从而导

致免疫系统持续对心肌细胞造成损伤&

$$

'

)研究显示
\S.7Z.

4+

比其他成人间充质干细胞比如骨髓间充质干细胞拥有更强

的免疫抑制能力&

$1

'

#因此作者选择
\S.7Z4+

进行移植#研究

结果显示移植后心肌梗死后心衰大鼠循环及心脏中的
3YQ.

*

均较移植前及普通对照组明显减少#移植后心梗区域炎症浸润

较移植前及普通对照组明显减轻#同时大鼠心功能得到提高#

移植
0

周后仍可在大鼠心脏标本中检测到移植细胞#说明移植

后细胞长期在心脏中存活并发挥作用)因此认为通过人
\S.

7Z4+

移植可以改善心脏炎性反应#而且移植后心功能以及

Y3.

G

H"WYN

均较移植前及普通对照组明显改善#因此
\S.

7Z4+

移植治疗心力衰竭是有效的)

WYN

又称为脑钠尿肽#为左室功能不全使心肌细胞释放

入血的一种天然激素#为临床反映心力衰竭的敏感指标#但其

半衰期较短#

Y3.

G

H"WYN

#来源于
WYN

相同但无生物活性#其

比
WYN

半衰期稍长更易于临床检测&

$'

'

)因此
Y3.

G

H"WYN

更

反映心力衰竭当时的严重程度#而
3YQ.

*

反映的则是心脏炎

症程度#本实验中普通对照组较移植组病死率增高#也说明心

脏炎症更能反映心力衰竭的远期预后#本研究结果显示移植后

Y3.

G

H"WYN

和
3YQ.

*

均较移植前及普通对照组明显下降#因

此通过
\S.7Z4+

移植不仅可以短期改善心衰#更可治疗心脏

炎症对心肌细胞的持续损伤而改善心力衰竭的长期预后)
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