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#摘要$
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目的
!

研究不同浓度可溶性环氧化物水解酶抑制剂
4.9e<W

调节小鼠来源内皮祖细胞"

=B<+

%归巢功能'方法
!

密度梯度离心法分离培养小鼠骨髓来源
=B<+

!不同浓度
4.9e<W

预干预
=B<+

!检测归巢至小鼠心脏梗死区(边缘区及正常区

=B<+

细胞数'结果
!
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!随着浓度增加!归巢至上述区域的细胞数量明显增多"

!
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%'结论
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可溶性环氧化

物水解酶抑制剂
4.9e<W

可呈浓度依赖性参与正向调控
=B<+

归巢功能'

#关键词$
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环氧化物$蛋白酶抑制药$
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$干细胞$归巢
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&是具

有强大生物活性的内生脂质环氧化合物#具有舒张血管*抗炎

等作用'
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在细胞内由可溶性环氧化物水解酶$
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&迅速降解'
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#使其作用明显受限)

因此#使用
+=8

抑制剂#抑制
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在体内降解可有效增加
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在细胞内浓度及效用)内皮祖细胞$
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&在干细胞移植修复心肌梗死中扮演重要角色#

研究表明
==5+

可通过多种机制激活
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从外周

向心肌组织归巢为
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修复心肌梗死重要途径'
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#因此#

增强
=B<+

归巢功能可能有效增强
=B<+

对梗死心肌的修复)

本研究观察不同浓度
+=8

抑制剂对
=B<+

归巢功能的影响#

以便为其在促进
=B<+

修复心肌梗死的研究奠定基础)
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材料与方法
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材料
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本实验选用
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周龄清洁级雄性云南昆明小鼠$中

南大学湘雅二医院实验动物中心提供&作为
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的来源%
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显色剂购自美国
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方法
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实验分组
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依据可溶性环氧化物水解酶抑制剂$
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&不同浓度干预组分为
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干预组)
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的分离*培养
!

小鼠胫骨及股骨骨髓通过密度梯

度离心法分离单个核细胞#按
2`$%

2

"

LD

密度放置预先包被

K#@?",>L4#,

的细胞培养皿中#加入
=W;.1

培养基培养#培养基

预先加入
2X7W:

和生长因子#

0!

后去除悬浮细胞#隔天半量

更换培养基#倒置相差显微镜下观察不同时间点细胞形态)

@&A&B

!

=B<+

的鉴定
!

双染色$

Y#A.IL̂ Ŷ

#

7T5<.e=9.$

&!细

胞培养
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后#依序往培养瓶内加入
Y#A.IL̂ Ŷ

及
7T5<.

e=9.$
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&#观察上述培养细胞摄取
Y#A.IL̂ Ŷ

及结合
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能力#同时结合
Y#A.IL.̂ Ŷ

*

7T5<.e=9.$

细胞

为
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表面抗原鉴定!培养
-!

的细胞洗涤*离心后

应用流式细胞仪检测
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*

<Y$''

*

<Y'$

*

7AV.$

表面标志

表达)
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体外对
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归巢功能的影响
!
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培养
-

!

后#上述不同浓度
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&预干预
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#加入
Y#A.IL̂ Ŷ

至上述细胞悬液#浓度为
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#避光

孵育
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#显微镜下观察
Y#A.IL̂ Ŷ

吸收情况%开胸呼吸机辅助

下结扎冠脉左前降支#

$J

后经尾静脉注射上述干预的
=B<+

#

10J

后处死小鼠#按不同区域分为梗死区*边缘区*正常区#边

缘区为距离梗死区
2DD

#将上述各区域心脏剪成小粒#消化离

心#荧光显微镜下记数不同区域心肌消化后
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胞数)
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统计学处理
!

采用
:B::$-&%

统计软件进行统计分析#

计量资料用
.d;

表示#并进行正态性和方差齐性检验#组间均

数显著性检验用多个样本均数比较的方差分析$

:̂Y.'

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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小鼠
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的生长情况
!

刚接种时骨髓来源分离的单个

核细胞呈圆形#散在悬浮于培养液内#

10

&

0/J

后#部分细胞

开始贴壁%

0!

后首次换液#去除培养瓶内未贴壁悬浮细胞#倒

置相差显微镜下观察贴壁细胞生长状况$图
$

&#细胞呈菊花状

集落#中央为圆形细胞#周围为梭形细胞$图
$9

&%
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后#细胞

集落明显扩大#集落中央圆形细胞逐渐向梭形细胞转化$图
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&%第
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天可见细胞形成条索状$图
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天细胞可达
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融合#以多角形*类圆形及梭形细胞为主$图
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荧光双染色结果
!

荧光显微镜下观察小鼠骨髓来源
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摄 取
Y#A.IL̂ Ŷ

*结 合
7T5<.e=9.$

能 力#摄 取
Y#A.

IL̂ Ŷ

阳性细胞呈红色荧光#结合
e=9.$

阳性细胞呈绿色荧

光#双阳性细胞呈黄色荧光#结果示
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以上培养的细胞呈双

阳性黄色荧光!双阳性细胞为
=B<+

$图
1

&)

A&B

!

表面分化抗原流式细胞仪鉴定结果
!

流式细胞仪检测结

果示!相较于同型分化抗原#小鼠骨髓来源
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各表面分化

抗原含量
<Y'0

为$

2'&/(d%&'0

&

X

#

<Y$''

为$

21&-(d

%&)-

&

X

#

<Y'$

为 $

')&)-d%&('

&

X

#

7AV.$

为 $

0'&//d

%&0/

&

X

#见图
'

)

!!

9

!接种后
0!

%

W

!接种后
-!

%

<
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内皮祖细胞培养结果%
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Y#A.IL̂ Ŷ

阳性细胞%
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e=9.$

阳性细胞%

<

!双阳性细胞#计数双阳性细胞占
(2X

以上)

图
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摄取
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及
7T5<.e=9.$

荧光染色结果%

1̀%%

&

!!

9

!

=B<+<Y'0

表型%
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=B<+<Y$''

表型%
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=B<+KAV.$

表型%
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同型对照%
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=B<+<Y$''

同型对照%
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=B<+<Y'$

同型对照%

8

!

=B<+KAV.$

同型对照)

图
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小鼠骨髓来源
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表面分化抗原流式细胞仪分析结果
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对小鼠
=B<+

归巢功能的影响
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心肌梗死模型制作
!

称重小鼠#戊巴比妥那
2%D

H

"

V

H

腹腔注射麻醉#连接各心电图电极#正常心电图示
:.5

段在基

线水平位置$图
09

&#小鼠气管插管后连接呼吸机#打开胸腔#

剪开心包#暴露左心耳$图
0<

&结扎冠状动脉中
$

"

'

#结扎后可

见心电图呈
:5

段弓背向上抬高$图
0W

&#结扎远端心肌活动度

减弱$图
0Y

&#心肌苍白后紫绀$图
0=

&#表明模型制作成功

$图
0

&)

!!

9

!正常心电图示
:.5

段在基线水平位置%

W

!结扎瞬间心电图表现为一过性
:5

段弓背向上抬高%

<

!正常心肌颜色红润#搏动良好%

Y

!结扎瞬间

可见结扎线远端心肌活动度减弱%

=

!左室前壁变苍白#提示心肌梗死模型制作成功)

图
0

!!

正常'梗死心电图形态及心梗模型制作过程中心肌演变过程
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不同浓度
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对
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归巢至梗死心肌不同部位

的影响
!
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干预组#随着浓度增加#

4.9e<W

可明显呈浓度依赖性增强
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归巢至梗死心肌边缘

区*正常区及梗死区能力#与
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相比#
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可显著增强
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归巢至上述区域能

力$
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&#见表
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表
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不同浓度
4.9e<W

干预对
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归巢至心肌不同

!!!

部位的影响%
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浓度$
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比较)
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从外周向心肌组织归巢为
=B<+

修复心肌梗死重要

途径)观察
4.9e<W

干预对
=B<+

归巢的影响可发现!在梗死

心肌边缘区#增加
4.9e<W

浓度#边缘区的
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明显增多#达

数百个#并且呈浓度依赖性#提示
4.9e<W

促进
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归巢至

梗死心肌边缘区%从
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可呈

浓度依赖性增强
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向心梗边缘区归巢%在正常心肌区域#

随着
4.9e<W

干预浓度变大#正常心肌组织的
=B<+

细胞数虽

有增多$组间
!

$
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&#但各组差异不大#只有数个细胞#且归

巢至正常心肌细胞的细胞基数都不大#
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个左右#提示在正常

心肌#

4.9e<W

虽有作用#但明显减弱%计数梗死心肌细胞时作

者发现!随着干预浓度逐渐增加#不同浓度
4.9e<W

干预的
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归巢至梗死心肌细胞数明显增加#各组之间比较差异有

统计学意义$

!

$

%&%2

&#但归巢的细胞数均少#最多只有
'%

个

左右)

分析原因!$

$

&

4.9e<W

对外周培养的
=B<+

激活对归巢

具有刺激作用%$

1

&心肌方面#完整的心肌组织需要有完整的血

管内皮#开通的血管及活动的血流#以利于
=B<+

向心肌组织

归巢#此为
=B<+

顺利归巢的前提条件及重要影响因素)在梗

死区#由于结扎冠脉中断血流#

=B<+

经静脉进入小鼠后不能随

血流运行至梗死区%

=B<+

虽有迁移能力'

$$.$'

(

#但心肌梗死后

细胞肿胀*坏死#处于缺血缺氧环境#亦为
=B<+

向梗死心肌迁

移提供障碍#心肌梗死后虽然有促进刺激
=B<+

归巢的细胞因

子分泌'

$0.$2

(

#但抑制
=B<+

归巢至梗死区的因素远远大于其促

进因素#所以#经外周静脉注射的
=B<+

归巢至梗死区域的细

胞数少#而大量聚集在梗死心肌边缘区域%在正常区域#虽然供

应心肌组织的血流没有中断#但缺少促进
=B<+

归巢的细胞因

子#所以#归巢的细胞数介于上述两区域之间)

综上所述#从
%

&

$%%

'

D"A

"

^

#随着浓度增加#可溶性环氧

化物水解酶抑制剂
4.9e<W

进行性增强其正向调控
=B<+

归

巢功能)心肌梗死后归巢至正常区域及梗死区域内
=B<+

较

少#正常区虽有差异#但差异较小#经
4.9e<W

干预的
=B<+

主

要归巢至梗死心肌边缘区域)所以#在后继检测
4.9e<W

干预

=B<+

对梗死心肌的影响研究时#研究对象只选取最有代表性

的边缘区#可明显增加实验的特异性及准确性)

参考文献

'

$

(

7>,

H

3

#

fQf

#

gJI"6

#

>4IA&==5+I,!<[B1c1#,J#@#4

1%(0

重庆医学
1%$2

年
$1

月第
00

卷第
'2

期



5E7.

#

.#,!QL>!I

M

"

M

4"+#+#,

M

QAD",I?

O

I?4>?

O

>,!"4J>A#IA

L>AA+I,!567.

!

$.#,!QL>!D#

H

?I4#",#,

M

QAD",I?

O

I?4>?

O

+D""4JDQ+LA>L>AA+

'

c

(

&T,4c;"A;>!

#

1%$'

#

'1

$

'

&!

)/2.

)('&

'

1

(

c#I,

H

cf

#

gJI,

H

:c

#

#̂Q[E

#

>4IA&==5+IAA>G#I4>"P.̂ Ŷ.
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