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超声观察骨髓间充质干细胞移植对兔 

心肌梗死心功能的影响 

章仁品 ，宋晓蓉 ，翟志敏 ，严中亚 

[摘要] 目的 应用超声评价体外不同处理方式兔骨髓间充质干细胞(MSCs)移植于缺血心肌 

后对心脏功能的影响。方法 采用结扎冠状动脉左前降支的方法建立心肌梗死模型，2周后分别将 

自体 MSCs、经 5-aza诱导的 MSCs、骨髓单个核细胞(BMMNCs)，Dil标记后用微量注射器注射于兔缺 

血心肌内，并以无血清培养基注射动物为对照组。分别在术前 、细胞移植前、细胞移植后 2、4周之后 

行 M型超声心动测量 ：左室收缩末内径(LVESD)、左室舒 张末内径(LVEDD)，计算左室射血分数 

(LVEF)、左室短轴缩短率(LVFS)等指标。结果 细胞移植后 2、4周，超声心动检查发现 MSCs组和 

5-aza诱导的MSCs组的兔心功能(LVEF、LVFS值)比对照组显著升高(P<0．05)，而 BMMNCs组仅在 

移植后 4周明显改善(P<0．05)；LVESD、LVEDD细胞移植组与对照组相比无显著差异(P>0．05)。 

结论 MSCs、经5-aza诱导的MSCs、BMMNCs均能存活于梗死心肌中，从而改善缺血心肌后左室收缩 

功能。 
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[Abstract] objective To investigate the roles of transplantation of bone marrow—derived mesen。 

chymal stem cells(MSCs)on rabbit post．infarct myocardium and their influences on cardiac function． 

Methods The myocardial infarction model was made by using coronary artery ligation of the left anterior de· 

scending．After 2 weeks，the self pulp MSCs，5-aza induced MSCs，and bone marrow mononuclear cells 

(BMMNCs)labeled with Dil were injected into ischemic myocardium of rabbits，and the injection of serum— 

free media used as the control group．Two—dimensional ultrasound measurements of left ventricular end—sys— 

tolic diameter(LVESD)，left ventricular end—diastolic diameter(LVEDD)，left ventrieular ejection fraction 

(LVEF)，left ventricular fractional shortening(LVFS)index evaluation cardiac function were carried out 

before operation，before and after transplantation of 2 weeks and 4 weeks．Results After implantation of 2 

and 4 weeks，the myocardial function(LVEF and LVFS value)of rabbits implanted with MSCs，5-aza in— 

duced MSCs was better than control group(P<0．05)．BMMNCs group improved after transplantation of 4 

weeks(P <0．05)．No significant difference of LVESD，LVEDD was found between ceils transplantation 

groups and control group(P >0．05)．Conclusion MSCs，5-aza induced MSCs，BMMNCs were lived in 

myocardial infarction，and improved left ventrieular systolic function after myocardial ischemia． 

[Key words] myocardial infarction；animal test；rabbit；bone marrow stem cells；cell transplanta— 

tion；cardiac function；two—dimensional ultrasound 
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干细胞移植为冠心病治疗提供了一条崭新的途 

径，骨髓间充质干细胞 (mesenchymal stem cells， 

MSCs)来源丰富，利用 MSCs治疗缺血性心脏疾病 

已成为心血管领域研究的热点 J。本研究应用超 

声评价体外不同处理方式兔 MSCs和骨髓单个核细 

胞(bone malTow mononuclear cells，BMMNCs)移植于 

缺血心肌后对缺血心脏功能改善情况。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物 健康成年雄性新西兰白兔(安徽 

医科大学第一附属医院实验动物中心提供，皖医实 

动准字第001号)40只，体重2500～3500 g，随机分 

成4组，每组 10只：A组(MSCs组)、B组[经5-氮杂 

胞苷(5-azacytidine，5-aza)诱导 的 MSCs组]、C组 

(BMMNCs组)、D组(对照组)。 

1．2 实验材料 BB506OUVC02培养箱(Heraeus公 

司)、低温高速离心机(Olympus公司)、BX51荧光显 

微镜(Olympus公司)、Acuson Sequoia 512超声诊断 

仪(Philips公司)、9020P心电图机(日本光电公司)、 

L—DMEM培养液( w gluo~ose—Dulbeeco’s—modified 

Eagle’s medium，Sigma公司)、5-aza(Sigma公司)。 

1．3 心肌梗死(MI)模型制备 动物静脉复合麻醉 

后开胸，连接并记录术前心电图，充分暴露心脏；6-0 

无损伤线紧帖左心耳下方连同其表面心大静脉一齐 

缝扎，留 1 cm线头做标记。10 min后心电图Ⅱ导联 

上出现 s．T段弓背样抬高为结扎成功，顺次关胸，心 

肌梗死模型制备成功。 

1．4 MSCs的原代培养、分离纯化与诱导分化 从 

兔股骨大转子下方抽取骨髓 5 ml，磷酸缓冲液 

(PBS)稀释 1倍，再加至等量淋巴细胞分离液(Per- 

coil 1．077g／m1)上，4℃条件下，500×g离心 15 

min，小心吸取白膜层至另一离心管，PBS冲洗 3次， 

获取的BMMNCs重悬于含 10％ FBS、青霉素 100 U／ 

Ill1、链霉素 100 U／Inl的 L—DMEM 培养基 中，以 

1 X10 ／cm 密度接种于 25 cm 透气培养瓶 中，置 

37~C、5％CO 、湿度饱和培养箱中培养，48 h换液， 

以后每隔2—3 d换液1次。将原代MSCs重悬于L- 

DMEM培养基中进行传代培养，传至第3代，贴壁细 

胞达到80％ 一90％融合时加入 5 I~mol／L的5-aza， 

置 CO 培养箱中孵育24 h，弃去培养液，PBS冲洗 3 

次，0．25％胰酶消化收集细胞。 

1．5 移植细胞的制备 移植当日，以0．25％胰酶 

室温下消化培养瓶贴壁细胞 5 min左右，获得的单 

细胞悬液900 xg离心5 min；细胞悬液(BMMNCs组 

为5 ml骨髓中分离出的单个核细胞)先置37~C培养 

箱中孵育5 min，再与终浓度为 1 oe,／ml Dil荧光染 

料孵育 15 min后，PBS反复洗 3次，重悬于无血清 

L—DMEM中，调节细胞数量至2．5×10。／ml备用，移 

植前细胞4~C保存(通常保存 1 h)。 

1．6 细胞移植实验 缺血模型建立第 2 W 后移 

植。再次开胸暴露心脏，分别将 Dil标记后密度为 

2．5×10。／ml细胞悬液400 ixl，用微量注射器直接多 

点注射至心肌梗死周边区域，对照组注射400 的 

L—DMEM无血清培养基。 

1．7 心脏功能检测 分别于造模前(术前)、细胞 

移植前及细胞移植后 2、4 W 行超声心动图检查。 

用 Acuson Sequoia 512超声诊断仪，7V3C变频探头， 

频率3．0～7．0 MHz，常规观察心腔大小、结构，选择 

左室长轴切面，用 M型 B超测量左室收缩末内径 

(LVESD)、左室舒张末内径(LVEDD)，Teichhoh公 

式 计算左室射血分数(1eft ventricular ejection frac— 

tion，LVEF)、左室短轴缩短率(1eft ventricular frac— 

tional shortening，LVFS)，连续记录 3～5个心动周 

期，取平均值。 

1．8 统计学处理 计量资料以x 4-s表示，组间资 

料分析采用单因素方差分析，使用 SPSS 13．0统计 

软件包进行分析，P<0．05认为差异有统计学意义。 

2 结 果 

各组间实验动物术前、移植前心功能检查结果 

无显著差异，移植前超声检查与术前相比可见到左 

心室扩大，室间隔变薄，运动减弱，移植后超声检查 

室间隔梗死部位运动增强，细胞移植后 2、4 W 见 

MSCs组和诱导组的 LVEF、LVFS比对照组明显提 

高(P<0．05)，BMMNCs组仅在移植 4 w有显著改 

善(P<0．05)(表 1)。各组 LVESD、LVEDD未见明 

显差异(P>0．05)(表2)。 
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表 1 四组心肌梗死白兔 LVEF、LVFS变化的比较( 4-S，％) 

注：与 D组比较 ， P<0．05 

表 2 四组心肌梗死白兔LVESD、LVEDD变化的比较( 4-S，ClTI) 

3 讨 论 

研究表明，利用细胞性心肌成形术治疗各种形 

式的心肌损伤具有广阔的前景，利用骨髓来源的多 

种干／祖细胞成分修复受损心脏越来越受到人们的 

重视，虽然大量的研究报道声称 MSCs能在梗死区 

分化为心肌细胞和血管组织，实现受损区域的心肌 

再生和血管重建，防止梗死后的恶性心室重构，移植 

后能显著改善心功能 4。，但由于所用细胞的分离和 

鉴定方法、细胞数量、移植前细胞处理方式以及移植 

的途径、时机等方面的不同，结果不尽一致。 

本研究实验结果显示：MSCs组及经 5-aza诱导 

的MSCs组在各时点的 LVEF及 LVFS均较对照组 

显著提高，表明体外不同处理方式兔 MSCs和 

BMMNCs移植于缺血心肌后均能够改善缺血心脏左 

室的收缩功能。BMMNCs组在第 4 W也出现相似 

效果，显示其作用相对缓慢迟滞，其原因是其中 

MSCs含量较少，需要在体外扩增到一定数 目，才能 

取得预期的效果。李树仁等 的实验结果与此相 

近。表明体外不同处理方式兔Mscs和BMMNC~移 

植于缺血心肌后均可明显改善缺血心脏的左室收缩 

功能。 

骨髓干细胞移植改善心功能的主要机制 目前认 

为可能是：①骨髓干细胞移植到宿主内，可分化为心 

肌细胞，从而减少了梗死区有功能心肌细胞的下降 

程度。。 。②在梗死心肌中生长发育的心肌样细胞 

提高了心肌组织的弹性、韧性和收缩性，增加梗死部 

位心肌的厚度，阻止了梗死后 的心室重塑过程。 

Shake等 将标记的5-aza诱导后自体 MSCs移植到 

梗死后2 W 的猪的梗死心肌中，12 W 以后发现舒张 

末室壁厚度增加了 30％，而对照组左心室明显变 

薄，瘢痕面积较大，而未经 5-aza诱导的 MSCs似乎 

不能改变梗死后的心室重构 J。③通过分泌一些 

促血管形成的物质促进心肌中前体细胞向成熟血管 

内皮细胞分化，促进血管新生，增加“冬眠”和(或) 

抑钝的心肌细胞血流供给。④对心肌细胞保护和抗 

凋亡作用。Gnecchi等 研究认为 MSCs移植后，通 

过旁分泌作用对剩余正常的和受损心肌的保护和抗 

凋亡作用，保护心功能。 

综上所述，超声心动图是测量心脏结构和功能 

的有效方法，能为 MSCs移植治疗心肌梗死的研究 

提供有价值的信息。MSCs移植为冠心病治疗提供 

了一条崭新的途径，但是 MSCs体 内移植还处于初 

步摸索阶段，对细胞的移植时机、有效剂量及细胞分 

化过程中的信号传递、所需生长因子等方面还有待 

进一步深人研究。 
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对确诊脑梗死 93例患者的颈动脉超声作回顾 

性分析，探讨颈动脉粥样硬化与脑梗死的关系。 

1 资料与方法 

1．1 一般资料 2008年 3月至 12月住院确诊的 

脑梗死患者93例，男67例，女26例，年龄38—91 

岁。大面积脑梗死2l例，腔隙性脑梗死65例，脑干 

梗死 7例。既往有高血压病史72例，糖尿病 21例。 

1．2 方法 采用 Vivid-'／、IE33彩色多普勒超声诊 

断仪，探头频率7～10 MHz。患者取仰卧位，先从颈 

动脉起始部作纵向及横向扫查，依次检查双侧颈总 

动脉(CCA)主干、分叉处(BIF)、颈内动脉(ICA)、颈 

外动脉(ECA)；观察内一中膜厚度(IMT)有无斑块形 

成，有斑块形成者，测量管腔狭窄程度；并用频谱多 

普勒测量各段动脉 的峰值流速。记 录管壁最大 

IMT。参照有关标准评定斑块程度 。 

最多，其次是 CCA，再其次是 ICA，均以扁平斑最多 

见，其次是软斑和硬斑。 

3 讨 论 

本组结果显示：脑梗死患者颈动脉粥样硬化斑 

块发病率较高，达 94．62％，斑块指数以2级最多。 

颈动脉粥样硬化斑块形成是缺血性脑血管病重要的 

病因和危险因素 ；且颈动脉硬化病变率越高，发 

生缺血性脑卒中的危险性也越大；若斑块发生破裂， 

暴露的脂质原胶可激活血小板，启动凝血反应形成 

动脉内血栓或发生出血、溃疡、斑块脱落等，造成脑 

梗死的发生。 

颈动脉彩色多普勒超声可敏感地检测动脉内．中 

膜厚度及斑块的存在、大小、性质和严重程度，对临床 

预防脑梗死及早期采取预防措施具有重要意义。 

2 结 果 【参考文献】 

93例脑梗死患者中88例(94．62％)颈动脉存 

在不 同程度 的粥样 硬化 斑块，其 中 0级 5例 

(5．38％)，1级 26例 (27．96％)，2级 41例 

(44．08％)，3级21例(22．58％)。斑块分布以 BIF 
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