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!!!摘要"!目的!探讨体外超声联合微泡对骨髓间充质干细胞迁移的影响$为超声微泡促进干细胞迁移的体内研究提供

依据% 方法!体外培养大鼠骨髓间充质干细胞$分为超声联合微泡组&单纯超声组&单纯微泡组及空白对照组% 超声探头频

率 ' *bP$强度 ' g>N6

"

$进行脉冲超声辐射$采用EQGA@SDKK小室培养法$观察超声联合微泡对骨髓间充质干细胞运动的影响%

结果!空白对照组&单纯微泡组骨髓间充质干细胞的迁移能力较低$超声联合微泡组与单纯超声组细胞的迁移能力无显著差

异"!3,.,##$但两者比空白对照组&单纯微泡组迁移能力有显著差异"!9,.,'#% 结论!超声及超声联合微泡作用能明显

增强间充质干细胞的迁移能力%

!关键词"!超声微泡(骨髓间充质干细胞细胞(迁移
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!!心脑血管疾病是严重威胁人类健康的常见病$

心肌梗死或脑梗死后细胞不可逆性损伤是功能受损

的主要原因% 如何促进心肌细胞或脑细胞再生$改

善心脏或脑功能$提高患者生存质量$为临床和科研

工作最大的挑战之一% 近年来$许多临床研究提示

干细胞移植治疗缺血性心脏病和脑梗死$能够改善

心肌功能和神经功能$但治疗效果尚不肯定$甚至相

互矛盾% 本课题组初步动物实验结果表明$超声介

导微泡能够增加猪骨髓单个核干细胞归巢至局部梗

死心肌的能力$远期心功能亦可得到明显改善)'B"*

$

基金项目$ 江苏省卫生厅青年科研课题"q",'(,$#(南京大

学医 学 院 附 属 鼓 楼 医 院 青 年 启 动 基 金

"q[",'(,,"#(南京市医学科技发展项目基金

"lkk'",4'#

作者单位$ '."',,,0 江苏南京$南京大学医学院附属鼓楼

医院急诊中心("."',,,5 江苏南京$东南大学

附属中大医院心脏科((."',,,0 江苏南京$南

京医科大学鼓楼临床医学院
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并且对移植干细胞增殖&凋亡和细胞周期无不良影

响)(*

% 然而$超声介导微泡增强移植干细胞靶向归

巢的具体机制仍不明确$本实验通过观察超声联合

微泡对骨髓间充质干细胞迁移能力的影响$了解其

增效干细胞治疗的机制$从而进一步推动实验和临

床研究%

BC材料与方法

B.BC主要试剂和设备C胎牛血清"美国 bLNK<AD公

司#$胰蛋白酶"'r"#$7=F6G#$淋巴细胞分离液"e=B

N<KKBaGXOD$天津灏洋生物公司#$纤维连接蛋白"I=B

JQ<ADNE=A eA$美国%HD6=N<A公司#$含氟碳气体脂质

体微泡"东南大学生物工程材料国家重点实验室制

备#$CY7B')型倒置相差显微镜 "重庆光学仪器

厂#$U0,, 型荧光正立显微镜"日本 W=N<A 公司#$

)[7"Y*B",,)型超声波治疗仪"北京中西远大化玻

仪器有限公司#$',, '̂#, F雄性 7Y大鼠数只
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)鼓楼医院实验动物中心提供$实验动物许可证号'

7lCk"苏#",,5B,,'4*%

B.DC方法C

B.D.B!大鼠骨髓间充质干细胞分离&培养!取 ',,

'̂#, F雄性 7Y大鼠$无菌收集股骨&胫骨骨髓$以

'.,4( F>6K的aDQN<KK分离液分离骨髓细胞悬液$收

集界面层$用含有 ',]胎牛血清的 _BY*U*重悬$

于 (4 n&# ] %f

"

培养箱内培养 /0 H后换液$弃未

贴壁细胞(后一周换液两次$待细胞达 0,] 5̂,]

融合时$用 "#]胰蛋白酶消化后按 'r" 传代$一周

换液 " 次$达到基本融合后再次消化传代$进行体外

扩增和富集%

B.D.D!对大鼠骨髓间充质干细胞的干预!取对数

生长期大鼠骨髓间充质干细胞"图 '# 分为 / 组$分

别为'空白对照组$单纯微泡组$单纯超声组$超声联

合微泡组% 首先用 #, 6F>_GEQ=FDK'r0 稀释液包被

&QGA@SDKK小室底部膜的上室面$/n风干(然后取细

胞悬液 ",,

&

K加入 &QGA@SDKK小室$向 "/ 孔板下室

加入含 ',]胎牛血清的培养液 #,,

&

K% 培养 '" H$

单纯微泡组和超声联合微泡组加入超声微泡$空白

对照组和单纯超声组加入等量磷酸盐缓冲液

"a)7#% 最后$按照超声探头频率 ' *bP$强度 '

g>N6

"

$对单纯超声组和超声联合微泡组细胞进行

脉冲辐射 " 6=A后继续培养 "/ H%

B.D.E!大鼠骨髓间充质干细胞的迁移评估!大鼠

骨髓间充质干细胞干预后取出小室$用棉签擦去上

室内的细胞$用无水乙醇固定细胞 (, 6=A$风干$以

,.']结晶紫染色 ', 6=A$用 a)7 冲洗$倒置显微镜

下观察&计数% 随机选取 ', 个视野$进行细胞计

数)/*

%

B.EC统计学处理C采用 7a77 '4., 软件对数据进

行统计学处理$计量资料数据以均数 1标准差"K1

D#表示$组间比较采用单因素方差分析$!

"

,.,#

为差异有统计学意义%

DC结C果

超声联合微泡组细胞迁移数为"(".4' 14.',#

个$单纯超声组细胞迁移数为""$.// 14."'#个$单

纯微泡组细胞迁移数为"/.$, 1".#,#个$空白对照

组细胞迁移数为"/.0, 1".#"#个"图 " #̂#% 超声

联合微泡组与单纯超声组细胞的迁移能力无显著差

异"!

#

,.,##(但两者比空白对照组&单纯微泡组

迁移能力有显著差异"!9,.,'#%

图 '!大鼠骨髓间充质干细胞%结晶紫 d',,&

图 "!超声联合微泡作用下的细胞迁移%结晶紫 d',,&

图 (!单纯超声作用下的细胞迁移%结晶紫 d',,&

图 /!单纯微泡作用下的细胞迁移%结晶紫 d',,&

图 #!空白对照组中细胞的迁移%结晶紫 d',,&

EC讨C论

一些基础和临床研究均提示干细胞移植治疗

!'"!东南国防医药 ",'/ 年 ' 月第 '$ 卷第 ' 期!*=K=EGQL*D;=NGK[<OQAGK<I7<OEHDG@E%H=AG$\<K.'$$W<.'$[GA.",'/



能够改善缺血性心脏病&脑梗死等的功能预后)#B$*

$

进一步研究提示$超声联合微泡能够促进间充质干

细胞归巢$改善远期心功能)'B"*

$但具体机制尚不明

确% 本实验提示$超声联合微泡及单纯超声均能促

进骨髓间充质干细胞迁移$进一步观察细胞迁移后

的形态及分布$发现间充质干细胞迁移呈片状分布$

可能是干细胞归巢能力增强的原因之一% 间充质干

细胞迁移能力增强$可能与超声联合微泡作用下大

鼠骨髓间充质干细胞旁分泌某些细胞因子增多$作

用于周围细胞$促进其共同迁移% 本课题组已有实

验表明$超声联合微泡作用下$干细胞通过合成途径

和非合成途径生成一氧化氮"A=EQ=N<R=;D$Wf#明显

增加$各亚型一氧化氮合酶" A=EQ=N<R=;D@LAEHG@D$

Wf7#活性均有增强)4B0*

% 另有文献报道)5*

$内皮型

一氧化氮合酶 "DA;<EHDK=GKA=EQ=N<R=;D@LAEHG@D$

DWf7#能够促进间充质干细胞向缺血心肌迁移$可

能通过基质细胞衍生因子"@EQ<6GKNDKKB;DQ=8D; IGNB

E<QB'$7YeB'#来实现的% 7G@GV=等)',*应用 DWf7 增

强子 -\U5/00 体外预处理干细胞$DWf7 6:W-表

达增加$相应酶活性增强$结果使干细胞迁移能力明

显提高(体内实验表明$上述预处理移植干细胞能够

明显增加缺血后肢新生血管密度和血流灌注$改善

后肢运动功能% 此外$内源性及外源性骨髓间充质

干细胞在损伤局部表达的炎症因子如 7YeB'&单核

细胞诱导蛋白B'&白细胞介素B0 等作用下$可向缺血

坏死区迁移$对缺血性损伤进行修复$而 7YeB' 通过

与趋化因子%C%:/ 结合可改变骨髓干细胞的遗传

信息$产生肌动蛋白快速&短暂聚合等生物效应$引

起间充质干细胞的定向迁移$而此过程是通过 Wf

和其他第二信使来完成的)''*

%

超声联合微泡因为其特殊的机械和生物学效

应$具有溶栓&促进血管新生&能够携带治疗基因或

药物$能够促进干细胞归巢等治疗作用$同时有无

创&方便&可重复使用等优点$在缺血性疾病的治疗

中有广泛的应用前景)'"*

% 本实验结果进一步表明

其具有增效干细胞迁移的作用$但实验为体外研究$

虽尽量模拟体内环境$但不能完全相同$仍有待进一

步进行体内实验证实并探讨增效迁移的机制%
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