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　　［摘要］　目的　探讨经冠状动脉移植同种异体脐带间充质干细胞治疗急性心肌梗死（ＡＭＩ）的可行性及疗效。方法　采用经

皮球囊封堵法制备ＡＭＩ模型，ＡＭＩ后２周将ＧＦＰ标记的脐带间充质干细胞经冠状动脉移植入小型猪心肌梗死区域（移植组），对

照组注射等量生理盐水。分别于干细胞移植前、移植后６周行心脏超声和核素门控心肌灌注显像检查，观察心肌灌注的改善及心

功能的变化情况。取心肌梗死区组织作冰冻切片，ｖＷＦ免疫组织化学法染色观察梗死区毛细血管新生情况。结果　（１）对照组：

心肌梗死后８周和心肌梗死后２周比较，各项指标均无显著改善（犘＞０．０５）。移植组：干细胞移植后６周左室射血分数、左室收缩

期末内径、左室舒张末期内径、左室短轴缩短率及左室心肌梗死面积均较移植前有明显改善（犘＜０．０５）。与对照组比较，移植组

各项指标均明显改善（犘＜０．０５）。（２）ｖＷＦ免疫组织化学法染色显示移植组新生毛细血管密度高于对照组。结论　 经冠状动脉

移植的同种异体脐带间充质干细胞能够在梗死心肌内存活，增加梗死区血管新生，缩小梗死面积，改善心功能。
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　　近年来，随着介入技术的不断发展，急性心肌梗死（ａｃｕｔｅ

ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，ＡＭＩ）患者的救治效果获得显著提高，但

是，介入治疗方法无法逆转坏死的心肌，对终末期心力衰竭的

疗效差。而干细胞具有活跃的增殖能力及多向分化潜能，可能

替代、修复或改善受损的心肌组织的生物学功能，成为心肌梗

死治疗的“捷径”，显示出了良好的应用前景［１２］。脐带间充质

干细胞作为一种多潜能干细胞，已经进行很多基础和临床研

究［３４］。本实验选用同种异体脐带间充质干细胞作为种子细

胞，用导管法经冠状动脉移植，观察其治疗猪心肌梗死的效果。

１　材料与方法

１．１　实验动物及主要仪器、试剂　非啮齿类动物巴马猪１６

只，雌雄不拘，体质量２５～３５ｋｇ，巴马猪由泰达国际心血管病

医院实验室提供［动物合格证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１０００２８］。实验

过程中对动物的处置符合２００６年科技部《关于善待实验动物

的指导性意见》的规定［５］。主要试剂和仪器：博奥森公司兔抗

ｖＷＦ抗体 （ｂｓ４７５４Ｒ），ＳＡＢＣ 免 疫 组 织 化 学 染 色 试 剂 盒

（ＳＡ１０２２）及ＤＡＢ显色试剂盒（ＡＲ１０２２），数字减影血管造影

机（Ｐｈｉｌｉｐｓ），７５００超声心动图仪（Ｐｈｉｌｉｐｓｓｏｎｏｓ），Ｄａｔｅｘｏｈｍｅｄａ

７０００呼吸机（美国），６ＦＪＬ４．０造影导管及指引导管，导丝，

ＯＴＷ球囊导管（ＲｙｕｊｉｎＰｌｕｓ）。

１．２　同种异体脐带间充质干细胞的培养、分离及标记　由天

津昂赛细胞基因工程有限公司提供。

１．３　心肌梗死模型的制备　术前８ｈ禁食水，称体质量，按

０．１ｍＬ／ｋｇ陆眠宁Ⅱ号联合０．６ｍｇ／ｋｇ地西泮腹腔注射诱导

麻醉，予以丙泊酚（Ⅳ）维持麻醉，气管插管，呼吸机正压辅助呼

吸，潮气量１２０～２２４ｍＬ·ｋｇ
－１·ｍｉｎ－１，持续心电图及血氧饱

和度监护。无菌条件下穿刺右股动脉，置入动脉鞘管，注入肝

素３０００Ｕ，送入２．０×２０ｍｍ的球囊至前降支中段第一或第

二对角支远端，预适应３～５次（如出现室性心律失常，可适当

延长预适应时间），每次５～１０ｍｉｎ后，如无异常，则以２～４个

大气压打开球囊堵闭前降支，造影示球囊远端血流中断，持续

９０ｍｉｎ后，缓慢释放球囊。堵塞后心电图示有心肌缺血或梗
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表１　　冠状动脉组和对照组各项指标移植前、后比较（狓±狊）

项目
移植组

移植前 移植后６周

对照组

移植前 移植后６周

ＬＶ（ｍｍ） ４３．５０±２．６７ ３７．００±２．３９△ ４２．１４±２．０４ ４４．４３±６．８８"

ＥＤＶ（ｍｍ） ６５．６３±８．４２ ５６．８６±７．６３△ ６７．１４±６．０１ ７０．５７±８．５０"

ＥＳＶ（ｍｍ） ２４．６３±１５．３４ １６．２５±６．４５△ ２２．７１±５．６５ ２５．５７±７．５５"

ＥＦ（％） ６０．５０±１３．３６ ７１．２５±８．９４△ ６５．８６±８．９３ ５９．７１±７．１８"

ＦＳ（％） ３２．８８±６．９６ ３９．５０±６．８５△ ３６．５７±４．６１ ３１．２９±５．１９"

左室心肌梗死面积 ２２．３４±５．８３ １５．１３±３．２３△ ２０．２９±４．７２ ２１．４３±５．８８"

左室梗死质量比 ２１．１３±４．１６ １３．１３±３．２３△ １８．５７±２．８９ ２２．８５±６．４９"

　　：犘＜０．０５，与同组移植前比较；△：犘＜０．０５，与对照组移植后６周比较；"：犘＞０．０５，与同组移植前比较。

死改变（Ｔ波倒置、ＳＴ段抬高、Ｒ波波幅降低等）。再次造影观

察血供，血供良好撤除导管，压迫止血，送返动物房，术后正常

喂养，青霉素２４０万Ｕ／ｄ，连用３ｄ预防感染。

１．４　脐带间充质干细胞移植　心肌梗死模型制备２周后，将

造模成功的１６只巴马猪分为两组，冠状动脉移植组８只：操作

过程同建模过程，经０．０１４英寸指引导丝将２．３Ｆ（Ｃｏｒｄｉｓ，

ＵＳＡ）微导管送至前降支远端，经微导管将含肝素的脐带间充

质干细胞悬液（１．０×１０７ 个／头，规格２０ｍＬ：１．０×１０７ 个细

胞）缓慢推注至冠状动脉内，注射时间为１０ｍｉｎ，肝素生理盐水

冲洗灌注导管２次，复查冠状动脉造影；对照组８只：注射等量

的生理盐水。

１．５　超声心动图检查　分别于术前、干细胞移植前和干细胞

移植后６周，由１名有经验的超声医师使用ＰｈｉｌｉｐｓＳｏｎｏｓ７５００

超声心动仪（Ｓ３探头频率为１．６～３．２ｍＨｚ）测量超声心动指

标，测量 左 室 舒 张 末 容 积 （ＬＶＥＤＶ）、左 室 收 缩 末 容 积

（ＬＶＥＳＶ）、计算射血分数（ＥＦ）、短轴缩短率（ＦＳ），取３次测量

的平均值作为结果。

１．６　心肌核素显像检查　分别于术前、干细胞移植前和干细

胞移植后６周，麻醉后送入核素室，用１４．８ＭＢｑ／ｋｇ９９ｍＴｃ

ＭＩＢＩ行心电门控心肌灌注核素显像。通过 ＥｍｏｒｙＣａｒｄｉａｃ

Ｔｏｏｌｂｏｘ软件量化灌注质量缺损百分比（ｍａｓｓｄｅｆｅｃｔｐｅｒｃｅｎｔ，

ＭＤＰ）及梗死面积。

１．７　新生毛细血管测定　心脏石蜡切片ｖＷＦ相关抗原免疫

组织化学染色后，光学显微镜下可见血管内皮细胞呈黄褐色

（图１），以此可观察毛细血管密度。每个标本取３张切片，在

低倍镜（×１００）下观察切片全部视野，找到心肌梗死区后转到

高倍镜下（×２００），每张切片随机取５个２００倍视野，取平均数

作为测定值。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分析，实验

数据以狓±狊表示，组内不同时段数据分析采用配对狋检验，组

间比较采用两两比较的狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　两组干细胞移植前和移植后６周超声心动图指标的测

定　对照组治疗后６周和治疗前比较各项指标均无改善（犘＞

０．０５）。移植组治疗后６周左室收缩期末内径、舒张末期内径、

左室射血分数及短轴缩短率均较治疗前有明显改善（犘＜０．０５），

且与对照组比较亦有明显改善（犘＜０．０５）。见表１。

２．２　两组心肌核素显像指标的测定　对照组治疗后６周和治

疗前比较各项指标均无改善（犘＞０．０５）。移植组治疗后６周左

室心肌梗死面积、梗死质量比均较治疗前有明显改善（犘＜

０．０５），且与对照组比较亦有明显改善（犘＜０．０５）。见表１。

２．３　两组新生血管数目的比较　 两组猪心肌组织内抗ｖＷＦ

抗体免疫组织化学染色均有阳性（图１），对照组的新生血管数

目为（１０．２４±１．７１）个，移植组为（１４．７１±２．９９）个，两组间比

较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

　　Ａ：冠状动脉组；Ｂ：对照组。

图１　　梗死交界区毛细血管ｖＷＦ多克隆抗体染色（×２００）

３　讨　　论

　　ＡＭＩ后常发生左心室重构，最终导致顽固性心力衰竭。

虽然溶栓治疗、经皮冠状动脉介入治疗及冠状动脉旁路移植术

等治疗方法可以挽救濒死心肌细胞，但对坏死的心肌细胞无能

为力。Ｍａｋｉｎｏ等
［６］第１次在体外将骨髓间充质干细胞诱导分

化成心室肌细胞，从而利用干细胞的多向分化潜能为心肌梗

死、心力衰竭的治疗带来新的希望［７］。骨髓干细胞在特定的环

境下可分化为心肌细胞，改善心功能，大量的基础和临床研究

证实了其能改善心肌梗死患者的预后［８１１］。但是，骨髓干细胞

取材具有有创性、分离机取材受时间限制、细胞分化能力低、细

胞数量不足等缺点，限制了其应用。脐带间充质干细胞是一种

来源广泛、再生能力强、有较强分化潜能、免疫原性低、不诱发

畸胎瘤、无病毒感染风险及伦理问题的干细胞［１２］。近年来已

进行了很多基础和临床研究，引起关注。

经冠状动脉途径移植干细胞是将干细胞经导管注入梗死

相关动脉的远端，干细胞在环境的作用下局部经微毛细血管迁

移至缺血的心肌中［１３］。ＡＭＩ作为节段性心肌病，通过经导管

冠状动脉内注射可以使移植细胞快速到达梗死及其周围组织，

使大量的移植细胞在梗死局部聚集。而且由于ＡＭＩ后炎症细

胞的浸润以及炎性介质的释放，梗死区及周围毛细血管扩张通

透性升高，有利于干细胞通过毛细血管壁进入梗死心肌中，所

以，此种干细胞移植方法创伤小、效率较高。本实验经冠状动

脉移植绿色荧光蛋白标记的脐带间充质干细胞至梗死心肌，６

周后检查可见绿色荧光蛋白标记的干细胞，表明干细胞在心肌

中存活，从而证明经冠状动脉移植是一种有效的移植方法。

本研究显示，干细胞移植组的左室收缩末期内径、舒张末

期内径、左室射血分数、短轴缩短率较对照组显著改善，干细胞

移植组的左室心肌梗死面积、左室梗死质量比与对照组比较显

著缩小，表明经冠状动脉移植脐带间充质干细胞能够改善心肌

梗死后心肌的收缩功能、缩小心肌梗死面积。其可能机制：（１）

干细胞移植至宿主内存活并分化为心肌细胞，具有心肌细胞能

承担的收缩功能。（２）直接分化为血管内皮细胞和平滑肌细

胞，形成新的血管；以旁分泌或自分泌的方式分泌促血管生长

的细胞因子，促进血管的生长［１４］，改善梗死区血供，促进了心

功能的恢复。本研究结果显示，干细胞移植组（下转第８９５页）
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自我管理，从而有效控制血糖［３］。同时，家庭成员在关心和照

顾患者的同时，既可支持和监督患者的饮食、药物治疗，又可帮

助患者维系和促进健康的行为和生活方式，从而促进了家庭的

合作度和亲密度［１２］。而家庭成员的关心和鼓励又可帮助患者

增加战胜疾病的信心和强烈实施自我管理的责任感，从而促进

患者自我管理行为的执行。因此，本调查也证实，家庭功能与

社区老年糖尿病患者自我管理行为密切相关，家庭成员间的良

好关系有助于社区老年糖尿病患者进一步实施自我管理行为，

从而促使患者达到疾病的最佳控制。
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的新生毛细血管的数量多于对照组，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。（３）干细胞可与宿主细胞建立电机械耦联，参与心肌

的收缩。（４）干细胞移植后减轻心肌的纤维化，维持受损心肌

的相对完整性，增加瘢痕组织的弹性，限制心室的扩张，抑制心

室的重构，保护了泵功能。（５）移植后新生的心肌细胞增加心

脏的顺应性和弹性，改善舒张功能。
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ｔｉｏｎ：ｒｅｓｕｌｔｓｆｒｏｍｔｈｅＡｕｔｏｌｏｇｏｕｓＳｔｅｍｃｅｌｌＴｒａｎｓｐｌａｔａｔｉｏｎｉｎ

Ａｃｕｔｅ ＭｙｏｃａｒｄｉａｌＩｎｆａｒｃｔｉｏｎ（ＡＳＴＡＭＩ）ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄｃｏｎ

ｔｒｏｌｌｅｄｔｒｉａｌ［Ｊ］．ＡｍＨｅａｒｔＪ，２００７，１５４（４）：７１０７１８．

［１０］ＹａｎｇＺ，ＺｈａｎｇＦ，ＭａＷ，ｅｔａｌ．Ａｎｏｖｅｌａｐｐｒｏａｃｈｔｏｔｒａｎｓ

ｐｌａｎｔｉｎｇｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｅｍｃｅｌｌｓｔｏｒｅｐａｉｒｈｕｍａｎｍｙｏｃａｒ

ｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ：ｄｅｌｉｖｅｒｙｖｉａａｎｏｎｉｎｆａｒｃｔｒｅｌａｔｉｖｅａｒｔｅｒｙ

［Ｊ］．ＣａｒｄｉｏｖａｓｅＴｈｅｒ，２０１０，２８（６）：３８０３８５．

［１１］ＭｅｙｅｒＧＰ，ＷｏｌｌｅｒｔＫＣ，ＬｏｔｚＪ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｒａｃｏｒｏｎａｒｙａｕｔｏｌ
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ｔｉｏｎ：ｅｉｇｈｔｅｅｎｍｏｎｔｈｓ，ｆｏｌｌｏｗｕｐｄａｔａｆｒｏｍｔｈｅｒａｎｄｏｍ

ｉｚｅｄ，ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄＢＯＯＳＴ（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｔｒａｎｓｆｅｒｔｏｅｎｈａｎｃｅ

ＳＴｅｌｅｖａｔｉｏｎｉｎｆａｒｃｔｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ）ｔｒｉａｌ［Ｊ］．Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，

２００６，１１０（１１３）：１２８７１２９４．

［１２］刘玲英，柴家科，韩焱福，等．脐带 Ｗｈａｒｔｏｎ胶来源 ＭＳＣｓ

生物学特性及其优越性的研究进展［Ｊ］．中国修复重建外

科杂志，２０１１，２５（６）：７４５７４９．

［１３］ＰｅｒｉｎＥＣ，ＤｏｈｍａｎｎＨＦ，ＢｏｒｏｊｅｖｉｃＲ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｅｎｄｏｃａｒ
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ｖｅｒｅ，ｃｈｒｏｎｉｃｉｓｃｈｅｍｉｃｈｅａｒｔｆａｉｌｕｒｅ［Ｊ］．Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，２００３，

１０７（１８）：２２９４２３０２．

［１４］Ｊａｉｎ Ｍ，ＰｆｉｓｔｅｒＯ，ＨａｊｊａｒＲＪ，ｅｔａｌ．Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ

ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｉｎｆｒａｃｔｅｄｈｅａｒｔ［Ｊ］．ＣｏｒｏｎＡｒｔｅｒｙＤｉｓ，２００５，１６
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