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$对急性梗死心肌实施骨髓间充质干细胞"
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$移植促修复的影响%

方法
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将造模成功的
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以及相应药物心肌注射!
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生物医学信号采集处理系统测定在体心功能!免疫组织化学检测缝

隙连接蛋白
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检测心脏早期发育基因
Aa83+#

%结果
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实验观察组动物的心功能恢复最好#心肌细胞
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阳

性着色颗粒呈分散样改变!主要分布于端端连接的闰盘区域和侧侧连接的胞膜上!实验观察组的
IP@

值最高#各组
Aa83+#

均有

一定水平的表达!实验观察组表达最强!而模型对照组则只有极弱的表达%结论
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能促进
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移植修复急性梗死心

肌!改善心功能%
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"是由秦伯未先生治疗胸痹心痛的

有效名方研制而成#研究表明具有良好的抗急性心肌缺血作

用'
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$骨髓间充质干细胞!

B7/70=D

9

B?>/C7B=7>>/
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JUH/

"移

植能改善急性缺血心肌功能#其研究已成为心脑血管疾病领域

的热点'
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对急性梗死心肌实施
JUH/

移植促修复的影响值得进一

步研究#为将来的心肌梗死新药研发打下基础#现将探讨实验

报道如下$
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免疫组织化学显色试剂盒)于美国
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)于加拿大
Q7:B70C?/

公司购买逆转录聚合酶链反应试

剂盒)于
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K
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公司购买聚合酶链反应!
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"引物$
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引物
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公布的引物序列#使用
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进行设计心脏早期发育基因
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的引物#由
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公司合成#见表
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TH4

引物序列及扩增目的片段大小
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仪器
!

使用北京微信斯达科技发展有限责任公司生产

的
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生物医学信号采集处理系统)美国
M*)14?(

公司生产

的
TH4

基因扩增仪)英国
VSI

公司生产的凝胶图像处理系统

和数字彩色显微图像系统
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)美国
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图

像分析系统$
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方法
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大鼠
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细胞悬液配制
!

课题组按照成熟的技

术'
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#先从
U@

雄性大鼠胫骨和股骨骨髓中分离*培养并鉴定

JUH/

#然后用胰蛋白酶消化后离心#进一步计数#再以无血清

的
@J[J

培养基配制#使细胞悬液浓度为
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保存备用$
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5JI

模型制备
!

取健康清洁级雄性
U@

大鼠#按
!'

B\

&

Z

K

于腹腔注射
,R

水合氯醛进行麻醉#背位固定后将气管

分离暴露#

,

%
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气管软骨间刺破后插入
3'

号钝圆穿刺针头#

并以微型人工呼吸机连接进行正压呼吸$纵行切开胸部正中

线旁约
'+#=B

处#逐层分离后剪破
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2

肋间之肌层#以自制

小拉钩从双侧拉开暴露心脏#剪开心包膜#在肺动脉圆锥与左

心耳交界稍下
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处以
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号丝线穿过#将左冠状动脉

前降支结扎$心电图的记录采用
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生物医学信号采集处

理系统#出现肢体导联
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波振幅明显升高#随后
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导联和
?S\

导联
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点明显抬高#以心电监测结合结扎部位以下心肌变苍

白*出现搏动减弱#判断大鼠
5JI

造模成功$
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将成功造模的
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组#各
!-

只#在结扎
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后均予

干预措施#然后常规关闭胸腔#予青霉素腹腔注射预防感染#单

笼饲养$实验观察组%于梗死区边缘心肌组织的
,

个位点直接

注入
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和
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细胞悬液$阳性对照组%注入
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盐水稀释#含药
3

'

K

的
:DL1HUQ

注射液和
!''

'

\

的
JUH/

细

胞悬液)空白对照组%注入
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检测指标与方法
!
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移植和分组干预后
2

周#每

组随机取
$

只大鼠#应用
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生物医学信号采集处理系统测

量左室收缩压!
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升及下降最大速率!
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"等心功能参数$测定后分组处

死大鼠#取出心脏标本#于细胞注射点获取心肌组织$按免疫

组织化学试剂盒说明书进行
H82,

的相关抗原抗体免疫组织

化学染色#选取心肌梗死边缘区
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个高倍!
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"视野#用数字

彩色显微图像系统在相同条件下随机拍摄#
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值表示的指标

阳性染色反应强度以
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图像分析系统测定$
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值
d

阳性反应面积&平均光密度!光密度与阳性强度呈反

比"#各指标蛋白表达的相对含量取其均值表示$剩余动物进

行心脏早期发育基因
Aa83+#

的检测$
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裂解细胞后提

取细胞总
4A5

#经电泳鉴定其完整性后#利用紫外分光光度计

测定
5

3-'

与
5

3$'

的比值#并计算其浓度#设
#

1?=C*0

为内参照$

4F1TH4

采用二步法按操作说明进行#逆转录先
-#j#B*0

#

23j-'B*0

合成
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#再
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变性
#B*0

#接着
TH4

进行
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个循环扩增!

"2 j ,'/
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#2 j !B*0
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&3 j !B*0
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延伸
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$

TH4

结束后#用
3R

琼脂糖凝胶电泳检测

扩增$利用凝胶成像系统扫描分析
Aa83+#

与内参
#

1?=C*0

基

因的光吸收比值$
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统计学处理
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采用
UTUU!-+'

软件对数据进行分析处

理#计量资料用
PW7

表示#多组间均数比较在方差齐性检验和

正态分布评估后进行方差分析#组间两两比较用
\U@

法检验#

若方差不齐者用
@<007CC/F,

$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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各组患者心功能的比较
!

实验观察组相较模型对照组#

心功能
2

个指标均有显著改善!

#
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显著升高!

#

#

'+'!

")阳性对照组相较模型对照组#心功

能
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个指标均有显著改善!
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"+"

!

心肌梗死边缘区
H82,

表达的比较
!

心肌细胞
H82,

阳

性着色颗粒呈分散分布#闰盘区域及侧侧连接的胞膜上均可

见#甚至有淡棕黄色的细颗粒存在于心肌细胞内$实验观察组

相较空白对照组*模型对照组#

IP@

值的差异有统计学意义

!

#

#

'+'!

")阳性对照组相较空白对照组差异有统计学意义

!

#

#

'+'#

"#相较模型对照组差异有统计学意义!

#

#

'+'!

")空

,-&2
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白对照组相较模型对照组差异有统计学意义!

#

#

'+'#

"$见

表
,

$

表
,

!!

心肌梗死边缘区
H82,

表达&

IP@

值'的比较&

PW7

'

组别
* H82,

模型对照组
$ !2'+#$W!2+"-

空白对照组
$ !-#+2"W!-+&-

$

阳性对照组
$ !$#+'2W3'+,,

!

"

实验观察组
$ !"3+$'W3,+'2

!

'

!!

$

%

#

#

'+'#

#

!

%

#

#

'+'!

#与模型对照组比较)

"

%

#

#

'+'#

#

'

%

#

#

'+'!

#与空白对照组比较$

"+#

!

心肌
Aa83+#

表达水平的比较
!

实验观察组和阳性对照

组
Aa83+#

有一定水平的表达#单纯
JUH/

移植者次之#而模

型对照组则只有极弱的表达$半定量分析#实验观察组相较空

白对照组和模型对照组#相对光密度值的差异有统计学意义

!

#

#

'+'!

")阳性对照组相较空白对照组差异有统计学意义

!

#

#

'+'#

"#相较模型对照组差异有统计学意义!

#

#

'+'!

")空

白对照组相较模型对照组差异有统计学意义!

#

#

'+'#

"$见

表
2

$

表
2

!!

心肌
Aa83+#

的
4F1TH4

产物半定量相对

!!!!

光密度比值&

PW7

'

组别
* Aa83+#

模型对照组
$ '+,!-W'+'",

空白对照组
$ '+2$-W'+!-2

$

阳性对照组
$ '+-&'W'+!3&

!

"

实验观察组
$ '+&3"W'+3!'

!

'

!!

$

%

#

#

'+'#

#

!

%

#

#

'+'!

#与模型对照组比较)

"

%

#

#

'+'#

#

'

%

#

#

'+'!

#与空白对照组比较$

#

!

讨
!!

论

养心通脉方#由一定比例的人参*丹参*桂枝*枳实*泽泻等

药物组成#方中人参大补元气#丹参活血化瘀#桂枝温经通脉而

助气化#枳实理气而消痰#泽泻利水而泄浊$该处方主次分明

的配伍恰切中
5JI

本虚标实!气虚血瘀"的病机'

&

(

$从养心通

脉方中提取到人参皂苷*人参多糖*丹参酮
+

5

*复方多糖*总

生物碱*总挥发油等有效物质部位#经过各有效成分部位的有

效剂量配伍实验研究#按照一定的固定比例而研制成为
?

E

:1

cFQ

#已被证明具有良好的改善血液循环及抗心肌缺血作

用'

$1"

(

$

JUH/

移植能改善急性缺血心肌功能#然而加入益气

活血的
?

E

:1cFQ

#心功能改善更为明显#甚至还优于加之动员

JUH/

归巢和促进血管*心肌细胞再生的
:DL1HUQ

$

H82,

是构成相邻细胞间隙连接的连接蛋白家族中的一

员#心肌组织
H82,

的表达甚多#被认为是心脏间隙连接的特

有组成成分$正常心肌
H82,

经免疫组织化学法检测显示#阳

性颗粒分布较为密集而规律$缺血心肌#形态即便尚属正常#

却已可见到严重分布紊乱的
H82,

阳性颗粒#其端
1

端相接处颗

粒分散于侧
1

侧相接处#甚至部分分散于细胞质中'

!'

(

#本研究

的结果与此相符$

,

组使用了
JUH/

移植者#相较于模型对照

组#心肌
H82,

的阳性表达均有所增加#说明
JUH/

移植能上

调
H82,

表达#与文献报道一致'

!!

(

#显示出较好的恢复梗死心

肌心功能作用$实验观察组和阳性对照组表达最多#组间差别

不明显$

Aa83+#

基因具有心脏显著特异性表达的特点#开始表达

于心肌细胞分化之前#是所有脊椎动物心脏发生中最早表达的

转录因子#即心脏前体细胞最早的标志物$

5JI

后
Aa83+#

表达下降#

&(

后有所恢复'

!3

(

#移植
Aa83+#

基因修饰后的

JUH/

能够改善
5JI

大鼠心功能'

!,

(

$

JUH/

是中胚层来源的

具有多向分化能力的干细胞#植入梗死的心肌组织后#现已从

形态学*心肌特异性蛋白的表达方面证实#

JUH/

能分化为心

肌细胞#并与
5JI

微环境的诱导关系密切$本研究表明#急性

梗死心肌在
?

E

:1cFQ

*

:DL1HUQ

和
JUH/

联合移植
3$(

后#相

较于单纯
JUH/

移植者#

Aa83+#

的表达较多#说明促进

Aa83+#

的表达与
?

E

:1cFQ

和
:DL1HUQ

相关$

:DL1HUQ

是公

认的促进
JUH/

分化的诱导剂#本研究观察到#实验观察组和

阳性对照组的
Aa83+#

均高于模型对照组!

#

#

'+'!

"#前者修

复心功能还更佳#说明
?

E

:1cFQ

的效应并不亚于
:DL1HUQ

$

本实验造模的大鼠具有
5JI

心血瘀阻证的中医证候特

点'

!2

(

$

?

E

:1cFQ

可有效地改善心肌微循环#促进血管新生'

!#

(

#

结合本研究#可认为该方促进梗死心肌心功能恢复#是因为切

中了
5JI

心血瘀阻病机#从而改善心血瘀阻证微环境$相较

:DL1HUQ

对
JUH/

的诱导#

?

E

:1cFQ

对
JUH/

的作用主要在于

改善存活的微环境#促进梗死心肌修复效应略强而毒副作用甚

微$在造模过程中#大鼠
5JI

心脏变苍白#搏动无力#这是微

观辨证.气虚血瘀/的证候特点#据研究推测#

H82,

和
Aa83+#

的表达不足可能是
5JI

气虚血瘀证候的本质之一#

?

E

:1cFQ

恰能提升二者的表达#从而改善
5JI

气虚血瘀证候$
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质#

JJT/

家族中
JJT13

在心肌组织中表达水平较高#是心

肌内抗纤维化的重要成分'

!'

(

$基质金属蛋白酶抑制剂

!

FIJT/

"能通过
A1

末端功能区的半胱氨酸残基与
JJT/

催

化活性中心的锌离子结合#封闭其催化活性#使有活性的

JJT/

失活#或避免无活性的
JJT/

激活'

!!

(

$在
FIJT/

家

族中#

FIJT13

对
JJT/

的抑制作用最强$

JJT13

的天然抑

制物
FIJT13

也存在于心肌组织中#并可通过与相应的
JJT1

3

结合从而影响其活性#

JJT13

&

FIJT13

的平衡对维持心肌

正常的胶原代谢具有重要意义'

21-

(

$已有研究发现#

JJT13

表

达水平的降低及
FIJT13

表达水平的升高参与了糖尿病大鼠

心肌纤维化的进程'

!

#

,

#

!31!,

(

$本研究发现#与正常大鼠比较#糖

尿病大鼠心
m

肌组织中
(

型胶原降解减少#出现胶原沉积#且间

质纤维化程度高#此结果表明#糖尿病大鼠存在明显的心肌重

构和心肌纤维化)而
JJT13

表达水平显著降低#

FIJT13

表达

水平显著升高#

JJT13

&

FIJT13

的比值明显下降#提示
JJT1

3

&

FIJT13

的失衡参与糖尿病心肌纤维化的过程$

Y

3

U

是继一氧化氮和一氧化碳之后的又一新型内源性气

体信号分子'

&

(

$有研究表明#内源性
Y

3

U

在心血管系统疾病

具有多种生物学效应#包括舒张血管平滑肌*降低血压*抑制心

肌细胞凋亡*抑制血管平滑肌细胞增殖等'

&

(

$本实验表明#糖

尿病大鼠存在明显的心肌重构和广泛的心肌细胞纤维化#而经

过硫化氢处理后#糖尿病大鼠心肌纤维化程度明显减轻#且
(

型胶原表达明显减少#提示硫化氢作为内源性气体信号分子可

能通过分子机制参与糖尿病心肌病的发生及发展过程#而硫化

氢的干预可减轻糖尿病大鼠的心肌纤维化#进而延缓或阻止糖

尿病心肌病的发生*发展#改善糖尿病并发症的预后$实验同

时发现#硫化氢干预后糖尿病大鼠心肌组织
JJT13

表达上

调#

FIJT13

表达出现下调#而
JJT13

&

FIJT13

的比值明显增

加)且
(

型胶原表达*间质纤维化程度均较
UFb

组明显下降#

与
UFbiY

3

U

组
JJT13

&

FIJT13

比值的升高变化相一致#这

些结果均表明硫化氢改善糖尿病心肌纤维化的作用机理可能

是通过上调
JJT13

#下调
FIJT13

的表达#增加
JJT13

&

FIJT13

的比值实现的$但其中的具体调控机制仍有待进一

步的研究$
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