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骨髓间充质干细胞移植治疗心力衰竭

林明,林美萍,陈书尚,许昌声

　　【摘要】　目的　探讨骨髓间充质干细胞移植对阿霉素诱导的心力衰竭大鼠心功能的影响。方法　无菌条件
下取8周龄 F344大鼠的股骨和胫骨,获得骨髓间充质干细胞(MSCs ),在体外纯化、扩增后 ,用5-溴-2’脱氧尿苷
(Br d U )进行标记,然后注射到心力衰竭模型细胞移植组和对照组大鼠的心肌组织内,细胞移植后4周,采用生理
记录仪测量3组大鼠的心功能 ,处死动物,心脏切片行免疫组化了解移植细胞在受体心脏的存活情况。结果　
细胞移植后4周,细胞移植组大鼠死亡率为6.2%,明显低于假细胞移植组12.5%(P<0.01)；在受体大鼠的心脏
切片上有 Br d U 标记的移植细胞存活。心功能测定显示：与对照组相比,细胞移植组最大左室收缩末压(L VSP )、
心率(HR)、左室内压最大(最小)变化速率(L V ±dp/dt max )均明显下降(P<0.01),而左室舒张末压(L VDP )明显
升高(P<0.01)；与对照组相比,细胞移植组大鼠的 L VSP 、HR 、L V ±dp/dt max 均有明显升高(P<0.01),而 L VDP
明显降低(P<0.01)；与假移植组相比,细胞移植组大鼠的 HR 、L V ±dp/dt max 仍有明显下降(P <0.01),而
L VDP 明显升高(P<0.01)。结论　MSCs 移植可有效改善阿霉素诱导的扩张型心力衰竭大鼠的心功能,减少心
力衰竭大鼠的死亡率。
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　　各种心脏疾病引起心肌细胞坏死和心脏功能受 损以后,由于心肌细胞死亡后不能再生,残留的正常
心肌细胞亦不能增殖替代坏死组织,因而心脏功能
随时间进行性恶化[1-2]。临床药物治疗和介入治疗
均不能替代不可复生的坏死心肌；因此,在心肌受损
后进行细胞移植以产生新的心肌组织,恢复受损的
心脏功能,已成为国内外研究的重点。近年的研究
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发现,骨髓间充质干细胞(mesenchy mal st e m cell s ,
MSCs )移植作为一种新兴的治疗手段,可修复损伤
的心肌,改善缺血心脏的整体功能,并进行了大量的
基础及临床研究[3-7]。然而有关利用 MSCs 移植治
疗非缺血性心肌病的研究相对甚少。本研究采用腹
腔注射阿霉素的方法建立扩张型心肌病心力衰竭的

大鼠模型,探讨 MSCs 移植后移植细胞在宿主心脏
的存活情况及对大鼠心功能的改善。

1　材料与方法

1.1　材料
1.1.1　动物
　　12周龄清洁级、具有同基因背景的近交系雄性
F344大鼠45只,体质量(200.3±27.8)g (上海斯莱
克实验动物有限责任公司提供)。所有大鼠均在相
同的条件下饲养：3～4只/笼,恒温(22±2)℃,恒湿
(55±5)%,人工光照明暗各12h/d ,24h 自由取食
和饮水,饲料由上海必凯公司提供。
1.1.2　药品及试剂
　　淋巴细胞分离液(天津市灏洋生物制品科技有
限责任公司),胎牛血清及低糖 DMEM 培养基

(Gi bco 公司),胰蛋白酶(DI FCO ),5-溴-2＇脱氧尿苷
(5-Br o mo-2-＇Dex uuri di ne ,Br d U )及 小 鼠 抗 大 鼠
Br d U 单克隆抗体(Si g ma 公司),SP 法试剂盒(北京
中山生物技术有限公司)。
1.2　方法
1.2.1　实验动物分组及心力衰竭模型建立
　　实验动物分组：动物先随机选取10只作为对照
组；其余35只大鼠用于建立阿霉素(adri a myci n ,
Adr )(浙江海正药业股份有限公司,批准文号：国药
准字 H33021980)诱导的心力衰竭模型：阿霉素针剂
用生理盐水配成2g/L 浓度,用1mL 注射器,按2
mg/kg 剂量溶于1mL 生理盐水,腹腔注射,1次/周,
共6次。待模型建立后,存活大鼠(32只)再随机分
为2组：假移植组(16只)、细胞移植组(16只)。
1.2.2　MSCs 的分离、纯化、扩增与鉴定
　　将 F344大鼠乙醚过度麻醉致死,无菌条件下获
取股骨和胫骨,剪除两端干骺端,显露骨髓腔,用
DMEM 培养液对骨髓腔进行反复冲洗,将冲洗液进
行离心(1000r/mi n )10mi n ,弃去上清液及脂肪层,
用2mL DMEM 培养液重新混悬细胞,混匀后按
2∶1轻轻地加到比重为1.077g/L 的淋巴细胞分离
液上,2000g/mi n 离心10mi n (离心半径2.5c m),

吸取单个核细胞。加入10%胎牛血清的 DMEM 培
养液,移入培养瓶,放入CO2 的孵箱进行培养,用Fi-
coll 密度梯度离心法来分离纯化 MSCs ,约3～4d 换
液1次。原代培养的细胞生长至铺满瓶壁的2/3以
上时(约10～14d ),即可传代。重复消化传代,即可
得到纯化的 MSCs 。美国 Beck mancoul t er 公司的流
式细胞仪检测传代后的细胞表面抗原表达。本研究
以第3代 MSCs 作为移植治疗细胞。
1.2.3　MSCs 的细胞标记
　　移植前,待细胞达到50%融合时,在细胞培养瓶
内加入上述Brd U 液,终浓度调至50mg/L ,于37℃、
含5%的 CO2 的饱和湿度培养箱内继续培养48h 。
1.2.4　MSCs 移植
　　将大鼠经戊巴比妥钠(30mg/kg )腹腔注射麻醉
生效后,暴露股静脉,用微量注射器吸取标记好的细
胞溶液50μL ,缓慢注入细胞移植组大鼠股静脉,压
迫止血后缝合皮肤。术后予青霉素20万 U 腹腔注
射预 防 感 染。而 假 移 植 组 则 注 射 50μL 空 白

DMEM 培养基,其余步骤同移植组。对照组不做任
何处理。
1.3　结果观察
　　1)MSCs 细胞形态的观察：在倒置显微镜下,观
察不同时期培养细胞的形态及特点。
　　2)大鼠心功能的测定：于细胞移植术后4周,利
用 RM6240型四道生物信号采集处理系统,YP100
型压力换能器(成都仪器制造厂),测定各组大鼠的
心功能。包括心率(HR)、最大左室收缩末压(LVSP )
和左室舒张末压(L VDP )以及左室内压最大(最小)
变化速率(±dp/dt max)。
　　3)心肌切片组织免疫学检查：完成心功能检查
后,处死动物,取出心脏,在4%甲醛中固定24h ,常
规梯度酒精脱水、石蜡包埋后切片(4μm)。行 HE
染色和免疫组化染色,使用普通光学显微镜观察心
脏的病理改变。
1.4　统计学方法
　　 本研究数据用均数 ± 标准差(-x ±s )表示,
SPSS10.0统计软件处理数据,多个样本的均数比较
采用one way-AN OVA 检验。以 P<0.05为差异有
统计学意义,P<0.01为差异有非常显著意义。

2　结果

2.1　细胞移殖后4周各组大鼠存活情况(表1)
2.2　大鼠MSCs 的形态观察与鉴定结果
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　　对通过骨髓腔冲洗获得的细胞进行接种、培养,
24～48h 后,部分细胞开始贴壁。倒置显微镜下观
察,贴壁生长的细胞大多呈梭形或多角形,有星状突
起,大小长短不一。另有较多黏附于瓶壁的杂细胞
和死细胞(图1A)。未贴壁的细胞及黏附于贴壁细
胞之上的杂细胞在换液的过程中逐渐被清除。细胞
以分散、克隆集落方式增殖。随着集落生长的不断
扩大,细胞逐渐密度变大,细胞形状亦逐渐变为长梭
形,呈现成纤维样细胞外观(图1B)。原代细胞约经
10～14d 长满瓶底,此时进行传代。传代培养后细
胞增殖生长迅速,约10d 后细胞长满瓶底。细胞为
均一的长梭形成纤维样细胞,呈放射状或栅栏状生
长。另有少量体积较小的、圆形贴壁细胞与成纤维
样细胞伴随生长(图1C)。传到第3代,MSCs 为均

一的长梭形成纤维样细胞,杂细胞已基本去除(图
1D)。流式细胞仪检测结果显示细胞均一性好,纯度
达95%以上；其中 CD11b 、CD34、CD45检测是阴
性,而 CD44与 CD90表达阳性。

表1　各组大鼠死亡率比较

组别 总数(只) 死亡数(只) 死亡率(%)
对照 10 1 10.0
假细胞移殖 16 2 12.5
细胞移殖 16 1 6.2a
　　注：与假细胞移植组比较,a：P<0.01。

2.3　心功能测定结果(图2)
　　与对照组相比,假移植组LVSP 、HR、LV±dp/dt max

MSCs ：骨髓间充质干细胞。 A：接种后48h 的原代骨髓间充质干细胞照片(×200),贴壁生长的细胞大多呈梭形或多角形,有星状突起,大小
长短不一(箭头标记处)；B：接种后7d 的原代骨髓间充质干细胞照片,细胞形状亦逐渐变为长梭形,呈现成纤维样细胞外观(箭头标记处)；
C：体外培养的第二代骨髓间充质干细胞照片(×100),细胞为均一的长梭形成纤维样细胞,呈放射状或栅栏状生长(箭头标记处),另有少量
体积较小的 、圆形贴壁细胞与成纤维样细胞伴随生长；D：体外培养的第3代骨髓间充质干细胞照片(×200),传到第3代,MSCs 为均一的长
梭形成纤维样细胞(箭头标记处)

图1　大鼠 MSCs 的形态观察
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MSC：骨髓间充质干细胞；LVSP：左室收缩末压；LVDP：左室舒
张末压±dp/dt max ：最大(最小)变化速率；HR：心率

图2　MSC 移植后4周,大鼠的心功能测定结果

均明显下降(P <0.01),而 L VDP 明显升高(P <
0.01),表明扩张型心肌病心力衰竭的大鼠模型已成
功建立。与假移植组相比,细胞移植组大鼠的
L VSP 、HR 、L V ±dp/dt max 均 有 明 显 升 高 (P <
0.01),而 L VDP 明显降低(P <0.01)；而与对照组
相比,细胞移植组大鼠的心功能指标中除 L VSP (P
>0.05)外,心率、L V ±dp/dt max 仍有明显下降(P<
0.01),而 L VDP 明显升高(P<0.01,图2)。
2.4　心肌切片组织免疫学检查结果
　　光学显微镜下观察,细胞移植组大鼠的心肌切
片,可以在心肌间及血管壁上找到 Br d U 标记的移
植细胞(图3)。

为固绿复染,在心肌间及血管壁上可见到 BrdU 标记的移植细胞
(箭头标记处)

图3　心脏切片免疫组化照片(×400)

3　讨论

　　近几年,干细胞移植的优点和可行性,引起了广
泛的关注。MSCs 是骨髓基质中除造血干细胞外的
另一类干细胞,具有自我更新、分化增殖和多向分化
潜能的特点,在体外培养的过程中始终保持其多向
分化的潜能,且具有取材方便、自身移植无免疫排斥
反应、无医学伦理道德争议等优势,可能成为一种理
想的治疗心肌损伤的移植细胞[8]。1999年,Kocher
等[9]首次报道在体外利用5-氮杂胞苷(5-azacyti-
di ne ,5-aza )诱导 MSCs 分化为心肌细胞。这些分
化后的心肌细胞的表型与胚胎心肌细胞相似,具有
心肌样超微结构,形成肌管样结构相互连接,出现协
同跳动,并表达心房利钠肽、脑利钠肽。
　　本研究从骨髓分离来源的第3代均质纯化的培
养细胞经流式细胞仪检测显示细胞均一性好,仅表
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达间质类细胞的表面标记产物而不表达淋巴细胞、
巨噬细胞、白细胞、造血细胞等表面标记产物,属于
MSC 。MSC 具有特殊的“归巢”作用,能够迁移聚集
到受损心肌处,这已被许多研究所证实,但其确切机
制尚不清楚,可能与受损心肌局部微环境改变,细胞
黏附分子、趋化因子、生长因子表达上调有关[9-10]。
鉴于 MSCs 的这一特性,我们在实验中采用经外周
静脉注射的方法进行 MSCs 移植。移植细胞用 Br-
d U 标记,以便移植后鉴定是否有移植细胞在受体
心脏存活。移植后4周行心脏免疫组化证实,移植
的 MSCs 在受体大鼠的心脏上存活。
　　目前评价心功能主要是通过超声心动图来测

量,本实验通过生物信号采集系统,使结果更加精
确。本研究发现,细胞移植组大鼠的死亡率低于假
移植组。MSCs 移植后4周,细胞移植组大鼠的心
功能指标中,HR 、L VSP 、±dp/dt max 均显著高于假
移植组,而 L VDP 显著低于对照组,证实了经外周
静脉行 MSCs 移植,移植细胞不仅可以在受体大鼠
心脏存活,而且可同时改善大鼠的收缩及舒张功能。
但我们注意到,细胞移植组大鼠的心功能与正常大
鼠的心功能相比,差异仍有非常显著意义,这表明假
移植组大鼠的心功能仅是部分得到了改善。
　　总之,通过 MSC 细胞移植,能够在缺血坏死的
心肌组织内见到心肌的新生,并证实为移植的细胞,
且心力衰竭大鼠心功能得到明显的改善,存活率明
显提高,为临床治疗扩张型心肌病提供了新的治疗
手段和实验依据。
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·简讯·
替米沙坦减少高血压糖尿病人的尿蛋白作用较氯沙坦好

　　该文系 AMADEO 研究,收治860名高血压病
人(血压>130/80mm Hg ),并2型糖尿病、肾病
(Am Societ y of Hyper t ensi on 2007Scientifi c Ses-
si ons ,2007-05-21Chicago .I L )。随机分为2组：替
米沙坦40mg 或氯沙坦50mg ,2周后,如血压未能
控制,分别加量到80、100mg ,血压还不能控制时,
可加用氢氯噻嗪(HCTZ ),再不能控制者,可根据医
师意见加用钙拮抗剂。两组基础状态无明显区别,

经1年治疗后,两组收缩压、舒张压下降幅度相似。
替米沙坦减少尿蛋白30%,氯沙坦减少尿蛋白20%。
　　用药1年后,停药2月,替米沙坦组仍然有抗尿
蛋白作用。研究者认为替米沙坦效果较好原因与血
压无关,主要是因为替米沙坦是脂溶性,与受体结合
较紧密,紧密程度比氯沙坦>25%。替米沙坦是半
衰期最长的血管紧张素Ⅱ1型受体。因为停药后2
月仍然有效,可见减少尿蛋白作用与血压无关。
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