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人脐血单个核细胞移植对大鼠急性心肌梗死后

血管再生的作用

胡承恒 , 杨燕华 , 王小庆 , 伍贵富 , 杜志民 , 何小洪

( 中山大学附属第一医院心内科 , 广东 广州 510080 )

摘 要 :【目的】探讨人脐血单个核细胞移植对急性心肌梗死后血管再生的作用。【方法】雄性 Wistar 大

鼠 60 只随机分为对照组 (心肌梗死 )和移植组 (心肌梗死+细胞移植 )各 30 只。结扎冠状动脉左前降支制作大

鼠急性心肌梗死模型 , 以羟乙基淀粉沉淀加密度梯度离心的方法制备人脐血单个核细胞,并以 5- 溴脱氧尿核

苷 ( BrdU)标记细胞。移植组大鼠模型制作成功后即在梗死区周边注射经分离并标记的人脐血单个核细胞混悬

液(2×105/μL), 在对照组相同位置注入等量达尔伯克必需培养基 ( DMEM)。移植 4 周后用左心导管检测血流动

力学改变 , 并取心脏组织行抗第Ⅷ因子 ( vWF)和 BrdU免疫组化染色 , 观察毛细血管密度、移植细胞成活情况。

并分别在移植后第 4 天、第 7 天、第 14 天、第 28 天取梗死周边区组织作血管内皮生长因子 ( VEGF) RT- PCR

的半定量研究。【结果】移植组移植的单个核细胞可在梗死心肌内存活。移植组比对照组心功能明显改善 , 左心

室舒张末压 ( LVEDP)明显降低( 21.08±8.10 )mmHg vs ( 30.82±9.59) mmHg, P<0.05; 左心室内压力最大上升

速率 ( +dp/dtmax )明显增快(4.29±1.27 )mmHg/ms vs( 3.24±0.75) mmHg/ms, P<0.05; 最大下降速率 ( - dp/dtmax )亦

显著提高 ( 3.71±0.79) mmHg/ms vs( 3.00±0.49) mmHg/ms, P< 0.05。移植组梗死区周边毛细血管数显著增加

( 5.7±0.3) /HP vs ( 2.3±0.4) /HP, P< 0.01。VEGF mRNA表达在移植组于第 7 天明显增加 , 并持续至第 28 天 , 对

照组于第 4 天及第 7 天可见少量表达 , 第 14 天与第 28 天明显减弱 , 两组差异有统计学意义 ( P< 0.01)。【结

论】人脐血干细胞在未使用免疫抑制剂的条件下可成功移植到大鼠急性心肌梗死区 , 改善急性心肌梗死大鼠

心功能 , 促进新生血管形成。
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Angiogenesis: Contr ibute to Acute Myocardial Infarction Rats Received Human

Umbilical Cord Blood Mononuclear Cells Transplantation

HU Cheng-heng, YANG Yan-hua, WANG Xiao-qing, WU Gui-fu, DU Zhi-min, HE Xiao-hong

(Department of Cardiology, The First Affiliated Hospital, SUN Yat- sen University, Guangzhou 510080, China)

Abstract:【Objective】Vascular endothelial growth factor (VEGF) is the most potent aniogenic factor. This

study aimed to elucidate the possible role of angiogenesis on the repair of myocardial infarction after human

umbilical cord blood mononuclear cells transplantation.【Methods】60 male Wistar rats were randomized into two

groups: (1) control group (acute myocardial infarction, n=30), (2) transplantation group (acute myocardial infarction

plus cell transplantation, n=30). Acute myocardial infarction model was established by ligating rats’ left anterior

descending artery. Thereafter 2×105/μL human umbilical cord blood mononuclear cells were injected into the margin

area of infarction immediately,while the control group were injected by vehicle. Assessment of left ventricular

function was carried out by hemodynamic measurements 4 weeks post acute myocardial infarction, meanwhile the

rats were sacrificed for immunohistochemistric examinations. The VEGF expression was assessed by RT- PCR at 4th,

7th, 14th and 28th days post- transplantation.【Results】The transplanted human umbilical cord blood mononuclear

cells survived. Compared with control group, the cell transplantation rats showed a significant reduction of left

ventricular end- diastolic pressure( 21.08±8.10) mmHg vs (30.82±9.59)mmHg (P< 0.05); and showed an increase of
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干细胞移植治疗急性心肌梗死的机制可能是 :

干细胞发育而来的肌纤维限制了心室壁变薄及瘢

痕组织扩大 , 干细胞可分泌多种生长因子促进心

肌修复和移植物的生长[1]。干细胞移植后分化为类

心肌细胞、类平滑肌细胞、类内皮细胞 , 共同促进

血管再生 , 使一部分心肌得到存活 , 限制瘢痕组织

扩大 ;干细胞移植后分化为心肌细胞 , 参与收缩功

能 , 但以上机制尚未达成充分共识 [2]。本研究将探

讨脐血干细胞移植后对心肌梗死周边区毛细血管

增生的影响及心功能的改变。

1 材料和方法

1.1 人脐血单个核细胞提取和标记

30 份脐血来自中山大学附属第一医院产科 ,

产妇无各种妊娠并发征 , 无遗传性疾病家族史和

血液系统疾病 , HIV、乙肝、梅毒等检测阴性 , 新生

儿足月分娩。采血量 80~120 mL, 6 h 内分离。分离

方法如下 : 在 50 mL离心管内按 5 ∶1 比例加入

60 g/L羟乙基淀粉(贺斯) ,静置 45 min 后 ,取中间

浑浊层 , 按 2 ∶1 比例铺在 1.077 g/L ficoll- paque

分离液上 , 20 ℃, 离心 , 吸取中间含单个核细胞的

白膜层 , PBS洗 2 次。取 2 mL细胞悬液用流式细

胞仪检测 CD34 细胞含量 , CD34 细胞是人脐血的原

始细胞 , 能向多种成熟细胞分化 , 包括心肌细胞和

毛细血管内皮细胞。移植前将细胞置于含 10

μmol/L BrdU(美国 Sigma 公司)和 100 mL/L胎牛血

清的 L- DMEM培养基(美国 GIBCO公司)中 , 在 37

℃,饱和湿度和 5%CO2细胞培养箱孵育 24 h。

1.2 动物模型制作和细胞移植

Wistar 雄性大鼠 60 只 , 质量 150～200 g, 购自

中山大学动物中心。大鼠随机分为 2 组 ,心肌梗死

对照组和心肌梗死+细胞移植组 ,每组 30 只。两组

均在气管插管后行开胸手术 , 以 5- 0 手术缝线行

左前降支近端结扎 , 成功标志为左室前壁颜色变

白和活动减弱。结扎成功后 ,移植组用微型注射器

分 3 点将单个核细胞悬液注射到梗死区与正常心

肌交界处 ,每点注射 50 !L(含 1×107个细胞), 对照
组注射等量 DMEM培养基。

1.3 心功能检查

细胞注射 4 周后 , 用戊巴比妥钠再次麻醉大

鼠 , 经右侧颈动脉插入左心导管至左心室 , 与多导

生理纪录仪相连 ,记录左心室收缩压( LVSP) ,舒张

末压 ( LVEDP) , 左心室内压最大上升速率和下降

速率(±dp/dtmax) ,并同步记录心电图。

1.4 毛细血管密度检测

对照组及移植组各取 8 只 , 每只大鼠取 3 张

切片( 4~5 μm) ,以抗 vWF 单克隆抗体行免疫组化

染色 , 用 Weidner 法 [3]检测毛细血管密度 : 在光学

显微镜低倍视野下(×4,×100)扫视整个组织切片 ,

在梗死周边区域选取内皮细胞染色清晰、背景对

比良好的视野。在上述指定视野范围内随机选取

5 个视野以 200 倍视野 ( 0.72 mm2)计算所有染色

的微血管数 ,取其平均值作为平均血管密度。染色

的内皮细胞或内皮细胞簇只要与附近的微血管或

其他结缔组织分开 , 就视为一个微血管 , 不考虑血

管腔的有无作为判断血管的标准。

1.5 RT- PCR

取对照组和移植组各 20 只大鼠 , 于移植后第

4 天 ,第 7 天 ,第 14 天和第 28 天分别处死 5 只 ,取

梗死周边区域组织 100 mg 作 VEGF 的 RT- PCR

半定量分析。 100 mg 心肌组织和 1 mL Trizol

(Invitrogen)充分匀浆至组织完全溶解 , 再按 Trizol

试剂盒中操作说明提取组织总 RNA, 并用分光光

度 计 测 RNA 浓 度 及 纯 度 。 提 取 的 RNA 用

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit 逆转录。

逆 转 录 后 的 cDNA, 用 Taq DNA polymerase

(Takara) 进行 PCR 扩增。VEGF 上游引物 : 5′-

TGCACCCACGACAGAAGGGGA- 3′, 下游引物 : 5′

- TCACCGCCTTGGCTTGTCACAT- 3′, 用于扩增

+dp/dtmax( 4.29±1.27) mmHg/ms vs (3.24±0.75) mmHg/ms (P< 0.05) and - dp/dtmax( 3.71±0.79) mmHg/ms vs (3.00±

0.49) mmHg/ms, (P< 0.05), and showed a significant increase of microvessles within the boundary of infarcted

myocardium (5.7±0.3)/HP vs (2.3±0.4)/HP(P< 0.01). The expression of VEGF was markedly higher from 7th days

post- transplantation and maintained for 28 days in comparison with the control group (P< 0.01). 【Conclusions】

Human umbilical cord blood mononuclear cells transplantation without immunosuppresant can improve the heart

function and promote angiogenesis in acute myocardial infarction rats.

Key words: myocardial infarction, cell transplantation; human umbilical cord blood; VEGF
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VEGF120 (360 bp)、VEGF164 (492 bp)和 VEGF188 (564

bp)。 内 参 基 因 为 β- actin, 上 游 引 物 : 5′-

GTCACCAACTGGGACGAT - 3′, 下 游 引 物 : 5′-

GAGGCATACAGGGACAACA- 3′, 用于扩增 209

bp PCR 产物。PCR 反应条件为 : 94 ℃ 4 min 预变

性 , 94 ℃ 30 min, 58 ℃ 30 min,, 72 ℃ 1 min,, 共

循环 30 次 ,以避免 PCR 平台期。PCR 产物用 20 g/

L琼脂糖凝胶电泳 , 在紫外线凝胶成像系统上摄

像 , 并进行半定量分析。VEGF 和 β- actin 的半定

量值均采用以下公式计算 : (每个条带的灰度值-

背景的灰度值 )×条带面积 , VEGF 的表达指数以

VEGF 灰度/β- actin 灰度表示。

1.6 移植细胞存活检测

为检测移植细胞的存活性 , 移植前细胞用

BrdU标记好人脐血单个核细胞 , 移植后 4 周取 2

只大鼠心脏组织切片 , 用抗 BrdU单克隆抗体行免

疫组化染色 , 方法按说明书进行 , 存活的移植细胞

会显示染色阳性。

1.7 统计学分析

测量结果用 x±s表示 , 组间比较采用 t 检验统

计分析 ,以 P< 0.05 为差异有统计学意义。统计学

处理采用 SAS软件进行。

2 结 果

2.1 移植前 CD34阳性细胞含量

脐血经 HES沉淀加 Ficoll 密度梯度离心的方

法处理后 , 成为单个核细胞 , 其中具有分化潜能的

CD34阳性细胞得到一定的富集作用 , 流式细胞分

析结果示 : CD34 阳性细胞占总单个核细胞的

1.5%, 而骨髓单个核细胞中 , CD34 阳性细胞只占

1%左右。

2.2 干细胞移植对急性心肌梗死大鼠血流动力

学的影响

与对照组相比 , 移植组 LVEDP 和心率显著下

降 ( P< 0.05) ,±dp/dtmax 则明显增快 ( P< 0.05) ,

LVSP 虽有升高 ,但差异无统计学意义(表 1)。

表 1 移植组和对照组的血流动力学

Table 1 Hemodynamic measurement of the control group and the transplantation group

Group

Control

Transplantation

t

P

LVSP(mmHg)

128.4±22.6

129.3±13.8

0.10

>0.05

LVEDP(mmHg)

30.8±9.6

21.1±8.1

2.31

<0.05

+dp /dtmax(mmHg·ms-1)

3.2±0.8

4.3±1.3

2.33

<0.05

- dp /dtmax(mmHg·ms-1)

3.0±0.5

3.7±0.8

2.40

<0.05

HR(min-1)

450±32

412±25

2.99

<0.05

2.3 RT- PCR 半定量分析结果

大鼠心肌以表达 VEGF164 和 VEGF188 为主 , 在

两组 , VEGF120 均呈微弱表达 ( 图 1)。移植组

VEGF164和 VEGF188表达于第 7 天明显增加 , 并持

续至第 28 天 , 对照组于第 4 天及第 7 天可见少量

表达 ,第 14 天和第 28 天已基本不表达(表 2)。

2.4 免疫组化染色结果

抗 vWF 免疫组化染色检测梗死周边区毛细血

管数量 , 结果示梗死周边区平均血管密度明显增

加 (图 2) , 移植组为(5.7±0.3)/高倍视野 , 对照组为

( 2.3±0.4) /高倍视野 , 两组差异有统计学意义 ( P<

0.01)。抗 BrdU染色后 , 在移植组胞核呈 BrdU染

色阳性的细胞散在分布于梗死周边区 , 呈深褐色 ,

表明移植的人脐血单个核细胞在心肌内存活。部

分 BrdU染色阳性的细胞形态呈扁平状 , 并参于到

血管壁的组成 (图 3)。对照组梗死区及其周边均

未检测到 BrdU阳性的移植细胞。

图 1 PCR 检测对照组和移植组大鼠 VEGF 的表达

Fig.1 RT- PCR analysis of VEGF in the control group

and the transplantation group

A: control group; B: transplantation group; Lane 1: the

expression of VEGF164(492 bp) and VEGF188(564 bp) in the 4th days

post- transplantation; Lane 2: the expression of VEGF in the 7th days

post- transplantation; Lane 3: the expression of VEGF in the 14th

days post- transplantation; Lane 4: the expression of VEGF in the

28th days post- transplantation

x±s(n=10, )
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3 讨 论

多个临床研究证明干细胞移植治疗急性心肌

梗死可明显改善心功能 , 但干细胞分化为可同步

收缩的心肌细胞这一观点受到越来越多的挑战。

不少实验证实 , 移植后干细胞通过促进血管再生 ,

促进梗死后心脏毛细血管增生及有效侧支循环的

建立 , 从而保护存活心肌 , 改善心肌供血 , 抑制凋

亡 ,限制重构 ,从而改善心功能[4]。

成人体内含有大量的血管内皮细胞 , 但绝大

多数都处于静止期 , 没有分化及增殖功能 , 缺血和

缺氧可诱发毛细血管再生 , 其重要机制是上调

VEGF 及其受体的表达 [5]。VEGF 可增加毛细血管

壁通透性 , 激活基质降解金属蛋白酶 , 促进内皮细

胞的增殖和迁移 , 是最重要的促血管生成因子 [6]。

VEGF 经转录水平剪切产生 5 种变异体 , 分别为

VEGF120, VEGF144, VEGF164, VEGF188 和 VEGF205, 在

心肌组织中 ,以表达 VEGF188为主( >50%)。

本研究显示 : 脐血干细胞移植至急性心肌梗

死大鼠后经 BrdU免疫组化染色证实有脐血干细

胞存活 , 毛细血管明显增多并且心功能改善变化

一致。

移植组大鼠心肌组织中 VEGF 表达第 7 天始

明显高于对照组 , 以 VEGF188 变化最明显 , VEGF188
几乎均与细胞表面或基质结合 [7], 可通过整和素

α3β1,αvβ3 和其他 αv整和素与内皮细胞发生粘附 ,

对于诱导内皮细胞的迁移和维持内皮细胞的存活

具有重要意义[8]。移植组 VEGF 持续高表达至第 28

天 , 对照组于第 14 天起已基本不表达 , 可见移植

后血管形成并不单纯是心梗后缺血或炎症反应所

致的血管生成 ( angiogenesis)作用 , 在原有血管系

统基础上 , 血管内皮细胞迁移、分化和增殖 , 形成

血管通道 ,而且血管发生( vasculogenesis)也参与其

中 [9]。“血管发生”指多能的间充质细胞首先分化

为内皮祖细胞 , 由内皮祖细胞原位分化、组装成实

心的内皮细胞索 , 进而形成血管腔的过程。再者 ,

表 2 对照组和移植组 VEGF 的 RT- PCR 半定量结果

Table 2 Semi- quantitation of VEGF in the control group and transplantation group

VEGF164

VEGF188

Control

Transplantation

t

P

Control

Transplantation

t

P

4th

0.05±0.01

0.05±0.01

0.01

>0.05

0.08±0.01

0.08±0.01

0.58

>0.05

7th

0.05±0.01

0.19±0.03

7.64

<0.01

0.08±0.005

0.54±0.13

6.92

<0.01

14th

0.00

0.18±0.04

7.47

0.00

0.00

0.53±0.14

7.47

0.00

28th

0.00

0.17±0.05

7.30

0.00

0.00

0.49±0.08

12.87

0.00

Days post transplantaion
GroupVEGF

图 3 抗 BrdU 免疫组化染色结果

Fig.3 BrdU immunostaining result of the transplantation

group composed of the BrdU positive cells

↑shows some of the BrdU positive cells form the new

capillary

图 2 急性心肌梗死 4 周后 ,心肌组织抗 vWF 免疫组化染色

Fig.2 Immunohistochemical staining for vWF in 4 weeks

post- transplantation(×200)

A: control group; B: transplantation group

A B

x±s(n=5, )
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[1]

[2]

[3]

[4]

持续高表达的 VEGF 可能与其他促血管再生因子

(如 bFGF)协同促进平滑肌细胞形成 , 参与“动脉

生成”过程 , 成为结构典型的动脉 , 功能与形态更

加稳定[10],改善心肌缺血。

与其它干细胞来源相比 , 如骨髓干细胞(造血

干细胞 , 间充质干细胞及边缘细胞) , 骨骼肌卫星

细胞及胎心细胞等 , 脐血干细胞有不少优点。首

先 , 脐血干细胞富含内皮祖细胞 , 对血管发生具有

重要作用[11]。而且 ,脐血干细胞中的有效成份不会

因年龄的增长而衰减。此外 ,脐血中 T淋巴细胞比

较原始 , 抗原表达弱而不充分 , 自然杀伤细胞活性

较弱。Pesce 等 [12]认为由于移植的细胞不成熟 , 其

抗原呈递不理想 , 不足以刺激抗异种抗体的产生。

脐血免疫系统的原始性是其用于移植的一大独特

优势。

本实验在未用免疫抑制剂下移植后脐血干细

胞仍可存活并发挥作用 , 异种移植后细胞存活并

分化还可能归因于宿主微环境的作用。ZHANG

等 [13]证实心肌梗死后早期 ( 3 d 内 ) VEGF 表达会

短暂轻度上调 , VEGF 除了对移植后干细胞有保护

作用 , 还和缺血缺氧微环境 (所谓细胞- 细胞机制

及细胞-基质机制)一起诱导干细胞向内皮祖细胞

以及血管内皮细胞分化。

因此 , 脐血是一种非常有潜力的干细胞资源 ,

随着脐血库的建立及规范化管理 , 脐血有望成为

将来干细胞移植治疗的最可靠和最稳定的细胞来

源。
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