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心肌梗死后 Akt 介导的间质细胞源因子 1
调控循环血内皮祖细胞归巢
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨急性心肌梗死引起的缺血心肌中 Akt鄄SDF鄄1 信号分子变化情况及其与内皮祖细胞归巢之

间的关系。 方法摇 利用左前降支冠状动脉结扎术制备大鼠心肌梗死模型后,局部心肌注射 Akt 抑制剂或等体积二

甲基亚砜,分别于术后 1、7、14、28 天取材,用酶联免疫吸附测定法检测 Akt 及 SDF鄄1 表达变化情况,用流式细胞仪

(FACS)及免疫组织化学法检测循环血及局部心肌内皮祖细胞数量变化情况,免疫组织化学法计数血管数量。 结

果摇 酶联免疫吸附测定结果显示,急性缺血诱导局部心肌 Akt 和 SDF鄄1 表达水平呈进行性升高,FACS 及免疫组织

化学检测也显示循环血及心肌局部内皮祖细胞数量呈进行性增加,14 天达高峰,28 天后以上各项指标明显回落,
血管计数也显示相同的动态变化,Akt 抑制剂显著抑制上述各项指标的动态演变,使其在心肌梗死后各时间点无显

著性差异。 结论摇 心肌梗死后缺血心肌可通过 Akt鄄SDF鄄1 信号通路调控循环血内皮祖细胞归巢、梗死心脏局部干

细胞生存和血管新生。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the expressions of protein kinase B (Akt) and stromal cell鄄derived factor鄄1
(SDF鄄1) and their relations with circulating blood endothelial progenitor cell homing after myocardial infarction (MI).
Methods摇 MI was induced in the Sprague鄄Dawley (SD) rats by left anterior descending artery ligation. 摇 Akt inhibitor or
dimethyl sulfoxide (DMSO) was injected into an ischemic zone. 摇 At 1, 7, 14 and 28 days post鄄MI, the expression of Akt
and SDF鄄1 in the infarcted hearts were determined by enzyme鄄linked immunosorbent assay (ELISA). 摇 Circulating blood
endothelial progenitor cells (EPCs) or ischemic myocardial EPCs was evaluated by flow cytometry analysis (FACS) or im鄄
munohistochemistry (IH). 摇 The number of vessels was examined by IH. 摇 摇 Results摇 ELISA showed that the expression
levels of Akt and SDF鄄1 increased gradually during the early stages of acute ischemia, and reached the highest levels by 14
days post鄄MI. 摇 Similar to the response of Akt and SDF鄄1 to myocardial ischemia, FACS and IH revealed the same changes
of circulating blood EPCs or myocardial EPCs, and blood vessel counting displayed the same dynamic changes. 摇 The chan鄄
ges of these observed indices were markedly blocked by Akt inhibitor, which showed no significant difference between all
the individual time鄄points after MI. 摇 摇 Conclusion摇 Ischemic myocardiocytes post鄄MI may regulate homing of circulating
blood EPCs, survival of stem cells, and angiogenesis of the infarcted hearts by Akt鄄SDF鄄1 signal pathway.
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摇 摇 心肌梗死(myocardial infarction,MI)是严重影

响人群健康的重要疾病,尽管目前已成功应用多种

措施防止或减少心肌梗死发生,但对于坏死或无功

能心肌的功能修复却无能为力[1]。 因此,如何促进

MI 病变中缺血心肌的自身再生和血管新生可能是

改善 MI 病变患者长期预后的关键因素[2]。 有研究

发现,冠状动脉阻塞后骨髓干细胞可从骨髓中动员

释放到外周血,然后归巢到缺血心脏,分化为心肌

细胞和血管细胞[3]。 研究表明,骨髓来源的内皮祖

细胞(endothelial progenitor cells,EPCs)通过诱导生

成新生血管[4]或分泌血管源因子参与血管新生[5]。
循环血中干细胞 /祖细胞数量反映了血管内皮受损

程度,也是慢性稳定型冠心病和急性冠状动脉综合

征中心血管危险事件和预后的重要预测指标[5]。
由冠状动脉血管阻塞所致的心肌缺血、坏死或

损伤后,局部心脏干细胞归巢和增殖受多种干细胞

因子的调控。 冠状动脉阻塞后缺血心肌细胞表达

多种生长相关的基因,存在大量细胞因子和生长因

子的上调,其中间质细胞源因子 1( stromal cell鄄de鄄
rived factor鄄1,SDF鄄1)是调控干细胞的生存、迁移、归
巢、增殖和分化的主要细胞因子[6];而且核转录因

子蛋白激酶 B(protein kinase B,Akt)是参与调节干

细胞存活、归巢、增殖和分化的关键转录因子[7]。
但 Akt鄄SDF鄄1 信号通路对心肌梗死后 EPCs 归巢,以
及对缺血心脏功能修复影响如何? 目前尚不清楚,
对这些问题的阐明必将对干细胞治疗缺血性心脏

病有重大的临床意义。
为此,本研究利用结扎大鼠冠状动脉前降支制

备冠状动脉阻塞模型,运用分子生物学、细胞生物

学等多种技术手段观察 Akt 介导的 SDF鄄1 在冠状动

脉血管阻塞后不同时间点的表达变化情况;同时比

较循环血和心脏中干细胞数量变化;进一步明确

Akt 介导的 SDF鄄1 表达水平和自身干细胞动员的关

系,有助于进一步改善 MI 患者干细胞移植的效果。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 实验材料

摇 摇 雄性 SD(Sprague Dawley)大鼠购自上海市动物

中心,平均体重 250 ~ 300 g。 LY294002 试剂购自

Calbiochem 公司。 兔抗峪因子多克隆抗体购自 Ab鄄
biotec 公司。 生物素标记的抗 KDR 单克隆抗体和

异硫氰酸荧光素( fluoresceine isothiocyanate,FITC)
标记的抗 CD34 抗体均购自 Becton Dickinson 公司,
PE 标记的抗 CD133 抗体购自 Miltenyi 公司。

1郾 2摇 心肌梗死动物模型制备和分组

氯胺酮(50 mg / kg)麻醉动物后,气管插管,呼
吸机辅助通气。 左胸开口,结扎左冠状动脉前降

支,心电图、超声心动图及肉眼观察证实心肌梗死

模型制备成功。 随机将大鼠分为 2 组,注射 Akt 抑
制剂 ( MI + LY 组, 心 脏 局 部 注 射 5 滋mol / L
LY294002,100 mg / kg)和注射等体积 LY294002 溶

剂二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide,DMSO)(MI + DM鄄
SO 组),观察 1、7、14、28 天后处死动物,采集组织标

本。 去除中途死亡和模型制备不成功动物,每组每

个时间点所观察动物数均为 10 只。 另取 10 只正常

大鼠作为基础对照组(D0)。
1郾 3摇 心脏超声检查

心肌梗死模型制备成功后 30 min 内,使用 Acu鄄
son Sequoia 512 超声诊断仪进行心脏超声检查,二
维显示心底短轴近乳头肌水平,在二维超声指导下

应用 M 型超声分别测定各组动物左心室舒张末期

内径( end鄄diastolic diameter,EDD)、收缩末期内径

(end鄄systolic diameter,ESD)。 应用 Teichholtz 公式

法计算左心室短轴缩短分数( fractional shortening,
FS)、射血分数(ejection fraction,EF)。 将 EF < 70%
和 FS < 35%的动物用于上述实验。
1郾 4摇 循环血内皮祖细胞分离与流式细胞仪检测

处死大鼠前,从大鼠心脏取血 8 mL,常规密度

梯度离心法分离单个核细胞,随后用生物素标记的

抗 KDR 单克隆抗体孵育细胞,继用链霉素亲和红标

志的二抗染色。 然后,将上述细胞再用 FITC 标记的

抗 CD34 抗体和 PE 标记的抗 CD133 抗体孵育后,
4%多聚甲醛固定,应用流式细胞仪(FACS)(BD 公

司)分析细胞,每个样本取 1 伊 105 ~ 3 伊 105 个细胞。
将单个核细胞中阳性表达 CD34 / KDR / AC133 的细

胞定义为内皮祖细胞[8]。
1郾 5摇 免疫组织化学检测

于观察终点处死动物,于梗死处及邻近部位取

材分别用于组织学检测及酶联免疫吸附测定( en鄄
zyme鄄linked immunosorbent assay,ELISA)。 石腊包

埋切片后,行免疫组织化学( immunohistochemistry,
IH)检测,用免疫组织化学技术检测局部心肌组织

EPCs 数量,应用的抗体为兔抗 AC133 (Abgent 公

司)多克隆抗体,稀释度为 1 颐 100,高倍镜下计数阳

性表达 AC133 个数。 用兔抗峪因子多克隆抗体(稀
释度为 1颐 250)检测梗死区域与邻近部位血管数量。
每只动物制备 5 张切片,每张切片随机观察 3 个视

野计数取其平均值,由专科技师于高倍镜下计数细

胞数和血管密度。
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1郾 6摇 酶联免疫吸附测定

使用 New England Biolabs 公司的 Akt 双夹心

ELISA 试剂盒检测大鼠心肌细胞匀浆液中磷酸化

Akt 水平。 按操作说明书依次完成加一抗、辣根过

氧化物酶( horseradish peroxidase,HRP)连接二抗、
TMB( tetramethyl benzidine)底物、终止液等操作步

骤,最后用酶标仪以 450 nm 波长读取样品吸光值,
磷酸化 Akt 吸光值与总 Akt 吸光值比值定义为磷酸

化水平[9]。 采用 R&D 的 SDF鄄1 ELISA 检测试剂盒

检测大鼠心肌细胞中 SDF鄄1 蛋白表达水平。
1郾 7摇 统计学处理

结果以均数 依标准差(x 依 s)表示,用 SPSS 软件

进行分析,组间均数比较用方差分析,P < 0郾 05 认为

差异有显著性。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 心肌梗死大鼠心脏超声及肉眼观察

摇 摇 动物心肌梗死模型制备成功标记为:120 只大

鼠用于本研究,10 只用作基础对照组(D0)。 110 只

动物行左前降支结扎手术,心电图上出现两个或两

个以上导联 J 点抬高 > 0郾 2 mV,持续 30 min,并有

玉、域或 aVL 导联 Q 波出现,心脏超声见左心室壁

运动减弱,且 EF <70%和 FS < 35%的动物(n = 80)
用来注射 Akt 抑制剂或等体积二甲基亚砜(图 1)。

图 1. 心肌梗死大鼠心脏超声及肉眼图摇 摇 左图为典型心肌梗

死后 30 min 心脏二维超声及超声心动图,箭头所示动物前壁及心尖

部运动减弱;右图为心肌梗死后 1 天动物肉眼图,箭头所示梗死部分

呈苍白色。

Figure 1. The typical pictures of infarcted rats

2郾 2摇 心肌梗死后 Akt 表达水平变化

用 ELISA 检测心肌梗死后不同时间点各组 Akt

表达情况(图 2)。 与基础水平比较,心肌梗死后 14
天内,Akt 磷酸化水平明显升高,在第 14 天时达高

峰,Akt 抑制剂 LY294002 抑制这种变化,使 MI + LY
各组无显著性改变;术后 28 天,两组 Akt 磷酸化水

平显著下降,MI + LY 组接近基础水平。

图 2. 心肌梗死后各时间段磷酸化 Akt 水平变化情况(x 依 s,
n = 10) 摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与 D0 比较;b 为 P < 0郾 05,与相应时间点

的 MI + DMSO 组比较;c 为 P < 0郾 05,与 D1 比较;d 为 P < 0郾 05,与
D7 比较;e 为 P < 0郾 05,与 D14 比较。

Figure 2. The changes of phosphorylated Akt protein levels
at individual time point after myocardial infarction (x 依 s,n
=10)

2郾 3摇 心肌梗死后 SDF鄄1 表达变化情况

左心室心肌组织 ELISA 检测显示,心肌梗死后

14 天,SDF鄄1 表达水平随时间推移逐渐上调,于第

14 天达高峰,显著高于基础水平及其它各时间点(P
< 0郾 05),第 28 天显著下降;Akt 抑制剂 LY294002
大大降低 SDF鄄1 表达(图 3)。

图 3. 心肌梗死后各时间段 SDF鄄1 水平变化情况( x 依 s,n =
10) 摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与 D0 比较;b 为 P < 0郾 05,与相应时间点的

MI + DMSO 组比较;c 为 P < 0郾 05,与 D1 比较;d 为 P < 0郾 05,与 D7
比较;e 为 P < 0郾 05,与 D14 比较。

Figure 3. The changes of SDF鄄1 protein levels at individual
time point after myocardial infarction (x 依 s,n =10)
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2郾 4摇 心肌梗死后循环血内皮祖细胞数量变化

FACS 分析循环血单个核细胞中 EPCs(阳性表

达 CD34 / KDR / AC133 细胞)含量,结果发现,心肌

梗死后缺血心肌诱导循环血 EPCs 明显增加,第 14
天达高峰,而 LY294002 显著减少 EPCs 数量,MI +
LY 组各时间点所测 EPCs 数量无明显差别(图 4)。
2郾 5摇 心肌梗死后局部心肌内皮祖细胞归巢情况

为观察 EPCs 在局部心肌中归巢情况,我们利

用其特征性标志性蛋白 AC133 检测其在局部心肌

中阳性表达情况。 IH 显示心肌组织中阳性表达

AC133 细胞呈现与 FACS 检测中阳性表达 CD34 /
KDR / AC133 细胞相似变化,归巢到心肌组织中

AC133 + 细胞数于心肌梗死后 14 天最多,主要集中

在梗死附近血管周围(图 5)。 统计学分析显示,缺
血心肌局部 AC133 阳性细胞数量以心肌梗死后 14
天最多,28 天明显减少,注射 LY294002 后明显减少

归巢到缺血心肌中的 AC133 + 细胞数(图 6)。

图 4. 心肌梗死后各时间段循环血 EPCs 数量变化情况(x 依
s,n = 10) 摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与 D0 比较;b 为 P < 0郾 05,与相应时间

点的 MI + DMSO 组比较;c 为 P < 0郾 05,与 D1 比较;d 为 P < 0郾 05,与
D7 比较;e 为 P < 0郾 05,与 D14 比较。

Figure 4. The changes of circulating blood EPCs at individ鄄
ual time point after myocardial infarction (x 依 s,n =10)

图 5. AC133 阳性细胞在缺血心肌局部分布情况(40 伊 ) 摇 摇 免疫组织化学染色显示 AC133 阳性表达为棕色颗粒(箭头所示),主要在

梗死邻近血管周围表达。 术后 14 天 MI + DMSO 组 AC133 阳性细胞数明显多于 14 天 MI + LY 组和对照组(D0)。

Figure 5. The distribution of AC133 + cells in the ischemic myocardium (40 伊 )

图 6. 心肌梗死后缺血心肌局部 AC133 阳性细胞变化情况

(x 依 s,n = 10) 摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与 D0 比较;b 为 P < 0郾 05,与相

应时间点的 MI + DMSO 组比较;c 为 P < 0郾 05,与 D1 比较;d 为 P <
0郾 05,与 D7 比较;e 为 P < 0郾 05,与 D14 比较。

Figure 6. The changes of AC133 + cells in the ischemic myo鄄
cardium at individual time point after myocardial infarction
(x 依 s,n =10)

2郾 6摇 心肌梗死后局部心肌血管密度变化情况

为观察梗死周边心肌血管密度,我们利用免疫组

织化学的方法,用抗峪因子相关抗体进行血管计数。
心肌梗死后 1、7、14 天较基础水平分别增加 1郾 7、2郾 1、
2郾 6 倍(P <0郾 05),而注射 LY294002 后明显抑制血管生

成,使MI +LY 各组血管计数无显著性差异(表 1)。

表 1. 免疫组织化学法测定血管计数(x 依 s,n = 10; / mm2)
Table 1. The counts of blood vessels measured by immuno鄄
histochemistry (x 依 s,n =10; / mm2)

分摇 组 D0 D1 D7 D14 D28

MI + DMSO 组 18 依 2 49 依 7a 55 依 4a 65 依 5ac 37 依 4ade

MI + LY 组 31 依 2ab 28 依 4 33 依 3ab 25 依 2b

a 为 P < 0郾 05,与 D0 比较;b 为 P < 0郾 05,与相应时间点的 MI + DMSO
组比较;c 为 P < 0郾 05,与 D1 比较;d 为 P < 0郾 05,与 D7 比较;e 为 P
< 0郾 05,与 D14 比较。

3摇 讨摇 论

内皮祖细胞是一类能分化为血管内皮细胞的
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前体细胞,EPCs 在心肌梗死动物模型中直接参与血

管新生和心肌细胞再生[10]。 正常人外周血循环中

有一定数量的来源于骨髓的 EPCs,参与维持血管壁

的完整性。 急性心肌梗死后,急性缺血刺激局部心

肌通过释放一些细胞因子动员骨髓中 EPCs 归巢到

梗死心脏,在缺血心肌修复过程起着重要作用[11]。
其中 SDF鄄1 是外周循环血和骨髓之间干细胞转换的

关键因子,也是影响 CD34 阳性细胞增殖、动员和诱

导血管新生的主要细胞因子[12]。 但是,其具体作用

机制并不明了,以往研究仅限于 SDF鄄1 / CXCR4 信号

途径,而对上游途径并不明确[13]。 本研究利用大鼠

心肌梗死模型,发现缺血心肌 SDF鄄1 表达在心肌梗

死后 14 天逐渐升高,28 天后显著下降;缺血心肌

Akt 表达也呈现相同的动态变化,而且 Akt 抑制剂

LY294002 明显减弱 Akt 和 SDF鄄1 表达;与之对应,
循环血及心肌局部 EPCs 数量发生相同变化,
LY294002 也同时明显减少循环血及缺血心肌 EPCs
数量。 相似研究发现,Akt 抑制剂 LY294002 可阻断

由 SDF鄄1 / CXCR4 介导的移植骨髓间充质干细胞迁

移及归巢到梗死心脏[14]。 这表明,SDF鄄1 很可能通

过 Akt 介导的信号途径调节 EPCs 归巢至梗死心脏。
本研究还发现,急性心肌梗死后缺血心肌血管

新生呈时相性变化,且与循环血及心肌局部 EPCs
数量变化一致,而 Akt 抑制剂同样阻断这种变化,这
提示,Akt鄄SDF鄄1 信号途径通过诱导 EPCs 归巢到缺

血心脏,促进局部血管新生和缺血心肌修复[15]。 但

是这种自身修复是很有限的,本研究显示在心肌梗

死后 28 天,缺血心脏中 Akt鄄SDF鄄1 介导的 EPCs 诱

导的血管新生基本消失;而在慢性缺血的冠心病病

人的外周血 EPCs 数量减少,功能减低[16],因此,本
研究为以后如何提高冠状动脉病变患者骨髓中

EPCs 动员、归巢及其功能提供了新思路。
由于 EPCs 缺乏特有的表面标志,其分离、纯化

的方法也各种各样,目前比较一致的看法是 CD34、
KDR、AC133 细胞代表 EPCs[8],因而本研究用流式

细胞仪直接测循环血中阳性表达 CD34、KDR 和

AC133 的细胞作为循环血 EPCs,同时应用其中特征

性标记性蛋白 AC133 反映局部心肌 EPCs 数量。 这

种观察方法在明确内皮祖细胞数量及功能之间关

系可能存在一些混淆,以后的研究有待进一步明确

循环血内皮祖细胞数量及功能变化能否作为心血

管疾病的预测指标。
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