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骨髓间充质干细胞移植对兔颈动脉球囊损伤后再狭窄的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨兔颈动脉行球囊损伤后,骨髓间充质干细胞(BMSC)移植对损伤血管内皮修复和再狭窄的

影响。 方法摇 建立兔颈动脉粥样硬化狭窄模型 48 只,随机分成 BMSC 移植组 24 只和对照组 24 只。 体外培养 BM鄄
SC,携带增强型绿色荧光蛋白(EGFP)的腺病毒转染标记后备用。 颈总动脉球囊损伤后,以 107 个 / kg 的细胞数经

颈外动脉移植到损伤动脉局部,对照组注射等量的 PBS 液。 移植后 1 周取材行免疫组织化学检测 BMSC 归巢。 移

植后 2 周免疫组织化学染色检测血管内膜血小板鄄内皮细胞黏附分子(CD31)、琢鄄平滑肌肌动蛋白(SM 琢鄄actin)及增

殖细胞核抗原(PCNA)的表达;移植后 4 周行颈总动脉造影检测血管狭窄率, HE 染色检测损伤血管新生内膜面

积、新生内膜面积 / 中膜面积的变化。 结果摇 BMSC 移植组在术后 1 周损伤血管的内膜有表达 EGFP 的 BMSC 归

巢。 术后 2 周 BMSC 移植组血管内膜有连续性 CD31 的表达,对照组为阴性;BMSC 移植组 PCNA 的表达较对照组

明显降低(23郾 43% 依 2郾 80% 比 50郾 49% 依 3郾 60% ,P < 0郾 05),而 BMSC 移植组 SM 琢鄄actin 的表达较对照组明显增加

(0郾 437 依 0郾 049 比 0郾 197 依 0郾 032,P < 0郾 01)。 术后 4 周 HE 结果显示:BMSC 移植组血管新生内膜面积(0郾 103 依
0郾 022 比 0郾 214 依 0郾 024,P < 0郾 01)、新生内膜 / 中膜面积(0郾 771 依 0郾 096 比 1郾 646 依 0郾 223,P < 0郾 01)均较对照组减

轻;颈动脉造影结果显示:BMSC 移植组较对照组血管再狭窄率减轻(39郾 64% 依 2郾 30% 比 63郾 31% 依 2郾 82% ,P <
0郾 05)。 结论摇 移植 BMSC 可促进颈动脉球囊损伤后早期再内皮化和血管平滑肌细胞表型转化,抑制血管新生内

膜的增生,减轻了血管再狭窄。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect of bone marrow mesenchymal stem cells(BMSC)transplantation on in鄄
jured vessels endothelium repair and vascular restenosis after carotid balloon injury in rabbits. 摇 摇 Methods摇 48 rabbits of
carotid artery stenosis model were established and randomly divided into BMSC transplantation group (n = 24) and control
group (n = 24). 摇 BMSC were cultured in vitro and transfected with recombinant adenovirus鄄mediated enhanced green fluo鄄
rescent protein gene. 摇 Balloon injured carotid artery of rabbits, meanwhile, BMSC(107 / kg)were infused into rabbits in鄄
jured artery by external carotid artery in BMSC transplantation group, and the same amount of PBS solution were infused in鄄
to the control group. 摇 1 week after transplantation, BMSC homing were detected by immunohistochemical techniques. 摇 2
weeks after transplantation, the expression of platelet鄄endothelial cell adhesion molecule(CD31), 琢鄄smooth muscle actin
and proliferating cell nuclear antigen(PCNA)were detected by immunohistochemical staining. 摇 4 weeks s after transplanta鄄
tion, the incidences of the vessels stenosis were detected by carotid artery arteriography, the neointimal area and the ratio of
the intima / media area were examined by hematoxylin and eosin staining. 摇 摇 Results摇 BMSC with GFP homing were de鄄
tected in injured vessels intima at 1 week after BMSC transplantation. 摇 CD31 continues to have expression in intima of BM鄄
SC transplantation group, while the control group did not express. 摇 The expression of PCNA in BMSC transplantation gro鄄
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up were decreased significantly compared with control group(23郾 43% 依 2郾 80% vs 50郾 49% 依 3郾 60% ,P < 0郾 05). 摇 The ex鄄
pression of SM 琢鄄actin in BMSC transplantation group were elevated significantly compared with control group(0郾 437 依
0郾 049 vs 0郾 197 依 0郾 032, P < 0郾 01). 摇 The neointimal area(0郾 103 依 0郾 022 vs 0郾 214 依 0郾 024,P < 0郾 01) and the ratio of
the intima / media area(0郾 771 依 0郾 096 vs 1郾 646 依 0郾 223,P < 0郾 01) were significantly decreased in BMSC transplantation
group than control group at 4 week. 摇 The incidences of the vessels stenosis were decreased compared with control group
(39郾 64% 依 2郾 30% vs 63郾 31% 依 2郾 82% ,P < 0郾 05). 摇 摇 Conclusion摇 BMSC transplantation can promote repairing of en鄄
dothelial and phenotypic transforming of vascular smooth muscle cells after carotid balloon injury in rabbits and inhibits
neointima hyperplasia. 摇 BMSC transplantation can also reduce the restenosis of injured vessels.

摇 摇 经皮冠状动脉介入治疗(percutaneous coronary
intervention,PCI)能够有效改善冠心病患者心肌缺

血的症状,但术后再狭窄的发生严重影响了远期的

治疗效果。 目前再狭窄的机制仍未明确,但血管平

滑肌细胞的增殖、迁移及表型转化是再狭窄的重要

病理基础。 体内外研究发现骨髓间充质干细胞

(bone marrow mesenchymal stem cells,BMSC)不仅具

有向心肌细胞[1]、内皮细胞等[2鄄4] 分化的潜能,还具

有较强的旁分泌效应[5],能分泌血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor,VEGF)等多种细

胞因子,参与损伤组织的再生修复。 本研究通过对

兔颈动脉球囊损伤后移植 BMSC,探讨 BMSC 移植

后对损伤血管内皮修复和再狭窄的影响。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要试剂

摇 摇 L鄄DMEM 培养基和胎牛血清(Gibco 公司);胰
蛋白酶、二甲基亚枫(拜尔迪生物公司);Percoll 分
离液 ( Pharmacia 公司);小鼠抗兔 CD34、CD44 及

CD45 抗体(US鄄Biological 公司)。 FITC 标记的二抗

(北京中杉金桥生物技术有限公司)。 小鼠抗兔

CD31 一抗(Abcam 公司),小鼠抗兔 PCNA 一抗和

小鼠抗兔 SM 琢鄄actin 一抗(武汉博士德公司);绿色

荧光蛋白(GFP)一抗(Chemicon 公司);通用型免疫

组化二抗试剂盒(北京中杉金桥生物技术有限公

司);携带绿色荧光蛋白的腺病毒(Ad鄄GFP)包装病

毒液为 Dr郾 TuetI(USA)惠赠;碘海醇(扬子江药业

集团有限公司)
1郾 2摇 主要设备

PTCA 球囊导管(2郾 5 mm 伊 15 mm)、5F 造影导管

(Cordis 公司);倒置荧光显微镜(Nikon 公司);病理图

像分析系统(Leica Qwin Plus 公司);流式细胞仪(B鄄D
公司);DSA 数字减影血管造影机(Philips 公司)。
1郾 3摇 骨髓间充质干细胞的分离、培养及鉴定

无菌调节下抽取兔股骨新鲜骨髓液,使用 Per鄄

coll 分离液通过密度梯度离心法分离出的单个核细

胞,接种于含 15% 胎牛血清、青霉素、链霉素各 100
ku / L 的 L鄄DMEM 完全培养液中培养。 原代培养 3
天后首次换液,以后每 3 天换培养液,BMSC 增殖到

80% ~90%时传代。 取第 3 代 BMSC 先后与 CD34、
CD44、CD45 抗体及异硫氰酸荧光素 (FITC)标记的

二抗 37益孵育 30 min,然后用 1% 的多聚甲醛固定

后进行流式细胞仪检测。
1郾 4摇 携带 EGFP 的腺病毒转染标记骨髓间充质干

细胞

第 3 代的 BMSC 按最佳感染复 300 加入 Ad鄄
EGFP 病毒液(体外预实验得结果),CO2 孵箱培养

4 h,转染后 2 h 每隔 15 min 摇动培养板一次,4 h 吸

出 DMEM 液,PBS 冲洗培养瓶 2 次,加入 15 %胎牛

血清的 DMEM 继续培养,转染后 2 天消化 BMSC 细

胞(体外预实验得结果)备用。
1郾 5摇 动物与分组

新西兰健康雄性大白兔 48 只,体重 2郾 0 依0郾 5 kg。
其中 48 只按课题组已成功构建的方法和标准[6]建立

颈动脉粥样硬化狭窄模型后,随机分为 BMSC 移植组

和对照组,每组 24 只。 细胞移植前两组均接受颈动脉

球囊成形术,BMSC 移植组接受 BMSC 移植,对照组接

受等量的 PBS 液注射。 根据不同取材时间点分为三个

亚组:1 周组(n =4):MSC 归巢的检测;2 周组(n =10):
取材行免疫组织化学染色;4 周组(n =10):先行颈动脉

造影,造影后取材行 HE 染色。
1郾 6摇 颈总动脉球囊损伤模型的建立及细胞移植

3%戊巴比妥 1 mL / kg 耳源静脉麻醉,颈部皮肤

用 5%硫化钠脱毛,作颈正中切口分离右侧颈内、外
动脉和颈总动脉。 肝素 200 u / kg 抗凝,在距离颈总

动脉分叉处约 0郾 5 cm 处结扎颈外动脉,在结扎线近

心端进行穿刺,送入 2郾 5 mm 伊15郾 0 mm 球囊至颈总

动脉,6 个大气压充盈球囊后缓慢拖动,持续 1 min,
间歇 1 min 后重复,总共 3 次,使颈总动脉损伤长度

大约 3 cm,然后将已标记的 BMSC 按 107 个 / ㎏的总

量通过颈外动脉注入损伤血管局部,对照组注入同
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等体积 PBS,孵育 30 min 后恢复前向血流。 术后青

霉素 80 万 U / 天连用 3 天预防感染。
1郾 7摇 移植骨髓间充质干细胞向血管内膜归巢的

检测

术后 1 周取材血管组织,通过 4% 的多聚甲醛

固定,石蜡包埋,切片厚 5 滋m,56益烤片 2 h 后,采
用 SABC 法对 EGFP 进行免疫组化染色,血管内膜

面有阳性的 EGFP 细胞为归巢的 BMSC。
1郾 8摇 颈总动脉造影

术后 4 周分离暴露右股动脉长约 3 ~ 5 cm,置
入 5F 动脉鞘于右股动脉内,在造影导丝指引下,送
入 5F 造影导管至主动脉弓,行双侧颈动脉造影,并
采用 Philip 心血管造影机自带软件系统计算血管腔

再狭窄程度。
1郾 9摇 病理形态学检测

术后 4 周取材血管组织用 4% 的多聚甲醛固

定、石蜡包埋等处理后横断面切片 5 滋m,进行常规

HE 染色。 采集图像后通过计算机病理图像分析系

统测定新生内膜面积、新生内膜面积 / 中膜面积。
1郾 10摇 免疫组织化学检测 CD31、PCNA 及 SM 琢鄄ac鄄
tin 的表达

移植后 2 周取血管组织采用 SABC 法进行免疫

组织化学染色。 首先滴加小鼠抗兔 CD31 一抗、小
鼠抗兔 PCNA 一抗及小鼠抗兔 SM 琢鄄actin 一抗

(1颐 200 倍稀释),4益孵育过夜,再滴加生物素标记

的山羊抗小鼠二抗室温孵育 15 min,PBS 冲洗,DAB
显色,常规复染,脱水,透明中性树胶封片。 PCNA
表达通过每张切片上取 5 个高倍视野,计数新生内

膜、中膜的阳性细胞数和细胞总数,分别取其平均

数,以阳性细胞数除以细胞总数为该部位 PCNA 的

阳性率。 SM 琢鄄actin 的表达通过图像分析软件计算

平均积分光密度值来进行分析。
1郾 11摇 统计学处理

应用 SPSS 16郾 0 和 Microsoft excel 2003 统计软

件进行数据统计和图形分析。 计量数据以x 依 s 表

示,组间比较采用成组配对的 t 检验,组内比较采用

单因素方差分析,以 P < 0郾 05 为差异有统计学

意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 骨髓间充质干细胞的培养、转染及鉴定

培养的第 3 代的 BMSC 呈现网状、漩涡状、鱼群

样贴壁排列生长。 Ad鄄EGFP 病毒按最佳感染复 300
转染 BMSC,未影响细胞的生长及增殖,转染率为

75% (图 1)。 流式细胞仪检测结果:BMSC CD44 的

表达率为 96郾 96% ,CD34 和 CD45 的表达率分别为

0郾 23%和 0郾 24% 。

图 1. 骨髓间充质干细胞的培养和腺病毒转染( 伊 100) 左图

为培养第 3 代的 BMSC,右图为 Ad鄄EGFP 转染 BMSC。

Figure 1. BMSC culture and adenovirus transfection

2郾 2摇 Ad鄄EGFP鄄BMSC 向损伤血管内膜归巢

免疫组织化学结果显示在术后 1 周 BMSC 移植

组血管内膜面有 EGFP 阳性细胞分布,而在对照组

未见 EGFP 阳性细胞,说明 Ad鄄EGFP 转染的 BMSC
移植后归巢至损伤血管内膜(图 2)。

图 2. 骨髓间充质干细胞移植后 1 周血管内膜 EGFP 的表达

( 伊 100) 摇 摇 左图为对照组,右图为 BMSC 移植组。

Figure 2. The expression of EGFP in vascular intima in one
week after BMSC transplantation

2郾 3摇 颈总动脉造影分析

术后 4 周行颈总动脉血管造影结果显示: BM鄄
SC 移 植 组 血 管 狭 窄 程 度 较 对 照 组 明 显 减 轻

(39郾 64% 依 2郾 30% 比 63郾 31% 依 2郾 82% ,P < 0郾 05;
图 3)。
2郾 4摇 病理形态学分析

颈总动脉 HE 染色显示,正常血管内膜单层内

皮细胞完整,未见新生内膜。 BMSC 组和对照组可

见损伤血管内弹力膜多处断裂,均有不同程度的内

膜增生 (图 4 )。 BMSC 移植组的新生内膜面积

(0郾 103 依 0郾 022 比 0郾 214 依 0郾 024,P < 0郾 01)、内膜

与中膜面积比值均较对照组减少(0郾 771 依 0郾 096 比

1郾 646 依 0郾 223,P < 0郾 01;表 1)。
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图 3. 骨髓间充质干细胞移植后 4 周颈总动脉血管造影结果摇 摇 左图为正常颈总动脉,中图为对照组,右图为 BMSC 移植组。

Figure 3. Angiography results of the common carotid artery in four weeks after BMSC transplantation

图 4. 骨髓间充质干细胞移植后 4 周血管 HE 染色分析摇 摇 左图为正常血管,中图为对照组,右图为 BMSC 移植组。

Figure 4. HE staining of vascular in four weeks after BMSC transplantation

表 1. 骨髓间充质干细胞移植后 4 周对血管新生内膜增生的

影响(x 依 s,n = 10)
Table 1. Effects of BMSC on neointimal hyperplasia in four
weeks after BMSC transplantation(x 依 s,n =10)

分摇 组
内膜面积

(mm2)
中膜面积

(mm2)
内膜 / 中膜

对照组 0郾 214 依 0郾 024 0郾 131 依 0郾 012 1郾 646 依 0郾 223

BMSC 组 0郾 103 依 0郾 021a 0郾 133 依 0郾 013 0郾 771 依 0郾 096a

a 为 P < 0郾 05,与对照组比较。

2郾 5摇 免疫组织化学检测 CD31、PCNA 及 SM 琢鄄actin
表达

细胞移植后 2 周,BMSC 移植组血管内膜有连

续性 CD31 的表达,而对照组表达为阴性。 BMSC 移

植组新生内膜和(或)中膜 PCNA 表达较对照组减

少 (23郾 43% 依 2郾 80% 比 50郾 49% 依 3郾 60% , P <
0郾 05),而 SM 琢鄄actin 的表达较对照组明显增加

(0郾 437 依 0郾 049 比 0郾 197 依 0郾 032,P < 0郾 01;图 5)。

3摇 讨摇 论

PCI 是目前冠心病血运重建的主要手段,然而

术后支架内再狭窄的发生是影响其远期疗效的主要

图 5. BMSC 移植后 4 周免疫组织化学染色检测 CD31、PCNA
及 SM 琢鄄actin 表达

Figure 5. The expression of CD31, PCNA and SM 琢鄄actin
with immunohistochemical staining in four weeks after BM鄄
SC transplantation

的血管内皮化延迟及迟发型血栓形成严重影响患
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者的预后。 血管内皮屏障的丧失和功能障碍是 PCI
术后发生再狭窄和晚期血栓形成的关键[7]。 研究

发现血管内皮细胞的快速再生可以有效抑制内膜

平滑肌细胞增殖[8鄄9]。
来源于中胚层的 BMSC 不仅具有多向分化的潜

能,还具有低免疫原性,易于外源性基因转染和异

体间移植等优点,是目前组织工程中最常用的成体

干细胞。 体外研究发现,BMSC 在 VEGF 等生长因

子的诱导下可表达内皮细胞特异性标志物,从而向

内皮细胞分化[2,4]。 Wu 等[10] 将 BMSC 与平滑肌细

胞共培养发现,BMSC 有向内皮细胞分化的潜能,同
时还有部分抑制平滑肌细胞增殖的能力。 在心肌

梗死的研究中发现移植的 BMSC 能分化为内皮细胞

参与梗死区新生血管的形成,提高了梗死心脏射血

分数[11鄄12]。 Mirza 等[13]将 BMSC 种植在人工血管补

片上发现 BMSC 可以分化为有功能的内皮细胞,抑
制了人工血管血栓的形成。 Wu 等[14]将 BMSC 种植

在血管内的支架上促进了血管再内皮化,抑制了内

膜增生。 此外 Foteinos 等[15]在 ApoE 基因敲除的小

鼠模型中发现在形成动脉粥样硬化的区域,干细胞

移植可以逆转损害的血管内皮功能。 由此推测,在
体内移植 BMSC 对损伤的血管内皮修复和功能的恢

复有潜在的能力。 本研究在颈动脉球囊损伤后行

BMSC 移植,1 周后移植组损伤血管内膜有 EGFP 阳

性的表达,在对照组无表达,说明移植 EGFP 标记的

BMSC 能向损伤的血管内膜归巢。 细胞移植后 2 周

免疫组织化学染色显示,BMSC 移植组损伤血管内

膜面有内皮细胞的特异性表型蛋白(CD31)的连续

性表达,而对照组为阴性,说明移植的 BMSC 分化为

内皮细胞。 细胞移植后 4 周血管形态学显示 BMSC
移植组的血管狭窄率、新生内膜面积、新生内膜面

积 /中膜面积均明显小于对照组。 上述结果表明,
BMSC 移植后损伤血管的早期再内皮化可以的抑制

损伤血管内膜的增生。
研究证实血管平滑肌细胞的增殖、迁移是血管

再狭窄的发生病理基础,在血管平滑肌细胞增殖过

程中其表现由收缩型向合成型转变发挥了关键作

用[16鄄17]。 正常动脉壁平滑肌细胞为收缩表型,增殖

能力较弱。 当血管受到损伤时,平滑肌细胞由收缩

表型转换成合成表型,其增殖能力显著提高,并能

分泌细胞外基质,参与血管损伤后的修复和增

殖[18]。 由此可见,有效抑制血管平滑肌细胞由收缩

表型向合成型转化有助于抑制血管内膜增生。
Zhang 等[19]在大鼠颈动脉损伤模型上发现人参皂

甙通过对血管平滑肌细胞表型的调节,抑制了平滑

肌细胞的增殖和新生内膜增生。 在本研究中细胞

移植后 2 周免疫组织化学显示,BMSC 移植组血管

中膜和新生内膜中的 SM琢鄄actin 表达较对照组明显

增加,PCNA 表达较对照组明显减少,同时伴有 BM鄄
SC 移植组新生内膜面积和血管狭窄率降低。 在移

植组收缩型血管平滑细胞的特异性表达蛋白 SM 琢鄄
actin 的表达增加说明 BMSC 移植后由收缩型向合

成型转化的平滑肌细胞减少,更多的平滑肌细胞维

持在收缩型的状态。 另一方面反映细胞增殖活性

的 PCNA 在 BMSC 移植组的下调进一步说明平滑肌

细胞的增殖活性受到抑制,从而减轻新生内膜的增

生。 由此推测,BMSC 移植在促进损伤的血管内皮

修复的同时,还促进了血管平滑肌细胞表型的转

化,从而抑制血管平滑肌细胞的增殖,其具体的机

制还需进一步深入研究。
综上所述,本研究在兔颈动脉球囊损伤模型

上,移植 BMSC 能归巢至损伤血管内膜分化为内皮

细胞,促进损伤血管再内皮化及血管平滑肌细胞的

表型转化,抑制血管内膜平滑肌细胞增殖,减轻血

管再狭窄。
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