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[摘　 要] 　 目的　 观察 Ｋｌｏｔｈｏ 基因(抗衰老基因)修饰的骨髓间充质干细胞(ＢＭＳＣ)移植对慢性心力衰竭大鼠心

肌纤维化的影响ꎮ 方法　 分离、培养、扩增大鼠骨髓间充质干细胞ꎮ 慢病毒介导 Ｋｌｏｔｈｏ 转染至 ＢＭＳＣ 中ꎬ逆转录￣聚
合酶链反应(ＲＴ￣ＰＣＲ)检测 ＢＭＳＣ 中 Ｋｌｏｔｈｏ ｍＲＮＡ 的表达ꎮ 制备大鼠慢性心力衰竭模型ꎬ随机分为正常对照组、模
型对照组、增强型绿色荧光蛋白￣ＢＭＳＣ 组(ＥＧＦＰ￣ＢＭＳＣ 组)、ＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ￣ＢＭＳＣ 组ꎮ 细胞移植 ２８ 天后多普勒超声

检测心功能ꎬ荧光显微镜观察细胞存活及分布ꎬＨＥ 染色观察心肌组织病理变化ꎮ Ｍａｓｓｏｎ 染色检测心肌胶原沉积含

量和心肌纤维化程度ꎮ 结果　 Ｋｌｏｔｈｏ 转染 ＢＭＳＣ 后ꎬＢＭＳＣ 中 Ｋｌｏｔｈｏ ｍＲＮＡ 表达明显增多(Ｐ<０.０５)ꎮ 移植 ２８ 天后

超声心动图结果显示ꎬ与 ＥＧＦＰ￣ＢＭＳＣ 组及模型对照组比较ꎬＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ￣ＢＭＳＣ 组左心室射血分数(ＬＶＥＦ)提高

(Ｐ<０.０５)ꎮ ＥＧＦＰ￣ＢＭＳＣ 组及 ＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ￣ＢＭＳＣ 组心肌纤维化程度较模型对照组减轻(Ｐ<０.０５)ꎬ ＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ￣
ＢＭＳＣ 组较 ＥＧＦＰ￣ＢＭＳＣ 组心肌纤维化改善更为明显(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 Ｋｌｏｔｈｏ 基因联合 ＢＭＳＣ 治疗可进一步抑制

心肌纤维化ꎬ减少心肌间质胶原沉积ꎬ改善心功能ꎮ
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　 　 心肌纤维化(ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ)是指心肌组织

中基质过度沉积ꎬ胶原容积分数及浓度显著增加ꎬ
各型胶原比例失调及排列紊乱[１]ꎬ是各种心血管疾

病如心律失常、充血性心力衰竭及心源性猝死的重

要诱发因素 [２￣３]ꎮ 骨髓间充质干细胞(ｂｏｎｅ ｍｅｓｅｎ￣
ｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬＢＭＳＣ)是具有多向分化及高度自

我更新的成体干细胞ꎬ在心肌微环境下能向心肌细

胞、浦肯野细胞及内皮细胞分化ꎬ并分泌各种细胞

因子及生长因子ꎬ抑制心肌细胞凋亡ꎬ减少基质胶

原沉积ꎬ改善心肌纤维化 [４￣５]ꎮ Ｋｌｏｔｈｏ 基因是 １９９７
年 Ｋｕｒｏ 等[６] 研究自发性高血压大鼠时偶然发现的

新型抗衰老基因ꎮ Ｋｌｏｔｈｏ 基因具有抗氧化应激、减
少炎症反应、抑制心肌细胞及血管内皮细胞凋亡、
改善心肌微环境、抑制心肌纤维化的作用[７￣８]ꎮ 本

研究采用分子生物学技术将重组慢病毒( ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ
ｖｅｃｔｏｒꎬＬＶ)介导的 Ｋｌｏｔｈｏ 基因转染至骨髓间充质干

细胞(ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌꎬＢＭＳＣ)ꎬ并
移植到大鼠心肌中ꎬ探讨 Ｋｌｏｔｈｏ 基因联合 ＢＭＳＣ 移

植治疗对慢性心衰大鼠心肌纤维化的作用ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物

ＳＰＦ 级健康雄性 ＳＤ 大鼠 ３０ 只ꎬ其中 ２４ 只大鼠

鼠龄约 ３ 月ꎬ体重 ３００±３０ ｇꎬ另外 ６ 只大鼠为 １ 月

龄ꎬ体重 １００±２０ ｇꎬ用于提取骨髓间充质干细胞ꎮ
所用动物由昆明医科大学动物实验中心提供[动物

许可证号 ＳＣＸＫ(滇)２０１１￣０００５]ꎮ 实验动物置动物

房适应性喂养 １ 周ꎬ自由摄食及饮水ꎬ实验前 １２ ｈ
禁食ꎮ
１.２　 主要试剂与仪器

ＤＭＥＭ￣Ｆ１２ 细胞培养基(北京 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司)ꎻ
胎牛血清(ＦＢＳꎬ美国 ＢＩ 公司)ꎻ 胰蛋白酶￣ＥＤＴＡ 消

化液ꎬ 青霉素、链霉素抗生素(北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司)ꎻ
ＳＤ 大鼠 ＢＭＳＣ 成骨、成脂诱导分化培养基(广州赛

业生物科技有限公司)ꎬ盐酸异丙肾上腺素注射液

(上海禾丰制药有限公司)ꎻ Ｍａｓｓｏｎ 染色试剂盒(武
汉谷歌生物科技有限公司)ꎻＬＶ￣增强型绿色荧光蛋

白( ｅｎｈａｎｃｅｄ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＥＧＦＰ)基因ꎬ
慢病毒载体 ＬＶ￣ＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ 基因(上海吉凯生物有

限公司)ꎮ
１.３　 ＢＭＳＣ 的分离、培养、扩增

采用颈椎脱臼法处死大鼠(６ 只)ꎬ无菌条件下

去大鼠双侧股骨及胫骨ꎬ清除骨表面筋膜及肌肉ꎬ
剪断骨骺端ꎬ暴露骨髓腔ꎬ用 １０ ｍＬ 无菌注射器吸取

无 ＦＢＳ 的 ＤＥＭＥ￣Ｆ１２ 培养基反复冲骨髓腔ꎬ将骨髓

液收集至离心管中ꎬ１２００ ｒ / ｍｉｎꎬ离心 ５ ｍｉｎꎬ反复吹

打成单细胞悬液ꎬ弃上清ꎬ用含 ＦＢＳ 的 ＤＥＭＥ￣Ｆ１２
完全培养基重悬稀释ꎬ移至 Ｔ７５ 细胞培养瓶中ꎬ置
３７℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度培养箱中培养ꎬ４８ ｈ 后首次

换液ꎬ去除未贴壁细胞ꎬ根据细胞生长速度ꎬ每 ２ ~ ３
天换液 １ 次ꎬ待细胞融合度达 ９０％时ꎬ用 ０.２５％胰蛋

白酶消化细胞ꎬ按 １ ∶ ３ 传代ꎬ继续培养ꎮ
１.４　 Ｋｌｏｔｈｏ 基因转染 ＢＭＳＣ

取第 ３ 代 ＢＭＳＣ 以 ５×１０５ 个 / 孔铺于 ４８ 孔板ꎬ
至细胞覆盖率达 ７０％时ꎬ按感染复数(ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬＭＯＩ)０、５０、１００、１５０、２００ 加入慢病毒 ＬＶ￣
ＥＧＦＰ 病毒液ꎬ每个 ＭＯＩ 值设置 ３ 个复孔ꎬ感染 ３ 天

后ꎬ荧光显微镜下观察 ＥＧＦＰ 阳性的干细胞数ꎬ当
ＭＯＩ＝ １５０ 时表达 ＥＧＦＰ 的干细胞数与 ＭＯＩ ＝ ２００ 时

无明显差异ꎮ 因此 ＭＯＩ 值为 １５０ 为最佳感染复数ꎬ
并进行慢病毒 ＬＶ￣ＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ 基因转染 ＢＭＳＣ 正

式实验ꎮ
１.５　 逆转录￣聚合酶链反应检测细胞 Ｋｌｏｔｈｏ ｍＲＮＡ
表达

病毒转染 １ 周后检测各组 ＢＭＳＣ(未转染 ＢＭＳＣ
组、ＥＧＦＰ￣ＢＭＳＣ 组、ＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ￣ＢＭＳＣ 组)中 Ｋｌｏｔｈｏ
ｍＲＮＡ 的表达ꎮ Ｔｒｉｚｏｌ 法提取 ＢＭＳＣ 总 ＲＮＡꎬ测定

ＲＮＡ 浓度ꎬ按照反转录试剂盒说明书取 １ μｇ ＲＮＡ 反

转录获得 ｃＤＮＡꎬ并以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ扩增目的片段ꎬ
ＰＣＲ 引物由上海生工生物有限公司合成ꎮ 大鼠

Ｋｌｏｔｈｏ 上游引物:５′￣ＣＡＡ ＴＧＧ ＣＴＴ ＣＣＣ ＴＣＣ ＴＴＴ
ＡＣＣ Ｔ￣３′ꎬ下游引物:５′￣ＴＴＣ ＴＣＴ ＴＣＴ ＴＧＧ ＣＴＡ ＣＡＡ
ＣＣＣ Ｃ￣３′ꎮ 大鼠内参 ＧＡＰＤＨ 上游引物:５′￣ＴＴＣ ＣＴＡ
ＣＣＣ ＣＣＡ ＡＴＧ ＴＡＴ ＣＣＧ￣３′ꎬ内参 ＧＡＰＤＨ 下游引物:
５′￣ＣＡＴ ＧＡＧ ＧＴＣ ＣＡＣ ＣＡＣ ＣＣＴ ＧＴＴ￣３′ꎮ 聚合酶链

反应(ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＰＣＲ)反应条件为预

变性 ９５℃、１０ ｍｉｎꎬ再一步变性 ９５℃、１５ ｓꎬ退火延伸

６０℃、６０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ ＰＣＲ 结束后获取 Ｃｔ 值ꎬ并
计算 ２￣△△Ｃｔꎬ分析表达差异ꎮ
１.６　 大鼠心力衰竭模型制备及分组

１８ 只大鼠腹腔给予异丙肾上腺素注射ꎬ每天

３ ｍｇ / ｋｇꎬ共 １４ 天ꎬ以建立慢性心衰大鼠模型[８]ꎬ造
模成功后依照随机数字表法将 １８ 只 ＳＤ 模型大鼠

分为 ３ 组: ＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ￣ＢＭＳＣ 组 ( 尾 静 脉 注 射

ＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ￣ＢＭＳＣꎬ５×１０９ 个 / Ｌꎬ１ ｍＬ / 只)、ＥＧＦＰ￣
ＢＭＳＣ 组 (尾静脉注射 ＥＧＦＰ￣ＢＭＳＣꎬ５ × １０９ 个 / Ｌꎬ
１ ｍＬ / 只)、模型对照组(尾静脉注射 １ ｍＬ 生理盐

水)ꎬ每组 ６ 只大鼠ꎮ 正常对照组大鼠(６ 只)腹腔注

２４５ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ６ꎬ２０１７



射等体积生理盐水ꎬ共 １４ 天ꎬ正常对照组未给予任

何干预ꎮ
１.７　 大鼠心功能及心肌组织学检测

各组大鼠在造模前后及细胞移植治疗 ４ 周后进

行超声心动图检测使用探头频率为 １２ ＭＨｚ 彩色多

普勒超声心动仪(Ｐｈｉｌｉｐ 公司ꎬ美国)检查ꎬ检测指标

为左心室射血分数( ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎꎬ
ＬＶＥＦ)ꎮ 实验结束后称取大鼠体重并处死大鼠ꎬ打
开胸腔ꎬ称取心脏湿重ꎬ计算心重 / 体重指数(ＨＷ/
ＢＷ)ꎮ 心肌组织用 ４％多聚甲醛固定ꎬ石蜡包埋后

连续切片ꎬ切片厚度为 ５ μｍꎬ进行 ＨＥ 及 Ｍａｓｓｏｎ 染

色ꎬ各组另取心肌组织标本进行 ＯＣＴ 包埋及冰冻切

片ꎬ在荧光显微镜下观察移植的 ＢＭＳＣ 存活率及分

布情况ꎮ
１.８　 统计学分析

应用 ＳＰＳＳ１８.０ 统计学软件对实验结果进行分

析ꎬ实验数据计量资料以 ｘ±ｓ 表示ꎬ心重指数应用单

因素方差分析检验ꎬ多个样本均数间的两两比较用

ＬＳＤ 检验ꎮ 两变量相关性采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析ꎬ
以相关系数评价相关性ꎮ 其显著性检验设置为

９５％可信区间ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 骨髓间充质干细胞形态观察

培养 ４８ ｈ 可见短小梭形、三角形的间充质干细

胞贴壁生长ꎬ４ 天后可见明显的集落形成ꎬ细胞体积

增大ꎬ多呈长梭形ꎮ 随着换液及培养ꎬ原代细胞 １０ 天

左右达 ９０％以上融合ꎬ细胞为均一分布漩涡状排列的

长梭形细胞群ꎮ 传代后细胞增殖时间明显缩短ꎬ细胞

形态为成纤维样ꎬ平均 ５ 天达 ８５％以上融合(图 １)ꎮ
２.２　 Ｋｌｏｔｈｏ 基因转染 ＢＭＳＣ 转染效率的观察

慢病毒介导 Ｋｌｏｔｈｏ 基因转染 ＢＭＳＣ ４８ ｈ 后荧

光显微镜下可见到携带增强型绿色荧光蛋白的干

细胞ꎮ 表达 ＥＧＦＰ 的干细胞阳性率随着 ＭＯＩ 值的

增加而增加ꎬＭＯＩ 值为 １５０ 时ꎬ荧光显微镜观察到表

达 ＥＧＦＰ 的干细胞阳性率约 ８０％(明视野贴壁细胞

数 /暗视野转染细胞数)ꎬ细胞形态及增殖速度未见

明显改变ꎮ ＭＯＩ 值为 ２００ 时表达 ＥＧＦＰ 的干细胞数

与 ＭＯＩ 值为 １５０ 时无显著差异(图 ２)ꎮ

图 １. 骨髓间充质干细胞形态观察(×１００) 　 　 Ａ 为培养 ４８ ｈ
原代ꎬＢ 为培养第 １０ 天原代ꎬＣ 为培养第 ２ 代ꎬＤ 为培养第 ３ 代ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓ￣
ｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ

图 ２. 重组慢病毒 Ｋｌｏｔｈｏ 转染大鼠骨髓间充质干细胞的荧光结果(×１００)
Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ ｃａｒｒｙｉｎｇ Ｋｌｏｔｈｏ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｒａｔ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
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２.３　 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测转染后 ＢＭＳＣ 中 Ｋｌｏｔｈｏ ｍＲＮＡ 的

表达量

与未转染 ＢＭＳＣ 组和 ＥＧＦＰ￣ＢＭＳＣ 组比较ꎬ
ＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ￣ＢＭＳＣ 组中 ＢＭＳＣ 的 Ｋｌｏｔｈｏ ｍＲＮＡ 相

对表达量明显增加(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３)ꎮ

图 ３. 各组 ＢＭＳＣ 中 Ｋｌｏｔｈｏ ｍＲＮＡ 表达的比较　 　 ａ 为 Ｐ<
０􀆰 ０５ꎬ与其他两组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｋｌｏｔｈｏ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ＢＭＳＣ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２.４　 各组大鼠心肌组织绿色荧光分布情况

Ｋｌｏｔｈｏ 基因转染 ＢＭＳＣ 治疗 ４ 周后ꎬ荧光显微镜

下仍可见到 ＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ￣ＢＭＳＣ 组和 ＥＧＦＰ￣ＢＭＳＣ 组

ＥＧＦＰ 标记的干细胞在心肌分布ꎬ并且 ＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ￣
ＢＭＳＣ 组干细胞数量明显多于 ＥＧＦＰ￣ＢＭＳＣ 组ꎬ而模型

对照组和正常对照组未可见绿色荧光表达分布(图４)ꎮ
２.５　 各组大鼠心重指数(ＨＷ/ ＢＷ)及心功能结果分析

模型 对 照 组、 ＥＧＦＰ￣ＢＭＳＣ 组、 ＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ￣
ＢＭＳＣ 组心重指数(ＨＷ / ＢＷ)明显高于正常对照组

(Ｐ<０.０１)ꎮ 但 ＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ￣ＢＭＳＣ 组、ＥＧＦＰ￣ＢＭＳＣ
组明显低于模型对照组 (Ｐ < ０. ０１)ꎬＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ￣
ＢＭＳＣ 组低于 ＥＧＦＰ￣ＢＭＳＣ 组(Ｐ<０.０１ꎻ图 ５)ꎮ

超声心动图结果显示:与正常对照组比较ꎬ模
型对照组、ＥＧＦＰ￣ＢＭＳＣ 组、ＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ￣ＢＭＳＣ 组大

鼠左室射血分数明显降低(Ｐ<０.０１)ꎮ 与模型对照

组比较ꎬＥＧＦＰ￣ＢＭＳＣ 组和 ＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ￣ＢＭＳＣ 组大

鼠左室射血分数明显升高 ( Ｐ < ０. ０１)ꎬ与 ＥＧＦＰ￣
ＢＭＳＣ 组比较ꎬＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ￣ＢＭＳＣ 组 ＬＥＶＦ 明显升

高(Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ图 ６)ꎮ
２.６　 Ｋｌｏｔｈｏ 基因转染 ＢＭＳＣ 治疗 ４ 周后 Ｍａｓｓｏｎ 染

色结果

从图 ７ 可见ꎬ正常对照组心肌组织纤维排列整

齐ꎬ仅可见少量的胶原纤维增生ꎮ 模型对照组心肌

纤维化明显ꎬ大量心肌细胞坏死被胶原纤维替代ꎬ

图 ４. ＥＧＦＰ 标记的大鼠骨髓间充质干细胞在心衰大鼠心肌

内的分布情况(×１００)
Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＥＧＦＰ￣ｌａｂｅｌｅｄ ｒａｔ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ｏｆ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ｒａｔｓ
(×１００)

图 ５. 各组大鼠心重指数(ＨＷ/ ＢＷ)的比较　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ
与正常对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与模型对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｈｅａｒｔ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎｄｅｘ (ＨＷ/ ＢＷ) ｏｆ
ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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残留的心肌细胞排列紊乱ꎮ ＥＧＦＰ￣ＢＭＳＣ 组、ＥＧＦＰ￣
Ｋｌｏｔｈｏ￣ＢＭＳＣ 组胶原纤维较正常对照组增加ꎬ但较

模型对照组有明显的改善ꎮ
与模型对照组比较ꎬ正常对照组、ＥＧＦＰ￣ＢＭＳＣ

组、ＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ￣ＢＭＳＣ 组胶原容积比(ＣＶＦ％)显著

降低(Ｐ<０.０１)ꎮ 与正常对照组比较ꎬＥＧＦＰ￣ＢＭＳＣ
组和 ＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ￣ＢＭＳＣ 组胶原容积比明显升高

(Ｐ<０. ０１)ꎮ 与 ＥＧＦＰ￣ＢＭＳＣ 组比较ꎬＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ￣
ＢＭＳＣ 组胶原容积降低更加明显(Ｐ<０.０１ꎻ图 ８)ꎮ
２.７　 Ｋｌｏｔｈｏ 基因转染 ＢＭＳＣ治疗 ４周后 ＨＥ染色结果

模型 对 照 组、 ＥＧＦＰ￣ＢＭＳＣ 组、 ＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ￣
ＢＭＳＣ 组大鼠心肌组织 ＨＥ 染色可见心肌细胞坏

死ꎬ坏死区心肌纤维化伴炎性细胞浸润ꎬ心肌细胞

间隙增大伴水肿ꎬ正常对照组大鼠心肌组织心肌纤

维排列整齐ꎬ细胞形态正常ꎬ未见上诉病理改变(图
９)ꎮ 通过比较发现ꎬＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ￣ＢＭＳＣ 组大鼠心肌

纤维化程度、重构程度以及心肌细胞坏死程度均较

模型对照组、ＥＧＦＰ￣ＢＭＳＣ 组低ꎮ

图 ６. 各组大鼠左室射血分数的比较　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常

对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＥＧＦＰ￣
ＢＭＳＣ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ

图 ７. 各组大鼠心肌组织 Ｍａｓｓｏｎ 染色(×２００)　 　 Ａ 为正常对照组ꎬＢ 为模型对照组ꎬＣ 为 ＥＧＦＰ￣ＢＭＳＣ 组ꎬＤ 为 ＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ￣ＢＭＳＣ 组ꎮ
箭头为心肌间质胶原纤维染色呈蓝色ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｒａｔｓ(×２００)

图 ８. 各组心肌组织Ｍａｓｓｏｎ 染色胶原容积比的比较　 ａ 为Ｐ<
０.０１ꎬ与模型对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<
０􀆰 ０１ꎬ与 ＥＧＦＰ￣ＢＭＳＣ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ８. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｖｏｌｕｍｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｍａｓｓｏｎ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３　 讨　 论

骨髓间充质干细胞(ＢＭＳＣ)是原始间充质干细

胞在胚胎发育过程中迁移至骨髓腔而来ꎬ其具有自

我更新及高度增殖能力ꎬ能自体移植ꎬ移植入宿主

体内无免疫排斥反应[９]ꎬ无伦理道德问题ꎬ能向多
种组织分化并且具有修复受损组织的潜能[１０￣１１]ꎮ
王永等[１２]研究发现 ＢＭＳＣ 移植能改善犬急性心肌

梗死后心肌纤维化ꎬ其心肌间质胶原含量随着时间

呈减少趋势 ꎮ 徐燕等[１３] 研究证明 ＢＭＳＣ 也能治疗

扩张型心肌病大鼠ꎬ细胞移植 ４ 周后大鼠心功能明

显改善ꎬ心肌胶原含量减少ꎬ心肌 ＭＭＰ￣２ 及 ＭＭＰ￣９
的表达降低ꎬ心肌纤维化明显改善[１３]ꎮ 本研究与上

述实验结果类似ꎬ结果显示 ＢＭＳＣ 移植治疗慢性心

力衰竭大鼠 ４ 周后ꎬ大鼠心重 /体重指数减小ꎬ心功
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图 ９. 各组大鼠心肌组织 ＨＥ 染色(×２００)　 　 Ａ 为正常对照组ꎬＢ 为模型对照组ꎬＣ 为 ＥＧＦＰ￣ＢＭＳＣ 组ꎬＤ 为 ＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ￣ＢＭＳＣ 组ꎮ 黑色

箭头为心肌局部组织坏死ꎬ炎性细胞浸润ꎻ红色箭头为细胞广泛水肿ꎻ蓝色箭头为局部可见带状纤维化ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ９. ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｒａｔｓ(×２００)

能明显改善ꎬ心肌细胞变性坏死程度及胶原纤维含

量较模型对照组明显减少ꎮ 提示骨髓间充质干细

胞移植具有抗慢性心衰大鼠心肌纤维化的作用ꎮ
然而ꎬ尽管众多试验表明 ＢＭＳＣ 在治疗心肌纤维化

及心肌重构方面具有不可超越的优势ꎬ但移植的

ＢＭＳＣ 在缺血心肌中低存活率仍是其治疗心肌纤维

化的难点[１４￣１５]ꎬ并限制了其临床应用ꎮ
Ｋｌｏｔｈｏ 基因是 １９９７ 年研究自发性高血压大鼠

时偶然发现的新型抗衰老基因ꎬ其具有抑制血管紧

张素Ⅱ诱导的活性氧族的产生、抑制细胞衰老及凋

亡、抗炎症反应、维持内皮细胞完整性、促进 ＮＯ 的

产生、改善动脉顺应性ꎬ改善心肌重构及纤维化的

作用[１６￣１８]ꎮ 本实验将 Ｋｌｏｔｈｏ 基因转染至 ＢＭＳＣꎬ并
成功移植到慢性心衰大鼠心肌中ꎬ荧光显微镜下可

见 ＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ￣ＢＭＳＣ 组较 ＥＧＦＰ￣ＢＭＳＣ 组心肌组

织中的干细胞存活率明显增加ꎬ提示转染 Ｋｌｏｔｈｏ 可

显著提高干细胞移植存活率ꎻＨＥ 染色及 Ｍａｓｓｏｎ 染

色见 ＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ￣ＢＭＳＣ 组较模型对照组及 ＥＧＦＰ￣
ＢＭＳＣ 组大鼠心肌细胞变性坏死减少ꎬ心肌间质炎

性细胞及纤维瘢痕组织减少ꎬ心肌胶原纤维沉积减

轻ꎮ ＥＧＦＰ￣Ｋｌｏｔｈｏ￣ＢＭＳＣ 组(干细胞转染 Ｋｌｏｔｈｏ 基因

组)较 ＥＧＦＰ￣ＢＭＳＣ 组(单纯的干细胞治疗组)治疗

慢性心衰大鼠ꎬ其心肌纤维化改善更明显 (Ｐ < ０.
０５)ꎮ 提示干细胞转染 Ｋｌｏｔｈｏ 基因治疗慢性心衰大

鼠可以起到进一步减轻心肌纤维化、改善显著重构

及心功能的作用ꎮ 其可能机制是:① 通过转染

Ｋｌｏｔｈｏ 基因ꎬ使 ＢＭＳＣ 中 Ｋｌｏｔｈｏ 表达增加ꎬ内在的发

挥 Ｋｌｏｔｈｏ 基因抗细胞凋亡的作用ꎬ从而提高了干细

胞的存活率、增加了 ＢＭＳＣ 在心肌内的数量、进一步

促进了干细胞的分化及旁分泌功能ꎮ ②Ｋｌｏｔｈｏ 本身

具有抗心肌纤维化的作用ꎬ与 ＢＭＳＣ 联合治疗进一

步改善心肌纤维化ꎮ
本实验首次证实了 Ｋｌｏｔｈｏ 联合 ＢＭＳＣ 能更效地

改善心肌纤维化ꎬ改善心功能ꎬ为 ＢＭＳＣ 移植有效治

疗心肌纤维化的新策略提供了理论和实验依据ꎮ
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