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[摘　 要] 　 目的　 探讨组织型纤溶酶原激活物( ｔ￣ＰＡ)基因修饰的脐血内皮祖细胞(ＥＰＣｓ)移植治疗对大鼠急性心

肌梗死的治疗作用ꎮ 方法　 体外扩增 ＥＰＣｓꎬ将构建的 ｔ￣ＰＡ 基因慢病毒表达载体转染脐血 ＥＰＣｓꎬ建立大鼠心肌梗

死模型ꎬ实验随机分为 ＰＢＳ 组、空载体 ＥＰＣｓ 组、单纯 ＥＰＣｓ 组和 ｔ￣ＰＡ ＥＰＣｓ 组ꎮ 大鼠急性心肌梗死术后 ３ ｈ 开始移

植治疗ꎬｔ￣ＰＡ ＥＰＣｓ 组、ＥＰＣｓ 组和空载体 ＥＰＣｓ 组静脉注射 ｔ￣ＰＡ 基因转染的 ＥＰＣｓ、单纯 ＥＰＣｓ 和空载体 ＥＰＣｓꎮ 移植

４ 周后ꎬ采用心脏超声评价心脏功能及检测血浆 Ｎ 末端 Ｂ 型脑钠钛前体(ＮＴ￣Ｐｒｏ￣ＢＮＰ)的表达水平ꎬＷｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 检

测心肌组织中血管内皮生长因子(ＶＥＧＦ)、基质金属蛋白酶 ２ / 基质金属蛋白酶 ９(ＭＭＰ￣２ / ＭＭＰ￣９)及基质金属蛋白

酶组织抑制因子(ＴＩＭＰ￣１)的表达水平ꎻ移植 ８ ｈ 后ꎬＥＬＩＳＡ 法检测血清中 ｔ￣ＰＡ、Ｄ￣二聚体、纤溶酶原激活物抑制物 １
(ＰＡＩ￣１)和纤维蛋白原(Ｆｉｂ)表达情况ꎮ 结果 　 与 ＰＢＳ 组、空载体 ＥＰＣｓ 组以及单纯 ＥＰＣｓ 组比较ꎬｔ￣ＰＡ 基因修饰

ＥＰＣｓ 可明显改善心肌梗死后大鼠的心肌组织病理改变ꎬ大鼠急性心肌梗死心功能各参数改善最为显著ꎻｔ￣ＰＡ ＥＰＣｓ
组 ＮＴ￣Ｐｒｏ￣ＢＮＰ 的表达水平显著低于其他各组ꎻｔ￣ＰＡ ＥＰＣｓ 组 ＶＥＧＦ 和 ＴＩＭＰ 的表达水平显著高于其他各组ꎻ相反ꎬ
基质金属蛋白酶(ＭＭＰ￣２ / ＭＭＰ￣９)的表达水平显著低于其他各组ꎮ ｔ￣ＰＡ ＥＰＣｓ 组 ｔ￣ＰＡ、Ｄ￣二聚体表达均显著高于其

他各组ꎬ而 ＰＡＩ￣１、Ｆｉｂ 表达均显著低于其他各组ꎮ 结论　 ｔ￣ＰＡ 基因修饰的 ＥＰＣｓ 移植能有效治疗大鼠急性心肌梗

死ꎬ其具体治疗作用与其改善心脏功能、促进血管新生、抑制心室重构、抑制血栓形成或增加溶栓作用等有关ꎮ
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　 　 心肌梗死是目前严重危害人类健康的疾病之

一ꎬ近年来心肌梗死的治疗措施已有明显进展ꎬ但
心肌梗死的患病率和死亡率仍然急剧上升ꎮ 目前

治疗心肌梗死通常有溶栓治疗、经皮冠状动脉介入

治疗、冠状动脉搭桥、激光心肌血运重建等方法ꎬ这
些治疗措施虽然能够使闭塞的血管再通ꎬ改善心肌

缺血ꎬ挽救濒临坏死的心肌ꎬ却无法逆转已经坏死

的心肌细胞ꎮ 因此ꎬ还需寻找新的策略促进心肌细

胞再生或改善心肌供血ꎮ 目前研究表明内皮祖细

胞(ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓꎬＥＰＣｓ)最主要的生物

学功能是促进血管新生、参与血管损伤后的内皮修

复、促进心肌再生[１￣３]ꎮ 目前 ＥＰＣｓ 在心血管疾病中

的应用主要是促进缺血心肌的血管新生治疗、修复

损伤血管及内皮再生物化学、种植支架预防血栓形

成及再狭窄等ꎮ 组织型纤溶酶原激活物 ( ｔｉｓｓｕｅ
ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒꎬｔ￣ＰＡ)能激活纤溶酶原为纤溶

酶ꎬ促进血栓迅速溶解ꎬ是目前防治以血栓形成为

主要病理变化疾病的最有效药物之一ꎮ 近年来干

细胞移植和基因介入治疗为缺血性心脏病的防治

带来了新的希望ꎮ 因此ꎬｔ￣ＰＡ 基因修饰的 ＥＰＣｓ 可

通过促进血管新生、增加梗死区血供、改善心功能、
抑制血栓形成或溶栓等效应发挥对急性心肌梗死

的治疗作用ꎮ
本研究拟采用 ｔ￣ＰＡ 基因转染的脐血 ＥＰＣｓ 经静

脉移植治疗大鼠急性心肌梗死ꎬ从血管新生、心室

重构、心功能、血流动力学、溶栓作用等方面综合分

析其对大鼠急性心肌梗死的治疗作用ꎮ 开展本研

究ꎬ是对急性心肌梗死治疗新方法、新措施的探索

与证实ꎬ可望为今后临床应用 ｔ￣ＰＡ 基因修饰的

ＥＰＣｓ 治疗急性心肌梗死提供实验与理论依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

ＥＰＣｓ 来源于人脐带血液ꎬ脐血均取自本院产

科ꎻ实验动物成年雄性 ＳＤ 大鼠ꎬ６~８ 周ꎬ体质量 ２００

~２２０ ｇꎬ用于建立心肌梗死模型ꎬ所有动物由中南

大学实验动物学部提供ꎻ兔抗大鼠 ＶＥＧＦ 多克隆抗

体 (美国 Ａｂｃａｍ 公司)、兔抗大鼠基质金属蛋白酶 ２
(ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ￣２ꎬＭＭＰ￣２)、ＭＭＰ￣９、基质金

属蛋白酶组织抑制因子( ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｍｅｔａｌｌｏ￣
ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅꎬＴＩＭＰ)多克隆抗体(美国 Ａｂｃａｍ 公司)、
小鼠抗大鼠 ｔ￣ＰＡ 单克隆抗体、β￣ａｃｔｉｎ 鼠单克隆抗

体、山羊抗兔二抗(美国 Ｓａｎｔａ 公司)ꎻ大鼠 Ｐｒｏ￣ＢＮＰ
试剂盒(上海恒远生物科技有限公司)ꎬｔ￣ＰＡ 活性及

ＰＡＩ￣ｌ 试剂盒(上海太阳生物技术公司)ꎻＤ￣二聚体、
纤维蛋白原(Ｆｉｂ)试剂盒(上海西唐生物科技有限

公司)ꎮ 小动物呼吸机(上海奥尔科特生物科技有

限公司)ꎻＶＥＶ０２１００ 小动物超声影像系统(加拿大

Ｖｉｓｕａｌ Ｓｏｎｉｃ、公司)ꎮ
１.２　 ｔ￣ＰＡ 基因慢病毒表达载体的构建及其转染效

率评价

对 ｐｃＤＮＡ３.１(＋) / ｔ￣ＰＡ 质粒进行酶切鉴定和测

序ꎬ使目的基因连接入载体质粒中ꎬ构建成 ｔ￣ＰＡ 基

因慢病毒载体质粒ꎬ分别采用 Ｂｒｄｕ 标记细胞 ＤＮＡ、
ＢＣＡ 蛋白定量、ＭＴＴ 分析法检测内皮祖细胞 ＤＮＡ
合成能力、总蛋白含量和细胞存活率ꎮ 具体过程详

见参考文献[４]ꎮ
１.３　 脐血内皮祖细胞的分离培养与鉴定

脐血内皮祖细胞的分离培养与鉴定过程详见

参考文献[５]ꎮ
１.４　 心肌梗死模型建立、分组和细胞移植

成年 ＳＤ 大鼠麻醉后ꎬ去除手术处毛发ꎬ心电监

测ꎬ气管置管、接小动物呼吸机辅助通气(频率 ８０
次 / ｍｉｎꎬ吸呼比 １ ∶ ２ꎬ潮气量 ５.５ ｍＬ)ꎬ消毒后开胸ꎬ
暴露左心耳ꎬ结扎左前降支动脉ꎬ观察心肌变白ꎬ心
电图 ＳＴ 段抬高即为成功急性心肌梗死模型ꎬ实验

进行随机分为 ＰＢＳ 组、空载体 ＥＰＣｓ 组、单纯 ＥＰＣｓ
组和 ｔ￣ＰＡ ＥＰＣｓ 组ꎬ每组各 １０ 只大鼠ꎮ 其中 ｔ￣ＰＡ
ＥＰＣｓ 组、单纯 ＥＰＣｓ 组和空载体 ＥＰＣｓ 在细胞移植

的当天ꎬ将收集的 ２×１０６个 / ｍＬ ＥＰＣｓ 于大鼠尾静脉

缓慢输入ꎮ 移植后逐层关胸缝合皮肤ꎬ大鼠苏醒且
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自主呼吸良好ꎬ拔除气管插管ꎮ 术后注意保暖ꎬ预
防感染ꎮ
１.５　 心肌梗死大鼠模型心脏病理形态

ＴＴＣ 染色过程:心肌梗死 ＴＴＣ 染色心脏样本采

集在取血后进行ꎬ剪破右心耳ꎬ沿取血位置灌入 ５０
ｍＬ 左右生理盐水ꎬ冲洗心脏ꎮ 取心脏包裹于锡箔

纸中ꎬ放入－８０℃冰箱速冻 ３０ ｍｉｎꎬ置于切片槽中ꎬ
将心脏切成 ２ ｍｍ 厚度的切片ꎬ放入 １％ＴＴＣ 溶液

中ꎬ将盛有 ＴＴＣ 溶液的避光容器放入 ３７℃ 水浴ꎬ５
ｍｉｎ 后取出心脏切片放入 １０％甲醛溶液中固定ꎬ２４
ｈ 后进行拍照ꎬ观察梗死范围ꎮ ＨＥ 染色过程:石蜡

切片常规脱蜡至水ꎮ ０.０１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 漂洗 １ 次ꎬ５
ｍｉｎꎻ苏木精染色 ５ ｍｉｎꎬ自来水洗 １ ｍｉｎꎻ可把细胞核

内的染色质染为蓝紫色ꎻ１％盐酸￣７０％乙醇分色 ３０
ｓꎬ自来水洗、浸泡至切片变蓝色ꎬ约 ３０ ｍｉｎꎻ１％伊红

溶液染色 １０ ｍｉｎꎬ因伊红染料为酸性ꎬ可以把细胞质

染成红色ꎮ 梯度乙醇脱水:７５％乙醇 １ ｍｉｎꎬ８５％乙

醇３ ｍｉｎꎬ９５％乙醇 ７ ｍｉｎꎬ１００％乙醇Ⅰ １０ ｍｉｎꎬ１００％
乙醇Ⅱ １０ ｍｉｎꎻ二甲苯透明:二甲苯Ⅰ ２０ ｍｉｎꎬ二甲

苯Ⅱ ２０ ｍｉｎꎻ中性树胶封片ꎬ晾干ꎬ显微镜下观察ꎮ
１.６　 超声心动图评价心功能

ＥＰＣｓ 移植 ４ 周后采用彩色多普勒超声心动图

仪评价左心室功能ꎬ取胸骨旁左心室乳头肌水平短

轴切面及左心室长轴切面行心脏超声检测ꎬ二维和

Ｍ 型超声同步测量ꎬ记录左心室舒张末期内径

( ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｄｉａｍｅｔｅｒꎬＬＶＥＤＤ)、左心

室 收 缩 末 期 内 径 ( ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ ｓｙｓｔｏｌｉｃ
ｄｉａｍｅｔｅｒꎬＬＶＥＳＤ)ꎬ计算出左心室射血分数( ｌｅｆｔ ｖｅｎ￣
ｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎꎬＬＶＥＦ)和左心室缩短分数

( ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｆｒａｃｔｉｏｎａｌ ｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇꎬＬＶＦＳ)ꎬ取 ３ 个

心动周期的均值ꎮ
１.７　 免疫印迹分析

ＥＰＣｓ 移植 ４ 周后股动脉放血处死各组大鼠ꎬ制
备心肌组织匀浆ꎬ提取组织蛋白ꎬ加入 １００ μＬ ２×
ＳＤＳ 蛋 白 裂 解 液 裂 解 细 胞ꎬ 将 裂 解 液 转 移 至

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 管ꎬ超声 １０ ~ １５ ｓꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５
ｍｉｎꎬ将上清液转移到另一干净 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 管ꎻ用

ＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎻ将 ２０ μｇ 蛋白与 ２×ＳＤＳ 加样

缓冲液混合ꎬ１００℃煮沸 ５ ｍｉｎꎻ样品经 １０％ＳＤＳ￣聚丙

烯酰胺凝胶电泳分离后ꎬ电转移法转移到硝酸纤维

素膜上ꎻ室温下封闭 ４ ｈ 后ꎬ分别加入 ＶＥＧＦ 抗体、
ＭＭＰ￣２ / ＭＭＰ￣９ 抗体、β￣ａｃｔｉｎ 抗体(１ ∶ １ ０００ 稀释)ꎬ
４℃过夜ꎻ洗去一抗后ꎬ加入辣根过氧化物酶偶联的

相应二抗ꎬ反应 ２ ｈꎬ化学发光法显色ꎬ扫描结果ꎮ
１.８　 生物化学检测

ＥＰＣｓ 移植后在相应时间点放血处死各组大鼠ꎬ
收集标本ꎬ采用双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 法测定血浆 Ｎ 末端

Ｂ 型脑钠钛前体 (Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｐｒｏ￣Ｂ￣ｔｙｐｅ ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ
ｐｅｐｔｉｄｅꎬＮＴ￣ｐｒｏＢＮＰ)浓度、ｔ￣ＰＡ 活性及组织型纤溶

酶原激活剂抑制物(ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １ꎬ
ＰＡＩ￣１)活性测定采用发色底物法ꎬＤ￣二聚体、纤维

蛋白原(Ｆｉｂ)检测采用大鼠 Ｄ￣二聚体、纤维蛋白原

ＥＬＩＳＡ 试剂盒ꎬ指标测定均按其测定试剂盒说明书

进行ꎮ
１.９　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１２.０ 统计学软件包进行数据处理分

析ꎬ数据以 ｘ± ｓ 表示ꎬ两组间比较采用两样本 ｔ 检
验ꎬ多组间采用单因素方差分析ꎬＰ<０.０５ 为差异有

统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 心肌梗死大鼠模型心肌病理形态改变情况

ＴＴＣ 试剂可以与正常心肌细胞中的脱氢酶反应

而染成红色ꎬ坏死心肌细胞由于细胞膜破裂ꎬ脱氢

酶被完全释放所以不被染色ꎮ 实验大鼠心脏经过

ＴＴＣ 染色后的红色区域代表正常心肌ꎬ而白色区域

就是心肌梗死区域ꎮ 模型大鼠左心室壁能观察到

明显的白色区域(图 １Ａ)ꎬｔ￣ＰＡ ＥＰＣｓ 组移植治疗后

梗死面积即白色区域明显小于 ＰＢＳ 组、空载体

ＥＰＣｓ 组和单纯 ＥＰＣｓ 组ꎮ ＨＥ 染色观察心肌组织梗

死情况ꎬ梗死后的心肌肌纤维排列呈现紊乱状态ꎬ
可见肌细胞坏死ꎬ可见胞质明显淡染ꎬ细胞核消失ꎬ
并可见伴有大量的炎性细胞浸润ꎬ部分可见多灶性

的纤维化ꎮ ｔ￣ＰＡ 基因修饰 ＥＰＣｓ 移植组移植治疗后

的心肌染色显示在坏死的心肌组织中存活的心肌

细胞明显增多ꎬ而胶原纤维和炎症细胞越少ꎬ心肌

梗死后心肌纤维化程度明显减轻ꎬ表明 ｔ￣ＰＡ 基因修

饰 ＥＰＣｓ 可明显改善心肌梗死后大鼠的心肌组织病

理改变(图 １Ｂ)ꎮ
２.２　 心肌梗死大鼠心脏功能的评价

ＥＰＣｓ 移植 ４ 周后ꎬ各实验组大鼠行超声心动图

及血浆 ＮＴ￣Ｐｒｏ￣ＢＮＰ 检测ꎬ结果显示ꎬ与 ＰＢＳ 组比

较ꎬ空载体 ＥＰＣｓ 组、单纯 ＥＰＣｓ 组和 ｔ￣ＰＡ ＥＰＣｓ 组

大鼠心功能各参数及 ＮＴ￣Ｐｒｏ￣ＢＮＰ 均有改善ꎬ而以 ｔ￣
ＰＡ ＥＰＣｓ 组最为显著(表 １)ꎮ

６０２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２７ꎬＮｏ ３ꎬ２０１９



图 １. 心肌梗死大鼠模型心肌组织病理形态改变情况　 　 Ａ:ＴＴＣ 染色观察心肌组织梗死情况ꎻＢ: ＨＥ 染色观察心肌组织梗死情况(２００×)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ

表 １. ＥＰＣｓ 移植 ４ 周后心肌梗死大鼠心脏功能及 ＮＴ￣Ｐｒｏ￣ＢＮＰ 的变化情况

Ｔａｂｌｅ １. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ＮＴ￣Ｐｒｏ￣ＢＮＰ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ４ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ＥＰＣｓ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａ￣
ｔｉｏｎ

分　 组 ｎ ＬＶＥＤＤ(ｍｍ) ＬＶＥＳＤ(ｍｍ) ＬＶＥＦ(％) ＬＶＦＳ(％) ＮＴ￣Ｐｒｏ￣ＢＮＰ(ｎｇ / Ｌ)

ＰＢＳ 组 １０ １０.５４±０.６５ ８.３７±０.５７ ３５.２３±３.８４ １６.７６±１.６４ ８２８.３５±６８.９４

空载体 ＥＰＣｓ 组 １０ ８.２５±０.４２ａ ６.１８±０.４４ａ ３９.２６±３.３５ａ ２０.１２±１.２３ａ ６１２.３５±８９.２１ａ

单纯 ＥＰＣｓ 组 １０ ８.３２±０.５２ａ ６.０６±０.５４ａ ３９.２３±３.７９ａ ２０.３７±１.１２ａ ６０８.４３±７４.９４ａ

ｔ￣ＰＡ ＥＰＣｓ 组 １０ ５.１３±０.５８ａｂ ４.１７±０.３４ａｂ ４５.６１±３.４８ａｂ ２５.３１±１.７２ａｂ ３３５.６７±４９.９７ａｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＰＢＳ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空载体 ＥＰＣｓ 组或单纯 ＥＰＣｓ 组比较ꎮ

２.３　 心肌组织中ＭＭＰ￣２/ ＭＭＰ￣９、ＴＩＭＰ、ＶＥＧＦ 的表达

ＥＰＣｓ 移植 ４ 周后ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 检测大鼠

心肌组织中血管内皮生长因子( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ)、ＭＭＰ￣２ / ＭＭＰ￣９ 以及 ＴＩＭＰ￣１
的表达情况ꎮ 结果显示ꎬ与 ＰＢＳ 组比较ꎬ空载体

ＥＰＣｓ 组、单纯 ＥＰＣｓ 组和 ｔ￣ＰＡ ＥＰＣｓ 组 ＶＥＧＦ 的表

达均明显升高ꎬ而以 ｔ￣ＰＡ ＥＰＣｓ 组升高最为显著(图
２、表 ２)ꎮ 同样ꎬ与 ＰＢＳ 组比较ꎬ空载体 ＥＰＣｓ 组、单
纯 ＥＰＣｓ 组和 ｔ￣ＰＡ ＥＰＣｓ 组 ＭＭＰ￣２ / ＭＭＰ￣９ 的表达

均明显下降ꎬ而 ＴＩＭＰ 表达明显升高ꎬ以 ｔ￣ＰＡ ＥＰＣｓ
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组表达差异最为显著(图 ２ꎬ表 ２)ꎮ 与此同时ꎬ采用

Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 检测大鼠心肌组织中 ｔ￣ＰＡ 和绿色荧光

蛋白( ｅｎｈａｎｃｅｄ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＥＧＦＰ)的

表达情况(ｔ￣ＰＡ 基因慢病毒表达载体和空载体中均

带有标志基因 ＥＧＦＰ)ꎮ 结果显示ꎬ与 ＰＢＳ 组、单纯

ＥＰＣｓ 组和空载体 ＥＰＣｓ 组比较ꎬｔ￣ＰＡ ＥＰＣｓ 组 ｔ￣ＰＡ
表达明显升高ꎬ而空载体 ＥＰＣｓ 组和 ｔ￣ＰＡ ＥＰＣｓ 组心

肌组织中均可检测到 ＥＧＦＰ 基因ꎬ提示基因转染有

效(图 ２)ꎮ
２.４　 血浆中纤溶指标的变化情况

ＥＰＣｓ 移植后 ８ ｈ 后ꎬ检测血清中 ｔ￣ＰＡ、Ｄ￣二聚体

(Ｄ￣Ｄｉｍｅｒ)、纤溶酶原激活物抑制物 １(ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎ
ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣１ꎬＰＡＩ￣１)、纤维蛋白原( ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎꎬ
Ｆｉｂ)等纤溶指标的变化情况ꎬ结果显示:空载体 ＥＰＣｓ
组、单纯 ＥＰＣｓ 组、ｔ￣ＰＡ ＥＰＣｓ 组 ｔ￣ＰＡ、Ｄ￣Ｄｉｍｅｒ 均明

显高于 ＰＢＳ 组ꎬ其中 ｔ￣ＰＡ ＥＰＣｓ 组高于单纯 ＥＰＣｓ
组和空载体 ＥＰＣｓ 组ꎻ空载体 ＥＰＣｓ 组、单纯 ＥＰＣｓ
组、ｔ￣ＰＡ ＥＰＣｓ 组 ＰＡＩ￣１ 活性、Ｆｉｂ 含量均明显低于

ＰＢＳ 组ꎬ其中 ｔ￣ＰＡ ＥＰＣｓ 组更低于单纯 ＥＰＣｓ 组和空

载体 ＥＰＣｓ 组(表 ３)ꎮ

图 ２. Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 检测心肌组织中 ＭＭＰ￣２/ ＭＭＰ￣９、ＴＩＭＰ、
ＶＥＧＦ 的表达情况　 　 １ 为 ＰＢＳ 组ꎻ２ 为空载体 ＥＰＣｓ 组ꎻ３ 为单

纯 ＥＰＣｓ 组ꎻ４ 为 ｔ￣ＰＡ ＥＰＣｓ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＭＭＰ￣２ / ＭＭＰ￣９ꎬ ＴＩＭＰ ａｎｄ ＶＥＧＦ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ
１￣ＰＢＳ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎻ２￣ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒＥＰＣｓ ｇｒｏｕｐꎻ３￣ｓｉｍｐｌｅ ＥＰＣｓ ｇｒｏｕｐꎻ
４￣ｔ￣ＰＡ ＥＰＣｓｇｒｏｕｐ.

表 ２. 心肌组织中 ＶＥＧＦ、ＭＭＰ￣２、ＭＭＰ￣９和 ＴＭＩＰ 蛋白的相对表达

Ｔａｂｌｅ ２. Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦꎬ ＭＭＰ ￣ ２ꎬ ＭＭＰ ￣ ９ ａｎｄ ＴＩＭＰ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ

分　 组 ｎ ＶＥＧＦ ＭＭＰ￣２ ＭＭＰ￣９ ＴＩＭＰ￣１ ｔ￣ＰＡ

ＰＢＳ 组 １０ ０.０１１±０.００８ ２.２３４±０.０２４ １.６２４±０.０１５ ０.２２１±０.０１６ ０.２２３±０.０２１

空载体 ＥＰＣｓ 组 １０ ０.０２２±０.００４ａ １.２８８±０.０２４ａ １.１２４±０.０２２ａ １.１３４±０.０１６ａ １.２３６±０.０２３ａ

单纯 ＥＰＣｓ 组 １０ ０.０２５±０.０１２ａ １.３１２±０.０２６ａ １.１１７±０.０２４ａ １.１２２±０.０２２ａ １.２２３±０.０３１ａ

ｔ￣ＰＡ ＥＰＣｓ 组 １０ １.０５２±０.０１６ａｂ ０.６８２±０.０２３ａｂ ０.３５３±０.０２６ａｂ ２.２２５±０.０２７ａｂ ２.３１５±０.０２８ａｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＰＢＳ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空载体 ＥＰＣｓ 组或单纯 ＥＰＣｓ 组比较ꎮ

表 ３. ＥＰＣｓ 移植 ８ ｈ 后大鼠血浆中 ｔ￣ＰＡ、Ｄ￣二聚体、ＰＡＩ￣１、Ｆｉｂ 变化情况

Ｔａｂｌｅ ３. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔ￣ＰＡꎬ Ｄ￣Ｄｉｍｅｒꎬ ＰＡＩ￣１ ａｎｄ Ｆｉｂ ｉｎ ｒａｔ ｐｌａｓｍａ ａｆｔｅｒ ８ ｈｏｕｒｓ ｏｆ ＥＰＣｓ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

分　 组 ｎ ｔ￣ＰＡ(ｋＩＵ / Ｌ) Ｄ￣Ｄｉｍｅｒ(μｇ / Ｌ) ＰＡＩ￣１(ｋＩＵ / Ｌ) Ｆｉｂ(ｍｇ / Ｌ)
ＰＢＳ 组 １０ ０.３７±０.１３ ０.６７±０.１２ １.４６±０.３４ ５６７±６８
空载体 ＥＰＣｓ 组 １０ ０.６５±０.１４ａ １.０８±０.１６ａ ０.８２±０.１６ａ ３６９±３８ａ

单纯 ＥＰＣｓ 组 １０ ０.６８±０.０９ａ １.０６±０.２４ａ ０.８１±０.１１ａ ３７４±３６ａ

ｔ￣ＰＡ ＥＰＣｓ 组 １０ １.０３±０.２６ａｂ ３.２７±０.５３ａｂ ０.２３±０.０８ａｂ １６３±３２ａｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＰＢＳ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空载体 ＥＰＣｓ 组或单纯 ＥＰＣｓ 组比较ꎮ

３　 讨　 论

ＥＰＣｓ 是一类能增殖并分化为血管内皮细胞ꎬ但
尚未表达成熟血管内皮细胞表型、也未形成血管的

前体细胞ꎻＥＰＣｓ 可以从骨髓、脐带血以及从成人外

周血中收集ꎮ 目前研究表明 ＥＰＣｓ 最主要的生物学

功能是促进血管新生[６] 和参与血管损伤后的内皮

修复及内膜再生物化学[７]ꎮ 另外有研究提示ꎬＥＰＣｓ

８０２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２７ꎬＮｏ ３ꎬ２０１９



除参与血管新生外ꎬ还可以转化为心肌细胞ꎬ进一

步改善梗死后的心肌再生[８￣１０]ꎮ 申请者最近研究发

现 ＥＰＣｓ 通过旁分泌降钙素基因相关肽( ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎ
ｇｅｎｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅꎬ ＣＧＲＰ ) 抑 制 Ａｎｇ Ⅱ 诱 导 的

ＶＳＭＣｓ 增殖与表型转化ꎬ其机制可能与其抑制丝裂

原活化蛋白激酶 (ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬ
ＭＡＰＫ)和核因子 κＢ(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣κＢꎬＮＦ￣κＢ)信号

通路的活化以及原癌基因 ｃ￣ｍｙｃ、ｃ￣ｆｏｓ 的表达有关ꎬ
提示 ＥＰＣｓ 还有防止动脉粥样硬化作用[５ꎬ１１]ꎮ 近年

来ꎬＥＰＣｓ 移植在高血压、冠心病等心血管疾病治疗

中越来越受到广大科研工作者的重视和应用ꎬ证实

急性心肌梗死患者行自体 ＥＰＣｓ 移植治疗是安全可

行的[１２]ꎮ 目前认为 ＥＰＣｓ 移植治疗心肌梗死等疾病

的机制可能与下述有关:①ＥＰＣｓ 直接参与血管新

生:Ａｉｃｈｅｒ 等在 ＥＰＣｓ 移植治疗缺血性疾病的动物

试验中证实新生血管中 ７％ ~ ２０％的内皮细胞是由

移植的 ＥＰＣｓ 分化而来[１３]ꎻ②移植的 ＥＰＣｓ 以旁分

泌的形式分泌促血管生成因子促进血管形成:研究

表明 ＥＰＣｓ 能分泌一些能促进血管形成生长因子、
细胞因子或外泌体(如 ＶＥＧＦ 等) [１４]ꎻ③参与血管损

伤后的内皮修复及内膜再生物化学[７]ꎻ④移植的

ＥＰＣｓ 可能分化为心肌细胞[８￣１０]ꎮ 因此ꎬＥＰＣｓ 用于

心肌梗死灶细胞移植ꎬ促进心肌细胞再生、促进血

管新生、增加梗死区血供、改善心功能、抗动脉粥样

硬化是一个十分合理的选择ꎮ
近年来基因工程及生物组织工程的迅速发展

为细胞移植的成功及移植效率的提高提供了崭新

的手段及前景ꎬ因此选用合适的靶向基因成为基因

修饰内皮祖细胞移植的关键ꎮ 组织型纤溶酶原激

活剂(ｔ￣ＰＡ)是血液系统中纤溶系统激活剂ꎬ与尿激

酶和链激酶比较ꎬｔ￣ＰＡ 与血栓基质具有更高的特异

性亲和力ꎮ ｔ￣ＰＡ 能在病变血栓局部激活纤维蛋白

原使其转化成具有生物活性的纤维蛋白酶ꎬ水解纤

维蛋白导致血栓溶解ꎬ闭塞血管再通ꎬ但不引起纤

溶系统性激活ꎬ因而大大降低了治疗过程中出血的

风险ꎬ是目前一种用于治疗急性心肌梗死等血栓性

疾病的特效药物[１５]ꎮ 研究表明如果将外源的 ｔ￣ＰＡ
基因导入细胞中ꎬ使之在机体局部持续高表达具有

生物活性的 ｔ￣ＰＡ 蛋白ꎬ对防止心肌梗死时血栓形成

和再通闭塞血管有重要意义[１６]ꎮ 在 Ｇｒｉｅｓｅ 等[１７] 研

究中ꎬ将 ｔ￣ＰＡ 基因和水蛭素(ｈｉｒｕｄｉｎ)基因转入体外

培养的 ＥＰＣｓꎬ而后移植 ＥＰＣｓ 到达鼠颈动脉损伤部

位ꎬ可测得转入基因的稳定表达ꎬ有抑制血栓形成

作用ꎮ 提示 ｔ￣ＰＡ 可以作为合适的靶向基因转染

ＥＰＣｓꎬ在急性心肌梗死时通过靶向移植发挥其抑制

血栓形成或溶栓的作用ꎮ 基于上述研究背景ꎬ本研

究提出:ｔ￣ＰＡ 基因修饰的 ＥＰＣｓ 移植是治疗急性心

肌梗死的有效措施ꎮ 前期研究笔者将已成功构建

的 ｔ￣ＰＡ 基因慢病毒表达载体转染脐血 ＥＰＣｓꎬ并已

证实构建的 ｔ￣ｐＡ 基因慢病毒表达载体用于转染内

皮祖细胞是安全可靠的[４]ꎮ 本研究采取经大鼠尾

静脉注入 ｔ￣ＰＡ 基因修饰的 ＥＰＣｓ 治疗大鼠急性心肌

梗死ꎬ进一步从血管新生、心室重构、心功能、血流

动力学、溶栓作用等方面综合分析其对大鼠急性心

肌梗死的治疗作用ꎮ
急性心肌梗死后心肌细胞坏死、凋亡、心室重

构是促使心衰发生的根本原因ꎬ实验结果显示 ｔ￣ＰＡ
基因修饰 ＥＰＣｓ 移植组均能显著改善心脏功能参数

及降低 ＮＴ￣Ｐｒｏ￣ＢＮＰꎬ提示 ｔ￣ＰＡ 基因修饰 ＥＰＣｓ 移植

可有效地提高 ＬＶＥＦꎬ阻止室腔扩张、室壁变薄ꎬ增
加心排血量ꎬ有效地降低心肌能量消耗水平ꎬ表明

其有较好的改善心肌梗死后心脏收缩舒张功能和

心肌能量消耗的作用ꎮ ＶＥＧＦ 生长因子能诱导

ＥＰＣｓ 增殖、分化、迁移和血管形成ꎬ是刺激血管内皮

细胞增殖和移行的重要因子ꎬ对血管内皮细胞的分

裂、增殖、抑制凋亡、水解基底膜、迁移和血管构建

的调控作用较强ꎬ且特异性高ꎬ在创伤修复、侧支循

环建立等病理生理过程中发挥重要作用[１８]ꎮ 本研

究结果显示空载体 ＥＰＣｓ 组、单纯 ＥＰＣｓ 组和 ｔ￣ＰＡ
ＥＰＣｓ 组 ＶＥＧＦ 的表达均明显升高ꎬ而以 ｔ￣ＰＡ ＥＰＣｓ
组升高最为显著ꎮ 提示 ｔ￣ＰＡ 基因修饰 ＥＰＣｓ 移植能

增加急性心肌梗死大鼠 ＶＥＧＦ 的表达ꎬ表达上调的

ＶＥＧＦ 可通过多种机制促进血管新生:ＶＥＧＦ 通过其

受体可通过促进内皮细胞的异常增生、迁移ꎬ使血

管通透性增强ꎬ从而在血管新生中发挥重要作

用[１９]ꎻＶＥＧＦ 可诱导骨髓源性的 ＥＰＣｓ 活化ꎬ并促进

其从骨髓中动员到外周血循环中ꎬ促进受损血管的

新生ꎬ同时移植的 ＥＰＣｓ 结合到新生血管壁上ꎬ通过

增殖分化参与血管生长[２０]ꎻＶＥＧＦ 通过自分泌和旁

分泌的形式作用于自身及其临近的成熟血管内皮

细胞ꎬ进一步增强局部的血管生长ꎮ 这样大量的新

生血管可以限制纤维瘫痕组织的继续扩大ꎬ防止或

减慢心室腔的扩大程度和速度ꎬ即防止左心室重构

的进一步发展ꎮ 心肌梗死后心肌组织中 ＭＭＰｓ 的表

达会持续增加或 ＴＩＭＰ￣１ 下降ꎬ这些变化会影响心

脏重构及心功能ꎮ 为研究 ｔ￣ＰＡ 基因修饰 ＥＰＣｓ 移植

对大鼠急性心肌梗死心室重构即 ＭＭＰ￣２、ＭＭＰ￣９ 和

ＴＩＭＰ￣１ 的影响ꎬ本研究观察了心肌梗死 ４ 周后上述

指标的变化情况ꎮ 结果表明空载体 ＥＰＣｓ 组、单纯

ＥＰＣｓ 组和 ｔ￣ＰＡ ＥＰＣｓ 组 ＭＭＰ￣２ / ＭＭＰ￣９ 的表达均
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明显降低ꎬ而 ＴＩＭＰ￣１ 的表达明显升高ꎬ以 ｔ￣ＰＡ
ＥＰＣｓ 组最为显著ꎬ提示 ｔ￣ＰＡ 基因修饰 ＥＰＣｓ 能够改

善急性心肌梗死后心室重构ꎬ从而改善局部或整体

心脏的收缩和舒张功能ꎮ 凝血与纤溶系统的动态

平衡对维持生理性纤维蛋白溶解和预防病理性血

栓形成起着重要的作用ꎬｔ￣ＰＡ 是纤溶系统主要的物

质ꎬ能使纤溶酶原转化为纤溶酶而降解纤维蛋白凝

块ꎬ使纤溶活性增加ꎮ 组织型纤溶酶原激活剂抑制

物(ＰＡＩ￣１)是 ｔ￣ＰＡ 的抑制物ꎬ能促进血栓形成ꎬ对抑

制纤溶有重要的作用ꎬＤ￣二聚体是观察纤溶效果最

有价值的指标ꎮ 本研究发现单纯 ＥＰＣｓ 移植和 ｔ￣ＰＡ
基因修饰 ＥＰＣｓ 能明显增加 ｔ￣ＰＡ、 Ｄ￣Ｄｉｍｅｒꎬ降低

ＰＡＩ￣１ 活性、Ｆｉｂ 含量ꎬ而 ｔ￣ＰＡ 基因修饰 ＥＰＣｓ 效果

最明显ꎮ 表明增加的 ｔ￣ＰＡ 能先择性地作用于与纤

维蛋白结合的纤溶酶原ꎬ使之转为纤溶酶ꎬ使血栓

溶解ꎬ而 ＰＡＩ￣１ 的下降更有利于血栓溶解ꎬ从而提高

纤溶活性和抑制血栓形成ꎮ
总之ꎬ上述结果表明 ｔ￣ＰＡ 基因修饰的 ＥＰＣｓ 移

植治疗能改善大鼠心肌梗死心脏功能ꎬ其机制与促

进血管新生、抑制心室重构、抑制血栓形成或增加

溶栓作用等有关ꎮ 这些结果为急性心肌梗死的治

疗提供了新的思路ꎬ为 ｔ￣ＰＡ 基因修饰的 ＥＰＣｓ 移植

的临床应用提供了实验基础和理论依据ꎮ
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