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巨噬细胞移植对大鼠心肌梗死后细胞外基质修复的影响
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　　［摘要］　目的　探讨移植巨噬细胞对大鼠缺血再灌注引起的心肌梗死后细胞外基质修复和心室重塑的影响。方法
　 贴壁法培养Ｗｉｓｔａｒ大鼠腹腔巨噬细胞，建立Ｗｉｓｔａｒ大鼠心肌缺血再灌注模型，随机分为对照组（ＡＭＩ组，ｎ＝２３），巨噬
细胞移植组（ＭΦ组，ｎ＝２０），假手术组（ｎ＝１２）。术后第７天和第２８天，取大鼠左室心肌组织进行组织病理学分析，分别
测定膨展指数、梗死面积、非梗死区心肌细胞横截面积（ＣＳＡ）、梗死区及非梗死区胶原容积分数（ＣＶＦ）、梗死区胶原成熟
程度。结果 　 与 ＡＭＩ组比较，ＭΦ组术后第７天膨展指数［（０．２７±０．１３）ｖｓ（０．４１±０．１９），Ｐ＜０．０５］、非梗死区 ＣＳＡ
［（３３０．６５±５７．３０）μｍ２ｖｓ（４０８．００±９９．９８）μｍ２，Ｐ＜０．０１］均显著减少，ＭΦ组术后第２８天膨展指数［（０．３０±０．１１）ｖｓ
（０４８±０．１２，Ｐ＜０．０１］、非梗死区ＣＳＡ［（３３５．８０±９２．５２）μｍ２ｖｓ（５１５．４１±９３．１３）μｍ２，Ｐ＜０．０１］也均显著减少；术后第
７天和第２８天ＭΦ组梗死区ＣＶＦ显著大于ＡＭＩ组［（５３．５１±５．８２）％ ｖｓ（４５．０５±３．６６）％，（７９．１７±５．５８）％ ｖｓ（７３．１７±
５９４）％，Ｐ＜０．０１］，非梗死区ＣＶＦ显著小于 ＡＭＩ组［（２．３７±０．６５）％ ｖｓ（４．８４±１．８１）％，（２．６４±０．６３）％ ｖｓ（６．０１±
１３４）％，Ｐ＜０．０１］，梗死区胶原成熟程度显著大于 ＡＭＩ组［（０．５６６±０．００９）ｖｓ（０．５０９±０．０１１），（２．１６２±０．０４７）ｖｓ
（１４５４±０．０２０），Ｐ＜０．０１］。结论 　 巨噬细胞心肌内移植促进梗死区胶原沉积和成熟度增加，减少梗死范围，减轻非梗
死区纤维化程度和心肌肥厚程度，从而改善心肌梗死后左室重塑。

　　［关键词］　 巨噬细胞；心肌梗死；细胞外基质修复；心室重塑
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　　心肌梗死后的祖细胞移植是近年来心血管病研究
领域的热点，许多研究表明在心肌梗死后早期局部注

射自体祖细胞可改善梗死后左室重塑及心力衰竭进

程，但移植的祖细胞是否能在梗死区分化为具有电机

械偶联特性和收缩功能的成熟心肌细胞，是争议的焦

点之一，而且对于老年、干细胞数量有限的个体来说，

这一治疗方法的有效性也值得商榷［１－２］。巨噬细胞来

源于ＣＤ４３＋骨髓祖细胞，在损伤组织的修复过程中起
重要作用［３－５］，而且在心肌梗死后心肌组织炎症、瘢痕

形成和瘢痕重塑过程中发挥重要作用［６］，它是各种细

胞因子和生长因子的重要来源［７］。研究［８］显示，去
除外周血的单核细胞后可使心肌梗死后组织修复过程

明显延迟，间接提示心肌梗死后早期，应用增加巨噬细

胞数量的治疗措施可能会促进心肌梗死后组织修复，

改善心室重塑。本研究应用同种异体大鼠腹腔巨噬细

胞在心肌梗死后早期移植于梗死心肌，并对移植巨噬

细胞在心肌梗死后细胞外基质修复及左室重塑的作用

及可能机制进行探讨。

１　材料与方法

１．１　腹腔巨噬细胞的培养、鉴定及移植前准备
　　８周龄清洁级雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠（解放军军事医学科学院实
验动物中心），体质量２００～２５０ｇ，１０ｍｌ４℃不完全ＬＧＤＭＥＭ
培养基（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）腹腔灌洗，取腹腔灌洗液离心后
弃上清，以完全培养基重悬细胞，３７℃孵育３ｈ后弃去未贴壁
的悬浮细胞，接种３ｈ内贴壁的细胞大约９９％以上是巨噬细
胞，洗涤后再以完全培养基孵育贴壁细胞２４ｈ，加入胰蛋白酶
消化液消化并终止，离心洗涤后以不完全培养基重悬细胞，调

整细胞数至１×１０６／ｍｌ，转移至１．５ｍｌ灭菌冻存管中，４℃保存
待移植用。将完全培养基重悬的部分细胞接种于含盖玻片的６
孔板中，孵育后弃去未贴壁的悬浮细胞，制作细胞爬片，加入二

脒基苯基吲哚（４’，６ａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）工作液孵
育，洗涤后在荧光显微镜下观察细胞核标记成功，之后以ＣＤ６８
小鼠单克隆抗体一抗及相应二抗孵育进行细胞免疫荧光染色。

１．２　心肌缺血再灌注模型制备
　　取雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠５５只，以戊巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）腹腔
注射麻醉，经口行气管插管，呼吸机辅助呼吸，连接心电生理记

录仪开胸后根据文献［９－１０］于肺动脉圆锥和右心耳交界处结
扎１／３～１／２层心肌，结扎后６０ｍｉｎ时剪断结扎线，根据组别给
予不同处理。假手术组仅进行开胸处理，不结扎冠状动脉。

１．３　动物分组及细胞移植
　　建模存活雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠５５只，按随机数字表法分为假
手术组（ｎ＝１２），对照（ＡＭＩ）组（ｎ＝２３），巨噬细胞（ＭΦ）组
（ｎ＝２０）。假手术组操作方法相似，但不结扎缝合线。ＡＭＩ组
在再灌注后，向左心室前壁缺血区域（可见心肌组织苍白）与正

常心肌组织交界处多点注射不完全ＤＭＥＭ培养基；ＭΦ组则多
点注射巨噬细胞悬液（１×１０５，１００μｌ）。
１．４　心肌标本留取
　　术后７、２８ｄ分别处死大鼠用于组织病理学分析。动物称
质量，开胸从主动脉根部离断取出心脏，沿冠状动脉沟分离心

房和心室，分别吸干后称质量；切除右心室心尖和心底部各约

２ｍｍ厚心肌，将剩余左心室垂直于左心室长轴横切为上下两
部分，以备常规固定。

１．５　组织病理学分析
　　心肌组织石蜡包埋，制作５μｍ切片，每个标本取１０张切
片铺于包被多聚赖氨酸载玻片上，６０℃烤片４～６ｈ。分别用于
苦味酸天狼猩红染色和麦胚凝集素（ｗｈｅａｔｇｅｒｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，
ＷＧＡ）免疫荧光染色。
１．６　心肌组织图像分析
　　将天狼猩染色标本在１０倍视野下，每只动物随机选取５～
６个完全包含梗死区游离壁自心内膜至心外膜的区域，分别计
算：左心室游离壁梗死区厚度［１１］、梗死面积［１１］、膨展指

数［１２－１４］。将ＤＡＰＩ标记的巨噬细胞 ＣＤ６８免疫荧光染色标本
在２００倍视野下，计数ＣＤ６８染色的阳性率；将荧光素标记的凝
集素染色标本在４００倍细胞外基质 ＷＧＡ染色阳性视野下，随
机选取５个细胞膜完整、细胞核位于中间的视野，分析心肌细
胞横断面积；将天狼猩红染色标本梗死区和室间隔在偏振光显

微镜２００倍视野下分别进行扫描，每个区域随机选取 ５个视
野，对图像进行 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ分析得出胶原容积分数（ｃｏｌｌａｇｅｎ
ｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎ，ＣＶＦ）［１１，１４］、胶原成熟程度［１４－１５］，并应用 Ｉｍａｇｅ
ＰｒｏＰｌｕｓ４．５图像分析软件分析。
１．７　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，多组间均数比较采用单因素方差分析，
组间两两比较方差齐时用ＬＳＤ法，方差不齐时，则用Ｔａｍｈａｎｅ’ｓ
Ｔ２法。

２　结果

２．１　腹腔巨噬细胞的鉴定
　　ＣＤ６８是一种在人类、大鼠、猴子等生物的单核／巨噬细胞
细胞质内表达的特异性抗原，结合 ＣＤ６８染色阳性和细胞培养
３ｈ内贴壁的性质，可判断培养的细胞为巨噬细胞，ＤＡＰＩ标记
的巨噬细胞ＣＤ６８免疫荧光染色阳性率为９９．７％（图１）。
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Ａ：ＤＡＰＩ染色阳性部分呈蓝色荧光；Ｂ：ＣＤ６８染色阳性部分呈绿色荧光；Ｃ：ＤＡＰＩ和ＣＤ６８染色阳性部分荧光重叠
图１　ＤＡＰＩ标记的巨噬细胞ＣＤ６８免疫荧光染色观察　（荧光显微镜 ×１００）

２．２　各组间心脏质量指标比较
　　术后 ７、２８ｄ各组左室体质量比较比无显著差异（Ｐ＞
００５，表１）。

表１　术后７、２８ｄ３组大鼠心脏质量指标比较（ｇ／ｋｇ，珋ｘ±ｓ）

术后７ｄ 术后２８ｄ
组别

ｎ 左心室质量／体质量 ｎ 左心室质量／体质量

假手术组 ６ ２．６８±０．３５ ６ ２．６８±０．４２

ＡＭＩ组 ６ ３．２４±０．５１ ８ ３．１７±０．２９

ＭΦ组 ６ ２．９７±０．７７ ９ ３．０３±０．３６

２．３　左心室横截面梗死范围和心室重塑指标的变化
　　术后７、２８ｄＭΦ组膨展指数、非梗死区心肌细胞横截面积
均较ＡＭＩ组减小（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；术后７、２８ｄＡＭＩ组梗死
区厚度小于假手术组左室游离壁厚度（Ｐ＜０．０１），非梗死区心
肌细胞横截面积均大于假手术组（Ｐ＜０．０１，表２，图２、３）。
２．４　胶原容积分数和胶原成熟程度比较
　　术后７、２８ｄＭΦ组梗死区胶原成熟程度显著大于 ＡＭＩ组
［（０．５６６±０．００９）ｖｓ（０．５０９±０．０１１），（２．１６２±０．０４７）ｖｓ（１．４５４±００２０），
Ｐ＜０．０１，图４］，梗死区胶原容积分数显著大于ＡＭＩ组（Ｐ＜００１），
非梗死区胶原容积分数显著小于ＡＭＩ组（Ｐ＜０．０１，表３）。

表２　３组大鼠左室重塑指标比较（珋ｘ±ｓ）

术后７ｄ 术后２８ｄ
指标　　　　

假手术组（ｎ＝６） ＡＭＩ组（ｎ＝６） ＭΦ组（ｎ＝６） 假手术组（ｎ＝６） ＡＭＩ组（ｎ＝８） ＭΦ组（ｎ＝９）
膨展指数 － ０．４１±０．１９ ０．２７±０．１３ｂ － ０．４８±０．１２ ０．３０±０．１１ｃ

梗死区厚度（ｍｍ） ２．４１±０．２８ １．５１±０．４７ａ ２．１１±０．７４ ２．４９±０．１９ １．５０±０．４０ａ １．７３±０．３６ａ

梗死面积（％） － ３２．２３±７．５４ ２８．３６±８．２０ － ３７．８０±１２．１０ ２７．６９±９．２６

心肌细胞横截面积（非梗死区，μｍ２） ３１９．５４±９６．７１ ４０８．００±９９．９８ａ ３３０．６５±５７．３０ｃ ３２７．５５±９１．８０ ５１５．４１±９３．１３ａ ３３５．８０±９２．５２ｃ

ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＡＭＩ组比较
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ＤＡＰＩ染色阳性部分呈蓝色荧光为细胞核，ＷＧＡ凝集素染色阳性部分呈绿色荧光为细胞外基质
图２　术后７ｄ和２８ｄ３组大鼠心肌组织非梗死区ＷＧＡ和ＤＡＰＩ染色观察　（偏振光显微镜 ×２００）
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Ａ、Ｂ：ＡＭＩ组术后７、２８ｄ；Ｃ、Ｄ：ＭΦ组术后７、２８ｄ
图３　术后７ｄ和２８ｄＡＭＩ组和ＭΦ组大鼠左室横截面大体观　（天狼猩红染色 ×１０）
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术后７、２８ｄＡＭＩ组胶原以绿色和黄色为主，术后２８ｄＭΦ组胶原以红色和橙色为主，且胶原纤维紧密交织
图４　术后７ｄ和２８ｄ３组大鼠梗死区天狼猩红染色观察　（偏振光显微镜 ×２００）

表３　术后７、２８ｄ３组大鼠左室梗死区和非梗死区胶原容积
分数比较（％，珋ｘ±ｓ）

术后７ｄ 术后２８ｄ
组别

ｎ 梗死区 非梗死区 ｎ 梗死区 非梗死区

假手术组 ６ ２．１６±０．４２ １．８９±０．４４ ６ ３．０７±０．３３ ２．０１±０．２６

ＡＭＩ组 ６ ４５．０５±３．６６ａ ４．８４±１．８１ａ ８ ７３．１７±５．９４ａ ６．０１±１．３４ａ

ＭΦ组 ６ ５３．５１±５．８２ａｂ ２．３７±０．６５ｂ ９ ７９．１７±５．５８ａｂ ２．６４±０．６３ｂ

ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＡＭＩ组比较

３　讨论

　　心肌梗死后早期再灌注治疗可以开通闭塞的冠状
动脉，挽救濒临坏死的心肌，缩小梗死面积，从而改善

心肌梗死患者的预后。但大量劫后余生的患者却因

ＭＩ后心室重塑的发生，逐步进展到心力衰竭的终末阶
段［１６］。因此本研究建立大鼠心肌缺血再灌注模型，旨

在寻求针对心肌缺血再灌注后心室重塑的发病机制、

病理变化和治疗学的突破。巨噬细胞来源于单核吞
噬细胞系统，在心肌梗死后心肌组织炎症、瘢痕形成和

瘢痕重塑过程中发挥重要作用［６］。Ｌｅｏｒ等［１］收集人

外周血巨噬细胞在梗死后早期移植大鼠心肌组织，可

促进组织修复、血管化，改善心室重塑和心脏功能。祖

细胞移植主要存在３种途径：心肌内注射、冠脉内注
射、静脉内注射，前者可直视下确定心梗部位，且较后

二者局部获得较高的细胞浓度［１７］，故本实验建立

Ｗｉｓｔａｒ大鼠心肌急性缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，
Ｉ／Ｒ）模型，评价同种异体巨噬细胞心肌内移植对 ＭＩ
后细胞外基质修复和心室重塑的作用，结果显示：巨噬

细胞心肌内移植促进梗死区胶原沉积和成熟度增加，

减少梗死范围，减轻非梗死区纤维化程度和心肌肥厚

程度，从而改善左室重塑。

　　心肌内细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）主
要包括［１８］：胶原、弹力蛋白、纤维连接蛋白及层粘连蛋

白等，其中胶原纤维的主要成分是Ⅰ、Ⅲ型胶原，占
８５％，由成纤维细胞合成，Ⅰ型胶原为粗纤维具有抗牵
拉性，Ⅲ型胶原为细纤维具有弹性。经天狼猩红染色
后，在偏振光显微镜下，胶原纤维分别呈现绿、黄、橙、

红色，这也反映了胶原纤维由合成初始的细纤维到发

育成熟的粗纤维的变化过程［１９］。新合成的胶原不成
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熟，大多数是较细的Ⅲ型胶原，易受牵拉［２０］。以后随

着分子间交联程度增加和脱水脱基质的变化，胶原逐

渐成熟，则Ⅰ型胶原占主导，使胶原Ⅰ／Ⅲ及抗膨展性
增加［２１］。研究表明，心肌梗死后胶原沉积和巨噬细胞

的数量呈正相关［２２］，从本组心肌梗死后７ｄ和２８ｄ，
ＭΦ组与ＡＭＩ组梗死区和非梗死区胶原容积分数、胶
原成熟度比较来看，巨噬细胞心肌内移植促进心肌梗

死后梗死区胶原沉积且促进胶原的成熟度增加，但并

不因增加胶原沉积而促进非梗死区的纤维化，相反，

ＭΦ组非梗死区胶原容积分数显著低于 ＡＭＩ组，这反
映移植的巨噬细胞促进胶原沉积具有靶向性，不仅通

过促进梗死区胶原沉积，增加梗死区厚度，而且减轻非

梗死区的纤维化程度。

　　急性心肌梗死心室重塑主要表现为梗死区室壁局
限性变薄、扩张和膨出，梗死区膨展是梗死心肌修复过

程中，薄弱的心室壁在左室腔压力升高的作用下形成，

与ＡＭＩ早期严重并发症有关，包括心脏破裂、室壁瘤
等［２３－２４］。从ＭΦ组和ＡＭＩ组有关左室重塑指标的比
较得出巨噬细胞可增加梗死区厚度，减少梗死区面积，

减轻梗死后左室腔扩张、左室膨展及非梗死区心肌肥

厚的程度。

　　在心肌梗死后募集浸润至梗死区的巨噬细胞在组
织炎症、瘢痕形成和瘢痕重塑过程中发挥重要作

用［６］。它不仅参与吞噬及蛋白水解过程，还是各种细

胞因子和生长因子的重要来源［７］，胶原合成中的每一

步反应都可能成为潜在的调节位点。其中转化生长因

子β可促进成纤维细胞激活，并在胶原表达的转录和
转录后水平刺激其合成［２５］。基质金属蛋白酶、组织型

基质金属蛋白酶抑制剂可调节细胞外基质代谢［２６－２７］。

激活状态的巨噬细胞存在２种表型［６］：Ｍ１、Ｍ２。其中
Ｍ１发挥促进炎症和破坏细胞外基质的作用；Ｍ２发挥
促进细胞外基质、细胞增殖和血管形成的作用。２种
类型同时存在，可以相互转化且转化是可逆的，不同的

刺激因素诱导不同表型的激活。２种表型的动态变化
决定了心室重塑的发生。研究表明，最初 Ｍ１被激活，
然后转化为Ｍ２［２８］。然而二者的相互关系及各自激活
的确切标志物尚未阐述。这决定了巨噬细胞在梗死组

织修复中的作用是复杂的。巨噬细胞在梗死后修复早

期的作用有益，但在瘢痕形成和左室重塑的晚期，其介

导的炎症反应是有害的［１］。因此通过调节反馈控制

巨噬细胞的活性对于有效的组织修复和避免过度纤维

化都是十分必要的。目前 Ｌｅｏｒ等［１］研究证明梗死区

早期移植的巨噬细胞存活期为４～７ｄ，可以有效地改
善心脏修复，该结论是对以往“炎症细胞对缺血坏死

心肌具有炎症损伤作用”观点的一大挑战。另外，不

同种系间的巨噬细胞移植，用组织学、ＰＣＲ和 ＭＲＩ的
方法对移植细胞进行示踪发现，移植的巨噬细胞在局

部心肌内可以存在４～７ｄ［１］，可见不存在严重的免疫
排斥，且本研究选取同种异体巨噬细胞移植更减轻了

免疫反应。

　　因此，我们分析在梗死后心肌组织修复中，早期移
植的巨噬细胞可能通过介导旁分泌机制，促进成纤维

细胞激活并转化为心肌成纤维细胞参与胶原纤维的合

成；分泌基质蛋白酶及其抑制物，并调节合成比例，促

进心肌组织修复。但巨噬细胞在心肌梗死后组织修复

作用的确切机制，如对心肌细胞凋亡等诸多方面的问

题并未完全阐明，需进行更深入地探讨。
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１　临床资料

　　孕３９周妇女，系第１胎第１产，于２０１１年５月５日在外院
剖宫产娩出一体双头女活婴，４．０５ｋｇ，遂于５月９日入住我院
儿科，置于保温箱中，持续头罩吸氧下双头反应可，哭声较弱。

刺激左侧肢体触觉、痛觉反应正常，左侧头颅面部表情改变；刺

激右侧肢体触觉、痛觉反应正常（较左侧反应迟钝），右侧头颅

面部表情改变。吸吮反射左头较右头好，觅食反射可正常引

出，持握、拥抱反射未引出。ＣＴ三维成像见２头，２套脊柱，１
对半肋骨，１对半锁骨，胸骨、肩胛骨、骨盆及四肢均１套。全脑
（２个）实质密度减低，脑沟变浅，脑室显示不清，中线结构因体
位受限有所偏移，颅骨缝未闭。临床诊断：双头单体女婴、复杂

性先天性心脏病、两肺发育不全伴肺不张、新生儿缺血缺氧性

脑病、病理性黄胆。

　　为了解患儿脑功能发育情况及与肢体的关系，我中心于其
３个月时进行了脑电图（ｅｌｅｃｔｒｏｅｎｃｅｐｈａｌｏｇｒａｍ，ＥＥＧ）监测。使用
美国Ｂｉｏｌｏｇ动态脑电图监测系统，用１个动态盒子同时记录２
个头颅，每头记录８导，共１６导。记录电极均为 ＦＰ１、Ｃ３、Ｏ１、
Ｔ３，ＦＰ２、Ｃ４、Ｏ２、Ｔ４，参考电极为 ＲＥＦ。采样参数分别为高频
７０Ｈｚ、低频０．５Ｈｚ、灵敏度为１０μＶ／ｍｍ，至少记录２４ｈ，在患

儿熟睡期采用棉签分别刺激双侧肢体，观察脑电活动的变化。

结果：同正常３个月大婴儿比较，此婴儿双侧头脑电不一致，左
头基本正常，右头懒波表现（弥漫性 δ活动改变，波幅低平，
图１）。在熟睡期刺激左侧肢体时，左头面部痛苦表情，左头脑电
活动由睡眠期纺锤节律转为清醒期波形，右头无变化。待再次

入睡刺激右侧肢体，右头动，右头电活动变化，少量的睡眠生理

波消失转为清醒期低平活动，右头无变化。

两头颅同步记录横线以上（前１～８导）左头波形及波幅正常，横线
以下（后９～１６导）右头波形为低平懒波

图１　双头连体婴儿脑电图表现
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