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骨髓间充质干细胞移植对低龄扩张型心肌病模型鼠心功能及心室肌钠通道的影响
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　　［摘要］　目的　观察阿霉素诱导的低龄扩张型心肌病（ｄｉｌａｔｅｄｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ，ＤＣＭ）模型鼠心功能
和心室肌细胞钠通道的情况，以及骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＭＳＣｓ）移
植后低龄ＤＣＭ鼠心功能和钠通道的改变，探讨ＢＭＭＳＣｓ移植后钠通道对心功能改善的作用。方法　７５只
１４ｄ龄的雌性ＳＤ鼠分为５组：正常组、正常 ＋ＢＭＭＳＣｓ移植组（正常鼠左室前壁注射 ＢＭＭＳＣｓ）、ＤＣＭ
组、ＤＣＭ＋ＰＢＳ移植组（ＤＣＭ鼠左室前壁注射 ＰＢＳ）、ＤＣＭ＋ＢＭＭＳＣｓ移植组（ＤＣＭ鼠左室前壁注射
ＢＭＭＳＣｓ），以腹腔注射阿霉素来诱导低龄ＤＣＭ模型鼠；移植后４周以荧光显微镜观察心肌组织冰冻切
片评价ＢＭＭＳＣｓ植入情况，通过超声心动图和全细胞膜片钳技术对各组大鼠心功能和钠通道功能的变
化情况进行检测。结果　荧光干细胞示踪检查显示植入的 ＢＭＭＳＣｓ在注射点附近呈团分布或沿进针
路径分布，生长良好；超声心动图检查显示ＤＣＭ组心功能较正常组及正常＋ＢＭＭＳＣｓ移植组降低（Ｐ＜
０．０５），ＤＣＭ＋ＢＭＭＳＣｓ移植组心功能较ＤＣＭ组及ＤＣＭ＋ＰＢＳ移植组提高（Ｐ＜０．０５），ＤＣＭ＋ＢＭＭＳＣｓ
移植组移植４周后心功能较移植前提高（Ｐ＜０．０５）；膜片钳检查显示 ＤＣＭ组钠电流（ｓｏｄｉｕｍｃｈａｎｎｅｌ
ｃｕｒｒｅｎｔ，ＩＮａ）的电流密度峰值较正常组及正常＋ＢＭＭＳＣｓ移植组降低，电流电压（ⅠⅤ）曲线上移，激活
减慢，激活曲线右移，失活加快，失活曲线左移，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；而 ＤＣＭ＋ＢＭＭＳＣｓ移
植组的ＩＮａ电流密度峰值较 ＤＣＭ组及 ＤＣＭ＋ＰＢＳ移植组提高，ⅠⅤ曲线下移，激活加快，激活曲线左
移，失活减慢，失活曲线右移，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＢＭＭＳＣｓ移植能改善低龄 ＤＣＭ
鼠的心功能，其机制可能与ＢＭＭＳＣｓ移植后钠通道功能增强有关。
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　　扩张型心肌病（ｄｉｌａｔｅｄｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ，ＤＣＭ）作为
儿童时期心肌病的一种主要类型，发病率有逐年增高

的趋势［１］，且常伴有心律失常发生。严重的心律失常

会导致心衰加重及猝死的发生，目前心肌细胞离子通

道改变在心律失常发生发展中的影响已被广泛认

可［２］。骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＭＳＣｓ）因具有多向分化潜能及低免疫原
性，已成为细胞治疗众多疾病的研究热点之一［３］。钠

电流（ｓｏｄｉｕｍｃｕｒｒｅｎｔ，ＩＮａ）作为心肌细胞动作电位０期
去极化的最主要离子流之一，对心肌细胞电活动有着

直接的影响，已证实钠通道的异常会导致心肌纤维化、

心脏扩大［４］等改变。目前研究表明 ＢＭＭＳＣｓ移植可
使急性心肌梗死、慢性心衰等多种疾病的心功能得到

改善［５］，但多数研究是以成年动物为对象，对于低龄

动物的研究较少，并且 ＢＭＭＳＣｓ移植后心肌细胞钠通
道的改变情况以及钠通道改变对心功能的影响目前尚

不明确。本实验以低龄ＤＣＭ鼠为对象，研究ＢＭＭＳＣｓ
移植后心功能和心室肌细胞钠通道的改变，以明确

ＢＭＭＳＣｓ移植后心肌细胞钠通道重构的情况，探究钠
通道改变对心功能的影响，为在儿童中开展 ＢＭＭＳＣｓ
移植治疗提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　动物和仪器
　　７５只健康的１４日龄雌性ＳＤ大鼠，体质量约２０ｇ，

购买自重庆医科大学实验动物中心。数模转换系统

Ｄｉｇｉｄａｔａ１４４０Ａ、膜片钳放大器ＭｕｌｔｉＣｌａｍｐ７００Ｂ（Ａｘｏｎ，
美国）；微电机拉制仪 ＭＯＤＥＬＰ９７、三维操纵仪 ＭＰ
２２５（Ｓｕｔｔｅｒ，美国）；Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ离体心脏灌流系统（ＡＤ
Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，新西兰）；彩色超声诊断仪 ＧＥＶｉｖｉｄＥ９，
ｉ１３Ｌ探头（ＧｅｎｅｒａｌＥｌｅｃｔｒｉｃＣｏｍｐａｎｙ，美国）。
１．２　药物和试剂
　　胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ，美国），阿霉素（美仑生物，国
产），Ⅱ型胶原酶（ＷａｓｈｉｎｇｔｏｎＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，
美国），ＣＤ２９、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ９０（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，美国），
ＣＭＤｉｌ（ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，美国），其余如 ＤＭＥＭ／Ｆ１２、
牛血清白蛋白、ＭｇＡＴＰ、ＣｓＣＬ、４ＡＰ等试剂均购自Ｓｉｇｍａ
公司。

１．３　实验溶液
　　无钙台氏液（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＮａＣｌ１４０．０、ＫＣｌ５．４、
ＭｇＣｌ２１．０、ＨＥＰＥＳ１０．０、Ｇｌｕｃｏｓｅ１０．０，以 ＮａＯＨ调 ｐＨ
至７．３５。ＫＢ液（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＫＣｌ４０．０、ＫＯＨ８０．０、
ＥＧＴＡ０．５、Ｌ谷氨酸 ５０．０、ＫＨ２ＰＯ４２０．０、ＭｇＣｌ２３．０、
ＨＥＰＥＳ１０．０、Ｇｌｕｃｏｓｅ１０．０、牛磺酸 ２０．０，以 ＫＯＨ调
ｐＨ至７．３５。酶液：将Ⅱ型胶原酶以０．６ｍｇ／ｍＬ溶于
配好的无钙台氏液中。ＩＮａ细胞外液（ｍｍｏｌ／Ｌ）：氯化胆
碱 １１０．０、ＮａＣｌ３０．０、ＫＣｌ５．４、ＭｇＣｌ２１．０、ＨＥＰＥＳ
１００、Ｇｌｕｃｏｓｅ１０．０、ＴＥＡ１０．０、４ＡＰ１．０、ＣｄＣｌ２０．２、
ＮｉＣｌ２０．１，以ＮａＯＨ调ｐＨ至７．４。ＩＮａ电极内液（ｍｍｏｌ／Ｌ）：
ＣｓＣｌ１４０．０、ＣａＣｌ２１．０、ＭｇＣｌ２２．０、ＨＥＰＥＳ１０．０、ＥＧＴＡ
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１０．０、ＭｇＡＴＰ５．０，以ＣｓＯＨ调ｐＨ至 ７．２。
１．４　ＢＭＭＳＣｓ的培养、鉴定
　　采用５０ｇ左右的健康ＳＤ鼠，雌雄不限，以贴壁筛选
法分离、培养和纯化ＢＭＭＳＣｓ。选用第３～４代ＢＭＭＳＣｓ，
按照文献［３］报道的方法以流式细胞术对 ＢＭＭＳＣｓ表
面抗原ＣＤ２９、ＣＤ３４、ＣＤ４５和ＣＤ９０进行鉴定。
１．５　模型的建立及分组
　　以阿霉素腹腔注射法建立低龄ＤＣＭ鼠模型，每次
剂量１ｍｇ／ｋｇ，每周２次，连续给药６周，阿霉素以生理
盐水溶解，浓度１ｍｇ／ｍＬ［６］。于第６周末，由经验丰富
的心脏超声专科医师专人操作，对所有大鼠行心脏彩

色多普勒超声（ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｃａｒｄｉｏｇｒａｍ，ＵＣＧ）检查，记录
大鼠左室收缩末内径（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｉｎｔｅｒｎａｌｄｉｍｅｎｓｉｏｎ
ｓｙｓｔｏｌｉｃ，ＬＶＩＤｓ）、左室舒张末内径（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｉｎｔｅｒ
ｎａｌｄｉｍｅｎｓｉｏｎｄｉａｓｔｏｌｉｃ，ＬＶＩＤｄ）、左室射血分数（ｌｅｆｔ
ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｅｊｅｃｔｉｏｎｆｒａｃｔｉｏｎ，ＬＶＥＦ）、左室短轴缩短率
（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｆｒａｃｔｉｏｎａｌｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ，ＬＶＦＳ）作为心功能
参数进行统计学分析，然后随机处死１只大鼠，取左室
心肌组织做病理检查。若 ＤＣＭ模型鼠心功能较正常
鼠有显著差异，且病理检查可见大鼠心肌结构受损，组

织排列疏松、紊乱，部分心肌细胞出现水肿，心肌纤维

溶解和断裂，呈心肌病样改变，则判定模型建立成功。

建立４５只ＤＣＭ模型鼠，分为：ＤＣＭ组（模型鼠不给予
干预）、ＤＣＭ＋ＰＢＳ移植组（模型鼠左室前壁植入
ＰＢＳ）和ＤＣＭ＋ＢＭＭＳＣｓ移植组（模型鼠左室前壁植入
ＢＭＭＳＣｓ），每组１５只；再以３０只同龄正常鼠分为正
常组和正常 ＋ＢＭＭＳＣｓ移植组（ｎ＝１５，正常鼠左室前
壁植入ＢＭＭＳＣｓ）。
１．６　ＢＭＭＳＣｓ植入
　　选取生长良好的第３代 ＢＭＭＳＣｓ，经消化、离心、
重悬后，以ＣＭＤｉｌ染料（浓度为５μｇ／ｍＬ）对ＢＭＭＳＣｓ
进行标记，制备的细胞 ＰＢＳ悬液终体积１００μＬ，含有
１×１０６个细胞备用。
　　大鼠称质量、麻醉，仰卧位固定于操作台上。气管
插管并连接小动物呼吸机，调整呼吸比１∶１，呼吸频率
６０～８０／ｍｉｎ，潮气量每１００克体质量５ｍＬ。取胸骨左
缘第５、６肋间隙打开胸腔，充分暴露心脏，将预先准备
好的ＢＭＭＳＣｓ悬液分多点以微量注射器注射到左室前
壁靠近心尖处，确定无活动性出血后逐层缝合切口。待

大鼠清醒后拔管撤机。常规注射青霉素２０×１０４Ｕ／只。
１．７　移植后心功能及荧光检测植入ＢＭＭＳＣｓ
　　在ＢＭＭＳＣｓ移植后第４周末对各组大鼠行心ＵＣＧ
检查，记录大鼠 ＬＶＩＤｓ、ＬＶＩＤｄ、ＬＶＥＦ、ＬＶＦＳ。移植组随
机处死１只大鼠，取左室心肌组织做冰冻切片，以４％多

聚甲醛固定、Ｔｒｉｔｏｎ破膜、ＤＡＰＩ标记细胞核后，于荧光显
微镜下观察植入的ＢＭＭＳＣｓ生长及分布情况。
１．８　单个心室肌细胞的获得及ＩＮａ的检测
　　大鼠麻醉，仰卧位固定于操作台上，迅速开胸暴露
心脏，自主动脉根部向上５～１０ｍｍ剪断取出心脏置
于４℃氧饱和台式液中，待心脏自主搏动搏出心腔内
残余血液后，暴露主动脉并将其逆行插入灌流管中，动

脉夹固定后再用丝线结扎固定。保证灌流口温度在

３７℃左右，调整流速为６ｍＬ／ｍｉｎ左右。首先以无钙
台氏液灌流３ｍｉｎ，然后以酶液灌流，心脏压力将逐渐
升高再降低，待心脏变软时停止灌流。取下心脏，剪取

左室组织，在 ＫＢ液中剪碎，以巴氏吸管轻轻吹打，以
２００目滤网过滤后自然沉降１０ｍｉｎ。小心吸走上层清
液，加入４℃ ＫＢ液静置３０ｍｉｎ。然后再次小心吸走
上层清液，以０．２５、０．５、１ｍｍｏｌ／Ｌ浓度钙的细胞外液
进行复钙。复钙完成后将细胞转移至多聚萘胺酸包被

过的培养皿中静置１ｈ贴壁备用。
１．９　ＩＮａ的检测
１．９．１　ＩＮａ的记录　　在全细胞模式下，给予细胞保持
电位－１００ｍＶ，测试电位－９０～＋６０ｍＶ，步幅１０ｍＶ，
时程５０ｍｓ的去极化刺激脉冲记录 ＩＮａ。以各测试电
位下的ＩＮａ峰电流密度为纵坐标，检测电压为横坐标作
图得到ＩＮａ的电流电压（ⅠⅤ）曲线。
１．９．２　ＩＮａ稳态激活曲线　　保持电位于 －１００ｍＶ，
给予－１００～－２０ｍＶ、步幅１０ｍＶ的阶梯去极化钳制
脉冲刺激，刺激波宽５０ｍｓ，刺激频率０．２５Ｈｚ，记录得
到电流图形。然后利用公式Ｇ＝Ｉ／（Ｖ－ＶＮａ）将各测试
电压的ＩＮａ峰值转换为膜电导（Ｇ），其中，Ｇ为电导，Ｖ
为膜电位，ＶＮａ为翻转电位。以电导值与最大电导值的
比值对应膜电位分别绘制出各组 ＩＮａ的激活曲线。所
得曲线用 Ｂｏｌｔｚｍａｎｎ方程 Ｇ／Ｇｍａｘ＝１／｛１＋ｅｘｐ［（Ｖ－
Ｖ１／２）／Ｋ］｝进行拟合，得到半数激活电压（Ｖ１／２）和斜率
因子Ｋ［７］。
１．９．３　ＩＮａ稳态失活曲线　　采用双脉冲测定稳态失
活曲线。予保持电位 －８０ｍＶ施与 ５０ｍｓ，阶跃
１０ｍＶ，－１５０～２０ｍＶ系列条件脉冲刺激在每一个条
件脉冲后紧跟固定去极化至 －３０ｍＶ，２５ｍｓ的测试
脉冲。以去极化电位为横坐标，相对电流（Ｉ／Ｉｍａｘ）为纵
坐标作图，得出 ＩＮａ稳态失活曲线，采用 Ｂｏｌｚｍａｎｎ方
程：Ｉ／Ｉｍａｘ＝Ｉ／Ｉ｛Ｉ＋ｅｘｐ［（Ｖｍ－Ｖ１／２）Ｋ］｝进行拟合，其
中Ｉｍａｘ为最大膜电流，Ｋ为斜率因子，Ｖ１／２为半数稳态
失活电压［７］。

１．９．４　ＩＮａ稳态恢复曲线　　钳制电位 －８０ｍＶ，予
５００ｍｓ、－４０ｍＶ的方波刺激后复极至 －８０ｍＶ，分别
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间隔１０、２０、４０、８０、１６０、３２０、６４０、１２８０ｍｓ后施加第２
次２５ｍｓ、－４０ｍＶ的方波刺激。以间隔时间为横坐
标，第二次方波引出的电流幅值为纵坐标作图，得到稳

态恢复曲线，以 Ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ方程：Ｉ＝Ａ１ｅｘｐ（－ｔ／τ）＋
Ａ０进行拟合，求出恢复时间常数（τ）

［７］。

１．１０　数据处理
　　采用 Ｃｌａｍｐｆｉｔ１０．３分析软件处理电流数据，通过
Ｏｒｉｇｉｎ９进行作图，采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件进行统
计学分析。实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单
因素方差分析，组间两两比较采用ｔ检验。

２　结果

２．１　荧光检测植入ＢＭＭＳＣｓ的情况
　　移植后第４周，正常组大鼠未出现死亡，其余各组
在移植术中或术后均有数只大鼠死亡。于荧光显微镜

下观察心脏左室横切面，可见 ＢＭＭＳＣｓ分布于注射点
附近部位，成团分布，或沿进针通道散在分布，呈红色

荧光，生长良好，并有少量向附近心肌组织迁移，见图１。
２．２　ＢＭＭＳＣｓ移植后心功能检测
　　ＵＣＧ检测结果显示，ＤＣＭ组大鼠心功能较正常组
明显降低，左室内径明显增大；ＤＣＭ＋ＢＭＭＳＣｓ移植组
大鼠的心功能较 ＤＣＭ组及 ＤＣＭ＋ＰＢＳ组明显改善，
心腔未有明显减小，但ＬＶＩＤｓ值明显减低，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５），ＤＣＭ＋ＢＭＭＳＣｓ移植组移植后４周
较移植前心功能及 ＬＶＩＤｓ值均明显改善（Ｐ＜００５），
见表１、２。

!

"

#$$ !%

#$$ !%

Ａ：注射点附近分布；Ｂ：进针通道分布
蓝色荧光为 ＤＡＰＩ标记的细胞核，红色荧光为植入的
ＢＭＭＳＣｓ
图１　荧光显微镜观察ＢＭＭＳＣｓ移植后４周心脏横切面情况

２．３　ＢＭＭＳＣｓ移植对低龄ＤＣＭ鼠ＩＮａ的影响
　　结果显示，ＤＣＭ组ⅠⅤ曲线较正常组及正常 ＋
ＢＭＭＳＣｓ移植组上移，ＤＣＭ＋ＢＭＭＳＣｓ移植组ⅠⅤ曲线
较ＤＣＭ组和ＤＣＭ＋ＰＢＳ组下移。在测试电位－４０ｍＶ
时，正常组、正常 ＋ＢＭＭＳＣｓ移植组、ＤＣＭ组、ＤＣＭ＋
ＰＢＳ移植组、ＤＣＭ＋ＢＭＭＳＣｓ移植组的 ＩＮａ电流密度绝
对值分别为（６４．８６±２．６１）、（６３４９±２．６４）、（４５．２８±
２３５）、（４５．０２±２．１９）、（５５．４４±２．４５）ｐＡ／ｐＦ，正常组
和ＤＣＭ组间比较、ＤＣＭ组和 ＤＣＭ＋ＢＭＭＳＣｓ移植组
间比较差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。这提示
ＤＣＭ可电压依赖性减小低龄鼠的 ＩＮａ，而 ＢＭＭＳＣｓ移
植可提高低龄ＤＣＭ鼠的ＩＮａ，但对正常鼠心肌细胞 ＩＮａ
无明显影响（图２）。

表１　各组大鼠ＢＭＭＳＣｓ移植前后ＬＶＥＦ和ＬＶＦＳ情况［（珋ｘ±ｓ）％］

ＬＶＥＦ ＬＶＦＳ
组别 ｎ

移植前 移植后４周 移植前 移植后４周

正常组 １５ ９４．８６±０．５９ ９４．９１±０．６２ ６４．８４±１．５７ ６５．２８±１．７１

正常＋ＢＭＭＳＣｓ移植组 １４ ９４．７０±０．６１ ９４．９４±０．５４ ６４．５８±１．６８ ６５．２９±１．４１

ＤＣＭ组 １３ ７９．３０±０．８１ ７８．４１±０．５３ａ ４２．５４±０．７４ ４１．６０±０．５９ａ

ＤＣＭ＋ＰＢＳ移植组 １２ ７９．０２±０．４８ ７８．１３±１．０２ ４２．０８±０．４７ ４１．３４±０．９４

ＤＣＭ＋ＢＭＭＳＣｓ移植组 １３ ７９．０５±１．０６ ８５．３９±０．４５ｂｃ ４２．２７±１．０１ ４８．９０±０．５３ｂｃ

ａ：Ｐ＜０．０５，与正常组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＤＣＭ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与移植前比较

表２　各组大鼠在移植前后ＬＶＩＤｓ和ＬＶＩＤｄ情况（ｃｍ，珋ｘ±ｓ）

ＬＶＩＤｓ ＬＶＩＤｄ
组别 ｎ

移植前 移植后４周 移植前 移植后４周

正常组 １５ ０．１５６１±０．００９１ ０．１５３１±０．００８６ ０．４４６５±０．０１６２ ０．４３８７±０．０１３１

正常＋ＢＭＭＳＣｓ移植组 １４ ０．１５６９±０．００８２ ０．１６０９±０．００８１ ０．４４８２±０．０１３１ ０．４５２３±０．０１４７

ＤＣＭ组 １３ ０．２９６９±０．０１２０ ０．２９６４±０．０１２７ａ ０．５１２９±０．０１６１ ０．５１９２±０．０１７５ａ

ＤＣＭ＋ＰＢＳ移植组 １２ ０．２９９９±０．０１０７ ０．３０３０±０．０１６３ ０．５３２６±０．０１２３ ０．５３１２±０．０１７１

ＤＣＭ＋ＢＭＭＳＣｓ移植组 １３ ０．２８５９±０．００９０ ０．２５２４±０．００７４ｂｃ ０．４９６３±０．０１２２ ０．４９１２±０．０１０９

ａ：Ｐ＜０．０５，与正常组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＤＣＭ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与移植前比较
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Ａ：正常组；Ｂ：正常＋ＢＭＭＳＣｓ移植组；Ｃ：ＤＣＭ组；Ｄ：ＤＣＭ＋
ＰＢＳ移植组；Ｅ：ＤＣＭ＋ＢＭＭＳＣｓ移植组；Ｆ：各组ⅠⅤ曲线

图２　各组大鼠ＩＮａ、ⅠⅤ曲线及电流密度情况

２．４　ＢＭＭＳＣｓ移植对低龄 ＤＣＭ鼠 ＩＮａ稳态激活曲线
的影响

　　结果显示，ＤＣＭ组钠通道的激活曲线较正常组及
正常＋ＢＭＭＳＣｓ移植组右移，ＤＣＭ＋ＢＭＭＳＣｓ移植组激
活曲线较ＤＣＭ组及ＤＣＭ＋ＰＢＳ移植组左移。正常组、
正常 ＋ＢＭＭＳＣｓ移植组、ＤＣＭ组、ＤＣＭ＋ＰＢＳ移植组、
ＤＣＭ＋ＢＭＭＳＣｓ移植组的Ｖ１／２分别为（－５６．４２±０６１）、
（－５６．７５±０．６１）、（－４９．６０±０．２９）、（－５０１７±０．５１）、
（－５３．１５±０．２６）ｍＶ，正常组和 ＤＣＭ组间比较、ＤＣＭ
组和ＤＣＭ＋ＢＭＭＳＣｓ移植组间比较差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）；各组斜率因子 Ｋ分别为（２．５５±
０２３）、（２．４９±０．２５）（４．６３±０２９）、（４．６８±０．２９）、
（３．３４±０．１９）ｍＶ，正常组和 ＤＣＭ组间比较、ＤＣＭ组
和ＤＣＭ＋ＢＭＭＳＣｓ移植组间比较差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。提示低龄ＤＣＭ鼠的钠通道激活减慢，
ＢＭＭＳＣｓ移植可加快低龄ＤＣＭ鼠钠通道的激活过程，
ＢＭＭＳＣｓ移植对正常鼠钠通道激活过程无明显影响
（图３）。
２．５　ＢＭＭＳＣｓ移植对低龄 ＤＣＭ鼠 ＩＮａ稳态失活曲线

的影响

　　结果显示，ＤＣＭ组钠通道的稳态失活曲线较正常
组及正常 ＋ＢＭＭＳＣｓ移植组左移，ＤＣＭ＋ＢＭＭＳＣｓ移
植组的稳态失活曲线较 ＤＣＭ组及 ＤＣＭ＋ＰＢＳ移植组

右移。正常组、正常＋ＢＭＭＳＣｓ移植组、ＤＣＭ组、ＤＣＭ＋
ＰＢＳ移植组、ＤＣＭ＋ＢＭＭＳＣｓ移植组的 Ｖ１／２分别为
（－９０．５９±２．０２）、（－９０．４５±１．６８）、（－１００．９０±
０５３）、（－１００．７０±０．８１）、（－９５．０７±０．５２）ｍＶ，正
常组和 ＤＣＭ组间比较、ＤＣＭ组和 ＤＣＭ＋ＢＭＭＳＣｓ移
植组间比较差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；各组斜
率因子 Ｋ分别为（１５．７０±１．４３）、（１５．１０±１．６４）、
（７０５±０．４４）、（６．８８±０．４１）、（９．７８±０．３０）ｍＶ，正
常组和 ＤＣＭ组间比较差异具有统计学意义（Ｐ＜
００５）。这提示低龄 ＤＣＭ鼠钠通道的失活加快，
ＢＭＭＳＣｓ移植可减慢 ＤＣＭ鼠钠通道的失活过程，
ＢＭＭＳＣｓ移植对正常鼠失活过程无明显影响（图４）。
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图３　各组大鼠稳态激活曲线
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图４　各组大鼠稳态失活曲线

２．６　ＢＭＭＳＣｓ移植对低龄 ＤＣＭ鼠的 ＩＮａ稳态恢复曲
线的影响

　　结果显示，正常组、正常 ＋ＢＭＭＳＣｓ移植组、ＤＣＭ
组、ＤＣＭ＋ＰＢＳ移植组和ＤＣＭ＋ＢＭＭＳＣｓ移植组的τ值
分别为（８３．１３±１０．６９）、（８１．１８±１０．７４）、（７８．３９±
８．０２）、（８１．４０±１０．５０）、（７８．７７±１０．４１）ｍｓ，各组间
比较结果均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。这提示低龄
ＤＣＭ和ＢＭＭＳＣｓ移植对大鼠钠通道的恢复过程无明
显影响。
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３　讨论

　　ＤＣＭ是儿童时期心肌病的主要类型之一，病情常
很严重，并可能威胁生命。经过数十年的研究，ＤＣＭ
仍然是临床治疗的难点，药物控制、机械维持等治疗方

式的疗效都不尽如人意，导致 ＤＣＭ的死亡率居高不
下。心脏移植作为唯一的根治手段，却因供体缺乏等

多种因素的限制而收效甚微。近年来对于干细胞应用

的开发，为我们提供了一种可能更常规、方便的重建心

肌结构和恢复心脏功能的治疗手段。故本实验通过对

ＤＣＭ鼠进行ＢＭＭＳＣｓ移植，研究其心功能及心肌细胞
ＩＮａ的改变情况。而与以往针对成年鼠研究不同，本实
验以低龄鼠为研究对象，从ＳＤ大鼠１４ｄ龄，体质量约
２０ｇ时开始建模，建模完成时大鼠仍未成年，ＤＣＭ发
病年龄较以往模型明显降低，故此模型能较好地反映

大鼠在低年龄阶段发生ＤＣＭ时，心功能及心电生理性
质的改变情况。

３．１　移入ＢＭＭＳＣｓ的情况及其对心功能和心腔结构
的影响

　　ＤＣＭ常会引起进行性的心功能降低，目前有多项
研究结果显示移植的 ＢＭＭＳＣｓ可通过向心肌细胞分
化、分泌细胞因子和刺激新生血管生成等［８］途径来改

善心功能。但以往研究的对象多为成年个体，关于

ＢＭＭＳＣｓ移植对低龄ＤＣＭ个体的影响目前仍未明确。
本实验针对低龄ＤＣＭ鼠进行研究，荧光结果显示植入
的ＢＭＭＳＣｓ可呈团状分布于注射点附近或是散在分
布于进针通道附近，生长良好，并有少量 ＢＭＭＳＣｓ迁
移至周围组织中，此结果提示植入的 ＢＭＭＳＣｓ可在低
龄ＤＣＭ鼠的心肌中存活并定植。结合本课题组前期
研究发现植入后 ４周 ＢＭＭＳＣｓ有心肌肌钙蛋白 Ｔ
（ｃＴｎＴ）及缝隙连接蛋白４３（Ｃｘ４３）的表达［９］，和以往

体外对ＢＭＭＳＣｓ诱导分化的研究［１０］，我们认为植入的

ＢＭＭＳＣｓ可能在心肌微环境的中向心肌细胞分化，此
观点与以往研究结果相符［８］。心脏彩超结果显示

ＢＭＭＳＣｓ移植可改善低龄 ＤＣＭ鼠的心功能，并能使
ＬＶＩＤｓ值降低，但移植４周后低龄ＤＣＭ鼠的心腔并未
缩小。ＬＶＩＤｓ值降低提示左室收缩的动度更大，意味
着左室收缩功能的提高、每搏输出量增加，从而可提高

低龄ＤＣＭ鼠的心功能。此外，最近有研究报道加大
ＢＭＭＳＣｓ移植剂量并且延长观察周期至１０周后，发现
ＤＣＭ鼠左室腔径的缩小［１１］。这提示评价 ＢＭＭＳＣｓ移
植的疗效可能需要更长的观察时间。

３．２　ＢＭＭＳＣｓ移植对ＩＮａ的影响
　　心律失常也是导致 ＤＣＭ病情进展的重要原因之
一，而钠通道作为介导心肌动作电位快速去极化的主

要功能单位，其功能障碍会引起一系列心电生理紊乱

和心律失常的发生。钠通道有激活、失活、和复活三种

状态，钠通道激活加快、失活减慢会导致通道关闭延迟

和ＩＮａ增加，造成钠通道的功能增加，会引起复极化延
迟和早期后除极（ｅａｒｌｙａｆｔｅｒｄｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，ＥＡＤ）的出
现，可导致长ＱＴ间期综合征和尖端扭转性室速［４］；而

钠通道激活减慢、失活加快会导致通道关闭提前和 ＩＮａ
减小，造成心肌细胞动作电位和膜反应性的降低，从而

导致心电兴奋和电传导的异常，甚至可能会引起希氏

浦肯野系统发生进行性的传导障碍，伴或不伴左、右束

支传导阻滞和 ＱＲＳ波增宽，导致完全性房室传导阻
滞，可能造成严重的血流动力学改变，引起患者晕厥或

猝死［１２］。以往多项研究已证实钠通道相关基因

ＳＣＮ５Ａ突变是导致 ＤＣＭ 发生和进展的重要原
因［１３－１４］，但关于低龄 ＤＣＭ鼠心肌细胞钠通道具体的
电生理改变情况，以及 ＢＭＭＳＣｓ移植对低龄 ＤＣＭ鼠
钠通道的影响，目前还少见报道。本实验通过膜片钳

技术在低龄鼠的心肌细胞离子通道水平进行研究，结

果显示 ＤＣＭ可造成钠通道的激活减慢，失活加快，ＩＮａ
降低，而ＢＭＭＳＣｓ移植可使钠通道的激活加快，失活
减慢，ＩＮａ提高。这提示 ＢＭＭＳＣｓ移植后，低龄 ＤＣＭ鼠
心肌细胞中钠通道异常的门控功能可得到改善，使钠

通道功能升高，改善心电兴奋和电传导功能［１３］，从而

可减少ＤＣＭ中传导阻滞等心律失常的发生。本研究
还发现ＢＭＭＳＣｓ植入未造成健康大鼠ＩＮａ改变，提示植
入ＢＭＭＳＣｓ在纠正钠通道的功能降低后，可能不会因
为钠通道功能增加而引起其他心律失常。此外，关于

植入ＢＭＭＳＣｓ对钠通道功能产生影响的具体机制，笔
者认为可能有以下两点：第一，ＢＭＭＳＣｓ向心肌细胞
分化后可表达 ＩＮａ

［１０］，从而可在一定程度上协助或替

代受损的心肌细胞发挥作用；第二，目前多项研究表明

血管内皮生长因子、表皮生长因子会上调钠通道蛋白

Ｎａｖ１．５和 Ｎａｖ１．６的表达［１５－１６］。因此，推测 ＢＭＭＳＣｓ
植入后分泌的细胞因子可能会影响钠通道蛋白的调节，

提高钠通道功能，但具体情况仍需要进一步实验证实。

３．３　ＩＮａ与心功能的关系
　　本研究结果显示 ＢＭＭＳＣｓ植入后，低龄 ＤＣＭ鼠
的ＩＮａ和心功能均出现提高，那心功能的提高与 ＩＮａ的
提高是否有关系呢？目前研究表明，心肌细胞钠通道对

于心功能存在多方面的影响：首先，心肌的收缩对于胞

内的钙离子有严重依赖性，有研究报道ＩＮａ的降低可导
致心肌细胞膜上钠钙交换体（ｓｏｄｉｕｍｃａｌｃｉｕｍｅｘｃｈａｎｇｅｒ，
ＮＣＸ）功能代偿性增强，从而引起胞内钙离子浓度降
低，会导致钙离子调节性心脏收缩力降低［１７］；其次，钠

通道功能障碍所引起的心电传导异常的会直接影响心
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肌的收缩力［１８］；此外，钠通道异常所引起的各种心律

失常的也会导致心功能降低。长期的心功能降低和心

律失常会使心肌组织产生适应性的改变，如心室扩张、

纤维化等。本研究中ＢＭＭＳＣｓ移植提高ＩＮａ，会减少心
律失常的发生，并使钙离子调节得到一定程度的恢复，

从而可使心功能增加，因此笔者认为ＢＭＭＳＣｓ移植后，
ＩＮａ的提高可能是造成受体心功能改善的原因之一，但其
具体影响机制仍需进一步研究探索。

３．４　本研究的局限性
　　由于时间和技术等原因，本实验主要针对了心肌
细胞钠通道的改变进行研究，而未能对钾通道和钙通

道的电重构情况进行全面检测，无法全面揭示低龄

ＤＣＭ鼠心电重构的整体情况，本课题组将在后续工作
中进一步完善并进行深入的研究。

　　综上所述，低龄 ＤＣＭ鼠心功能减低时，钠通道激
活减慢，失活加快，ＩＮａ降低，而 ＢＭＭＳＣｓ移植后，低龄
ＤＣＭ鼠钠通道激活加快，失活减慢，ＩＮａ升高，心功能提
高，推测ＢＭＭＳＣｓ移植后钠通道改变是低龄 ＤＣＭ鼠
心功能改善的机制之一。
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