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ＴＬＲ４基因修饰ＢＭＳＣｓ移植对大鼠急性心肌梗死后心功能的影响

陈文明，蹇明辉，仇治梅，石　蓓　　５６３０９９贵州 遵义，遵义医科大学附属医院心血管内科

　　［摘要］　目的　探讨 Ｔｏｌｌ样受体４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）修饰的骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍＣｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）对心肌梗死后心脏心功能的影响。方法　取大鼠骨髓体外分离
扩增培养ＢＭＳＣｓ，将携带目的基因重组慢病毒载体（ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４）及空病毒载体（ＬｖＥＧＦＰ）分别转染
至ＢＭＳＣｓ；用ＥＬＩＳＡ检测ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４转染后ＢＭＳＣｓ细胞上清液ＴＬＲ４的表达。选用成年ＳＤ大鼠，
结扎左冠状动脉前降支建立急性心肌梗死模型，随机分为３组（ｎ＝１８）：对照组、ＬｖＥＧＦＰＢＭＳＣｓ组、
ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４ＢＭＳＣｓ组。分别将 ＬｖＥＧＦＰＢＭＳＣｓ和 ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４ＢＭＳＣｓ多点注射到大鼠心肌梗
死区周边，对照组注射等量ＰＢＳ；细胞移植第７天，用荧光显微镜追踪ＥＧＦＰ阳性细胞表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测梗死区周边ＴＬＲ４的蛋白表达；细胞移植第２８天，用超声心动图检测大鼠心功能，ＨＥ和 ＭＡＳＳＯＮ
染色观察心肌胶原纤维化程度，用ＥＬＩＳＡ检测血清Ⅰ型前胶原羧基端肽（ＰⅠＣＰ）和Ⅲ型前胶原氨基端
肽（ＰⅢＮＴ）表达水平。结果　ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４转染ＢＭＳＣｓ后，细胞上清液中ＴＬＲ４的表达明显增多，浓
度达到（３１．５５ｐｇ／ｍＬ）。细胞移植第７ｄ，心肌梗死区域有 ＥＧＦＰ标记的 ＢＭＳＣｓ，ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４ＢＭＳＣｓ
组的绿色荧光强度明显优于ＬｖＥＧＦＰＢＭＳＣｓ组，对照组无 ＥＧＦＰ表达，ＴＬＲ４蛋白表达也明显高于 Ｌｖ
ＥＧＦＰＢＭＳＣｓ组（Ｐ＜０．０１）。细胞移植第２８ｄ，ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４ＢＭＳＣｓ组左室射血分数［ＬＶＥＦ（４４．３６±
５．６２）％］和短轴缩短率［ＬＶＦＳ（２２．８８±９．８９）％］较 ＬｖＥＧＦＰＢＭＳＣｓ组［ＬＶＥＦ（１８．４１±５．６６）％，ＬＶＦＳ
（１８．４１±５．６６）％］均明显增加（Ｐ＜０．０１），左心室收缩末径［ＬＶＤｓ（５．４１±０．７１）］和左心室舒张末径
［ＬＶＤｄ（７．１１±０．７９）］值较 ＬｖＥＧＦＰＢＭＳＣｓ组［ＬＶＤｓ（６．６６±０．９１），ＬＶＤｄ（８．０６±０．９６）］均明显缩小
（Ｐ＜０．０１）；血清中ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４ＢＭＳＣｓ组ＰⅠＣＰ（７２．８８μｇ／Ｌ）和 ＰⅢＮＰ（７．３３μｇ／Ｌ）蛋白浓度较
ＬｖＥＧＦＰＢＭＳＣｓ组［ＰⅠＣＰ（８３．７９μｇ／Ｌ）和 ＰⅢＮＰ（９．５１μｇ／Ｌ）］减少（Ｐ＜０．０５）；ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４
ＢＭＳＣｓ组心肌纤维化程度也明显低于 ＬｖＥＧＦＰＢＭＳＣｓ组。结论　ＴＬＲ４基因修饰 ＢＭＳＣｓ移植治疗心
肌梗死，进一步减轻心肌纤维化程度，从而改善心肌梗死大鼠的心功能。

　　［关键词］　 Ｔｏｌｌ样受体４；骨髓间充质干细胞；急性心肌梗死；心功能
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ｆｕｎｃｔｉｏｎｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙｏｎ２８ｄａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｏｌｌａｇｅｎｆｉｂｒｏｓｉｓｗａｓ
ｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙＨＥａｎｄＭＡＳＳＯＮｓｔａｉｎｉｎｇ．ＳｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅＩｃａｒｂｏｘｙｌｔｅｒｍｉｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ（ＰＩＣＰ）
ａｎｄｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅢ ａｍｉｎｏｔｅｒｍｉｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ（ＰⅢＮＴ）ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＥＬＩＳＡ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ａｆｔｅｒ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆＢＭＳＣｓｗｉｔｈＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＬＲ４ｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｔｈｅ
ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆＢＭＳＣｓ，ａｎｄｒｅａｃｈｅｄ３１．５５ｐｇ／ｍＬｉｎ４８ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．Ｏｎｔｈｅ７ｔｈｄａｙｏｆｃｅｌｌ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，ｔｈｅｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＢＭＳＣｓｌａｂｅｌｅｄｗｉｔｈＥＧＦＰｉｎｉｎｆａｒｃｔａｒｅａｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒｉｎＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４ＢＭＳＣｓｇｒｏｕｐｔｈａｎｉｎＬｖＥＧＦＰＢＭＳＣｓｇｒｏｕｐ，ａｎｄｎｏＥＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｓｅｅｎｉｎ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＬＲ４ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓａｌｓｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎＬｖＥＧＦＰＢＭＳＣｓ
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ｓｅｖｅｒｉｔｙｏｆｍｙｏｃａｒｄｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ，ａｎｄｔｈｅｒｅｂｙｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｃａｒｄｉａｃｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎｒａｔｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４；ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ａｃｕｔｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ；

ｃａｒｄｉａｃｆｕｎｃｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＣｕｌｔｉｖａｔｉｏｎＰｒｏｊｅｃｔｆｏｒＨｉｇｈｌｅｖｅｌＩｎｎｏｖａｔｉｖｅＴａｌｅｎｔｓｉｎＧｕｉｚｈｏｕＰｒｏｖｉｎｃｅ（２０１５４０２５）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＳＨＩＢｅｉ，Ｅｍａｉｌ：ｓｈｉｂｅｉ２１４７＠
ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ

　　急性心肌梗死（ＡｃｕｔｅＭｙｏｃａｒｄｉａｌＩｎｆａｒｃｔｉｏｎ，ＡＭＩ）
是临床常见的危重症，严重威胁着人类生命和健康。

近年来，利用骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）移植治疗ＡＭＩ，心梗后
心功能得到改善［１］。然而，在损伤局部组织缺血、缺

氧微环境下，大部分移植的 ＢＭＳＣｓ因环境不适而死
亡，难以达到预期治疗效果。近年来，基因修饰与细胞

治疗相结合技术的发展，为受损心脏组织的修复和改

善移植疗效提供了一种新的策略。本课题组前期研究

发现，Ｔｏｌｌ样受体４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）能抑制
ＢＭＳＣｓ的凋亡［２］，促进 ＢＭＳＣｓ增殖的作用［３］。因此，

本研究利用重组慢病毒将 ＴＬＲ４基因转移到 ＢＭＳＣｓ
中，进而把ＴＬＲ４基因修饰的 ＢＭＳＣｓ移植治疗大鼠急
性心肌梗死，观察其能否提高 ＢＭＳＣｓ的存活率，抑制
心肌纤维化，改善心功能。

１　材料及方法

１．１　主要试剂与仪器
　　过表达 ＴＬＲ４基因（ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４）和空载体携

带ＥＧＦＰ的慢病毒载体（ＬｖＥＧＦＰ）（南京凯基生物公
司）；兔抗大鼠 ＴＬＲ４多克隆抗体（美国 ＳＡＮＴＡＣＲＵＺ
公司）；兔抗大鼠 βａｃｔｉｎ多克隆抗体（美国 ＳＡＮＴＡ
ＣＲＵＺ公司）；ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（碧云天生物
公司）；倒置荧光显微镜（日本 ＯＬＹＭＰＵＳ）；电泳仪（美
国ＢＩＯＲＡＤ）；电热恒温水浴箱（ＨＨ．Ｗ２１．６００型）；心
脏超声心动图机（Ｐｈｉｌｉｐｓ公司）；小动物呼吸机（上海
奥尔特公司）。

１．２　ＢＭＳＣｓ的培养、鉴定及转染
　　本研究参照课题组前期的实验方法［２－４］进行细胞

培养和鉴定，６周龄ＳＤ雄性大鼠，快速断颈处死，取出
股骨和胫骨，于两侧骨骺端剪开骨髓腔，用磷酸盐缓冲

液（ＰＢＳ）冲出骨髓离心弃去上清，ＬＤＭＥＭ完全培养
基制成单细胞悬液，移至细胞培养瓶，置于３７℃、５％
ＣＯ２培养箱中培养。取生长良好的第 ３代 ＢＭＳＣｓ接
种于细胞培养瓶中，３７℃孵箱过夜，弃掉培养基，再加
入培养基，根据 ＭＯＩ值为 ２０，滴加 ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４及
ＬｖＥＧＦＰ病毒液，混匀后，在二氧化碳培养箱３７℃孵
育过夜，转染４８ｈ后的ＢＭＳＣｓ用于正式实验。
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１．３　酶联免疫吸附测定法（ＥＬＩＳＡ）检测 ＢＭＳＣｓ中
ＴＬＲ４的分泌

　　转染４８ｈ后的 ＢＭＳＣｓ弃掉培养基，再加入新的
培养基继续培养 ４８ｈ，收集上清液，按照 ＥＬＩＳＡ试剂
盒具体步骤检测ＢＭＳＣｓ中ＴＬＲ４的分泌情况。
１．４　实验动物分组
　　将５４只体质量为２００ｇ左右的健康雄性ＳＤ大鼠
（购自重庆腾鑫生物技术有限公司），随机分为对照

组、ＬｖＥＧＦＰＢＭＳＣｓ组、ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４ＢＭＳＣｓ组，每
组１８只，各实验组均建立急性心肌梗死模型。对照组
仅在心肌交界区注射ＰＢＳ培养液，而后两组在心肌梗
死后分别移植ＬｖＥＧＦＰＢＭＳＣｓ和ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４ＢＭ
ＳＣｓ（均含细胞５×１０５个／７５μＬ）。
１．５　建立心肌梗死模型
　　本实验动物模型制备参照本课题组前期的实验方
法建立大鼠急性心肌梗死模型［５］，实验大鼠经腹腔麻

醉，于手术台上，固定，剪开颈部皮肤，行气管分离，剪

开气管，气管插管后固定，连接小动物呼吸机。于胸骨

左缘第３、４肋间打开胸腔，撕开心包，使心脏充分暴
露。于肺动脉圆锥与左心耳根部交叉点顺左冠状静脉

下方约１ｍｍ处为结扎点，结扎左冠脉前降支，结扎冠
脉供血区域心肌因缺血而变苍白，则模型建立成功。

倘若大鼠出现提前死亡，及时补足各组大鼠数量。

１．６　细胞移植方法与途径
　　术前将转染病毒的 ＢＭＳＣｓ经消化离心后用 ＰＢＳ
重悬，细胞数量调整为 ５×１０５／７５μＬ，放置 ３７℃孵箱
中保存备用。待心肌梗死模型成功 １ｈ后，用微量注
射器在心肌梗死交界区，进行心肌内多点注射，为了防

止细胞外溢，注射结束后，针头需停留数秒才能拔出。

１．７　荧光显微镜追踪ＥＧＦＰ
　　细胞移植后第７ｄ，颈椎脱臼处死大鼠６只，快速
剪开胸腔，分离粘连组织，取出心脏，用 ＯＣＴ包埋，制
作冰冻切片（６μｍ），行免疫荧光染色，观察心肌梗死
交界区移植ＢＭＳＣｓ的存活情况，携带ＥＧＦＰ的ＢＭＳＣｓ
显绿色荧光，为阳性细胞。

１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＢＭＳＣｓ中ＴＬＲ４蛋白的表达
　　细胞移植后第７ｄ，颈椎脱臼处死大鼠６只，取梗
死交界区心脏组织，加入适量的蛋白裂解液和 ＰＭＳＦ
（１００∶１）后在冰上低温快速研磨匀浆、离心，取上清
液，用ＢＣＡ蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度。制备凝
胶，样品上样，电泳，将蛋白转移至硝酸纤维素膜上

（转膜），脱脂奶粉溶液于室温下封闭 ２ｈ，洗膜，加入
一抗于４℃摇床孵育过夜，洗膜，加二抗于室温下避光
孵育１ｈ，加入显色剂在 ＩｍａｇｅＬａｂ凝胶成像系统曝

光，ＩｍａｇｅＰｒｏｐｌｕｓ６．０图像分析软件测出条带的积分
光密度值（ＩＯＤ），利用目的蛋白 ＩＯＤ与内参蛋白 ＩＯＤ
的比值进行统计学分析。

１．９　心功能测定
　　细胞移植后第２８ｄ，大鼠经麻醉后，用心脏超声心
动图机对大鼠心脏进行检测。测量３个连续心动周期
内左室收缩末内径（ＬＶＳｄ）、左室舒张末内径（ＬＶＤｄ）、
左室缩短分数（ＬＶＦＳ）和左室射血分数（ＬＶＥＦ），心功
能检测完毕后，颈椎脱臼处死动物，行相关病理学

检查。

１．１０　用 ＥＬＩＳＡ测定血清中胶原代谢产物 ＰⅠＣＰ和
ＰⅢＮＰ的表达水平

　　在细胞移植后第２８ｄ，取大鼠６只，经麻醉后，分
离颈总动脉，采取动脉血，经离心处理后，收集血清，根

据ＥＬＩＳＡ试剂盒方法检测血清中胶原代谢产物ＰⅠＣＰ
和ＰⅢＮＰ的表达水平。
１．１１　ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ染色
　　大鼠经采取动脉血后，快速剪开胸腔，下腔静脉注
射１０％氯化钾（３ｍＬ／ｋｇ），让心脏在舒张期停搏，将
取出的心脏放置于４％多聚甲醛固定２４ｈ，然后进行
石蜡包埋。石蜡切片，进行 ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ染色。在置于
显微镜下观察各组心肌纤维化程度，每张切片分别选

取４～６个不重复视野并于高倍镜下拍照，应用 Ｉｍａｇｅ
Ｐｒｏｐｌｕｓ６．０图像分析软件计算胶原纤维在整个心肌
面积中所占百分比。红色为正常心肌组织，蓝色为胶

原蛋白。

１．１２　统计学分析
　　用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件分析。所有实验数据均
用 珋ｘ±ｓ来表示，组间的差异行ｔ检验。

２　结果

２．１　ＢＭＳＣｓ培养上清中ＴＬＲ４分泌表达检测
　　转染的细胞培养４８ｈ后，与单纯ＢＭＳＣｓ组（ＴＬＲ４
浓度 ２．８６ｐｇ／５×１０５个细胞／ｍＬ）比较，ＬｖＥＧＦＰ
ＢＭＳＣｓ组和ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４ＢＭＳＣｓ组 ＴＬＲ４表达均明
显增加，ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４ＢＭＳＣｓ组ＴＬＲ４的表达更加显
著，浓度达到３１．５５ｐｇ／５×１０５个细胞／ｍＬ。
２．２　荧光显微镜追踪ＥＧＦＰ阳性细胞
　　细胞移植后第７天，用免疫荧光法检测结果发现，
对照液组未见绿色荧光，ＬｖＥＧＦＰＢＭＳＣｓ组和 ＬｖＥＧ
ＦＰＴＬＲ４ＢＭＳＣｓ组均可见绿色荧光，ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４
ＢＭＳＣｓ组的绿色荧光强度明显优于 ＬｖＥＧＦＰＢＭＳＣｓ
组，见图１。
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图１　大鼠心肌梗死并转染ＴＬＲ４的 ＢＭＳＣｓ移植后７ｄ免疫荧光检测心肌梗死局部 ＥＧＦＰ表达　（携带ＥＧＦＰ
的ＢＭＳＣｓ发绿光，与ＤＡＰＩ染的细胞核共同定位移植的ＢＭＳＣｓ）

２．３　ＴＬＲ４基因修饰ＢＭＳＣｓ移植对心肌梗死区 ＴＬＲ４
表达的影响

　　细胞移植后第７天，用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果发
现，ＬｖＥＧＦＰＢＭＳＣｓ组和 ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４ＢＭＳＣｓ组与
对照组相比，ＴＬＲ４蛋白表达均明显升高，ＬｖＥＧＦＰ
ＴＬＲ４ＢＭＳＣｓ组ＴＬＲ４蛋白升高更为明显，见图２。
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１：对照组；２：ＬｖＥＧＦＰＢＭＳＣｓ组；３：ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４ＢＭＳＣｓ组

图２　大鼠心肌梗死并转染ＴＬＲ４的 ＢＭＳＣｓ移植后 ２８ｄ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测梗死心肌 ＴＬＲ４蛋白表达情况

２．４　心功能指标检测
　　细胞移植后第２８天，用心脏超声心动图检测结果
发现，与对照组相比，ＬｖＥＧＦＰＢＭＳＣｓ组和 ＬｖＥＧＦＰ
ＴＬＲ４ＢＭＳＣｓ组左室射血分数（ＬＶＥＦ）和短轴缩短率

（ＬＶＦＳ）值均显著提高（Ｐ＜０．０１），左室收缩末径
（ＬＶＤｓ）和左心室舒张末径（ＬＶＤｄ）值均明显缩小（Ｐ＜
０．０１）；与 ＬｖＥＧＦＰＢＭＳＣｓ组相比，ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４
ＢＭＳＣｓ组 ＬＶＥＦ和 ＬＶＦＳ值均明显增加（Ｐ＜０．０１），
ＬＶＤｓ和ＬＶＤｄ值均明显减小（Ｐ＜０．０１），见图３、表１。
２．５　心脏的病理学检查结果
　　细胞移植后第２８天，ＨＥ染色结果显示，对照组梗
死区域心肌组织大多被瘢痕组织所替代，心肌细胞大

量坏死，残存的心肌细胞也不同程度增生、肥大；与对

照组比较，ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４ＢＭＳＣｓ组和 ＬｖＥＧＦＰＢＭ
ＳＣｓ组心肌瘢痕组织明显减少，存活心肌细胞明显增
多；与ＬｖＥＧＦＰＢＭＳＣｓ组比较，ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４ＢＭＳＣｓ
组心肌瘢痕组织减少更加明显，存活心肌细胞也明显

增多。Ｍａｓｓｏｎ染色结果显示，对照组左心室梗死区有
大量的蓝色胶原纤维，呈条索状，部分胶原纤维融合；

与对照组比较，ＬｖＥＧＦＰＢＭＳＣｓ组和 ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４
ＢＭＳＣｓ组蓝色胶原纤维明显减少，ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４ＢＭＳＣｓ
组蓝色胶原纤维较ＬｖＥＧＦＰＢＭＳＣｓ组更少，见图４。
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Ａ：对照组；Ｂ：ＬｖＥＧＦＰＢＭＳＣｓ组；Ｃ：ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４ＢＭＳＣｓ组

图３　大鼠心肌梗死并转染ＴＬＲ４的 ＢＭＳＣｓ移植后 ２８ｄ用心脏超声心动图检测ＬＶＥＦ、ＬＶＦＳ、ＬＶＤｄ和 ＬＶＤｓ表达

表１　心肌梗死后 ２８ｄ各组心功能指标 ＬＶＥＦ、ＬＶＦＳ、ＬＶＤｄ和 ＬＶＤｓ的比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别　　　　 ＬＶＥＦ（％） ＬＶＦＳ（％） ＬＶＤｄ（ｍｍ） ＬＶＤｓ（ｍｍ）

对照组 ２２．３５±１．３３ ９．９８±０．９８ ９．０５±０．８８ ８．１２±０．６９

ＬｖＥＧＦＰＢＭＳＣｓ组 ３６．４１±２．６５ａ １８．４１±５．６６ａ ８．０６±０．９６ａ ６．６６±０．９１ａ

ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４ＢＭＳＣｓ组 ４４．３６±５．６２ａｂ ２２．８８±９．８９ａｂ ７．１１±０．７９ａｂ ５．４１±０．７７ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＬｖＥＧＦＰＢＭＳＣｓ组比较
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图４　大鼠心肌梗死并转染ＴＬＲ４的 ＢＭＳＣｓ移植后 ２８ｄ用Ｈ．Ｅ染色和Ｍａｓｓｏｎ染色观察心肌组织病理学变化

２．６　血清中胶原代谢产物ＰⅠＣＰ和 ＰⅢＮＰ的水平
　　细胞移植后第 ２８ｄ，用 ＥＬＩＳＡ法检测结果发现，
与对照组比较，ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４ＢＭＳＣｓ组和 ＬｖＥＧＦＰ
ＢＭＳＣｓ组大鼠血清中ＰⅠＣＰ和ＰⅢＮＰ蛋白浓度均降
低（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；与ＬｖＥＧＦＰＢＭＳＣｓ组比较，Ｌｖ
ＥＧＦＰＴＬＲ４ＢＭＳＣｓ组 ＰⅠＣＰ和 ＰⅢＮＰ蛋白浓度均
明显降低（Ｐ＜０．０５），表２。

表２　心肌梗死后 ２８ｄ各组血清中胶原代谢产物ＰⅠＣＰ和
ＰⅢＮＰ的表达水平（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别　　　　 ＰⅠＣＰ（μｇ／Ｌ） ＰⅢＮＰ（μｇ／Ｌ）

对照组 ９０．３２±７．３６ １３．５７±１．８９

ＬｖＥＧＦＰＢＭＳＣｓ组 ８３．７９±８．０２ａ ９．５１±１．３７ａ

ＬｖＥＧＦＰＴＬＲ４ＢＭＳＣｓ组 ７２．８８±８．５５ｂｃ ７．３３±１．７５ｂｃ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与 Ｌｖ
ＥＧＦＰＢＭＳＣｓ组比较
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３　讨论

　　近年来，大量ＢＭＳＣｓ移植治疗心肌梗死的研究结
果表明［６－７］，移植后的 ＢＭＳＣｓ通过旁分泌作用和分化
作用能够有效地改善心肌梗死后的心功能，而且方法

安全可靠。但是，ＢＭＳＣｓ移植后在数天之内有大量的
细胞凋亡发生，严重制约了其诱导心肌组织修复以及

再生的作用［８］。因此，采取有效的手段延缓移植后

ＢＭＳＣｓ的凋亡，并保持甚至提高其治疗作用，就能够
有效地提高干细胞移植治疗ＡＭＩ的效果。
　　Ｔｏｌｌ样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲｓ）基因被确认
为基因家族中相对保守的跨膜受体之一，属于Ⅰ型跨
膜糖蛋白受体，２０世纪 ９０年代末初次被发现于果蝇
的细胞系上，现在至少有１３种ＴＬＲｓ（ＴＬＲ１～ＴＬＲ１３）
已被确定存在于哺乳动物中［９］，ＴＬＲｓ作为人类天然性
免疫的基本成员之一，广泛分布于人类所有的细

胞［１０］。在ＴＬＲｓ家族中，ＴＬＲ４是首次被发现且极为关
键的模式识别受体之一，不仅是相关抗原识别和机体

自身免疫炎性反应过程中的关键受体，同时还是免疫

炎性级联反应信号传导过程中的起始蛋白［１１］。多项

研究表明 ＴＬＲ４能够参与调节 ＢＭＳＣｓ迁移、分化、细
胞因子分泌、免疫调节等多种生物学功能［１２］。本课题

组前期工作证实ＢＭＳＣｓ表达ＴＬＲ４，且利用ＴＬＲ４激动
剂脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）刺激 ＢＭＳＣｓ能够抑
制ＢＭＳＣｓ的凋亡。在体内，我们用 ＬＰＳ处理 ＢＭＳＣｓ
后，移植到心肌梗死周边区域发现，与单纯移植ＢＭＳＣｓ
相比，ＢＭＳＣｓ在移植部位的存活率以及对大鼠心功能
的改善没有明显的差异。因此，我们选择 ＴＬＲ４基因
修饰 ＢＭＳＣｓ，结果发现，经 ＴＬＲ４基因修饰的 ＢＭＳＣｓ
在移植部位的存活率明显提高，对大鼠心功能的改善

明显优于单纯ＢＭＳＣｓ，这可能是与外源基因（ＴＬＲ４）能
够在细胞长时间表达有关。提示，ＢＭＳＣｓ经 ＴＬＲ４基
因修饰后，提高移植细胞的存活率，从而增强 ＢＭＳＣｓ
的移植治疗效应。

　　心肌梗死后，受损的心肌组织在缺血缺氧条件下，
引起局部心肌细胞发生凋亡，心肌成纤维细胞增殖增

强，以胶原纤维为主的细胞外基质增多，并过量沉积，

各型胶原比例失调，导致心肌纤维化的发生［１３］。心肌

纤维化过程同时伴随着多种心肌胶原代谢相关产物的

增加，如：Ⅰ型前胶原羧基端肽（ＰⅠＣＰ）、Ⅲ型前胶原
氨基端肽（ＰⅢＮＴ）等。ＰⅠＣＰ和 ＰⅢＮＰ是心肌Ⅰ型
和Ⅲ型胶原的前体多肽（心肌Ⅰ型和Ⅲ型胶原合成的

间接标志），是前胶原转换为胶原过程中脱离前胶原

的游离肽段，其随胶原纤维合成的增加而增加［１４］。近

年来研究表明，在大鼠心肌梗死模型血清中ＰⅠＣＰ和
ＰⅢＮＴ的表达高于正常对照组［１５－１６］，另外，在心肌梗死

患者ＰⅠＣＰ和ＰⅢＮＴ的表达也明显高于正常人群［１７］。

本研究结果发现，在大鼠心肌梗死细胞移植后 ２８ｄ，
ＴＬＲ４基因修饰的ＢＭＳＣｓ移植组 ＰⅠＣＰ和 ＰⅢＮＴ表
达明显低于单纯ＢＭＳＣｓ移植组，心肌纤维化改善程度
也明显优于单纯 ＢＭＳＣｓ移植组；心动超声结果显示，
ＴＬＲ４基因修饰的ＢＭＳＣｓ移植组的心功能的改善程度
也明显优于单纯ＢＭＳＣｓ移植组。
　　综上所述，ＴＬＲ４基因修饰 ＢＭＳＣｓ移植治疗心肌
梗死，可能通过局部ＴＬＲ４表达增加，提高ＢＭＳＣｓ移植
的存活率，进一步减轻心肌纤维化程度，改善心肌梗死

大鼠的心功能。
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