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双特异抗体增效骨髓问充质干细胞干预心肌纤维化 

邓 玮 ，陈庆伟 ，李兴升 ，刘 灏 z，牛司强 ，周 明 ，李桂琼 ，柯大智 ，莫显刚 

(1．重庆医科大学附属第二医院老年病科，重庆 400010；2．重庆医科大学附属第二医院消化内科，重庆 400016；3．重庆医科 

大学检验系，重庆 400016；4．重庆医科大学基础医学院组织学与胚胎学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨在双特异抗体(Bispecific antibody，BlAb)的辅助下，骨髓间充质干细胞(Bone marrow mesenchymal stem cells， 

BMSCs)移植干预心肌纤维化的效果。方法：以 anti—CD29(能识别间充质干细胞)和抗肌凝蛋白轻链抗体(Anti—myosinlight chain 

antibody，AMLCA)(能特异性结合损伤心肌)制备 BiAb(CD29×AMLCA)。将此BlAb与雄性小鼠BMSCs经尾静脉输入异丙肾 

性心肌纤维化雌性小鼠(BMSCs+BiAb组)。另设单纯BMSCs组、单纯BiAb组、正常对照组、未治疗组。5周后处死小鼠，荧光定 

量PCR检测心肌Y染色体鉴别基因(Sex—determining region ofY—chromosome，SRY)、基质金属蛋白酶一9(Matrix metalloproteinas— 

es一9，MMP一9)、基质金属蛋白酶组织抑制剂 一l(Tissueinhibitor ofmetalloproteinase—l，TIMP—1)的表达。天狼猩红染色比较心脏 

胶原含量。结果：BMSCs+BiAb组的干细胞归巢数比BMSCs组多( O．05)。与未治疗组相比，BMSCs+BiAb组和单纯BMCSs组的 

心肌MMP一9和TIMP一1表达下调，心脏胶原沉积降低(P<0．05)。与BMSCs组相比，BMSCs+BiAb组的心肌纤维化改善更为明显 

(P<0．05)。结论：CD29 X AMLCA双特异抗体可促进小鼠骨髓间充质干细胞的归巢。BMSCs归巢后能改善缺血心肌MMP—TIMP 

表达，干预心肌纤维化。 
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Effect 0f bone marrOw mesenchymaI stem cells transplantation On fibroid 

myocardium with the aid of bispecific antibody 

DENG W ei，et n量 

(Department ofGerontology，the SecondAffiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the effect of bone marrow mesenchymal stem cells(BMSCs)transplantation on fibroid myocardium 

with the aid ofbispecific antibody(BiAb)．Methods：BiAb[anti—CD29×anti—myosin light chain antibody(AMLCA)]was prepared and 

combined with isolated BMSCs from male mice and transfused into female mice with isoproterenol—．induced myocardial fibrosis via tail vein． 

This study included five groups：BMSCs+BiAb，BMSCs，BlAb，untreated，and control groups．Five weeks after treatment，expression 

levels of sex—determining region ofY—chromosome(SRY)，matrixmetall0pmteinases一9(MMP一9)，tissueinhibitor ofmetall0pr0teinase一1 

(TIMP一1)in myocardium were detected by fluorescent qRT-PCR．Collagen distribution was observed using sirius red staining．Results： 

Higher homing number of BMSCs was shown in the BMSCs+BiAb group than that of the BMSCs group (P<0．05)．Compared with the 

untreated group．BMSCs+BiAb and BMSCs groups had decreased levels of MMP一9，TIMP一1 and collagen deposition(P<0．05)． 

Decreased level of collagen content was significantly different in BMSCs+BiAb as compared to BMSCs group (P<O．05)．Conclusion： 

Homing rate and repairing efficacy of BMSCs improve via treatment with combination of BiAb．BMSCs can improve MMP—TIMP expression 

in injured myocardium and interfere with myocardial fibrosis after homing． 
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如何有效干预心肌纤维化是缺血性心脏病治疗的 目标 

之一。骨髓间充质干细胞 Bone nlaiTow mesenchyma1 stem cells， 

BMSCs)移植到受损心肌有归巢、修复功能，但其静脉移植途 

径的归巢效率较低。提高静脉移植 BMSCs的归巢率有着重 
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要的实用价值。为探讨双特异抗体(Bispecific antibody，BiAb) 

辅助下的BMSCs能否更好地归巢并干预心肌纤维化，我们进 

行了本项研究。 

1 材料与方法 

1．1 小鼠骨髓间充质干细胞的分离、培养、鉴定 

参照全骨髓贴壁法培养BMSCs] 捌。健康 3—4周龄 SPF 
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级雄性BALB／e小鼠(由重庆医科大学实验动物中心提供)， 

脱颈处死，无菌条件下分离小鼠股骨。用 2 ml注射器吸取 

DMEM／F12培养液(Gibco)冲出骨髓 ，2 000 r／min，离心 10 min， 

取沉淀细胞。用 DMEM／F12培养液 3 ml制成骨髓细胞悬液 ， 

血细胞计数板计数，以4 X 10 个／cm 接种于25 ml培养瓶。 

培养条件为：DMEM 12+10％胎牛血清(HyClone)，37oC，5％ 

CO：饱和湿度的CO 培养箱静置培养，达90％融合生长后传 

代。取对数生长期细胞进行试验。 

以形态学和功能学指标鉴定 BMSCs。倒置显微镜下观察 

干细胞形态。诱导成骨培养：将 BMSCs置于6孔板中培养至 

80％～90％融合后，弃旧培养基，加入2 ml／孑L的成骨诱导分化 

完全培养基(Cyagen bioseiences，Oricel )继续培养。每 3 d 

换液，连续观察，诱导3周后，茜素红染色，甲醛固定，拍照。成 

脂诱导：将 BMSCs置于6孔板中培养至80％～90％融合后，其 

旧培养基，加入2 ml／~L的成脂诱导分化完全培养基A(Cya— 

gen biosciences，OriCellTM)继续培养。3 d后更换为成脂诱导完 

全培养基 B，维持 24 h后 ，再次更换为成脂诱导完全培养基 

A，如此进行 3个循环。油红 O染色，甲醛固定 ，拍照。 

1．2 CD29xAMLCA双特异抗体的制备 

按照化学交联方法 41，兔抗小鼠CD29抗体(BD pharmi— 

ngen)按 1：5摩尔比溶于 Traut’S Reagent(Pierce，Rockford，IL) 

1 h；抗小鼠AMLCA单克隆抗体(Abcam，Cambridge)按 1：10 

摩尔的比例溶于Sulpho—SMCC试剂(Pierce，Rockford，IL)I h。 

2种溶解后的单抗立即以等摩尔比例混合，4℃过夜。非还原 

性 SDS—PAGE电泳鉴定 BiAb[s一。 

1．3 心肌纤维化模型的制作和细胞移植 

选取6周龄健康雌l生BALB／c小鼠(重庆医科大学动物实 

验中心提供)5O只，参考异丙肾上腺素注射液皮下注射法『51 

制备小鼠急性心肌损伤心肌纤维化模型。小鼠腹部皮下注射异 

丙肾上腺素(上海禾丰制药有限公司，批号080701)50 mg，kg， 

每天2次，连续 10d。将制成的模型分为5组，每组 l0只。末 

次异丙。肾上腺素注射后 1 d，行细胞移植。这 5组及移植内容 

(均为0．1 m1)分别为：①未治疗组，经尾静脉输入PBS液 0．1 

ml。②单纯BlAb治疗组(BlAb组)，经尾静脉输入50 ng BlAb 

交联产物。③单纯BMSCs移植组(BMSCs组)，经尾静脉输入 

4 X 10 个，kg BMSCs。④BMSCs+BiAb组，经尾静脉输入4 X 

10 个／kg BMSCs，再输入 50 ng BiAb混合物。并设⑤正常对 

照组(造模时皮下注射生理盐水而非异丙肾上腺素)，经尾静 

脉输入 PBS液 0．1 ml。实验过程中对动物的处置符合动物伦 

理学标准。 

1．4 实时荧光定量 PCR分析心肌 Y染色体鉴别基因(Sex-de— 

termining region of Y—chromosome，SRY)、基质金属蛋白酶一9 

(Matrix metalloproteinases-9，MMP一9)、基质金属蛋 白酶组织 

抑制剂一1(Tissue inhibitor of metall0pmteinase一1，TIMP-1)表达 

细胞移植后5周，处死小鼠，摘取心脏，取心尖组织行实 

时荧光定量 PCR(qRT—PCR)。Trizol一步法提取总 RNA，紫 

外分光光度计验证其纯度。常规方法逆转录合成cDNA。 

根据GeneBank设计特异性引物。SRY引物(序列为：F 

5’一GAAAAGCCTrACAGAAGCCGA一3’，R 5’一GTATCTGATG 

GcATGTGGGTTc一3’)，MMP一9弓I物(序歹0为：F 5’一CACAG 

CCAACTATGACCAGGAT一3’．R 5’一GCTGCCACCAGCAACA 

GG一3’)，TIMP一1引物 (序列为：F 5’一CCCCAGAAATCAAC 

GAGACC一3’．R 5'-CGCCAGGGAACCAAGAAG一3’)和13一actin 

引物(序列为F 5’一GAGAcc ITI’cAAcAccccAGc一3’，R 5’一 

ATGTCACGCACGATITCCC一3’)由上海闪晶生物科技有限公 

司合成。 

使用 FTC2000(Canada)荧光定量PCR仪进行扩增反应。 

采用 SYBR Green荧光定量 PCR试剂盒(上海闪晶)分别对 

目的基因进行定量检测。每反应体系包括 cDNA 1 l，2 X 

PCR Buffer 25 ul，目的基因引物对(25 pmol／I．d)0．6 Ixl×2，无 

RNase水 22．5 l，Sybrgreen I(20 X)0．3 l等 ；经 94℃4 rain； 

94~(2 20 S，60℃30 S，72℃30 S循环35次，72℃检测信号。同 

时检测 B—actin表达水平作为内参照，生成标准曲线、扩增 

曲线及熔解曲线，并读取循环阈值(Cycle threshold，ct)值，采 

用相对比值法进行计算。 

1．5 苦味酸一天狼猩红染色对比心肌胶原含量 

石蜡切片脱蜡至水。取左心室横断面中部约 2 mm厚的 

组织制成连续石蜡切片，厚度5 um，并进行苦味酸一天狼猩 

红染色[61。Image—Pro Plus图像分析软件(Media Cybernetics公 

司，美国)行定量分析。 

1．6 统计分析 

应用SPSS 16．0统计软件进行数据分析。计量资料以均 

数±标准差( ±S)表示，组问比较采用单因素方差分析检验 

(ANOVA)，用 LSD法进行两两比较，P<O．05为差异有统计意 

义。 

2 结 果 

2．1 小鼠 BMSCs的鉴 定 

采用形态学、功能学指标来鉴定培养的BMSCsm。 

体外培养的BMSCs贴壁生长，多为漩涡状或平行排列 

生长。细胞呈梭形或柳叶形(图 lA)。BMSCs经成骨诱导后 1 

周形态变为多角形，诱导 2周时可见细胞间钙质沉积，诱导 

3周后可见钙结节明显形成，茜素红染色阳性(图 1B)。BM— 

SCs经成脂诱导后 1周形态变得不规则，诱导 2周时可见胞 

质内出现折光性较强的小脂粒，诱导3周后可见脂滴聚集，油 

红 0染色阳性(图 1C)。 

2．2 BiAb的制备 

CD29×AMLCA由化学共轭法p，8，唏0备，制备产物含BiAb 

(约 268 kD)、共轭多聚体(>300 kD)、未连接的单抗 CD29(88 

kD)、AMLCA(180 kD)，见 SDS—PAGE(图 2)所示。 

2．3 各组心肌 SRY、MMP一9、TIMP一1基因表达 

SRY基因为Y染色体上的雄性性别鉴定基因，其表达量 

多寡能表明归巢于心肌的雄性BMSCs数量。如表 1所示，正 
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之间的连接桥梁。AMLCA是损伤心肌特异性抗体 ，能专一地 

识别受损心肌 ；CD29是 BMSCs高表达的阳性分子表型 ， 

CD29抗体能迅速与之结合。CD29×AMLCA这一 BiAb在本 

研究中，提高了静脉移植 BMSCs的归巢率，发挥了“快递员” 

的作用。 

Lee RJ等[31制备的BiAb(AMLCA x CD45)，能将 CD45+ 

的造血干细胞导引至损伤心肌，促进干细胞的归巢。另外一 

些研究 t91也发现BiAb能提高干细胞的靶向归巢。我们的研 

究发现，BiAb能增加 BMSCs的归巢 ，这可能得益于 BiAb提 

高干细胞“播种率”的作用。 

BMSCs归巢到受损心肌后，能发挥修复作用。本研究发 

现，BiAb辅助下的BMSCs不仅能高效归巢，还能发挥积极的 

心肌纤维化干预效应，其干预效果优于单纯BMSCs移植组， 

提示干细胞归巢量与其修复效果直接相关。BMSCs移植后能 

下调过高的MMP一9和TIMP一1表达，矫正胶原合成 一降解 

失衡，干预心肌纤维化进程。 

BMSCs可能通过多种机制干预心肌纤维化。BMSCs移植 

到心衰大鼠，能降低心肌 I、Ⅲ型胶原沉积、降低MMP一2，9 

表达，改善心功能㈣。而且随着 BMSCs移植数量的增加，梗死 

心肌病理『生胶原纤维沉积量越少、梗死心脏结构功能改善越 

明显⋯】。其机制可能是：首先，移植的BMSCs在心梗大鼠心脏 

有 自我增殖能力 ，能分化为微血管内皮细胞 、心肌细胞(少 

量)等l】21。其次，BMSCs还通过旁分泌效应(非 BMSCs自身)使 

心脏纤维母细胞受到抑制，减少其胶原纤维分泌量[131。一系 

列细胞因子均可通过旁分泌效应被激活，进而减少病理性胶 

原纤维沉积l】01。可见，干细胞独有的归巢和修复能力【 l是BM— 

SCs干预心肌纤维化的作用机制。 

综上所述，BiAb能增加外源性 BMSCs移植的归巢率， 

BMSCs移植后可下调过高的 MMP一9和 TIMP一1表达 、减轻 

心脏胶原沉积 ，从而有利于受损心肌的早期恢复。 
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