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胎儿肝脏问充质干细胞移植治疗心肌梗死的实验研究 
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【摘 要】目的：研究来源于胎儿肝脏的间充质干细胞(FMSCs)移植到大鼠心肌梗死模型中的存活及分化情况。方法：从平均胎 

龄为 9周的胎儿肝脏中分离培养出 FMSCs，将该细胞移植到大鼠梗死心脏模型中，分别于移植后第 7及第 14天时取出心脏 ， 

通过荧光原位杂交及免疫组化的方法检测移植细胞的存活及心肌分化情况。结果：FMSCs具有稳定的抗原表达谱，阳性表达 

CD29、CD44、CD166、CD105、SH3、SH4，不表达造血干细胞表面标志抗原如 CD14、CD34、CD45。荧光原位杂交显示，将细胞移植 

到大鼠心肌梗死模型中 7天后，有较多细胞在心肌组织中存活；但至移植后第 14天，移植细胞从心肌组织中消失。免疫组化染 

色未发现存活的植入细胞发生向心肌方向的分化。结论：本实验成功分离培养出了 FMSCs，将其移植到梗死心肌模型中能短暂 

存活 ，但不发生向心肌方向的分化。 
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Study On tranSpIantatiOn Of mesenchymal stem cells frOm human fetal 

Iivers into rat infarted heart 

CHANG Jing，et al 

(Department of Cardiology，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To study the survival and the cardiac differentiation of mesenchymal stem cells from human fetal livers 

(FMSCs)after being transplanted into infarted rat myocardium．Methods：FMSCs were cultured from human fetal livers，the av— 

erage age of which was 9 days．The infarction model was built by the ligation of left an terior descending artery and 3．5× 

10％ells were transplanted into infarction area by direct injection one week after ligation．Rats were killed at 1 and 2 weeks 

after transplan tation，and hearts were collected for the examination of the cells’survival and differentiation toward cardiac tissue 

by fluorescent in situ hybridization(FISH)and immunohistochemistry staining．Res~dts：The FACS results showed that FMSCs ex— 

pressed antigen CD29，CD44，CD166，SH2(CD105)，SH3 and SH4，but did not express CD14，CD34 and CD45．The transplant— 

ed cells survived at 7th day after tran splanted，but dissappeared at 14th day．No cardiac differentiation was observed during this 

period．Conclusion：Th e cells we cultured are testified as FMSCs by their phenotypic expression，and FMSCs could survive for 

a short period after transplanted into rat heart infarction model，but no cardiac differentiation is induced． 

【Key words】Human mesenchymal stem cells；Cell transplantation of heart；Cardiac differentiation 

对于急性心梗 ，目前临床缺乏针对梗死心肌的 

根本性治疗方法。近年来兴起的心肌干细胞移植则 

直接针对疾病的细胞学机制，移植细胞修复坏死心 

肌展示出良好的前景it-3]。在众多候选干细胞中，间 

充质干细胞(Mesenchymal stem cells，MSCs)具有取 

材方便、易于体外分离培养、有多向分化潜能等优 

点。本实验拟在建立大鼠心肌梗死模型的基础上 ， 
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将分离培养的来源于胎儿肝脏的 MSCs(Human fe— 

tal liver delivered MSCs，FMSCs)移植到梗死心脏 

中，研究移植细胞在体内的存活和心肌分化情况， 

从而为心肌干细胞移植技术的临床应用打下必要 

的实验基础。 

1 材料和方法 

1．1 主要试剂 

DMEM—LG培养液(Invitrogen公司)；荧光素标记的单克 
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隆抗体抗 CD29(Coulter公司 )、抗 CD44(Immenotech公司)、 

抗 CD166(AnseU公司)、抗 CD105(Ansell公司)、抗 SH3 

(Osiris Therapeutics Inc公 司)、抗 SH4(Osiris Therapeutics 

Inc公司)、抗 CD14、抗 CD34、抗 CD45(Becton Dickinoson公 

司)；FISH探针 (针对人 DNA的荧光标记的探针 ，Vysis公 

司)；抗 Desmin(DAKO公 司)和 Troponin I(Sigma公司 )；荧 

光标记的兔抗鼠 IgG(DAKO公司)。 

1．2 从胎儿肝脏中分离培养出FMSCs 

所用胎儿平均胎龄为 9周(6～10周 )，胎儿母亲必须通 

过血清学检查排除各种感染，包括梅毒 、弓形体病、风疹、 

HIV、巨细胞病毒、B型和 C型肝炎、细小病毒、1型和 2型单 

纯性庖疹等。在无菌条件下真空抽吸取出胎儿，分离肝脏，去 

掉包膜，DMEM—LG中剪成碎块并研磨，制成悬液 ，用孔径为 

100 rn的尼龙网筛过滤细胞悬液，使之成为单细胞悬液。将 

其稀释至 10 个细胞 ／ml，与密度为 1．073g／ml的 percoll混 

合，1000g离心 30min。吸取界面层细胞加入 PBS并混匀 ，以 

500g的速度离心 7-lOmin，弃上清。重复上述过程 ，再次洗 

涤 ，然后用 DMEM—LG培养液调整细胞浓度为 1×106／ml，置 

于 37％、5％CO：及饱和湿度的孵箱内培养 72h，然后通过更 

换培养液，弃掉未贴壁细胞。以后每 3-4天换液 1次。当细 

胞达 80％融合时消化传代，以4×10Z／cm：的密度接种于培 

养瓶中扩增。收集第 2-9代的细胞用于下述实验。 

1．3 流式细胞仪检测 FMSCs表面抗原的表达 

取第 2-9代的 MSCs，去掉培养液，洗涤消化后将 0．5× 

10 个细胞悬浮于含300 1PBS中。分别加入 5 l下列抗体： 

荧光素标记的单克隆抗体抗 CD29、抗 CD44、抗 CD166、抗 

CD105、抗 SH3、抗 SH4、抗 CD14、抗 CD34、抗 CD45，在室 

温、避光条件下孵育 15min，PBS洗涤后重新悬浮于 PBS中。 

在等量细胞悬液中加入 5 l荧光素标记的兔抗鼠单克隆抗 

体中孵育 15min，作为对照管，以排除非特异性结合所产生的 

荧光对结果的影响。放在流式细胞仪上检测，最后用 Cel— 

lquest软件对结果进行分析，结果以直方图显示。 

1．4 急性心肌梗死模型的建立及 FMSCs的移植 

采用结扎左冠状动脉前 降支 (1efI anterior descending 

artery，LAD)的方法建立急性心肌梗死模型。具体步骤如下： 

4只 SD大鼠麻醉固定后，将气管套管插入气管内并连接到 

动物呼吸机上，于大鼠左侧第四、五肋间行横切口切开皮肤、 

胸大肌，开胸暴露心脏，在肺动脉圆锥与左心耳交界处之下 

1~2ram处寻找 LAD，结扎造成左室前壁心肌梗死，可见梗死 

心肌变得苍白。手术 1周后，重新开胸 ，直视下将悬浮在 

100 l PBS中的 3．5×106个 FMSCs分数点植入梗死心肌周 

围，逐层关胸。分别在 FMSCs移植后 1周及 2周处死大鼠， 

取出心脏，冲洗后去除左右心房和右心室。在福尔马林中固 

定 24h，然后包埋于石蜡中，用石蜡切片机将标本切成厚度 

为 3 rn的切片o 

1．5 荧光原住杂交追踪移植细胞 

通过 HE染色寻找注射位点 ，从而确定移植细胞所在之 

处。用荧光标记的人类 DNA特异性探针 ，通过 FISH技术检 

测组织切片中的移植细胞。将石蜡切片在 60℃烘烤 2h以去 

除石蜡，然后放在从高至低不同浓度的乙醇中使之恢复水化 

(乙醇浓度依此为 95％、70％、50％)，浸泡在枸橼酸盐缓冲液 

(10ram0儿，pH6．0)中，放在微波炉中加热(750W×1．5min，然 

后50W×4．5min)。依此在下述溶液中及温度下孵育以破坏膜蛋 

白：05ml胃蛋白酶／50ml HCI(150 g／m1)、37℃、15-20min，2× 

SSC／0．1％Igepal、37℃、lOmin，1％福尔马林 ／50mmol／LMgC1dPBS、 

20％、lOmin，PBS、20％、5min。放在从低到高不同浓度的乙醇 

中脱水(浓度依此为 70％、90％、99．5％)，待干燥后将 3 l探 

针溶液加在切片有组织贴附的部位上 ，用小圆形盖玻片放 

在组织上，用胶封闭，在 74℃下烘烤 lOmin使组织及探针 中 

DNA变性。将切片放在潮湿的塑料盒中，在 39％中孵育 

12h，使探针中DNA与组织中目标 DNA充分反应杂交。去掉 

封闭胶，将切片放置在2×SSC中，数分钟后小圆形盖玻片因 

自身的重量而脱落 ，充分洗涤后 用含有 DAPI(4，6-di— 

amino一2一phenylindole)的封片液封片。在荧光显微镜下观察， 

来源于人类的FMSCs呈现红色细胞核，而来源于鼠类的细 

胞呈现蓝色细胞核。 

1．6 免疫组化染 色检 测移植细胞向心肌 方向的分化 

取上述通过 FISH显示有移植细胞的切片进行免疫组化 

染色，用心肌特异性抗体检测移植细胞是否在心脏组织中发 

生了向心肌方向分化。洗涤后加 5％兔血清封闭非特异性抗 

原，室温下孵育分钟，弃去血清。加入各种心肌特异性的单克 

隆抗体 ，包括抗 Desmin和Troponin I，稀释度为 1：50，在室 

温下孵育 12h。洗涤后滴加 1：10荧光标记的兔抗鼠 IgG，孵 

育 1 h，洗涤后在荧光显微镜下观察并拍照。 

2 结 果 

2．1 FMSCs的形 态学观察 

初始分离的细胞悬浮在培养液中，大部分细胞 

于 24h内贴壁，贴壁细胞呈圆形。随着培养时间的 

延长，贴壁细胞数量增加，出现小的细胞突起。72h 

换液去除未贴壁细胞，此时贴壁细胞较多，低倍镜 

下大多数细胞呈较均一的长梭形。高倍镜下显示， 

细胞多为单核，核大，核仁明显 ，核仁数 目不等，多 

为 2～4个，胞浆丰富，富含颗粒，集中在细胞核的周 

边区域，相互间以细胞突起相连接。图 1为 HE染色 

后高倍镜下所得图片。随着细胞数目的不断增加， 

逐渐形成大小不一 、边界清楚的细胞集落，其中含 

数十至数百个形态均一的长梭形细胞，细胞呈平行 

排列生长或旋涡状生长。 

2．2 FMSCs的表面抗原特性 

流式细胞仪检测第 2～9代 FMSCs的表面抗原 

特性。结果提示，所测的各代细胞表面抗原表达具 

有均一性，即阳性表达 CD29、CD44、CD166、CD105、 
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培养基。通过换液去掉未贴壁细胞，利用 MSCs的粘 

附贴壁特性对单个核细胞进行进一步分离纯化。结 

果显示，第 2-9代 FMSCs具有一致的抗原表达谱， 

均阳性表达 CD29、CD44、CD166、CD105(SH2)、SH3 

和 SH4，而阴性表达 CD14、CD34和CD45。该表达谱 

也同Campagnoli 等关于 FMSCs的报道相符 ，也符 

合上述有关 MSCs表面抗原的特点，证实我们成功 

分离培养出了高纯度且性质稳定的MSCs。 

本实验发现，在移植后第 7天，在所有移植了 

细胞的大鼠心脏中均发现移植细胞的存在，提示所 

用的移植方法是成功有效的。移植后第 14天，未在 

心脏组织中发现移植细胞的存在，提示曾经存活的 

移植细胞已经死亡，推测可能与移植细胞诱发的免 

疫排斥反应有关。在移植后 7天对移植细胞进行双 

重染色，既用 FISH检测移植细胞的存活情况，同时 

用免疫组化方法检测存活移植细胞的分化情况。结 

果显示，虽然在这些大鼠的心脏组织中发现了大量 

移植细胞的存在，但没有发现移植细胞向心肌方向 

的分化。这与某些相关报道的结果不符【7J。Tomita[81等 

将猪 MSCs自体移植到梗死心肌中，4周后在坏死 

心肌中发现移植细胞表达肌钙蛋白I，并出现肌小 

节结构及 z带。这提示 MSCs不仅在移植后存活，而 

且发生了向心肌细胞的分化。对于上述结果差异， 

我们通过在移植前检测移植细胞的纯度、活细胞含 

量(资料未显示)，排除了因移植细胞质量所导致的 

结果差异。而 Murry等将 c—kit+Lin一的造血干细胞 

移植到心脏组织中，并没有发现该移植细胞发生向 

心肌方向的分化[91。因而，我们推测 ，这种结果的差 

异是因为 MSCs来源于不同种类的动物所致。 

尽管已有大量临床实验显示 ，MSCs移植能显 

著改善心脏功能、减少梗死面积110--121，但关于其具体 

机制则仍不清楚。有人甚至提出，MSCs对心脏情况 

的改善可能来源于移植细胞所分泌的各种细胞因 

子，包括促血管生长因子等，而并非依赖于移植细 

胞的心肌样分化。上述推测有待进一步研究证实。 
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