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　　 【摘要】目的　比较心肌干细胞 （ｃａｒｄｉａｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＣＳＣｓ）和骨髓间充质干细胞 （ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）对心肌梗死 （ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，ＭＩ）大鼠室颤阈值和心电生理学稳定性的影
响。方法　通过开胸结扎３０只ＳＤ大鼠左前降支冠状动脉建立心肌梗死模型，２周后随机 （随机数

字法）分为ＣＳＣｓ组、ＭＳＣｓ组及ＰＢＳ组，每组各１０只，分别于局部梗死心肌内注射ＰＫＨ２６荧光标
记的ＣＳＣｓ、ＭＳＣｓ或等量ＰＢＳ。治疗６周后，再次开胸检测梗死边缘区的心电生理特性和室颤阈
值。实验结束后，摘取心脏行病理切片，检查 ＰＫＨ２６标记的 ＣＳＣｓ、ＭＳＣｓ是否在梗死边缘区内生
存并表达连接蛋白４３。结果　ＣＳＣｓ组移植６周后其梗死边缘区单极电图激动恢复时间、纠正的激
动恢复时间与ＭＳＣｓ组及对照组比较，差异无统计学意义 （Ｐ＞００５）；ＣＳＣｓ组梗死边缘区单极电
图纠正的激动恢复时间离散度、电刺激所激发的恶性心律失常及室颤阈值与 ＭＳＣｓ组及对照组比
较，差异具有统计学意义 （Ｐ＜００５）；在上述指标方面，ＭＳＣｓ组和ＰＢＳ组比较，均差异无统计学
意义 （Ｐ＞００５）。ＰＫＨ２６标记的ＣＳＣｓ在梗死边缘区内被发现并表达连接蛋白４３，而 ＰＫＨ２６标记
的存在于梗死边缘区的ＭＳＣｓ则很少表达连接蛋白４３。结论　ＣＳＣｓ移植和ＭＳＣｓ移植治疗心肌梗死
是比较安全有效的，无明显致心律失常性。ＣＳＣｓ移植后６周其心电生理学稳定性改善和室颤阈值
提高的效应较ＭＳＣｓ优越，ＣＳＣｓ是治疗心血管疾病较为理想的种子细胞。
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　　近些年来，在成年的心脏组织中发现存在能自
我分化和增值的心肌干细胞 （ｃａｒｄｉａｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，
ＣＳＣｓ）［１３］。且有较多研究证实心肌干细胞能向心
肌细胞、平滑肌细胞、血管内皮细胞和成纤维细胞

分化［４］。且动物实验和临床研究均证实 ＣＳＣｓ治疗
心肌梗死能明显地改进心肌梗死后的心功能不

全［５８］。但心肌干细胞用于心血管疾病的治疗也同

样面临着安全性和心律失常方面的担心［９］。笔者

前期研究对此进行了初步的探索，观察 ＣＳＣｓ移植
治疗心梗后６周大鼠的心电生理学特性和室颤阈
值，发现ＣＳＣｓ移植后６周能明显改善心衰大鼠梗
死边缘区的心电生理学稳定性和室颤阈值［１０］。本

研究是上述实验的延续和深入，试图与研究最为成

熟，也被较早和较多用于心血管疾病治疗的骨髓间

充质干细胞 （ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）进行
比较，观察ＣＳＣｓ和 ＭＳＣｓ移植治疗后对梗死边缘
区心电生理学稳定性及室颤阈值的影响有何不同。

１　材料与方法

１１　实验动物及试剂
１１１　实验动物　新生３ｄＳＰＦ级ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ
（ＳＤ）雄性大鼠１０只，用于ＣＳＣｓ分离、培养；１月
龄清洁级健康雄性ＳＤ大鼠１０只，用于ＭＳＣｓ分离、
培养；６月龄清洁级健康雄性ＳＤ大鼠３０只，体质量
（２５０±２５）ｇ，用于制备心肌梗死模型，上述动物均
由中山大学动物实验中心提供。模型制备成功后，

随机 （随机数字法）分为 ３组，ＣＳＣｓ实验组、
ＭＳＣｓ实验组、ＰＢＳ对照组，每组１０只大鼠。
１１２　主要试剂及设备　ＩＭＤＭ培养液 （Ｓｉｇｍａ，
美国）；胰蛋白酶 （Ｍｅｄｉａｔｅｃｈ，美国）；胶原酶Ⅱ
（ＷｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ，美国）；Ｃａ２＋Ｍｇ２＋ｆｒｅｅ

ＰＢＳ（Ｃａｍｂｒｅｘ，美国）；ＰＫＨ２６（Ｓｉｇｍａ，美国）；
一抗缝隙连接蛋白４３（Ａｂｃａｍ，美国）；荧光二抗
（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ，美国）；ＨＸ３００Ｓ型呼吸机
（泰盟科技有限公司，中国）；Ｓｍａｒｔ型除颤仪
（Ｐｈｉｌｉｐｓ，美国）；ＤＦ６Ａ程序电刺激器 （东方电子

仪器厂，中国）；室颤诱发器 （Ｗｅｉｌ危重症研究
所，美国）；ＢＩＯＰＡＣＳＹＳＴＥＭＳＭＡＰｌ５０电生理信
号采集分析系统 （Ｇｏｌｅｔａ，美国）；激光共聚焦显
微镜 （Ｎｉｋｏｎ，日本）。
１２　方法
１２１　大鼠心肌梗死模型的制备　采用开胸直视
下结扎左前降支冠状动脉方式制备心肌梗死模型，

详见笔者课题组其他文献［１０１１］。左前降支冠状动

脉缝扎成功的标记是肢体心电图 ＳＴ段明显抬高，
ＱＲＳ波宽大畸形。如有ＶＦ发生，立即胸外按压或
使用２Ｊ的电能量电击除颤，直到心电图转复为窦
性心率为止。动物苏醒后拔除气管导管，放回笼内

继续喂养。

１２２　心肌干细胞的的分离、培养、传代和标记
　取新生后第３天的新生 ＳＤ雄性大鼠心脏，采用
组织培养法分离培养心肌干细胞，详见笔者课题组

其他文献［１０］。所有用于动物实验的细胞均为第 ３
代细胞。实验用细胞均经ＰＫＨ２６染色后再移植。
１２３　骨髓间充质干细胞的分离、培养、传代和标
记　取１月龄ＳＤ大鼠的股骨和胫骨，采用全骨髓培
养法分离培养骨髓间充质干细胞，详见本课题组其

他文献［１１１３］。所有用于动物实验的细胞均为第３代
细胞。实验用细胞均经ＰＫＨ２６染色后再移植。
１２４　ＣＳＣｓ和 ＭＳＣｓ移植　动物模型制备成功２
周后，动物重新麻醉。行气管插管。随后实验组及

对照组动物进行第 ２次开胸手术并分别接受 ０１
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ｍＬＰＫＨ２６标记的５×１０６ＣＳＣｓ、０１ｍＬＰＫＨ２６标
记的５×１０６ＭＳＣｓ、０１ｍＬ等量的ＰＢＳ从梗死心肌
局部注射。其余与模型制备阶段相同。

１３　观察指标
１３１　单极电图的记录　标测电极 （正极）置于

心外膜梗死边缘区，参考电极 （负极）置于皮下，

电极连接生物信息采集系统，分别记录各区单极电

图。心电数据通过生物信息记录系统记录于电脑。

取窦性心律时段，测量单极电图激动恢复时间

（ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙｔｉｍｅ，ＡＲＴ）与计算激动恢复时
间离散度 （ＡＲＴｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎ，ＡＲＴｄ）。并且通过
Ｂａｚｅｔｔ方程校正 （ＡＲＴｃ＝ＡＲＴ／ｓｑｕａｒｅｒｏｏｔｆｒｏｍＲＲ）
得到：校正激动恢复时间 （ＡＲＴｃ）和校正激动恢复
时间离散度 （ＡＲＴｃｄ）。ＡＲＴ是单极电图 ＱＲＳ波斜
率最少值与单极电图Ｔ波斜率最大值之间的时间间
隔，ＡＲＴｄ是同一只大鼠 ＡＲＴ最大值与最少值之
差［１４］。

１３２　恶性心律失常的诱发　梗死边缘区的程序
电刺激包括Ｓ１Ｓ２、Ｓ１Ｓ２Ｓ３和Ｂｕｒｓｔ刺激，由ＤＦ６Ａ
程序电刺激器进行评估。Ｓ１Ｓ２为一个周期的长度
为１２０ｍｓ共 ８次基础刺激和 １次额外刺激；
Ｓ１Ｓ２Ｓ３为１个周期的长度为１２０ｍｓ共８次基础刺
激和２次额外刺激。Ｂｕｒｓｔ刺激为在周期长度为１ｓ
的时间内执行 １００／９０／８０／７０／６０／５０ｍｓ的程序刺
激。在刺激的同时，ＥＣＧ被１个频率为００５～５００
Ｈｚ的ＥＣＧ多通道放大器记录并储存在电生理采集
系统计算机中。同一只大鼠，在梗死边缘区任何程

序刺激下，诱发出室性心动过速和／或心室颤动视
为诱发恶性室性心律失常成功。

１３３　室颤阈值测定　使用美国危重病研究所研
制的室颤诱发器［１５］，在梗死边缘区给予频率为３０
Ｈｚ，每次脉冲长度为１０ｍｓ总长为５００ｍｓ的电刺
激，电流由１ｍＡ开始逐渐增加，每次增加１ｍＡ，
在两次刺激之间给予２ｍｉｎ的间隔，直到两次均能
诱发出室颤的最低电流为止。

１３４　组织免疫荧光检测　采集电生理数据后，
取出心脏，行冰冻切片，在梗死边缘区切取５μｍ
厚的切片做组织免疫荧光染色。分别检测 ＣＳＣｓ和
ＭＳＣｓ及缝隙连接蛋白４３。
１４　统计学方法

计量资料以均数±标准差 （ｘ±ｓ）表示，采用
ＳＰＳＳ１００处理数据，组间比较采用方差分析 （ＳＮＫｑ
检验），两独立配对样本的资料采用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ双尾ｔ

检验。所诱发的恶性心律失常的次数采用Ｆｉｓｈｅｒ精确
检验。以Ｐ＜００５为差异具有统计学意义。

２　结果

２１　单极电图激动恢复时间、纠正的激动恢复时
间测定结果

ＣＳＣｓ组、ＭＳＣｓ组及对照组的激动恢复时间、
纠正的激动恢复时间在梗死边缘区的比较，差异无

统计学意义 （Ｐ＞００５），见图１、图２。

图１　三组大鼠单极电图梗死边缘区的激动恢复时间比较

Ｆｉｇ１　Ｕｎｉｐｏｌａｒｅｌｅｃｔｒｏｇｒａｍｓａｃｔｉｖａｔｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙｔｉｍｅ

图２　三组大鼠单极电图梗死边缘区校正的激动恢复时间比较

Ｆｉｇ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｏｒｒｅｃｔｅｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙｔｉｍｅｉｎｕｎｉｐｏｌａｒ

ｅｌｅｃｔｒｏｇｒａｍｓａｍｏｎｇｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

２２　单极电图纠正的激动恢复时间离散度测定结果
三组纠正的激动恢复时间离散度比较，ＣＳＣｓ

组与ＭＳＣｓ组及对照组比较均差异具有统计学意义
（Ｐ＜００５），而 ＭＳＣｓ组与 ＰＢＳ组比较，差异无统
计学意义 （Ｐ＞００５），见图３。

　　与ＰＢＳ组比较，ａＰ＜００５；与ＭＳＣｓ组比较，ｂＰ＜００５

图３　三组大鼠单极电图校正的激动恢复时间离散度比较

Ｆｉｇ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｏｒｒｅｃｔｅｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙｔｉｍｅｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎｉｎ

ｕｎｉｐｏｌａｒｅｌｅｃｔｒｏｇｒａｍｓａｍｏｎｇｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ
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２３　恶性心律失常的诱发结果
对照组在总共８１次的程序电刺激中诱发出２１

次恶性心律失常，ＭＳＣｓ组在总共７７次的程序电刺
激中诱发出２３次恶性心律失常，ＣＳＣｓ组在总共８３
次的程序电刺激中诱发出 ４次恶性心律失常，
ＣＳＣｓ组与ＭＳＣｓ组及对照组比较差异均具有统计
学意义 （Ｐ＜００５），而 ＭＳＣｓ组与 ＰＢＳ组比较，
差异无统计学意义 （Ｐ＞００５），见图４。

　　与ＰＢＳ组比较，ａＰ＜００５；与ＭＳＣｓ组比较，ｂＰ＜００５

图４　三组大鼠恶性心律失常的诱发率比较

Ｆｉｇ４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｉｎｄｕｃｅｄｍａｌｉｇｎａｎｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒａｒｒｈｙｔｈｍｉａｓａｍｏｎｇ

ｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

２４　室颤阈值测定结果
三组在梗死边缘区的室颤阈值对比，ＣＳＣｓ组

与ＭＳＣｓ组及对照组比较差异均具有统计学意义
（Ｐ＜００５），而 ＭＳＣｓ组与 ＰＢＳ组比较，差异无统
计学意义 （Ｐ＞００５），见图５。

　　与ＰＢＳ组比较，ａＰ＜００５；与ＭＳＣｓ组比较，ｂＰ＜００５

图５　三组大鼠不同区域的室颤阈值比较

Ｆｉｇ５　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎｔｈｒｅｓｈｏｌｄ（ｍＡ）ａｍｏｎｇ

ｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

２．５　组织免疫荧光检测结果
经激光共聚焦显微镜检测，大鼠心肌梗死边缘

区可见红色 ＰＫＨ２６标记的 ＣＳＣｓ及 ＭＳＣｓ存在，
ＣＳＣｓ组可以检测到绿色荧光标记的缝隙连接蛋白
４３。此外，可见ＣＳＣｓ分别与缝隙连接蛋白４３荧光
定位存在重叠，而 ＭＳＣｓ组很少检测到绿色荧光标
记的缝隙连接蛋白４３（见图６）。

　　Ａ：ＰＫＨ２６标记的 ＣＳＣｓ为红色；Ｂ：ＣＳＣｓ表达缝隙连接蛋白

４３为绿色；Ｃ：ＤＡＰＩ核染色为蓝色；Ｄ：Ａ、Ｂ、Ｃ融合后显示

ＣＳＣｓ表达连接蛋白４３；Ｅ：ＰＫＨ２６标记的 ＭＳＣｓ为红色；Ｆ：ＭＳＣｓ

几乎不表达缝隙连接蛋白４３；Ｇ：ＤＡＰＩ核染色为蓝色；Ｈ：Ｅ、Ｆ、

Ｇ融合后显示ＭＳＣｓ罕有表达连接蛋白４３

图６　ＣＳＣｓ组和ＭＳＣｓ组检测缝隙连接蛋白４３表达情况 （激光共

聚焦显微镜，×１０００）

Ｆｉｇ６　ＣＳＣｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄＣｏｎｎｅｘｉｎ４３ａｎｄαｓａｒｃｏｍｅｒｉｃａｃｔｉｎ（ｃｏｎｆｏｃａｌ

ｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｍａｇｅｓ，×１０００）

３　讨论

在心肌梗死后，出现了如下几个方面的改变：

①因凋亡和坏死所引起的心肌细胞数量减少；②炎
症细胞浸润和炎症因子的释放；③心梗后的心肌纤
维化。这些变化导致了心室异质性，进而导致了心
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电生理的不稳定和室性心律失常的发生［１６］。干细

胞治疗心血管疾病最主要的担心也就是是否引起或

加重恶性心律失常，包括室性心动过速和室颤［１７］。

干细胞治疗导致恶性心律失常发生的可能机制为：

①干细胞内源性电生理学特性与移植宿主的细胞电
生理学特性存在差异；②改变了离子通道的特性；
③改变移植物和宿主或移植物和移植物的电生理学
偶联；④改变了心脏本身的结构；⑤心肌局部注射
所引起的炎症损伤和水肿；⑥导致异质性的发
生［１８］。

ＭＳＣｓ从骨髓中分离和培养得来，研究证实
ＭＳＣｓ能在体外和体内分化为心肌细胞［１９］。ＭＳＣｓ
通过静脉、左心室、冠状动脉、梗死心肌部位的心

外膜、心内膜等途径注射，在体内分化为心肌细

胞、血管平滑肌细胞、血管内皮细胞等，从而改善

心梗后的心功能［１９］。但也有研究认为 ＭＳＣｓ移植
治疗后虽然能够表达心肌细胞、血管平滑肌细胞、

血管内皮细胞的标记，但不能产生有功能并有正常

搏动的心肌细胞［２０］。在电生理学方面，由 ＭＳＣｓ
分化而来的心肌细胞显示出与成熟的心肌细胞不同

的电生理特性。一些实验已经证实这些电生理的异

质性导致了心律失常发生的可能［２１］。但更多的动

物和人类研究均认为ＭＳＣｓ移植并没有带来或导致
恶性心律失常的增加［２２］。本研究亦揭示与对照组

比较，ＭＳＣｓ的心电生理学稳定性和室颤阈值并不
比对照组差，但结果提示ＭＳＣｓ组在心电生理学稳
定性和室颤阈值方面也没有优于对照组。

ＣＳＣｓ存在于宿主的心脏中，程序性地分化为
心脏组织，如心肌细胞、血管内皮细胞、血管平滑

肌细胞和成纤维细胞［４］。动物实验和临床研究均

证实ＣＳＣｓ能改进受损后的左室功能［４］。在电生理

学方面，由ＣＳＣｓ分化而来的心肌细胞显示出同质
性和成熟的心肌细胞表型［２３］，并能与宿主的心肌

细胞偶联［２４］。本研究显示ＣＳＣｓ在梗死边缘区纠正
的激动恢复时间离散度、电刺激所诱发的恶性心律

失常、室颤阈值等方面明显比 ＭＳＣｓ和 ＰＢＳ要好，
说明ＣＳＣｓ来源于心脏，很可能适应于心肌细胞系
定向分化的命运［４］。

缝隙连接蛋白４３对于维持心肌细胞正常电偶
联、心脏正常电活动以及协调舒缩的具有重要作

用［２５］。研究表明，缝隙连接蛋白４３与心肌梗死后
心力衰竭及心律失常的发生发展密切相关［２６］。本

研究显示了 ＣＳＣｓ在梗死边缘区有较多的 Ｃｘ４３表
达，而 ＭＳＣｓ在梗死边缘区罕有 Ｃｘ４３表达，也从
另一侧面说明ＣＳＣｓ在心电生理学稳定性和室颤阈

值方面比ＭＳＣｓ组和ＰＢＳ组优越的原因，但具体的
机制有待进一步探讨。

综上所述，ＣＳＣｓ移植和 ＭＳＣｓ移植治疗心肌
梗死是比较安全有效的，无明显致心律失常性。

ＣＳＣｓ移植后６周其心电生理学稳定性改善和室颤
阈值提高的效应较 ＭＳＣｓ优越，ＣＳＣｓ是治疗心血
管疾病较为理想的种子细胞。
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中国医学救援协会灾害救援分会第一届理事会成立

　　２０１５年８月２８日，经中国医学救援协会批准，中国医学救援协会灾害救援分会第一届理事会在北京会议中心胜利召
开。中国医学救援协会领导、军事医学科学院常务副院长徐卸谷、国家卫计委应急处处长李正懋、中华医学会急诊分会主

任委员、中国医师协会急诊分会会长、北京协和医院急诊科主任于学忠、中华慈善总会秘书长张心国、中国红十字会救护

部部长李立东、北京市卫计委应急办主任黄春、中国医学救援协会常务理事、３０７医院院长刘素刚、首都医科大学附属北
京朝阳医院执行院长陈勇、副院长马迎民等领导出席大会。

大会推选首都医科大学附属朝阳医院西院曾红教授为会长，北京友谊医院谢苗荣教授、中日友好医院张国强教授、广

东省人民医院曾红科教授、青海省人民医院公保才旦教授、浙江大学医学院附属第二医院马岳峰教授、福建省立医院陈锋

教授、上海交通大学附属新华医院潘曙明教授、中国医科大学附属盛京医院赵敏教授、武汉大学人民医院魏捷教授、四川

省人民医院曾俊教授、北京红十字会金辉教授为副会长，同时推选清华大学附属清华长庚医院王仲教授为秘书长、北京天

坛医院郭伟教授为副秘书长。第一届理事会由来自全国各省、市、自治区和我国香港、台湾地区以及日本的１９２名理事
组成。

大会围绕灾害医学特征开展专题学术探讨并与来自我国香港、台湾地区的专家进行交流。国家卫计委、北京市卫计

委、中国医学救援协会、中华慈善总会、中国红十字会、首都医科大学附属朝阳医院等相关部门领导致词并对灾害救援分

会的工作给予了充分肯定。

中国医学救援学会灾害救援分会的宗旨是：科学救援，寓救于防。使命是：发挥急救专业优势，普及公众急救知识，

提高灾害救援水准。
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