
虽然有关心肌梗死的药物治疗（抗血小板药物，

ACEI 类药物，调脂类药物）及侵入性治疗（PCI 及

CABG）已取得了显著进展，但是心肌梗死后心衰的死

亡率和发病率仍然居高不下。原因在于目前的治疗措

施并不能完全挽救已经梗死的心肌，心肌梗死后会形成

较大的瘢痕组织，造成左室心肌重构，从而造成严重的

左室功能不全。鉴于此，需要探索能够抑制心肌梗死后

左室重构，再生心肌细胞的治疗措施，从而逆转心衰患

者的不良预后。

目前有研究提示可注入型生物材料能够改善梗死

心肌的左室重构，成为治疗急性心肌梗死研究的热
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摘要：目的 拟研究心室肌细胞外基质（ECM）能否促进植入心肌梗死心肌组织内的心肌球源性心肌干细胞（CDC）向心肌细胞，

血管内皮及血管平滑肌细胞分化，改善大鼠心肌梗死后的心脏结构及功能。方法 心肌组织块培养法培养CDC，脱细胞法配置

ECM，结扎Wistar大鼠前降支建立急性心肌梗死模型。分别向心肌梗死心肌组织内注入 IMDM（I组），ECM悬液（E组），含

106CDCs的 IMDM溶液（IC组），含106CDCs的 ECM悬液（EC组），每组心肌梗死大鼠6只。3周后心脏彩超评估心脏功能，

Masson染色分析心肌纤维化阳性面积百分比，免疫荧光定性分析CDC在体表达vWF，α-SA，α-SMA。结果 心肌梗死3周后，

EC组左室射血分数及短轴缩率（FS%）最高；EC组心肌梗死后心肌纤维化阳性面积百分比最低；EC组CDC向内皮，心肌及平滑

肌细胞的分化阳性面积百分比较高，P<0.05。结论 心肌组织源性的ECM能够促进植入心肌梗死组织内的CDC向心肌，内皮

及平滑肌细胞分化。联合移植CDC及ECM能够取得最佳的心脏结构及功能上的益处。

关键词：心肌球源性心肌干细胞；急性心肌梗死；心功能

Abstract：Objective To investigate whether heart tissue-derived extracellular matrix (ECM) promotes the differentiation of
cardiosphere-derived cells (CDCs) implanted in rat infracted myocardium to improve the cardiac structure and function.
Methods Rat CDCs were cultured by cardiac explant methods, and ECM was prepared by decelluariztion method. In a Wistar
rat model of acute myocardial infarction established by ligating the left anterior descending branch, IMDM solution, ECM
suspension, 106 CDCs in IMDM solution, or 106 CDCs in ECM suspension were injected into the infracted rat myocardium (6
rats in each group). The cardiac function of the rats was evaluated by cardiac ultrasonography, and the percentage of positive
heart fibrosis area after infarction was determined with Masson staining. The differentiation of implanted CDCs in the
infarcted myocardium was detected using immunofluorescence assay for the markers of cardiac muscle cells (α-SA), vascular
endothelial cells (vWF) and smooth muscle cells (α-SMA). Results Three weeks after acute myocardial infarction, the rats with
injection of CDCs in ECM showed the highest left ventricular ejection fraction (LVEF) and percentage of fraction shortening
with the lowest percentage of positive heart fibrosis area; implantation of CDCs with ECM resulted in significantly higher
rates of CDC differentiation into cardiac muscle cells, vascular endothelial cells and smooth muscle cell (P<0.05). Conclusion
Heart-tissue derived ECM significantly promotes the differentiation of CDCs implanted in the infracted myocardium into
cardiac muscle cells, vascular endothelial cells and smooth muscle cells to improve the cardiac structure and cardiac functions
in rats.
Key words: cardiosphere-drived cells; acute myocardial infarction; cardiac function
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点之一［1］。Dai等［2］通过研究证实向大鼠心肌梗死心肌

内注入心肌组织源性的脱细胞化细胞外基质（ECM）能

够增加心肌梗死后的左室壁厚度，防止左室矛盾性收缩

膨出，改善心肌梗死后的左室射血分数（LVEF）。

也有研究提示心肌球源性心肌干细胞（CDCs）能够

自我更新，向心肌细胞或血管细胞分化［3］，促进鼠心肌梗

死后的心肌细胞再生并且改善心功能［4］。同种异体

CDCs治疗大鼠心肌梗死安全有效，能够促进心肌再生，

改善心脏功能［5］。有研究表明向猪的梗死心肌组织内

移植同种异体CDCs治疗心肌梗死，能够减轻左室重

构，改善心肌整体和局部功能，减低心肌梗死瘢痕面

积，并且还能够增加存活心肌组织量［6］，心衰病人的

CDCs也具有同样的治疗效果［7］。

然而，移植到宿主心肌内干细胞的分化率非常

有限［8-9］，从而影响干细胞治疗心肌梗死的后续疗效；有

研究亦表明可注入型天然生物材料可用作移植干细胞

载体从而增加移植干细胞的分化率和存活率［10-13］。基于

上述研究经验［14-16］，我们推测CDCs联合可注入型细胞

载体注入梗死心肌能够促进CDCs增殖，分化；增加心

肌梗死左室壁厚度，降低心肌梗死面积，改善左室功能，

从而为今后心肌梗死及心衰的临床治疗提供理论依据。

1 材料和方法

本动物实验得到了辽宁省实验动物管理委员会的

同意并严格按照2011年国家卫生部关于“实验动物使

用及保护指南”进行实验动物操作。

1.1 材料

IMDM培养液，胎牛血清，L-谷氨酸，2-巯基乙醇，

胰蛋白酶，不含钙镁的磷酸盐缓冲液（PBS），纤维连接

蛋白，多聚- D-赖氨酸，10×MEM；兔抗α-SMA多克隆抗

体，兔抗 vWF多克隆抗体，小鼠抗α-SA单克隆抗体

（Abcam公司）；兔抗 c-kit多克隆抗体，FITC-标记二

抗，PE-标记二抗（SantaCruz公司）；Ⅰ型鼠尾胶原胶

（3.75 mg/mL）（碧云天）；T10 basic ULTRA-TURRAX

匀浆机（IKA, Wilmington, North Carolina），FACSCAN

流式细胞仪（美国Becton Dickison公司）。

1.2 方法

1.2.1 心肌细胞外基质（ECM）的制备及检测 按照Dai

等［6］方案制备大鼠心肌源性ECM。具体方案如下：取雌

性 Wistar 大鼠心脏，组织粉碎机（IKA,Wilmington,

NorthCarolina）将心肌组织做成匀浆悬液，离心去上

清。应用DNAse和RNAse去除核酸物质。通过反复

离心洗涤最终将得到的ECM置于-80 ℃保存备用。体

质量200 g左右的大鼠心脏可制备10 mg的ECM。

Ⅰ型鼠尾胶原胶（3.75 mg/mL）3 mL+10×MEM

1 mL+nuclease free 无菌水6 mL，配置成10 mL浓度为

1 mg/mL的Ⅰ型鼠尾胶原胶溶液，制备成1 mg/mL的

ECM溶液，可用于包被培养皿。HE染色检测ECM中

是否有细胞成分残余。

1.2.2 大鼠CDC分离及培养 成年Wistar雄性大鼠，体

质量170±10 g。按照Smith等［4］CDC分离及培养方法

进行，无菌条件下取Wistar大鼠心脏，PBS彻底清洗，将

心肌组织剪碎成大约1 mm3的组织块，采用酶消化法以

CEM 培养液（IMDM；20% FBS；1 U/mL 青链霉素，

0.2 mmol/L L-谷氨酸，0.1 mmol/L 2-巯基乙醇）培养组

织块源性细胞（EDC）。1~2周后当EDCs生长达到 70%~

80%融合时，采集 EDCs。将EDC以50 000~100 000/

孔的密度移入12孔培养板中加入CGM培养液（35%

IMDM/65% DMEM/F-12 混合液，3.5% FBS，1%青霉

素-链霉素，1% L-谷氨酸，0.1 mmol/L 2-巯基乙醇，1单

位/mL凝血酶，2% B-27溶液，80 ng/mL bFGF，25 ng/mL

EGF 以及4 ng/mL心肌营养素-1）培养心肌球（CS）。6~

7 d后心肌球生成，采集心肌球重新平铺于FN包被培养

皿中继续培养获得CDC。“心肌球”平铺6~7 d后，采集

并鉴定CDCs（3代内的CDCs）。

1.2.3 大鼠CDC体外荧光鉴定c-kit表达及CDC移植前

体外标记 传代2代的CDC移植前进行免疫荧光检测

其c-kit表达情况，应用Gibco公司的CM-Dil标记CDC

细胞膜，CDC显示红荧光。c-kit采用FITC标记，显示

绿荧光，若CDC表达c-kit，则显示为黄荧光（红绿结合

显示黄色）。具体操作步骤按照Gibco公司的CM-Dil

标记活细胞方案进行。

1.2.4 心肌梗死模型的建立，CDC移植及心肌梗死后心

功能评估 8周龄雌性wistar大鼠通过开胸永久性结扎

前降支的方法建立大鼠心肌梗死模型。心肌梗死模型

建立后，心肌梗死大鼠分为4组：（1）对照组：单独150

μL IMDM注入组（n=6，Ⅰ组）；（2）150 μL ECM组（n=6，

E组）；（3）106CDC/150 μL IMDM组（n=6，IC组）；（4）

106CDC/150 μL ECM 组（n=6，EC 组）；上述 4 组均采

用心肌梗死周边4点注入法注入心肌梗死周边。所有

实验大鼠在心肌梗死模型建立前及心肌梗死后3周，采

用小动物心彩超（GE Vivid 7 Dimension ultrasound

apparatus, M12S PRO, probe frequency range of 4~12

MHz）。测量左室后壁厚度（LVPW），左室舒末容积

（EDV），左室缩末容积（ESV），左室射血分数（LVEF），

左室舒末内径（LVIDd），左室缩末内径（LVIDs），左室缩

短分数（LVFS）。

1.2.5 心肌组织学分析 各组心肌梗死后3周，10%水合

氯醛麻醉各组大鼠，取大鼠心脏，OCT包埋，制作冰冻切

片，行 Masson 染色，应用 Image Pro Plus 5.0（Media

Cybernetics Inc, Bethesda, Md）测量心肌梗死阳性面积

百分比。心肌组织冰冻切片行组织切片免疫荧光染色
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鉴定在体 CDC 表达 von Willebr-and factor（vWF），

alpha smooth muscle actin（α-SMA），alpha sarcom-

eric actin（α-SA）情况，CDC移植前应用Gibco公司的

CM-Dil标记CDC细胞膜，CDC显示红荧光。采用FITC

标记，显示绿荧光，若CDC表达vWF，α-SMA或α-SA，则

显示为黄荧光，细胞核应用DAPI染色呈蓝色。测量阳

性面积百分比及积光光密度OD（IC组 vs EC组）。

1.2.6 统计学分析 实验所得数据以平均值±标准差表

示，应用 SPSS 13.0 软件单因素方差分析（One Way

ANOVA）方法进行多组间差异的显著性检验，进一步两

组间比较采用 LSD-t 检验（Fisher's least significant

difference t-test），以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 大鼠 CDC 分离及培养，鉴定，标记以及大鼠心肌

ECM制备后HE染色

心肌组织块平铺FN包被的培养皿3~5 d后，从心

肌组织块中生长出EDC，包括纤维细胞样和在倒置

显微镜下观察为小圆亮2种形态细胞（图1A~C）。CDC

平铺于PDL包被的12孔培养板后5~7 d可生长出一代

心肌球（图1D，E），采集一代心肌球平铺于FN包被的

60 mm培养皿后3~5 d生长出CDC（图1F，G）。体外免

疫荧光检测提示心肌球中心部为大量表达c-kit的细胞，

心肌球平铺后的CDC也表达c-kit（图1H）。

图1 心肌球源性心肌干细胞体外培养形态学表现
Fig.1 Morphology of cardiosphere-derived cells (CDC) cultured in vitro (C, G, H, I: original magnification: ×200; A, B, D, E,
F: ×100).

B CA

G HF

D E

I100 μm 100 μm

本实验中所应用ECM的制备方法可彻底清除细胞

成分，并完整的保留了ECM的成分及结构（图2）。

2.2 大鼠心肌梗死后心功能测定评估

心肌梗死造模前（E组，EC组，Ⅰ组及 IC组）IVS，

EDV，ESV，LVEF，LVIDd，LVIDs及FS%均无显著性差

异，如表1所示。心肌梗死3周后，与其他3组相比较

（EC vs E vs IC vs Ⅰ），EC 组的 LVPW、EDV、ESV、

LVEF、LVIDd、LVIDs、FS%显著性差异（P<0.05，表2）；

E组与IC组各项指标无统计学差异（表2）。

2.3 心肌梗死3周后Masson染色检测心肌梗死纤维化

阳性面积百分比Aa（%）

心肌梗死3周后，各组（E组，EC组，I组，IC组）大鼠

心脏标本行Masson染色，与其他各组比较，EC组的心

肌梗死纤维化阳性面积比Aa（%）最低，差异有统计学意

义，E组与IC组心肌梗死纤维化阳性面积比Aa（%）无统

计学差异（P>0.05，图3，表3）。

2.4 Wistar大鼠心肌梗死CDC移植 3周后免疫荧光检

测CDC在体表达vWF，α-SA，α-SMA

心肌梗死后3周，EC组 v-WF、α-SA以及α-SMA表

达阳性面积比，即表达黄色荧光面积比较 IC组显著升

高（P<0.05，图4，表3）。

A B

图2 大鼠心肌ECM光镜表现
Fig.2 HE Staining of rat heart-derived extracellular matrix
(×100). A: Normal control; B: ECM.
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表1 心肌梗死前心脏彩超测量指标
Tab.1 Parameters measured by cardiac ultrasonography before myocardial
infarction

Parameter

LVPW (mm)

LVEDV (mL)

LVESV (mL)

LVEF (%)

LVIDd (mm)

LVIDs (mm)

FS% (%)

Ⅰ
1.41±0.20

0.65±0.05

0.08±0.02

87.33±3.72

5.65±0.91

2.68±0.55

53.83±1.60

IC

1.43±0.14

0.65±0.06

0.08±0.02

86.67±3.83

5.67±0.82

2.63±0.52

54.17±3.97

E

1.41±0.22

0.65±0.05

0.08±0.03

87.67±4.08

5.64±0.92

2.8±0.3

53.17±2.71

EC

1.41±0.22

0.65±0.06

0.08±0.02

87.67±3.33

5.63±0.94

2.67±0.35

52.83±2.23

P

0.163

0.921

0.8

0.9

0.116

0.094

0.997

表2 心肌梗死3周后心脏彩超测量指标
Tab.2 Parameters measured by cardiac ultrasonography 3 weeks after myocardial infarction(n=6, Mean±SD)

Parameter

LVPW (mm)

LVEDV (mL)

LVESV (mL)

LVEF (%)

LVIDd (mm)

LVIDs (mm)

FS% (%)

I

0.70±0.02

1.76±0.09

1.22±0.10

30.83±3.31

9.55±0.18

8.38±0.18

12.33±1.21

IC

0.77±0.04

1.31±0.24

0.74±0.15

43.17±2.14

8.42±0.50

6.92±0.40

18.00±1.67

E

0.765±0.038

1.227±0.149

0.672±0.073

42.33±1.75

7.77±0.10

6.33±0.13

18.17±1.94

EC

0.93±0.09*

0.66±0.08*

0.24±0.05*

62.83±3.54*

6.55±0.25*

4.53±0.27*

30.83±2.32*

P

0.026

0.001

0.001

0.01

0.001

0.001

0.001

*Means significant statistic difference compared with all other groups.

B

C

A

D

图3 心肌梗死3周后，各组Masson染色结果
Fig.3 Masson staining 3 weeks after myocardial infarction (×100). A: Group E; B:
Group EC; C: Group I; D: Group IC.
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3 讨论

与前述研究结果相似，本实验细胞培养法获得的表

达c-kit的CDC细胞，具有自我复制及多项分化潜能［17］。

目前培养及鉴定CDCs的技术已经成熟［18-24］，因而可较

容易获得CDCs且CDC治疗缺血性心肌病及心肌梗死

的疗效确实肯定。

近年来有研究报道可注入型生物材料可用作干细

胞移植载体从而提高干细胞体内移植的定植率及存活

率［10-12］，改善心肌梗死治疗效果。

我们在此次研究中采用ECM联合心肌球源性心肌

干细胞直接心肌内注入法治疗大鼠急性心肌梗死。结

果提示：与单独CDC移植组相比较，以心肌组织源性的

细胞外基质作为CDC移植载体能够促进心肌梗死后3

周CDC向心肌细胞（α-SA），血管平滑肌细胞（α-SMA）

以及血管内皮细胞（v-WF）分化（图4）。可能机制为本

实验ECM的提取方法较好的保留了心室肌细胞外基质

的成分及结构（图2），为移植后的CDC提供了与原心脏

相似的微环境，从而促进后续的心肌梗死后心功能（表

1，2）以及心脏结构（表1~3）的改善。与先前研究结果相

似［2］，我们的研究提示单独ECM组（E组）与单独CDC

组（IC组）两组心肌梗死后心脏结构及心脏功能的治疗

效果相似。可能机制为间接的旁分泌机制以及直接的

心肌再生机制，包括移植干细胞及内源性心肌干细胞分

化为心肌，血管细胞［2］。

以同种异体心肌干细胞治疗急性心肌梗死作为研

究内容的两项临床研究（ALLSTAR, CAREMI）正在进

行当中，并且初期临床结果是令人鼓舞的。基于本研究

中心肌组织源性的ECM制备过程的简单可行以及其独

图4 心肌梗死3周后各组免疫荧光表现
Fig.4 Immunofluorescence staining 3 weeks after myocardial infarction. A: v-WF in Group EC; B: v-WF in Group IC; C: α-SA in Group
EC; D: α-SA in Group IC; E: α-SMA in Group EC; F: α-SMA in Group IC.

B CA

E FD
50 μm 50 μm 50 μm

50 μm 50 μm 50 μm

表 3 大鼠心肌梗死3周后，心肌Masson染色及荧光结果
Tab.3 Results of Masson staining and immunostaining 3 weeks after myocardial infarction (n=6)

Parameter

Percentage of positive heart fibrosis area (%)

Percentage of v-WF expression on CDC (TA%)

Percentage of α-SA expression on CDC (TA%)

Percentage of α-SMA expression on CDC (TA%)

Ⅰ
18.06±3.85

-

-

-

IC

5.63±0.24

6.47±4.75

2.58±1.06

1.32±0.63

E

7.4±3.35

-

-

-

EC

2.08±1.04*

18.56±10.55*

11.72±5.96*

4.66±2.45*

P

0.036

0.019

0.004

0.009

*Significant statistic difference compared with all other groups.
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立治疗效果不逊于单独CDC治疗效果，我们有理由

相信联合ECM及CDC治疗急性心肌梗死将有广阔

的临床应用前景。
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