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　 　 【摘要】 　 目的　 为深入研究了解巨噬细胞在心肌再生过程中的作用机制，探讨 ＣＤ１１ｂＤＴＲ 新生小鼠构建心肌

梗死模型后消除巨噬细胞的可行性。 方法 　 将 １ 日龄 ＣＤ１１ｂＤＴＲ 小鼠结扎冠状动脉左前降支后注射白喉毒素

（ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａ ｔｏｘｉｎ，ＤＴ）消除巨噬细胞，建立巨噬细胞消除的心肌梗死模型，进而探究巨噬细胞在心梗过程中的作用。
结果　 将出生 １ ｄ 的 ＣＤ１１ｂＤＴＲ 小鼠结扎心脏冠脉左前降支构建心梗模型后，注射 ＤＴ 无法实现巨噬细胞的显著消

除；增加给药频率或给药浓度仍无法明显消除巨噬细胞；同时增加给药频率和浓度虽然取得了明显的巨噬细胞消

除效果，但是 ＤＴ 组小鼠成活率明显下降，成活小鼠生存状态极差，无法用于后续实验。 结论　 ＣＤ１１ｂＤＴＲ 小鼠在生

理情况下注射 ＤＴ 后能显著消除心脏中巨噬细胞；但是 ＣＤ１１ｂＤＴＲ 小鼠进行冠状动脉结扎后，无法通过注射 ＤＴ 得到

巨噬细胞消除的心梗模型小鼠，可能是冠状动脉结扎使 ＤＴ 无法正常输送至心脏，继而无法有效作用于心脏内的巨

噬细胞的原因所导致。
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　 　 目前全球由于心力衰竭面临死亡威胁的患者

数 量 日 益 增 加［１－２］。 心 肌 梗 死 （ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，ＭＩ）所致的心肌损伤往往引起心肌细胞大

量丢失［３］，导致心脏舒缩功能障碍。 心脏通常从左

心室开始衰竭，首先表现为肺循环的淤血与外周灌

注不足［３］，发展到终末阶段则表现出局部心肌坏死

和不可逆的纤维化。 梗死区发生心室重塑和肥大，
同时非梗死区心肌细胞代谢紊乱与功能障碍，最终

导致心力衰竭。
哺乳动物成年个体的心脏自我更新能力极为

有限，且随着年龄递增，心肌细胞增殖速度进一步

减慢［４－５］。 但是在如硬骨鱼类和两栖类等低等生物

中发现其心脏一直保持再生能力［６－７］。 ２０１３ 年

Ｐｏｒｒｅｌｌｏ 等［８］通过在 １ 日龄小鼠身上实施冠状动脉

左前降支 （ ｌｅｆｔ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｄｅｓｃｅｎｄｉｎｇ ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ，
ＬＡＤ）永久结扎术，观察到 ２ 周后小鼠心脏受损区域

的纤维化减少，且 ３ 周后小鼠 ９５％以上的受损心肌

得到了修复，心脏舒缩功能也已基本恢复，说明新

生小鼠心脏仍具有较强的心肌再生能力。 因此，利
用 １ 日龄小鼠心肌梗死模型，开展心肌再生修复相

关机制研究，被认为是人类攻克心血管疾病这一世

界医学难题的有效途径之一［９］。
心肌梗死后，梗死区的心肌细胞大量死亡，诱

发炎症。 此后，巨噬细胞的募集和浸润，能够吞噬

凋亡心肌细胞，同时分泌抑炎因子使炎症逐渐消

退［１０］，是心脏损伤后心肌组织再生和修复的关键环

节。 如果心肌梗死后的炎症持续发生不消退，则会

诱发心肌组织纤维化，不利于损伤区的修复［１１－１２］。
新生小鼠经历心梗手术后，巨噬细胞的浸润有利于

血管生成，可直接或间接促进心肌再生［１３－１５］。 Ｌｉ
等［１５］研究发现巨噬细胞可通过分泌抑瘤素 Ｍ
（ｏｎｃｏｓｔａｔｉｎ Ｍ，ＯＳＭ），作用于其共受体 ｇｐ１３０，继而

激活 Ｓｒｃ⁃Ｙａｐ 信号通路直接促进心肌细胞增殖。 Ｊｉａ
等［１６］发现 ＩＬ３５ 的转录激活可促进 ＣＸ３ＣＲ１＋Ｌｙ６Ｃ ｌｏｗ

巨噬细胞的募集和细胞外基质的沉积，改善心梗后

的心室重构；并指出心脏驻留巨噬细胞来源的

Ｌｅｇｕｍａｉｎ 能有效促进凋亡心肌细胞的清除和降解，
继而调控心肌组织修复［１７］。 课题组前期发现分离

新生小鼠心脏（经心尖切除损伤）中的巨噬细胞，通
过尾静脉注射移植到成年心肌梗死损伤小鼠体内，
可有效改善心功能，减少心肌梗死面积，并伴随心

肌细胞增殖的显著增加［１８］。 以上研究证实，巨噬细

胞在心肌组织再生修复中的作用和机制值得进一

步探讨［１９］；但目前尚未有基于 ＣＤ１１ｂＤＴＲ 基因工程

小鼠，通过结扎冠状动脉左前降支构建新生小鼠心

梗后消除巨噬细胞模型的报道。
为了制备 ＣＤ１１ｂＤＴＲ 新生小鼠心梗后消除巨噬

细胞模型，本研究引入了 ＣＤ１１ｂＤＴＲ 基因编辑小鼠品

系，该小鼠体内的 ＣＤ１１ｂ＋细胞可表达白喉毒素受体

（ ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａ ｔｏｘｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＤＴＲ）， 注 射 白 喉 毒 素

（ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａ ｔｏｘｉｎ，ＤＴ）后可与白喉毒素受体结合进

入 ＣＤ１１ｂ＋ 细胞， 实现 ＣＤ１１ｂ＋ 细胞的特异性敲

除［１８］，从而分析巨噬细胞敲除对于新生小鼠 ＭＩ 后
再生的影响。 综上所述，本文拟通过建立 ＣＤ１１ｂＤＴＲ
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新生小鼠的 ＭＩ 模型，利用流式细胞术检测分析心

肌损伤后炎症发生部位巨噬细胞的激活和募集的

情况，进而判断该模型是否能够应用于巨噬细胞调

控心肌再生的相关研究。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１０ 只雄性及 ２０ 只雌性 ２ ～ ６ 月龄 ＳＰＦ 级

ＣＤ１１ｂＤＴＲ 小鼠，体重 ２０ ～ ２４ ｇ，引进于 Ｔｈｅ Ｊａｃｋｓｏｎ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ 公司（ Ｓｔｒａｉｎ＃：００６０００）。 １０ 只雄性及 ２０
只雌性 ８ 周龄 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，体重约 ２０ ｇ，
购于北京维通利华实验动物技术有限公司【 ＳＣＸＫ
（京）２０２１－０００６】。 饲养期间各组小鼠自由饮水，饲
喂普通维持饲料由阜外医院动物实验中心提供。
饲养环境：昼夜各半循环照明，湿度恒定，温度控制

在 ２２ ～ ２５℃，饲养于北京协和医学院国家心血管

病中心阜外医院动物实验中心【 ＳＹＸＫ（京） ２０２２－
００２０】。 所有操作均在中国医学科学院阜外医院国

家心血管病中心进行，均符合中国医学科学院阜外

医院实验动物管理和使用委员会伦理要求 （ ＦＷ⁃
２０２１⁃００３２）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

流式细胞术中使用的流式抗体包括： ＣＤ４５
（ＡＰＣ ／ Ｃｙａｎｉｎｅ７，ｃａｔ１０３１１５，Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ）、ＣＤ１１ｂ（ＰＥ，
ｃａｔ１０１２０８， Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ ）、 Ｌｙ６Ｇ （ ＢＶ４２１， ｃａｔ１２７６２７，
Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ）、Ｆ４ ／ ８０（ＡＰＣ，ｃａｔ１２３１１６，Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ）。 单

阳 管 使 用 缓 释 微 球 （ ＵｌｔｒａＣｏｍｐ ｅＢｅａｄｓＴＭ

Ｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎ Ｂｅａｄｓ， ０１⁃２２２２⁃４２， Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ ）。
ＧｏｌｄＢａｎｄ ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购自上海翊圣生物科

技有限公司。
流式细胞仪为 Ｃｙｔｅｋ 公司的多光谱流式分析仪

Ｃｙｔｅｋ＠ Ａｕｒｏｒａ，该仪器最高可配置 ５ 个激光器，３ 个

散射光和 ６４ 个荧光检测通道，可同时实现多色分

析。 ＰＣＲ 仪购自 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司。
手术器械购自深圳瑞沃德公司和上海手术器

械厂，包括：精细剪 （ Ｓ１８００２⁃０９，瑞沃德）、眼科镊

（Ｆ１２００６⁃１０，瑞沃德）、 眼科剪 （ Ｂ１１０３７⁃０８， 瑞沃

德）、 显 微 镊 （ ＷＡ３０８０， 上 海 金 钟 ）、 显 微 剪

（ＷＡＢ０４０，上海金钟）、显微针持（ＷＡ２０５０，上海金

钟），医用无菌带线缝合针使用规格为 ８－０ ／ １０－０，
购自宁波医用缝针有限公司。

１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＣＤ１１ｂＤＴＲ 小鼠的基因型鉴定

ＣＤ１１ｂＤＴＲ 小鼠所用鉴型引物序列：ｏｌＭＲ１８０１ ∶
５ ’⁃ＧＧＧＡＣＣＡＴＧＡＡＧＣＴＧＣＴＧＣＣＧ⁃３ ’， ｏｌＭＲ１８０２ ∶
５ ’⁃ＴＣＡＧＴＧＧＧＡＡＴＴＡＧＴＣＡＴＧＣＣ⁃３ ’， ｏｌＭＲ８７４４ ∶
５’⁃ＣＡＡＡＴＧＴＴＧＣＴＴＧＴＣＴＧＧＴＧ⁃３’， ｏｌＭＲ８７４５ ∶ ５’⁃
ＧＴＣＡＧＴＣＧＡＧＴＧＣＡＣＡＧＴＴＴ⁃３’，其中 ｏｌＭＲ１８０１ 和

ｏｌＭＲ１８０２ 用于鉴定转基因序列是否存在，ｏｌＭＲ８７４４
和 ｏｌＭＲ８７４５ 作为阳性对照。

鼠尾组织于 １００ μＬ ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 中 ９５℃
下处理 ３０ ｍｉｎ 后加入 ３０ μＬ １ ｍｏｌ ／ Ｌ（ ｐＨ ＝ ７􀆰 ０）
Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 中和，涡旋摇匀，１５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎ
即得到鼠尾 ＤＮＡ。 ＰＣＲ 体系为：Ｖａｚｙｍｅ ｍｉｘ １０ μＬ，
ｏｌＭＲ１８０１ ０􀆰 ６ μＬ，ｏｌＭＲ１８０２ ０􀆰 ６ μＬ，ｏｌＭＲ１８４４ ０􀆰 ６
μＬ，ｏｌＭＲ１８４５ ０􀆰 ６ μＬ，Ｈ２Ｏ ５􀆰 ６ μＬ，ＤＮＡ ２ μＬ，总体

系为 ２０ μＬ。 ＰＣＲ 程序为：预变性 ９４℃ ３ ｍｉｎ，变性

９４℃ ３０ ｓ，退火 ６０℃ １ ｍｉｎ，延伸 ７２℃ １ ｍｉｎ，变性⁃
退火⁃延伸经历 ３０ 个循环，终延伸 ７２℃ １０ ｍｉｎ，４℃
保存。 基因型鉴定结果中阳性对照序列大小为 ２００
ｂｐ，转基因序列存在情况下条带大小为 ６２５ ｂｐ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 新生小鼠心肌梗死手术

将出生 １ ｄ 的小鼠放置在冰上，冷冻麻醉约 ２ ～
３ ｍｉｎ 至小鼠四肢活动迟钝，呼吸减缓，擦干小鼠后

用胶带将小鼠固定在手术操作台上，手术体位调整

为右侧卧位 ４５° ～ ６０°，首先在左侧第四肋间隙处用

显微剪由此剪开皮肤以及皮下组织，之后用显微镊

适当撑开肋间隙，充分暴露手术视野，保持撑开的

同时用显微针持夹紧 １０－０ 缝线沿左心耳下缘结扎

冠状动脉左前降支（可见一个相对较粗的“人”字形

血管），若结扎成功可观察到血管闭塞，心肌层变

白，之后迅速用 ８－０ 缝线缝合肋间隙和皮肤。 手术

结束后将小鼠置于 ３７℃加热台上加热复温至小鼠

体表颜色红润，恢复活动后放回母鼠笼中。
１􀆰 ２􀆰 ３　 心脏组织细胞悬液制备以及流式细胞术

取乳鼠心脏，将其放入裂解液（Ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ ｔｙｐｅ
Ⅱ ５００ Ｕ ／ ｍＬ，２ ｍｇ ／ ｍＬ；蛋白酶ⅩⅣ １􀆰 ２ μＬ ／ ｍＬ；溶
剂为 ＨＢＳＳ；总用量为每个心脏 １ ｍＬ）中并用显微剪

剪成约 １ ｍｍ３ 的组织碎块，３７℃ 酶解孵育 ６０ ｍｉｎ，
１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后，用红细胞裂解液室温下

裂解 ５ ｍｉｎ，加 １ ｍＬ ＰＢＳ 终止消化，用 ＰＢＳ 洗 ３ 次，
每次清洗流程为用手轻微震荡混匀后离心弃上清，
再加入新的 ＰＢＳ，最后弃上清，加入 １００ μＬ ＰＢＳ 将

沉淀重悬即得到心脏细胞悬液。 从其中取适量细
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胞悬液不作染色处理，作为流式分析的空白对照管。
按 １ ∶ １００ 的比例加入流式抗体，包括：ＣＤ４５⁃

ＡＰＣ ／ Ｃｙａｎｉｎｅ７、 ＣＤ１１ｂ⁃ＰＥ、 Ｌｙ６Ｇ⁃ＢＶ４２１、 Ｆ４ ／ ８０⁃
ＡＰＣ，均为细胞表面抗体，４℃染色 ３０ ｍｉｎ；染色后避

光用 ＰＢＳ 洗 ３ 次，弃上清用适量体积的 ＰＢＳ 重悬为

染色细胞悬液，用滤网过滤后上机检测。 单阳管制

作方法：４ 种抗体对应 ４ 个单阳管，将微球充分涡旋

均匀，向每个 １􀆰 ５ ｍＬ 的 ＥＰ 管内滴入一滴，再分别

在每个对应管内加入 １ μＬ 相应的抗体，轻微震荡混

匀，室温孵育 １５ ～ ３０ ｍｉｎ，加入 １ ｍＬ ＰＢＳ 清洗，
２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，清洗 ３ 次后留 ２００ ～ ４００ μＬ
液体，滤网过滤后等待上机。 加入流式抗体染色后

的实验流程均需注意避光。
１􀆰 ２􀆰 ４　 白喉毒素药物注射

根据说明书按 １ ｍＬ 生理盐水溶解 １ ｍｇ 白喉毒

素粉末，配制白喉毒素原液，然后按 １ ｍＬ 生理盐水

稀释 １􀆰 ５ μＬ 原液，配成 ０􀆰 ００１５ ｍｇ ／ ｍＬ 的白喉毒素

工作液（浓度 １􀆰 ５ ｎｇ ／ μＬ）。 给药方式为：出生 １ ｄ
和 ２ ｄ 的乳鼠通过颈背部皮下注射，出生后第 ３ 天

及以后的乳鼠采用腹腔注射的方式给药，给药剂量

均按 １０ μＬ ／ ｇ 小鼠体重注射。 给药时间为在新生小

鼠 １ 日龄时实施心梗手术后进行第 １ 次给药，后续

每隔 １ ｄ 给药 １ 次，即在心梗后第 ０、２、４ 天给药。
１􀆰 ３　 统计学分析

用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ４􀆰 ０ 软件进行数据分析和

作图，用 Ａｄｏｂｅ Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｏｒ ２０２０ 软件进行图像处理，
两组之间比较均采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ ｔ 检验。 经统计学分

析的数据呈正态分布，以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表
示。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 转基因小鼠巨噬细胞敲除原理介绍

ＣＤ１１ｂＤＴＲ 小鼠是在 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 品系小鼠基因组

中随机插入 ＣＤ１１ｂ⁃ＤＴＲ⁃ＥＧＦＰ ｃＤＮＡ 序列的转基因

小鼠，其中 ＣＤ１１ｂ 启动子只在髓系的巨噬细胞内表

达，所以是巨噬细胞特异性启动子，ＤＴＲ 是 ＤＴ 的受

体，ＥＧＦＰ 是绿色荧光标记蛋白，有利于目标细胞的

直接观测。 根据图 １ 结果可知该小鼠体内的

ＣＤ１１ｂ＋细胞可表达 ＤＴＲ， 外源注射的 ＤＴ 可与

ＣＤ１１ｂ＋细胞表面 ＤＴＲ 靶向结合，进入巨噬细胞中，
ＤＴ 通过自身毒性作用而杀死巨噬细胞，从而实现巨

噬细胞的特异性敲除。

注：Ａ：野生型小鼠体内巨噬细胞表面无 ＤＴＲ，在注射 ＤＴ 后无明显现象；Ｂ：ＣＤ１１ｂＤＴＲ 小鼠由于 ＣＤ１１ｂ 阳性细胞表面携带 ＤＴＲ，因
此在注射 ＤＴ 后，其体内的 ＤＴ 得以通过与 ＤＴＲ 结合进入巨噬细胞内发挥毒性作用，导致巨噬细胞群体的特异性敲除。

图 １　 ＣＤ１１ｂＤＴＲ 小鼠消除巨噬细胞作用原理示意图

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｎｏ ＤＴＲ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ， ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ ａｆｔｅｒ ＤＴ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．

Ｂ． ＣＤ１１ｂＤＴＲ ｍｉｃｅ ｃａｒｒｙ ＤＴＲ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ＣＤ１１ｂ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ， ｓｏ ａｆｔｅｒ ＤＴ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ， ＤＴ ｉｎ ｔｈｅｉｒ ｂｏｄｉｅｓ ｃａｎ ｅｎｔｅｒ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｔｏ
ｐｌａｙ ａ ｔｏｘｉｃ ｒｏｌｅ ｂｙ ｂｉｎｄｉｎｇ ｗｉｔｈ ＤＴＲ， ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＣＤ１１ｂＤＴＲ ｍｉｃｅ ｔｏ ｅｌｉｍｉｎａｔｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
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注：Ａ：由 ＦＳＣ⁃Ａ，ＳＳＣ⁃Ａ 圈中细胞区域（Ｐ１）；Ｂ：利用 ＦＳＣ⁃Ａ，ＦＳＣ⁃Ｈ 从 Ｐ１ 细胞群中排除粘连体（得到 Ｐ２ 细胞群）；Ｃ：利用 ＣＤ４５ 的表达（ＡＰＣ ／
Ｃｙ７ 对应 Ｒ７ 通道）对炎症细胞进行圈门（得到 Ｐ３ 细胞群）；Ｄ：利用 ＣＤ１１ｂ 的表达（ＰＥ 对应 ＹＧ１ 通道）对髓系细胞进行圈门（得到 Ｐ４ 细胞

群）；Ｅ：利用 Ｌｙ６Ｇ 的表达（ＢＶ４２１ 对应 Ｖ１ 通道）对中性粒细胞和单核－巨噬细胞进行圈门（Ｌｙ６Ｇ 信号强的细胞群为中性粒细胞，Ｌｙ６Ｇ 信号弱

的细胞群为单核－巨噬细胞）；Ｆ：利用 Ｆ４ ／ ８０ 的表达（ＡＰＣ 对应 Ｒ１ 通道）对巨噬细胞进行圈门（得到 Ｐ６ 细胞群）；分别统计每个门中细胞的个

数，并分析每群细胞占比，进行组间比较。

图 ２　 流式细胞术圈门方法

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｒｅｇｉｏｎ （Ｐ１） ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＦＳＣ⁃Ａ ａｎｄ ＳＳＣ⁃Ａ． Ｂ． ＦＳＣ⁃Ａ ａｎｄ ＦＳＣ⁃Ｈ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘｃｌｕｄｅ ａｄｈｅｓｉｏｎｓ ｆｒｏｍ Ｐ１ ｃｅｌｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ２
ｃｅｌｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ） ． Ｃ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ４５ （ＡＰＣ ／ Ｃｙ７ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｓ ｔｏ Ｒ７ ｃｈａｎｎｅｌ） ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｆｉｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ （Ｐ３ ｃｅｌｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ） ． Ｄ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ１１ｂ （ＰＥ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｓ ｔｏ ＹＧ１ ｃｈａｎｎｅｌ） ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｆｉｎｄ ｍｙｅｌｏｉｄ ｃｅｌｌｓ （Ｐ４ ｃｅｌｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ） ． Ｅ． Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｌｙ６Ｇ （ＢＶ４２１ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｓ ｔｏ Ｖ１ ｃｈａｎｎｅｌ） ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｆｉｎｄ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ａｎｄ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ （ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｓｔｒｏｎｇ
Ｌｙ６Ｇ ｓｉｇｎａｌ， ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｗｅａｋ Ｌｙ６Ｇ ｓｉｇｎａｌ） ． Ｆ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆ４ ／ ８０ （ＡＰＣ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｓ ｔｏ Ｒ１ ｃｈａｎｎｅｌ） ｗａｓ ｕｓｅｄ
ｔｏ ｆｉｎｄ ｔｈｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ （Ｐ６ ｃｅｌｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ） ． Ｃｏｕｎｔ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇａｔｅ， ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｆｏｒ
ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｌｏｏｐ ｇａｔｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

２􀆰 ２　 流式细胞术实验方法建立

选择流式细胞术作为检测巨噬细胞是否被消

除的主要方法。 如图 ２，为筛选出巨噬细胞群体，先
从总细胞群体（Ｐ１）中用 ＦＳＣ⁃Ａ 和 ＦＳＣ⁃Ｈ 框选出单

细胞群体（Ｐ２），以此排除粘连细胞群，再从单细胞

群体中筛选出 ＣＤ４５＋的炎症细胞群（ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅｓ），在
此基础上，分离出 ＣＤ１１ｂ＋髓系细胞群（Ｐ４），其中大

多数为单核 －巨噬细胞和中性粒细胞，再划分出

ＣＤ１１ｂ＋Ｌｙ６Ｇ－单核－巨噬细胞群（ｍｙｌｏｉｄ ｃｅｌｌｓ），最终

由 Ｆ４ ／ ８０ 的信号强弱确定 ＣＤ１１ｂ＋Ｌｙ６Ｇ－Ｆ４ ／ ８０＋巨噬

细胞群（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ） ［２０］。 计算方式 １：统计 Ｃｏｕｎｔ
（ＣＤ４５＋ＣＤ１１ｂ＋ Ｌｙ６Ｇ－ Ｆ４ ／ ８０＋ ） ／ Ｃｏｕｎｔ （ ａｌｌ Ｅｖｅｎｔｓ） ×
１００％［２０］；计算方式 ２：统计 Ｃｏｕｎｔ （ ＣＤ４５＋ ＣＤ１１ｂ＋

Ｌｙ６Ｇ－） ／ Ｃｏｕｎｔ（ａｌｌ Ｅｖｅｎｔｓ）× １００％，以此比例来表征

巨 噬 细 胞 群 体。 同 时 由 Ｃｏｕｎｔ （ ＣＤ４５＋ ＣＤ１１ｂ＋

Ｌｙ６Ｇ＋） ／ Ｃｏｕｎｔ（ａｌｌ Ｅｖｅｎｔｓ） × １００％来统计中性粒细

胞群体。 下文结果计算方式均同上。
２􀆰 ３　 未结扎冠状动脉小鼠的巨噬细胞消除实验

１ 日龄的 ＣＤ１１ｂＤＴＲ 新生小鼠进行颈背部注射

ＤＴ，之后每隔 １ ｄ 给药 １ 次，即在 １、３、５ 日龄给药，
在第 ８ 天取小鼠心脏心室肌部分制成单细胞悬液，
并进行流式分析。 结果如图 ３ 所示，给药组的巨噬

细胞占比（０􀆰 ０４ ± ０􀆰 ００）％相对于对照组（０􀆰 ２４ ±
０􀆰 ０９）％显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结果说明，未结扎冠

状动脉的 ＣＤ１１ｂＤＴＲ 新生小鼠心脏的巨噬细胞可以

通过 ＤＴ 实现消除。
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注：Ａ：１、３、５ 日龄给药消除巨噬细胞的实验流程图；Ｂ：ＮＳ 组和 ＤＴ 组各类群细胞占比结果柱状图，ｎ（对照组） ∶ｎ（给药组）＝ ５ ∶４；与

ＮＳ 组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ３　 未结扎冠状动脉小鼠给药消除巨噬细胞结果图

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｅｌｉｍｉｎａｔｉｎｇ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｂｙ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ａｔ ｔｈｅ １ｓｔ， ３ｒｄ ａｎｄ ５ｔｈ ｄａｙ ｏｆ ａｇｅ． Ｂ． Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ

ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＮＳ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＤＴ ｇｒｏｕｐ． ｎ（ＮＳ ｇｒｏｕｐ） ∶ｎ（ＤＴ ｇｒｏｕｐ） ＝ ５ ∶４． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＳ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ

＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｒｕｇｓ ｔｏ ｅｌｉｍｉｎａｔｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈｏｕｔ ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｌｉｇａｔｉｏｎ

２􀆰 ４　 结扎冠状动脉小鼠的巨噬细胞消除实验

在 ＣＤ１１ｂＤＴＲ 新生小鼠 １ 日龄时实施 ＭＩ 手术，
术后即给第 １ 次药，后续每隔 １ ｄ 给药 １ 次，即在 １、
３、５ 日龄给药。 每次给药的同时统计小鼠的体重和

存活率。 在第 ８ 天取小鼠心脏结扎线及以下部分制

作单细胞悬液，并进行流式分析。 流式结果如图 ４
所示，ＤＴ 组巨噬细胞占比（１􀆰 ９９ ± ０􀆰 ２２）％相对于

ＮＳ 组 （ ２􀆰 ２９ ± ０􀆰 ４０）％ 不具有显著性差异 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 根据多次重复实验的结果，实验组相对于

对照组，ＣＤ４５＋炎症细胞群占比没有明显差别或实

验组的炎症细胞群稍微上调，巨噬细胞群体所占比

例有减少的趋势或水平较为接近，但并没有显著减

少，中性粒细胞群体的占比也没有明显变化的趋

势，消除效果普遍不够理想。
２􀆰 ５　 结扎冠状动脉并增加给药频率的巨噬细胞消

除实验

由于 ２􀆰 ４ 部分结果巨噬细胞消除效果不够理

想，猜测原因是 ＤＴ 剂量不足。 因此实验选择由原

来的 １、３、５ 日龄给药增加频率为 １ ～ ７ 日龄每天进

行相同浓度的 ＤＴ 药物注射，对照组使用生理盐水

按实验组相同的频率进行注射。 结果如图 ５ 所示，
给药组的巨噬细胞比例（１􀆰 ２８ ± ０􀆰 ２９）％相对于对

照组（１􀆰 １８ ± ０􀆰 ２６）％并未显著降低（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
因此，巨噬细胞仍未被成功消除，反而引发了轻微

炎症，即中性粒细胞和巨噬细胞群都出现了轻微上

调（见图 ５）。
２􀆰 ６　 结扎冠状动脉同时增加给药频率和浓度的巨

噬细胞消除实验

根据 ２􀆰 ５ 部分结果 ＣＤ１１ｂＤＴＲ 消除巨噬细胞实

验结果仍然不理想，我们在 ２􀆰 ５ 部分增加给药频率

（连续 ７ ｄ 给药）的基础上，将药物浓度由原来的 １５
ｎｇ ／ ｇ 增加至 ３０ ｎｇ ／ ｇ。 结果如图 ６ 所示，未做手术组

仅需正常给药即实现消除，而 ＭＩ 手术组的正常剂

量给药组（ＤＴ⁃１５ ｎｇ ／ ｇ）的巨噬细胞仍未实现消除且

有轻微增加的趋势［给药组：（２􀆰 １１ ± ０􀆰 １４）％，对照

组：（１􀆰 ９７ ± ０􀆰 １２）％，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５］。 ＭＩ 手术后的小鼠

在 ３０ ｎｇ ／ ｇ 给药的情况下才有较为明显的消除效果

［给 药 组： （ １􀆰 ２４ ± ０􀆰 １２ ）％， 对 照 组： （ １􀆰 ９７ ±
０􀆰 １２）％，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５］，死亡率为 ５０％，且生存状态差，
无法用于开展后续实验。
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注：Ａ：１、３、５ 日龄给药消除巨噬细胞的实验流程图；Ｂ：ＮＳ 组和 ＤＴ 组各类群细胞占比结果柱状图，ｎ（对照组） ∶ｎ（给药组）＝ ４ ∶３。

图 ４　 １、３、５ 日龄给药消除巨噬细胞结果图

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｏｆ ｅｌｉｍｉｎａｔｉｎｇ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｂｙ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １， ３， ５ ｄａｙ ｏｌｄ． Ｂ． Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＮＳ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＤＴ ｇｒｏｕｐ． ｎ（ＮＳ ｇｒｏｕｐ） ∶ｎ（ＤＴ ｇｒｏｕｐ）＝ ４ ∶３．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ １， ３， ５ ｄａｙ ｏｌｄ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｔｏ ｅｌｉｍｉｎａｔｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

注：Ａ：１ ～ ７ 日龄给药消除巨噬细胞的实验流程图；Ｂ：ＮＳ 组和 ＤＴ 组各类群细胞占比结果柱状图，ｎ（对照组） ∶ｎ（给药组）＝ ４ ∶５。

图 ５　 １ ～ ７ 日龄给药消除巨噬细胞结果图

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｒｕｇｓ ｔｏ ｅｌｉｍｉｎａｔｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｆｒｏｍ １ ～ ７ ｄａｙ ｏｌｄ． Ｂ． Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＮＳ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＤＴ ｇｒｏｕｐ． ｎ（ＮＳ ｇｒｏｕｐ） ∶ｎ（ＤＴ ｇｒｏｕｐ）＝ ４ ∶５．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｒｕｇｓ ｆｒｏｍ １ ～ ７ ｄａｙ ｏｌｄ ｔｏ ｅｌｉｍｉｎａｔｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
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注：Ａ：无手术组的 ＮＳ 组和 ＤＴ 组各类群细胞占比结果柱状图；Ｂ：ＭＩ 手术组的 ＮＳ 组和 ＤＴ 组各类群细胞占比结果柱状图；Ｃ：无手

术组和 ＭＩ 手术组的存活率，ｎ（对照组） ∶ｎ（ＤＴ⁃１５ ｎｇ ／ ｇ 组） ∶ｎ（ＤＴ⁃３０ ｎｇ ／ ｇ 组） ∶ｎ（ＤＴ⁃６０ ｎｇ ／ ｇ 组） ∶ｎ（ＤＴ⁃９０ ｎｇ ／ ｇ 组）＝ ２ ∶２ ∶２ ∶０ ∶０；

ＭＩ 手术组中 ｎ（ＮＳ 组） ∶ｎ（ＤＴ⁃１５ ｎｇ ／ ｇ 组） ∶ｎ（ＤＴ⁃３０ ｎｇ ／ ｇ 组） ∶ｎ（ＤＴ⁃６０ ｎｇ ／ ｇ 组） ∶ｎ（ＤＴ⁃９０ ｎｇ ／ ｇ 组）＝ ２ ∶２ ∶２ ∶０ ∶０；与 ＮＳ 组相比，∗Ｐ

＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ６　 无手术组、ＭＩ 手术组、１ ～ ７ 日龄给药消除巨噬细胞结果图

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＮＳ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＤＴ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ． Ｂ． Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＮＳ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＤＴ ｇｒｏｕｐ ｉｎ ＭＩ⁃ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ． Ｃ． Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｎｏｎ⁃ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＭＩ⁃
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ｎ（ＮＳ ｇｒｏｕｐ） ∶ｎ（ＤＴ⁃１５ ｎｇ ／ ｇ ｇｒｏｕｐ） ∶ｎ（ＤＴ⁃３０ ｎｇ ／ ｇ ｇｒｏｕｐ） ∶ｎ（ＤＴ⁃６０ ｎｇ ／ ｇ ｇｒｏｕｐ） ∶ｎ（ＤＴ⁃９０ ｎｇ ／ ｇ ｇｒｏｕｐ）＝ ２ ∶２ ∶２ ∶０ ∶０．
Ｉｎ ｔｈｅ ＭＩ⁃ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ｎ（ＮＳ ｇｒｏｕｐ） ∶ｎ（ＤＴ⁃１５ ｎｇ ／ ｇ ｇｒｏｕｐ） ∶ｎ（ＤＴ⁃３０ ｎｇ ／ ｇ ｇｒｏｕｐ） ∶ｎ（ＤＴ⁃６０ ｎｇ ／ ｇ ｇｒｏｕｐ） ∶ｎ（ＤＴ⁃９０ ｎｇ ／ ｇ ｇｒｏｕｐ）＝ ２ ∶

２ ∶２ ∶０ ∶０． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＳ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｌｉｍｉｎａｔｉｎｇ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｂｙ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ １ ｄａｙ ｏｌｄ ｔｏ ７ ｄａｙ ｏｌｄ ｉｎ ｎｏｎ⁃ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ
ａｎｄ ＭＩ⁃ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ

３　 讨论

ＣＤ１１ｂＤＴＲ 小鼠不进行冠状动脉结扎时，注射

ＤＴ 后能够显著消除心脏中巨噬细胞；ＣＤ１１ｂＤＴＲ 小

鼠进行冠状动脉结扎后，则注射 ＤＴ 无法在新生小

鼠心肌组织中消除巨噬细胞。

在心肌梗死发生过程中，冠状动脉阻塞导致严

重缺血，进而导致心肌细胞不可逆的死亡已成为共

识。 而死亡心肌细胞的内容物大量泄漏会导致炎

症的发生。 中性粒细胞通常是首先被招募到炎症

区域的，其产生的各种促炎细胞因子和趋化因子等

在炎症部位发挥作用。 随后巨噬细胞被招募到炎
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症发生区域，其中主要是抗炎型的巨噬细胞起到清

除细胞碎片和消除炎症的作用［２１］。 ＭＩ 发生后，持
续严重的炎症常导致心室重构失败和心功能恶化，
而炎症反应被及时控制则有利于心肌再生［２２］，因此

巨噬细胞浸润有利于心肌梗死后的心脏恢复。
Ａｕｒｏｒａ 等［１３］证明巨噬细胞在 １ 日龄新生小鼠心肌

梗死后的再生过程或成年小鼠心梗后的瘢痕形成

中发挥了双重作用：一方面促进了 １ 日龄小鼠的再

生过程，如血管生成，而在成年小鼠中的研究结果

表明，巨噬细胞主要介导了纤维化和瘢痕形成。
２０１９ 年，仰明明等［２３］ 证明了巨噬细胞与 ＭＭＰ 家族

之间存在作用，提示巨噬细胞可能受 ＭＭＰ 家族成

员的调控，影响心肌梗死后的细胞外基质结构，并
最终导致纤维化。 ２０２０ 年 Ｌｉ 等［１５］ 同时使用了 ＡＲ
和 ＭＩ 模型，揭示了由巨噬细胞分泌的肿瘤抑制素

（ｏｎｃｏｓｔａｔｉｎ Ｍ， ＯＳＭ） 与其受体 ＯＳＭＲ 介导激活

ｇｐ１３０，进而激活一系列通路，如 ＳＴＡＴ３、Ｅｒｋ ／ ＭＡＰＫ、
ｍＴＯＲＣ１、Ｈｉｐｐｏ、 Ｎｏｔｃｈ 等， 同时 ｇｐ１３０ 又独立于

Ｈｉｐｐｏ 通路刺激 Ｓｒｃ 激活 ＹＡＰ 信号， 实验证明

ｇｐ１３０⁃Ｓｒｃ⁃Ｙａｐ 参与对心肌细胞增殖的调控，促进幼

年和成年心脏的再生和修复，为急性炎症反应中巨

噬细胞参与心脏修复提供了进一步例证。
在已有研究的基础上，尝试针对 ＣＤ１１ｂＤＴＲ 新生

小鼠构建心肌梗死模型后消除巨噬细胞，结果发

现：１ 日龄 ＣＤ１１ｂＤＴＲ 小鼠（无损伤）给药 １５ ｎｇ ／ ｇ ＤＴ
即 实 现 了 巨 噬 细 胞 成 功 消 除。 在 对 １ 日 龄

ＣＤ１１ｂＤＴＲ 小鼠实施冠状动脉左前降支结扎手术后，
注射 ＤＴ 不能够将心脏中的巨噬细胞显著消除；如
果增加给药频率和给药浓度（３０ ｎｇ ／ ｇ），虽然初步取

得了较为理想的巨噬细胞消除效果，但给药组小鼠

成活率明显下降，无法应用于后续实验。
基于上述结果，分析新生小鼠心肌梗死模型建

立后无法用 ＤＴ 消除巨噬细胞可能有 ３ 个原因：首
先，ＤＴ 通过腹腔 ／皮下注射的方法进入小鼠体内，先
弥散进入相应部位的组织液中，之后通过血液循环

分配至全身，心脏等脏器均有包膜包被保护，因此

注射进入体内的 ＤＴ 无法直接进入心脏内发挥作

用，而是主要通过冠状动脉供给。 而冠状动脉结扎

严重降低梗死部位的血液灌注，并使缺乏血供的血

管分支内皮细胞逐渐死亡［２４］。 因此在梗死区，小鼠

心脏内局部 ＤＴ 浓度不足导致巨噬细胞无法被显著

消除。 其次，由于最终检测的是心脏中残留的巨噬

细胞，而心梗手术过程会导致较为剧烈的炎症反

应，使心脏损伤部位募集大量的巨噬细胞，如脾的

巨噬细胞通过免疫调节机制代偿募集于心脏部位，
因此造成在正常工作浓度 ＤＴ 的作用下，巨噬细胞

的减少趋势不明显的结果。 最后，尝试增加 ＤＴ 的

注射量期望消除更多的巨噬细胞，但是由于 ＤＴ 本

身有一定的毒性，增加 ＤＴ 的注射量造成了小鼠的

大量死亡，因此我们无法通过增加 ＤＴ 注射量的方

法得到心梗后巨噬细胞消除的小鼠模型。 综上所

述，心梗模型建立后，通过注射 ＤＴ 的方法无法实现

ＣＤ１１ｂＤＴＲ 小鼠巨噬细胞的消除模型。
后续的实验中，可以考虑使用缓释微球进行心

肌原位注射，延长药物作用的时间，减少作用部位

药物浓度剧烈波动带来的副作用［２５］；或利用 ＣＡＲ
（ｃｈｉｍｅｒｉｃ ａｎｔｉｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ）⁃Ｔ 工具特异性消除巨噬

细胞［２６］，继而探讨巨噬细胞在新生小鼠心肌梗死后

心肌再生中的作用与机制。
参　 考　 文　 献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）

［ １ ］ 　 Ｂｒａｕｎｗａｌｄ Ｅ． Ｔｈｅ ｗａｒ ａｇａｉｎｓｔ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ： ｔｈｅ Ｌａｎｃｅｔ ｌｅｃｔｕｒｅ
［Ｊ］ ． Ｌａｎｃｅｔ， ２０１５， ３８５（９９７０）： ８１２－８２４．

［ ２ ］ 　 Ｓａｄｅｋ Ｈ， Ｏｌｓｏｎ ＥＮ． Ｔｏｗａｒｄ ｔｈｅ ｇｏａｌ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｈｅａｒｔ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ， ２０２０， ２６（１）： ７－１６．

［ ３ ］ 　 Ｈｅａｌｌｅｎ ＴＲ， Ｋａｄｏｗ ＺＡ， Ｋｉｍ ＪＨ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ
ｃａｒｄｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｓ ａ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｉｒｃ Ｒｅｓ，
２０１９， １２４（１１）： １６４７－１６５７．

［ ４ ］ 　 Ｂｅｒｇｍａｎｎ Ｏ， Ｂｈａｒｄｗａｊ ＲＤ， Ｂｅｒｎａｒｄ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ｒｅｎｅｗａｌ ｉｎ ｈｕｍａｎｓ ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２００９， ３２４
（５９２３）： ９８－１０２．

［ ５ ］ 　 Ｓｅｎｙｏ ＳＥ， Ｓｔｅｉｎｈａｕｓｅｒ ＭＬ， Ｐｉｚｚｉｍｅｎｔｉ ＣＬ， ｅｔ ａｌ． Ｍａｍｍａｌｉａｎ
ｈｅａｒｔ ｒｅｎｅｗａｌ ｂｙ ｐｒｅ⁃ｅｘｉｓｔｉｎｇ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ［Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ， ２０１３，
４９３（７４３２）： ４３３－４３６．

［ ６ ］ 　 Ｐｏｒｒｅｌｌｏ ＥＲ， Ｍａｈｍｏｕｄ ＡＩ， Ｓｉｍｐｓｏｎ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎｓｉｅｎｔ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｏｎａｔａｌ ｍｏｕｓｅ ｈｅａｒｔ ［Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ，
２０１１， ３３１（６０２０）： １０７８－１０８０．

［ ７ ］ 　 Ｐｏｓｓ ＫＤ， Ｗｉｌｓｏｎ ＬＧ， Ｋｅａｔｉｎｇ ＭＴ． Ｈｅａｒｔ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ
ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ［Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２００２， ２９８（５６０１）： ２１８８－２１９０．

［ ８ ］ 　 Ｐｏｒｒｅｌｌｏ ＥＲ， Ｍａｈｍｏｕｄ ＡＩ， Ｓｉｍｐｓｏｎ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｎｅｏｎａｔａｌ ａｎｄ ａｄｕｌｔ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｈｅａｒｔ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｂｙ ｔｈｅ ｍｉＲ⁃１５
ｆａｍｉｌｙ ［Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ， ２０１３， １１０（１）： １８７
－１９２．

［ ９ ］ 　 Ｌａｍ ＮＴ， Ｓａｄｅｋ ＨＡ． Ｎｅｏｎａｔａｌ ｈｅａｒｔ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ： ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ
ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｖｉｅｗ ［Ｊ］ ． Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ， ２０１８， １３８（４）： ４１２－４２３．

［１０］ 　 Ｓｔｅｆｆｅｎｓ Ｓ， Ｖａｎ Ｌｉｎｔｈｏｕｔ Ｓ， Ｓｌｕｉｊｔｅｒ ＪＰＧ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｐｒｏ⁃
ｒｅｐａｒａｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｏ ｐｒｅｖｅｎｔ ａｄｖｅｒｓｅ ｃａｒｄｉａｃ
ｒｅｍｏｄｅｌｌｉｎｇ： ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ ｄｏｃｕｍｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｊｏｉｎｔ ２０１９ ｍｅｅｔｉｎｇ ｏｆ
ｔｈｅ ＥＳＣ Ｗｏｒｋｉｎｇ Ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ ａｎｄ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｒｅｓ， ２０２０， １１６ （ １１）：
１８５０－１８６２．

［１１］ 　 Ｈａｎ Ｃ， Ｎｉｅ Ｙ， Ｌｉａｎ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ａｃｕｔｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｓ ａ

９４１



中国实验动物学报 ２０２３ 年 ２ 月第 ３１ 卷第 ２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． ２

ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｏｎａｔａｌ ｍｏｕｓｅ ｈｅａｒｔ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ，
２０１５， ２５（１０）： １１３７－１１５１．

［１２］ 　 Ｖａｇｎｏｚｚｉ ＲＪ， Ｍａｉｌｌｅｔ Ｍ， Ｓａｒｇｅｎｔ ＭＡ， ｅｔ ａｌ． Ａｎ ａｃｕｔｅ ｉｍｍｕｎｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｕｎｄｅｒｌｉｅｓ ｔｈｅ ｂｅｎｅｆｉｔ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｔｈｅｒａｐｙ ［ Ｊ］ ．
Ｎａｔｕｒｅ， ２０２０， ５７７（７７９０）： ４０５－４０９．

［１３］ 　 Ａｕｒｏｒａ ＡＢ， Ｐｏｒｒｅｌｌｏ ＥＲ， Ｔａｎ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｒｅ
ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｎｅｏｎａｔａｌ ｈｅａｒｔ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔ，
２０１４， １２４（３）： １３８２－１３９２．

［１４］ 　 Ｃｈｅｎ Ｂ， Ｌｉ Ｒ， Ｈｅｒｎａｎｄｅｚ ＳＣ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
Ｓｍａｄ２ ａｎｄ Ｓｍａｄ３ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｆａｒｃｔｅｄ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｃａｒｄｉｏｌ，
２０２２， １７１： １－１５．

［１５］ 　 Ｌｉ Ｙ， Ｆｅｎｇ Ｊ， Ｓｏｎｇ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｇｐ１３０ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｈｅａｒｔ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ， ２０２０， １４２
（１０）： ９６７－９８２．

［１６］ 　 Ｊｉａ Ｄ， Ｊｉａｎｇ Ｈ， Ｗｅｎｇ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃３５ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ａｆｔｅｒ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｃｉｒｃ Ｒｅｓ， ２０１９， １２４（９）： １３２３－１３３６．

［１７］ 　 Ｊｉａ Ｄ， Ｃｈｅｎ Ｓ， Ｂａｉ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｒｄｉａｃ ｒｅｓｉｄｅｎｔ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ⁃
ｄｅｒｉｖｅｄ ｌｅｇｕｍａｉｎ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｃａｒｄｉａｃ ｒｅｐａｉｒ ｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｃｌｅａｒａｎｃｅ
ａｎｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ａｆｔｅｒ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ， ２０２２， １４５（２０）： １５４２－１５５６．

［１８］ 　 Ｌｉ Ｙ， Ｌｉ Ｈ， Ｐｅｉ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｒｉｎｅ ｎｅｏｎａｔａｌ
ｃａｒｄｉａｃ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ａｄｕｌｔ ｃａｒｄｉａｃ ｒｅｐａｉｒ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ
Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０２１， １８（２）： ４９２－４９４．

［１９］ 　 Ｃａｒｄｏｓｏ ＡＣ， Ｐｅｒｅｉｒａ ＡＨＭ， Ｓａｄｅｋ ＨＡ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｎｅｏｎａｔａｌ
ｈｅａｒｔ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ｃａｒｄｉｏｌ Ｒｅｐ， ２０２０， ２２（５）： ３３．

［２０］ 　 Ｓｉｍõｅｓ ＦＣ， Ｃａｈｉｌｌ ＴＪ， Ｋｅｎｙｏｎ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｄｉｒｅｃｔｌｙ
ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｏ ｓｃａｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｈｅａｒｔ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｕｓｅ ｈｅａｒｔ ｒｅｐａｉｒ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０２０，
１１（１）： ６００．

［２１］ 　 Ｅｐｅｌｍａｎ Ｓ， Ｌｉｕ ＰＰ， Ｍａｎｎ ＤＬ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ｉｎｎａｔｅ ａｎｄ ａｄａｐｔｉｖｅ
ｉｍｍｕｎｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｉｎ ｃａｒｄｉａｃ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｒｅｐａｉｒ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ
Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１５， １５（２）： １１７－１２９．

［２２］ 　 Ｌｉｕ Ｒ， Ｎｉｅ Ｙ， Ｌｉａｎ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｔｅｎｄｉｎｇ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｗｉｎｄｏｗ ｏｆ
ｍａｍｍａｌｉａｎ ｈｅａｒｔ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｂｙ ｔｈｙｍｏｓｉｎ ｂｅｔａ ４ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ
Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０１４， １８（１２）： ２４１７－２４２４．

［２３］ 　 仰明明， 牛婷， 刘擎， 等． ＭＭＰ１２ 缺失引起小鼠血液和白色

脂肪中巨噬细胞的变化 ［ Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０１９， ２９
（３）： １４－２０．
Ｙａｎｇ ＭＭ， Ｎｉｕ Ｔ， Ｌｉｕ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃１２
ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ｗｈｉｔｅ ｆａｔ ｉｎ
ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０１９， ２９（３）： １４－２０．

［２４］ 　 Ｔａｎｇ ＹＰ， Ｌｉｕ Ｙ， Ｆａｎ ＹＪ， ｅｔ ａｌ． Ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐ ａ ｎｏｖｅｌ ａｎｉｍａｌ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ： ａ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｍｐｅｒａｔｉｖｅ ［Ｊ］ ． Ａｎｉｍ
Ｍｏｄｅｌ Ｅｘｐ Ｍｅｄ， ２０１８， １（１）： ３６－３９．

［２５］ 　 Ｎｋａｎｇａ ＣＩ， Ｆｉｓｃｈ Ａ， Ｒａｄ⁃Ｍａｌｅｋｓｈａｈｉ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｃｌｉｎｉｃａｌｌｙ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｂｌｅ ｌｏｎｇ ａｃｔｉｎｇ ｉｎｊｅｃｔａｂｌｅｓ： ａｎ ｉｎｄｕｓｔｒｙ
ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ ［Ｊ］ ． Ａｄｖ Ｄｒｕｇ Ｄｅｌｉｖ Ｒｅｖ， ２０２０， １６７： １９－４６．

［２６］ 　 Ｒｕｒｉｋ ＪＧ， Ｔｏｍｂ􀅡ｃｚ Ｉ， Ｙａｄｅｇａｒｉ Ａ， ｅｔ ａｌ． ＣＡＲ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ
ｉｎ ｖｉｖｏ ｔｏ ｔｒｅａｔ ｃａｒｄｉａｃ ｉｎｊｕｒｙ ［Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０２２， ３７５（６５７６）：
９１－９６．

［收稿日期］ 　 ２０２２－１０－１４

０５１


