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丹参注射液对小鼠急性心肌梗死后心脏成体

干细胞移植的影响
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摘要#目的#研究联合应用丹参注射液对心脏成体干细胞移植治疗小鼠急性心肌梗死的影响! 方法#将

$"

只小鼠随机分为
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&'"丹参注射液低剂量组

#

"

!

: FE

$

GF

%

H

&'和模型对照组! 所有小鼠均通过结扎冠状动脉左前降支构建小鼠急性心肌梗死模型"造模成

功后立即在梗死周围区域心肌内注射体外培养的小鼠心脏干细胞约
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及心肌梗死后
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周连续给予丹参注射液灌胃! 心肌梗死后
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方法检测小鼠心脏内的丝氨酸
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苏氨酸蛋白激酶$
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表达情况!

结果#丹参注射液高剂量组微血管密度及
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阳性细胞数较低剂量组及模型对照组显著增加"差异有统计学

意义$
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&! 丹参注射液高剂量组心肌纤维化程度及心肌梗死周围区域细胞凋亡较低剂量组和模型对照

组显著降低"差异有统计学意义$
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&! 丹参注射液高剂量组磷酸化
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升高"各组间差异有统计学意义$
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&(与模型对照组比较"丹参注射液高剂量和低剂量组总
OGN

水平显著

升高$

P Q"

!

":

&"但高)低剂量组之间比较"差异无统计学意义$
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&! 结论#心脏成体干细胞移植联合丹

参注射液治疗急性心肌梗死时"可以增加微血管密度及细胞增殖"减少细胞凋亡及纤维化程度"从而提高成体干

细胞移植效率!
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##目前认为干细胞移植后的干细胞旁分泌功能是改

善心功能的关键'

#

(

) 旁分泌功能不仅改善了心肌梗

死局部心脏微环境状态"而且能够促进心脏干细胞的

增殖*分化) 但是移植效率低下是一个尚未解决的问

题) 目前主要通过干细胞的基因修饰*干细胞的体外

预处理等策略来改善干细胞的存活以及强化干细胞的

旁分泌作用'

!

(

) 本研究在给予急性心肌梗死模型小

鼠心脏干细胞移植的同时"给予丹参注射液治疗"观察

丹参注射液对急性心肌梗死环境下心脏干细胞移植的

影响)
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%&小鼠
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公

司"生产批号#
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%&兔抗小鼠
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"
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抗体$美

国
O0A>/

公司"生产批号#
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公司"生产批号#

[D#$"

%&抗体稀释液$美国
9Y/.H
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只小鼠随机分为模型对照组*丹参

注射液高剂量'
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"

!

":; FE
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%($剂量的制定参考文献'
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(%"每组
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只)

$

组小

鼠分别使用磷酸缓冲盐溶液$

P^W

%*高剂量丹参注射

液和低剂量丹参注射液灌胃
#

周后建立心肌梗死模

型"即刻心肌内注射干细胞"干细胞移植后继续灌胃

#

周"处死动物)

6

#小鼠心脏成体干细胞分离培养#从小鼠心脏
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#小鼠心肌梗死模型构建及细胞移植#参考文

献'
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("采用开胸结扎冠状动脉左前降支的方法构
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:" /FEGF
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D

&

"

带针缝合线穿过一小束心肌后结扎) 心肌梗死

后可见局部心肌变白"心电图可见对应导联
W(

段抬

高) 心肌梗死模型构建成功后"参考文献'

D

&

<

(进行

即刻心肌内注射干细胞) 移植干细胞量约为
!

$
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; 个"悬浮于
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#观察指标及方法
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!

#

#

%B$#

染色观察毛细血管密度#采用

%B$#

染色观察毛细血管密度"一抗为大鼠抗小鼠

%B$#

抗体
#

(

!""

"二抗为
(_'(%

标记的山羊抗大鼠

鼠
'F[

&

6

*"

;

二脒基 &

!

&苯吲哚盐酸$

BOP'

%染核&

荧光显微镜观察进行微血管密度计数) 计数随机

#"

个视野的毛细血管密度平均值作为统计值)
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J? ;D

染色观察细胞增殖情况#采用
J? ;D
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染核&荧光显微镜观察) 普通的细胞核染成蓝色"

增殖的细胞核染成绿色"心肌组织染成红色) 计数随

机
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阳性细胞数平均值作为统计值)
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#
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染色观察梗死周围区域细胞间质

纤维化程度#采用
*>KK,L

染色观察间质纤维化程

度"由本院病理科完成) 染色后在光学显微镜下"每张

切片随机选取
:

个视野进行拍照"正常心肌组织染成

红色"纤维化的胶原组织染成绿色) 纤维化程度
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#
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采用
(M+=8

法进行心脏原位凋亡的检测) 实验步骤

根据试剂盒操作指南进行) 普通的细胞核染成蓝色"

凋亡的细胞核染成棕色"计数随机
#"

个视野的

(M+=8

阳性细胞数平均值作为凋亡细胞统计值)

;

!

:

#

).KN.1L 03,N

法检测磷酸化
OGN

以及总

OGN

蛋白表达#采用含蛋白酶抑制剂的组织裂解液

$按每
#"" /F

组织加入
;" "8

裂解液%裂解蛋白)

蛋白定量采用
P?.1A.

公司的试剂盒测定)

WBW

"

PO[=

凝胶电泳分离蛋白转膜后"一抗孵育
6 T

"二抗

孵育
! T

) 曝光并扫描胶片"分析目标条带的光密度

值$

CB

%"以
[OBP7

作为内参"测定磷酸化
OGN

及

总
OGN

)

D

#统计学方法#应用
WPWW #D

!

"

统计软件包

进行统计分析"数据以
b

%

K

表示"多组间比较采用

O+C2O

检验"组间两两比较采用
e

检验"

P Q"

!

":

为

差异有统计学意义)

结##果

#

#各组毛细血管密度比较$图
#

"表
#

%#采用

%B$#

染色检测梗死周围区域毛细血管密度"结果显

示"与模型对照组比较"丹参注射液高*低剂量组新生

毛细血管密度明显增加"差异有统计学意义 $

P Q

"

!

":

%&其中"丹参注射液高剂量组较低剂量组升高更

为显著$

P Q"

!

":

%)

图
#

%各组毛细血管密度比较%$

%B$#

染色" $

!""

%

表
#

%各组病理学结果比较%$

b

%

K

%

组别
L

微血管密度

$

E

视野%

J? ;D

阳性

细胞数$

E

视野%

组织纤维化

程度$

c

%

(M+=8

阳性

细胞值$

E

视野%

模型对照
#" $"

+

5;

%

$

+

"$ 6

+

"

%

"

+

6 $$

+

!:

%

"

+

$: $

+

:

%

"

+

$

丹参注射液低剂量
#"

:#

+

D!

%

!

+

$!

!

6

+

D

%

"

+

$ $!

+

;5

%

"

+

D#

!

+

:

%

"

+

$

!

丹参注射液高剂量
#"

;"

+

:D

%

!

+

$5

!"

;

+

"

%

"

+

6

!"

!5

+

<"

%

"

+

D;

!"

#

+

"

%

"

+

6

!"

##注#与模型对照组比较"

!

P Q"

+

":

&与丹参注射液低剂量组比较"

"

P Q"

+

":

!

#各组心肌梗死周围区域的细胞核增殖情况

比较$图
!

"表
#

%#采用
J?;D

染色检测心肌梗死周

围区域的细胞增殖情况"结果显示"丹参注射液高剂

量组细胞核增殖较丹参注射液低剂量组及模型对照

组增加"差异有统计学意义$

P Q "

!

":

%) 丹参注射

液低剂量组与模型对照组比较"差异无统计学意义

$

P R"

!

":

%)

$

#各组心肌梗死周围区域的组织纤维化程度比

较$图
$

"表
#

%#采用
*>KK,L

染色检测心肌梗死周

围区域的组织纤维化程度"结果显示"丹参注射液高剂
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"
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!

##

!!"#+%!

量组心肌梗死周围区域的组织纤维化程度较丹参注射

液低剂量组以及模型对照组降低"差异有统计学意义

$

P Q"

!

":

%) 丹参注射液低剂量组与模型对照组比

较"差异无统计学意义$

P R"

!

":

%)

图
!

%各组心肌梗死周围区域的细胞增殖情况比较

$

J?;D

染色" $

6""

%

图
$

%各组心肌梗死周围区域的组织纤维化程度比较

$

*>KK,L

染色" $

6""

%

6

#各组心肌梗死周围区域的细胞凋亡情况比较

$图
6

"表
#

%#采用
(M+=8

原位细胞凋亡法检测心肌

梗死周围区域的细胞凋亡情况"结果显示"与模型对照

组比较"丹参注射液高*低剂量组心肌梗死周围区域的

细胞凋亡明显减少"差异有统计学意义 $

P Q "

!

":

%&

其中"丹参注射液高剂量组较低剂量组减少更为显著

$

P Q"

!

":

%)

:

#各组磷酸化
OGN

及总
OGN

蛋白表达比较$图

:

"表
!

%#采用
).KN.1L 03,N

方法检测
$

组总
OGN

与

磷酸化
OGN

蛋白表达情况"结果显示"与模型对照组

比较"丹参注射液高*低剂量组磷酸化
OGN

及总
OGN

蛋白表达均明显降低"差异有统计学意义 $

P Q

"

!

":

%&其中"丹参注射液高剂量组磷酸化
OGN

蛋白表

达较低剂量组降低更为显著$

P Q"

!

":

%"但丹参注射

液高剂量组总
OGN

蛋白表达水平与低剂量组比较"差

异无统计学意义$

P R"

!

":

%)

图
6

%各组心肌梗死周围区域的细胞凋亡情况比较

$

(M+=8

法" $

!""

%

##注#

O

为模型对照组&

^

为丹参注射液低剂量组&

%

为丹参

注射液高剂量组

图
:

%各组磷酸化
OGN

及总
OGN

蛋白表达比较

表
!

%各组磷酸化
OGN

及总
OGN

蛋白表达比较#$

CB

"

b

%

K

%

组别
L

磷酸化
OGN

总
OGN

模型对照
#" "

+

;$

%

"

+

"! "

+

<$

%

"

+

"D

丹参注射液高剂量
#"

"

+

56

%

"

+

"#

!"

#

+

$5

%

"

+

"$

!

丹参注射液低剂量
#"

"

+

D6

%

"

+

"!

!

#

+

!6

%

"

+

"D

!

##注#与模型对照组比较"

!

P Q "

+

":

&与丹参注射液低剂量组比

较"

"

P Q"

+

":

讨##论

研究显示干细胞移植可以改善心室功能"目前认

为其机制主要依赖干细胞的旁分泌功能'

#"

&

#!

(

"移植

后的干细胞分泌大量活性细胞因子"促进心肌或血管

新生"另一方面促进内源性心脏干细胞增殖*分化"改

善其生存和功能状态'

#$

(

) 但干细胞移植始终面临着

一个移植效率低下的问题'

#6

&

#;

(

) 移植干细胞约
<"c
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年
##

月第
$$

卷第
##

期
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"

+,-./0.1 !"#$

"

2,34 $$

"

+,

!

##

在移植
#

周内死亡) 其影响因素有#$

#

%急性心肌梗

死后局部微环境缺血*缺氧*炎症反应促进干细胞凋

亡&$

!

%受损的毛细血管结构不能有效支持心脏干细

胞的增殖*分化&$

$

%心肌梗死后细胞外基质中纤维增

生"妨碍干细胞旁分泌作用"阻碍了干细胞向梗死区域

的迁移)

为了改善干细胞的移植效率"常常采用的策略是#

$

#

%改良梗死后心脏微环境"促进血管生成"减少瘢痕

形成"从外部改善心脏干细胞的存活率和功能状态&

$

!

%加强对心脏干细胞的调控"应用生长因子*细胞因

子*药物或基因修饰心脏干细胞'

#D

&

#<

(

"提高心脏干细

胞存活"增进其增殖*分化及旁分泌作用) 丹参$

_>

"

H?b W>3-?>. *?3N?,11T?a>.

%是唇形科植物丹参$

W>3-?

"

> *?3N?,11T?a> ^VLF.

%的干燥根及根茎) 最早的记载

见于+神农本草经,*+吴普本草,等古本草专著) +中

华人民共和国药典,归纳其功效为#-祛瘀止痛"活血

通经"清心除烦.)

%B$#

是一种在血小板表面内皮细胞上的膜糖蛋

白"能够反映组织新生血管情况) 本研究发现"心脏干

细胞和丹参注射液联合治疗后"梗死周围区域的血管

新生增多)

J?;D

是一种与细胞有丝分裂以及细胞增

殖密切相关的核抗原"仅在周期性增生的细胞核中表

达"是细胞增殖的重要标记物) 本研究结果提示丹参

注射液高剂量组可以增加
J?;D

阳性细胞数量"促进

细胞核的增殖)

*>KK,L

胶原纤维染色法可以判断心

肌坏死后产生纤维结缔组织的情况"本实验提示丹参

注射液高剂量组可以减少纤维结缔组织的形成"避免

心脏干细胞之间*心脏干细胞和心肌组织之间旁分泌

的联系以及心脏干细胞向梗死区域移动存在阻碍)

(M+=8

用来检测组织细胞在凋亡早期过程中细胞核

B+O

的断裂情况"能够特异*准确地定位正在凋亡的

细胞"本研究显示心脏干细胞移植联合丹参注射液应

用后细胞凋亡减少)

OGN

是一种丝氨酸
E

苏氨酸蛋白

激酶"激活后可以抑制细胞凋亡"促进细胞增殖*生长

及存活'

!"

&

!$

(

"提示联合应用丹参注射液及心脏干细

胞移植后"

OGN

的表达增加"提示丹参注射液可能通过

激活
OGN

通路发挥作用)

综上所述"在应用心脏干细胞移植治疗急性心肌

梗死时"联合应用丹参注射液"可以改善心脏干细胞旁

分泌功能和移植的微环境"从而最终改善心脏干细胞

的移植效率)
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