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不同时间自体骨髓动员急性缺血心肌的血管再生☆ 
虞桂平，沈振亚，余云生，郭世强，陈一欢，胡雁秋 

Effect of autologous bone marrow stem cells mobilization at different time points on vascular 
regeneration of acute ischemic myocardium    

Yu Gui-ping, Shen Zhen-ya, Yu Yun-sheng, Guo Shi-qiang, Chen Yi-huan, Hu Yan-qiu 

Abstract 
BACKGROUND: The bone marrow stem cells can be mobilized and migrate to the damage tissue after the normal tissue defect 
and can proliferate and differentiate and repair the damage tissue under local microenvironment. 
OBJECTIVE: To establish the acute ischemic myocardial infarction model of swines mobilized by colony-stimulating factor (CSF) 
and to study the effect of bone marrow mobilization on the cardiac function and vascular regeneration of acute myocardial 
infarction model.  
METHODS: Fifteen healthy Taihu Meishan swines were used to establish the ischemic myocardial infarction model mobilization in 
the distal end of the left anterior descending branch (LAD) with a gelatin sponge through cardiac catheter, and explore its 
mechanism initially. The swines were randomly divided into three groups: the control group, injected with DMEM through coronary 
artery at the 4th week after modeling; the immediate mobilization group, injected with granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) 
at the 3rd hour after modeling and last for 5 days; 1 week mobilization group, injected with G-CSF at the 1st week after modeling 
and last for 5 days. 
RESULTS AND CONCLUSION: Compared with control group, the functional parameter, such as ejection fraction, left ventricular 
internal dimension diastole and left ventricular internal dimension systole in immediate mobilization group and 1 week mobilization 
group were improved significantly. And after bone marrow mobilization, the serum levels of vascular endothelial growth factor 
(VEGF) in the two groups were significantly elevated, as well as the vascular density. There was no obvious difference in control 
group. Bone marrow stem cells were mobilized by G-CSF and migrated to the site of myocardial infarction, and differentiated into 
initial vascular structure, and take part in the vascular formation in ischemic myocardium. 
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摘要 
背景：正常组织在损伤后可动员骨髓干细胞至损伤组织，在局部微环境作用下定向增殖分化修复组织。 
目的：应用集落刺激因子动员猪急性心肌梗死模型，观察骨髓动员对猪急性心肌梗死模型的心功能影响及新生血管的作用。 
方法：健康太湖梅山猪 15 头，明胶海绵栓塞冠状动脉(左前降支)法建立猪缺血性心脏病-心肌梗死模型，随机分为 3 组。对

照组建模后 4 周后经冠状动脉注射 DMEM；立即动员组建模后 3 h 并连续 5 d 注射粒细胞集落刺激因子；1 周动员组：建模

1 周后连续 5 d 注射粒细胞集落刺激因子。 
结果与结论：与对照组相比，立即动员组和 1 周动员组射血分数、左室舒张期内径、左心室收缩期内径心功能指标均有改善。

骨髓动员后，两组血清血管内皮生长因子水平上升明显，血管密度明显增加，对照组无明显变化。提示自体骨髓干细胞动员

后可归巢到心肌受损区域，在局部环境诱导下可分化成原始的血管结构，参与缺血区的血管形成。 
关键词：血管再生；缺血性心脏病；心力衰竭；骨髓间充质干细胞；粒细胞集落刺激因子 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.06.018 
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0  引言 
 

心肌梗死使心肌细胞大面积死亡，坏死的

心肌组织由瘢痕组织代替，周围正常心肌细胞

代偿性肥大，导致心室重构并最终发展成为心

力衰竭[1]。正常组织在损伤后可动员骨髓干细

胞至损伤组织，在局部微环境作用下定向增殖

分化修复组织。通过动员剂动员骨髓干细胞到

血液循环再使干细胞定居到梗死心肌，而动员

自体骨髓干细胞修复坏死心肌的方法，具有无

创伤性，不需外科手术开胸或介入治疗的专门

设备，不必首先在体外分离扩增干细胞，移植

途径简单等特点，是一种极有希望的治疗方法。

因此急性心肌梗死后，应用集落刺激因子动员

骨髓干细胞以提高外周血中的干细胞数量，参

与梗死心肌和血管的再生，从而达到改善心脏

功能的目的。本实验探讨不同时间段行骨髓动

员在急性心肌缺血模型中的作用，为选择行骨

髓动员的时机做参考。 
 
1  材料和方法 

 
设计：随机对照动物实验。
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时间及地点：实验于2007-06/2010-06在苏州大学

完成。 
材料：3月龄健康雄性太湖梅山猪15只，体质量

(22.5±2.9) kg，由苏州大学实验动物中心提供。 
主要试剂、设备及仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 

动物准备及分组：所有动物的喂养、观察均按照

GLP(非临床研究管理规范)规定执行，实验前12 h起禁

食，每次术前30 min肌注阿托品0.5 mg。实验动物分为

3组，每组5只。 
对照组：建立猪心肌梗死模型，4周后经冠状动脉

注射DMEM。 
立即动员组：建立猪心肌梗死模型，建模后3 h并

连 续 5 d 注射 粒细 胞集 落刺 激因 子 (granulocyte 
colony-stimulating factor，G-CSF)150 μg/(kg•d)。 

1周动员组：建立猪缺血性心脏病-心肌梗死模型，

1周后连续5 d注射G-CSF 150 μg/(kg•d)。 
缺血性心脏病-心肌梗死模型的建立

[2]
：采用氯胺酮  

(25 mg/kg)和地西泮(2 mg/kg)肌注诱导麻醉，以50 g/L
葡萄糖盐水维持静脉液路，同时给予30 g/L戊巴比妥钠

(20 mg/kg)缓慢静脉滴注维持麻醉。猪置于仰卧位，在

数字减影血管造影下，经鞘管将右冠导引导管送至左冠

开口，通过泛影葡胺造影定位使导管顶端与左冠起始段

同轴，将导丝沿导引导管送至左前降支第2对角支远端。

经导管把自制1.0 mm×1.5 mm明胶海绵栓子用对比剂

推注到左前降支第2对角支远端。造影确认阻断血流后，

依次退出导管、鞘管，心电监护120 min。术中及术后1
周均予以青霉素肌注预防感染。骨髓动员前再次行冠脉

造影术，了解血管栓塞情况。 
心功能测定：各组动物实验前及观察终点第8周时，

应用PHILIPS-5500型二维Doppler超声心动图测定各

组动物左室舒张期内径 (LVEDD)、左室收缩期内径

(LVESD)、射血分数(EF)。 
血清VEGF的测定：采用双抗体夹心ELISA法测定

VEGF。  
心肌结构的显微观察：实验终点时各组动物均在麻醉

状态下开胸取心脏标本，生理盐水冲洗后，体积分数

10%的甲醛固定保存。取梗死区、梗死交界区，及正常

组织进行下列研究(对照组取相同部位心肌梗死组织，操

作同上，以供对照。以新生血管标志物Ⅷ因子单克隆抗

体为第一抗体的检测，并参照Weinder微血管密度计数

方法，随机取5个视野，计数梗死边缘区内微血管密度，

血管密度用“个/0.2 mm2”表示。 
主要观察指标：①细胞动员前后左室舒张期内径、

左室收缩期内径、射血分数变化。②干细胞移植前后血

清VEGF水平。③心肌组织血管密度。 
统计学分析：所有数据的统计均使用SPSS10.0软

件包进行统计。数据以x
_

±s表示，使用方差分析，检验

水准：α=0.05。 
   

2  结果 

 
2.1  实验动物数量分析  实验选用太湖梅山猪15只，

分为3组，无脱失，全部进入结果分析。 
2.2  细胞动员前后心功能变化  见表1~3。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
各组动物在第8周行超声心动检查，对照组动物第8

周左心室收缩、舒张末期内径，射血分数与注射前比较

差异无显著性意义(P > 0.05)。各动员组动物注射后左

心室收缩、舒张末期内径较注射前都明显减小，射血分

数较注射前提高。 

表 1  各组干细胞动员前后射血分数变化 
Table 1  Comparison of the ejection fraction (EF) before and 

after stem cell mobilization                 (x
_

±s, %)

主要试剂、设备及仪器 来源 

2.5 g/L 胰酶+0.02%EDTA  
Ficoll 淋巴细胞分离液  
羊抗兔-FITC 抗体             
血管内皮生长因子(vascular  

endothelial growth factor，VEGF) 
检测试剂盒、TGF-β检测试剂盒  

数字剪影血管造影机  
心脏彩色超声多普勒  
-20 ℃低温冰箱  
低温高速离心机  
倒置相差显微镜  
倒置荧光显微镜  
免疫荧光显微镜  
酶联免疫检测仪  
超速冷冻离心机  

美国 Gibco 公司 
上海生化制剂厂 
美国 Santa Cruz 公司 
美国 R＆D 公司 
 
 
美国 XLW31223 型 
美国 HP5500 型 
Nuaire.NU6613E 
法国 Jouan 公司 
Nikon eclipse Ts100 
Olympus CHK 型 
日本 Olympus 公司 
华东电子仪器厂 DG5031 型 
Juoan MR1812 Inc. France 

Group 

EF 

Before injection  After 
injection  

 
Control 

 
34.24±2.60 

 
35.94±2.31 

Immediate 36.10±2.20 44.02±2.50 

表 2  各组干细胞动员前后左心室收缩末期内径变化 
Table 2  Comparison of left ventricular end-systolic dimension 

systole ( LVEDs) before and after stem cell 
mobilization                             (x

_

±s, mm)

Group 

LVEDs 

Before injection  After 
injection  

 
Control 

 
46.22±1.43 

 
46.64±5.02 

Immediate 44.44±1.10 34.30±0.96 
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2.3  骨髓间充质干细胞移植前后血清VEGF水平  对
照组的血清VEGF水平在不同时间点的测量值变化差异

无显著性意义。心肌梗死后立即骨髓动员组血清VEGF
水平较移植前有上升趋势，且差异有显著性意义(P < 
0.05)，且均在第1周有个高峰值，后逐渐下降。心肌梗

死后立即动员组高峰值较心肌梗死后1周动员组高，差

异有显著性意义(P < 0.05)。见表4。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.4  心肌组织血管密度  通过对石蜡切片行Ⅷ因子免

疫组织化学染色显示，心肌梗死后1周动员组心肌血管

密度为(5.65±0.63)个/0.2 mm2，心肌梗死后立即动员组

毛细血管密度大于对照组 [(9.56±0.48)， (3.13±0.31)  
个/0.2 mm2，P < 0.05]。 

 
3  讨论 

 
前次实验作者通过建立心肌梗死模型后即刻行骨

髓动员与对照组比较发现心肌梗死后即刻行骨髓动员

可有效改善心功能，提高生活质量。 
心肌梗死后骨髓干细胞可以感知靶器官的损害，自

动迁移至损害区域，并在组织微环境作用下分化为受损

组织特性的细胞，改善心功能[3]。现主要通过细胞移植

增加骨髓间充质干细胞的数量，骨髓干细胞移植主要有

两种方法，一是先收集干细胞再将其直接注射到心肌上

或注射到冠脉循环中；二是通过动员剂动员骨髓干细胞

到血液循环再使干细胞定居到梗死心肌，而动员自体骨

髓干细胞修复坏死心肌的方法，具有无创伤性，不需外

科手术开胸或介入治疗的专门设备，本实验结合国外文

献报道及前期实验选用G-CSF[4]。 
本次实验骨髓间充质干细胞移植时机选择G-CSF 

在心肌梗死后3 h即开始使用，连续使用5 d和心肌梗死

后1周，比较两组动员后的效果。 
VEGF是目前已知最强的一种特异作用于血管内皮

细胞的强有力的多功能细胞因子。它强烈而特异地促使

内皮细胞分裂增殖、增生、转移，增加血管通透性并促

进新血管生成[5]。它促进血管内皮细胞的有丝分裂作用

是通过存在于内皮细胞表面VEGF的特异性受体所介导

的[6]。 
实验中，干细胞动员后1周内血清VEGF水平明显上

升，而骨髓动员后2周后的血清VEGF水平并未继续上

升，反而呈下降趋势。作者认为可能是随着时间延长，

干细胞分化后，自分泌的功能减弱，所以VEGF的分泌

量并不能随时间延长而增加。同时由于心肌细胞缺血缺

氧的改善，VEGF受体KDR/FLT1上调水平下降[7]，导致

发生于转录水平、翻译水平、及靶器官水平的VEGF产
生减少[8]。另外机械牵张可以诱导VEGF的分泌，随着

移植后心衰心脏的球形化趋势逆转，机械牵张作用减

弱，也使VEGF水平下降[9-10]。 
骨髓动员后，骨髓的多种干细胞均可能参与心肌细

胞，血管平滑肌细胞和内皮细胞再生，全面修复损伤心

肌，实现心肌在结构和功能上的恢复。Orlic等[11]研究发

现，心肌梗死后伴随着损伤后的局部微环境的的改变，

各种炎症递质的释放，粒单核细胞浸润，肥大细胞激活，

细胞外基质蛋白的降解以及内皮细胞和心肌细胞黏附

分子的表达为干细胞的迁移、存活、激活、分化等提供

了信号，诱导干细胞迁移到组织损伤区域及附近区域，

而细胞黏附分子、趋化因子、生长因子的上调构成了骨

髓干细胞定向迁移的原始动力[12]，C-kit/SCF路径[13]，

基质细胞衍生因子1α/CXCR4信号通路均在干细胞的趋

化迁移中起重要作用[14]，Pasha等[15]通过基质细胞衍生

因子1预处理的间充质干细胞在体外其细胞存活和细胞

增殖明显增多，将经基质细胞衍生因子1预处理的间充

质干细胞移植至梗死心肌，4周后检测细胞增殖增多，

梗死面积、纤维化程度有所下降，心功能明显改善。这

证明经基质细胞衍生因子1预处理的间充质干细胞能够

明显抑制间充质干细胞的凋亡，提高它们在梗死心肌的

存活，改善心功能，这些作用可能是基质细胞衍生因子

1/CXCR4信号来实现的。血管内皮生长因子及其受体构

成的信号途径有助于造血生血管祖细胞的区域化，同时

在调控造血生祖细胞、成血管细胞、造血干细胞的迁移

具有重要作用[16]，心肌缺血时VEGF等成血管因子表达

上调，能促进骨髓源内皮祖细胞的释放及增加循环内皮

祖细胞的数量，促进损伤组织血管的新生。 
对于骨髓干细胞动员治疗心肌梗死,能否在梗死区

表 3  各组干细胞动员前后左心室舒张末期内径变化 
Table 3  Comparison of left ventricular end diastolic dimension 

diastole (LVEDd) before and after stem cell 
mobilization                             (x

_

±s, mm)

Group 

LVEDd 

Before injection  After 
injection  

 
Control 

 
54.52±2.53 

 
55.22±3.33 

Immediate 53.64±2.44 48.84±1.93 

表 4  干细胞移植前后血清血管内皮生长因子水平的变化 
Table 4  Comparison of serum levels of vascular endothelial 

growth factor before and after stem cells 
transplantation                          (x

_

±s, ng/L)

Group Control Immediate 
mobilization 

1wk 
mobilization

 
Before myocardial infarction 

 
2.25±0.12 

 
2.40±0.19 

 
2.28±0.20

1d after myocardial infarction 3.19±0.36 3.35±0.36 6.83±0.46
1 wk after myocardial infarction 3.56±0.25 3.59±0.33 15.51±0.65
2 wk after myocardial infarction 3.62±0.13 13.49±0.46 7.33±0.35
4 wk after myocardial infarction 4.26±0.16 7.21±0.59 5.35±0.28
5 wk after myocardial infarction 4.24±0.36 5.23±0.56 4.86±0.78
6 wk after myocardial infarction 4.21±0.13 4.96±0.21 4.32±0.27
8 wk after myocardial infarction 4.21±0.12 3.90±0.23 4.09±0.15
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分化为心肌细胞、平滑肌细胞,目前还存在着争论，Orlic
等[13]对大鼠的研究表明，G-CSF能动员骨髓干细胞迁移

至梗死部位，除能分化为血管内皮细胞外，还能分化为

心肌细胞、平滑肌细胞，但Norol等[17]对狒狒心肌梗死

后使用G-CSF治疗，只是在梗死区发现有内皮细胞，

没有发现新分化的心肌细胞。另外，也有人认为，

G-CSF能增加梗死区巨噬细胞浸润，加速坏死组织的

吸收，减少肉芽组织和瘢痕的形成，从而促进梗死区

的愈合过程[18-20]。动物实验研究表明，骨髓间充质干细

胞自体移植能通过促进血管新生改善缺血心肌的血液

灌注[21]，而无心肌细胞新生，并认为这种血管新生并非

骨髓细胞的干细胞参与所致[22]，而是骨髓细胞存在大量

的幼稚白细胞，是它们释放多种细胞因子如白细胞介素 
1β[23]、肿瘤坏死因子α[24]、碱性成纤维细胞生长因子、

血管内皮生长因子和细胞因子诱导的中性粒细胞趋化

物等刺激了血管新生[25-29]。 
本实验也未在骨髓动员后的梗死区内发现有心肌

新生。自体骨髓的干细胞动员后参与了梗死区的血管新

生，血管密度检测结果也显示动员组及移植组心肌梗死

区血管密度明显高于对照组。3组动物的梗死区内并未

发现明显平滑肌细胞及心肌细胞的新生，这说明骨髓干

细胞动员与骨髓间充质干细胞移植改善心肌梗死后心

脏功能，主要与动员或移植骨髓干细胞至梗死区，参与

血管新生有关。  
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