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激光心肌血运重建联合血管内皮祖细胞移植
治疗缺血性心脏病
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摘要　探讨激光心肌血运重建术（ＴＭＬＲ）联合血管内皮祖细胞（ＥＰＣｓ）移植治疗缺血性心脏病。将１８只杂种犬成

功建立急性心肌梗塞（ＡＭＩ）动物模型后随机分为对照组，ＴＭＬＲ组和ＴＭＬＲ＋ＥＰＣｓ组，每组６只。ＴＭＬＲ组：

ＡＭＩ后针对缺血区心肌进行激光打孔。ＴＭＬＲ＋ＥＰＣｓ组：ＴＭＬＲ术后将ＥＰＣｓ与藻酸钙载体复合物移植入缺血

区心肌激光孔道内。术后４周评价心功能和检测缺血区心肌组织新生血管状况。结果表明，ＴＭＬＲ＋ＥＰＣｓ组心肌

局部收缩力明显高于对照组和ＴＭＬＲ组，心功能明显改善。ＴＭＬＲ＋ＥＰＣｓ组激光孔道内有新生血管样结构生

长，而ＴＭＬＲ组激光孔道内形成纤维化瘢痕。ＴＭＬＲ＋ＥＰＣｓ组较ＴＭＬＲ组激光孔道周围新生血管计数明显增

多，并且两组均较对照组明显增多。ＴＭＬＲ联合ＥＰＣｓ及载体复合物移植促进缺血心肌新生血管形成，增加心肌

局部收缩力，改善心功能。

关键词　医用光学；激光心肌血运重建；血管内皮祖细胞；心肌缺血；载体复合物；血管生成
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６期 贾宝辉等：　激光心肌血运重建联合血管内皮祖细胞移植治疗缺血性心脏病

１　引　　言

　　激光心肌血运重建术（ＴＭＬＲ）在缺血心肌部位

用激光直接气化心肌组织，形成多个贯穿心室壁全

层的小隧道，以改善缺血心肌的血供［１］。然而研究

证实新建立的激光孔道仅能保持短期的开放，随着

孔道内纤维蛋白栓子堵塞，孔道被增生的纤维瘢痕

组织所取代，丧失了血液供应能力［２］。血管内皮祖

细胞（ＥＰＣｓ）移植于激光孔道内，可增强激光孔道内

新生血管形成，从而增加缺血区血液灌注［３］。但移

植入心肌激光孔道内的ＥＰＣｓ受血流冲击难于驻留

在孔道内。

研究揭示ＴＭＬＲ能明显缓解心绞痛，提高运动

耐力。１９９９年４组前瞻性随机对照研究被报道。

一组来自英国应用的是ＣＯ２ 激光
［４］；另三组来自美

国，一 组 使 用 ＣＯ２ 激 光
［５］，另 两 组 使 用 的 是

Ｈｏ∶ＹＡＧ激光
［６，７］。８３７例患者被随机分为ＴＭＬＲ

组（狀＝４０９）和药物治疗组（狀＝４２８），患者年龄和性

别分布相同。所有患者心绞痛分级为ＣＣＳＩＩＩ或ＩＶ

级。研究均显示患者心绞痛症状明显缓解，而心脏

事件如急性心肌梗塞和充血性心力衰竭两组之间无

显著差异。

然而对于ＴＭＬＲ改善缺血心肌血供的机制，近

年来一直存在着争议。尽管一些实验研究证实

ＴＭＬＲ能改善缺血心肌的血供。但越来越多的文

献报道，ＴＭＬＲ后症状的改善并不能用通过激光孔

道的直接血供作为其唯一解释，很多动物实验及临

床研究甚至提出了相反的结果［８］。其原因主要在

于，新建立的激光孔道被增生的纤维瘢痕组织所取

代，孔道很快闭塞，继而丧失了血液供应能力［９］。

临床和实验研究均证实：相比单一应用ＴＭＬＲ

或干细胞移植疗法，ＴＭＬＲ联合干细胞移植治疗缺

血性心脏病，能明显增加缺血心肌血供，改善心功

能［１０］。Ｋｌｅｉｎ等
［１１］报道２例终末期冠心病患者，从

自体骨髓干细胞中分选出纯度高达９７％的ＣＤ１３３＋

细胞，然后注入到心肌中，再接受ＴＭＬＲ术治疗，结

果表明可以有效改善血流灌注，挽救缺血心肌，增强

左室功能。

本课题组前期研究已证实：为增加缺血区再血

管化，来源于人的ＥＰＣｓ移植入裸鼠缺血后肢激光

孔道内增加了缺血区肌肉再血管化，同时缺血后肢

的血流明显改善［３］。但是激光心肌血运重建后激光

孔道直接与心室腔相通，细胞悬液移植到心脏的激

光孔道内后很容易被血流冲失，发生细胞的丢失，移

植细胞不能驻留激光孔道内。因此为保证细胞驻留

激光孔道内，需要载体物质将细胞移植入激光孔道。

前期体外实验已证实藻酸钙和ＥＰＣｓ有良好的生物

相容性，不影响ＥＰＣｓ体外增殖、分化，也不促使其

凋亡［１２］。

本文采用组织工程学原理，将ＥＰＣｓ与藻酸钙

制备成ＥＰＣｓ载体复合物，并移植于缺血心肌激光

孔道内，观察其能否增加激光孔道内新生血管形成

以及是否增加心肌血供，为更好地将 ＴＭＬＲ结合

ＥＰＣｓ移植治疗缺血性心脏病提供依据和临床帮

助。

２　实验材料与方法

２．１　实验材料

２７只健康杂种犬，均为雄性，体重１０～１５ｋｇ，

由华中科技大学同济医学院实验动物中心提供。鼠

抗犬血管内皮细胞Ⅷ因子相关抗原（ｖＷＦ）、超敏链

霉素抗生物素过氧化物酶（ＳＰ）试剂盒和３，３四盐

酸二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色液及胰酶均购自于福

建迈新公司。

２．２　急性心肌梗塞动物模型制备及分组

静脉注射戊巴比妥钠３０ｍｇ／ｋｇ麻醉，气管插

管，呼吸机控制呼吸。于第５肋间开胸，在左冠状动

脉前降支发出第一对角支处分离并结扎。观察心电

图变化，循环稳定后逐层关胸并送动物房饲养。模

型制备成功后３周，１８只存活动物随机分为３组：

对照组［急性心肌梗塞（ＡＭＩ）］；ＴＭＬＲ组；ＴＭＬＲ

＋ＥＰＣｓ组。每组６只。

２．３　缺血心肌犜犕犔犚术

ＡＭＩ模型制备后第４周进行ＴＭＬＲ术。动物

麻醉后，经原切口进胸，分离粘连，暴露心脏。于第

一对角支和心尖之间约２ｃｍ×４ｃｍ范围应用激光

（犙ｓｗｉｔｃｈ１０６４ｎｍＮｄ∶ＹＡＧ激光，华工）打２０个

孔，激光能量为１４０ｍＪ／ｃｍ２，光纤直径为０．６ｍｍ，

脉冲时间为７ｎｓ，频率为１０Ｈｚ。血搏动性流出证实

穿透室壁。出血用４０ｐｒｏｌｅｎｅ线缝合，并将此作为

组织取材时的标记。对照组仅开胸暴露心脏后即逐

层关胸。

２．４　犈犘犆狊载体复合物制备

　　ＥＰＣｓ是一种来源于骨髓的原始细胞，与人类

胚胎时期的成血管细胞和人脐带静脉内皮细胞相

似，在一定的条件下可诱导分化成为成熟的内皮细

胞。ＥＰＣｓ不仅参与胚胎时期血管生成，而且在出

生后的微血管新生、损伤的血管内皮修复和功能维

持中起着重要的作用。通过移植自体或动员骨髓中
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的ＥＰＣｓ，可以使损伤后的血管内皮结构和功能快

速恢复。因此，ＥＰＣｓ移植正逐渐被应用于治疗血

管相关性疾病，被认为是血管相关性疾病很有前景

的治疗措施之一［１３］。

２．４．１　外周血单个核细胞分离

采用密度梯度离心法分离。取ＴＭＬＲ＋ＥＰＣｓ

组动物外周血，经肝素抗凝并加入等量磷酸盐缓冲

液（ＰＢＳ，ｐＨ＝７．２）稀释后，轻铺于淋巴细胞分离液

的表面，离心（８００ｇ，３０ｍｉｎ），收集单个核细胞，并

用ＰＢＳ洗涤３次。

２．４．２　ＥＰＣｓ体外培养

培养基为含２０％胎牛血清的 Ｍ１９９，其中含青

霉 素 １００Ｕ／ｍＬ，链 霉 素 １００μｇ／ｍＬ，ＶＥＧＦ

１０ｎｇ／ｍＬ，ＦＧＦｂ１ｎｇ／ｍＬ，ＩＧＦ２１ｎｇ／ｍＬ，抗坏

血酸１０－４ｍｏｌ／Ｌ，Ｌ谷氨酰胺１．６ｍｍｏｌ／Ｌ。以 Ｍ１９９

重悬细胞，调整细胞浓度为１×１０６ ｍＬ－１后接种于

培养皿中，置于３７℃，体积分数为５％ＣＯ２，饱和湿

度条件下培养。４天后更换培养基。培养７天后收

集贴壁细胞以及生长在盖玻片上的细胞，经免疫组

织化学检查 ｖＷＦ（＋），ＫＤＲ（＋），ＣＤ３４（＋）和

ＣＤ３１（＋）证实为ＥＰＣｓ。

２．４．３　制备ＥＰＣｓ载体复合物

培养７天后的ＥＰＣｓ用０．２５％胰酶３７℃消化

１５ｍｉｎ，吹打使其分离，加入含１．５％藻酸钠充分混

合，调整细胞浓度为１×１０９ ｍＬ－１，加入３０ｍｍｏｌ／Ｌ

浓度的氯化钙，形成胶冻状ＥＰＣｓ藻酸钙（ＣＡ）载体

复合物。抽取ＥＰＣｓＣＡ复合物至微量注射器，待

用于移植。

２．５　犈犘犆狊载体复合物移植入缺血区心肌激光孔道内

使用微量注射器将ＥＰＣｓＣＡ载体复合物移植

入ＴＭＬＲ＋ＥＰＣｓ组实验动物激光孔道内。

２．６　超声心动图检查

ＴＭＬＲ术后４周进行超声心动图检查了解心

功能改善情况。采取左侧仰卧位在麻醉状态下进

行。记录心尖两腔、四腔观图像后，测定左室腔内径

（ＬＶＤ）和左房腔内径（ＬＡＤ）。采用Ｓｉｍｐｓｏｎ双平

面法计算射血分数（ＥＦ）。记录胸骨旁左室短轴 Ｍ

型曲线，分析左室短轴缩短率（ＦＳ）。

２．７　病理学检查

超声心动图检查后以过量麻醉药处死动物，切

取心脏。分离ＴＭＬＲ组和 ＴＭＬＲ＋ＥＰＣｓ组标记

部位组织及对照组相应区域组织，置于１０％的福尔

马林中保存，石蜡包埋，切片，ＨＥ 染色。比较

ＴＭＬＲ＋ＥＰＣｓ组和 ＴＭＬＲ组心肌激光孔道病理

组织学。

２．８　免疫组织化学法检测心肌组织新生血管数

２．８．１　心肌组织血管内皮细胞染色

采用链霉菌抗生物素—过氧化物酶方法（ＳＰ

法）进行免疫组织化学染色。以ｖＷＦ标记血管内

皮细胞。操作步骤严格按试剂盒说明。以ＰＢＳ代

替一抗作阴性对照。

２．８．２　结果判定

ｖＷＦ结果判定标准：每一个染成棕黄色的、可

与周围血管和其他结缔组织区分开来的内皮细胞或

内皮细胞簇，均作为一个单一的、可计数的微血管，

不论管腔和红细胞出现与否。管腔直径大于８个红

细胞直径，带有较厚的肌层的微血管均不计数。

新生血管计数方法：先于低倍光镜（４０×和

１００×）下确定３个血管着色最密集区域，然后在高

倍视野（４００×）内计血管的数目，取５个视野的均值

作为新生血管数。分辨不清或染色模糊的细胞不计

数。

结果的判定在双盲法下进行，每张切片由两位

病理医师分别判定、计数。两人计数相差１０％以上

重新计数。数字图像储存在有Ｐｒｏｓｏｆｔ软件的计算

机中。

２．９　统计分析

采用ＳＰＳＳ１０．０软件包进行统计分析。新生血

管计数用均数±标准差（
－
犡±犛）表示。在多组间比

较采用单因素方差分析，多组的两两间比较采用

ＳＮＫ检验。以犘＜０．０５为差别有统计学意义。

３　结　　果

第一次手术中３只犬死于致死性室颤，６只于

第一次术后１５天左右死亡，余１８只犬均于Ⅱ导联

出现ＳＴ段弓背向上抬高，第二次手术时１１只心电

图有病理性犙波，两组犬体重无明显差异。

如表１所示，急性心肌缺血后２个月，三个实验

组ＬＶＤ和ＬＡＤ均无统计学差异（犘＞０．０５）。ＦＳ和

ＥＦ，在对照组，ＴＭＬＲ组和 ＴＭＬＲ＋ＥＰＣｓ组依次

增大。其中ＴＭＬＲ组ＥＦ与对照组之间差异有显

著意义（犘＜０．０５）；ＴＭＬＲ＋ＥＰＣｓ组ＥＦ，ＦＳ与对

照组有显著性差异（犘 值分别＜０．０５和＜０．０１）；

ＴＭＬＲ＋ＥＰＣｓ组ＥＦ与ＴＭＬＲ组之间差异有显著

意义（犘＜０．０１）。

组织学检查表明ＴＭＬＲ＋ＥＰＣｓ组激光孔道内

有藻酸钙沉积，尚未完全吸收，ＨＥ染色成蓝色改

变 ，如图１所示。沉积物周围有血管样结构，Ⅷ因子
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表１ ３组超声检查心功能结果比较（狀＝６）

Ｔａｂｌｅ１ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙａｍｏｎｇｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（狀＝６）

ＰａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌａｎｄＭｐａｔｔｅｒｎ ＡＭＩｇｒｏｕｐ ＴＭＬＲｇｒｏｕｐ ＴＭＬＲ＋ＥＰＣｓｇｒｏｕｐ

ＬＶＤ／ｃｍ ３．２７±０．０８ ３．２６±０．１２ ３．２６±０．１１

ＬＡＤ／ｃｍ ２．１３±０．０９ ２．１７±０．０８ ２．１０±０．１５

ＦＳ／％ ３１．０２±２．３８ ３２．０９±２．２６ ３４．７３±３．８４ａ

ＥＦ／％ ４７．６０±７．５４ ５５．１９±１．９ａ 　６１．００±４．７８
ｂ，ｃ　

　　ａ：ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＡＭＩｇｒｏｕｐ，犘＜０．０５；ｂ：ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＡＭＩｇｒｏｕｐ，犘＜０．０１；ｃ：ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＴＭＬＲｇｒｏｕｐ，犘＜０．０５．

相关抗原染色周围血管样结构内皮细胞呈黄染，如

图２所示。而ＴＭＬＲ组激光孔道内形成纤维化，内

皮细胞黄染较轻，如图３所示。

图１ ＴＭＬＲ＋ＥＰＣｓ组心肌 ＨＥ染色

Ｆｉｇ．１ ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｍｙｏｃａｒｄｉｕｍｉｎＴＭＬＲ＋ＥＰＣｓｇｒｏｕｐ

图２ ＴＭＬＲ＋ＥＰＣｓ组血管内皮细胞Ⅷ因子相关

抗原染色（ＳＰ１００×）

Ｆｉｇ．２ ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｆａｃｔｏｒⅧｒｅｌａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎｉｎ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｏｆＴＭＬＲ＋ＥＰＣｓｇｒｏｕｐ（ＳＰ１００×）

激光孔道周围新生血管计数在对照组（２．７８±

０．３１，狀＝６），ＴＭＬＲ 组（５．１３±０．５３，狀＝６）和

ＴＭＬＲ＋ＥＰＣｓ组（５．６７±０．７８，狀＝６）依次增加；

ＴＭＬＲ组和 ＴＭＬＲ＋ＥＰＣｓ组较对照组均明显增

多，差异显著（犘＜０．０５）；ＴＭＬＲ 组和 ＴＭＬＲ＋

ＥＰＣｓ组之间差异不显著（犘＞０．０５）。

４　讨　　论

ＴＭＬＲ和ＥＰＣｓ结合治疗一个月后，左室局部

和整体收缩及舒张功能较ＴＭＬＲ组改善，表明二者

结合治疗较单纯ＴＭＬＲ能更好改善左室功能。这

图３ ＴＭＬＲ组血管内皮细胞Ⅷ因子相关抗原

染色（ＳＰ１００×）

Ｆｉｇ．３ ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｆａｃｔｏｒⅧｒｅｌａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎｉｎ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｏｆＴＭＬＲｇｒｏｕｐ（ＳＰ１００×）

可能与ＥＰＣｓ在激光孔道能形成新生血管，增加心

肌血供有关。但本实验观察时间较短，钙盐结晶未

完全吸收，仍有待进一步观察长期效果。

５　结　　论

ＡＭＩ模型制备后４周行 ＴＭＬＲ术，术后将经

外周血分离培养获得的ＥＰＣｓ与藻酸钙载体复合物

移植入缺血区心肌激光孔道内。４周后采用心脏超

声评价心功能，病理组织学和免疫组织化学法检测

缺血区心肌组织新生血管状况。结果证实 ＴＭＬＲ

联合ＥＰＣｓ及载体复合物移植能促进缺血心肌新生

血管形成，增加心肌局部收缩力，改善心功能。
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光 学 界 百 科 全 书

———《光学手册》（新版）面世在即

　　五十年前，随着第一台红宝石激光器的问世，光学进入到一个全新的领域和崭新的发展时代。五十年

间，光学界发生了史无前便、翻天覆地的变化，毫不夸张地说，光学已经深入到我们社会生活的每一个角落，

影响着所有人的生活。

如今，从事光学研究的学者越来越多，光学专业的学生越来越多，应用光学的行业也越来越多。此时，一

本内容丰富全面、涵盖光学领域所有学科的光学百科全书成为相关人士日益迫切的需求。在这种需求下，新

版《光学手册》应运而生，经历六年反复酝酿，四年悉心编撰，该书将于近期与广大读者见面。

新版《光学手册》是原《光学手册》（２５章，２３０万字）的修订版。原书出版于１９８６年，出版后得到了严济

慈、王大珩、龚祖同等老一辈科学家的高度评价，称之为填补国内空白，“一本兼顾光学工作者和非光学科技

工作者的参考书”，手册迄今仍是许多光学技术人员案头必备的权威参考书。

但是，在原《光学手册》出版后的２５年间，光学理论和技术飞速发展，发生了质的飞跃，完成了从传统光学

向现代光学的转变。现代光学包涵传统光学、光电子学和光子学。原书中全部章节内容需要更新，新发展起来

的涉及光学的边缘学科需要增添。因此，新版《光学手册》绝非传统意义上的修订，而是一个创新的版本。

“一本有国际影响力的能反映时代脉搏的观念创新的学术性工具书”———这是编者对新版《光学手册》的

定位。

新版《光学手册》包含３８章、４９个光学学科、４６０万余字，其内容精深到位，基本涵盖了目前光学领域所

涉及的所有学科，为光学工作者和非光学科技人员提供了几乎所有光学分科的基本概念、基本原理、基本方

法、基本公式和基本数据，翔实而新颖，实用而方便，可谓内容丰富，近乎光学百科全书而更为精深之，实属又

一部高水平学术专著。在本书中，诸如电磁光学、纳米光子学、生物光子学、瞬态光学、同步辐射光学、太赫兹

波光学、中子光学、非成像光学及自由曲面光学、近场光学和金属表面等离子体光学之类新兴光学学科也将

与大家见面。
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