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[摘要] 目的 观察心脏细胞外基质(c-ECM)结合胶原靶向血管内皮生长因子(CBD-VEGF)和 Ang-1模拟

肽(AMP)对心肌梗死大鼠心脏功能的影响。方法 对AMP行 MTT体外人脐静脉内皮细胞(HUVEC)活性试验

及对修饰了Biotin的AMP(Bio-AMP)进行与c-ECM 的结合试验。将SD 大鼠行左前降支结扎构建心肌梗死模

型,然后随机分为PBS组(A组)、c-ECM/CBD-VEGF组(B组)和CBD-VEGF/c-ECM/AMP组(C组),每组4只,

分别于梗死部位注射PBS、CBD-VEGF/c-ECM和CBD-VEGF/c-ECM/AMP进行治疗。3个月后采用超声心动图

评价3组大鼠的心脏功能,采用免疫荧光染色方法检测3组大鼠心肌梗死区域血管数量、vWF阳性面积比和ZO1
阳性面积比。结果 MTT试验检测结果显示,AMP和Ang-1具有相似的促进 HUVEC增殖的能力;结合实验结

果显示,Bio-AMP可以连接在c-ECM上。处理3个月后,C组大鼠术后心脏射血分数(EF)显著高于 A组和B组

(t=7.794、3.613,P<0.05)。大鼠心肌梗死区域免疫荧光染色显示,C组血管数量和vWF阳性面积比高于 A组

(t=4.950、22.390,P<0.05),并且C组vWF阳性面积比显著高于B组(t=11.400,P<0.05)。C组和B组的ZO1
阳性面积比明显高于A组(t=13.290、4.328,P<0.05),C组的ZO1阳性面积比明显高于B组(t=8.243,P<
0.05)。结论 将本研究合成的CBD-VEGF/c-ECM/AMP水凝胶注射于大鼠心肌梗死区域后具有促进大鼠心脏

功能恢复和促进心肌梗死后血管再生及细胞连接的作用。
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EFFECTSOFAng-1MIMICKINGPEPTIDEINSYNERGYWITHVASCULARENDOTHELIALGROWTHFACTORONCARDIAC

FUNCTIONIN RATS WITH MYOCARDIALINFARCTION  WANGJunke,SONGSiqi,SHIChunying,YU Zhongxiang
(FacultyofMedicine,QingdaoUniversity,Qingdao266071,China)

[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheeffectsofcardiacextracellularmatrix(c-ECM)combinedwithcollagen-binding
vascularendothelialgrowthfactor(CBD-VEGF)andAng-1mimickingpeptide(AMP)oncardiacfunctioninratswithmyocardial

infarction(MI). Methods MTTassaywasusedtomeasuretheactivityofAMPinhumanumbilicalveinendothelialcells(HU-

VECs)invitro,andthebindingofBiotin-modifiedAMP(Bio-AMP)toc-ECMwastested.Amyocardialinfarctionmodelwases-

tablishedbyligationoftheleftanteriordescendingarteryinSDrats.TheratswererandomlydividedintoPBSgroup(groupA),

c-ECM/CBD-VEGFgroup(groupB),andCBD-VEGF/c-ECM/AMPgroup(groupC),withfourratsineachgroup.Therats

weretreatedbyinjectionofPBS,CBD-VEGF/c-ECM,orCBD-VEGF/c-ECM/AMPattheinfarctsite.After3monthsoftreat-

ment,echocardiographywasusedtoevaluatethecardiacfunctionofratsinthethreegroups.Immunofluorescencestainingwasused

todeterminethenumberofbloodvesselsaswellastheratiosofvWFpositiveareaandZO1positiveareainthemyocardialinfarc-

tionarea. Results MTTassayshowedthatAMPandAng-1hadsimilarabilitytopromotetheproliferationofHUVECs.The

bindingexperimentshowedthatBio-AMPcouldbeattachedtoc-ECM.After3monthsoftreatment,theejectionfractionwassig-

nificantlyhigheringroupCthaningroupAandgroupB(t=7.794,3.613,P<0.05).Immunofluorescencestainingshowedthatthe

numberofbloodvesselsandtheratioofvWFpositiveareaweresignificantlyhigheringroupCthaningroupA(t=4.950,22.390,

P<0.05),andtheratioofvWFpositiveareawassignificantlyhigheringroupCthaningroupB(t=11.400,P<0.05).TheZO1

positivearearatiowassignificantlyhigheringroupCandgroupBthaningroupA(t=13.290,4.328,P<0.05).TheZO1positive

arearatiowassignificantlyhigheringroupCthaningroupB(t=8.243,P<0.05). Conclusion InjectionoftheCBD-VEGF/

c-ECM/AMPhydrogelsynthesizedinthisstudyatthemyocardialinfarctionareacanpromotetherecoveryofcardiacfunctionand

enhanceangiogenesisandcellconnectioninratsaftermyocardialinfarction.
[KEY WORDS] Myocardialinfarction;Decellularizedextracellularmatrix;Vascularendothelialgrowthfactor;Ang-1

mimickingpeptide;Ejectionfraction;Rats,Sprague-Dawley

  缺血性心脏病是全球范围内导致患者死亡的主

要原因之一。在心肌缺血期间,局部的血液供应不
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足会导致心肌细胞死亡和病理性重塑,进一步发展

为心力衰竭[1]。促血管生成治疗是指通过形成新生

血管恢复缺血心肌的血液供应[2-4]。血管内皮生长

因子(VEGF)是最重要的促血管生成因子之一,能
够诱导体内新生血管的生长。然而在临床试验中发

现,中低剂量的VEGF重组蛋白给药后由于其快速

扩散不能在心肌梗死区域形成足够的有效浓度[5-8]。
而高剂量的 VEGF重组蛋白虽然有效却可能会引

起患者严重的不良反应[9-10]。VEGF主要作用于新

生血管网形成早期,而血管生成素-1(Ang-1)在后期

能够募集血管周细胞和平滑肌细胞,因此Ang-1能

有效促进血管的成熟[11]。Ang-1模拟肽(AMP)为
一段来源于Ang-1的特异性短肽QHREDGS,可模

拟Ang-1的活性,在体内及体外均具有与Ang-1相

似的促血管形成的能力,可以抑制心肌细胞和间充

质干细胞的凋亡[12-14]。因此,AMP可模拟 Ang-1
的功能,在血管生成的过程中发挥与VEGF协同的

作用。为了提高VEGF在缺血区的有效浓度,本研

究使用可以与细胞外基质-胶原特异性结合的CBD-
VEGF重组蛋白,以心脏细胞外基质(c-ECM)水凝

胶作为生物支架,将CBD-VEGF以及AMP结合在

c-ECM上,以构建CBD-VEGF/c-ECM/AMP水凝

胶,将该水凝胶注射到大鼠心肌梗死模型梗死区域

后,观察其对大鼠心脏功能的影响,以期能够为缺血

性心脏病的治疗提供新方向。

1 材料与方法

1.1 主要材料

人脐静脉内皮细胞(HUVEC)和猪心脏由青岛

大学基础医学院人体解剖与组织胚胎学实验室提

供;8~10周龄SD 雄性大鼠共12只,体质量200~
260g,购于北京维通利华实验动物技术有限公司。

AMP、Bio-AMP(修饰了Biotin的 AMP)购于生工

生物工程(上海)股份有限公司;噻唑蓝(MTT)购于

美国Sigma公司;α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)抗体、
血管性血友病因子(vWF)抗体、胞质紧密粘连蛋白

1(ZO1)抗体购于英国Abcam公司。

1.2 c-ECM的制备

将猪心脏切成小块,交替使用高渗/低渗NaCl、
胰蛋白酶、Triton-X-100以及SDS溶液进行处理,
去除心肌细胞,对脱细胞组织进行冷冻干燥后,获得

c-ECM,扫描电子显微镜下观察显示其结构空隙较

大,可以被用于后续实验。将c-ECM研磨成细粉后

置于胃蛋白酶和 HCl混合溶液中,搅拌48h,与

NaOH和PBS在4℃下混合,然后于37℃下反应

30min,得到c-ECM水凝胶。

1.3 MTT试验检测不同浓度的AMP和Ang-1对

HUVEC活性的影响

取处于对数生长期HUVEC细胞,以5000个/
孔的密度接种于48孔板中,加入含有体积分数0.10
胎牛血清的DMEM培养液。培养8h以后,分别加

入连续浓度梯度(0、25、50、100nmol/L)的 Ang-1
和连续浓度梯度(0、25、50、100nmol/L)的 AMP,
置于细胞培养箱中培养3d,每个浓度设置3个复

孔。取出48孔板,去除培养液,每孔加入20μL的

MTT,37℃下培养4h,吸出 MTT,再加入150μL
二甲基亚砜,采用酶标仪测量波长490nm处吸光

度值,以吸光度值表示HUVEC活性。

1.4 Bio-AMP和c-ECM结合实验

向96孔板中每孔加入c-ECM 水凝胶100μL,
用pH为8.0含4mmol/LEDTA的PBS洗涤3次

后,每孔再加入配好的Traut(2.5g/L)试剂100μL,
室温反应2h,生成Traut-c-ECM 凝胶复合物。在

另一个96孔板中分别加入0、25、50、100μmol/L
浓度梯度的Bio-AMP,每孔100μL,加入过量的

Sulfo-SMCC室温反应1h,生成 Bio-AMP-Sulfo-
SMCC复合物。将上面生成的不同浓度Bio-AMP-
Sulfo-SMCC复合物与Traut-c-ECM凝胶复合物混

合后,室温孵育1h,作为实验组;同时将0、25、50、

100μmol/L浓度梯度的 BSA 加入过量的Sulfo-
SMCC中室温孵育1h,并与Traut-c-ECM 凝胶复

合物混合,室温孵育1h,为对照组。将5%的BSA
溶液分别加入实验组和对照组中,室温封闭1h,再
分别加入S-AP,每孔100μL,37℃下100r/min反

应2h。随后加入P-NPP室温反应15min,反应完

毕后加100μL的 NaOH 溶液0.2mol/L终止反

应。用酶标仪测定波长405nm处的吸光度值,对
照组和实验组与c-ECM的结合力以吸光度值表示。
每个浓度均设置3个复孔,结果取均值。

1.5 大鼠的分组及处理

大鼠腹腔注射戊巴比妥钠(50mg/kg)麻醉后,
常规手术找到冠状动脉左前降支,用6-0丝线结扎

左前降支,构建心肌梗死模型。将模型构建成功的

大鼠随机分为PBS组(A组)、c-ECM/CBD-VEGF
组(B组)和 CBD-VEGF/c-ECM/AMP组(C组),
每组4只。A组:将100μL的PBS溶液经心外膜

注射到大鼠梗死部位;B组:将10μgCBD-VEGF
直接连接在c-ECM水凝胶上,后经心外膜注射到大
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鼠梗死部位;C组:先将10μgCBD-VEGF直接连

接在c-ECM水凝胶上,再通过化学交联剂与10μg
AMP交联,然后经心外膜注射到大鼠梗死部位。
最后3组大鼠均清除胸腔内积血并放置留置针,防
止气胸,将胸壁逐层缝合消毒。用留置针抽吸胸腔

内的气体和液体,之后取出留置针。术后连续3d
每只大鼠肌肉注射青霉素(160万单位)和卡洛芬

(2mg/kg)。

1.6 超声检测各组大鼠的心脏功能

各组大鼠均于治疗后3个月时全身麻醉,经胸

超声心动图进行检测。采用EchoPacTM 软件对数

据进行定量分析。以左心室射血分数(EF)为评价

大鼠心脏功能的指标。

1.7 免疫荧光染色

将全麻的各组大鼠脱颈处死后,从心尖处注射

生理盐水冲洗心脏后,取出心脏分离出心肌梗死的

区域,切成碎块,固定于40g/L多聚甲醛中24h,蔗
糖脱水后OCT包埋,制备5μm厚冰冻切片。分别

用α-SMA抗体(1∶400稀释)、vWF抗体(1∶800
稀释)、ZO1抗体(1∶200稀释)对切片进行染色后,
置于荧光显微镜下观察、拍照,采用ImageJ软件进

行数据处理,分别计算血管数量(α-SMA抗体标记

的数量)、vWF阳性面积比和ZO1阳性面积比。

1.8 统计学分析

采用GraphPadPrism5.0软件进行统计学分

析。所有数据以􀭺x±s 表示,两组比较采用两独立

样本t检验;多组间比较采用单因素方差分析,组间

两两比较采用LSD-t检验,以P<0.05为差异具有

统计学意义。

2 结  果

2.1 不同浓度的 AMP和 Ang-1对 HUVEC活性

的影响

在AMP和Ang-1浓度均为0nmol/L时 HU-
VEC的吸光度值分别为0.32±0.04、0.40±0.02,均
为25nmol/L的浓度时 HUVEC的吸光度值分别

为0.48±0.06、0.55±0.04,均为50nmol/L的浓度

时HUVEC的吸光度值分别为0.49±0.02和0.53±
0.06,均为100nmol/L浓度时 HUVEC的吸光度

值分别为0.47±0.02、0.45±0.01,各处理浓度的吸

光度值比较无显著差异(P>0.05)。

2.2 Bio-AMP与c-ECM的结合力检测

结合实验检测结果显示,对照组中不同浓度的

BSA与c-ECM的结合力比较均无显著性差异(P>

0.05);在实验组中,随着Bio-AMP浓度升高,BSA
与c-ECM结合力逐渐升高(F=19.050,P<0.05);
组间比较显示,在BSA和Bio-AMP浓度均为0.5、

1.0g/L时,对照组和实验组的BSA与c-ECM的结

合力比较差异具有显著意义(t=5.041、5.148,P<
0.05),在BSA和Bio-AMP浓度均为0、0.25g/L时

两组比较差异无显著性(P>0.05)。见表1。

2.3 各组大鼠心脏功能比较

各组大鼠均处理3个月以后,心脏超声心动图

检测结果显示,A~C组的EF值分别为(67.93±
3.17)%、(75.70±4.37)%和(85.47±3.20)%,3组

间比较差异有显著性(F=23.610,P<0.05),组间

两两比较差异均有显著性(t=2.855~7.794,P<
0.05)。

2.4 各组大鼠心肌梗死区域相关指标的比较

各组大鼠处理3个月后,免疫荧光染色检测结

果显示,3组大鼠心肌梗死区域的血管数量、vWF
阳性面积比和ZO1阳性面积比进行比较差异均有

显著性(F=13.360~223.300,P<0.05),组间两两

比较,心肌梗死区域vWF阳性面积比和ZO1阳性

面积比差异均有显著性(t=4.328~22.390,P<
0.05),血管数量方面进行比较,B组、C组与A组之

间具有显著差异(t=3.500、4.950,P<0.05),B组与

C组无显著差异(P>0.05)。见表2。

表1 BSA、Bio-AMP与c-ECM的结合力比较(n=3,􀭵x±s)

分组 0g/L 0.25g/L 0.5g/L 1.0g/L

对照组 0.20±0.02 0.20±0.03 0.23±0.05 0.25±0.04
实验组 0.19±0.02 0.26±0.07 0.40±0.03 0.46±0.06

表2 3组大鼠心肌梗死区域相关指标比较(n=4,􀭵x±s)

分组
血管数量
(个)

vWF阳性面积比
(χ/%)

ZO1阳性面积比
(χ/%)

A组 1.67±0.58 0.35±0.07 1.85±0.05
B组 4.00±1.00 1.05±0.12 2.80±0.38
C组 6.33±1.53 2.19±0.13 5.86±0.52

3 讨  论

全球人群中心血管系统疾病的发病率和死亡率

逐年增高,其中心肌梗死和心力衰竭是死亡的主要

原因之一[15]。虽然心肌梗死患者初次经皮冠状动

脉介入治疗提高了早期生存率,但其5年生存率仅

为50%[3]。近年来,各种促血管生成的生长因子被

广泛应用于缺血性心脏病的治疗[2,16]。然而,其疗

效并不是很理想,可能因为这些研究只是以单个生

长因子为研究对象,而忽略了其他生长因子的相互
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影响,例如Ang-1、血小板衍生生长因子等生长因子

联合使用对稳定新生血管具有协同作用[17-18]。因

此,多种因子联合使用的效果可能要优于单一生长

因子的使用。
本研究生成的c-ECM 水凝胶经扫描电子显微

镜观察显示,其结构空隙较大,可以为内皮细胞的迁

移、增生以及新生血管网的形成提供足够的空间支

持,可以用于后续实验。本研究是以c-ECM水凝胶

作为基质,并结合CBD-VEGF和AMP,检测CBD-
VEGF/c-ECM/AMP水凝胶对心肌梗死大鼠心脏

功能的影响。目前治疗缺血性心脏病中常使用的生

物材料有纤维蛋白[19]、透明质酸[20]、基质胶[21]、海
藻酸盐[22]、壳聚糖[23]、自组装肽[24]、微球[25]等,这
些生物材料本身也具有促进血管再生和心脏功能恢

复的能力[26]。c-ECM 是通过脱细胞处理去除原有

的心肌细胞组分,留下心脏组织细胞外基质的三维

结构和关键的信号分子,这对于心脏组织工程发挥

着重要的作用[27]。另外,c-ECM 具有可生物降解

性、生物相容性和低免疫原性等优点[28]。在包括大

鼠和猪的心肌梗死模型在内的多种体内模型中,注
射c-ECM水凝胶后能够促进新生血管形成,保护心

肌细胞,并且恢复心脏功能[29-31]。因此,本研究使用

c-ECM作为生物支架携带VEGF和AMP。
本研究通过 MTT实验检测不同浓度的AMP、

Ang-1对HUVEC活性的影响,其结果表明合成的

AMP和 Ang-1具有相似促进 HUVEC增殖的能

力,因此将 AMP用于后续实验,可以保证实验效

果。为了检测设计的Bio-AMP和c-ECM的结合能

力,本研究使用 Traut试剂与c-ECM 交联,Sulfo-
SMCC和Bio-AMP化学交联,进而将Bio-AMP结

合在c-ECM上,结果显示Bio-AMP与c-ECM的结

合力较强,可以用于后续实验。以往研究表明,重组

VEGF蛋白或VEGF 基因治疗心肌缺血以后,可以

增强缺血心肌侧支循环的血流量,并且改善心脏功

能[6,32-33]。但是这种疗法的安全性还有待进一步提

高,因为高剂量的 VEGF有导致血管瘤形成的风

险,并且VEGF的扩散也可能会引起其他严重不良

反应。ZHANG等[34]成功制备了一种由VEGF和

CBD组成的融合蛋白CBD-VEGF,并且实验证明融

合蛋白CBD-VEGF能稳定地与Ⅰ型胶原结合并维

持VEGF的活性。而且CBD-VEGF能够聚集在梗

死区域,保持CBD-VEGF的局部有效浓度,改善大

鼠心肌梗死之后的心脏功能。另外,REIS等[35]首

次证明了QHREDGS多肽(即AMP)修饰的水凝胶

可以显著改善心肌梗死后心脏功能。因此本研究把

CBD-VEGF加载到c-ECM 水凝胶上,并且通过化

学交联将AMP连接在c-ECM 水凝胶上,将其注射

在大鼠心肌梗死的部位。为了评估大鼠心肌梗死区

域血管生成的情况,本研究通过vWF、α-SMA检测

了心肌梗死区域血管新生状况,检测的结果显示,与

CBD-VEGF/c-ECM进行比较,CBD-VEGF/c-ECM/

AMP能够显著促进更多的血管生成,并且心脏功

能明显改善,提示VEGF和AMP在促进大鼠心肌

梗死治疗中具有协同作用。紧密连接或闭合带可在

上皮细胞和内皮细胞之间形成一个连续的屏障,能
够阻断顶端和基底外侧细胞表面之间跨膜蛋白的运

动[36]。ZO1是一种接头蛋白,可将闭合蛋白和密封

蛋白等跨膜连接蛋白结合到肌动蛋白细胞骨架上

面[37]。因此ZO1对紧密连接的形成发挥不可或缺

的作用。为了检测大鼠心肌梗死区域细胞之间的连

接情况,本研究通过ZO1抗体对ZO1也进行了检

测,其结果显示,心肌梗死模型大鼠经CBD-VEGF/

c-ECM/AMP治疗以后,ZO1阳性面积比显著高于

经CBD-VEGF/c-ECM治疗大鼠,提示相较于CBD-
VEGF/c-ECM,CBD-VEGF/c-ECM/AMP 能 够 形

成更多的细胞连接。
综上所述,本研究合成了CBD-VEGF/c-ECM/

AMP水凝胶,该水凝胶通过心外膜注射到心肌梗

死区域后可以显著促进心肌梗死区域血管再生,增
强细胞之间的连接,并可促进心肌梗死后心脏功能

的恢复,可能为临床上缺血性心脏病患者的治疗提

供新的可能。
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