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摘要 

隨著國人飲食精緻化及生活壓力增加，心血管疾病好發年齡也逐漸下降。目前，有許多治療方法被

發展用來治療缺血性心臟血管問題，其中包含著有臨床藥物的使用(血管擴張劑, β 交感神經阻斷劑及鈣

離子阻斷劑)與介入性心導管技術(冠狀動脈繞道手術及狹窄冠狀動脈擴張術)的突破，已有改善病人因缺

血性心臟病的損傷，但是缺血性心臟病卻是主要的致命原因，病人若未能及時接受臨床的治療及恢復循

環，可能再出現嚴重的心臟問題，然而隨著醫療日益進步，再生醫學利用幹細胞分化增生等特性替未來

的醫療開啟新世界的大門。幹細胞的治療可以修復壞死心肌組織與促進新生血管循環方式，有效地改善

心臟收縮性，可說是極具有潛力的治療方式。本實驗目的在評估利用共同培養法 (Co-culture transwell 
system)給予間質幹細胞(Mesenchymal stem cells)治療 H9C2 心肌細胞於氧氣及葡萄糖剝奪(oxygen and 
glucose deprivation, OGD)模擬缺血缺氧再灌流(ischemia-reperfusion, I/R)模式之保護作用，我們發現間質

幹細胞可以有效抑制心肌細胞在缺氧缺血環境中死亡，提高存活率並抑制減緩細胞凋亡(apoptosis)途徑如 
DNA 片段化及 Sub-G1 形成而提高存活率。我們利用間葉幹細胞共同培養心肌細胞的方式希望可以提供

未來臨床上缺血性心臟治療上另一種選擇。 
關鍵詞: 心肌損傷、間質幹細胞、共同培養法、細胞凋亡 
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Abstract 

With the refinement of diet and the augmentation of life stress, Taiwanese people are getting cardiovascular 
diseases at a younger age. There have been breakthroughs in a lot of ischemic cardiovascular disease treatments, 
including clinical drugs (vasodilator; βblocker; calcium channel blocker) and cardiac catheterization intervention 
(coronary bypass surgery; coronary angioplasty). Both cam improve ischemic heart disease (IHD) injuries. 
However, IHD is primarily lethal.  Without prompt clinical treatment-caused circulation, severe cardiac problems 
would probably become recurrent. Anyhow, with the progress of health care, regenerative medicine plies stem cell 
characteristics, such as proliferation and differentiation, opening the door to prospective health care. Stem cell 
therapy, which is extremely potential in medical treatment, can repair necrotic myocardium and advance new 
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vessel circulation and cardiac contractility. Therefore, the objective of our study is to evaluate and apply protective 
effects of the mesenchymal stem cells (MSC) co-culture with cardiomyocyte (H9c2) in oxygen-glucose 
deprivation (OGD) that mimicked ischemia-reperfusion (I/R). The results showed that MSC can effectively inhibit 
OGD-induced H9C2 death and enhance survival rate. It is expected that the co-culture with H9C2 can be an option 
for clinical treatment of IHD. 
Keywords: Myocardium Injury, Mesenchymal Stem Cell, Co-culture, Apoptosis 

壹、 前言 

心肌梗塞誘發缺血性心臟的損傷據統計為台灣人前三大死因之一，也是排名全世界人口因疾病死亡

的第二名[1–2]。心臟性疾病目前可分類為：先天性，風濕性，瓣膜性，原發性及冠狀動脈性心臟病，其

中以冠狀動脈性心臟病最為人知及易被忽略，而在急性心肌梗塞病例中又以冠狀動脈心臟疾病是最嚴重

的[3]。近年來由於醫學治療的精進及照護，讓心肌梗塞的死亡率有明顯的降低，但台灣國人的飲食逐漸

向西方國家靠攏及現代人的生活作息不正常的影響下，急性心肌梗塞的病例有逐年成長的改變且發生發

病的年齡也有越來越低的趨勢[4]。 
缺血性心臟病係因冠狀動脈發生硬化導致血管阻塞，無法獲得充分的氧氣及養分引起的細胞死亡，

儘快恢復血液供應是迫切且必要的治療。臨床研究發現血流雖開始恢復，然而病情不但未見紓緩，組織

破壞反而增加，使得病情更為惡化，這種治療後血流恢復所造成更嚴重的二度傷害即稱為「缺血再灌流

傷害」，其詳細機轉尚未釐清[5–6]。 
間質幹細胞 (Mesenchymal stem cells, MSCs) 又稱為多功能性的間質幹細胞，具有有效的自我更新及

分化的能力，在體外的研究中( In vitro )能夠分化成特定組織或器官，近年來間質幹細胞應用在修補損傷

的組織或器官為臨床應用及學術上熱門研究的課題 [7–9]。依據研究顯示在受損的組織或器官中，會產生

很多不同的細胞間素(chemokines )及生長因子(growth factor)，而間質幹細胞會受吸引而移動到損傷部位， 
進而幫助修復與治療[10–11]。另外，它也能藉由與免疫細胞的協同作用調控免疫反應，因此在免疫性疾

病的治療上也扮演著重要且關鍵的角色，功能相當全面[12–14]。 
間質幹細胞的治療可藉由修復壞死心肌組織與促進血管新生的方式以健全心臟收縮的功能，是一種

相當具有潛力及發展的治療方式[15–16]。過去研究顯示幹細胞是一具有潛力且已進入臨床實驗的療法，

然而間質幹細胞的治療理論基礎仍需進一步闡明[17–19]。本實驗將利用 H9C2 心肌細胞於缺氧及葡萄糖

環境下，建立細胞缺血再灌流之損傷模式[20–22]，評估透過共同培養法給予間質幹細胞對於 H9C2 心肌

細胞遭受缺血再灌流之保護作用，及其抑制細胞死亡作用之機轉評估。 

貳、 材料與方法 

一、 細胞培養 

H9C2 大鼠心肌細胞購自 American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA)。心肌細胞培

養於含有 10% 胎牛血清，25 mM Glucose，2 mM L-Glutamine，100 mM Penicillin 及 Streptomycin 的 DMEM 
( pH 7.4 ) 培養液中。 

MSC 人類骨髓間質幹細胞購自 Lonza (Walkersville, MD,USA) 培養於含有 10% 胎牛血清，25 mM 
Glucose，2 mM L-Glutamine，100 mM Penicillin 及 Streptomycin 的 DMEM ( pH 7.4 ) 培養液中。 
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細胞置於 5% CO2、37℃培養箱中培養，所有細胞試劑均購自 Gibco (Rockville, MD, USA)。 

二、 誘發心肌細胞缺血缺氧模式 

以氧氣及葡萄糖剝奪 (oxygen and glucose deprivation, OGD)模擬缺血缺氧再灌流(ischemia-reperfusion, 
I/R) 模式。將心肌細胞以密度 1x105 之細胞數種盤於 6 孔培養皿 (Corning, NY, USA )中，培養置隔夜。

利用 ProOxC system( Biospherix, Redfield, NY, USA) 高低氧氣控制系統將混合氣體(95% N2 & 5% CO2)進
行氧氣濃度控制。控制組(Control) 於培養 24 小時後置換新鮮含有血清及葡萄糖的培養液，培養於 37℃、

21 %O2 培養箱；缺血再灌流組(I/R)將細胞培養液置換成 Earle's Balanced Salt Solution (pH 7.4)，培養於 37
℃(5%CO2、0.2%O2 )培養箱，進行 Ischemia，5 小時後，移除上清液加入含 25 mM glucose 之 DMEM (pH 
7.4) 並置於 37℃ 培養箱中復氧至 21% O2 ，稱為 Reperfusion，培養 24 小時；治療組則是於 OGD 5 小時

後，移除上清液加入含 25 mM glucose 之 DMEM(pH 7.4)後將含有間質幹細胞(1x104 cells)之 Transwell 
insert (0.4 μm pore, Corning, NY, USA)置入共同培養。 

三、 細胞存活分析 

細胞進行 I/R損傷實驗後，以MTT(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma, 
USA)染色，測定細胞存活率。將心肌細胞種盤於 6 孔盤後，置 37℃培養箱培養隔夜後,給予 OGD 損傷

及 MSC 治療實驗 24 小時，每孔加入 200 ul 5 mg/ml MTT 試劑，置 37℃培養箱培養 1 小時後，吸取上

清液並加入 1 ml DMSO，搖晃均勻並置 37℃培養箱溶解 10 分鐘，再以分光光度計(Thermo Fisher Scientific, 
Inc., Waltham, MA, USA) 測吸光值 490 nm。  

四、 DNA 膠體電泳 

實驗採用 Promega 公司所提供之 Wizard Genomic DNA Purification kit(Cat No:A1120)抽取胞內

genomic DNA。取細胞樣本, 加入 Nuclei lysis solution 溶解細胞，之後加入 RNase，置 37℃、30 分鐘以

分解 RNA。加入 protein precipitation solution 並離心取上清液並加入 isopropanol 沈澱出 DNA 並加入 70% 
酒精清洗加入 rehydration solution 放 4℃隔夜以回溶 DNA。以分光光度計測量 DNA 濃度後，進行膠電

泳分析並以 Ethidium Bromide (1 ug/ml) 染色以 UV 照膠系統(Photo-print type,Vilber Lourmat, France)顯
影拍照。 

五、 Flow cytometry ( PI stain ) 

細胞收集後以冰冷 70%冰冷的酒精固定並置於 -20℃ 固定一晚。細胞加入 1ml PI/Triton X-100（最

終濃度 PI= 20 ug/ml, Triton-X 100= 0.1 %, RNase A= 0.2 mg/ml），室溫避光染色 30 分鐘，以 Novocyte 流
式細胞儀(ACEA Biosciences, USA)偵測螢光強度。開啟細胞儀配備之波長 488 nm 氬離子雷射做激發光

源 。開啟 FL3(625 nm) 偵測器接收螢光訊號，細胞共收取 10,000 顆，並以 NovoExpress 軟體分析螢光

訊號。 

六、西方墨點法 

 取量 20ug 蛋白質樣本進行 15% SDS Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 電泳，電泳時

間約 3–4 小時後將膠體切除合適大小再以溼式轉漬法 (wet transfer) 通電轉移至 Polyvinylidene fluoride 轉
漬膜上 ( PVDF, Millipore, MA, USA ) 進行 1 小時，取出轉漬膜後並浸泡在 5% non-fat milk/PBS-T 中進

行 Blocking 阻擋。接著進行一級抗體的雜交，將 Caspase-3 (Cell Signaling technology, MA,USA) 及 β-
actin (Santa cruz Biotechnology, CA, USA) 抗體稀釋在 5% non-fat milk/PBS-T 中,置 shaker 上 4℃搖晃至隔

夜。以 Anti-rabbit 及 Mouse IgG-Horseradish peroxidase (HRP, Cell Signaling technology) 進行二級抗體雜
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交。再以混合之 Enhanced chemiluminescence substrates (ECL substrates, PerkinElmer, USA),室溫反應 1 分

鐘並於暗房以 Hyperfilm ECL film (Amersham Bioscience, IL, USA ) 感光顯影. 

七、統計分析 

所有的實驗結果及數據會以平均值±平均誤差值 ( Mean ± Standard error of mean) 表示，再輔以 Sigma 
Plot 10.0 統計套裝軟體中之 student-test 進行統計學上的分析及判讀，用來比較兩組別間不同處理的實驗

結果，而結果中 P< 0.05 可判定具有統計學上的意義。 

參、 結果 

H9c2 心肌細胞未損傷利用共同培養法給予間質幹細胞，細胞密度與控制組沒太大差異，表示利用共

同培養法給予間質幹細胞對 H9c2 心肌細胞並沒有傷害。H9c2 心肌細胞遭受缺血再灌流相較於控制組，

利用模擬缺血缺氧再灌流使細胞損傷，可見有些許小顆黃色亮點的凋亡小體產生，且細胞明顯萎縮型態

已不成紡錘狀，證實了細胞於缺血再灌流損傷啟動細胞凋亡；而損傷後利用共同培養法給予間質幹細胞

作為治療，可見凋亡小體明顯減少。因此，從圖 1 中細胞型態上看來，給予間質幹細胞作為治療組可以

減少細胞傷害。 

 
圖 1 心肌細胞經缺血再灌流損傷後利用共同培養法給予間質幹細胞治療，心肌細胞型態之表現 

H9C2-Control:正常 H9C2 心肌細胞，H9C2-Control +MSC:正常 H9C2 心肌細胞與間葉幹細胞共同培

養，H9C2+I/R: H9C2 心肌細胞給予 ischemia/reperfusion injury，H9C2 I/R+MSC: H9C2 心肌細胞給予 
ischemia/reperfusion injury 後與 MSC 細胞共同培養。(放大倍率 200X) 
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(a) 

 
圖 2 心肌細胞受缺血再灌流損傷後利用共同培養法給予間質幹細胞後對其存活率之影響 

      H9C2-Control:正常 H9C2 心肌細胞，H9C2-Control +MSC:正常 H9C2 心肌細胞與間葉幹細胞共同

培養，H9C2+I/R: H9C2 心肌細胞給予 ischemia/reperfusion injury，H9C2 I/R+MSC: H9C2 心肌細胞給予 
ischemia/reperfusion injury 後與 MSC 細胞共同培養。實驗以 MTT 法染色，再以分光光度計測其吸光值，

吸光值越大，則表示活細胞數目越多。 
 

  

圖 3  心肌細胞經缺血再灌流損傷後利用共同培養法給予間質幹細胞治療對細胞凋亡的影響 

H9C2-Control: 正常 H9C2 心肌細胞，H9C2-Control +MSC: 正常 H9C2 心肌細胞與間葉幹細胞共同

培養，H9C2+I/R: H9C2 心肌細胞給予 ischemia/reperfusion injury，H9C2 I/R+MSC: H9C2 心肌細胞給予 
ischemia/reperfusion injury 後與 MSC 細胞共同培養。(a)實驗進行後收取細胞，抽取、純化及定量 DNA，
之後進行 DNA 膠體電泳分析。(b)實驗組別於實驗進行後收取細胞，酒精固定、染色，再進行流式細胞

儀 Sub-G1 期分析。 
 

(b) 
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圖 4  心肌細胞經缺血再灌流損傷後利用共同培養法給予間質幹細胞治療對 Caspase-3 的影響 

H9C2-Control:正常 H9C2 心肌細胞，H9C2-Control +MSC:正常 H9C2 心肌細胞與間葉幹細胞共同培

養，H9C2+I/R: H9C2 心肌細胞給予 ischemia/reperfusion injury，H9C2 I/R+MSC: H9C2 心肌細胞給予 
ischemia/reperfusion injury 後與 MSC 細胞共同培養，Aβ: Caspase-3 positive control。實驗以西方墨點法分

析 Caspase-3 蛋白質表現。 

肆、 討論 

幹細胞的發現與應用是近幾年來較被關注的話題之一。幹細胞有增生分化等功能，藉由修復壞死心

肌組織與促進新生血管增生的有效方式，來改善心臟循環及收縮性的功能，是未來相當具有潛力的療法

及選擇，目前已有許多學術與臨床獨立或共同的研究陸陸續續投入及評估間質幹細胞在疾病的治療之可

行性[23–26]。 
本實驗目的在評估利用共同培養法給予間質幹細胞對於 H9C2 心肌細胞以氧氣及葡萄糖剝奪 

(oxygen and glucose deprivation, OGD)模擬缺血缺氧再灌流(ischemia-reperfusion, I/R)模式之保護作用，並

分析此間質幹細胞對心肌細胞凋亡路徑之影響。因此本篇實驗將著重於缺血缺氧後進行再灌流，更近一

步探討 H9c2 心肌細胞在損傷後利用共同培養法給予間質幹細胞做治療是否能降低細胞凋亡機制。H9c2
心肌細胞遭受缺血再灌流相較於控制組，細胞密度明顯減少且細胞萎縮，型態已不成紡錘狀，產生小顆

黃色亮點的凋亡小體(apoptotic bodies)產生，證實了細胞於缺血再灌流損傷啟動細胞凋亡，而損傷後利用

共同培養法給予間質幹細胞做為治療，得知細胞密度增加、凋亡小體及 apoptosis(例如: DNA 片段化及

Sub-G1 表現)明顯減少。因此得知利用共同培養方法給予間質幹細胞治療可以減少心肌細胞於缺血缺氧

再灌流的環境中的傷害。 
幹細胞治療方式相當多樣及廣泛[7–9]，包括通過血管輸注或直接植入幹細胞等方式，細胞會自行移

動到患者受損的部位對受損的細胞進行修復和重建，來達成治療的效果。但無論自體或異體移植幹細胞

均有一定風險存在，例如致腫瘤性(tumorigenicity )[27–28]，一直是研究待解決的課題。 因此幹細胞的分

泌蛋白質體(secretome ) 運用在動物臨床疾病模式上的治療也是熱門的話題[29–30]。我們利用共同培養

方法給予間質幹細胞治療可以減少心肌細胞於缺血缺氧再灌流的環境中的傷害，由於研究中所使用 
Transwell inserts 孔徑(0.4 um)間葉幹細胞並無法穿透至下方心肌細胞培養環境，因此間葉幹細胞的抑制細

胞凋亡的能力可能不是透過細胞本身而是其分泌蛋白質體， 亦是未來進一步研究的重點所在。 
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