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　　【摘要】　目的：探讨阿托伐他汀对缺血再灌注损伤下内皮祖细胞（ＥＰＣｓ）的保护作用及

其机制。　方法：分离ＳＤ大鼠骨髓中单个核细胞，采用差速贴壁法纯化，间接免疫荧光法

鉴定ＥＰＣｓ。将ＥＰＣｓ随机分成对照组（Ｃ组）、缺血再灌注组（ＩＲ组）、阿托伐他汀组（Ａ组）、

缺血再灌注／阿托伐他汀组（ＩＲ／Ａ组）及阿托伐他汀／缺血再灌注组（Ａ／ＩＲ组）。采用 ＭＴＴ

法测定ＥＰＣｓ增殖情况，并检测细胞培养液中乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）释放量及一氧化氮（ＮＯ）及

总一氧化氮合酶（ＴＮＯＳ）分泌量。　结果：与Ｃ组比较，ＩＲ组ＥＰＣｓ增殖减慢，ＮＯ和ＴＮＯＳ

分泌量减少，ＬＤＨ释放量明显增加。经阿托伐他汀预处理后，与ＩＲ组相比，ＥＰＣｓ增殖快，

ＮＯ及ＴＮＯＳ分泌量升高，ＬＤＨ释放量减少。　结论：阿托伐他汀通过促进ＥＰＳ增殖和

ＮＯ分泌，对缺血再灌注损伤状态下的ＥＰＣｓ有保护作用。
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　　自１９９７年Ａｓａｈａｒａ等
［１］首次提出内皮祖细胞

（ＥＰＣｓ）的概念后，干细胞移植技术治疗心肌缺血坏

死就成为研究热点。然而关于干细胞移植仍存在

许多亟待解决的问题。研究显示，心外来源的干细

胞迁移并存活于受损心肌的能力是很低的［２］。如何

为干细胞提供适宜的环境以利于其存活、扩增和定

向分化已成为干细胞移植的关键问题。本实验观

察阿托伐他汀对缺血再灌注损伤下ＥＰＣｓ的保护作

用，为干细胞的临床治疗提供相关的理论依据。

１　材料和方法

１．１　主要试剂和仪器

胎牛 血 清 （Ｈｙｃｌｏｎｅ 公 司），Ｍ１９９ 培 养 基

（ＧＢＩＣＯ公司），ＣＤ３４、ＣＤ１３３、ＣＤ３１、ｖＷＦ及ＦＬＫ

１（ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ），ＦＩＴＣ、罗丹明Ｂ（北

京博奥森生物技术有限公司），阿托伐他汀钙（中国

药品检验所），ＭＴＴ粉（广州威佳有限公司），乳酸
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脱氢酶（ＬＤＨ）、一氧化氮（ＮＯ）、内皮型一氧化氮合

酶（ｅＮＯＳ）试剂盒（南京建成有限公司），血管内皮

生长因子（ＶＥＧＦ，Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司），激光共聚焦显

微镜（Ｌｅｉｃａ公司）及酶标仪（Ｔｈｅｍｅ公司）等。

１．２　方法

１．２．１　ＥＰＣｓ培养　选用４周龄雄性ＳＤ大鼠，由

广东医学院实验动物中心（ＳＣＸＫ（粤）２００８０００８）

提供。处死ＳＤ大鼠，置于７５％酒精中浸泡１０ｍｉｎ，

在无菌条件下取出大鼠股骨和胫骨，用预冷生理盐

水冲洗骨髓腔。按骨髓液∶分离液＝２∶１的比例，

轻轻将骨髓液置于分离液上层，以２０００转／分离心

２０ｍｉｎ，吸出离心管中的云雾层细胞，ＰＢＳ洗涤２

次，１５００转／分，每次离心５ｍｉｎ。用培养基重悬细

胞，置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中。３ｄ后首次换液，

并开始使用添加含１０ｎｇ／ｍｌＶＥＧＦ、１５％胎牛血清

的 Ｍ１９９培养液，以后隔１ｄ换液１次。

１．２．２　ＥＰＣｓ鉴定　以４％多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，

０．５％ＴｒｉｔｉｏｎＸ１００穿透１０ｍｉｎ，５％脱脂奶粉封

闭２ｈ，加入ＣＤ１３３、ＣＤ３４、ＶＷＦ、ＦＬＫ１及ＣＤ３１

（均为１∶１００），同时设立阴性对照（以ＰＢＳ代替一

抗），４℃孵育过夜，按１∶１００比例加入ＦＩＴＣ，其中

ＦＬＫ１组加入１∶１００罗丹明Ｂ，常温避光孵育１ｈ，

于激光共聚焦显微镜下拍照。

１．２．３　筛选阿托伐他汀对ＥＰＣｓ的最佳作用浓度

　消化ＥＰＣｓ，接种于９６孔板，设立对照组、基质组、

０．０１、０．１、１、１０、１００μｍｏｌ／Ｌ和１ｍｍｏｌ／Ｌ组等８

组。对照组添加培养基，基质组添加含 ０．１％

ＤＭＳＯ的培养基，其他组按不同药物浓度分别添

加。２４ｈ后加入 ＭＴＴ工作液（５ｍｇ／ｍｌ），４ｈ后弃

去培养基，添加 ＤＭＳＯ，震荡１０ｍｉｎ，酶标仪于

４９２ｎｍ处测ＯＤ值。

１．２．４　缺血再灌注模型
［３］的建立及实验分组　将

ＥＰＣｓ随机分为５组。对照组（Ｃ组）：培养基培养２

ｄ；缺血再灌注组（ＩＲ组）：培养基培养１ｄ，第２天加

入终浓度为４ｍｍｏｌ／ＬＮａ２Ｓ２Ｏ４溶液，３ｈ后换成培

养基，继续培养２１ｈ；阿托伐他汀组（Ａ组）：培养基

培养１ｄ，第２天添加最佳浓度阿托伐他汀后继续培

养１ｄ；缺血再灌注／阿托伐他汀组（ＩＲ／Ａ组）：模拟

缺血再灌注１ｄ，第２天添加最佳浓度的阿托伐他汀

后继续培养１ｄ；阿托伐他汀／缺血再灌注组（Ａ／ＩＲ

组）：添加最佳浓度的阿托伐他汀培养１ｄ，之后模拟

缺血再灌注１ｄ。

１．２．５　ＭＴＴ法检测各组ＥＰＣｓ增殖情况　消化

ＥＰＣｓ，接种于９６孔板，按以上方法分组及处理后，

检测各组ＥＰＣｓ的存活率，方法同前。

１．２．６　测定各组培养液中ＬＤＨ、ＮＯ和ＮＯＳ含量　

消化ＥＰＣｓ，接种于２４孔板，经以上方法分组及处理

后，按照ＬＤＨ、ＮＯ及ＮＯＳ试剂盒的说明书进行。

１．３　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１７．０软件包进行单因素方差分析，

两组间的比较采用ＬＳＤ狋检验，犘＜０．０５表示差异

有统计学意义。

２　结果

２．１　ＥＰＣｓ培养及鉴定

刚提取的单个核细胞呈圆形，细胞贴壁后开始

生长，３ｄ后贴壁细胞开始增殖，形成集落，培养至

１周左右，细胞大量增殖，各个集落变大，至２周左

右，细胞可达８０％融合，局部可排列成条索状结构，

２～３周左右，呈“铺路石”样或头尾相连“毛细血管

样”（见图１～６）。
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２．２　阿托伐他汀对ＥＰＣｓ的最佳作用浓度

１００μｍｏｌ／ｌ阿托伐他汀组ＯＤ值明显高于对照

组，而１ｍｍｏｌ／ｌ阿托伐他汀组ＯＤ值明显低于对照

组，其余组与对照组无明显差异（见表１）。

２．３　阿托伐他汀对缺血再灌注损伤ＥＰＣｓ的保护

作用

与Ｃ组相比，ＩＲ组、Ａ组各个指标均具有显著

性差异（犘＜０．０５）；ＩＲ／Ａ组、Ａ／ＩＲ组与Ｃ组各个指

标间无明显差异（犘＞０．０５），见表２。

表１　阿托伐他汀对犈犘犆狊的最佳作用浓度（犕犜犜法）

组别 ＯＤ值 犘

对照组 ０．２９±０．０４ —

ＤＭＳＯ组 ０．２５±０．０２ ０．０８

０．０１μｍｏｌ／ｌ组 ０．２９±０．０５ ０．８２

０．１μｍｏｌ／ｌ组 ０．２８±０．０２ ０．４６

１μｍｏｌ／ｌ组 ０．２８±０．０２ ０．４３

１０μｍｏｌ／ｌ组 ０．３３±０．０２ ０．０６

１００μｍｏｌ／ｌ组 ０．４５±０．０３ ０．００２

１ｍｍｏｌ／ｌ组 ０．１６±０．０５ ０．００１

　　注：与对照组比较

表２　阿托伐他汀对缺血再灌注损伤犈犘犆狊的保护作用

组别 ＯＤ值 ＬＤＨ（Ｕ／Ｌ） ＮＯ（μｍｏｌ／Ｌ） ＮＯＳ（Ｕ／ｍｌ）

Ｃ组 ０．１５±０．０１ ３７７１．６９±２４１．８５ １３．３８±１．８２ ３．３７±０．４０

ＩＲ组 ０．１２±０．０２（１） ５３６０．７３±３８３．８９（１） ５．１１±０．８９（１） ２．３８±０．１９（１）

Ａ组 ０．２２±０．０１（１） ２１８２．６５±３１７．５４（１） ３５．０４±２．９３（１） ４．３４±０．５０（１）

ＩＲ／Ａ组 ０．１４±０．０３ ３２６０．２８±６９９．０３ １２．６７±１．８２ ３．９０±０．１８

Ａ／ＩＲ组 ０．１７±０．０２ ３４９７．７２±３６４．８３ １１．０９±１．２０ ３．５４±０．５７

注：与Ｃ组相比，（１）犘＜０．０５

３　讨论

ＥＰＣｓ存在于外周血、骨髓和脐带血中，具有血

管再生的功能。将ＥＰＣｓ注入心梗动物模型后，可

明显改善血流，减轻左心室重塑［４］。移植ＥＰＣｓ弥

补死亡的心肌细胞及内皮细胞的功能，可能治愈缺

血性心脏病。然而，到目前为止，还未找到ＥＰＣｓ的

特异性抗原［４］。Ｙｉｐ等人
［５］将表达ＣＤ３１／ＣＤ３４或

ＦＬＫ１／ＣＤ３４的细胞认为是ＥＰＣｓ。也有人将同时

表达ＣＤ３４、ＣＤ１３３、ＦＬＫ１，并摄取ＦＩＴＣ标志的荆

豆凝集素（ＵＥＡ１）和Ｄｉｌ荧光标记的乙酰化低密度

脂蛋白（ａｃＬＤＬ）的细胞认为是ＥＰＣｓ
［６］。大多数研

究把同时表达ＣＤ３４、ＦＬＫ１及ＣＤ１３３分子的细胞

定 义 为 ＥＰＣｓ
［７９］。本 实 验 选 择 ＣＤ３４、ＣＤ１３３、

ＣＤ３１、ＶＷＦ及ＦＬＫ１这５个抗原的表达作为鉴定

ＥＰＣｓ的标志，通过光镜下观察细胞的生长情况，结

合荧光显微镜下各个抗原的表达，认为从骨髓提取

的单个核细胞在密度梯度离心和差异贴壁法的共

同作用下，可得到ＥＰＣｓ。

他汀类药物不但具有降脂、改善内皮功能、稳

定斑块、抗血小板聚集等作用［１０１１］，而且还促进

ＥＰＣｓ动员及迁移。不同剂量的他汀类药物，对

ＥＰＣｓ作用不相同。低浓度时可促进ＥＰＣｓ增殖、迁

移和分化，而高浓度时则损伤ＥＰＣｓ
［１２］，这与本实验

结果一致。其机制可能是低浓度他汀类药物可激

活丝氨酸／苏氨酸激酶（Ａｋｔ）途径，而高浓度他汀类

药物抑制Ｒａｓ蛋白和核纤层蛋白。

Ｂａｏ等
［６］发现，阿托伐他汀可抑制同型半胱氨

酸诱导的ＥＰＣｓ的功能障碍及凋亡。梁!

等［１３］通

过大鼠在体实验也证实了这一结论。本实验ＩＲ组

ＥＰＣｓ数量及ＮＯ分泌量较Ｃ组减少，而ＬＤＨ释放

量明显升高，表明Ｎａ２Ｓ２Ｏ４已经对ＥＰＣｓ造成了损

伤。经阿托伐他汀预处理后，与ＩＲ组相比，ＥＰＣｓ

数量及ＮＯ分泌量均增加，ＬＤＨ 释放量明显减少，

证实了阿托伐他汀的保护作用。阿托伐他汀组

ＮＯＳ含量较对照组高，且与 ＮＯ生成量呈平行关

系，结合ＮＯ具有促进内皮生长的功能，推测阿托伐

他汀可能通过上调 ＮＯＳ发挥作用。然而，由于

ＮＯＳ包括了ｅＮＯＳ及ｉＮＯＳ，而且不同的ＮＯＳ催化

产生的ＮＯ的作用不同，到底是哪一种ＮＯＳ在发挥

作用，仍需进一步研究。

ＥＰＣｓ的治疗前景让人欣喜，但是仍存在许多

问题。在体外培养条件下，如何获得纯度较高的

所需细胞用于移植；如何提高移植细胞在体内的

存活率；模拟的体外环境与体内环境之间存在的

差异对实验结果的影响等，这些问题仍需进一步

的研究。
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