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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察冠心病患者外周血中提取的内皮祖细胞的细胞形态、数量、集落数与正常对照组的区别。
并研究冠心病患者冠状动脉狭窄的不同范围和程度与内皮祖细胞数量变化的相关性。 方法摇 选择冠心病患者 57
例和对照组 30 例,从外周血获取单个核细胞,体外培养后进行细胞分析和计数。 并分析冠状动脉狭窄的不同范围

和程度,患者内皮祖细胞数量和成集落数量的区别,并进行相关分析。 结果摇 (1)冠心病患者外周血内皮祖细胞数

量(23. 1 依 1郾 8 比 56郾 7 依 2郾 4)和细胞集落数(14郾 7 依 2郾 5 比 24郾 2 依 1郾 7)较对照组明显减少;(2)随着冠状动脉狭窄

范围的扩大和狭窄程度的加重,内皮祖细胞的数量和活性明显下降。 结论摇 冠心病患者外周血内皮祖细胞的数量

和成集落的数量明显降低;冠心病患者外周血内皮祖细胞的数量与冠状动脉病变的范围和狭窄程度呈负相关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the isolation and culture of endothelial progenitor cells from peripheral blood in
patients with coronary heart diseases, and to determine cell shape, amount and clusters. 摇 And to study the correlation of
endothelial progenitor cells (EPC) number and the stenosis degree in coronary artery. 摇 摇 Methods摇 Mononuclear cells
were isolated from peripheral blood of patients with coronary heart diseases (n = 57) and control (n = 30). 摇 The isolated
cells were cultured. 摇 And the correlation of EPC number and the stenosis degree of coronary artery was studied in patients
with coronary heart disease. 摇 摇 Results摇 The number of EPC was significantly reduced in patients with coronary artery
disease (CAD) compared with control subjects (23郾 1 依 1郾 8 vs 56郾 7 依 2郾 4). 摇 In addition, the number of cell clusters was
also impaired in patients with CHD (14郾 7 依 2郾 5 vs 24郾 2 依 1郾 7). 摇 EPC number and function were decreased with the de鄄
gree and extent of coronary artery stenosis. 摇 摇 Conclusions摇 The number of cell clusters, proliferative capacity of EPC
was significantly reduced in patients with CHD compared with control subjects. 摇 The number of EPC have negative correla鄄
tion with the degree and extent of coronary artery stenosis.

摇 摇 冠心病(coronary heart disease,CAD)的主要病

理改变是血管病变,而内皮损伤和内皮功能障碍与

其关系密切。 内皮损伤和修复之间动态平衡失调

会导致内皮功能障碍,而内皮功能障碍是动脉粥样

硬化发生的始动环节,并影响着动脉粥样硬化的进

展过程。 近年的研究表明,内皮祖细胞( endothelial
progenitor cells,EPC)可以分化为成熟内皮细胞,参
与出生后血管新生[1,2] 和内皮损伤后的修复过

程[3,4],参与缺血组织血管新生,减轻血管修复时内

膜的增厚[5],对血管新生和维持内皮功能的完整性
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有重要作用[6]。 不同的冠状动脉病变范围及病变

程度直接影响患者生存质量。 我们对冠心病患者

EPC 数量和活性进行了研究,并分析其与患者冠状

动脉病变的范围及程度的相关性。

1摇 资料与方法

1郾 1摇 对象和标本

摇 摇 选择我院心内科 2006 年 5 月至 2007 年 1 月的

住院患者,经选择性冠状动脉造影证实为冠心病,
筛选共 57 例纳入研究,其中男性 41 例,女性 16 例。
另选择冠状动脉造影阴性的对照组 30 例,其中男性

19 例,女性 11 例。 无菌条件下从股动脉处收集入

选对象肝素抗凝外周血 20 mL,注入已加低分子肝

素钠 500 U 的抗凝离心管,摇匀,采集后 4 h 内处理

标本。 所有采血者均排除近期外伤手术史、皮肤溃

疡、炎症、肿瘤和血液系统疾病等影响 EPC 的因素。
1郾 2摇 仪器与试剂

血管内皮生长因子( vascular endothelial growth
factor,VEGF)165 为 Pepro Tech EC 公司产品,碱性

成纤维细胞生长因子(basic fibroblast growth factor,
bFGF)为 BD Bioscience 公司产品,FITC鄄CD34、PE鄄
KDR、荆豆凝集素 1 (Ulex Europaeus agglutinin鄄1,
UEA鄄1)、Dil鄄LDL 为 R&D 公司产品, Trizol 为 MIC
公司产品。
1郾 3摇 内皮祖细胞的分离培养

取外周血 20 mL,注入已加低分子肝素钠 500 U
的抗凝离心管,用 Hank爷 s 液对倍稀释混匀。 使用

密度梯度离心法提取单个核细胞,以每孔 2 伊 106 个

细胞的浓度接种在已用 200 滋g / L 纤维连接蛋白包

被 4 h 的 6 孔板。 并加 VEGF165 10 滋g / L 和 bFGF
20 滋g / L RPMI1640 培 养 基, 培 养 细 胞 4 天, 用

Hank爷 s 液洗去未贴壁细胞,贴壁细胞进行细胞

分析。
1郾 4摇 内皮祖细胞的鉴定

将培养第 7 天的 EPC 与 Dil 标记的乙酰化低密

度脂蛋白( acetylated low density lipoprotein鄄Dil,ac鄄
LDL鄄Dil)24 mg / L 和 FITC 标记的荆豆凝集素 1
(UEA鄄1)10 mg / L 混合,通过激光共聚焦显微镜鉴

定 UEA鄄1 和 ac鄄LDL鄄Dil,双染色阳性的细胞被认为

是正在分化的 EPC。
1郾 5摇 内皮祖细胞的增殖能力观察

将 EPC 培养 7 天后,消化贴壁细胞,以每孔 4 伊
104 个细胞接种于 96 孔板,每孔加细胞悬液 200
滋L,设 3 个复孔,培养时间分别为 1、2、3、4、5、6、7

天,用噻唑蓝(methyl thiazolyl tetrazolium,MTT)检测

细胞的增殖性,在酶标仪上检测各孔吸光值,记录

结果,绘制细胞生长曲线图。
1郾 6摇 冠状动脉造影方法及冠状动脉病变程度评价

采用常规股动脉穿刺或桡动脉穿刺方法行选

择性冠状动脉造影检查。 采用 Gensini 积分法和血

管病变支数来评价冠状动脉病变程度。 根据 Gensi鄄
ni 积分法对冠状动脉病变程度进行定量评价:狭窄

臆25%为 1 分,25% ~ 49% 为 2 分,50% ~ 74% 为 4
分,75% ~ 89% 为 8 分,90% ~ 99% 为 16 分,100%
为 32 分。 不同节段冠状动脉评分系统按 Gensini 标
准,左主干病变 伊 5,左前降支( left anterior descend鄄
ing coronary artery,LAD)为近段 伊 2郾 5、中段 伊 1郾 5、
远段 伊 1,对角支 D1 伊 1、D2 伊 0郾 5,左回旋支( left
circumflex coronary artery,LCX)为近段病变 伊 2郾 5、
远段和后降支均 伊 1,后侧支 伊 0郾 5,右冠状动脉

( right coronary artery,RCA)病变近、中、远和后降支

均 伊 1。 每例患者冠状动脉病变程度的最终积分为

各分支积分之和。
1郾 7摇 试验分组

根据冠状动脉造影结果及 Gensini 积分法两个

方面对试验进行分组:(1)冠状动脉造影结果分为 3
组:多支病变组(n = 36):2 支或 2 支以上血管病变

为多支病变组,左主干病变被认为同时累及 LAD 与

LCX 为多支病变组;单支病变组(n = 21):1 支血管

病变为单支病变组;对照组(n = 30)。 (2)以 Gensi鄄
ni 积分结果分 3 组:积分臆30 分组;积分 30 ~ 60 分

组;积分逸60 分组。
1郾 8摇 统计学分析

所有数据均采用 SPSS for Windows 13郾 0 软件进

行统计学处理,各组数据以x 依 s 表示,组间比较采

用 F 检验和 t 检验,方差不齐时先行数据转换,组间

比较采用单因素方差分析,相关性分析采用双变量

分析,P < 0郾 05 被认为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 冠心病患者临床资料的比较

摇 摇 将对照组和冠心病组的各项情况进行比较,冠
心病组的吸烟比例和高血压患者所占比例均较对

照组高, 血 脂 单 项 比 较 中, 胆 固 醇 ( cholesterol,
CHO)、甘油三酯( triglyceride,TG)、低密度脂蛋白

(low density lipoprotein,LDL)与对照组比较均升高,
差异有显著性(P < 0郾 05)(表 1)。
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表 1. 冠心病组与对照组临床基本资料比较(x 依 s)
Table 1. Basic clinical data for patients with CHD and con鄄
trol subjects (x 依 s)

项摇 目
对照组
(n = 30)

冠心病组
(n = 57)

年龄 62郾 1 依 7郾 6 64郾 3 依 8郾 2
男 /女(例) 19 / 11 41 / 16
吸烟(例) 9(27% ) 24(42% ) a

吸烟数量(支 /日) 11郾 31 依 5郾 10 18郾 25 依 3郾 40
高血压(例) 6(18% ) 22(39% ) a

收缩压(mmHg) 133郾 00 依 21郾 20 143郾 70 依 25郾 22a

舒张压(mmHg) 80郾 25 依 13郾 50 87郾 01 依 18郾 16a

脉压差(mmHg) 50郾 28 依 16郾 12 58郾 21 依 5郾 60a

糖尿病(例) 3(10% ) 9(16% )
空腹血糖(mmol / L) 4郾 50 依 1郾 23 5郾 18 依 1郾 76
胆固醇(mmol / L) 3郾 16 依 1郾 69 4郾 53 依 0郾 95a

甘油三酯(mmol / L) 1郾 43 依 1郾 02 1郾 77 依 1郾 35
低密度脂蛋白(mmol / L) 2郾 31 依 0郾 94 2郾 76 依 1郾 22a

高密度脂蛋白(mmol / L) 0郾 94 依 0郾 35 0郾 78 依 0郾 42

a 为 P < 0郾 05,与对照组比较。

2郾 2摇 细胞形态观察

与对照组比较,冠心病患者的 EPC 在刚分离的

单个核细胞数量及用生长因子诱导分化 7 天后的细

胞数目明显减少,分化为杆形和梭形的细胞数目也

明显减少;而且,细胞集落数明显减少,细胞集落较

小而分散(图 1)。
2郾 3摇 光镜下细胞计数和细胞集落的比较

将冠心病组和对照组的 EPC 数量比较,发现冠

心病患者的 EPC 数量和形成集落数与对照组比较

明显降低,差异具有显著性(P < 0郾 05)(表 2)。
2郾 4摇 荧光双染色阳性细胞的比较

分离获得的单个核细胞培养 7 天后形成了梭形

的内皮样细胞。 用 ac鄄LDL鄄DiI 和 UEA鄄1 对细胞染色

后,通过共聚焦显微镜鉴定,ac鄄LDL鄄DiI 和 UEA鄄1 双

染色阳性细胞被认为是正在分化的 EPC(图 1),冠心

病患者外周血的双染色阳性细胞较对照组明显降低。

表 2. 冠心病组与对照组细胞数目和细胞集落数目比较

Table 2. Number and clusters of EPC for patients with
CHD and control subject

项摇 目 对照组 冠心病组

细胞数目 56郾 7 依 2郾 4 23郾 1 依 1郾 8b

细胞集落数目 24郾 2 依 1郾 7 14郾 7 依 2郾 5a

a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与对照组比较。

图 1. 冠心病组与对照组细胞形态比较摇 摇 A 为对照组,A1:培养 7 天后的 EPC( 伊 40),A2:细胞集落( 伊 10),A3:荧光双染色双阳性细

胞( 伊 40)。 B 为冠心病组,B1:培养 7 天后的 EPC( 伊 40),B2:细胞集落( 伊 10),B3:荧光双染色双阳性细胞( 伊 40)。

Figure 1. Cell forms of patients with CHD and control subjects

2郾 5摇 不同冠状动脉病变支数冠心病患者内皮祖细

胞数量和活性

根据冠状动脉造影结果,将单支病变、多支病变

患者和对照组的 EPC 数量和活性进行比较,发现冠

心病患者的 EPC 数量与细胞形成的集落与对照组比

较明显减少,差异具有显著性(P < 0郾 01),而且随着

冠状动脉病变范围的广泛化,EPC 的数量和细胞形

成集落的能力逐渐下降,多支病变组与对照组比较,
差异有显著性(P < 0郾 01)。 而且冠心病患者的细胞

(第 6 天)增殖活性与对照组比较出现明显的增殖低

下,病变范围越广泛,细胞的增殖能力越低(表 3、图
2、图 3)。
2郾 6摇 不同冠状动脉病变程度冠心病患者内皮祖细

胞数量

根据冠状动脉造影结果,对不同冠状动脉狭窄

程度评分患者与对照组的 EPC 数量进行比较,发现

冠心病患者随着冠状动脉狭窄程度的不断加重,
EPC 的数量出现明显的降低,将冠心病患者的冠状

动脉狭窄程度与 EPC 的数量进行相关趋势比较,有
明显的逐渐下降趋势(R2 = 0郾 6199,图 4)。
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表 3. 不同冠状动脉病变支数冠心病患者 EPC 数量和活性(x
依 s)
Table 3. Number and proliferative capacity of EPC in CHD
patients with different number of diseased vessels(x 依 s)

项摇 目 对照组 单支病变组 多支病变组

细胞数目 56郾 7 依 1郾 8 39郾 7 依 2郾 4a 22郾 1 依 1郾 8b

细胞集落数目 24郾 2 依 2郾 5 15郾 3 依 1郾 7a 9郾 9 依 2郾 5b

细胞增殖活性(OD) 0郾 702 依 0郾 048 0郾 511 依 0郾 026a 0郾 409 依 0郾 027a

a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与对照组比较。

图 2. 不同冠状动脉病变支数患者 EPC 的数量和细胞集落

数目比较摇 摇 a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与对照组比较。

Figure 2郾 Number and clusters of EPC in CHD patients
with different number of diseased vessels

图 3. 不同冠状动脉病变支数患者 EPC 增殖能力摇 摇 a 为 P
< 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与对照组比较。

Figure 3. Proliferative capacity of EPC in CHD patients
with different number of diseased vessels

图 4. 不同冠状动脉病变程度冠心病患者 EPC 数量

Figure 4. Number of EPC in CHD patients with different
degree of lesion

3摇 讨摇 论

内皮祖细胞是一种多能干细胞,能进入到血液

循环,增殖并分化为血管内皮细胞,但尚未表达成熟

血管内皮细胞的表面特征。 EPC 可以分化为成熟内

皮细胞,参与出生后血管新生[1,2]和内皮损伤后的修

复过程[3,4]。 EPC 数量和功能的受损可导致内皮损

伤与修复之间动态平衡的破坏,所以 EPC 数量的减

少和功能的降低可能与冠状动脉疾病的血管损伤有

关[7]。 Schmidt Lucke 等[8]研究发现,EPC 对冠状动

脉性疾病的内皮修复过程起着重要的作用,其数量

减少是预示动脉粥样硬化疾病进展的独立因素。
Vasa 等[9]研究发现,CHD 患者循环血中的 EPC 数量

下降了近 40% ,而且迁移能力受损,并与危险因子的

数目呈负相关。 本实验发现冠心病患者 EPC 的数量

比对照组明显降低,在整个体外细胞培养过程中,由
于细胞数量减少导致细胞间的相互促进增殖的作用

降低,细胞的集落形成减少,而且集落变小和稀疏,
EPC 形状逐渐向梭形细胞分化的能力降低,所以最

终导致细胞的增殖和黏附活性也明显降低。
随着冠状动脉病变程度的加重,EPC 水平逐渐

降低。 提示冠心病的发生及冠状动脉病变程度可能

与循环 EPC 数量减少有关。 EPC 数量减少及功能损

伤可能导致冠心病患者冠状动脉自身修复能力降低

和缺血心肌新生血管减少。 在刘燕荣等[10] 的研究

中,考虑导致冠心病患者 EPC 数量减少的确切机制

可能包括通过调节氧化应激水平、冠心病及其危险

因素可引起内皮损伤和功能障碍、EPC 凋亡的增加、
冠心病的危险因素可能通过影响其他信号转导途径

而调节 EPC 的分化和动员。 本研究显示多支病变

者较单支病变者有降低趋势,EPC 数量随着 CAG
Gensini 评分的增加而呈下降趋势。 有学者[11] 提出

循环 EPC 是修复损伤血管的“细胞库冶。 在正常情
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况下内皮损伤和 EPC 修补之间存在动态平衡,维持

内膜完整性,而 EPC 数量减少可能影响内皮修复,导
致内膜完整性受损,促进动脉粥样硬化发生、发

展[8]。 EPC 数量越少,动脉粥样硬化的程度越重,
EPC 数量和动脉粥样硬化的严重性存在线性关系。
Chironi 等[13]发现在颈动脉、主动脉、股动脉部位,动
脉粥样硬化越严重,内皮祖细胞的数量越少。 Kunz
等[14]研究发现 EPC 数量能独立预测冠状动脉造影

显示的病变严重程度。 本研究显示 EPC 数量与冠状

动脉病变严重程度呈显著负相关关系,推测冠心病

患者体内 EPC 不足,可能是冠心病的发病机制之一。
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