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替米沙坦通过磷脂酰肌醇鄄3鄄激酶 /丝苏氨酸蛋白
激酶途径改善内皮祖细胞的功能活性
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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究替米沙坦对内皮祖细胞增殖、迁移、黏附等生物学活性的影响并探讨其可能机制。 方法摇
利用密度梯度离心法分离、培养人外周血单个核细胞,经 FITC鄄 UEA鄄I 和 Dil鄄acLDL 双染色鉴定为正在分化的内皮

祖细胞。 将分离、培养的内皮祖细胞分为对照组、替米沙坦组(0郾 1 滋mol / L、1 滋mol / L、10 滋mol / L)、过氧化体增殖物

激活型受体 酌 抑制剂(GW9662)干预组和磷脂酰肌醇鄄3鄄羟基激酶抑制剂(Ly294002)干预组。 采用 MTT 比色法、
Transwell 小室、细胞计数法观察各组内皮祖细胞增殖、迁移、黏附能力的变化情况。 同时采用免疫蛋白印迹法观察

替米沙坦处理内皮祖细胞后丝苏氨酸蛋白激酶及磷酸化丝苏氨酸蛋白激酶的表达情况。 结果摇 与对照组相比,替
米沙坦组内皮祖细胞增殖、迁移、黏附能力显著提高,且在不同浓度组间呈剂量依赖性增强,而在过氧化体增殖物

激活型受体 酌 抑制剂干预组和磷脂酰肌醇鄄3鄄羟基激酶抑制剂干预组,内皮祖细胞功能活性的改善受到明显的抑

制。 免疫蛋白印迹检测显示,相比于对照组,替米沙坦组磷酸化丝苏氨酸蛋白激酶的表达水平明显增高,而在过氧

化体增殖物激活型受体 酌 抑制剂干预组磷酸化丝苏氨酸蛋白激酶的表达相比于对照组未见明显增高。 结论摇 替

米沙坦具有促进内皮祖细胞增殖、迁移、黏附等功能的作用,其主要机制可能与过氧化体增殖物激活型受体 酌 介导

的磷脂酰肌醇鄄3鄄激酶 / 丝苏氨酸蛋白激酶信号通路激活有关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the functional effects of telmisartant on endothelial progenitor cells (EPC) func鄄
tional activities. 摇 摇 Methods摇 Peripheral blood derived mononuclear cells containing EPC were isolated from healthy vol鄄
unteers and then cultured on fibronectin鄄coated dishes with endothelial cell growth medium鄄2 (EBM鄄2). 摇 The cells were
cultured alone (control groups),with telmisartan (0郾 1 滋mol / L, 1 滋mol / L, 10 滋mol / L), or telmisartan plus peroxisome
proliferator鄄activated receptor gamma (PPAR酌) inhibitor(GW9662) or telmisartan plus PI3K鄄inhibitor(Ly294002). 摇 The
proliferation, migration and adhesion activities of EPC were determined with MTT assay, transwell assay and adhesive as鄄
say, respectively. 摇 The expression of Akt and p鄄Akt were measured by Western Blot analysis. 摇 摇 Results摇 In the pres鄄
ence of telmisartan, numbers of colonies increased in a dose鄄dependent manner. 摇 DiI鄄ac鄄LDL uptake and lectin staining
revealed that these proliferation colonies were EPC. 摇 The proliferative, migratory and adhesive activities of EPC were sig鄄
nificantly enhanced after treated with telmisartan in a dose鄄dependent manner. 摇 The inhibition of PPAR酌 and Akt activa
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tion attenuated the effect of telmisartan on EPC functions. 摇 Meanwhile, the expression of p鄄Akt were significantly upregu鄄
lated by the treatment of telmisartan. 摇 摇 Conclusions摇 Telmisartan could improve the proliferative, migratory and adhe鄄
sive activities of EPC via the PI3K / Akt pathway.

摇 摇 内皮祖细胞( endothelial progenitor cells,EPC)
作为一种能够分化为成熟内皮细胞潜能的前体细

胞,是保持血管内皮稳态的重要的因素之一[1],提
高循环内皮祖细胞数量、改善其功能活性可以有效

地改善机体血管受损后的内皮修复能力,从而有助

于抑制动脉粥样硬化性疾病及血栓性疾病进展[2]。
替米沙坦是一种兼具激活过氧化体增殖物激活型

受体 酌(peroxisome proliferator鄄activated receptor gam鄄
ma,PPAR酌)效应的血管紧张素域受体阻断剂,近期

研究发现 PPAR酌 激动剂能够通过激活 PPAR酌 改善

EPC 的生物学功能[3],因此理论上推断替米沙坦可

能具有改善 EPC 生物学功能的效应。 为了证明上

述推断,本研究通过体外实验方法,研究替米沙坦

对 EPC 增殖、迁移、黏附等生物学活性的影响并探

讨其可能机制。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料与试剂

摇 摇 EGM鄄2 培养基为美国 Cambrex 公司产品,FITC
标记的荆豆凝集素 I( FITC鄄UEA鄄I)以及人纤维蛋白

原购自 Sigma 公司,Dil 标记的乙酰化低密度脂蛋白

(Dil鄄ac鄄LDL) 购自 Molecular Probe 公司, Transwell
小室购于美国 Corning 公司。 替米沙坦、丝苏氨酸

蛋白激酶( serine鄄threonine kinase,Akt)特异性抑制

剂 Ly294002 以及 PPAR酌 特异性抑制剂 GW9662 均

购自 Sigma 公司。
1郾 2摇 EPC 的分离、培养及鉴定

采用 Ficoll 密度梯度离心法从健康志愿者外周

静脉血中分离单个核细胞,以密度为 5 伊 106 个细胞

/ 孔接种于经人纤维连接蛋白包被的培养皿中,加
入 EGM鄄2 培养液行原代细胞培养,4 天后收集贴壁

细胞,再以密度为 5 伊 106 个细胞 / 孔接种于经人纤

维连接蛋白包被的培养皿中培养 7 天。 细胞经二次

贴壁后培养至第 5 天时,加入 Dil鄄ac鄄LDL、 FITC鄄
UEA鄄I 于倒置相差荧光显微镜下鉴定培养细胞,Dil鄄
ac鄄LDL 和 FITC鄄UEA鄄I 双阳性细胞为正在向内皮细

胞分化的内皮祖细胞。
1郾 3摇 实验分组及细胞处理

取培养 7 天的 EPC 用于研究。 采用无血清的培

养基培养 24 h 使细胞同步化后分为 6 组:淤对照组;

于 0郾 1 滋mol / L 替米沙坦组;盂1 滋mol / L 替米沙坦

组;榆10 滋mol / L 替米沙坦组;虞PPAR酌 特异性抑制

剂组(GW9662 组):替米沙坦(1 滋mol / L) + GW9662
(10 滋mol / L);愚PI3K 抑制剂组(Ly294002 组):替米

沙坦(1 滋mol / L) + Ly294002(10 滋mol / L)。
1郾 4摇 细胞集落单位计数

外周血分离单核细胞培养 4 天后收集贴壁细

胞,再以密度为 5 伊 106 细胞 / 孔接种于 12 孔培养板

中培养 7 天,随后加入 Dil鄄ac鄄LDL、FITC鄄UEA鄄玉染

色后于倒置相差荧光显微镜下计数,分别计算每个

高倍视野下细胞集落的数量,每组随机计数 5 个视

野并取其平均值。
1郾 5摇 MTT 法检测 EPC 增殖能力

采用 MTT 比色法检测 EPC 增殖能力的变化。
取培养第 7 天的 EPC,用 0郾 25% 胰蛋白酶消化,计
数后调整细胞浓度至 2 伊 108,再按每孔 200 滋L 接种

于 96 孔培养板,每组设 5 个复孔,每孔加 20 滋L
MTT 试剂( 5 g / L) 培养 4 h 后,弃上清,再加入二甲

基亚砜 100 滋L / 孔,充分振荡 10 min,应用酶联免疫

检测仪测定 490 nm 处的吸光度值(OD 值)。
1郾 6摇 EPC 迁移能力的检测

应用 Transwell 小室法分析 EPC 迁移能力的变

化。 用 0郾 25%胰蛋白酶消化收集不同处理后的贴

壁 EPC,加入 EGM鄄2 培养液制备成细胞悬液。 于下

室内加入 600 滋L EGM鄄2 培养基,上室加入细胞悬

液 200 滋L 置于 5% CO2、37益培养箱中孵育 24 h。
取出 Transwell 小室,PBS 淋洗,用棉签擦去微孔膜

上层的细胞,将已经侵入并贴附于微孔膜下层的细

胞固定于 4% 多聚甲醛中 10 min,Giemsa 染色后,
显微镜下随机选取 5 个视野( 伊 200),计数迁移细

胞,取其平均数。
1郾 7摇 EPC 黏附能力的检测

搜集不同处理组的贴壁 EPC,制备成细胞悬液,
将等量的 EPC 接种在包被有人纤维连接蛋白培养

板,置 5% CO2、37益 培养箱中培养 30 min,PBS 洗

去未贴壁细胞,4%多聚甲醛中固定,1%苏木素染色

细胞核,显微镜下随机选取 5 个视野( 伊 200),计数

贴壁细胞,取其平均数。
1郾 8摇 免疫印迹法检测 Akt、p鄄Akt 的表达变化

细胞收集后,以细胞裂解液处理,离心后取上

清,以考马斯亮蓝法进行蛋白质定量。 蛋白变性
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后,以含有 20 滋g 蛋白的样本进行 10% SDS 聚丙烯

酰胺凝胶电泳,之后将凝胶上的蛋白质电转移到硝

酸纤维素膜上,封闭液封闭后,以特异性 Akt 抗体、
p鄄Akt 抗体孵育,4益 过夜,继而与辣根过氧化物酶

标记的二抗室温孵育 1 h,以增强化学发光法显色。
以 茁鄄actin 作为蛋白质完整性及等量的对照。
1郾 9 统计学分析

实验数据以x 依 s 表示,应用 SPSS 13郾 0 统计软

件分析数据,组间比较采用单因素方差分析, P <
0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 EPC 的鉴定

摇 摇 普通倒置显微镜下动态观察可见,细胞在培养

的第 7 天时呈放射状分布的梭型细胞。 EPC 的鉴

定用 Dil鄄acLDL 和 FITC鄄UEA鄄I 对细胞染色后, 通过

倒置相差荧光显微镜显示:红色荧光的细胞为摄取

ac鄄LDL 阳性,显示绿色荧光的细胞为摄取 FITC鄄
UEA鄄I 阳性, 双染色阳性细胞为正在分化的 EPC,
其中 98%以上的细胞为双染色细胞(图 1)。

图 1. 内皮祖细胞的鉴定( 伊 100) 摇 摇 左为 DiI鄄ac鄄LDL 染色阳性,中为 FITC鄄UEA鄄I 染色阳性,右为 DiI鄄ac鄄LDL 和 FITC鄄UEA鄄I 双染色阳性。

Figure 1. Characterization of endothelial progenitor cells

2郾 2摇 替米沙坦对 EPC 集落形成单位的影响

高倍镜下计数后发现,替米沙坦能够明显增加

EPC 集落形成单位的数量(表 1),而且随着替米沙

坦应用剂量的不同,EPC 集落形成单位呈剂量依赖

式增加。 但在 GW9662 组和 Ly294002 组,EPC 集落

形成单位的数量没有明显增加,提示 GW9662 和

Ly294002 能够抑制替米沙坦对 EPC 的增殖效应。
2郾 3摇 替米沙坦对 EPC 增殖能力的影响

与对照组比较,三个不同剂量替米沙坦组均能

明显增加 EPC 的增殖能力,且随着替米沙坦剂量增

加,EPC 的增殖能力也呈现出逐步递增的趋势,而
在应用 GW9662 和 Ly294002 干预后替米沙坦的促

增殖效应被有效抑制(表 1)。
2郾 4摇 替米沙坦对 EPC 迁移能力的影响

与对照组比较,替米沙坦(0郾 1 滋mol / L、1 滋mol /
L、10 滋mol / L) 组 EPC 迁移细胞数显著增加,而

GW9662 组以及 Ly294002 组 EPC 迁移细胞数较替

米沙坦显著减少,说明替米沙坦能够增强 EPC 的迁

移能力,GW9662、Ly294002 能够抑制替米沙坦增强

EPC 迁移的效应(表 1)。

表 1. 替米沙坦对 EPC 功能的影响

Table 1. Effects of telmisartan on endothelial progenitor cells functions

分摇 组 n EPC 集落形成单位 EPC 增殖(OD 值) 迁移细胞数 黏附细胞数

对照组 5 5郾 1 依 1郾 0 0郾 23 依 0郾 18 15郾 3 依 2郾 7 25郾 6 依 3郾 5
0郾 1 滋mol / L 替米沙坦组 5 12郾 5 依 0郾 8a 0郾 39 依 0郾 25a 23郾 6 依 3郾 3a 38郾 8 依 3郾 3a

1 滋mol / L 替米沙坦组 5 15郾 2 依 1郾 2a 0郾 51 依 0郾 20a 29郾 2 依 3郾 0a 46郾 5 依 3郾 7a

10 滋mol / L 替米沙坦组 5 16郾 3 依 1郾 1a 0郾 55 依 0郾 22a 33郾 5 依 2郾 8a 50郾 8 依 4郾 0a

GW9662 组 5 7郾 0 依 1郾 3b 0郾 28 依 0郾 15b 17郾 0 依 2郾 6b 29郾 2 依 3郾 6b

Ly294002 组 5 7郾 6 依 1郾 1b 0郾 31 依 0郾 20b 19郾 3 依 2郾 3b 32郾 6 依 3郾 0b

a 为 P < 0郾 05,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与替米沙坦组比较。
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2郾 5摇 替米沙坦对 EPC 黏附能力的影响

通过计算贴壁细胞的数量发现,替米沙坦能够

明显 增 加 EPC 的 黏 附 能 力, 而 GW9662 以 及

Ly294002 能够明显抑制替米沙坦促进 EPC 黏附的

效应(表 1 和图 2)。

图 2. 替米沙坦对 EPC 黏附能力的影响摇 摇 A 为对照组,B 为 0郾 1 滋mol / L 替米沙坦组,C 为1 滋mol / L 替米沙坦组,D 为 10 滋mol / L 替米沙

坦组,E 为 GW9662 组,F 为 Ly294002 组。

Figure 2. Effect of telmisartan on endothelial progenitor cells adhension

表 2. Akt、p鄄Akt 蛋白表达(x 依 s)
Table 2. Protein expression of Akt and p鄄Akt (x 依 s)

分摇 组 Akt p鄄Akt

对照组 0郾 67 依 0郾 22 0郾 26 依 0郾 17
替米沙坦组 0郾 63 依 0郾 30 0郾 55 依 0郾 28a

GW9662 组 0郾 59 依 0郾 27 0郾 20 依 0郾 11b

a 为 P < 0郾 05,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与替米沙坦组比较。

2郾 6摇 Akt 及 p鄄Akt 表达的变化情况

Western Blot 检测结果显示,与对照组相比,替
米沙坦组 p鄄Akt 蛋白的表达水平明显增高,提示替

米沙坦能够增强细胞 Akt 的磷酸化过程,而在

GW9662 组 p鄄Akt 蛋白的表达相比于对照组未见明

显增高,GW9662 能够有效地抑制替米沙坦促进 Akt
活化的作用(表 2 和图 3)。

图 3. Akt、p鄄Akt 蛋白表达的 Western Blot 结果 摇 摇 1 为对照

组,2 为替米沙坦组,3 为 GW9662 组。

Figure 3. The expression of Akt and p鄄Akt by Western Blot

3摇 讨摇 论

本研究结果证明,替米沙坦能够增强 EPC 增

殖、迁移、黏附等生物学活性。 替米沙坦作为血管

紧张素域受体阻断剂( angiotensin 域 receptor bloc鄄
ker,ARB)能够选择性抑制血管紧张素域的 1 型受

体,在临床上被广泛应用于高血压及心血管疾病的

治疗[4]。 与其他 ARB 药物不同的是:替米沙坦具有

激活 PPAR酌 受体的效应,也是迄今为止唯一一个可

激活 PPAR酌 受体的 ARB[5]。 目前已有大量证据表

明:PPAR酌 激动剂能够通过激活 PPAR酌 受体改善

EPC 的功能活性[6],由此推断替米沙坦也可能同样

具有改善 EPC 生物学性能的作用。 近来国外的一

项研究发现:替米沙坦能够提升冠心病患者外周循

环中 EPC 的数量[7]。 本课题组近期完成的临床研

究也发现,替米沙坦能够明显提高老年冠心病患者

外周循环中 EPC 的数量[8],但是目前由于相关的研

究较少,尚不清楚替米沙坦是否会对 EPC 其它功能

活性产生一定的影响。 本研究通过体外实验的方

法证明,替米沙坦能够增强 EPC 增殖、迁移、黏附等

生物学性能,在应用 PPAR酌 抑制剂干预后,能够有

效地阻断替米沙坦的这种增强效应,提示替米沙坦

对 EPC 功能活性的改善主要是通过激动 PPAR酌 受
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体来实现的。
目前已有多项研究证明,PI3K / Akt 信号通路在

调控 EPC 动员、迁移、增殖、分化过程中扮演了重要

的角色[9,10],因此本研究重点围绕 PI3K / Akt 信号通

路探讨了替米沙坦改善 EPC 功能活性的作用机制,
结果发现应用 PI3K 抑制剂能够明显地抑制替米沙

坦对 EPC 功能的改善作用,证明 PI3K / Akt 信号通

路在介导替米沙坦改善 EPC 生物学效应方面发挥

了重要的作用,进一步研究发现替米沙坦能够明显

增加 p鄄Akt 的表达水平,而在 PPAR酌 抑制剂干预

组,替米沙坦的促 Akt 磷酸化过程受到抑制,由此证

明 Akt 是 PPAR酌 受体的下游信号分子,替米沙坦是

通过作用于 PPAR酌 受体激活 PI3K / Akt 信号通路,
进而实现其改善 EPC 功能活性的作用。

综上所述,本研究的结果证明替米沙坦具有促

进 EPC 增殖、迁移、黏附等功能的作用,其主要机制

可能与 PPAR酌 受体介导的 PI3K / Akt 信号通路激活

有关。
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