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脂蛋白( a)损伤小鼠骨髓源性内皮祖细胞的生物学功能
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨脂蛋白(a)[Lp(a)]对小鼠骨髓源性内皮祖细胞的损伤作用。 方法摇 实验分为 6 组:对照

组加等量含 200 滋mol / L EDTA 的全培养液,其余各组分别加 1、10、100、300 及 600 mg / L 的 Lp(a)处理。 贴壁法分

离与培养内皮祖细胞,摄取 ac鄄LDL 和结合 UEA鄄1 鉴定内皮祖细胞,MTT 法检测细胞存活,Transwell 测定细胞迁移,
明胶黏附法测定内皮祖细胞的黏附,Photshop 7郾 0 计算血管长度。 结果摇 Lp(a)呈剂量依赖性影响内皮祖细胞存

活,100 mg / L 时开始产生损伤效用,300 mg / L Lp(a)对内皮祖细胞的损伤作用最为显著。 1 mg / L Lp(a)即能显著

抑制内皮祖细胞的迁移,300 mg / L 时其迁移细胞数约为对照组的 1 / 14。 1 mg / L Lp(a)可明显减少内皮祖细胞黏附

细胞数目(145郾 2 依 8郾 4 个 / 视野比 115郾 2 依 12郾 6 个 / 视野,P < 0郾 05,n = 5),当 Lp(a)的浓度达到 300 mg / L 时,内皮

祖细胞黏附数目下降最显著,为对照组的约 1 / 16。 10 mg / L Lp(a)使血管形成能力明显受到抑制,当 Lp(a)的浓度

达到 300 mg / L 时,差不多已经见不到完整的血管样结构。 经 100 mg / L Lp( a)处理后,不但克隆数目明显减少

(10郾 2 依 1郾 3 比 3郾 1 依 0郾 4,P < 0郾 01,n = 5),而且克隆生长明显受到抑制。 结论摇 Lp(a)呈浓度依赖性地损伤内皮祖

细胞存活、迁移、黏附、血管形成能力和克隆形成能力。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To study the injury effect of lipoprotein (a) [Lp(a)] on biological function of mouse bone
marrow鄄derived endothelial progenitor cells (EPC). 摇 摇 Methods摇 EPC were divided into control groups and five treat鄄
ment groups with different concentrations (1, 10, 100, 300 and 600 mg / L) of Lp(a). 摇 EPC were isolated by adherence
culture and identified by binding of UEA鄄1, and uptake of acetylated low density lipoprotein (ac鄄LDL). 摇 The abilities of
survival, migration and adherence were detected by the MTT, Transwell and gelatin adherence assays respectively. 摇 The
total length of the tube structures in each photograph was measured using Adobe Photoshop software 7郾 0. 摇 摇 Results摇 Lp
(a) dose鄄dependently decreased the surival rate of EPC, 100 mg / L Lp(a) reduced it significantly and the maximum injury
concentration was 300 mg / L. 摇 A significantly reduced migratory rate of EPC could be seen after treatment with 1 mg / L Lp
(a), the count of the migratory cells was less than 1 / 6 of the control, so 1 / 9 for 10 mg / L Lp(a) and 1 / 14 for 300 mg / L
Lp(a). 摇 EPC treated with Lp(a) showed a dose鄄dependent decrease of adhesion to gelatin. 摇 1 mg / L Lp(a) markedly
decreased the number of adhesive cells (145郾 2 依 8郾 4 / every field vs 115郾 2 依 12郾 6 / every field, P < 0郾 05, n = 5). 摇 When
EPC were exposed to 10 or 100 mg / L Lp(a), the capability of adhesion had further descended. 摇 When at 300 mg / L, it
was remarkably descent to 1 / 16 of control. 摇 Treatment with 10 mg / L Lp(a) impaired the ability of EPC to form tube str鄄
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uctures. 摇 EPC cultivanted with 100 mg / L had presented decreased tube formation and was less than 1 / 4 of control (36郾 34 依
1郾 54 mm/ field vs 8郾 76 依0郾 62 mm/ field, P <0郾 001, n =5), and when incubated at 300 mg / L of Lp(a), the integrity tube
structure was severely disrupted. 摇 After treated with 100 mg / L of Lp(a), not only the EPC colony鄄forming was decreased
(10郾 2 依1郾 3 vs 3郾 1 依0郾 4, P < 0郾 01, n = 5) but also the growth of the colony鄄forming was inhibited. 摇 摇 Conclusions摇 Lp
(a) inhibited proliferation, migration, adhesion, vasogenesis, colony鄄forming capacity of EPC in a dose鄄dependent manner.

摇 摇 内皮祖细胞( endothelial progenitor cells,EPC)
是一种血管内皮细胞的前体细胞,血管损伤后,EPC
可移动并结合到血管损伤部位,抑制新生内膜增

生[1,2],冠心病患者 EPC 的数目及迁移、新生血管化

等功能均受损[3],EPC 注入肢体或心肌缺血的受者

体内,可增加血管新生,改善缺血脏器功能[4]。 EPC
的数目成为心血管疾病发病和致死独立预测指标

和干预靶标[5]。 但绝大多数动脉粥样硬化( athero鄄
sclerosis,As)危险因素,如血脂异常、糖尿病、高血

压、同型半胱氨酸等都不同程度地对循环 EPC 数目

及其生物学功能产生不利的作用,EPC 数目明显与

As 危险因子的总和呈负性相关关系[6],血浆高水平

脂蛋白(a)[ lipoprotein(a),Lp(a)]被认为是 As 的

独立危险因素,然而 Lp( a)与 EPC 的关系并不清

楚,且尚无任何报道。
氧化型低密度脂蛋白(oxidized low density lipopro鄄

tein,ox鄄LDL)可对 EPC 产生明显的毒害作用。 ox鄄LDL
抑制 EPC 对缺血组织治疗性血管新生作用[7];体外研

究发现经 ox鄄LDL 处理后,EPC 的迁移、黏附、血管形成

能力均受到损害,增殖能力下降,严重时出现细胞凋

亡[8鄄11]。 由于 Lp(a)在结构、脂肪酸组成和抗氧化剂含

量及体外氧化行为均与低密度脂蛋白(low density lipo鄄
protein,LDL)相似[12],且载脂蛋白(a)上的环柄吁为氧

化磷脂专一结合位点,使 Lp(a)更容易被氧化[13],氧化

应激减少 EPC 数目,损伤其生物学功能[14]。 我们据此

推测 Lp(a)有对 EPC 产生损伤作用的可能性。 故本研

究拟从存活、克隆形成能力、迁移、黏附、血管形成能力

等方面研究 Lp(a)对 EPC 的损伤作用,为阐明 Lp(a)
与 As 之间的关系提供新的实验依据。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 实验动物和试剂

摇 摇 两周龄大小的昆明种属小白鼠由南华大学实验动

物部提供,DMEM 培养基购自 Gibco 公司,Lp(a)购自

American Research Products 公司,胎牛血清购自元亨圣

马生物技术研究所,其他试剂均为国产分析纯。
1郾 2摇 骨髓 EPC 的分离培养及实验分组

用断颈法处死 2 周龄小鼠,无菌条件下取出双下

肢胫骨和腓骨,用 M199 液反复冲洗骨髓腔得细胞悬

液,以密度梯度离心法(2000 r / min 离心 15 min)分离

单个核细胞,EGM鄄2 培养基中重浮接种于 0郾 1%明胶包

被的培养瓶,37益、5%CO2 条件下培养。 72 h 后将未贴

壁细胞移植入另一明胶包被的培养瓶,继续培养,待细

胞完全贴壁后更换培养基,每隔3 天换液1 次,第12 天

收集 2 次贴壁细胞供实验使用,显微镜下观察并摄像

记录。 待培养瓶中的 EPC 基本长满后,即可用来实验,
首先用 2郾 5 g / L 胰蛋白酶进行消化处理,细胞重悬直至

单细胞悬液再接种到 96 孔板或 24 孔培养板。 细胞贴

壁后,将对数生长期的细胞进行分组:对照组为加等量

含 200 滋mol / L EDTA 的全培养液,其余各组分别加 1、
10、100、300 及 600 mg / L 的 Lp(a)处理。
1郾 3摇 EPC 鉴定

培养的 P1 代 EPC 消化传代时,以 l 伊 105 / cm2

密度接种到预先放置了玻片的 24 孔细胞培养板中。
细胞培养 1 ~ 3 天后在倒置显微镜下观察,待细胞生

长至 50%的细胞生长对数期。 待测孔内加入 5 滋L
10 mg / L Dil鄄ac鄄LDL 或 10 mg / L UEA鄄1鄄FITC。 上述

步骤完成后即可在 37益、5% CO2 下孵育 2 ~ 4 h。
小心吸取上层培养液,加入 PBS 浸洗 5 min。 往每

个培养孔内加入 4益预冷的 1%多聚甲醛 1 mL 固定

10 min。 PBS 洗片,DAPI 核复染,荧光显微镜下观

察,摄像。 镜下 Dil鄄ac鄄LDL 呈红色荧光,FITC鄄UEA鄄
1 则为绿色荧光,细胞核呈蓝色荧光。 红、绿荧光两

色重叠的细胞可判定为 EPC。
1郾 4摇 细胞存活分析

以 MTT 法测定细胞的生存情况。 对各培养瓶内

的细胞采用 0郾 25%胰蛋白酶进行消化处理,显微镜下

对 EPC 计数后,在包被有明胶 96 孔培养板的实验孔

内加入 1 伊107 ~1 伊 108 cells / L EPC,体积控制在 200
滋L,培养 48 h 后每孔加 5 g / L MTT,体积 10 滋L,在
37益、5%CO2 培养箱内培养 4 h 后,弃上清液,每孔再

加入 150 滋L 二甲基亚砜,微量振荡器上充分振荡混

匀 10 min,最后在酶标仪上 490 nm 测定 OD 值。
1郾 5摇 细胞迁移分析

收集生长良好的贴壁细胞并在镜下计数,将 1 伊
108 cells / L EPC 1郾 5 mL 悬液注入上室,将含 100 滋g / L
SDF鄄1琢 2郾 6 mL 培养液注入 Transwell 下室。 继续在培

8501 ISSN 1007鄄3949 Chin J Arterioscler,Vol 21,No 12,2013



养箱中培养 24 h,然后取出上室槽,以酒精棉球擦掉上

室膜层面上未迁移的细胞,95%酒精固定 10 min,苏木

素染色 5 min,随机选择 3 个连续显微镜视野(放大倍

数为 100 伊 )计数迁移到聚碳酯膜下室面镜下可见变形

的迁移的细胞后,对细胞计数,取平均值。
1郾 6摇 细胞黏附测定

取倒置显微镜下生长状况良好的 EPC, 以

0郾 25% 胰酶消化,并在显微镜下计数,将 1 伊 108

cells / L EPC 2 mL 悬液接种于 6 孔培养板,37益、5%
CO2 培养条件下孵育 48 h,再以 0郾 25% 胰酶消化,
取相同等数量的 EPC 接种于包裹有明胶的盖玻片,
37益、5%CO2 培养箱培养 30 min,以 PBS 洗掉未贴

壁黏附的细胞,在显微镜下随机选择 3 个视野,对贴

壁细胞进行计数,取其平均值。
1郾 7摇 EPC 体外成血管分析

EPC 血管生成能力用体外血管生成试剂盒基质

胶进行检测分析。 首先将用 10 伊基质胶稀释液稀释

的 ECM 置于 4益下解冻过夜,按 900 滋L ECM 胶液与

100 滋L ECM 10 伊稀释液的比例混合,并在微型振荡

器上充分混匀。 然后用微量加样器取适量等体积的

混合液至 24 孔培养板,每孔 200 滋L,37益孵育 1 h 直

至成胶即可。 0郾 25%胰酶消化体外增殖的 EPC,用含

有 0郾 5%BAS 和 VEGF(100 滋g / L)的 EBM鄄2 培养液

培养,调整细胞数为 1 伊 108 / L,接种于 ECM 胶上(每
孔 200 滋L)。 37益孵育 12 h,在 200 倍倒置显微镜下

观察血管生成情况,当细胞拉长变形,长度为宽度的

4 倍时即可被认为管状结构形成。 随机选择 6 个视

野中的血管网,用显微镜拍摄。 每个血管结构的总长

度用 Adobe Photoshop 7郾 0 软件测量。
1郾 8摇 细胞克隆形成分析

贴壁法培养 EPC 3 ~5 天,镜下观察单个细胞克隆

形状,计数并观测初级 EPC 克隆的生长能力。 次级克

隆形成能力分析采用 0郾 25%胰酶从杂交瘤皿小孔内消

化初级 EPC 克隆,以每毫升 1 伊103 ~1 伊104 个 EPC 接

种至明胶包被的 6 孔板。 计数次级 EPC 克隆。
1郾 9摇 统计学方法

实验数据采用x 依 s 表示,组间比较采用方差分

析及 t 检验,以 P < 0郾 05 判定差异的显著性。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 小鼠骨髓 EPC 摄取 ac鄄LDL 和结合 UEA鄄1 的

鉴定

荧光显微镜下,可见有较多的骨髓 EPC 吞噬

ac鄄LDL,在 543 nm 激光激发下,可见 Dil 标记的红

色 ac鄄LDL 呈颗粒状分布于 BM鄄EPC 胞浆中 (图

1A)。 488 nm 激光激发下可见绿色荧光分布于整个

细胞表面,证明 UEA鄄l 可以结合在 BM鄄EPC 的细胞

膜上。 蓝色荧光激发下可见 DAPI 标记的细胞核

(图 1B)。 两种荧光下叠加为橙色(图 1C),说明该

细胞可以同时吞噬 ac鄄LDL 并结合 UEA鄄1,符合 EPC
的结构与功能特征。

图 1. 小鼠骨髓 EPC 的鉴定(10 伊 )
Figure 1. Identification of mouse bone鄄marrow derived endothelial progenitor cells

2郾 2摇 Lp(a)损伤小鼠骨髓 EPC 的存活

对照组小鼠骨髓 EPC 生长良好,悬浮的细胞较

少,大部分细胞贴壁并呈铺路石样铺满整个孔底;10
mg / L 和 100 mg / L Lp(a)开始对 EPC 的生长产生一

定的损伤作用,细胞之间开始出现空隙,部分细胞由

于肿胀而使轮廓增大,悬浮细胞增多,100 mg / L
Lp(a)对 EPC 产生的损伤作用显著(P <0郾 05,n =3);
当 Lp(a)浓度达到 300 mg / L 时,Lp(a)对 EPC 的损

伤作用急速加大(P < 0郾 01),细胞之间的连接几乎破

坏殆尽,大量的悬浮细胞出现,细胞由于萎缩而成圆

形,OD450 值下降 5 倍;600 mg / L Lp(a)作用效果与

300 mg / L Lp(a)作用效果类似,说明300 mg / L Lp(a)
为小鼠骨髓 EPC 的最大破坏剂量(图 2)。
2郾 3摇 Lp(a)损伤小鼠骨髓 EPC 的迁移

显微镜下可见对照组有大量的细胞迁移,经 1
mg / L Lp(a)处理后,迁移到下槽的细胞数有所减少

(P < 0郾 05,n = 3);Lp(a)浓度达到 10 mg / L 时,迁移

到下槽的细胞数目大大减少,其迁移细胞数不到对
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照组的 1 / 6;Lp(a)浓度为 100 mg / L 时,其迁移细胞

数约为对照组的 1 / 9;Lp(a)浓度为 300 mg / L 时,其
迁移细胞数约为对照组的 1 / 14;Lp(a)浓度为 600

mg / L 时,其迁移细胞数约为对照组的 1 / 30,平均每

个视野约 4 个迁移的细胞,远少于对照组平均每个

视野 125 个细胞(图 3)。

图 2. 不同浓度 Lp(a)对小鼠骨髓 EPC 存活的影响(n = 3, 10 伊 )摇 摇 A 为对照组,B鄄F 分别为 1、10、100、300 及 600 mg / L Lp(a)处
理组。 a 为 P < 0郾 05,与对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与 100 mg / L Lp(a)处理组比较。

Figure 2. Effects of different concentration lipoprotein(a) on vitality of mouse bone鄄marrow derived endothelial progenitor cells

图 3. Lp(a)损伤小鼠骨髓 EPC 的迁移(10 伊 ) 摇 摇 A 为对照组,B鄄F 分别为 1、10、100、300 及 600 mg / L Lp(a)处理组。 a 为 P < 0郾 05,b
为 P < 0郾 01,与对照组比较。 箭号所示为迁移到下室的 EPC。

Figure 3. Lipoprotein(a) injury migration of mouse bone鄄marrow derived endothelial progenitor cells

2郾 4摇 Lp(a)损伤小鼠骨髓 EPC 的克隆形成

小鼠骨髓 EPC 培养 3 天时即可见单个细胞克

隆的形成,到第 7 天时更加明显。 其以一团细胞为

中心,类似胚胎形成时期的血岛,其周围游离出许

多呈梭形、圆形细胞。 取第 4 天的细胞进行观察,可
见对照组由于在条件培养基的刺激下,能形成较多
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的 EPC 克隆,每个视野下多达 10 个。 经 100 mg / L
Lp(a)处理后,不但克隆数目明显减少(10郾 2 依 1郾 3
比 3郾 1 依 0郾 4,P < 0郾 01,n = 5),而且克隆生长明显受

到损伤,从克隆群落形状来看,其明显偏小,群落中

的细胞明显萎缩,向周边克隆扩展的能力下降,可
明显损伤 EPC 克隆的形成(图 4)。

图 4. Lp(a)损伤小鼠骨髓 EPC 的克隆形成(n = 5,10 伊 ) 摇 摇 A 为对照组,B 为 100 mg / L Lp(a)处理组。 a 为 P < 0郾 01,与对照组比

较。 箭号所示为 EPC 的单个细胞克隆。

Figure 4. Lipoprotein(a) injury clone鄄form鄄units of mouse bone鄄marrow derived endothelial progenitor cells

2郾 5摇 Lp(a)损伤小鼠骨髓 EPC 的黏附

对照组可见较多的细胞黏附;1 mg / L Lp(a)可
明显减少 EPC 黏附细胞数目(145郾 2 依 8郾 4 个 /视野

比 115郾 2 依 12郾 6 个 /视野,P < 0郾 05,n = 5);当 Lp
(a)的浓度达到 10 mg / L 时 EPC 黏附数目进一步下

降,下降到对照组的 1 / 2;当 Lp(a)的浓度达到 100

mg / L 时 EPC 黏附数目下降到对照组的约 1 / 3;当
Lp(a)的浓度达到 300 mg / L 时 EPC 黏附数目下降

最显著, 其下降到对照组的约 1 / 16; 600 mg / L
Lp(a)作用效果与 300 mg / L Lp(a)作用效果无差

异,说明 300 mg / L Lp(a)已经对 EPC 黏附产生最大

的损伤效用(图 5)。

图 5. Lp(a)损伤小鼠骨髓 EPC 的黏附(10 伊 ) 摇 摇 A 为对照组,B鄄F 分别为 1、10、100、300 及 600 mg / L Lp(a)处理组。 a 为 P < 0郾 05,b
为 P < 0郾 01,与对照组比较。

Figure 5. Lipoprotein(a) injury adhesion of mouse bone鄄marrow derived endothelial progenitor cells
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2郾 6摇 Lp(a)损伤小鼠骨髓 EPC 的血管形成

高倍显微镜下对照组可见内皮样细胞伸展、变
形呈扁平状,细胞之间相互连接,形成血管样结构。
10 mg / L Lp(a)已经显示对 EPC 的血管形成产生明

显损伤效用(P < 0郾 01,n = 5);随着 Lp(a)浓度的进

一步加大,其对 EPC 的血管形成损伤作用越强。 当

Lp(a)的浓度增加到 100 mg / L 时,EPC 的血管形成

大大减弱,已经不到对照组的 1 / 4(每个视野 36郾 34

依 1郾 54 mm 比 8郾 76 依 0郾 62 mm,P < 0郾 001,n = 5);当
Lp(a)的浓度增加到 300 mg / L 时,差不多已经见不

到完整的血管样结构,其血管形成远低于对照组

(每个视野 36郾 34 依 1郾 54 mm 比 3郾 75 依 0郾 14 mm,P
< 0郾 001,n = 5);当 Lp(a)的浓度增加到 600 mg / L
时,镜下显示都是一些较短的碎片,几乎看不到血

管形状的轮廓,其成血管能力在各个浓度中为最低

(图 6)。

图 6. Lp(a)损伤小鼠骨髓 EPC 的血管形成(20 伊 ) 摇 摇 A 为对照组,B鄄F 分别为 1、10、100、300 及 600 mg / L Lp(a)处理组。 a 为 P <
0郾 001,与对照组比较。

Figure 6. Lipoprotein(a) injury tubule鄄like formation of mouse bone鄄marrow derived endothelial progenitor cells

3摇 讨摇 论

Lp(a)是 1963 年研究 茁 脂蛋白变异时从血浆

中分离出来的一种与低密度脂蛋白( low density lip鄄
oprotein,LDL)相似的蛋白质,其由载脂蛋白(a)和

载脂蛋白 B100 经二硫键连接而成。 人群中血浆 Lp
(a)水平差别很大,当血浆Lp(a)浓度达到 300 mg /
L 时,心血管疾病发生的危险性升高数倍,因而高水

平 Lp(a)被认为是 As 的独立危险因子[15]。
ox鄄LDL 能损伤 EPC 增殖[8鄄11],由于 Lp(a)在结

构、脂肪酸组成和抗氧化剂含量及体外氧化行为均

与 LDL 相似[12],且载脂蛋白(a)上的环柄吁为氧化

磷脂专一结合位点,使 Lp(a)容易被氧化[16],而氧

化磷脂能引起氧化应激[16]。 体外和临床研究证据

显示,氧化应激减少 EPC 数目,损伤其生物学功

能[14]。 本研究以实验手段证实了 Lp(a)对 EPC 的

损伤作用,其损伤作用显示出几个特点:其一是对

EPC 损伤的广泛性,Lp(a)几乎能对 EPC 的存活与

增殖、黏附、克隆形成能力、迁移、成血管能力这些

包括了 EPC 生物学功能均有损伤作用;其二是表现

出较强的浓度依赖性,在浓度依赖性中特别值得注

意的是 300 mg / L 这个浓度。 在此浓度下,Lp(a)对
EPC 无论是存活与增殖,还是迁移、黏附、克隆形成

能力及血管形成能力都接近于最大的损伤效用,特
别是对 EPC 存活的影响更是如此,当 Lp(a)浓度达

到 300 mg / L 时,Lp(a)对 EPC 的损伤作用急速加

大,细胞之间的连接几乎破坏殆尽,临床上把大于

300 mg / L Lp(a)水平定义为高 Lp(a)浓度,从其对

EPC 的损伤作用来看,这个浓度的划分是合理的,
我们的实验结果很好地为临床高 Lp(a)浓度的划分

提供了实验证据。 Lp(a)对 EPC 的成血管能力和黏

附能力的损伤作用也是在 300 mg / L 这个浓度变化

最为急剧。 Lp(a)对 EPC 迁移损伤作用对 Lp(a)浓
度要更敏感些,其变化最为显著的浓度是 10 mg / L。
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