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缓激肽对内皮祖细胞存活、迁移及凋亡的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察不同浓度的缓激肽对人脐血来源的内皮祖细胞存活、迁移及凋亡的影响。 方法摇 采用密度

梯度离心法从人脐带血获取单个核细胞,将其接种在人纤维连接蛋白包被的培养板上,培养 7 天后,收集贴壁细

胞。 通过免疫荧光法鉴定,FITC 标记的异凝集素和 DiI 标记的乙酰化低密度脂蛋白染色双染色阳性细胞为正在分

化的内皮祖细胞,并经流式细胞仪检测技术进一步确定内皮祖细胞。 以不同浓度缓激肽(1、10、100 nmol / L)或缓

激肽 B2 受体阻断剂艾替班特 + 10 nmol / L 缓激肽干预内皮祖细胞 16 h。 分别采用 MTT 比色法、Transwell 小室和

膜联蛋白 V鄄异硫氰酸荧光素 / 碘化丙啶流式细胞术及 Hoechst33342 染色法观察缓激肽对人内皮祖细胞的存活、迁
移以及凋亡影响。 结果摇 缓激肽在 1、10 nmol / L 浓度时可促进人内皮祖细胞存活、迁移,抑制其凋亡(P < 0. 05)。
然而 100 nmol / L 缓激肽无促人内皮祖细胞存活、迁移和抑制其凋亡的作用(P > 0. 05)。 缓激肽促人内皮祖细胞存

活、迁移,抑制其凋亡的作用可被艾替班特阻断(P < 0. 05)。 结论摇 缓激肽在一定范围内可促进内皮祖细胞的存

活、迁移,并抑制其凋亡,此作用主要由缓激肽 B2 受体介导。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effects of bradykinin (BK) of different concentrations on the survival, migra鄄
tion and apoptosis of human umbilical cord blood derived endothelial progenitor cells (hEPC) in vitro. 摇 摇 Methods摇 To鄄
tal mononuclear cells (MNC) were isolated from human cord blood by Ficoll density gradient centrifugation, and then the
cells were plated on fibronectin鄄 coated culture dished. 摇 After 7 days cultured, attached cells were isolated and assessed by
immunofluorescence. 摇 Differentiating EPC were characterized as adherent cells double positive for both DiI鄄acLDL and
FITC鄄UEA鄄1. 摇 Flow cytometry were used to further confirm EPC. 摇 EPC were treaed with BK of different concentrations
(1, 10, 100 nmol / L), or HOE140 (BK B2 receptor inhibitor) plus BK (10 nmol / L) for 16 h. 摇 The effects of BK on
EPC爷 survival, migration and apoptosis were assayed with MTT assay, Transwell chamber assay, flow cytometry assay u鄄
sing Annexin V鄄FITC / PI assay and Hoechst 33342 staining, respectively. 摇 摇 Results摇 BK at 1 and 10 nmol / L signifi鄄
cantly improved the ability in the survival, migration and anti鄄apoptosis of hEPC (P < 0郾 05), which was not at the con鄄
centration of 100 nmol / L (P > 0郾 05). 摇 And the effects of BK on these functions of hEPCs could be blocked by HOE140
(P < 0郾 05). 摇 摇 Conclusion 摇 The present study established that BK in a certain concentration range could improve
hEPC爷 survival, migration and anti鄄 apoptosis capability, and this effect might be mediated by BK鄄B2 receptor.

摇 摇 临床研究证实内皮祖细胞( endothelial progeni鄄
tor cells,EPC)移植治疗心肌梗死可能通过促进血管

生成及组织再生而改善心功能[1]。 然而,梗死区缺

氧环境是导致移植细胞生存力低下和高凋亡率的主
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要原因[2],从而影响干细胞移植治疗的效果。 因

此,提高移植细胞的生存能力是干细胞治疗所面临

的关键问题。
缓激肽(bradykinin,BK)是组织激肽释放酶鄄缓激

肽系统(KKS)中一种主要的激肽类物质,其通过 G 蛋

白偶联受体超家族成员 B1 或 B2 受体发挥生物活

性[3]。 现已证实缓激肽可促进 EPC 归巢至缺血部位,
参与血管生成[4],可见其在缺血后血管生成和 EPC 功

能调节中起了重要作用。 因此,本研究采用体外培养

的人脐血内皮祖细胞(hEPC),在细胞水平探讨缓激肽

对 hEPC 存活、迁移及抗凋亡的影响,并从 BK鄄B2 受体

信号途径对其作用机制进行初步探讨。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料

摇 摇 人脐带血由东南大学附属中大医院产科提供;
EGM鄄2MV 培养液购自美国 Lonza 公司;缓激肽、Ho鄄
echst 33342 染料、FITC 标记的异凝集素(FITC鄄UEA鄄1)
购自美国 Sigma 公司;艾替班特(HOE140)购自美国

Peptide 公司;DiI 标记的乙酰化低密度脂蛋白(DiI鄄
acLDL)购自美国 Molecular Probe 公司;FITC 标记的小

鼠抗人 CD34 单克隆抗体(FITC鄄CD34)购自美国 BD 公

司;PE 标记的抗人血管内皮生长因子受体 2(vascular
endothelial growth factor receptor鄄2,VEGFR2)单克隆抗

体购自美国 BD 公司;膜联蛋白 V鄄异硫氰酸荧光素 / 碘
化丙啶(AnnexinV鄄FITC / PI)凋亡试剂盒购自中国 Bi鄄
ouniquer 公司;Transwell 小室购自美国 Millipore 公司。
1郾 2摇 人脐血内皮祖细胞的分离、培养及鉴定

无菌采集健康足月分娩新生儿脐带血。 采用

肝素抗凝,Ficoll 密度梯度离心法分离单个核细胞,
以 5 伊 105 密度分别接种用于人纤维连接蛋白包被

的 25 cm2 的塑料培养瓶中,在含 5% 胎牛血清

(FBS)的 EGM鄄2MV 诱导培养基培养;置 5% CO2持

续通气、湿度 95% 、37益恒温培养箱中培养 96 h 后

首次换液;7 ~ 10 天后挑选铺路石样细胞克隆继续

培养,选取第 3 ~ 5 代细胞进行实验。
将细胞与 DiI鄄acLDL(10 mg / L)一起于 37益避

光孵育 4 h,2%多聚甲醛固定 10 min,磷酸盐缓冲液

(PBS)漂洗后加 FITC鄄UEA鄄1(10 mg / L)避光孵育 l
h,PBS 液漂洗后于荧光显微镜(日本 Olympus 公司)
下观察细胞荧光染色。 另外,将 FITC鄄CD34、 PE鄄
VEGFR2(KDR)抗体加入培养的贴壁细胞中,于 4益
避光孵育 30 min,PBS 清洗后,用加样器反复冲洗成

单细胞悬液后,离心后计数 1 伊 105 个细胞用 300 滋L

PBS 悬浮细胞分装后用流式细胞仪进行检测。
1郾 3摇 实验分组

将贴壁细胞随机分成 5 组:(1) 对照组:RPMI鄄
1640 培养基 + hEPC。 (2) 不同浓度缓激肽干预组:
不同浓度缓激肽(1、10、100 nmol / L + hEPC。 (3) B2
受体阻断剂干预组:B2 受体阻断剂 HOE140 (终浓度

150 nmol / L) 和 hEPC 共孵育 30 min 后加入 10
nmol / L缓激肽。 所有组均干预 16 h。
1郾 4摇 内皮祖细胞存活的测定

将细胞接种到 96 孔板内,每孔细胞数为 2 伊
103、培养液体积 200 滋L,每组设 6 个复孔。 培养 7
天后,每孔加入 MTT 溶液(5 g / L) 20 滋L,37益,继
续孵育 4 h,终止培养,吸弃上清,每孔内加入 150
滋L 二甲基亚砜(DMSO),于微量振荡器充分振荡 10
min,酶标仪测定 OD490nm。
1郾 5摇 内皮祖细胞凋亡的测定

给予不含胎牛血清的 RAPI鄄1640 改良型培养进

行血清剥夺诱导细胞凋亡 12 h,收集各组细胞,分别

采用 AnnexinV鄄FITC / PI 双染色法及 Hoechst 33342
染色法检测各组细胞凋亡情况。

Annexin鄄V / PI 双染色法:冷 PBS 洗涤细胞 2 遍,
50 滋L 伊 Annexin鄄V 结合缓冲液悬浮细胞,加 Annex鄄
inV鄄FITC 5 滋L,室温避光放置 1 伊 Annexin 结合缓冲

液重悬细胞后,即在流式细胞仪上检测,以 Annexin
V + / PI - 判断为早期凋亡,Annexin V + / PI + 判断为晚

期凋亡,Annexin V - / PI + 判断坏死细胞。
Hoechst 33342 染色法:分别予各实验组中加入

Hoechst 33342 试剂(终浓度为 10 mg / L),37益反应 5
min;直接于倒置荧光显微镜下,紫外光激发,快速观察

细胞。 并在显微镜(200 伊 )下,各实验组分别随机取 5
个不同的视野计算细胞凋亡率。 每组实验重复 3 次。
结果判定:正常细胞胞核呈均匀一致的蓝色,而细胞发

生凋亡时,会看到凋亡细胞的胞核呈致密浓染,或呈碎

块状致密浓染,为亮蓝色,伴有核固缩、碎裂等特征。
1郾 6摇 内皮祖细胞迁移的测定

200 滋L 培养液及 100 滋g / L 基质细胞衍生因子

(SDF鄄1)加入 Transwell 小室的下室。 以每孔 4 伊
104 个 EPC 注入上室,每孔上室体积为 200 滋L,胎牛

血清浓度 1% ,上室和下室之间隔以 8 滋m 硝酸纤维

膜。 培养 8 h,刮去滤膜上面的未移动细胞。 用 4%
多聚甲醛固定,0. 1% 结晶紫染色,随机选择 5 个显

微镜视野(200 伊 ),计数迁移细胞的平均数。
1郾 7摇 统计学分析

用 SPSS 11. 5 软件进行统计分析。 结果用x 依 s 表
示。 组间比较采用成组资料的 t 检验,组内比较采用单
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因素方差分析。 P < 0. 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 内皮祖细胞的鉴定

摇 摇 刚分离的单个核细胞呈圆形均匀地悬浮分布,7
天左右可见少量梭形细胞出现小集落。 传至 3 代时

细胞呈现为典型“铺路石冶样细胞,即晚期 EPC。 培

养至 7 天时荧光显微镜下可见 90% 以上贴壁细胞

能摄取 DiI鄄acLDL 呈红色荧光和 FITC鄄UEA鄄1 呈绿

色荧光。 经荧光标记的 CD34 及 KDR 抗体流式细

胞仪检测,CD34 和 KDR 阳性率分别达 55. 38% 依
5. 37%和 49. 86% 依4. 27% (图 1)。

图 1. EPC 鉴定摇 摇 A 为原代及第 3 代内皮祖细胞(200 伊 );B 为内皮祖细胞的 DiI鄄acLDL 摄取和 FITC鄄UEA鄄1 结合(400 伊 );C 为流式细胞

仪检测示内皮祖细胞免疫表型 CD34 阳性及 KDR 阳性。

Figure 1. Characterization of endothelial progenitor cells

2郾 2摇 缓激肽对内皮祖细胞存活的影响

与对照组相比,1 nmol / L 和 10 nmol / L 缓激肽

干预组均明显促进 hEPC 存活(P < 0. 05);而 100
nmol / L 缓激肽无促 hEPC 存活作用(P > 0. 05);而
HOE140 可阻断 10 nmol / L 缓激肽的促 hEPC 存活

能力(P < 0. 05;图 2)。

图 2. MTT 法检测各组 hEPC 存活摇 摇 a 为 P < 0. 05,与对照组

比较;b 为 P < 0. 05,与 10 nmol / L 组比较。

Figure 2. The proliferation of hEPCs detected by MTT assay

2郾 3摇 缓激肽对内皮祖细胞凋亡的影响

与对照组相比,1 nmol / L、10 nmol / L 缓激肽干

预后细胞凋亡率均明显降低 (P < 0郾 01),而 100
nmol / L 缓激肽未见明显抗凋亡作用;HOE140 阻断

了 10 nmol / L 缓激肽增强 hEPC 抗凋亡能力(P <
0. 01)。 Hoechst 33342 染色法检测各实验组细胞凋

亡,得到了相似的结果(图 3)。

2郾 4摇 缓激肽对内皮祖细胞迁移的影响

与对照组相比,1 nmol / L 及 10 nmol / L 缓激肽

明显改善 EPC 的迁移功能(P < 0郾 05 或 P < 0. 01),
而 100 nmol / L 缓 激 肽 未 见 明 显 促 迁 移 作 用;
HOE140 阻断了 10 nmol / L 缓激肽增强 hEPC 促迁

移能力(P < 0. 01;图 4)。

3摇 讨摇 论

细胞移植是近年来心肌梗死治疗的研究热点

之一[5]。 基础研究及临床研究均显示干细胞移植

后可通过修复和再生受损心肌,增强血管新生等作

用来缩小梗死心肌面积,改善心功能[6]。 然而,目
前研究显示干细胞移植还存在许多问题,其中最为

重要的是干细胞移植后的生存率极低[7]。 绝大部
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图 3. 体外血清剥夺诱导实验流式细胞术 Annexin / PI 双染法及 Hoechst33342 染色法检测各组细胞凋亡摇 摇 a 为 P < 0. 01,与
对照组比较;b 为 P < 0. 01,与 10 nmol / L 缓激肽组比较。

Figure 3. The apoptosis of hEPC detected by Annexin V - FITC / PI assay and Hoechst 33342 staining

图 4. Transwell 小室检测各组 hEPC 迁移摇 摇 a 为 P < 0. 05,b 为 P < 0. 01,与对照组比较;c 为 P < 0. 01,与 10 nmol / L 缓激肽组比较。

Figure 4. The migration of hEPC detected by Transwell chamber assay

分的移植干细胞在移植后死亡,其原因尚不明确,
目前研究发现缺血、缺血鄄再灌注损伤、炎症反应、促
凋亡因子等是造成移植细胞急性期死亡的主要因

素[8]。 极低的移植细胞生存率严重制约了干细胞

移植的研究进程,降低了细胞移植治疗缺血性心脏

病效果。 提高移植后的干细胞在局部缺血区的生

存率、减少其调亡,将直接影响着干细胞移植治疗

心肌梗死的效果和预后。
缓激肽是 KKS 最终发挥效应的血管活性物

质[9],它在改善心肌缺血中发挥着重要的作用[10]。
它作为一个内源性保护因子,可改善心肌损伤后心

脏功能,降低心肌细胞凋亡,并且减少心律失常事

件发生率[11,12]。 多项研究证实缓激肽可促进血管

平滑肌细胞、内皮细胞存活[13,14],本研究同样发现

缓激肽在 1、10 nmol / L 浓度时可促进 hEPC 存活。
我们的研究还发现缓激肽在 1、10 nmol / L 浓度时不

仅促进 hEPC 存活,也促进其迁移,这与 Kr覿nkel
等[4]的研究结果相类似,其研究显示 30 nmol / L 缓

激肽可促进 EPC 迁移及归巢。 此外,Xu 等[15] 研究

证实缓激肽可通过 PI3K鄄Akt 及 MAPK 途径,促进

Bcl鄄2 及 Bcl鄄xL 表达,从而抑制细胞凋亡。 也有研

究表明缓激肽通过 PI3K鄄Akt鄄eNOS 通路,促进 Bad
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磷酸化,减少细胞色素 C 从线粒体漏出而抑制

Caspase 3 酶活性,抑制细胞凋亡[16],本研究采用不

同浓度缓激肽和 hEPC 共培养,予以血清剥夺诱导

EPC 凋亡,同样发现 1、10 nmol / L 缓激肽可显著抑

制 hEPC 凋亡。 另外,本研究还发现缓激肽在 100
nmol / L 时对 EPC 的促存活和迁移以及抗凋亡能力

没有影响,这可能与高浓度缓激肽促进炎症介质包

括活性氧(ROS)、基质金属蛋白酶 9(MMP鄄9)的释

放有关[17]。
研究已证实体内缓激肽受体有 Bl 受体和 B2 受

体。 B1 受体在炎症等应激时诱导表达,参与 BK 的致

炎效应。 B2 受体在外周分布较广,血管 /非血管平滑

肌及心肌细胞上均有 B2 受体的存在,介导缓激肽的

心血管保护效应。 有研究已证实缓激肽是通过 B2 受

体而不是 B1 受体来抑制心肌细胞凋亡,从而降低心

室重塑,改善心功能[18]。 最近研究表明 B2 受体在

EPC 上高表达,而 EPC 表面很少表达 B1 受体,并提

出 BK鄄B2 受体轴是调节 EPC 归巢的重要体系[4]。 本

研究通过 EPC 与 B2 受体阻断剂 HOE140 共孵育后

再与 10 nmol / L 浓度缓激肽作用后,显著抑制了缓激

肽的促存活、迁移、抗凋亡,进一步证实了 BK鄄B2 受

体轴在 EPC 功能上发挥了重要的作用。
总之,本研究结果证实在细胞水平缓激肽可通

过 BK鄄B2 受体轴促进 EPC 的存活、迁移及细胞分泌

功能,并抑制其凋亡能力;为进一步体内研究缓激

肽改善 EPC 功能治疗缺血性心脏病提供依据。
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