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脂蛋白( a)对内皮祖细胞向缺血组织归巢的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 脂蛋白(a) [Lp(a)]水平增高是冠状动脉和周围血管疾病的独立危险因素。 本研究拟在下肢缺血小

鼠模型中观察 Lp(a)对内皮祖细胞(EPC)向缺血组织归巢的影响并初步探讨其机制。 方法摇 从小鼠骨髓中分离诱导培

养 EPC。 EPC 经磷酸缓冲盐溶液(PBS)或 Lp(a) (20 mg / L)处理 12 h 后,分别移植入下肢缺血小鼠,以荧光显微镜检测

EPC 归巢到缺血组织和血管发生能力。 同时,EPC 经 PBS 或 Lp(a) 处理后,以荧光显微镜、Western blot 检测 Lp(a)对

EPC 黏附能力及相关基因表达的影响。 结果摇 整体实验发现,植入对照的 EPC(PBS鄄EPC)后,下肢缺血区显示有大量归

巢的 EPC 及血管腔样结构。 与此相反,植入 Lp(a)处理的 EPC[Lp(a)鄄EPC]后,下肢缺血区仅显示有极少量归巢的 EPC
及毛细血管腔样结构。 体外实验显示,对照组 EPC 黏附性能强,P鄄选择素糖蛋白配体 1(PSGL鄄1)、CXCR4 蛋白表达丰富。
与对照组相比,Lp(a)减弱 EPC 的黏附能力及下调 PSGL鄄1 和 CXCR4 蛋白表达。 结论摇 Lp(a)抑制 EPC 归巢到下肢缺血

组织,其机制可能与下调 EPC 的 PSGL鄄1、CXCR4 表达及降低 EPC 黏附性能有关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 High lipoprotein (a) [(Lp(a)] level had been identified as an independent risk factor for
coronary and peripheral blood disease. In this study, we investigatd the effect of Lp( a) on endothelial progenitor cells
(EPC) homing to the sites of hindlimb ischemia tissues and its potential mechanisms. 摇 Methods摇 After treatment with
PBS or Lp(a) for 12 h, EPC were transplanted into the hindlimb ischemia mouse model by a tail intravenous injection. The
homing and vasculogenesis of EPC were determined. On the other hand, EPC adhesion ability and related gene expression
were detected in vitro. 摇 Results摇 Lp(a) inhibited homing of EPC to the sites of ischemic tissues and weakened fuction of
EPC vasculogenesis. Further, Lp(a) impaired EPC adhesion ability and down鄄regulated expression of P鄄selectin glycopro鄄
tein ligand鄄1 (PSGL鄄1) as well as CXCR4 in EPC in vitro. 摇 Conclusion摇 Lp (a) inhibited EPC homing to the sites of
hindlimb ischemic tissues possibly by lowering adhesion ability of EPC and PSGL鄄1, CXCR4 expression in EPC.

摇 摇 周围性血管疾病严重危害人类健康,尤其在疾

病的晚期,由于溃疡和坏疽的形成,病人可能面临

截肢的危险[1]。 虽然临床上采用的介入治疗及外

科搭桥术能一定程度改善患者的病情,但仍存在一

些如血管内皮损伤、远期再狭窄等问题。 近年来,
研究报道内皮祖细胞 ( endothelial progenitor cells,
EPC)能直接分化成血管内皮细胞。 在缺血、创伤等

因素刺激下,EPC 可“归巢冶到受损组织,促进损伤

血管的再内皮化、新生血管的增殖以及缺血组织侧

枝循环的建立[2鄄5]。 然而,在正常个体的循环血中,
EPC 的数量极少。 在缺血性血管疾病患者的循环

血中,EPC 的数量较正常个体更少,且 EPC 的迁移

能力也下降[6鄄9]。 因此寻找影响 EPC 的数量和功能

的因子对防治缺血性血管疾病尤其重要。
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脂蛋白 a[Lipoprotein( a),Lp(a)]是一种结构

和特性与低密度脂蛋白 ( low density lipoprotein,
LDL)高度相似的脂蛋白,但 Lp(a)较 LDL 更易结合

到细胞外或细胞膜表面的靶标[10]。 研究表明,循环

中过多的 Lp(a)可沉积于血管壁,直接损伤内皮细

胞,引起内皮功能紊乱,而诱导一系列心血管疾病

如血管狭窄、动脉硬化、中风等的发生。 近年来,Lp
(a)已成为心血管疾病的独立危险因素[11]。 本研究

拟于在体观察 Lp(a)对 EPC 归巢到下肢缺血组织

的影响,同时离体实验初步探讨其机制。

1摇 材料和方法

1. 1摇 小鼠骨髓源性 EPC 的分离、培养与鉴定

摇 摇 参照文献[12]的方法分离小鼠骨髓源性 EPC。
小鼠麻醉后,用 75% 乙醇浸泡消毒 30 min,无菌操

作台下取小鼠股骨和胫骨,M199 培养基充分冲洗

骨髓腔,收集冲洗液,缓慢加入盛有小鼠淋巴细胞

分 离 液 ( Histopaque鄄1077 ) 的 离 心 管; 离 心,
1800 r / min 伊 20 min,20益;收集中间云雾状的单个

核细胞,以 D鄄Hanks 液洗涤 3 次,并重悬于 5%胎牛

血清 M199 培养液(含 VEGF、FGF鄄2、IGF鄄1)。 将单

个核细胞置于 0. 1% 纤维连接蛋白(Sigma 公司)包
被的培养瓶中诱导培养,隔天换液一次,直至融合

整个培养瓶。 EPC 的鉴定[12]:取细胞种植于 6 孔

板,PBS 漂洗,加入 10 mg / L Dil鄄acLDL ( Sigma 公

司),37益 孵育 4 h。 PBS 洗,4% 多聚甲醛固定 30
min,加入 80 mg / L FITC鄄UEA鄄1(Sigma 公司),37益
避光孵育 1 h,荧光显微镜观察细胞吞噬 Dil鄄acLDL
及结合 UEA鄄1 的能力。 能同时吞噬 Dil鄄acLDL 并结

合 FITC鄄 UEA鄄1 的细胞即为 EPC(图 1)。

图 1. EPC 摄取 Dil鄄acLDL 和结合 UEA鄄1 的荧光显微镜图

(200 伊 ) 摇 摇 A 为 EPC 摄取 Dil鄄acLDL,B 为 EPC 结合 UEA鄄1,C 为

A 和 B 图的重叠。

Figure 1. Fluorescent micrographs of EPC uptaking Dil鄄
acLDL and binding to UEA鄄1 (200 伊 )

1. 2摇 EPC 移植到下肢缺血小鼠

参照文献[12]的方法进行。 EPC 准备:EPC 经

PBS 或 20 mg / L Lp(a)处理 12 h 后,分别用 2 mg / L

CM鄄Dil 于 37益标记 5 min,冰浴 15 min 后 PBS 洗涤

2 次, 重 悬 于 M199 培 养 基, 调 密 度 为 3 伊
1010 cells / L,待移植入体内。 下肢缺血模型复制:选
取 6 ~ 7 周龄、体重 15 ~ 19 g 雌性 BALB / c 小鼠(购
自南华大学实验动物部)。 戊巴比妥(60 mg / kg)麻
醉后,结扎左股动脉、大隐静脉、髂动脉及其分支以

复制下肢缺血模型。 EPC 移植:待结扎术后 24 h,各
组小鼠(每组 8 只)分别尾静脉注射空白 M199 培养

基或 100 滋L(含 3 伊 105 细胞)对照 EPC(PBS鄄EPC)
悬液和 Lp(a)处理的 EPC[Lp(a) 鄄EPC]悬液。 于注

射后 3、7 及 14 天,各小鼠心内注射 50 mg BS lectin鄄
1 以标记缺血组织血管内皮。 注射 30 min 后处死小

鼠,并立即取小鼠腓肠肌,行冰冻切片,荧光显微镜

观察 EPC 归巢和毛细血管新生情况。
1. 3摇 EPC 归巢量及毛细血管密度分析

在荧光显微镜下,CM鄄Dil 标记的 EPC 呈红色荧

光,BS lectin鄄1 标记的血管内皮呈绿色。 每个小鼠

取 5 张切片,每张冰冻切片随机选择缺血组织血管

及周围 5 个视野(200 倍),计数视野内呈红色荧光

的 Dil鄄EPC,取其平均数为此小鼠归巢的 EPC 数量。
同法镜下观察呈绿色荧光的直径小于 10 滋m 的圆

形结构以计数毛细血管密度。 结果以每平方毫米

所含阳性细胞数或血管数表示[13]。
1. 4摇 EPC 黏附分析

EPC 种植于纤维连接蛋白包被过夜的培养瓶,
待融合至合适密度后,分别与 PBS 或 20 mg / L
Lp(a)孵育 12 h,再与 10 mg / L Dil鄄acLDL 孵育 4 h,
37益。 PBS 洗去未黏附细胞,荧光显微镜下计数黏

附的 EPC。
1. 5摇 Western blot 检测 P鄄选择素糖蛋白配体 1 和

CXCR4 表达

EPC 融 合 至 合 适 密 度 后, 分 别 与 PBS 或

20 mg / L Lp(a)孵育 12 h。 收集细胞,提取细胞总

蛋白。 BCA 法进行蛋白质定量。 取 50 滋g 蛋白质加

入 5 伊 SDS 凝胶上样缓冲液,煮沸 5 min。 电泳后将

蛋白质转移至 PVDF 膜上。 5%脱脂牛奶室温封闭,
加入一抗 P鄄选择素糖蛋白配体 1(P鄄selectin glyco鄄
protein ligand鄄1,PSGL鄄1)抗体、抗 CXCR4 抗体和抗

茁鄄actin 抗体,4益过夜,TBST 洗膜,加入辣根过氧化

物酶标记的二抗,室温孵育 2 h,TBST 洗膜后发光剂

激发荧光,显影、定影后进行图像分析。
1. 6摇 统计学方法

所有数据以 x 依 s 表示,两组间比较用 Student爷s
t 检验,多组间比较用 ANOVA 分析。 P < 0. 05 为差

异有统计学意义。
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2摇 结摇 果

2. 1摇 Lp(a)抑制 EPC 的归巢能力

摇 摇 移植入正常 EPC 后,缺血组织的血管及周围可

见大量红色的 EPC 归巢,新生毛细血管密度较缺血

模型组显著增加。 与之相反,移植入 Lp(a)处理的

EPC 后,缺血组织内血管周围仅见少量的 EPC 归

巢。 与归巢细胞数一致的是,Lp(a)处理的 EPC 植

入组其毛细血管发生数量也较 PBS 处理的 EPC 组

显著减少(图 2 和 3)。

图 2. Lp(a)对 EPC 归巢的影响(200 伊 ) 摇 摇 A 为 PBS 处理的 EPC 组,B 为 Lp(a)处理的 EPC 组,C 为 Lp(a)减少 EPC 归巢量。 a 为 P <
0. 05,与 PBS鄄EPC 组比较。

Figure 2. The effects of Lp(a) on EPC homing

图 3. Lp(a)对 EPC 毛细血管形成能力的影响(n = 8) 摇 摇 a
为 P < 0. 05,与缺血模型组比较;b 为 P < 0. 05,与 PBS鄄EPC 组比较。

Figure 3. The effects of Lp(a) on EPC vasculogenesis abilities

2. 2摇 Lp(a)削弱 EPC 的黏附能力

经 PBS 处理后,培养瓶黏附有较多的 EPC,表
明 EPC 有极强的黏附能力。 而经 Lp(a)处理后,培
养瓶内仅有极少量的 EPC,表明 Lp(a)削弱 EPC 的

黏附能力(图 4)。

图 4. Lp(a)对 EPC 黏附能力的影响(200 伊 ) 摇 摇 A 为 PBS鄄
EPC 组,B 为 Lp(a)鄄EPC 组。

Figure 4. The effects of Lp ( a) on the adhesion ability
of EPC

2. 3摇 Lp(a)下调 EPC PGSL鄄1 和 CXCR4 蛋白表达

研究表明,EPC 黏附至缺血血管内皮的过程

中,PSGL鄄1 和 CXCR4 起重要的介导作用[1,14]。 本

研究中,正常 EPC(PBS 处理的 EPC)有丰富的 PS鄄
GL鄄1 和 CXCR4 蛋白表达,而经 Lp(a)处理后,EPC
的 PGSL鄄1 和 CXCR4 蛋白表达显著降低(图 5)。

图 5. Lp(a)对 EPC PGSL鄄1 和 CXCR4 蛋白表达的影响

Figure 5. The effects of Lp(a) on PGSL鄄1 and CXCR4 ex鄄
pression in EPC

3摇 讨摇 论

EPC 是骨髓干细胞中的一类细胞,拥有干细胞

的重要特性:归巢。 “归巢冶原指骨髓移植时通过静

脉注射进入体内的造血干细胞随着血液循环植入

到骨髓微环境的过程,现扩展为“干细胞在特定条

件趋化下迁移、定居在机体任何组织的过程冶 [15]。
Wan 等[13]报道,在心肌缺血时 EPC 有较高的迁移

能力。 研究报道,EPC 不仅在离体培养后可分化为

血管内皮细胞,而且在体移植后可归巢到缺血组织
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的受损血管,并向血管内皮分化,发挥血管内皮修

复功能。 此外, EPC 还参与新生毛细血管的形

成[2,16]。 然而许多因素损伤 EPC 的功能[6]。 因此,
探寻 EPC 归巢的影响因子已然成为 EPC 研究领域

的重点。 Lp(a)是一种可以直接损伤内皮细胞的脂

蛋白[10]。 本研究探讨 Lp(a)对 EPC 向小鼠下肢缺

血组织归巢及血管形成能力的影响。 结果显示,给
下肢缺血小鼠植入正常的小鼠骨髓源性 EPC 后,其
缺血组织血管及周围可见大量红色的 EPC,缺血区

毛细血管数量也显著增加。 但植入 Lp(a)预处理的

EPC 后,缺血组织仅见少量归巢的红色 EPC,其毛细

血管数量也较正常 EPC 植入组少。 上述结果表明

Lp(a)损伤 EPC 的归巢能力和血管发生能力。
迁移和黏附是 EPC 归巢至损伤组织的最为重

要的步骤。 为研究 EPC 的黏附能力,本研究将 EPC
种植于纤维连接蛋白包被过夜的培养瓶,结果显

示,大量的正常 EPC 黏附于有纤维连接蛋白的培养

瓶,表明黏附性高;而经 Lp(a)处理后,培养瓶底部

仅见少量的黏附细胞,表明 EPC 的黏附能力明显降

低。 研究报道,EPC 通过自身表达的 PSGL鄄1 与缺

血组织血管内皮细胞表达的 P / E鄄选择素结合,而黏

附到缺血组织的血管内皮,进而发挥内皮修复功

能[1]。 我们的结果显示,正常 EPC 能表达大量的

PSGL鄄1 蛋白,而经 Lp(a)处理后 EPC 的 PGSL鄄1 蛋

白水平明显降低。 课题组前期结果显示 P / E鄄选择

素高表达于小鼠下肢缺血区的血管内皮[12]。 以上

结果提示,Lp(a)可能通过抑制 PSGL鄄1 表达、减弱

EPC 的黏附能力而减少 EPC 归巢。 研究证明在循

环 EPC 向缺血组织迁移过程中,基质细胞衍生因子

1(stromal cells derived factor鄄1,SDF鄄1)起重要作用。
SDF鄄1 与其受体 CXCR4 形成 SDF鄄1 / CXCR4 轴参与

EPC 的迁移和黏附过程,且 EPC 能表达 CXCR4
[14]。 本研究显示,正常的 EPC 能表达 CXCR4 蛋

白,但经 Lp(a)处理后 CXCR4 蛋白表达明显下调。
课题 组 前 期 研 究 还 发 现, CXCR4 特 效 阻 断 剂

AMD3100 使 EPC 增殖、黏附、迁移和克隆形成能力

明显受损[17]。 这进一步提示了 Lp(a)也通过下调

CXCR4 表达而减少 EPC 的归巢。
总之,我们的结果显示了 Lp(a)可降低 EPC 向缺

血组织归巢的能力及血管新生能力,其机制可能与下

调 PGSL鄄1 和 CXCR4 表达、抑制 EPC 黏附和迁移相关。
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