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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究可溶性环氧化物水解酶抑制剂 t鄄AUCB 对小鼠来源内皮祖细胞(EPC)功能的调节及相关机

制。 方法摇 密度梯度离心法分离培养小鼠骨髓来源 EPC,不同浓度 t鄄AUCB 及过氧化体增殖物激活型受体 酌
(PPAR酌)阻断剂 GW9662 预干预 EPC,检测上述 EPC 体外增殖、黏附、迁移、血管生成情况。 结果 摇 在 1 ~ 100
滋mol / L 范围内,t鄄AUCB 呈浓度依赖性增强 EPC 体外增殖、黏附、迁移、血管生成能力,而 5 滋mol / L PPAR酌 阻断剂

GW9662 可抑制 EPC 上述功能。 结论摇 可溶性环氧化物水解酶抑制剂 t鄄AUCB 参与 EPC 增殖、黏附、迁移、血管生

成等功能的调控,其机制可能与激活 PPAR酌 通路有关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To observe the effect and mechanism of soluble epoxide hydrolase inhibitor t鄄AUCB regulating
murine endothelial progenitor cells爷 function. 摇 摇 Methods摇 Separated by density gradient centrifugation to obtain mouse
bone marrow progenitor cells, different concentrations of t鄄AUCB and peroxisome proliferator activated receptor酌 (PPAR酌)
blocker GW9662 pre鄄intervented endothelial progenitor cells, after that endothelial progenitor cell proliferation, adhesion,
migration, angiogenesis ability were detected in vitro. 摇 摇 Results摇 From 0 ~ 100 滋mol / L, as the concentration increases,
t鄄AUCB can increase endothelial progenitor cell proliferation, adhesion, migration, angiogenesis ability in vitro. 摇 摇 Con鄄
clusion摇 Soluble epoxide hydrolase inhibitor t鄄AUCB involved in forward regulating endothelial progenitor cell爷 function,
and its function is associated with activation of PPAR酌 on endothelial progenitor cell.

摇 摇 内皮祖细胞(endothelial progenitor cell,EPC)在
干细胞治疗心肌梗死中扮演重要角色。 环氧二十

碳三烯酸(epoxyeicosatrienoic acids,EET) 主要为细

胞内花生四烯酸在细胞色素 P450 环氧化酶催化下

产生[1],具有抑制血小板聚集、抑制炎症[2鄄4] 及促使

新生血管生成作用[5鄄8]。 EET 在细胞内半衰期短,
由可溶性环氧化物水解酶 ( soluble epoxide hydro鄄
lase,sEH) 迅速降解[9]。 因此使用 sEH 抑制剂被认
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为是增加 EET 在细胞内浓度及效用的有效途径,其
心肌缺血保护作用与促使新生血管生成有关[10,11]。
研究表明 EPC 表达过氧化体增殖物激活型受体 酌
( peroxisome proliferator activated receptor酌,
PPAR酌) [12],而 EET 是 PPAR酌 内源性激动剂[13]。
因此推测 sEH 抑制剂通过增强 EET 活性激活 EPC
上 PPAR酌,从而正向调节 EPC。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要材料与试剂

摇 摇 本实验选用 6 周龄清洁级雄性云南昆明小鼠

(中南大学湘雅二医院实验动物中心)作为 EPC 的

来源;CD34鄄FITC、CD133鄄FITC、CD31鄄PE、Flk鄄1鄄PE、
IgG1鄄FITC、 IgG2a鄄PE、 Dil鄄ac鄄LDL 购自英 国 Beck鄄
mancoulte 公 司; FITC鄄UEA鄄1 购 自 美 国 Molecular
Probes 公司;小动物呼吸机购自美国哈佛大学;即用

型免疫组织化学超敏 SP 试剂盒购自美国 Molecular
Probes 公司;胃蛋白酶、柠檬酸抗原修复缓冲液、
DAB 显色剂购自美国 Vector 公司;峪因子相关抗原

多克隆抗体、血管内皮生长因子(VEGF)相关抗原

多克隆抗体购自美国 Axygen 公司;甲醛、甲醇、无水

乙醇、异丙醇、冰醋酸等均为美国 Sigma鄄Aldrich 公

司分析纯试剂;sEH 抑制剂 t鄄AUCB 来自美国加州

大学伯克利分校。
1郾 2摇 实验分组

实验分为 0、1、10、50、100 滋mol / L t鄄AUCB 组及

PPAR酌 阻断剂 GW9662(5 滋mol / L)预干预 30 min
后 加 100 滋mol / L t鄄AUCB 干 预 组 ( t鄄AUCB +
GW9662 组)。
1郾 3摇 EPC 的分离、培养

密度梯度离心法从小鼠胫骨及股骨骨髓中分

离单个核细胞,按 5 伊 105 / cm 密度置于包被有大鼠

Fibronectin 的细胞培养皿中,加入含 5% FBS 和生长

因子的 EBM鄄2 培养基培养 4 天,去除悬浮细胞,隔
天半量更换培养基,并于倒置相差显微镜下观察不

同时间点细胞形态。
1郾 4摇 EPC 的鉴定

细胞培养 7 天后,依序加入 Dil鄄ac鄄LDL 及 FITC鄄
UEA鄄1(10 mg / L)行双染色,观察细胞摄取 Dil鄄ac鄄
LDL 及结合 FITC鄄UEA鄄1 的能力,双阳性细胞为

EPC;流式细胞仪检测 CD34、 CD133、CD31、Flk鄄1 表

面标志的表达。
1郾 5摇 细胞增殖状态的检测

EPC 培养至第 7 天,不同浓度(0、1、10、50、100

滋mol / L) t鄄AUCB 干预 24 h 及 5 滋mol / L PPAR酌 阻断

剂 GW9662 预干预 30 min 后加 100 滋mol / L t鄄AUCB
干预 24 h,加 MTT 测定 t鄄AUCB 及 GW9662 对 EPC
增殖功能的影响。
1郾 6摇 细胞黏附状态的检测

EPC 培养至第 7 天,不同浓度(0、1、10、50、100
滋mol / L ) t鄄AUCB 及 5 滋mol / L PPAR酌 阻 断 剂

GW9662 预干预 30 min 后加 100 滋mol / L t鄄AUCB 干

预 24 h,上述 EPC 接种于纤连蛋白包被的 6 孔板,
37益孵育 1 h,计数黏附细胞数。
1郾 7摇 细胞迁移能力的检测

EPC 培养至第 7 天,不同浓度(0、1、10、50、100
滋mol / L ) t鄄AUCB 及 5 滋mol / L PPAR酌 阻 断 剂

GW9662 预干预 30 min 后加 100 滋mol / L t鄄AUCB 干

预 24 h,上述 EPC 添加至具有迁移缓冲液的 Tran鄄
swell 板,37益孵育 4 h,测定迁移至下层的细胞数。
1郾 8摇 细胞血管生成状态的检测

EPC 培养至第 7 天,不同浓度(0、1、10、50、100
滋mol / L ) t鄄AUCB 及 5 滋mol / L PPAR酌 阻 断 剂

GW9662 预干预 30 min 后加 100 滋mol / L t鄄AUCB 干

预 24 h,上述 EPC 接种于 Matrigel 板上,孵育 24 h,
观察血管生成情况。
1郾 9摇 统计学处理方法

所有实验数据均使用 SPSS17. 0 统计软件包进

行统计分析。 计量资料用x 依 s 表示,并进行正态性

和方差齐性检验,组间均数显著性检验用多个样本

均数比较的方差分析(LSD鄄t 检验),双侧 P < 0. 05
表示差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 小鼠 EPC 的生长情况

摇 摇 刚接种时细胞呈圆形,散在悬浮于培养液内,
培养 24 ~ 48 h 后,部分细胞开始贴壁。 接种 4 天后

首次换液,去除未贴壁的悬浮细胞,倒置显微镜下

观察细胞生长状况,贴壁生长的细胞形成菊花状集

落,集落中央为圆形细胞,周围为梭形细胞围绕;7
天后见培养的细胞集落明显扩大,集落中央圆形细

胞向梭形细胞转化;第 8 天可见培养细胞形成条索

状;第 10 天培养的 EPC 可达 80% ~90%融合,以类

圆形和多角形铺路石样细胞为主,也可见梭形细胞

(图 1)。
2郾 2摇 小鼠 EPC 摄取 Dil鄄ac鄄LDL 及结合 FITC鄄UEA鄄1
能力

荧光显微镜下观察细胞摄取 Dil鄄ac鄄LDL 及结合
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FITC鄄UEA鄄1 的能力,红色荧光为摄取 Dil鄄ac鄄LDL 阳

性细胞,绿色荧光为结合 FITC鄄UEA鄄1 阳性细胞,黄
色荧光为双阳性细胞即 EPC,结果发现双阳性细胞

占总细胞数的 95%以上(图 2)。
2郾 3摇 小鼠 EPC 表面分化抗原流式细胞仪鉴定结果

流式细胞仪检测结果示,与同型分化抗原相

比,小鼠 EPC 细胞表面分化抗原分别为: CD34
53郾 89% 依 0郾 34% ,CD133 52郾 79% 依 0郾 67% ,CD31
36郾 67% 依0郾 93% ,Flk鄄1 43郾 88% 依0郾 48% (图 3)。
2郾 4摇 t鄄AUCB 对小鼠 EPC 体外增殖、黏附、迁移、血
管生成能力的影响

与对照组相比,1、10、50、100 滋mol / L t鄄AUCB 可

呈浓度依赖性显著增强 EPC 增殖、黏附、迁移及血管

生成能力(P <0郾 05);与 100 滋mol / L t鄄AUCB 组比较,
25 滋mol / L GW966 预干预可显著降低 t鄄AUCB 对 EPC

上述功能的影响(P <0郾 05;表 1 和图 4 ~6)。

图 1.内皮祖细胞培养结果( 伊 100) 摇 摇 A 为接种第 4 天,B 为

接种后第 7 天,C 为接种后第 8 天,D 为接种后第 10 天。

Figure 1. Endothelial progenitor cells in culture( 伊 100)

图 2. EPC 摄取 Dil鄄ac鄄LDL 及结合 FITC鄄UEA鄄1 荧光染色结果( 伊 200)摇 摇 A 为 Dil鄄ac鄄LDL 阳性细胞,B 为 FITC鄄UEA鄄1 阳性细胞,C
为双阳性细胞即 EPC。

Figure 2. EPC uptake of Dil鄄ac鄄LDL and FITC鄄UEA鄄1 fluorescent staining results( 伊 200)

图 3. 小鼠骨髓来源 EPC 表面分化抗原流式细胞仪分析结果摇 摇 同型对照细胞源自未干预的 EPC。

Figure 3. Mouse bone marrow鄄derived EPC surface differentiation antigens tested by flow cytometry
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表 1. 不同浓度 t鄄AUCB 干预对 EPC 增殖、黏附、迁移、血管生成能力的影响(x 依 s)
Table 1. The effect of different concentrations of t鄄AUCB intervention on EPC proliferation and number of cell adhesion, mi鄄
gration, angiogenesis (x 依 s)

分摇 组 增殖 黏附 迁移 血管生成

0 滋mol / L t鄄AUCB 组 1. 28 依 0. 02 78. 60 依 1. 14 61. 60 依 1. 14 40. 80 依 0. 84
1 滋mol / L t鄄AUCB 组 1. 42 依 0. 0a 108. 20 依 0. 84a 109. 80 依 1. 48a 74. 80 依 1. 13a

10 滋mol / L t鄄AUCB 组 1. 43 依 0. 03a 210. 80 依 0. 84a 128. 80 依 0. 84a 87. 80 依 1. 14a

50 滋mol / L t鄄AUCB 组 1. 47 依 0. 01a 296. 60 依 1. 48a 231. 60 依 1. 14a 177. 60 依 1. 30a

100 滋mol / L t鄄AUCB 组 1. 50 依 0. 01a 305. 40 依 1. 14a 240. 80 依 0. 84a 208. 80 依 1. 30a

t鄄AUCB + GW9962 组 1. 34 依 0. 03ab 95. 00 依 1. 00ab 99. 40 依 1. 14ab 54. 70 依 0. 96ab

a 为 P < 0. 05,与 0 滋mol / L t鄄AUCB 组(对照组)相比;b 为 P < 0. 05,与 100 滋mol / L t鄄AUCB 相比。 增殖结果为吸光度值;黏附、迁移单位为细胞

数;血管生成单位为血管生成数。

图 4. 不同浓度 t鄄AUCB对 EPC黏附功能的影响摇 摇 A、B、C、D、E 依次为0、1、10、50 和 100 滋mol / L t鄄AUCB 组,F 为 t鄄AUCB +GW9662 组。

Figure 4. Effect of different concentrations of t鄄AUCB on EPC adhesion function

图 5. 不同浓度 t鄄AUCB 对 EPC 迁移功能的影响摇 摇 A、B、C、D、E 依次为 0、1、10、50 和 100 滋mol / L t鄄AUCB 组,F 为 t鄄AUCB + GW9662
组(箭头所示红色点状物为迁移至下层 EPC)。

Figure 5. Effect of different concentrations of t鄄AUCB on EPC migration function
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图 6. 不同浓度 t鄄AUCB 对 EPC 血管生成功能的影响摇 摇 A、B、C、D、E 依次为 0、1、10、50 和 100 滋mol / L t鄄AUCB 组,F 为 t鄄AUCB +
GW9662 组。

Figure 6. Effect of different concentrations of t鄄AUCB on EPC angiogenesis function

3摇 讨摇 论

EPC 是血管内皮前体细胞,参与胚胎时期血管

发生和出生后血管新生。 因其具有转化为血管内

皮细胞促进血管生成能力,目前已成为研究缺血性

疾病的一种重要靶细胞[14鄄17]。 EPC 培养条件苛刻,
受多种因素影响,本研究使用消毒纱布无菌条件下

直接扯去肌肉,有效减少小鼠骨髓体外暴露时间;
20%胎牛血清[18] 作为基础培养基并加入多种细胞

因子[19]促进 EPC 生长分化;接种后 4 天首次换液;
使用淋巴细胞分离液分离骨髓内单个核细胞,有效

增加培养细胞纯度。 基于上述多种方法改进,本研

究培养的 EPC 显示红色荧光 ac鄄LDL 阳性细胞及显

示绿色荧光 UEA鄄1 阳性细胞几乎为 100% ,显示双

阳性细胞占总细胞数的 95%以上,细胞表面分化抗

原鉴定符合目前关于 EPC 表面分化抗原鉴定结

果[20],证实本实验培养的细胞为高纯度 EPC。
目前对 EPC 功能已进行较多研究,证实 EPC 的

主要功能为增殖、黏附、迁移、血管生成、归巢至梗

死心肌等,亦发现多种因素可通过多个通路影响

EPC 功能[21,23]。 研究发现 sEH 抑制剂与 EPC 之间

存在相关性,EET 可以通过激动 EPC 上的 PPAR酌
促进 EPC 功能,sEH 抑制剂 t鄄AUCB 通过减少 EET
分解,增强 EET 激活 EPC 上 PPAR酌 能力,从而正向

调节 EPC 功能。
通过实验我们得知,虽然不同浓度 t鄄AUCB 干

预后 EPC 体外功能的上升幅度存在差异,但从 0

滋mol / L 至 100 滋mol / L,随着浓度增加,t鄄AUCB 干预

的 EPC 增殖、黏附、迁移、血管生成能力呈浓度依赖

性增加,较对照组(0 滋mol / L)明显增加(P < 0. 05);
当 EPC 预先用 PPAR酌 受体阻断剂 GW9662 阻断

PPAR酌 通路后,t鄄AUCB 对 EPC 上述功能的促进作

用明显下降,提示 sEH 抑制剂通过 PPAR酌 通路对

EPC 发挥作用。 我们的研究亦发现 GW9662 预干预

联合 t鄄AUCB 干预后,上述检测结果较对照组显著

增加,即阻断 PPAR酌 通路并不能完全阻断 sEH 抑

制剂对 EPC 的激活,提示 t鄄AUCB 除了通过 PPAR酌
通路发挥作用外,还通过其他机制对 EPC 发挥作

用[21,22],这与目前关于 sEH 抑制剂调节 EPC 的机

制研究亦相符。
综上,sEH 抑制剂 t鄄AUCB 参与正向调控 EPC

体外增殖、黏附、迁移、血管生成,其正向调控 EPC
功能与激活 EPC 上 PPAR酌 通路有关。
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