
[收稿日期] 摇 2015鄄02鄄27 [修回日期] 摇 2015鄄03鄄26
[基金项目] 摇 国家自然科学基金资助(81070221)
[作者简介] 摇 白洁,主治医师,研究方向为心血管病学,E鄄mail 为 381104519@ qq郾 com。 孟军,硕士,主治医师,研究方向为心

血管病学。 通讯作者王佐,博士,教授,研究方向为动脉粥样硬化发病机制与防治,E鄄mail 为 smt121101@ 163郾 com。

·临床研究· [文章编号] 摇 1007鄄3949(2015)23鄄04鄄0384鄄05

高脂蛋白( a)的冠心病患者内皮祖细胞功能受损
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[摘摇 要] 摇 目的摇 比较高脂蛋白(a)[Lp(a)]的冠心病患者和低 Lp(a)的冠心病患者内皮祖细胞(EPC)的功能差

异。 方法摇 酶联免疫法测定 Lp(a),差速贴壁法分离 EPC,Dil鄄ac鄄LDL 吞噬及 lectin 结合鉴定 EPC 并计数。 MTT 法

检测 EPC 存活与增殖,改良 Boyden 小室检测细胞迁移,明胶玻片法检测细胞黏附,杂交瘤皿上观察并计数单个细

胞克隆数,基质胶上测量管状结构形成长度。 结果摇 高 Lp(a)的冠心病患者循环 EPC 数显著低于低 Lp(a)的冠心

病患者(109郾 4 依 13郾 8 个 / 视野比 384郾 0 依 37郾 0 个 / 视野,P = 0郾 0023);MTT 分析显示,低 Lp( a)组 OD 值为 0郾 77 依
0郾 05,而高 Lp(a)组 OD 值为 0郾 23 依 0郾 04(P = 0郾 0018),表明高 Lp(a)的冠心病患者 EPC 的生存状态较差,这一点

在凋亡检测中进一步得到体现,高 Lp(a)组 EPC 凋亡率显著高于低 Lp(a)组(14郾 9% 依 3郾 3%比 4郾 1% 依 0郾 8% ,P =
0郾 035)。 与低 Lp(a)组比较,高 Lp(a)组 EPC 的黏附(25郾 3 依 4郾 6 个 / 视野比 78郾 6 依 6郾 8 个 / 视野,P = 0郾 0030)、迁移

(22郾 0 依 2郾 6 个 / 视野比 56郾 0 依 4郾 9 个 / 视野,P = 0郾 0037)、克隆形成(2郾 4 依 0郾 4 个 / 视野比 11郾 0 依 1郾 3 个 / 视野,P =
0郾 0003)、管状结构形成(7郾 4 依 1郾 2 mm / field 比 33郾 3 依 2郾 6 mm / field,P = 0郾 0001)均显著受损。 结论摇 与低 Lp(a)的

冠心病患者相比,高 Lp(a)的冠心病患者 EPC 功能受损更严重。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To compare the functional difference of endothelial progenitor cells (EPC) of high concentra鄄
tion Lp(a) (逸300 mg / L) coronary artery disease (HLPCAD) patients and low concentration Lp(a) ( < 300 mg / L) cor鄄
onary artery disease (LLPCAD) patients. 摇 摇 Methods摇 Differential adherence method was used to isolate EPC, Dil鄄ac鄄
LDL swallowed and lectin binding was used for EPC identification. 摇 MTT was used to assay EPC survival and proliferation,
modified Boyden chamber for migration, gelatin slide method for adhesion, a single cell hybridoma clones dish was ob鄄
served and counted, and tubular structures formed on matrigel matrix length was measured. 摇 摇 Results摇 The numbers of
circulating EPC in HLPCAD patients were significantly lower than those in LLPCAD patients (109郾 4 依 13郾 8 Cells / field
vs郾 384郾 0 依 37郾 0 Cells / field, P = 0郾 0023). 摇 MTT analysis showed that the OD value of LLPCAD group was 0郾 77 依 0郾 05,
and the HLPCAD was 0郾 23 依 0郾 04 (P = 0郾 0018), the apoptosis rate of HLPCAD EPC was significantly higher than that in
LLPCAD group (14郾 9% 依 3郾 3% vs郾 4郾 1% 依 0郾 8% , P = 0郾 035). 摇 The numbers of adhesion (25郾 3 依 4郾 6 Cells / field vs郾
78郾 6 依 6郾 8 Cells / field, P = 0郾 0030), migration (22郾 0 依 2郾 6 Cells / field vs郾 56郾 0 依 4郾 9 Cells / field, P = 0郾 0037), and
clone鄄form units (2郾 4 依 0郾 4 number / field vs郾 11郾 0 依 1郾 3 number / field, P = 0郾 0003), tubular structure formation (7郾 4 依
1郾 2 mm / field vs郾 33郾 3 依 2郾 6 mm / field, P = 0郾 0001) of HLPCAD patients were significantly reduced. 摇 摇 Conclusions摇
Function of HLPCAD EPC is seriously impaired while compared with LLPCAD EPC.
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摇 摇 内皮祖细胞(endothelial progenitor cell,EPC)是
血管内皮细胞的前体细胞,EPC 可快速动员移动归

巢,并黏附结合到血管损伤部位,抑制内膜增生,促
进局部缺血损伤部位的重新血管化[1鄄2]。 当 EPC 注

入缺血肢端或心肌缺血部位,能显著促进血管新

生,明显改善缺血脏器功能[3鄄5],因此,EPC 已经成

为心血管疾病发病和致死独立预测因素和干预靶

点[6],但几乎所有的动脉粥样硬化( atherosclerosis,
As)危险因子都对 EPC 产生负面作用,EPC 数目与

As 危险因子总和呈负相关关系[7]。 高脂蛋白( a)
[lipoprotein(a),Lp(a)]血症(逸300 mg / L)被认为

是 As 的独立危险因素,我们前期研究在体外发现

Lp(a)可损伤 EPC 的生物学功能,其对 EPC 的存

活、增殖、迁移、黏附、克隆形成和血管性以及治疗

性血管新生、血管损伤内皮修复均有损伤作用,并
诱导 EPC 凋亡[8鄄9]。 因此,有必要展开高 Lp(a)的

冠心病患者 EPC 功能状况的研究。

1摇 资料和方法

1郾 1摇 主要试剂与仪器

摇 摇 胎牛血清(元亨圣马生物技术研究所),DMEM 培

养基(Gibco 公司),封闭用羊血清(武汉博士德生物工

程有限公司),VEGF、Murine SDF鄄1琢(Peprotech 公司),
BCA 蛋白测量试剂盒(Pierce 公司), Transwell 迁移系

统(Corning 公司),明胶、碘化丙啶(Sigma 公司),Ho鄄
echst 33258 试剂盒(碧云天生物技术研究所),其他试

剂均为国产分析纯。 倒置相差显微镜(日本 Olympus
公司),荧光显微镜(日本 Nikon 公司)。
1郾 2摇 高 Lp(a)血症的冠心病患者外周血收集

从南华大学附属第一医院心内科确诊为冠心

病的患者血液中获取循环 EPC。 测定 Lp( a)浓度

后,分为高 Lp(a)组[Lp(a)浓度逸300 mg / L]和低

Lp(a)组[Lp(a)浓度 < 300 mg / L],使两组在年龄、
性别、体质指数、血压脂质谱、药物治疗等基本特征

上完全匹配,所有患者无受伤、溃疡、视网膜病、近
期外科手术、炎症和恶性肿瘤等可能影响 EPC 动力

学的因素,同时患者在 3 个月之内有不稳定型心绞

痛和心肌梗死要予以排除,患者无维生素和叶酸酯

药物治疗史[10]。
1郾 3摇 循环 EPC 的培养、鉴定与计数

取外周血,密度梯度离心法分离外周血单个核

细胞,接种细胞(4 伊 106)于内皮细胞培养基(EBM)
培养 4 天,PBS 清洗去除非贴壁细胞,换液培养至 7
天。 贴壁细胞与 2郾 4 mg / L Dil鄄ac鄄LDL 共同孵育 1

h,2%多聚甲醛固定,再用 BS鄄1 lectin 复染,荧光显

微镜下记数 Dil鄄ac鄄LDL 和 lectin 双阳性细胞百分

比,取任意 5 个视野的均值。
1郾 4摇 EPC 存活与凋亡分析

采用 MTT 法分析 EPC 存活。 0郾 25% 胰酶消化

体外增殖 EPC 并计数,再将 200 滋L 密度为 1 伊
1010 ~ 1 伊 1011 Cells / L EPC 均匀接种到包被有明胶

的 96 孔培养板。 培养 48 h 后每孔加 10 滋L MTT,
37益、5%CO2 培养箱继续培养 4 h 后,吸弃上清液,
再加入二甲基亚砜(每孔 150 滋L),于微量振荡器充

分振荡 10 min, 置酶标仪于波长 490 nm 处测

OD 值。
采用 Hoechst33258 染色法检测细胞凋亡。 将

EPC 以相同的数目接种于 6 孔板内的盖玻片上,采
用无血清的 2译牛血清白蛋白 DMEM 培养基培养,
48 h 后取出盖玻片,加 0郾 5 mL 固定液固定 10 min,
去掉固定液,PBS 洗 2 次,每次 3 min。 加 0郾 5 mL
Hoechst33258 染色液,5 min。 用 PBS 洗 2 次,每次 3
min。 滴一滴抗荧光淬灭封片液于载玻片上,将盖玻

片细胞面贴于载玻片上,荧光显微镜下观察,随机

取 3 个连续视野计算凋亡细胞数目,计算平均数。
1郾 5摇 细胞迁移实验

用 0郾 25%胰蛋白酶消化收集贴壁细胞,悬浮在

定量的培养基中计数,将等量 EPC 用于实验。 改良

Boyden 小室的下室加培养基,在下室加终浓度为 10
滋g / L SDF鄄1琢 诱导迁移。 1 伊 105 处理或未处理的

EPC 重悬于 50 滋L 培养基,注入上室培养 6 h,刮去

滤膜上面的未移动细胞,用甲醇固定,苏木素染色,
随机选择 3 个高倍显微镜视野( 伊 400)计数迁移的

细胞。
1郾 6摇 细胞黏附实验

胰酶消化体外增殖的 EPC 并计数,将 2 mL 1 伊
1010 Cells / L EPC 悬液接种到 6 孔板(n = 3),孵育 48
h 后,胰酶消化取同等数目 EPC 接种到包裹明胶的

盖玻片,37益、5%CO2 培养箱培养 30 min,PBS 洗掉

未贴壁细胞,随机选择 3 个显微镜视野(20 伊 )计数

贴壁细胞,取平均数。
1郾 7摇 细胞克隆形成能力检测

将 48 h 未贴壁的外周血细胞以 1010 Cells / L 密

度接种在杂交瘤皿中,继续培养一周后,在显微镜

下计数每个杂交瘤皿中具有典型形态的 EPC鄄CFU,
即以一团细胞为中心,四周游离圆形、梭形及针样

细胞,每组计数 2 次,取均值。 用 0郾 25% 胰酶消化

外周血源初级 EPC鄄CFU,吹散细胞以 106 ~ 107
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Cells / L 接种于明胶包被的 6 孔板(n = 3),计数一周

内 EPC鄄CFU 个数(9 个孔 / 组),观察集落单位大小

和细胞密度。
1郾 8摇 体外血管生成能力分析

采用体外血管形成试剂盒检测 EPC 血管生成

能力。 将 ECMatrixTM 胶液和 ECM 10 伊稀释液置于

4益冰箱过夜,使之冻融。 每 900 滋L ECMatrixTM 胶

液加入 100 滋L ECM 10 伊 稀释液,混匀。 将上述溶

液加入 96 孔板,每孔 50 滋L,37益孵育 1 h 成胶。 消

化贴壁细胞获取 EPC,并重新悬浮于培养液,调整细

胞数为 5 伊 107 Cells / L。 将 EPC 接种于 ECMatrixTM
胶上(5000 ~ 10000 个 / 孔)。 37益培养 24 h,在 200
倍倒置显微镜下观察小(血)管生成情况。 细胞拉

长变形,长度为宽度的 4 倍以上即可被认为形成小

管,并计算测量血管样结构总长度。
1郾 9摇 统计学处理

实验所得数据以x 依 s 表示,两组间比较采用 t
检验,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 从外周血中分离提取 EPC,用 Dil鄄ac鄄LDL 培养

4 h,FITC鄄UEA鄄1 孵育 30 min,发现 EPC 具有吞噬

Dil鄄ac鄄LDL 和结合 FITC鄄UEA鄄1 的能力(图 1),而循

环 EPC 的数目在高 Lp(a)组显著低于低Lp(a)组

(109郾 4 依 13郾 8 个 /视野比 384郾 0 依 37郾 0 个 /视野,P
= 0郾 0023)。

图 1. 人外周血循环 EPC 的鉴定 (10 伊 ) 摇 摇 A 为吞噬 Dil鄄ac鄄LDL(红色荧光),B 为结合 FITC鄄UEA鄄1(绿色荧光),C 为同时具有结合

UEA鄄1 和吞噬 ac鄄LDL 能力的 EPC(棕黄色)。

Figure 1. Identification of circulation endothelial progenitor cells in human peripheral blood (10 伊 )

2郾 2摇 EPC 存活与凋亡

低 Lp(a)组 OD 值为 0郾 77 依 0郾 05,而高 Lp(a)
组 OD 值为 0郾 23 依 0郾 04,高 Lp(a)组 OD 值显著低

于低 Lp(a)组(P = 0郾 0018),表明高 Lp(a)组 EPC

的生存状态较差(图 2)。 高 Lp(a)组 EPC 凋亡率显

著高于低 Lp ( a) 组 (14郾 9% 依 3郾 3% 比 4郾 1% 依
0郾 8% ,P = 0郾 035;图 3)。

图 2. EPC 存活分析(20 伊 , n = 3)摇 摇 A 为低 Lp(a)组,B 为高 Lp(a)组。

Figure 2. Survival analysis of endothelial progenitor cells(20 伊 , n = 3)

图 3. EPC 凋亡分析(20 伊 , n = 3)摇 摇 A 为低 Lp(a)组,B 为高 Lp(a)组。

Figure 3. Analysis of apoptosis rate of endothelial progenitor cells(20 伊 , n = 3)
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2郾 3摇 EPC 黏附情况

高 Lp(a)组 EPC 在明胶包被 6 孔板的黏附细

胞数明显少于低 Lp( a)组(25郾 3 依 4郾 6 个 /视野比

78郾 6 依 6郾 8 个 /视野,P = 0郾 0030;图 4)。

图 4. EPC 黏附分析(20 伊 , n = 3)摇 摇 A 为低 Lp(a)组,B 为高 Lp(a)组。

Figure 4. Adhesion analysis of endothelial progenitor cells(20 伊 , n = 3)

2郾 4摇 EPC 迁移情况

高 Lp(a)组 EPC 在 Transwell 上的迁移细胞数

显著低于低 Lp(a)组(22郾 0 依 2郾 6 个 /视野比 56郾 0 依
4郾 9 个 /视野,P = 0郾 0037;图 5)。

图 5. EPC 迁移分析 (20 伊 , n = 3)摇 摇 A 为低 Lp(a)组,B 为高 Lp(a)组。

Figure 5. Migration analysis of endothelial progenitor cells(20 伊 , n = 3)

2郾 5摇 EPC 克隆形成能力

人外周血 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。 取第 4 天的细胞

进行观察,可见低 Lp(a)组在条件培养基的刺激下,
能形成较多的 EPC 克隆(11郾 0 依 1郾 3 个 /视野)。 高

Lp( a ) 组 不 但 克 隆 数 目 明 显 减 少 ( 2郾 4 依 0郾 4
个 /视野),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,可见高 Lp(a)明显损

伤 EPC 克隆的形成(图 6)。

图 6. EPC 的克隆形成单位分析 (20 伊 , n = 3)摇 摇 A 为低 Lp(a)组,B 为高 Lp(a)组。

Figure 6. Clone form units analysis of endothelial progenitor cells (20 伊 , n = 3)

2郾 6摇 体外管状结构形成能力

高倍显微镜下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(图 7A)。
高 Lp(a)组对 EPC 的血管形成能力产生明显损伤效

用(图 7B),其不但形成血管样结构的形状模糊,且与

低 Lp(a)组相比,两者管腔样结构长度有显著差异

(33郾 3 依2郾 6 mm 比 7郾 4 依1郾 2 mm;P =0郾 0001)。

3摇 讨摇 论

前期体外实验发现 Lp( a)呈浓度依赖性损伤

EPC 存活、迁移、黏附、血管形成能力和克隆形成能

力[8]。 其损伤作用显示出几个特点:其一是 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
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图 7. EPC 的管状结构形成分析(20 伊 , n = 3)摇 摇 A 为低 Lp(a)组,B 为高 Lp(a)组。

Figure 7. Tube structure information analysis of endothelial progenitor cells(20 伊 , n = 3)

抑制作用;其二是表现出较强的浓度依赖性,当浓

度达到 300 mg / L 时,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,并促进 EPC 凋亡[8]。 特

别是对 EPC 存活与增殖的影响更是如此,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)血症,从
其对 EPC 的损伤作用来看,这个浓度的划分是合理

的。 机制研究发现,Lp( a)损伤 EPC 与抑制下调

PI3K / Akt / eNOS 信号通路的活性和促进活性氧的生

成有关[9],而 PI3K / Akt / eNOS 信号通路在 EPC 功能

维持上起着重要作用[11鄄12],进一步的研究发现,
Apo(a)可损伤 EPC 功能,损伤小鼠下肢缺血模型上

的治疗性血管新生。 从小鼠下肢缺血模型上发现,
经 Apo(a)孵育后,EPC 的归巢能力大大下降,缺血

下肢新生血管密度下降。 研究发现,Apo( a)通过

LOX鄄1 激活 Notch / JAG鄄1 信号通路,下调 EPC 上的

血管内皮生长因子及 CXCR4 等表达而起作用[9]。
在其它条件均等的条件下,相对于低 Lp(a)的

冠心病患者,高 Lp( a)的冠心病患者 EPC 功能受

损,这个发现证实高 Lp(a)可以作为心血管疾病的

独立危险因子而存在。 因影响 EPC 数目和功能的

因素众多[7],故使得从临床筛查完全符合本研究入

选条件病例数较少,限制了从临床角度研究高

Lp(a)浓度与 EPC 功能关系,特别是机制研究方面,
需要更多符合条件的病例数,因此本研究只是一项

初步的研究结果,有待于加强研究力度。 值得一提

的是,Lp(a)的浓度效应在体外实验和体内实验较

为一致, 300 mg / L 的预警线对高 Lp(a)的冠心病患

者 EPC 功能的损伤同样适用,即此浓度下 EPC 的功

能破坏明显,该结果为今后监测和干预 Lp(a)的血

浆浓度提供了有价值的参数。
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