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[摘　 要] 　 目的　 探讨糖原合酶激酶 ３β(ＧＳＫ￣３β)抑制剂氯化锂对内皮祖细胞增殖的作用机制ꎮ 方法　 密度梯

度离心法分离大鼠骨髓源性内皮祖细胞ꎬ体外培养 ７ 天后分别给予不同浓度氯化锂(５、１０、２０、４０ ｍｍｏｌ / Ｌ)以抑制

内皮祖细胞的 ＧＳＫ￣３β 活性ꎮ 分别采用镜下计数法及四氮唑溴盐比色法测定内皮祖细胞增殖能力ꎬ荧光激活细胞

分离仪分析各组内皮祖细胞的细胞周期变化ꎮ 采用蛋白印迹法测定 Ｗｎｔ 信号通路中磷酸化 ＧＳＫ￣３β、β￣连环蛋白

及细胞周期蛋白 Ｄ１ 的蛋白表达ꎮ 结果　 氯化锂在一定浓度范围内可剂量依赖性地增加内皮祖细胞数量ꎮ 与对照

组比较ꎬ不同浓度氯化锂组(５、１０、２０ ｍｍｏｌ / Ｌ)内皮祖细胞数量显著增加(Ｐ<０.０５ꎬｎ ＝ ５)ꎮ 四氮唑溴盐比色法检测

氯化锂各浓度组内皮祖细胞在 ４９０ ｎｍ 处吸光度值与对照组比较差异有显著性(Ｐ<０.０５ꎬｎ ＝ ５)ꎮ 荧光激活细胞分

离仪分析显示氯化锂组细胞周期 Ｓ 期较对照组显著增加(Ｐ<０.０５ꎬｎ ＝ ３)ꎮ 蛋白印迹法测定表明ꎬ与对照组比较氯

化锂可显著增加磷酸化 ＧＳＫ￣３β、β￣连环蛋白及细胞周期蛋白 Ｄ１ 的蛋白表达(Ｐ<０.０５ꎬｎ＝ ３)ꎮ 结论　 ＧＳＫ￣３β 抑制

剂氯化锂可通过激活 Ｗｎｔ 信号通路显著促进内皮祖细胞的增殖能力ꎮ
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　 　 血管内皮损伤是动脉粥样硬化、高血压、糖尿病、
介入治疗后再狭窄等多种血管性疾病共同的病理生

理基础ꎮ 加速损伤血管的再内皮化进程成为损伤性

血管疾病防治领域的一个关键问题ꎮ 研究发现兼具
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干细胞及内皮细胞特性的内皮祖细胞(ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌꎬＥＰＣ)在内膜修复中的作用不可或

缺[１￣３]ꎮ 然而成体循环中 ＥＰＣ 数量有限ꎬ冠心病多种

危险因素严重影响 ＥＰＣ 的数量及功能ꎬ限制了 ＥＰＣ
自体移植在血管损伤性疾病中的临床应用[４￣８]ꎮ 因

此ꎬ积极阐明 ＥＰＣ 增殖分化的调控机制具有重要意

义ꎮ 近来 研 究 发 现 糖 原 合 酶 激 酶￣３β ( ｇｌｙｃｏｇｅｎ
ｓｙｎｔｈａｓｅ ｋｉｎａｓｅ￣３βꎬＧＳＫ￣３β)不仅参与细胞内糖代谢

过程ꎬ还参与干细胞的增殖、分化和凋亡等多种重要

生理过程[９￣１２]ꎮ ＥＰＣ 具备干细胞部分特性ꎬ我们推测

ＧＳＫ￣３β 可能在其增殖功能上发挥调节作用ꎮ 本研究

中我们重点研究 ＧＳＫ￣３β 抑制剂氯化锂(ｌｉｔｈｉｕｍ ｃｈｌｏ￣
ｒｉｄｅꎬＬｉＣｌ)在 ＥＰＣ 增殖中的作用机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要材料

—大鼠淋巴细胞分离液购于天津灏洋生物公司ꎻ
优质胎牛血清、ＤＭＥＭ 培养液购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司ꎻ乙
酰化低密度脂蛋白(ａｃｅｔｙｌａｔｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ １ꎬ１′￣ｄｉｏｃｔａｄｅｃｙｌ￣３ꎬ３ꎬ３′ꎬ３′￣ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌ￣ｉｎ￣
ｄｏｃａｒｂｏｃｙａｎｉｎｅ ｐｅｒｃｈｌｏｒａｔｅꎬ ＤｉＩ￣ａｃ￣ＬＤＬ)购自 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｐｒｏｂｅ 公司ꎻ人纤维连接蛋白、二苯基四氮唑溴盐

(ＭＴＴ)、胰蛋白酶、硫氰酸荧光素标记荆豆凝集素 Ｉ
(ＦＩＴＣ￣ＵＥＡ￣Ｉ)、二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)、磷酸盐缓冲液

(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬ ＰＢＳ) 及氯化锂购自

Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ血管内皮生长因子(ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ)购自 Ｐｅｐｒｏ Ｔｅｃｈ 公司ꎻ单克隆

兔抗大鼠磷酸化 ＧＳＫ￣３β(ｐｈｏｓｐｈｏｒ￣ｇｌｙｃｏｇｅｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ
ｋｉｎａｓｅ ３βꎬ ｐＧＳＫ￣３β)、β￣连环蛋白(β￣ｃａｔｅｎｉｎ)及细

胞周期蛋白 Ｄ１ ( ＣｙｃｌｉｎＤ１) 抗体购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ
公司ꎮ
１.２　 内皮祖细胞的分离培养与鉴定

采用 Ｆｉｃｏｌｌ 密度梯度离心法分离大鼠骨髓源性

单个核细胞ꎬ接种于包被纤连蛋白的培养瓶中ꎬ在
添加了 ２０％胎牛血清、５０ μｇ / Ｌ ＶＥＧＦ 的 ＤＭＥＭ 培

养液中培养ꎬ３~４ 天更换培养液ꎬ细胞培养至 ７ 天供

实验使用ꎮ 采用 ａｃ￣ＬＤＬ 摄取法及 ＦＩＴＣ￣ＵＥＡ￣Ｉ 细胞

免疫荧光法对 ＥＰＣ 进行鉴定ꎬ荧光显微镜下 ＤｉＩ￣ａｃ￣
ＬＤＬ 和 ＦＩＴＣ￣ＵＥＡ￣Ｉ 染色双阳性细胞为正在分化

的 ＥＰＣ[１３]ꎮ
１.３　 实验分组

分为药物干预组和对照组ꎮ 药物干预组分别

给予不同浓度氯化锂(５、１０、２０、４０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＬｉＣｌ 组)
以抑制 ＥＰＣ 的 ＧＳＫ￣３β 活性ꎬ对照组给予等量

ＤＭＥＭ 细胞培养液ꎬ３７℃培养 ４８ ｈ 进行后续分析ꎮ
１.４　 细胞增殖能力检测

１.４.１　 镜下计数法 　 　 荧光倒置显微镜下对每组

ＤｉＩ￣ａｃ￣ＬＤＬ 和 ＦＩＴＣ￣ＵＥＡ￣Ｉ 染色双阳性的 ＥＰＣ 进行

计数(计数 ５ 个随机选择的 ２００ 倍视野的 ＥＰＣ)ꎮ
１.４.２　 ＭＴＴ 检测法　 　 ０.２５％胰蛋白酶消化收集不同

浓度氯化锂作用下的 ＥＰＣꎬ５００ μＬ 培养液重悬细胞计

数ꎮ 将等量 ＥＰＣ 接种到 ９６ 孔培养板中培养４８ ｈꎬ每组

５ 个平行孔ꎬ加入 ＭＴＴ ６ ｈ 后弃上清ꎬ加入 ＤＭＳＯ 终止

反应ꎬ放置于微量振荡器上充分震荡１０ ｍｉｎꎬ酶联免疫

检测仪 ４９０ ｎｍ 波长处检测吸光度值ꎮ
１.５　 细胞周期检测

分别离心收集各组 ＥＰＣꎬＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎬ７０％预

冷乙醇固定ꎬ４℃ 过夜ꎮ ＰＢＳ 洗涤后 ＥＰＣ 重悬于

５０ ｍＬ / Ｌ的溴化乙锭染液中ꎬ３７℃避光孵育 ３０ ｍｉｎꎮ
流式细胞仪分析 ＤＮＡ 含量分布ꎬ计算 Ｇ０ / Ｇ１ 期、Ｓ
期及 Ｇ２ / Ｍ 期细胞比例ꎮ 每组实验重复 ３ 次ꎮ
１.６　 蛋白印迹法检测蛋白表达

分别提取各组 ＥＰＣ 蛋白ꎬ测定蛋白总浓度ꎮ 电

泳分离、电转膜、封闭后分别加入单克隆兔抗大鼠

ｐＧＳＫ￣３β(１ ∶ １０００)、β￣ｃａｔｅｎｉｎ(１ ∶ １０００)及 ＣｙｃｌｉｎＤ１
(１ ∶ ５００)抗体ꎬ４℃过夜ꎬ辣根过氧化物酶标记山羊抗

兔 ＩｇＧ(１ ∶ １０００)孵育 ２ ｈꎮ 化学发光法显影ꎬ凝胶成

像分析仪测定蛋白表达ꎮ
１.７　 统计学处理方法

采用 ＳＰＳＳ１８.０ 统计软件包进行统计学处理ꎬ实
验测得数据以 ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间比较采用单因素方

差分析ꎬＰ<０.０５ 为差异具有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 内皮祖细胞培养及鉴定结果

密度梯度法分离获取的单个核细胞 ４８ ｈ 后开

始贴壁ꎬ逐渐生长呈梭形或纺锤形内皮样细胞ꎮ 荧

光显微镜下可见 ＦＩＴＣ￣ＵＥＡ￣Ｉ 和 ＤｉＩ￣ａｃ￣ＬＤＬ 染色双

阳性细胞(图 １)ꎮ
２.２　 氯化锂增加内皮祖细胞数量及增殖能力

使用氯化锂预处理 ＥＰＣ 以抑制 ＥＰＣ 中 ＧＳＫ￣
３β 活性ꎬ观察氯化锂对 ＥＰＣ 增殖功能的影响ꎮ 发

现氯化锂预处理的 ＥＰＣ 数量在一定浓度范围呈剂

量依赖性增加ꎮ 与对照组比较ꎬ ５、１０、２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 氯

化锂可显著增加 ＥＰＣ 数量(Ｐ< ０. ０５)及增殖能力

(Ｐ<０.０１ꎻ表 １)ꎮ 然而ꎬ我们发现 ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的氯化

锂可造成 ＥＰＣ 数量显著减少、大量死亡ꎬ故将此组

在后续实验中剔除ꎮ
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图 １. 内皮祖细胞形态及鉴定(２００×)　 　 Ａ 为 ＥＰＣ 培养 ４８ ｈ 后开始贴壁ꎬ逐渐生长呈梭形或纺锤形内皮样细胞ꎻＢ 为 ＤｉＩ￣ａｃ￣ＬＤＬ 和 ＦＩＴＣ￣
ＵＥＡ￣Ｉ 染色双阳性细胞即 ＥＰＣꎻＣ 为 ＥＰＣ 摄取 ＤｉＩ￣ａｃ￣ＬＤＬ 表达红色荧光ꎻＤ 为 ＥＰＣ 与 ＦＩＴＣ￣ＵＥＡ￣Ｉ 结合表达绿色荧光ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ(２００×)

表 １. 氯化锂增加内皮祖细胞数量及增殖能力(ｎ＝ ５)
Ｔａｂｌｅ １. ｌｉｔｈｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ
ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ(ｎ＝ ５)

分　 组 ＥＰＣ 细胞数(个) 吸光度值

对照组 ３７.０±２.０ ０.２６５±０.０２３２
５ ｍｍｏｌ / Ｌ 氯化锂组 ４２.４±２.７ａ ０.３６５８±０.０３０４ｂ

１０ ｍｍｏｌ / Ｌ 氯化锂组 ５４.２±３.８ｂ ０.４４３６±０.０３４７ｂ

２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 氯化锂组 ５８.６±３.０ｂ ０.６５２８±０.０３３８ｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎮ

２.３　 氯化锂对内皮祖细胞细胞周期的影响

荧 光 激 活 细 胞 分 离 仪 分 析 发 现ꎬ ５、 １０、
２０ ｍｍｏｌ / Ｌ氯化锂增加 ＥＰＣ 的 Ｓ 期比例ꎬ与对照组

比较差异有显著性(Ｐ<０.０５ꎻ表 ２)ꎮ

表 ２. 氯化锂对内皮祖细胞细胞周期的影响(ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｌｉｔｈｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ｅｎｄｏ￣
ｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌ(ｎ＝ ３)

分　 组 Ｇ０ / Ｇ１ 期(％) Ｓ期(％) Ｇ２ / Ｍ期(％)

对照组 ８２.８８±２.８２ １４.６２±０.６２ ２.５０±０.２６
５ ｍｍｏｌ / Ｌ 氯化锂组 ７９.２８±３.０９ １７.２１±０.８５ａ ３.５１±０.３２ｂ

１０ ｍｍｏｌ / Ｌ 氯化锂组 ７１.２３±３.２２ｂ ２４.３８±１.１４ｂ ４.３９±０.４８ｂ

２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 氯化锂组 ６２.６６±４.１４ｂ ３３.１５±２.４２ｂ ４.１９±０.３６ｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎮ

２.４　 氯化锂对内皮祖细胞中 Ｗｎｔ 信号通路的影响

为了明确 ＧＳＫ￣３β 抑制剂氯化锂对 ＥＰＣ 中

ＧＳＫ￣３β 下游信号通路的调节 作 用ꎬ 我 们 采 用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定 ｐＧＳＫ￣３β、β￣ｃａｔｅｎｉｎ 及 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 的

蛋白表达ꎮ 结果表明ꎬ与对照组比较氯化锂可显著

增加 ｐＧＳＫ￣３β、β￣ｃａｔｅｎｉｎ 及 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 的蛋白表达

(Ｐ<０.０１ꎻ图 ２)ꎮ

３　 讨　 论

ＥＰＣ 是血管内皮细胞的前体细胞ꎬ可分化为内

皮细胞参与损伤内皮的修复过程ꎮ 自 ＥＰＣ 被发现

以来ꎬ各国学者积极研究其在血管再内皮化中的作

用ꎬ试图将其作为种子细胞应用于血管损伤性疾病

的临床治疗ꎮ 然而ꎬ成体外周循环中 ＥＰＣ 数量有

限ꎬ且心血管危险因素严重影响 ＥＰＣ 生物学功能ꎬ
限制了 ＥＰＣ 自体移植的临床应用ꎮ 因此ꎬ积极探寻

有效扩增 ＥＰＣ 数量、改善细胞功能的机制将为 ＥＰＣ
临床应用提供可能ꎮ

近年来国外学者相继报道 ＧＳＫ￣３β 参与胚胎干

细胞、造血干细胞及神经干细胞的增殖、分化及凋

亡过程ꎬ我们推测 ＧＳＫ￣３β 对兼具干细胞特性的

ＥＰＣ 可能发挥相似的调控作用ꎮ 氯化锂作为 ＧＳＫ￣
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图 ２. 氯化锂增加 ｐＧＳＫ￣３β、β￣ｃａｔｅｎｉｎ 及 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 的蛋白表

达　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｌｉｔｈｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐＧＳＫ￣
３βꎬβ￣ｃａｔｅｎｉｎ ａｎｄ ＣｙｃｌｉｎＤ１

３β 抑制剂被广泛应用ꎬ其通过磷酸化丝氨酸 Ｎ 末端

结构域而抑制 ＧＳＫ￣３β 活性ꎮ 我们以不同浓度的氯

化锂预处理 ＥＰＣꎬ结果发现在 ５~２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 浓度范

围内氯化锂可剂量依赖性的促进 ＥＰＣ 的增殖能力ꎬ
而 ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ 浓度的氯化锂则对细胞产生毒性作

用ꎬ造成细胞的大量死亡ꎮ 我们的结果与此前

Ｈｉｂｂｅｒｔ 及 Ｃｈｏｉ 等研究小组的结论一致ꎮ Ｈｉｂｂｅｒｔ、
Ｃｈｏｉ 等[１４￣１８]研究发现通过基因转染或药物干预以

抑制 ＧＳＫ￣３β 活性ꎬ可以显著增加 ＥＰＣ 数量、抑制血

管内膜增生、促进损伤动脉的再内皮化ꎬ并可加速

药物涂层支架延迟的再内皮化进程ꎮ 我们分析抑

制 ＧＳＫ￣３β 活性加速血管再内皮化可能基于其对

ＥＰＣ 增殖能力的显著促进作用ꎬ然而其可能促增殖

机制较少报道ꎮ 我们进一步对 ＧＳＫ￣３β 抑制剂氯化

锂促进 ＥＰＣ 增殖的可能机制进行初探ꎮ 流式细胞

仪对细胞周期进行分析发现氯化锂可减低 ＥＰＣ 中

Ｇ０ / Ｇ１ 期比例ꎬ显著增加 Ｓ 期比例ꎬ表明抑制 ＧＳＫ￣
３β 活性可促进 ＥＰＣ 向 ＤＮＡ 合成期及有丝分裂期

的转化ꎮ 研究还发现氯化锂可对 Ｗｎｔ 下游信号通

路产生影响ꎬ通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现抑制 ＧＳＫ￣
３β 活性可显著增加 ｐＧＳＫ￣３β、β￣ｃａｔｅｎｉｎ 及 ＣｙｃｌｉｎＤ１
的蛋白表达ꎮ β￣ｃａｔｅｎｉｎ 是 Ｗｎｔ 通路中传递信号的

重要分子ꎬ在调控细胞增殖中发挥核心作用ꎮ Ｗｎｔ

信号通路激活后可抑制细胞内 ＧＳＫ￣３β 的活性ꎬ从
而减弱后者对 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 的磷酸化ꎮ 未磷酸化的 β￣
ｃａｔｅｎｉｎ 在胞质中大量积累ꎬ并转运至胞核ꎬ与转录

因子 ＴＣＦ / ＬＥＦ 结合形成异源二聚体ꎬ激活 ＴＣＦ / ＬＥＦ
活性ꎬ启动下游靶基因 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ｃ￣ｍｙｃ 等的转录和

表达ꎮ ＣｙｃｌｉｎＤ１ 主要分布于细胞核中ꎬ是重要的细

胞周期调控蛋白ꎬ参与细胞的增殖ꎮ 本研究结果显

示氯化锂可有效作用于 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路ꎬ通
过上调 β￣ｃａｔｅｎｉｎ、ＣｙｃｌｉｎＤ１ 的表达水平ꎬ促进 ＥＰＣ
细胞进入 Ｓ 期ꎬ从而增加 ＥＰＣ 增殖能力ꎮ

综上所述ꎬ氯化锂作为 ＧＳＫ￣３β 抑制剂可激活

Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路、调控细胞周期促进 ＥＰＣ 增

殖ꎬ这将为体外有效扩增自体 ＥＰＣ 治疗血管损伤性

疾病的临床应用提供实验依据ꎮ
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