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[摘　 要] 　 目的　 研究 ＧＴＰ 环化水解酶 Ｉ / 四氢生物蝶呤信号通路对高血压患者循环内皮祖细胞功能的调节ꎮ 方

法　 分别纳入高血压患者和健康志愿者各 １９ 例ꎬ采集外周血进行内皮祖细胞分离、培养及鉴定ꎬ评估其迁移、增
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ｍＲＮＡ 表达水平ꎮ 通过基因干扰、基因转染或药物阻滞干预ꎬ进一步证实该信号通路对内皮祖细胞功能的调节作

用ꎮ 结果　 高血压患者内皮祖细胞体外活性及体内再内皮化功能降低ꎬ且内皮祖细胞 ＧＴＰ 环化水解酶 Ｉ / 四氢生物

蝶呤通路及其下游信号分子一氧化氮、环磷酸鸟苷的 ｍＲＮＡ 表达水平亦下降ꎬ而凝血酶敏感蛋白 １ ｍＲＮＡ 表达水

平则升高ꎮ 抑制该信号通路的表达可削弱内皮祖细胞的体外活性及再内皮化功能ꎮ 结论　 研究证实 ＧＴＰ 环化水

解酶 Ｉ / 四氢生物蝶呤通路可通过凝血酶敏感蛋白 １ 及可溶性鸟苷酸环化酶 / 环磷酸鸟苷系统调节高血压患者内皮

祖细胞的体外及体内功能ꎮ
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　 　 内皮功能障碍是高血压血管损伤的标志及心

血管事件高危分层的预测指标[１]ꎮ 来源于骨髓的

循环内皮祖细胞( ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓꎬＥＰＣ)
在维持内皮功能及修复内皮损伤中起重要作

用[２￣５]ꎬ其介导的内源性内皮修复能力下降可能参

与高血压相关血管损害的进展[６￣７]ꎮ
内皮型一氧化氮合酶 ( ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ

ｓｙｎｔｈａｓｅꎬｅＮＯＳ)来源的一氧化氮(ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅꎬＮＯ)
是循环内皮祖细胞功能的重要调节因子[８￣９]ꎮ 在高

血压动物模型中ꎬＧＴＰ 环化水解酶 Ｉ ( ＧＴＰ ｃｙｃｌｏ￣
ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ＩꎬＧＴＰＣＨ Ｉ)过表达可提高四氢生物蝶呤

(ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｂｉｏｐｔｅｒｉｎꎬ ＢＨ４) 水平ꎬ 抑制 ｅＮＯＳ 解耦

联[１０￣１２]ꎬ从而改善受损的内皮祖细胞数量及功能ꎬ
而 ＧＴＰＣＨ Ｉ ｓｉＲＮＡ 干扰则显著抑制 ＰＰＡＲδ 激动剂

促进的内皮祖细胞再生能力[９]ꎬ提示内皮祖细胞依

赖于 ＧＴＰＣＨ Ｉ / ＢＨ４ 的 ｅＮＯＳ 活性调节可能是高血

压相关血管损伤重要的治疗靶点ꎮ
ＧＴＰＣＨ Ｉ / ＢＨ４ 通路在盐敏感性高血压中通过抑

制凝血酶敏感蛋白 １(ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ￣１ꎬＴＳＰ￣１)保护

内皮祖细胞功能并使内皮祖细胞 ＮＯ 水平上升ꎮ
ＴＳＰ￣１ 可抑制 ＮＯ 的下游信号通路可溶性鸟苷酸环化

酶(ｓｏｌｕｂｌｅ ｇｕａｎｙｌｙｌ ｃｙｃｌａｓｅꎬｓＧＣ) /环磷酸鸟苷(ｃｙｃｌｉｃ
ｇｕａｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬｃＧＭＰ) [１３]ꎮ 因此ꎬ本研究通

过对比高血压和正常血压者内皮祖细胞的 ＧＴＰＣＨ Ｉ /
ＢＨ４ 通路表达及血管损伤修复能力ꎬ探讨该通路对高

血压内皮祖细胞的调节作用及机制ꎮ

１　 对象和方法

１.１　 研究设计

采用对照观察ꎬ于 ２０１４ 年 １ 月至 ２０１５ 年 １２ 月

在中山大学药理实验室和中南大学湘雅医院老年

医学实验室完成ꎮ
１.２　 研究对象

招募正常血压的健康志愿者和高血压患者各

１９ 例ꎬ两组人员年龄相匹配ꎮ 所有纳入的研究对象

均经病史询问、详细的体格检查及实验室检查收集

相关临床资料ꎮ 纳入标准:①血压水平按照 ＪＮＣ８
指南的标准[１４]ꎬ正常血压为收缩压<１２０ ｍｍＨｇ 和 /
或舒张压<８０ ｍｍＨｇꎬ高血压为收缩压≥１４０ ｍｍＨｇ
和 / 或舒张压≥９０ ｍｍＨｇ(１ ｍｍＨｇ ＝ ０.１３３ ｋＰａ)ꎻ②
所有研究对象对研究内容知情同意并签署知情同

意书ꎻ③实验研究符合医学伦理学标准ꎮ 排除标

准:①排除已知的其他心血管疾病、糖尿病、恶性肿

瘤、炎症性或感染性疾病史ꎬ以避免对循环内皮祖

细胞数量及功能的可能影响ꎻ②排除吸烟、饮酒、近
期服药者及孕妇、哺乳期妇女ꎮ
１.３　 研究材料和试剂

８~１０ 周龄雄性无胸腺乳鼠(上海斯莱克实验动

物中心)ꎻＥＧＭ￣２ 培养基(Ｃｌｏｎｅｔｉｃｓ 公司)ꎻ纤维连接

蛋白(Ｈｅｍａｔｏｌｏｇｉｃ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司)ꎻＰＢＳ(Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
ＧｉｂｃｏＴＭ 公司)ꎻ ａｃ￣ＬＤＬ (Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｏｂｅｓ 公司)ꎻ
ｌｅｃｔｉｎ(Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻｖＷＦ 免疫荧光抗体一抗(Ｓｅｒｏｔｅｃ
公司)ꎻＦＬＫ￣１ 免疫荧光抗体一抗(Ｎｅｏｍａｒｋｅｒ 公司)ꎻ
ｖＷＦ 免疫荧光抗体二抗(ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｉｏｔｅｃｈ 公司)ꎻＦＬＫ￣
１ 免疫荧光抗体二抗、ＲＴ￣ＰＣＲ 试剂盒(德国 ＱＩＡＧＥＮ
公司)ꎻ逆 转 录 酶 ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司)ꎻ ＮＲＭＩｎｕ / ｎｕ、
ＧＴＰＣＨ Ｉ ｓｉＲＮＡ(Ｓｕｎｂｉｏ 医学生物技术有限公司)ꎻ
ＴＳＰ￣１ ｓｉＲＮＡ(上海生博生物医药科技有限公司)ꎻＬ￣
ＮＡＭＥ( Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司)ꎻＯＤＱ、Ｒｐ￣８￣Ｂｒ￣ｃＧＭＰＳ、
荧光显微镜 Ｏｌｙｍｐｕｓ ＢＸ５１ꎮ
１.４　 内皮祖细胞的培养及鉴定

参照既往研究所描述的方法[６ꎬ１５￣１９] 分离及培养

内皮祖细胞ꎮ Ｆｉｃｏｌｌ 离心法分离人外周血单个核细

６６２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ３ꎬ２０１８



胞ꎬ并诱导分化成内皮祖细胞ꎮ 细胞培养一周后取

部分贴壁细胞在一定浓度 ａｃ￣ＬＤＬ 溶液中孵育 １ ｈꎬ
之后加入 ２０ ｍＬ / Ｌ 多聚甲醛固定ꎬ以一定浓度 ｌｅｃｔｉｎ
抗体溶液孵育 １ ｈꎬ置于荧光显微镜下观察拍片ꎬ红
色和绿色双染色细胞为内皮祖细胞ꎮ 另一部分贴

壁细胞加入 ｖＷＦ 和 ＦＬＫ￣１ 免疫荧光抗体一抗孵育

３０ ｍｉｎꎬ再加入二抗孵育 ３０ ｍｉｎꎬ绿色染色细胞为内

皮祖细胞ꎮ
１.５　 内皮祖细胞体外迁移能力检测

将含 ５０ μｇ / Ｌ 血管内皮生长因子的 ＤＭＥＭ 培

养液加入改良 Ｂｏｙｄｅｎ 小室的下室ꎬ用 ２.５ ｇ / Ｌ 胰酶

消化贴壁细胞ꎬ悬浮于 ＤＭＥＭ 培养液中ꎮ 将 ２×１０４

内皮祖细胞悬浮于 ５００ μＬ ＤＭＥＭ 培养液并注入上

室ꎬ培养 ２４ ｈ 后ꎬ轻轻刮去滤膜上面的未迁移细胞ꎬ
用甲醇固定ꎬ Ｇｉｅｍｓａ 溶液 染 色ꎬ 计 数 迁 移 的 细

胞数[１５ꎬ１７￣１９]ꎮ
１.６　 内皮祖细胞体外黏附能力检测

参照既往报道的方法[１６ꎬ１８￣２０]ꎬ用 ０.２５％胰酶消

化内皮祖细胞ꎬ悬浮于 ＥＧＭ￣２ 培养液中ꎮ 将 ２×１０４

内皮祖细胞种植到预衬内皮细胞单层的 ２４ 孔培养

板[ＴＮＦ￣α ( ＋) 组:人脐静脉内皮细胞经 １ μｇ / Ｌ
ＴＮＦ￣α 预处理 １２ ｈꎬＴＮＦ￣α(－)组:人脐静脉内皮细

胞不用 ＴＮＦ￣α 预处理ꎬＴＮＦ￣α 能够增加黏附分子在

内皮细胞表面表达ꎬ促进细胞黏附]ꎬ置于 ３７℃孵箱

中ꎬ孵育 ３０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 冲洗后ꎬ计算贴壁细胞数ꎮ
１.７　 内皮祖细胞体外增殖能力检测

内皮祖细胞培养 ７ 天后ꎬ用 ０.２５％胰酶消化贴壁

细胞ꎬ悬浮于 ＤＭＥＭ 培养液中ꎮ 将相同数量的内皮

祖细胞接种到包被有人纤维连接蛋白的 ９６ 孔培养

板ꎬ每孔加 １０ μＬ ＭＴＴ(５ ｇ / Ｌ)ꎬ培养 ４ ｈ 后ꎬ弃去上清

液ꎬ再加入二甲基亚砜(１５０ μＬ / 孔)充分振荡 １０ ｍｉｎꎬ
在酶标仪下于波长 ４９０ ｎｍ 处测 ＯＤ 值[１５ꎬ１７￣１９]ꎮ
１.８　 动物模型的建立及再内皮化能力检测

按前期研究所描述[１６ꎬ２０]ꎬ挑选 ８ ~ １０ 周龄雄性

ＮＲＭＩ ｎｕ / ｎｕ 无胸腺裸鼠ꎬ用于注射人内皮祖细胞ꎮ
动物麻醉使用氯胺酮(１００ ｍｇ / ｋｇ 腹腔注射)和甲苯

噻嗪(５ ｍｇ / ｋｇ 腹腔注射)ꎬ手术在解剖显微镜下进

行ꎮ 通过颈腹侧正中切口暴露左颈总动脉ꎬ分别于

颈外动脉近端及远端放置结扎细线ꎬ结扎远端处细

线ꎬ然后在两细线之间的血管段作切口以置入剥蚀

装置ꎮ 使用弯曲导丝(直径 ０.３５ ｍｍ)插入颈总动

脉ꎬ前后拉动 ３ 次以损伤血管内皮ꎮ 撤去导丝后对

颈外动脉近端的细线进行结扎ꎮ 将内皮祖细胞(５×
１０５ Ｃｅｌｌｓ)置于 １００ μＬ 预热(３７℃)的 ＰＢＳ 溶液中ꎬ

在颈部手术 ３ ｈ 后使用 ２７Ｇ 细针通过裸鼠尾静脉注

射入其体内ꎮ 以同样容量的 ＰＢＳ 作为安慰剂注射

到对照裸鼠体内ꎮ 颈动脉损伤手术 ３ 天后ꎬ通过尾

静脉注射 ５０ μＬ 含伊文思蓝的溶液染色内皮损伤区

对内皮再生能力进行评估ꎮ 使用荧光显微镜探测

归巢至血管损伤区域的移植内皮祖细胞ꎮ 动物实

验符合中南大学和中山大学发布的实验动物护理

和使用指南ꎮ 临床研究通过中南大学湘雅医院和

中山大学附属第一医院医学伦理委员会批准ꎮ
１.９　 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＧＴＰＣＨ Ｉ 和 ＴＳＰ￣１ ｍＲＮＡ 水平

收集内皮祖细胞ꎬ提取总 ＲＮＡꎬ测定 ＲＮＡ 浓

度ꎬ进行 ＲＮＡ 定量ꎬ依照逆转录酶的实际说明书进

行逆转录反应ꎬＧＴＰＣＨ Ｉ 正义引物为 ５′￣ＣＡＧ ＧＡＧ
ＡＣＣ ＡＴＣ ＴＣＡ ＧＡＴ ＧＴＣ￣３′ꎬ 反义引物为 ５′￣ＴＴＣ
ＴＴＣ ＴＣＣ ＣＴＴ ＣＣＣ ＡＧＧ ＣＣ￣３′ꎻＴＳＰ￣１ 正义引物为

５′￣ＴＧＴ ＴＴＧ ＴＧＣ ＡＧＧ ＡＡＧ ＡＣＡ ＧＧ￣３′ꎬ反义引物为

５′￣ＴＴＧ ＴＣＡ ＡＧＧ ＧＴＧ ＡＧＧ ＡＧＧ ＡＣ￣３′ꎮ
１.１０　 细胞内 ＢＨ４、ＮＯ 及 ｃＧＭＰ 水平检测

按照先前研究所描述的方法[８ꎬ１５]ꎬ在酸性或碱

性条件下使用高效液相色谱法 ( ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍꎬＨＰＬＣ)测定细胞内 ＢＨ４ 水平ꎮ
ＤＡＦ￣ＦＭＤＡ 荧光染色法检测细胞内 ＮＯ 水平ꎬ酶免

疫分析法检测细胞内 ｃＧＭＰ 水平ꎮ
１.１１　 ＲＮＡ 干扰沉默 ＧＴＰＣＨ Ｉ 基因

按照说明书方法ꎬ将慢病毒转导颗粒转染至内

皮祖细胞内敲除 ＧＴＰＣＨ Ｉ 基因表达ꎬ同时以非相关

的 ｓｉＲＮＡ 作为阴性对照ꎮ 待 ｓｉＲＮＡ 导入内皮祖细

胞后ꎬ采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＲＮＡ 干扰沉默内皮祖细胞

ＧＴＰＣＨ Ｉ 基因表达的效果ꎬ同时应用 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
检测内皮祖细胞 ＧＴＰＣＨ Ｉ 的 ｍＲＮＡ 表达ꎮ
１.１２　 ＴＳＰ￣１ 基因转染

参照说明书方法将高表达人类 ＴＳＰ￣１ 基因的慢

病毒载体系统导入内皮祖细胞ꎬ同时以慢病毒空载

体转染内皮祖细胞作为阴性对照ꎮ 采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 检

测基因转染后内皮祖细胞 ＴＳＰ￣１ 基因表达的效果ꎬ
同时应用 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测内皮祖细胞 ＴＳＰ￣１ 的

ｍＲＮＡ 表达ꎮ
１.１３　 内皮祖细胞 ＧＴＰＣＨ / ＢＨ４ 通路的阻断

在培养至第 ７ 天的内皮祖细胞培养液中分别加

入 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｌ￣ＮＡＭＥ ( ｅＮＯＳ 特异性抑制 剂)、
１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＯＤＱ ( ｓＧＣ 特异性抑制剂)和 １ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｒｐ￣８￣Ｂｒ￣ｃＧＭＰＳ(ｃＧＭＰ 抑制剂)ꎬ预处理 １ ｈꎬ分别检

测各组内皮祖细胞的体外活性及体内再内皮化功能ꎮ
１.１４　 统计学分析

釆用 ＳＰＳＳ １２.０ 统计学软件进行数据分析ꎮ 所
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有数据以 ｘ±ｓ 表示ꎬ组间比较采用 ｔ 检验或方差分

析ꎬＰ<０.０５ 为差异具有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 研究对象的基线资料

高血压组收缩压和舒张压水平高于正常血压

组ꎬ其余基本临床特征均无明显差异(表 １)ꎮ

表 １. 两组间临床和生物化学指标比较

Ｔａｂｌｅ １. Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ

项　 目
正常血压组
(ｎ＝ １９)

高血压组
(ｎ＝ １９)

年龄(岁) ５６.５±４.２ ５８.０±５.１
身高(ｃｍ) １６６.３±５.９ １６３.９±５.３
体重(ｋｇ) ６３.５±６.８ ６３.６±４.８
体重指数(ｋｇ / ｍ２) ２２.３±１.８ ２３.８±２.０
收缩压(ｍｍＨｇ) １２２.７±１０.１ １５４.４±５.１ａ

舒张压(ｍｍＨｇ) ７６.８±６.２ ９４.９±４.２ａ

心率(次 /分) ７５.５±８.３ ７３.８±７.６
谷草转氨酶(ｍｍｏｌ / Ｌ) ２３.９.０±５.０ ２５.２±５.１
谷丙转氨酶(ｍｍｏｌ / Ｌ) ２１.３±４.３ ２４.２±４.２
尿素氮(ｍｍｏｌ / Ｌ) ５.５６±０.８２ ５.４７±１.１２
肌酐(ｍｍｏｌ / Ｌ) ６２.８±１１.３ ５９.２±１２.１
低密度脂蛋白(ｍｍｏｌ / Ｌ) ２.８４±０.４８ ２.８８±０.４５
总胆固醇(ｍｍｏｌ / Ｌ) ４.８２±０.５６ ５.２３±０.５２
高密度脂蛋白(ｍｍｏｌ / Ｌ) １.５５±０.２４ １.５９±０.２３
甘油三酯(ｍｍｏｌ / Ｌ) １.４０±０.２１ １.５３±０.２１
空腹血糖(ｍｍｏｌ / Ｌ) ４.９０±０.６１ ４.６９±０.７０

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与正常血压组比较ꎮ

２.２　 内皮祖细胞的鉴定

荧光显微镜下ꎬ贴壁细胞吞噬 ａｃ￣ＬＤＬ 荧光染色阳

性为红色(图 １)ꎬｌｅｃｔｉｎ 抗体荧光染色阳性为绿色(图
２)ꎬ细胞核 ＤＡＰＩ 荧光染色阳性为蓝色(图 ３)ꎬａｃ￣ＬＤＬ
和 ｌｅｃｔｉｎ 荧光染色阳性为内皮祖细胞(图 ４)ꎮ

图 １. ａｃ￣ＬＤＬ 抗体荧光标记阳性

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｓｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｏｆ ａｃ￣
ＬＤＬ ｔｈｒｏｕｇｈ ｐｈａｓｅ￣ｃｏｎｔｒａｓｔ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

图 ２. ｌｅｃｔｉｎ 抗体荧光标记阳性

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｓｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｏｆ ｌｅｃ￣
ｔｉｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｐｈａｓｅ￣ｃｏｎｔｒａｓｔ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

图 ３. ＤＡＰＩ 抗体荧光标记阳性

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｓｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｏｆ
ＤＡＰＩ ｔｈｒｏｕｇｈ ｐｈａｓｅ￣ｃｏｎｔｒａｓｔ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

图 ４. ａｃ￣ＬＤＬ 和 ｌｅｃｔｉｎ 抗体荧光标记阳性合并

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｒｇｅ ｏｆ ｌａｂｅｌｉｎｇ
ｏｆ ａｃ￣ＬＤＬ ａｎｄ ｌｅｃｔｉｎ

２.３　 高血压对内皮祖细胞体外功能及体内再内皮

化能力的影响

高血压患者内皮祖细胞的迁移、增殖和黏附功

能均较正常血压者降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 移植高血压患

者来源内皮祖细胞与移植正常血压者来源内皮祖

细胞的裸鼠模型相比ꎬ其损伤颈动脉的再内皮化功

能明显下降(Ｐ<０.０５)ꎮ 该结果提示高血压患者内

皮祖细胞的体外活性及体内损伤血管的再内皮化

功能均较正常血压者下降(图 ５)ꎮ
２.４　 高血压患者内皮祖细胞 ＧＴＰＣＨ Ｉ / ＢＨ４ 通路的

表达水平

高血压患者内皮祖细胞 ＧＴＰＣＨ Ｉ ｍＲＮＡ 表达

水平较正常血压者下调(Ｐ<０.０５)ꎬ相对应的ꎬ高血

压患者内皮祖细胞 ＢＨ４ 水平亦较正常血压者减少

(Ｐ< ０. ０５)ꎮ 此外ꎬ高血压患者内皮祖细胞 ＮＯ 和

８６２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ３ꎬ２０１８



ｃＧＭＰ 水平均较正常血压者下降(Ｐ<０.０５)ꎮ 而高血

压患者内皮祖细胞 ＴＳＰ￣１ ｍＲＮＡ 表达水平则较正常

血压者升高(Ｐ<０.０５ꎻ图 ６)ꎮ 这些结果提示ꎬ高血压

患者内皮祖细胞 ＧＴＰＣＨ Ｉ / ＢＨ４ 通路表达下调ꎮ

图 ５. 高血压患者及正常血压者内皮祖细胞体外迁移(Ａ)、增殖(Ｂ)、黏附(Ｃ、Ｄ)功能及再内皮化功能(Ｅ)
Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｔｈｅ ｉｎ￣ｖｉｔｒｏ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ( Ａ)ꎬ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ( Ｂ)ꎬ ａｄｈｅｓｉｏｎ ( Ｃ ａｎｄ Ｄ) ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎ￣ｖｉｖｏ ｒｅｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｉｚａｔｉｏｎ
ｃａｐａｃｉｔｙ(Ｅ) ｏｆ ＥＰＣ ｉｎ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｎｏｒｍｏｔｅｎｓｉｖｅ ｓｕｂｊｅｃｔｓ

图 ６. 高血压患者和正常血压者内皮祖细胞 ＧＴＰＣＨ Ｉ、ＢＨ４、ＮＯ、ＴＳＰ￣１及 ｃＧＭＰ 表达水平

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｔｈｅ ＧＴＰＣＨ Ｉꎬ ＢＨ４ꎬ ＮＯꎬ ＴＳＰ￣１ ａｎｄ ｃＧＭＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＰＣ ｉｎ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｎｏｒｍｏｔｅｎｓｉｖｅ ｓｕｂｊｅｃｔｓ

２.５　 ＧＴＰＣＨ Ｉ / ＢＨ４ 通路对高血压患者和正常血压

者内皮祖细胞功能的作用

分别通过 ｓｉＲＮＡ 干扰 ＧＴＣＰＨ Ｉ 基因表达、基因

转染上调 ＴＳＰ￣１ 表达以及药物阻滞 ｅＮＯＳ、 ｓＧＣ、
ｃＧＭＰ 预处理培养的高血压患者及正常血压者内皮

祖细胞ꎬ检测处理后内皮祖细胞功能活性ꎮ 结果发
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现ꎬ无论通过 ｓｉＲＮＡ 干扰抑制 ＧＴＰＣＨ Ｉ 基因表达、
基因转染上调 ＴＳＰ￣１ 表达水平或药物抑制 ｅＮＯＳ、
ｓＧＣ、ｃＧＭＰ 活性ꎬ均可使高血压患者或正常血压者

内皮祖细胞的体外迁移、增殖、黏附活性以及在动

物模型中对损伤血管的再内皮化功能受到抑

制(图 ７)ꎮ

图 ７. 阻断 ＧＴＰＣＨ / ＢＨ４ 通路减弱内皮祖细胞的体外活性及体内再内皮化功能　 　 分别对 ＧＴＰＣＨ Ｉ 敲除、ＴＳＰ￣１ 基因转染、ｅＮＯＳ 抑

制剂 Ｌ￣ＮＡＭＥ、ｓＧＣ 抑制剂 ＯＤＱ、ｃＧＭＰ 抑制剂 Ｒｐ￣８￣Ｂｒ￣ｃＧＭＰ 干预处理高血压患者和正常血压者内皮祖细胞的迁移(Ａ)、增殖(Ｂ)、黏附(Ｃ)及内

皮祖细胞介导的再内皮化(Ｄ)功能的定量分析ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与高血压患者对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与正常血压者对照组比较ꎮ 高血压对照组为

图中第一个未经抑制剂或 ＲＮＡ 干扰处理的高血压分组ꎬ正常血压者对照组为图中第一个未经抑制剂或 ＲＮＡ 干扰处理的正常血压分组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｂｌｏｃｋａｇｅ ｏｆ ＧＴＰＣＨ / ＢＨ４ ｐａｔｈｗａｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ￣ｖｉｔｒｏ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎ￣ｖｉｖｏ ｒｅｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｉｚａｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ＥＰＣ

０７２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ３ꎬ２０１８



３　 讨　 论

高血压是我国最常见的心血管疾病之一ꎬ是导

致心脑血管事件的独立危险因素ꎮ 血管内皮结构

及其功能受损是高血压血管病变的始动机制ꎬ在高

血压所致的心、脑、肾等重要靶器官损害的发生及

进展中起重要作用ꎮ 而近年来发现ꎬ来源于骨髓的

内皮祖细胞ꎬ作为内皮细胞的前体细胞ꎬ可在血管

内皮损伤后动员至外周血循环ꎬ通过在损伤血管局

部的迁移、黏附及增殖ꎬ加快血管损伤部位的再内

皮化ꎬ 在 血 管 内 皮 损 伤 修 复 过 程 中 起 重 要 作

用[２０￣２１]ꎮ 我们及其他学者前期的研究均证实ꎬ高血

压患者循环内皮祖细胞功能受损ꎬ且与血管弹性下

降和僵硬度增加密切相关ꎬ提示内源性血管修复能

力下降是高血压血管病变的发病机制之一[６ꎬ２２]ꎮ 本

研究结果发现ꎬ高血压患者与正常血压者比较ꎬ其
内皮祖细胞体外迁移、增殖及黏附活性及体内再内

皮化功能均明显下降ꎬ提示循环内皮祖细胞功能下

降所致的内源性血管修复能力下降是高血压血管

损伤的发病机制之一ꎮ
研究显示ꎬＧＴＰＣＨ Ｉ / ＢＨ４ 通路在盐敏感性高血

压中通过抑制 ＴＳＰ￣１ 保护内皮祖细胞功能并使内皮

祖细胞 ＮＯ 水平上升ꎮ ＮＯ 的活化可引起 ｃＧＭＰ 形

成ꎬ从而活化 ｃＧＭＰ 依赖性酶及 ｃＧＭＰ 依赖性钙离

子通道[２３￣２５]ꎮ ｃＧＭＰ 是保护氧化应激所致内皮祖细

胞功能损伤及增强其修复能力的重要靶点[２６￣２７]ꎬ而
ＴＳＰ￣１ 是抑制内皮祖细胞功能的重要因子[２８]ꎮ 此

外ꎬＮＯ 生成量的减少导致培养的内皮细胞 ＴＳＰ￣１ 表

达[１０ꎬ２９￣３０]ꎬ且 ＴＳＰ￣１ 亦同时抑制 ＮＯ 引起的 ｃＧＭＰ
合成及 ｃＧＭＰ 的下游信号通路[１３]ꎮ

既往研究发现补充 ＢＨ４ 可减少内皮祖细胞

ＴＰＳ￣１ 的表达ꎬ并增强内皮祖细胞功能[８]ꎬ而内皮细

胞 ＮＯ 生成减少可诱导 ＴＳＰ￣１ 表达[３１]ꎬ提示 ＢＨ４ 和

ＮＯ 在基础状态下对 ＴＳＰ￣１ 表达的抑制作用ꎮ 我们

此前的研究结果亦显示 ＧＴＰＣＨ Ｉ / ＢＨ４ 通路可能在

高血压患者中对内皮祖细胞功能存在调节作用ꎬ并
证实了该通路在切应力调节高血压内皮祖细胞功

能中的作用[１９]ꎬ但研究中未证实基础状态(无切应

力干预)下 ＧＴＰＣＨ Ｉ / ＢＨ４ 信号通路对高血压患者

内皮祖细胞的调节机制ꎮ 在本研究中ꎬ我们通过

ｓｉＲＮＡ 干扰敲除 ＧＴＰＣＨ Ｉ、基因转染上调 ＴＳＰ￣１ 表

达水平、或者药物阻滞 ｅＮＯＳ、ｓＧＣ 及 ｃＧＭＰꎬ对比分

析不同干预手段对内皮祖细胞迁移、增殖、黏附以

及损伤血管修复功能的变化ꎬ结果显示内皮祖细胞

上述功能活性均减弱ꎬ提示 ＧＴＰＣＨ Ｉ / ＢＨ４ 通路对

高血压患者内皮祖细胞功能的调节通过 ＴＳＰ￣１ 的抑

制以及 ｓＧＣ / ｃＧＭＰ 系统的活化增加内皮祖细胞 ＮＯ
水平ꎬ从而对调节内皮祖细胞功能活性起作用ꎮ 因

此ꎬ本研究内容是对先前研究的补充ꎮ
我们先前的研究显示酪氨酸激酶免疫球蛋白

和表皮生长因子同源结构域 ２( ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ｗｉｔｈ
ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ￣ｌｉｋｅ ａｎｄ ＥＧＦ￣ｌｉｋｅ ｄｏｍａｉｎｓ ２ꎬＴｉｅ２)依
赖性信号通路及 Ｃｙｓ￣Ｘ￣Ｃｙｓ 细胞因子 ４(Ｃ￣Ｘ￣Ｃ ｃｈｅ￣
ｍｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｐｅ ４ꎬＣＸＣＲ４) /趋化因子基质细胞

衍生因子(ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒ １ꎬＳＤＦ￣１)信号

通路在内皮细胞归巢至损伤血管壁的调节及其后

增强内皮祖细胞体内再内皮化能力中起重要作

用[１５]ꎮ 其他研究也发现 Ｃｙｓ￣Ｘ￣Ｃｙｓ 细胞因子 ７(Ｃ￣
Ｘ￣Ｃ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｐｅ ７ꎬＣＸＣＲ７)与内皮祖细

胞归巢及血管再生功能相关[３２]ꎮ 此项研究进一步

证实了 ＧＴＰＣＨ Ｉ / ＢＨ４ 通路在内皮祖细胞内皮修复

功能中的作用ꎮ 因此ꎬ各种不同研究结果提示存在

多种信号通路共同参与调节内皮祖细胞活性、归巢

到靶区修复血管损伤ꎮ 蛋白激酶 Ｂ 是血管生成素

２ / Ｔｉｅ２ 通路[１５] 及 ＣＸＣＲ７ / ＳＤＦ￣１ 通路[３２] 的下游信

号分子并通过 ｅＮＯＳ / ＮＯ 调节内皮祖细胞体外活性

及体内再内皮化能力[１５]ꎮ 本项研究结果发现

ｅＮＯＳ / ＮＯ 是内皮祖细胞 ＧＴＰＣＨ / ＢＨ４ 通路的下游

信号通路ꎮ 因此ꎬ依赖 ＮＯ 的通路可能是调节内皮

祖细胞功能及其修复血管损伤能力的共同下游

靶点ꎮ
总而言之ꎬ该研究证实了 ＧＴＰＣＨ Ｉ / ＢＨ４ 通路

可通过 ＴＳＰ￣１ 及 ｓＧＣ / ｃＧＭＰ 系统调节高血压患者内

皮祖细胞的功能活性ꎬ上调该通路的表达可恢复高

血压患者内皮祖细胞修复损伤血管的功能ꎬ可能作

为高血压相关血管损伤修复一种重要的治疗策略ꎮ
(致谢:向中山大学药理实验室和中南大学湘雅医院老年医

学实验室致谢)
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