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[摘　 要] 　 目的　 探讨绝经后期超重女性循环内皮祖细胞(ＥＰＣ)数量和功能的变化及与肱动脉血流介导的内皮

依赖性舒张功能(ＦＭＤ)的关系ꎮ 方法　 招募绝经后期体重正常女性 ２０ 例ꎬ绝经后期超重女性 ２０ 例ꎬ体重正常男

性 ２０ 例和超重男性 ２０ 例ꎬ取外周血用流式细胞仪测定 ＣＤ３４ 和 ＫＤＲ 双标阳性循环 ＥＰＣ 水平ꎬａｃ￣ＬＤＬ 及 ｌｅｃｔｉｎ 荧

光标记方法评估体外培养的 ＥＰＣ 数量ꎬＭＴＴ 法和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室评估 ＥＰＣ 的增殖能力和迁移能力ꎬ内皮功能通过

ＦＭＤ 测量ꎮ 结果　 四组人群循环 ＥＰＣ 数量差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ与超重男性相比ꎬ绝经后期超重女性 ＥＰＣ
功能及 ＦＭＤ 差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ与体重正常人群相比ꎬ超重人群 ＦＭＤ 明显下降(Ｐ<０.０５)ꎬＥＰＣ 的迁移和

增殖能力明显减弱(Ｐ<０.０５)ꎮ 循环 ＥＰＣ 的迁移和增殖功能与 ＦＭＤ 具有明显的相关性( ｒ＝ ０.４５ꎬＰ<０.０５ꎻｒ＝ ０.５２ꎬＰ
<０.０５)ꎮ 结论　 绝经后期超重女性 ＦＭＤ 和循环 ＥＰＣ 数量及功能没有得到保留ꎬ且明显减弱ꎮ
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　 　 超重和肥胖是冠心病等心脑血管疾病的独立

危险因素ꎬ其可引起血管内皮功能障碍[１￣２]ꎮ 内皮

损伤是导致动脉硬化形成的始动环节ꎬ内皮功能障

碍的本质是内皮损伤与修复之间动态平衡的破

坏[３]ꎮ 内 皮 祖 细 胞 ( ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓꎬ
ＥＰＣ)具有有效修复血管内皮损伤并参与血管新生ꎬ
改善血管内皮功能ꎬ在内皮损伤后的修复中起着重

要的作用[４]ꎮ 大量研究证实肥胖或超重可引起循

环中 ＥＰＣ 数量减少、功能损害ꎬ并影响内皮修复能

力ꎬ破坏内皮损伤和修复之间的平衡ꎬ从而导致血

管内皮功能障碍ꎬ促进冠心病等心脑血管病的发生

发展[５￣６]ꎮ 大量研究显示绝经前期女性 ＥＰＣ 数量与

功能均优于同龄男性和绝经后期女性ꎬ获得心血管

疾病的风险也明显降低ꎬ这可能与雌激素水平相

关[７￣８]ꎮ 既往研究发现绝经前期高血压前期、糖尿

病女性循环 ＥＰＣ 数量与功能是得到保留的[７￣９]ꎬ而
目前尚不清楚绝经后期超重女性人群循环 ＥＰＣ 数

量和功能是否也得到保留ꎮ 因此ꎬ我们假设绝经后

期超重女性人群 ＥＰＣ 数量及功能未得到保留ꎮ 本

研究拟探讨绝经后期循环 ＥＰＣ 数量和功能的变化ꎬ
旨在证实绝经后期超重女性血管损伤的可能相关

机制ꎬ为该人群相关血管损伤修复寻找新的干预

靶点ꎮ

１　 资料和方法

１.１　 研究对象

在湘雅医院招募了 ８０ 例志愿者ꎬ分为 ４ 组:绝
经后期体重正常女性 ２０ 例、绝经后期超重女性 ２０
例、正常体重男性 ２０ 例ꎬ超重男性 ２０ 例ꎮ 纳入标

准:年龄≥４５ 岁ꎬ已经完成最后一次月经女性及与

年龄相匹配男性ꎮ 排除标准:年龄<４５ 岁的女性ꎻ合
并高血压、糖尿病、冠心病等患者ꎻ肝肾功能不全及

造血系统等原发性疾病ꎻ精神病患者及不配合人

群ꎮ 绝经后期是指绝经后的生命时期ꎮ 在早期阶

段ꎬ虽然卵巢停止分泌激素ꎬ但仍能分泌少量雄激

素ꎬ一般 ６０ 岁进入老年期ꎬ此期卵巢已完全衰竭ꎬ雌
激素水平更低ꎬ不足以维持女性第二性征[１０]ꎮ
１.２　 材料

内皮细胞基础培养基 ２ 购自美国 Ｃｌｏｎｅｔｉｃｓꎬ
ＣＤ３４ 流式细胞荧光抗体购于 ＢＤ 公司ꎬａｃ￣ＬＤＬ 购于

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｏｂｅｓ 公司ꎬｌｅｃｔｉｎ 购于 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬＴｒａｎ￣
ｓｗｅｌｌ 迁移小室 ２４ 孔购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司ꎬ纤维连

接蛋白购自 Ｈｅｍａｔｏｌｏｇｉｃ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司ꎬＭＴＴ 购

自 Ｆｌｕｋａ 公司ꎬ红细胞裂解液购自美国 Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ Ｔｅ￣
ｃｈｏｌｏｇｉｅｓ 公司ꎮ
１.３　 肱动脉血流介导的内皮依赖性舒张功能测定

受试者取仰卧位ꎬ左上臂充分暴露ꎬ将超声探

头(ＨＰｓｏｎｏｓ２５００ 超声心动图仪)置于肘窝上方ꎬ取
得最大的肱动脉内径和最佳的直线状动脉壁血液

界面ꎬ记录基础肱动脉二维图像ꎬ固定探头ꎬ给袖带

充气至 ２５０ ｍｍＨｇ 至完全阻断血流 ５ ｍｉｎ 后迅速放

气ꎬ记录放气 ３０ ｓ 至 １ ｍｉｎ 间肱动脉二维图像ꎮ 肱

动脉 血 流 介 导 的 内 皮 依 赖 性 舒 张 功 能 ( ｆｌｏｗ￣
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｄｉｌａｔａｔｉｏｎꎬＦＭＤ) ＝ (充血后内径 －基础内

径) / 基础内径×１００％ꎮ
１.４　 人外周血 ＥＰＣ 的分离和培养

参照文献[１０]ꎬ取外周静脉血ꎬ提取 ＥＰＣꎬ用 ＰＢＳ
等体积稀释后ꎬ加入含 Ｆｉｃｏｌｌ￣Ｐａｑｕｅ 人淋巴细胞分

离液的离心管上层ꎬ常温下离心ꎬ吸取中间白膜层

细胞ꎬＰＢＳ 洗涤 ２ 次后ꎬ离心 ８ ｍｉｎ 获取单核细胞ꎮ
将单核细胞重悬于含胎牛血清的 ＥＰＣ 全培养基ꎬ置
３７℃ꎬ每 ４ 天换液 １ 次ꎮ 培养一周ꎮ
１.５　 流式细胞仪测定循环 ＥＰＣ 水平

参照文献[７ꎬ９ꎬ１１]ꎬ取外周血 １００ μＬꎬ加入三种抗

体(ＣＤ３４ 及 ＫＤＲ)各 １０ μＬꎬ室温放置 ３０ ｍｉｎꎬ加入

红细胞裂解液 ２ ｍＬꎬ离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ再离心 ５
ｍｉｎꎬ２％多聚甲醛固定ꎮ
１.６　 荧光标记方法评估培养的 ＥＰＣ 数量

参照文献[９ꎬ１２￣１３]ꎬ培养 ７ 天后去培养基ꎬＰＢＳ 洗

２ 遍ꎬ加稀释后的 Ｄｉｌ￣ａｃ￣ＬＤＬꎬ孵育 ２ ｈꎬ４％甲醛固定

１０ ｍｉｎꎬ加 １％曲拉通 ２００ μＬ / 孔ꎬ孵育 ２０ ｍｉｎꎬ再加

１ ∶ １００ 稀释的 ｌｅｃｔｉｎꎬ孵育 １ ｈꎬ荧光显微镜下观察ꎮ
１.７　 ＥＰＣ 迁移、增殖能力检测

将 ２×１０４ 个 ＥＰＣ 悬浮液加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室ꎬ在
下室中加入含 ５０ μｇ / Ｌ 血管因子 (ＶＥＧＦ１６５) 的

ＤＭＥＭ 培养液中ꎬ培养 ２４ ｈ 后ꎬ取上室并轻擦掉上

室膜上未迁移的细胞ꎬ随机选取 ５ 个连续显微镜视

野(２００×)计数迁移的细胞ꎬ取平均数[１４]ꎮ
消化各组初级 ＥＰＣ 集落单位并计数ꎬ将 １００ μＬ

１×１０３个 / Ｌ ＥＰＣ 均匀接种到明胶包被的 ９６ 孔培养

板(ｎ＝ ５)ꎬ置于 ３７℃、５％ＣＯ２培养箱培养 ２４ ｈꎬ之后
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每孔加 １０ μＬ ＭＴＴ(５ ｇ / Ｌ)ꎬ再培养 ４ ｈꎬ置酶标仪于

波长 ４９０ ｎｍ 处测 Ａ 值[１５]ꎮ
１.８　 统计学分析

计量资料以 ｘ±ｓ 表示ꎬ两组间比较采用独立样

本 Ｔ 检验ꎻ计数资料以频数或率等指标来表示ꎬ组
间差异性运用 χ２ 检验ꎻＥＰＣ 功能与 ＦＭＤ 之间的关

系采用单因素相关分析ꎮ 以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计

学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 一般资料比较

男性身高、体重明显高于女性(Ｐ<０.０５)ꎬ超重

男性、绝经后期超重女性的 ＢＭＩ 明显高于体重正常

男性、绝经后期体重正常女性(Ｐ<０.０５)ꎬ其余指标

均无统计学差异(Ｐ>０.０５ꎻ表 １)ꎮ

表 １. 四组间一般临床和生物化学指标比较

Ｔａｂｌｅ １. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｒａｌ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ

项目
绝经后期体重正常

女性(ｎ＝ ２０)
绝经后期超重
女性(ｎ＝ ２０)

体重正常男性
(ｎ＝ ２０)

超重男性
(ｎ＝ ２０)

年龄(岁) ５６.１±４.７ ５７.３±４.５ ５６.７±４.４ ５５.３±４.１
身高(ｃｍ) １６３.６±５.６ １６２.６±６.２ １６９.３±６.３ａ １６７.８±５.０ａ

体重(ｋｇ) ５７.７±４.２ ７０.０±５.６ｂ ６３.０±６.５ａ ７４.７±４.５ａｂ

ＢＭＩ (ｋｇ / ｍ２) ２１.６±１.６ ２６.５±１.８ｂ ２１.９±１.４ ２６.６±２.３ｂ

收缩压(ｍｍＨｇ) １１９.４±９.５ １２０.９±５.９ １２１.３±６.６ １２３.３±９.２
舒张压(ｍｍＨｇ) ７３.２±６.８ ７５.０±５.２ ７４.７±６.３ ７６.５±６.９
心率(次 /分) ７４.８±８.７ ７５.９±８.５ ７３.６±８.６ ７６.６±８.０
雌激素(ｐｍｏｌ / Ｌ) １０６.０±２６.２ １１６.５±３７.０ １０２.５±２０.１ １０８.１±１９.９
ＡＳＴ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ２５.０±６.９ ２６.６±６.３ ２８.４±４.０ ２６.３±５.１
ＡＬＴ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ２１.５±５.７ ２３.５±４.７ ２４.７８±５.６ ２４.１±６.１
ＢＵＮ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ５.４±０.７ ５.５±０.９ ５.１±０.９ ５.３±０.７
Ｃｒ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ６９.１±１２.７ ７１.４±１１.６ ６６.３±１４.３ ６８.１±１３.７
ＬＤＬ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ２.６２±０.３９ ２.７６±０.３９ ２.５６±０.４６ ２.７１±０.４２
ＴＣ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ４.３８±０.５３ ４.５４±０.５６ ４.２３±０.６３ ４.４８±０.５８
ＨＤＬ(ｍｍｏｌ / Ｌ) １.３３±０.２０ １.２７±０.１３ １.２９±０.１４ １.２３±０.１２
ＴＧ(ｍｍｏｌ / Ｌ) １.５８±０.１９ １.６７±０.２０ １.６３±０.１７ １.６９±０.１６
ＦＰＧ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ４.３４±０.４６ ４.６８±０.５６ ４.７６±０.５０ ４.５４±０.４８

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与女性比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与体重正常男性、绝经后期体重正常女性比较ꎮ

图 １. ＥＰＣ 的鉴定与迁移　 　 Ａ 为 ｌｅｃｔｉｎ 所染的 ＥＰＣ(绿色)荧光图(２００×)ꎻＢ 为 Ｄｉｌ￣ａｃ￣ＬＤＬ 所染的 ＥＰＣ(红色)(２００×)的荧光图ꎬＣ 为 ｌｅｃｔｉｎ
与 Ｄｉｌ￣ａｃ￣ＬＤＬ 双标的 ＥＰＣ(２００×)ꎬＤ 为 ＥＰＣ 迁移的结晶紫染色图ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ
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２.２　 ＦＭＤ 比较

超重者 ＦＭＤ 明显小于体重正常者(Ｐ<０.０５)ꎬ体
重正常的男性与女性之间以及超重的男性与女性之

间 ＦＭＤ 比较差异无统计学意义(Ｐ>０.０５ꎻ图 ２)ꎮ

图 ２. 各组 ＦＭＤ 相互比较　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与体重正常者比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＦＭＤ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２.３　 循环 ＥＰＣ 数量比较

各组循环 ＥＰＣ 数量差异无统计学意义 (Ｐ >
０.０５ꎻ图 ３ 和 ４)ꎮ
２.４　 循环 ＥＰＣ 功能比较

与绝经后期体重正常女性相比ꎬ绝经后期超重

女性循环 ＥＰＣ 迁移和增殖能力明显下降 ( Ｐ <
０.０５)ꎻ与超重男性相比ꎬ绝经后期超重女性循环

ＥＰＣ 迁移和增殖能力差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ
与体重正常男性相比ꎬ超重男性循环 ＥＰＣ 迁移和增

殖能力明显下降(Ｐ<０.０５)ꎻ与体重正常男性相比ꎬ
绝经后期体重正常女性循环 ＥＰＣ 迁移和增殖能力

差异无统计学意义(Ｐ>０.０５ꎻ图 ５ 和 ６)ꎮ

图 ３. 流式细胞仪计循环 ＥＰＣ 数量

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ
ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｓｏｒｔｉｎｇ ａ￣
ｎａｌｙｓｉｓ

图 ４. 显微镜计循环 ＥＰＣ 数量

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ
ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｂｙ ｐｈａｓｅ￣ｃｏｎｔｒａｓｔ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

图 ５. 各组循环 ＥＰＣ 迁移能力比较　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与体重正

常者比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｅｎｄｏ￣
ｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ６. 各组 ＥＰＣ 增殖能力比较　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与体重正常者

比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｅｎｄｏ￣
ｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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２.５　 循环 ＥＰＣ 功能与 ＦＭＤ 的关系

循环 ＥＰＣ 迁移能力与 ＦＭＤ 正相关( ｒ＝ ０.４５ꎬＰ<
０.０５)ꎬ循环 ＥＰＣ 增殖能力与 ＦＭＤ 正相关( ｒ ＝ ０.５２ꎬ
Ｐ<０.０５ꎻ图 ７ 和 ８)ꎮ

图 ７. ＥＰＣ 迁移能力与 ＦＭＤ 的相关性

Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ＥＰＣ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ＦＭＤ

图 ８. ＥＰＣ 增殖能力与 ＦＭＤ 的相关性

Ｆｉｇｕｒｅ ８. Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ＥＰＣ ｐｒｏｌｉｆｅｒ￣
ａｔｉｏｎ ａｎｄ ＦＭＤ

３　 讨　 论

内皮功能障碍是肥胖或超重导致冠心病等心

脑血管疾病的中心环节[２]ꎮ 研究发现ꎬ肥胖可致循

环 ＥＰＣ 数量减少ꎬ迁移和增殖能力减弱ꎬ导致内皮

细胞得不到修复及更新ꎬ血管内皮受损修复能力下

降[１６]ꎮ 因此ꎬ提高循环 ＥＰＣ 的数量ꎬ提高其相应的

功能ꎬ修复损伤的血管内皮ꎬ对防治动脉粥样硬化

性心脑血管疾病至关重要ꎮ
研究发现ꎬ绝经前期女性循环 ＥＰＣ 存在性别差

异ꎬ相对同龄成年男性和绝经后期女性ꎬ绝经前期

女性 ＥＰＣ 数量增加和功能增强ꎬ发生心血管疾病的

风险明显降低[７ꎬ９]ꎮ 我们前期研究发现绝经前期高

血压前期与糖尿病女性循环 ＥＰＣ 数量及功能明显

高于同龄健康男性和高血压前期或糖尿病男

性[７ꎬ９]ꎬ提示绝经前期女性可改善血管内皮修复能

力ꎬ但目前没有数据显示绝经后期超重女性循环

ＥＰＣ 是否存在类似有利情况ꎮ 因此ꎬ本研究拟探讨

绝经后期超重女性 ＥＰＣ 数量及功能的变化ꎮ
本研究发现ꎬ相比男性ꎬ绝经后期超重女性

ＥＰＣ 数量及迁移和增殖能力没有得到保留ꎬ提示绝

经后期超重女性的内源性血管内皮修复能力下降ꎬ
这可能与雌激素水平下降有关ꎮ 同时还发现相对

体重正常的女性和男性相比ꎬ绝经后期超重女性和

超重男性的 ＥＰＣ 迁移及增殖能力明显减弱ꎬ说明超

重是引起循环 ＥＰＣ 功能受损的关键因素之一ꎬ提示

循环 ＥＰＣ 功能减弱可能是肥胖或超重导致各种心

血管疾病发生发展的分子细胞学机制ꎮ
ＦＭＤ 能如实反映心血管的内皮功能紊乱ꎬ是一

种无创、可重复的检测血管功能的新技术[１７￣１８]ꎮ 本

研究发现ꎬ绝经后期超重女性 ＦＭＤ 明显低于绝经后

期体重正常女性与体重正常男性ꎬ说明绝经后期超

重女性内皮功能受损可能与 ＥＰＣ 功能下降有关ꎮ
此外ꎬ循环 ＥＰＣ 迁移和增殖能力与 ＦＭＤ 密切相关

( ｒ＝ ０.４５ꎬＰ<０.０５ꎻｒ ＝ ０.５２ꎬＰ<０.０５)ꎬ提示循环 ＥＰＣ
迁移和增殖能力与血管内皮功能密切相关ꎮ

总之ꎬ本研究发现:相对体重正常的男性和女

性ꎬ绝经后期超重女性循环 ＥＰＣ 数量和功能并没有

得到保留ꎬ内皮功能也相应下降ꎬ这可能与机体内

的雌激素水平有关ꎮ 因此ꎬ维持高水平的循环 ＥＰＣ
数量和功能以及较强的内源性内皮修复能力可能

是绝经后期超重女性血管保护的机制之一ꎮ
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