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[摘　 要] 　 目的　 探讨冠心病患者外周血循环内皮祖细胞(EPC)变化及其纤溶、黏附和炎症因子表达。 方法　 选

择冠心病患者 57 例(冠心病组)和对照组 30 例,提取 EPC 进行数量和细胞集落的比较。 用酶联免疫吸附法和底物

发光法检测 EPC 分泌组织型纤溶酶原激活物( tPA)和纤溶酶原激活物抑制剂(PAI)的浓度和活性。 用反转录-聚
合酶链反应(RT-PCR)检测 EPC 的 tPA、PAI、血管细胞黏附分子 1(VCAM-1)、细胞间黏附分子 1( ICAM-1)、过氧化

物酶体增殖因子活化受体 γ(PPARγ)的 mRNA 表达水平。 结果 　 冠心病组 EPC 数量较对照组明显减少(P<
0. 05),形成细胞集落数、细胞增殖能力也明显降低(P<0. 05)。 与对照组比较,冠心病组 EPC 分泌的 tPA 含量和活

性明显下降(P<0. 05),PAI 含量和活性明显升高(P<0. 01)。 RT-PCR 检测结果显示,与对照组比较,冠心病组 EPC
的 tPA、PPARγ mRNA 表达减弱,PAI、VCAM-1、ICAM-1 mRNA 表达增强(P<0. 05)。 结论　 冠心病患者外周血循环

EPC 数量减少,纤溶功能减低,黏附和炎症因子表达增强,其在冠心病发生发展中起到重要作用。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the changes of peripheral circulating endothelial progenitor cells (EPCs) and fi-
brinolysis, adhesion and inflammatory factors expressions of EPCs in patients with coronary heart disease (CHD). 　 　
Methods　 57 patients with CHD (CHD group) and 30 cases with control (control group) were selected, and EPCs were
extracted and compared in number and cell colony. 　 Concentrations and activities of tissue-type plasminogen activator
(tPA) and plasminogen activator inhibitor (PAI) secreted by EPCs were detected by enzyme-linked immunosorbent assay
and substrate chemiluminescence methods. 　 The mRNA expressions of tPA, PAI, vascular cell adhesion molecule-1
(VCAM-1), intercellular adhesion molecule-1 ( ICAM-1) and peroxisome proliferator activated receptor γ (PPARγ) in
EPCs were detected by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR). 　 　 Results　 The number of EPCs in
CHD group was significantly lower than that in control group (P<0. 05), the number of forming cell colony and the ability
of cell proliferation were also significantly lower (P<0. 05). 　 Compared with the control group, the content and activity of
tPA secreted by EPCs in CHD group decreased significantly (P<0. 05), and the content and activity of PAI increased sig-
nificantly (P<0. 01). 　 RT-PCR results showed that compared with the control group, the mRNA expressions of tPA and
PPARγ in EPCs of CHD group decreased, while the mRNA expressions of PAI, VCAM-1 and ICAM-1 increased (P<
0. 05). 　 　 Conclusion　 The decrease of EPCs in peripheral blood circulation, the reduction of fibrinolytic function and
the increase of adhesion and inflammatory factor expression in patients with CHD play an important role in the occurrence
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and development of CHD.

　 　 内皮祖细胞(endothelial progenitor cell,EPC) [1]

来源于骨髓,存在于外周循环中,在缺血、炎症、应
激等条件刺激下,能够募集到血管损伤部位,促进

血管新生,参与动脉内膜损伤修复,一定程度上决

定了动脉粥样硬化的发展进程[2]。 Morishita 等[3]

研究发现,循环中的 EPC 具有分化为成熟内皮细胞

能力,在内皮损伤引起的心肌缺血和血管损伤时可

以诱导血管生成、血管发生和血管修复,故可以用

EPC 来衡量血管功能和心血管风险。 动脉粥样硬

化患者外周血 EPC 的数量远远低于健康人群[4-6];
EPC 的数量决定了心血管事件发生的概率并影响

动脉粥样硬化的进程[7-8]。 内皮受损以及凝血纤溶

系统、炎症因子的变化在动脉粥样硬化的发生发展

中起重要作用。 本文就冠心病患者的 EPC 和纤溶

及炎症系统的变化进行探讨。

1　 资料和方法

1. 1　 对象和标本

选择我院心内科 2006 年 5 月至 2007 年 1 月的

住院患者,临床表现及心电图变化符合国际心脏病

协会及 WHO 冠心病的诊断标准,依照冠状动脉造

影证实冠状动脉左前降支、左回旋支、右冠状动脉

中任何一支狭窄≥75%均为严重冠状动脉病变(根
据第九版内科学诊断标准)。 筛选共 57 例纳入研

究(冠心病组),其中男 41 例,女 16 例。 另选择冠

状动脉造影阴性的对照组 30 例,其中男 19 例,女
11 例。 所有患者均签署研究相关的知情同意书,本
研究通过中南大学湘雅医院伦理委员会批准备案。

无菌条件下从股动脉处收集入选对象肝素抗

凝外周血 20 mL,注入已加低分子肝素钠 500 U 的

抗凝离心管,摇匀,采集后 4 h 内处理标本。 所有入

选对象均排除服用他汀类药物、血管紧张素转换酶

抑制剂、血管紧张素Ⅱ受体阻滞剂、阿司匹林、抗氧

化剂、调脂药物等;排除严重心肝肾功能不全、严重

外周血管疾病史、感染性疾病;近期无其他手术史。
1. 2　 实验试剂

血管内皮生长因子 165 ( vascular endothelial
growth factor 165,VEGF165)为 Pepro Tech EC 公司

产品,碱性成纤维细胞生长因子 ( basic fibroblast
growth factor,bFGF)为 BD Bioscience 公司产品,异
硫氰酸荧光素-CD34( fluorescein isothiocyanate,FITC-
CD34)、藻红蛋白-血管内皮生长因子受体 2(phyco-

erythrin-kinase insert domain-containing receptor,PE-
KDR)、荆豆凝集素 1 ( ulex europaeus agglutinin-1,
UEA-1)、1′1′一十八烷基靛炭花青昔高氯酸盐-低密

度脂蛋白(1′1′-dioctadecyl-3,3,3′,3-teramet hylindo-
carbocyanine perchlomte-low density lipoprotern, Dil-
LDL)为 R&D 公司产品,Trizol 为 MIC 公司产品。 组

织型纤溶酶原激活物( tissue-type plasminogen activa-
tor,tPA)、纤溶酶原激活物抑制剂(plasminogen acti-
vator inhibitor,PAI)活性测定试剂盒均购自上海太

阳生物公司,血管细胞黏附分子 1(vascular cell ad-
hesion molecule-1,VCAM-1)、细胞间黏附分子 1( in-
tercellular adhesion molecule-1,ICAM-1)免疫组织化

学试剂盒均购自武汉博士德公司。
1. 3　 EPC 的分离培养

取外周血 20 mL,注入已加低分子肝素钠 500 U
的抗凝离心管,用 Hank’ s 液对倍稀释混匀。 使用

密度梯度离心法提取单个核细胞,以 2×106 个细胞

密度接种在已用 200 μg / L 纤维连接蛋白包被 4 h
的 6 孔板。 用含 10 μg / L VEGF165 和 20 μg / L
bFGF 的 1640 培养基培养细胞 4 天,用 Hank’s 洗去

未贴壁细胞,将贴壁细胞进行细胞分析。
1. 4　 EPC 的鉴定

将培养第 7 天的 EPC 与 Dil 标记的乙酰化低密

度脂蛋白 (Dil-acLDL) (24 mg / L) 和 FITC 标记的

UEA-1(10 mg / L)混合,通过激光共聚焦显微镜鉴定

UEA-1 和 Dil-acLDL,双染色阳性的细胞被认为是正

在分化的 EPC。
1. 5　 EPC 增殖能力观察

将 EPC 培养 7 天后,消化贴壁细胞,以 4 ×104

个细胞接种于 96 孔板,每孔加细胞悬液 200 μL,设
3 个复孔,培养时间分别为 1、2、3、4、5、6、7 天。 用

噻唑蓝(methyl thiazolyl tetrazolium,MTT)检测细胞

的增殖性,在酶标仪上检测各孔吸光度值,记录结

果,绘制细胞生长曲线图。
1. 6　 反转录-聚合酶链反应

反转录-聚合酶链反应( reverse transcription-pol-
ymerase chain reaction,RT-PCR)操作如下:以 Trizol
试剂提取细胞总 RNA,用 M-MLV 反转录酶(MBI)
将提出的 RNA 反转录为 cDNA,以 cDNA 为模板进

行 PCR 扩增反应。 引物通过斯坦福大学在线引物

设计软件设计,引物序列见表 1。 PCR 反应条件:95
℃,预变性 1 min 后,95 ℃变性 30 s,60 ℃退火 30 s,
68 ℃延伸 90 s,68 ℃终末延伸 10 min。

596CN 43-1262 / R　 中国动脉硬化杂志 2019 年第 27 卷第 8 期



表 1. 引物序列

Table 1. Primer sequence

引　 物 上游序列　 　 下游序列　 　 扩增长度(bp) 循环次数

tPA GAAGAGAGGGCTCTGCTGTG GAGAAGTACAGGGCCTGCTG 300 35
PAI CAGACCAAGAGCCTCTCCAC ATCACTTGGCCCATGAAAAG 202 35
VCAM-1 TGACCTTCATCCCTACCATTG TCCAGCCTGGTTAATTCCTT 359 30
ICAM-1 ACAAGAACCAGACCCGGGA TCCACTCTGTTCAGTGTGGCA 530 30
PPARr CAAGTTCAAACACATCACCCC TCATTTTCTGGAGCAGCTTG 539 30
GAPDH AATCCCATCACCATCTTCCA CCTGCTTCACCACCTTCTTG 587 25
PPARγ:过氧化物酶体增殖因子活化受体 γ(peroxisome proliferator activated receptor γ);GAPDH:磷酸甘油醛脱氢酶(glyceraldehyde phosphate de-
hydrogenase)。

1. 7　 tPA 和 PAI 的检测

EPC 培养 7 天后的上清液,用酶联免疫吸附法

(enzyme-linked immunosorbent assay,ELISA)检测 tPA、
PAI 的含量,用底物发光法测定 tPA、PAI 的活性。
1. 8　 统计学分析

所有数据均采用 SPSS for Windows 13. 0 软件进

行统计学处理,各组数据以 x±s 表示,组间比较采用

t 检验,P<0. 05 认为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 2 组临床资料的比较

2 组比较,冠心病组吸烟人数和高血压患者的

数量和比例均较对照组高,血脂中总胆固醇、甘油

三酯和低密度脂蛋白与对照组比较均升高,差异有

显著性(P<0. 05;表 2)。

表 2. 2 组基本资料比较

Table 2. Comparison of basic clinical data between two groups

项　 目 对照组(n=30) 冠心病组(n=57)
年龄(岁) 62. 1±7. 6 64. 3±8. 2
男 /女(例) 19 / 11 41 / 16
吸烟[例(% )] 9(30. 0) 24(42. 1) a

吸烟数量(支 /天) 11. 31±5. 10 18. 25±3. 40
高血压[例(% )] 6(20. 0) 22(38. 6) a

收缩压(mmgH) 133. 00±21. 20 143. 70±25. 22a

舒张压(mmgH) 80. 25±13. 50 87. 01±18. 16a

脉压差(mmgH) 50. 28±16. 12 58. 21±5. 60a

糖尿病[例(% )] 3(10. 0) 9(15. 8)
血糖(mmol / L) 4. 50±1. 23 5. 18±1. 76
总胆固醇(mmol / L) 3. 16±1. 69 4. 53±0. 95a

甘油三酯(mmol / L) 1. 43±1. 02 1. 77±1. 35a

低密度脂蛋白(mmol / L) 2. 31±0. 94 2. 76±1. 22a

高密度脂蛋白(mmol / L) 0. 94±0. 35 0. 78±0. 42
a 为 P<0. 05,与对照组比较。

2. 2　 细胞形态观察

与对照组比较,冠心病患者的 EPC 在刚分离的

单个核细胞数量及用生长因子诱导分化 7 天后的细

胞数目明显减少,分化为杆形和梭形的细胞数目也

明显减少;而且,细胞集落数明显减少,细胞集落较

小而分散(图 1A1 和 B1)。 与对照组比较,冠心病

患者的 EPC 数量和形成集落数明显降低(P<0. 05;
图 1A2 和 B2)。 分离获得的单个核细胞培养 7 天后

形成了梭形的内皮样细胞。 用 Dil-acLDL 和 UEA-1
对细胞染色后,通过共聚焦显微镜鉴定,Dil-acLDL
和 UEA-1 双染色阳性细胞被认为是正在分化的

EPC(图 1A3),冠心病患者外周血的双染色阳性细

胞较对照组明显减少(图 1B3)。
2. 3　 EPC 的增殖活性比较

将分离获得的 EPC 培养 7 天后,消化贴壁细

胞,2 组均以 4×104 个细胞密度接种在 96 孔板,利
用 MTT 检测细胞的增殖性。 对照组细胞的增殖呈

现明显的上升趋势,从检测第 1 天到第 5 天(相当于

第 8 ~ 12 天),细胞的 OD 值都是呈逐渐上升的趋

势,特别是在检测第 6 天(相当于第 13 天),EPC 出

现明显的对数增长期,显示正常外周血 EPC 具有良

好的细胞增殖活性。 而冠心病患者 EPC 增殖活性

明显低下,没有明显的对数增长期(图 2)。
2. 4　 tPA 和 PAI 含量和活性的变化

将 EPC 培养 7 天后的上清液用 ELISA 法测定

tPA 和 PAI 的含量,与对照组比较,冠心病患者的

tPA 含量明显下降(P<0. 05),而 PAI 含量明显升高

(P<0. 01;图 3)。 将 EPC 培养 7 天后的上清液用底

物发光法测定 tPA 和 PAI 的活性,与对照组比较,
冠心病患者的 tPA 活性明显下降(P<0. 05),而 PAI
活性明显升高(P<0. 01;图 4)。
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图 1. 冠心病组与对照组细胞形态比较　 　 A 为对照组,B 为冠心病组。 A1、B1 为培养 7 天后的 EPC(40×),A2、B2 为培养 7 天后的 EPC
细胞集落(10×),A3、B3 为培养 7 天后荧光双染色阳性细胞(40×)。

Figure 1. Comparison of cell morphology between coronary heart disease group and control group

图 2. 冠心病组与对照组 EPC 增殖曲线比较 　 　 a 为 P <
0. 01,与对照组比较。

Figure 2. Comparison of EPC proliferation curve between
coronary heart disease group and control group

图 3. 2 组 EPC 培养上清液 tPA 和 PAI 含量比较　 　 a 为 P<
0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较。

Figure 3. Comparison of tPA and PAI content in EPC cul-
ture supernatant between two groups

图 4. 2 组 EPC 培养上清液 tPA 和 PAI 活性比较　 　 a 为 P<
0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较。

Figure 4. Comparison of tPA and PAI activity in EPC cul-
ture supernatant between two groups

2. 5 　 RT-PCR 检测 tPA、 PAI、 VCAM-1、 ICAM-1、
PPARγ mRNA 表达

将外周血 EPC 在体外培养 7 ~ 14 天后,用 RT-
PCR 法检测 tPA、 PAI、 VCAM-1、 ICAM-1、 PPARγ
mRNA 表达。 与对照组比较, 冠心病患者 tPA、
PPARγ mRNA 表 达 减 弱, PAI、 VCAM-1、 ICAM-1
mRNA 表达增强(P<0. 05;图 5)。

3　 讨　 论

在我们前面的研究[9-10] 中发现,冠心病患者

EPC 数量和活性较正常人明显下降,既有细胞数量

的减少,也有细胞形态的改变、细胞形成集落能力
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图 5. RT-PCR 检测 tPA、PAI、VCAM-1、 ICAM-1、PPARγ
mRNA 表达　 　 a 为 P<0. 05,与对照组比较。

Figure 5. The expressions of tPA, PAI, VCAM-1, ICAM-1
and PPARγ mRNA were detected by RT-PCR

的降低以及 EPC 增殖能力的低下等。 EPC 数量和

功能的受损可导致内皮损伤与修复之间动态平衡

的破坏,促使冠状动脉粥样硬化的发生和发展。
EPC 的这种变化已经成为内皮功能异常所致心血

管病的危险因素,并且成为内皮功能异常的生物学

标记,同时也提示可以通过改善内皮功能进而治疗

冠心病的新靶点,为通过增加外周血 EPC 数量治疗

冠心病提供更多依据[11-12]。 EPC 与冠心病患者的

冠状动脉病变范围及病变狭窄程度相关[10],同时也

与冠心病患者的心血管危险因素相关,它们可通过

各种途径促使 EPC 的数量减少从而影响内皮修复

和再生,促使动脉粥样硬化的发生和发展[13]。
冠心病患者外周血中 tPA 浓度和活性下降及

PAI 浓度和活性升高[14]。 RT-PCR 检测结果显示

EPC 的 tPA mRNA 表达明显降低,而 PAI mRNA 表

达明显增强,这一变化与冠心病患者 EPC 的数量下

降是明显相关的。 tPA 和 PAI 由血管内皮细胞分

泌,通过局部 tPA 和 PAI 的浓度维持着体内纤溶系

统平衡[15]。 冠心病患者由于血管内膜损伤和血管

内皮功能障碍,导致 EPC 分泌 tPA 的功能降低,PAI
的生成和表达增强,抑制纤溶酶原的激活,使血小

板聚集,促进冠状动脉内血栓的形成、机化,又可致

凝血、炎症及趋化因子的释放,还引发和维持新生

内膜的生长过程,提高血管壁对修复增殖的反应

性,导致管腔狭窄[16]。 在 Shirota 等[17] 的研究中发

现,人外周血 EPC 能产生抗血小板物质,产生的量

相当于内皮细胞的 1 / 3。 而 EPC 产生 tPA 量与内皮

细胞相当。 所以当冠心病患者 EPC 数量和活性下

降时就可能出现 tPA 分泌减少,纤溶功能降低。
冠心病时血管内皮受损,内皮损伤参与炎症反

应,主要表现在黏附功能改变[18],导致白细胞与内

膜的黏附增加、血管收缩、血小板激活、血栓形成而

触发斑块破裂[19]。 ICAM-1 和 VCAM-1 是重要的细

胞黏附分子[20],冠心病患者 ICAM-1、VCAM-1 浓度

升高可能与炎症、纤维蛋白原和凝血因子异常有

关[21]。 随着斑块不稳定,ICAM-1、VCAM-1 在不同

类型心绞痛依次升高,提示可作为动脉粥样斑块是

否稳定的标志物[22-23]。 本研究中也发现冠心病患

者 EPC 的 VCAM-1 和 ICAM-1 的表达明显较正常对

照组强。 在我们最近的研究[24]中提示,EPC 可表达

miR-126 和 miR-146,而 VCAM-1 是 miR-126 的靶基

因[25]。 在冠心病患者,可能存在 EPC 的 miR-126
和 miR-146 低表达,miR-126 调控通过 SDF-1α / CX-
CR4 轴相关 EPC 归巢的信号,降低 EPC 的迁移、增
殖,增加心肌细胞凋亡,促使 EPC 数量减少及功能

降低[26]。 而动脉粥样硬化病人的 EPC 中 miR-21
高表达,导致 EPC 增殖能力显著减弱,通过多种通

路及靶向抑制 HMGA2 表达, 促进 EPC 衰老和

凋亡[27-29]。
PPARγ 是过氧化物酶体增殖因子活化受体的

一种,可影响纤溶系统[30],并影响炎症反应[31-32],
PPARγ 几乎参与动脉粥样硬化所有病理过程。 我

们的研究显示,与对照组比较,冠心病患者 EPC 的

PPARγ 表达水平明显降低。 而胰岛素增敏剂是

PPARγ 的合成激动剂,有独立于糖尿病治疗以外的

在炎症反应中的调控作用,通过阻止炎症介质或细

胞因子与其受体结合,从而阻断了由炎症介质或细

胞因子所诱导的 PAI-1 的合成,增强 tPA 的表

达[33-34];在冠心病患者的研究中发现,由于 PPARγ
表达较低,可能导致 EPC 分泌 tPA 的量减少,导致

纤溶活性降低,至动脉粥样硬化血管内血栓容易形

成。 因此冠心病患者 EPC 的 PPARγ 低表达,为临

床上用 PPARγ 类药物治疗糖尿病合并冠心病,改善

血管内皮和纤溶功能,抑制炎症因子的表达提供了

理论依据。
冠心病是一种多因素所致的疾病。 我们的研

究提示,EPC 数量减少,由此导致的 EPC 的纤溶功

能减低,黏附和炎症因子表达增强都在冠心病发生

发展中起到重要作用。
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