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抑制糖原合酶激酶活性改善动脉粥样硬化小鼠
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[摘　 要] 　 目的　 探讨抑制糖原合酶激酶 3β(GSK3β)活性对动脉粥样硬化(As)小鼠内皮祖细胞(EPC)数量、增
殖、迁移及黏附功能的影响。 方法　 建立 As 小鼠模型,密度梯度离心法分离培养 As 小鼠骨髓源 EPC,基因转染法

转染抑制 GSK3β 活性的重组缺陷型腺病毒(基因转染组)至对数生长期的 EPC。 采用镜下计数法、MTT 法、改良

Boyden 小室迁移试验及黏附试验法测定 GSK3β 活性对 As 小鼠 EPC 数量、增殖、迁移及黏附能力的影响。 结果　
与正常对照组比较,As 小鼠 EPC 数量显著减少,细胞增殖、迁移及黏附能力明显受损(P<0. 01,n = 5)。 与 As 组比

较,抑制 GSK3β 活性的基因转染组 EPC 数量(P<0. 01,n=5)及增殖能力(P<0. 05,n = 5)显著增加,EPC 的迁移功

能及黏附功能均明显改善(P<0. 01,n=5)。 结论　 抑制 GSK3β 活性可增加 As 小鼠 EPC 数量并显著改善其增殖、
迁移及黏附功能。
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[ABSTRACT] 　 　 Aim 　 To investigate the effect of glycogen synthase kinase 3β ( GSK3β) inhibition on the
proliferation, migration and adhesion of endothelial progenitor cells (EPC)in atherosclerotic mice. 　 　 Methods　 Athero-
sclerotic mice model were established. 　 Mononuclear cells were isolated and cultured from bone marrow in atherosclerotic
mice (atherosclerotic group) and wild type mice (normal control group). 　 EPC in logarithmic phase were transduced with
replication defective adenovirus vector expressing catalytically inactive glycogen synthase kinase 3β(GKS3β-KM) ( gene
transfer group) in atherosclerotic mice. 　 The number and biological functions of EPC, such as proliferation, migration and
adhesion were assessed by cells count, MTT assay, modified Boyden􀆳s chamber migrationtrial and adhesion test. 　 　 Re-
sults　 Compared with normal control group, the number of EPC was observably reduced and proliferation, migration and
adhesion capacities of EPC were markedly impaired in atherosclerotic mice(P<0. 01,n = 5). 　 Compared with atheroscle-
rotic group, the number (P < 0. 01,n = 5) and biological functions of EPC including proliferation (P < 0. 01, n = 5),
migration (P<0. 01,n=5) and adhesion were significantly enhanced in gene transfer group (P<0. 01,n=5). 　 　 Conclu-
sion　 GSK3β inhibition could improve impaired proliferation, migration and adhesion capabilities of EPC in atherosclerotic
mice.

　 　 内皮祖细胞( endothelial progenitor cells,EPC) 作为内皮细胞的前体细胞,因在损伤血管内膜修复
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中发挥重要作用而受到广泛关注。 然而,吸烟、血
脂异常、动脉粥样硬化(atherosclerosis,As)、高血压、
糖尿病等众多心血管危险因素致 EPC 数量减少、功
能受损,导致 EPC 自体移植难以应用于动脉粥样硬

化性心血管疾病的临床治疗[1-5]。 因此,增加病理

条件下 EPC 数量、改善其生物学功能在突破 EPC
临床应用的瓶颈中将发挥重要作用。 本研究团队

前期研究发现抑制糖原合酶激酶 3β(glycogen syn-
thase kinase 3β,GSK3β)可通过激活 Wnt 信号通路

促进 EPC 的增殖[6],但 GSK3β 对动脉粥样硬化性

疾病中 EPC 增殖、迁移、黏附等生物学功能的影响

尚不清楚。 本实验通过建立的 As 小鼠模型,研究抑

制 GSK3β 活性对 As 条件下 EPC 增殖、迁移、黏附

功能的影响。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

6 周龄雄性 ApoE- / -小鼠 20 只、野生型 C57BL / 6
小鼠 10 只,体质量 16 ~ 18 g,购自北京大学医学部

动物实验中心。 由陆军军医大学实验动物中心给

予标准喂养, ApoE- / - 小鼠饲以高脂饮食 (脂肪

21% 、胆固醇 0. 15% )喂养 16 周,建立 As 小鼠模

型,野生型 C57BL / 6 小鼠饲以普通饮食,所有操作

均符合相关伦理学规定。
1. 2　 主要材料

优质胎牛血清、伊格尔细胞培养基( dulbecco􀆳s
modified eagle medium,DMEM)购自 Hyclone 公司;
小鼠淋巴细胞分离液购于深圳达科为生物公司;乙
酰化低密度脂蛋白(acetylated low density lipoprotein-
labeled with 1,1′-dioctadecyl-3,3,3′,3′-tetramethyl-in-
docarbocyanineperchlorate,DiI-ac-LDL)购自 Molecular
probe 公司;血管内皮生长因子( vascular endothelial
growth factor,VEGF)购自 Pepro Tech 公司;硫氰酸

荧光素标记荆豆凝集素Ⅰ( fluorescein isothiocyanate
labeled ulexeuropaeus agglutinin Ⅰ,FITC-UEA-Ⅰ)、
磷酸盐缓冲液(PBS)、二苯基四氮唑溴盐(MTT)、人
纤维连接蛋白、二甲基亚砜(DMSO)、胰蛋白酶均购

自 Sigma 公司;Boyden 小室购自 Costar 公司;单克隆

兔抗小鼠磷酸化 GSK3β(phosphor-glycogen synthase
kinase 3β,pGSK3β)抗体购自 Santa Cruz 公司。 脂

质体 lipofetamine2000 购自 Invitrogen 公司;细胞株

293、抑制 GSK3β 活性的携带 GSK3β-KM 基因的重

组反转录病毒质粒由全军心血管病研究所提供。

1. 3　 EPC 的分离培养与鉴定

密度梯度离心法分离获得野生型 C57BL / 6 小

鼠及 ApoE- / -小鼠骨髓单个核细胞,PBS 冲洗,加入

20%胎牛血清、50 μg / L VEGF 的 DMEM 培养液后

接种于无菌培养瓶中,置 37 ℃、5%CO2 细胞培养箱

中培养。 分别采用硫氰酸荧光素标记荆豆凝集素 I
(FITC-UEA-I)的细胞免疫荧光法及乙酰化低密度

脂蛋白摄取法鉴定 EPC,DiI-ac-LDL 和 FITC-UEA-I
荧光染色双阳性细胞为 EPC[6-7]。
1. 4　 实验分组

实验分为正常对照组、As 组及基因转染组。 基

因转染组通过基因转染技术抑制 As 小鼠 EPC 的

GSK3β 活性。
1. 5　 As 小鼠血管染色

1. 5. 1　 油红 O 染色 　 　 分离 ApoE- / - 小鼠动脉血

管,PBS 冲洗,剔除血管周围脂肪组织,将其纵向剖

开置于 60%异丙醇中浸泡 10 min,现配的油红 O 工

作液中浸泡 15 min,60% 异丙醇中分色 1 min,PBS
冲洗 3 次,相机拍照。
1. 5. 2　 HE 染色　 　 10% 甲醛固定 ApoE- / -小鼠动

脉血管,常规脱水、透明、石蜡包埋、切片,苏木精-伊
红(HE)染色。 显微镜下观察血管壁的病理结构及

斑块特征[8]。
1. 6　 基因转染

采用脂质体介导法将致 GSK3β 失活的 GSK3β-
KM 基因或空病毒载体转染至 293 细胞,37 ℃、5%
CO2 细胞培养箱中培养 6 h 后更换培养液,培养 72
h 后收集病毒上清液,离心、沉淀、过滤后-70 ℃冻

存备用。 将携带致 GSK3β 失活的 GSK3β-KM 基因

或空病毒的病毒上清液分别加入对数生长期的

ApoE- / -小鼠 EPC,继而加入聚凝胶(终浓度 8 mg /
L)及无抗生素、无血清 DMEM 细胞培养液。 6 h 后

弃病毒上清转染液,加入等量 DMEM 细胞培养液培

养 72 h,荧光显微镜下观察细胞荧光表达[9]。
1. 7　 蛋白印迹法

分别提取正常对照组、As 组及基因转染组小鼠

EPC 蛋白,测定蛋白总浓度。 电泳分离、电转膜、封
闭后分别加入单克隆兔抗小鼠 pGSK3β(1 ∶ 1 000)
抗体,4 ℃过夜,辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG
(1 ∶ 1 000)孵育 2 h。 化学发光法显影,凝胶成像分

析仪测定蛋白表达。
1. 8　 细胞增殖能力测定

1. 8. 1　 镜下细胞计数法　 　 荧光倒置显微镜下计

数 DiI-ac-LDL 和 FITC-UEA-I 荧光染色双阳性的
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EPC(随机 5 个×200 倍视野)。
1. 8. 2　 MTT 检测法　 　 0. 25% 胰蛋白酶消化收集

各组小鼠 EPC,500 μL DMEM 细胞培养液重悬计

数。 将等量 EPC 接种至 96 孔培养板,37 ℃、5%
CO2 细胞培养箱中培养 48 h,加入 MTT 6 h 后

DMSO 终止反应。 微量振荡器上震荡 10 min,酶联

免疫检测仪测定 490 nm 波长处吸光度值。
1. 9　 细胞迁移能力检测

0. 25%胰蛋白酶消化收集各组小鼠 EPC,重悬

于 500 μL 培养液中计数。 将 2×104 EPC 悬浮于 50
μL 培养液中注入改良 Boyden 小室上室,在下室加

入 25 μL 含 50 μg / L VEGF 的培养液,培养 24 h,取
上室用乙醇棉球小心拭去滤膜上未移动细胞,甲醛

固定,苏木精染色,计数迁移细胞(随机 5 个×400 倍

视野)。
1. 10　 细胞黏附能力测定

0. 25%胰蛋白酶消化收集各组小鼠 EPC,悬浮

于 500 μL 培养液中计数。 接种等量 EPC 至培养板

中,37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中培养 30 min,计数

贴壁细胞(随机 5 个×200 倍视野)。
1. 11　 统计学处理方法

采用 SPSS18. 0 统计软件予以统计学处理,实
验数据以(x±s)表示,两组间比较采用独立样本 t 检
验,多组间比较采用单因素方差分析,P<0. 05 为差

异具有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 As 小鼠血管染色

油红 O 染色可见主动脉上明显斑块形成,图中

红色部分为 As 斑块(图 1A)。 HE 染色镜下可见血

管腔内粥样斑块形成,内皮细胞排列不完整,内膜

增厚,内皮下可见泡沫细胞,平滑肌细胞增生明显、
排列紊乱(图 1B)。

图 1. As 小鼠血管染色　 　 A 为油红 O 染色,B 为 HE 染色(200×)。

Figure 1. Vascular segments were stained with oil red O and Hematoxylin and Eosin (HE) staining in ApoE- / - mice

2. 2　 基因转染对 EPC 中 GSK3β 蛋白表达的影响

为了明确基因转染对 EPC 中 GSK3β 活性的抑制

(表现为 GSK3β 氨基端丝氨酸位点 Ser9 的磷酸化增

加)作用,我们采用 Western blot 测定磷酸化 GSK3β
(pGSK3β)蛋白的表达。 结果表明,与 As 组比较,基因

转染组可显著增加 pGSK3β 的表达,表明通过基因转

染显著抑制了 EPC 中的 GSK3β 活性(图 2)。
2. 3　 抑制 GSK3β 活性增加 As 小鼠 EPC 数量及增

殖能力

显微镜下计数及 MTT 检测发现 As 小鼠 EPC
数量[(26. 20±3. 03)个比(47. 40±4. 67)个]及增殖

能力[(0. 26±0. 02)比(0. 48±0. 08)]均较正常对照

组显著降低(P<0. 01);与 As 组比较,抑制 GSK3β
活性的基因转染组小鼠 EPC 数量(37. 80±3. 49)及
增殖能力(0. 39±0. 08)明显增加(P<0. 05,图 3)。

图 2. 基因转染上调 ApoE- / -小鼠 EPC 中 pGSK3β蛋白表

达　 　 a 为 P <0. 01,与正常对照组比较;b 为 P < 0. 01,与 As 组

比较。

Figure 2. Gene transfection up-regulated the expression of
pGSK3β in EPC of ApoE- / - mice
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图 3. 抑制 GSK3β活性增加 As 小鼠 EPC 数量(图 A,细胞

计数法)及增殖能力(图 B,MTT 法)(n= 5) 　 　 a 为 P<0. 05,
b 为 P<0. 01,与正常对照组比较;c 为 P<0. 05,与 As 组比较。

Figure 3. GSK3β inhibition increased EPC number (Figure
A,cell count method) and proliferation ability of atheroscle-
rotic mice (Figure B,MTT method) (n=5)

2. 4　 抑制 GSK3β 活性增强 As 小鼠 EPC 迁移能力

改良 Boyden 小室迁移试验表明, As 组小鼠

EPC 迁移能力较正常对照组显著降低 [(16. 80 ±
1. 92)比(32. 80±2. 28),P<0. 01,n = 5],基因转染

组小鼠的 EPC 迁移能力较 As 组显著增强[(22. 20±
3. 35),P<0. 01,图 4]。

图 4. 抑制 GSK3β活性增强 As 小鼠 EPC 迁移能力(n=5)
a 为 P<0. 01,与正常对照组比较;b 为 P<0. 01,与 As 组比较。

Figure 4. GSK3β inhibition enhanced migration of endothe-
lial progenitor cells of atherosclerotic mice(n=5)

2. 5　 抑制 GSK3β 活性改善 As 小鼠 EPC 黏附能力

黏附试验表明,As 组小鼠 EPC 贴壁数量较正

常对照组显著降低 [( 20. 80 ± 2. 77 ) 比 ( 36. 20 ±

3. 03),P<0. 01],基因转染组小鼠 EPC 黏附能力较

As 组显著改善[(28. 00±4. 47),P<0. 01;图 5]。

图 5. 抑制 GSK3β活性增加 As 小鼠 EPC 黏附能力(n=5)
a 为 P<0. 01,与正常对照组比较;b 为 P<0. 01,与 As 组比较。

Figure 5. GSK3β inhibition improved the adhesion of endo-
thelial progenitor cells in atherosclerotic mice(n=5)

3　 讨　 论

血管内皮损伤及功能异常是 As 的始动环节,及
时修复损伤内膜对 As 的发生、发展至关重要。 既往

观点认为血管内皮的损伤修复源于损伤临近的内

皮细胞再生。 自 1997 年 Asahara 首次证实外周循

环中存在兼具干细胞及内皮细胞特性的 EPC 以来,
EPC 作为细胞移植治疗 As 等血管损伤性疾病的种

子细胞而备受关注。 众多研究均证实经动员或体

外培养再移植的 EPC 可归巢至血管损伤部位,增
殖、分化为血管内皮细胞,发挥损伤内膜修复作用,
一定程度上延缓 As 的发生发展[10-12]。 然而真实世

界中 EPC 的血管损伤修复作用并未有效发挥,究其

原因在于传统 As 的危险因素均对 EPC 数量及功能

产生不利影响。 因此,更多学者转向研究病理条件

下如何调控 EPC 的增殖及功能,从而为 EPC 移植

的临床应用提供可能。
近来研究发现作为参与糖代谢的重要调节激

酶 GSK3β 在干细胞的增殖、分化及凋亡中发挥重要

调控作用[13-15]。 我们此前研究发现 GSK3β 对部分

具备干细胞特性的 EPC 亦发挥促增殖的调控作用。
我们在前期工作基础上探讨 As 条件下 GSK3β 是否

同样能促进 EPC 增殖,并改善其迁移、黏附的生物

学功能。 我们以高脂喂养 ApoE- / -小鼠建立 As 动物

模型,采用基因转染法抑制 As 小鼠 EPC 的 GSK3β
活性,观察抑制 GSK3β 活性对 As 小鼠 EPC 增殖、
迁移及黏附生物学功能的影响。 研究发现 As 小鼠

EPC 的增殖、 迁移及黏附能力明显受损, 抑制

GSK3β 活性可显著改善 EPC 上述受损的生物学功
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能。 既往 Hibbert 研究团队[16-17] 在血管损伤动物模

型中发现抑制 GSK-3β 活性可促进血管损伤内膜再

内皮化,改善药物涂层支架引起的再内皮化延迟。
我们推测抑制 GSK3β 活性加速损伤血管再内皮化

进程可能不仅仅基于其对于 EPC 的促增殖作用,其
在 EPC 迁移、黏附能力中的促进作用也做出了部分

贡献。 然而,As 条件下 EPC 数量减少、受损的生物

学功能不能得到有益发挥,继而影响了从骨髓动员

至外周循环 EPC 有效发挥对损伤血管的再内皮化

作用。 抑制 GSK3β 活性可能逆转 As 发生发展过程

中危险因素对 EPC 增殖、迁移等生物学功能的不良

影响,维持血管损伤修复的平衡状态,从而降低 As
所致的心血管事件。

本研究提示利用基因转染抑制 GSK3β 活性可

有效改善 As 条件下 EPC 增殖、迁移及黏附的生物

学功能,为自体 EPC 移植延缓 As 的发生发展提供

理论基础。 然而,As 条件下抑制 GSK3β 活性通过

何种途径调控 EPC 的增殖、黏附及迁移能力,有待

进一步深入研究。
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