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正常的内皮细胞功能在调节血管张力、抗血

小板聚集、抑制白细胞黏附和减轻血管壁炎症反

应等方面具有重要作用 , 内皮细胞结构和功能损

伤导致的动脉粥样硬化是缺血性血管疾病的病理

基础[1]。修复内皮细胞损伤对防治缺血性血管疾病

具有重要意义。内皮祖细胞是内皮细胞的前体细

胞 ,可以定向分化为内皮细胞。已有研究显示内皮

祖细胞在血管新生和血管损伤修复中具有重要作

用[2]。迄今国内尚未见有关内皮祖细胞修复动脉急

性损伤的研究报道。本研究采用球囊导管损伤大

鼠颈总动脉内皮细胞 , 建立动脉内皮细胞损伤模

型。然后将 5- 溴脱氧尿苷 ( 5- bromodeoxyuridine,

BrdU)标记的内皮祖细胞注射到大鼠体内。14 d 后

利用病理学方法、免疫组化和图像分析技术评价
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摘 要 :【目的】探讨内皮祖细胞修复动脉内皮损伤的作用。【方法】建立大鼠颈总动脉内皮损伤模型 , 16

只大鼠随机等分为内皮祖细胞移植组和对照组。体外诱导大鼠外周血单个核细胞为内皮祖细胞。在动脉损伤

后 , 将 5-溴脱氧尿苷标记的内皮祖细胞注入损伤动脉段 , 14 d 后取损伤动脉段和对侧正常动脉段。采用病理

学方法、免疫组织化学和图像分析技术评价内皮祖细胞的修复效果。【结果】内皮祖细胞移植组的损伤动脉

段 5-溴脱氧尿苷免疫组化为阳性。内皮祖细胞移植组损伤动脉段的新生内膜厚度较对照组明显减轻 (43.5±

5.5) μm vs (90.7±12.7) μm, P< 0.05; 内皮祖细胞移植组的再内皮化程度明显高于对照组 77.8%±0.1% vs

52.2%±0.1%, P< 0.05。【结论】内皮祖细胞具有修复动脉内皮细胞损伤的作用 , 内皮祖细胞可作为心血管疾病

细胞移植疗法的种子细胞。
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Transplantation of Endothelial Progenitor Cells Repair s Common

Carotid Ar ter ial Endothelium Injury of Rat
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Abstract :【Objective】To investigate the reparative functions of endothelial progenitor cells(EPCs) transplantation

in the arterial endothelium injury.【Methods】We established the rat arterial endothelium injury model and divided 16

rats into EPCs transplantation group and control group averagely and randomly. Then the peripheral blood mononuclear

cells of rats were collected and induced into endothelial progenitor cells (EPCs). The labeled EPCs with 5 -

bromodeoxyuridine (BrdU) in vitro were injected into the injured artery. After 14 days, the injured arterial segments

and the correspond normal arteries were harvested. The samples were analyzed by pathology, immunohistochemistry

and morphometry to evaluate the reparative functions of EPCs transplantation. 【Results】 The Brdu

immunohistochemistry analysis was positive in transplantation group. The neointimal thickness in transplantation group

was significantly lower than that of control group (43.5 μm±5.5 μm vs 90.7 μm±12.7 μm, P< 0.05). The rate of

reendothelialization in transplantation group was much higher than that of control group (77.8%±0.1% vs 52.2%±

0.1%, P< 0.05).【Conclusions】EPCs can repair the arterial endothelium injury. EPCs can be used as the source cells

of the cell- based therapy for cardiovascular diseases.
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内皮祖细胞移植对损伤动脉新生内膜厚度和再内

皮化程度的影响。

1 材料和方法

1.1 单个核细胞的诱导分化、鉴定及 BrdU 标记

无菌条件下从大鼠下腔静脉抽取外周血 , 用

Ficoll- Paque 离心法 , 分离大鼠外周血单个核细

胞。最后将分离得到的细胞置于含体积分数 10%

的胎牛血清、内皮细胞生长因子 10 ng/L、碱性成

纤维细胞生长因 2 ng/L的 DMEM培养基中。第 4

天加入 BrdU,使培养液的最终浓度为 10 g/mL。第

7 天行 Dil- acLDL和 FITC- Lectin, 用 Carl Zeiss 荧

光显微镜观察。FITC- Lectin 购于 Sigma 公司 , Dil-

acLDL购于 Molecular Probes 公司。诱导分化 7 d

并经 Brdu 标记的大鼠外周血单个核细胞, 经多聚

甲醛固定、H2O2 和甲醇灭活内源性过氧化物酶及

HCl 变性后加入 1∶200 稀释的鼠单克隆抗 BrdU抗

体。然后滴加抗小鼠 IgG, 37℃孵育 30 min 后 DAB

法显色。

1.2 动物模型的建立和细胞移植

16 只雄性 SD大鼠(购于中山大学北校区实验

动物中心) , 质量 300～350 g, 用随机数字法完全随

机分为 2 组 ,对照组( n=8)和移植组( n=8)。以标准

饲料喂养 , 环境保持室温 25 ℃, 相对湿度 85%左

右。2 组大鼠首先切除脾脏 ,大鼠恢复 14 d 后开始

颈总动脉损伤。大鼠用水合氯醛麻醉后 ,暴露左侧

颈总动脉及其分叉处 , 从分叉处向近心端游离颈

总动脉约 2 cm。然后用 25 U/mL的肝素生理盐水

溶液 1 mL从手术视野临近可暴露的静脉注入体

内 , 以防止手术过程中血栓形成。3 min 后用动脉

夹夹闭颈总动脉近心端和颈内动脉。然后结扎颈

外动脉远端 , 并在靠近结扎线的近心端剪断颈外

动脉。从左颈外动脉向颈总动脉插入 2F 的 Fogarty

导管约 1.5 cm, 然后向导管内注入 200 μL空气 ,

拉脱 3 次即可。随后从颈外动脉向颈总动脉的损

伤动脉段注入含有 5×106 个按上述方法体外诱导

分化并用 BrdU标记的内皮祖细胞 , 保持 30 min
后松开两侧的动脉夹以恢复血流 ; 对照组只注入

等量的 PBS溶液 500 !L。最后结扎颈外动脉的游
离端并缝合颈中部切口。14 d 后取损伤动脉段和

对侧的正常动脉。

1.3 免疫组化

动脉石蜡切片经脱水、脱蜡、柠檬酸抗原修

复、过氧化氢灭活内源性酶后滴加 1 ∶200 稀释的

鼠单克隆抗 BrdU抗体。然后滴加抗小鼠 IgG, 37

℃孵育 30 min 后 DAB法显色。按同样的方法对移

植组和对照组的动脉石蜡切片行 Von Willebrand’

s 因子 ( Von Willebrand’s factor, vWf)的免疫组织

化学。每只大鼠分别做 5 张切片 ,以供图像分析时

计算再内皮化程度使用。

1.4 扫描电子显微镜观察

用戊二醛固定标本 2 d。将标本纵向剖开并切

成小块 , 用 PBS清洗 , 然后经系列酒精脱水、醋酸

异戊酯置换、临界点干燥 ( Hitachi HCP- 2 临界点

干燥仪)、贴台后镀膜(Giko IB- 3 离子溅射仪)过程

后用扫描电镜观察( Hitachi S520 扫描电镜)。

1.5 图像分析

弹力纤维染色的切片拍照后输入计算机。利

用图像分析软件 ( image pro plus 5.0) , 对弹力纤维

染色的动脉切片进行图像分析。测定指标包括新

生内膜厚度和再内皮化程度。再内皮化程度以动

脉内壁单位长度上 vWf免疫组化阳性的细胞数目

为定义。

1.6 统计分析

所有数据以均数±标准差表示。对照组和试验

组之间采用成组 t 检验。P< 0.05 为有统计学意义。

2 结 果

2.1 大鼠外周血单个核细胞诱导分化为内皮祖

细胞及其鉴定

培养至 7 d 左右细胞长成梭形;贴壁细胞培养

到第 7 天时 , Dil- acLDL和 FITC- Lectin 染色双阳

性。经 BrdU标记的内皮祖细胞在第 7 天 BrdU免

疫细胞化学显示 , 细胞呈 BrdU阳性反应 (图 1)。

2.2 动物模型的建立与评价

动脉拉脱损伤后立即取该段用于组织学评价

拉脱效果。病理切片 HE 染色显示:大鼠颈总动脉

内皮细胞经拉脱后血管内皮细胞消失 ; 扫描电子

显微镜照片显示:正常动脉内表面有一层沿动脉长

轴方向排列的梭形凸起 ; 拉脱动脉内表面光滑可

见内皮下纤维层 ,内皮细胞消失(图 2)。

2.3 内皮祖细胞移植对损伤动脉新生内膜厚度

和再内皮化程度的影响

内皮祖细胞移植 14 d 后 , 内皮祖细胞移植组

损伤动脉段可以见到 BrdU免疫组化染色阳性的细

胞, 而对侧的正常动脉段 BrdU免疫组化染色阴性

(图 3)。动脉弹力纤维染色显示内皮祖细胞移植组
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图 3 损伤动脉和对侧正常动脉的 BrdU 免疫组化

Fig.3 BrdU immunohistochemistry analysis of denuded

ar tery and cor respondent normal ar tery(×200)

A: denuded artery; B: normal artery

图 4 三种动脉的弹力纤维染色

Fig.4 Elastic fiber staining sections from three kinds of

ar tery (×100)

A: normal artery; B: control group; C: transplantation group

的内膜增生较对照组明显减轻(图 4)。在方差齐的

情况下,内皮祖细胞移植组新生内膜厚度显著低于

对照组 ( 43.5μm±5.5μm vs 90.7μm±12.7μm, t=-

28.88, P < 0.001) ;在方差齐的情况下 , 内皮祖细胞

移植组的再内皮化程度明显高于对照组 (77.8%±

0.1% vs 52.2%±0.1%, t= 21.86, P < 0.001)。

图 1 大鼠内皮祖细胞的诱导分化、鉴定与 BrdU 标记

Fig.1 The induction, assessment and BrdU labeling of rat endothelial progenitor cells(×100)

A: 0 day after induction; B: 7 days after induction; C: positive FITC- Lectin immunofluorescence anaylsis; D: positive Dil - acLDL

immunofluorescence anaylsis; E: merging of C and D; F: BrdU labeled endothelial progenitor cells

图 2 大鼠颈总动脉内皮细胞拉脱模型的建立与评价

Fig.2 Establishment and assessment of rat common

carotid ar tery endothelium denudation model

A: normal artery (HE, ×200); B: denuded artery (HE, ×

200); C: normal artery (SEM, ×500); D: denuded artery (SEM,

×500)

AA B C

D E F

AA B

C D

AA B

AA B C

3 讨 论

研究表明内皮细胞是维持正常血管生理功能

动态平衡的重要调节因子。传统的心血管疾病的

危险因素如高血脂、高血糖、高血压、吸烟、衰老 [3]

等可以损伤内皮细胞的结构和功能 , 最终导致缺

血性血管疾病的发生和发展。

1997 年 Asahara 等 [4]首次证明出生后循环外

周血中存在能分化为血管内皮细胞的前体细胞 ,

这种细胞被称为内皮祖细胞。Dil- acLDL和 FITC-

Lectin 免疫荧光双标阳性是鉴定内皮祖细胞的标

志。本实验中体外诱导分化的细胞在第 7 天时可

以吞噬 Dil- acLDL和 FITC- Lectin 标记阳性 , 同时

Flk- 1 表达阳性。说明大鼠外周血单个核细胞在

徐明国 ,等.内皮祖细胞移植修复大鼠颈总动脉内皮损伤第 4 期 367



[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[1]

VEGF和 bFGF 的诱导下在第 7 天已具有内皮祖细

胞的特性。研究显示内皮祖细胞可以促进血管新

生改善缺血肢体和缺血心脏的毛细血管密度 [5]。研

究发现传统的心血管病的危险因素及其相关的靶

器官损伤时 , 循环中内皮祖细胞数目减少、迁移和

分化能力降低而凋亡增加[6]。这些研究说明循环中

内皮祖细胞的数目和功能对维持正常心血管系统

的动态平衡有重要意义。

我们发现在移植组的损伤动脉处可以发现

BrdU标记的细胞 , 说明内皮祖细胞可以定植到损

伤动脉段。同时我们进行了损伤动脉段的 vWF 免

疫组化染色 , 发现在 BrdU免疫组化阳性的区域有

vWF 阳性的细胞。这可能是 BrdU阳性的内皮祖细

胞在损伤动脉处分化为成熟内皮细胞。图像分析

结果显示移植组新生内膜形成被抑制 , 同时再内

皮化速度较对照组明显加快。

内皮祖细胞在动脉损伤处的定植和修复作用

的机制尚不十分清楚。下列因素可能促进内皮祖

细胞向损伤动脉段处定植 : 血管损伤处的基质细

胞源性因子表达上调 [7]、血管损伤部位的内皮细胞

生长因子浓度增加 [8]以及部分整合素表达模式的

改变等因素参与了内皮祖细胞向血管损伤区的游

走[9]。有关内皮祖细胞加速内皮损伤区域的再内皮

化程度的机制可能包括 : 内皮祖细胞定位到损伤

动脉段并分化为成熟的内皮细胞 ; 内皮祖细胞可

以分泌一些生长因子 [10]诸如 : bFGF、VEGF 等促近

周围的内皮细胞增殖迁移。

本实验采用切除脾脏的雄性 SD大鼠作为实

验动物是基于 : 正常情况下移植的内皮祖细胞大

部分归巢到脾脏和骨髓 , 可能使其定植到损伤动

脉处的数目减少 [11]; 已有研究表明雌激素具有动

员内皮祖细胞并抑制其凋亡的能力 [12]。为了减少

实验过程中的干扰因素 , 本研究选择了切除脾脏

的雄性大鼠。

总之 , 本研究结果表明内皮祖细胞可以定植

到动脉损伤段并抑制新生内膜的生长 , 加速损伤

动脉再内皮化的形成。提示内皮祖细胞具有修复

动脉损伤的作用 , 内皮祖细胞可以作为心血管疾

病细胞移植疗法的种子细胞。
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