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　　摘　要：目的　通过体外培养、鉴定内皮祖细胞（ＥＰＣｓ），进一步研究水飞蓟素对ＥＰＣｓ活性和功能的影响，为进一步优化

ＥＰＣｓ治疗缺血性疾病提供重要的理论依据。方法　通过密度梯度离心法分离、培养、鉴定得到ＥＰＣｓ；在ＥＰＣｓ中加入不同浓度

（０、２５、５０、１００μｇ／ｍＬ）水飞蓟素干预２４ｈ后，检测细胞增殖、迁移和凋亡水平。结果　与对照组比较，水飞蓟素干预２４ｈ后，

５０～１００μｇ／ｍＬ的水飞蓟素可明显增加ＥＰＣｓ的增殖和迁移能力（狀＝６，犘＜０．０５），２５～１００μｇ／ｍＬ的水飞蓟素可明显抑制ＥＰＣｓ

的凋亡（狀＝６，犘＜０．０５），并呈浓度依赖性。结论　水飞蓟素可呈浓度依赖性增强ＥＰＣｓ的活性和功能。
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　　血内皮祖细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＥＰＣｓ）是血管

内皮的前体细胞，ＥＰＣｓ不仅参与胚胎期的血管发育，在成体

血管中也可以分化为内皮细胞。动物实验和早期临床试验均

表明ＥＰＣｓ可以增强某些缺血性疾病的血管生长，但在外周血

液、骨髓、胚胎肝或是脐带血中只能分离培养出少量的ＥＰＣｓ。

许多研究者都希望通过药物或其他方法加速其动员、增殖、分

化，来实现受损内皮的快速内皮化。近期的研究表明，水飞蓟

素能通过多种途径抑制ＥＰＣｓ的衰老，但对ＥＰＣｓ的增殖、迁移

和凋亡功能是否有影响还不清楚。本研究通过体外培养、鉴定

ＥＰＣｓ，研究水飞蓟素对ＥＰＣｓ增殖、迁移和凋亡的影响，为进

一步优化ＥＰＣｓ治疗缺血性疾病提供重要的理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料　人外周血由上海长海医院提供。Ｍ１９９培养液、

胎牛 血 清、０．２５％ 胰 酶 购 自 ＧＩＢＣＯ 公 司，ＭＴＴ 粉 购 自

Ａｍｒｅｓｃｏ公司，人纤维连接蛋白（ＦＮ）购自Ｓｉｇｍａ公司，Ｆｉｃｏｌｌ

ＰａｇｕｅＰｌｕｓ
ＴＭ淋巴细胞分离液购自 ＡｍｅｒｓｈａｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公

司，Ｄｉｌ标记的乙酰化低密度脂蛋白（ＤｉｌａｃＬＤＬ）购自 Ｍｏｌｅｃｕ

ｌａｒＰｒｏｂｅ公司，ＦＩＴＣ标记"

豆凝集素Ⅰ（ＦＩＴＣＵＥＡⅠ）、重

组人血管内皮生长因子（ｒｈＶＥＧＦ１６５）购自ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司，

表皮生长因子（ＥＧＦ）、胰岛素样生长因子（ＩＧＦ）、重组人碱性

成纤维细胞生长因子（ｒｈｂＦＧＦ）购自Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ公司，ＦＩＴＣ标

记的鼠抗人ＣＤ３４单克隆抗体购自ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｉｏｔｅｃｈ公司，ＰＥ

标记的鼠抗人血管内皮生长因子受体２单克隆抗体（ＫＤＲ）购

自Ｒ＆Ｄ公司，ＡＰＣ标记的鼠抗人 ＣＤ１３３单克隆抗体购自

ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃｈ公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自Ｃｏｒｎｉｎｇ公司。

１．２　方法

１．２．１　ＥＰＣｓ的分离、培养　用密度梯度离心法分离出单个核

细胞（ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＭＮＣ），用人ＦＮ包被６孔细胞培养

板，将分离出的 ＭＮＣ按１×１０７／ｃｍ２ 密度接种于细胞培养板

中，每孔加入２ｍＬ含１０％ ＦＢＳ的 Ｍ１９９培养液，并添加相关

细胞因子（ｒｈｂＦＧＦ５０ｎｇ／ｍＬ、ＩＧＦ５０ｎｇ／ｍＬ和ｒｈＶＥＧＦ

２０ｎｇ／ｍＬ）。培养到第４天，用胎牛血清（ＰＢＳ）洗掉非贴壁细

胞，换培养液继续培养，培养至第７天，ＰＢＳ洗掉非贴壁细胞，

贴壁细胞供实验用。

１．２．２　ＥＰＣｓ的鉴定　使用流式细胞术（ＦＣＭ）检测细胞表面

标志和细胞功能双鉴定的方法。具体是使用培养第７天的细

胞，制成２×１０５ 个／ｍＬ的单个核细胞悬液，将细胞分别与适量

ＦＩＴＣ抗ＣＤ３４单克隆抗体、ＰＥ抗 ＣＤ１３３单克隆抗体和抗

ＫＤＲ于４ ℃孵育３０ｍｉｎ后，采用 ＦＣＭ 检测其表面标志

（ＣＤ３４、ＣＤ１３３和ＫＤＲ）。将浓度为２×１０５／ｍＬ的贴壁细胞悬

液加入培养板，并加入ＤｉＩａｃＬＤＬ（２．４ｍｇ／Ｌ），在二氧化碳培

养箱中孵育１ｈ。然后用４％多聚甲醛２ｍＬ固定细胞１０ｍｉｎ，

１４３１重庆医学２０１４年４月第４３卷第１１期
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以ＰＢＳ浸洗后，将ＦＩＴＣＵＥＡ１（１０ｍｇ／Ｌ）与上述处理过的细

胞在二氧化碳培养箱中共同孵育１ｈ。在多波长激光共聚焦倒

置显微镜下观察，ＦＩＴＣＵＥＡ１和ＤｉＩａｃＬＤＬ荧光双染色阳性

细胞为正在分化的ＥＰＣｓ。

１．２．３　水飞蓟素对 ＥＰＣｓ的干预　使用培养至第７天的

ＰＥＣｓ，胰酶消化后收集细胞，重悬后分别按１×１０４ 个／孔接种

于９６孔细胞培养板、２×１０４ 个／孔接种于２４孔细胞培养板和

１×１０６ 个／孔接种于６孔细胞培养板中，用含２％ ＦＢＳ的

Ｍ１９９培养液培养２４ｈ同步化细胞。在同步化后的ＥＰＣｓ中

加入０、２５、５０、１００μｇ／ｍＬ浓度的水飞蓟素干预２４ｈ，分别为

对照组、２５μｇ／ｍＬ组、５０μｇ／ｍＬ组、１００μｇ／ｍＬ组。

１．２．４　ＥＰＣｓ增殖能力的检测（ＭＴＴ法）　在干预好的９６孔

细胞培养板中加入 ＭＴＴ溶液２０μＬ（每孔浓度５ｇ／Ｌ），３７℃

下二氧化碳培养箱中培养４ｈ，吸弃上清液，再每孔加入二甲基

亚砜（ＤＭＳＯ）１５０μＬ，充分振荡１０ｍｉｎ。置酶标仪于４９０ｎｍ

处测定各孔犃值。

１．２．５　ＥＰＣｓ迁移能力的检测（Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法）　用０．２５％

胰酶消化干预后的 ＥＰＣｓ，用 Ｍ１９９培养液重悬后以２×１０４

个／孔的密度重新种植于２４孔板Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ的上室，下室加入

Ｍ１９９培养基和ＶＥＧＦ（５０μｇ／Ｌ）。３７℃下二氧化碳培养箱中

培养２４ｈ，用ＰＢＳ清洗两遍，室温下用４％多聚甲醛固定小室

３０ｍｉｎ，用干净的棉签擦去膜上面的细胞，用结晶紫染色

３ｍｉｎ，蒸馏水清洗３遍，在高倍光学显微镜下随机选取６个视

野，计数ＥＰＣｓ的数量，取平均值。

１．２．６　ＥＰＣｓ凋亡水平的检测　将干预后的ＥＰＣｓ细胞用胰

酶（不含ＥＤＴＡ）消化。收集悬浮细胞，离心后弃培养基。再用

４℃预冷的ＰＢＳ洗两次，离心后收集细胞用２００μＬ结合缓冲

液重新悬浮细胞（浓度为１×１０６ 个／ｍＬ）。取１００μＬ的细胞

悬液于５ｍＬ的流式管中，加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和１０μＬ

ＰＩ，混匀后于２～８℃避光条件下孵育５ｍｉｎ。加入稀释好的结

合缓冲液上流式细胞仪检测分析。

１．３　统计学处理　数据用ＳＰＳＳ１７．０统计软件处理，计量资

料用狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析。以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＥＰＣｓ形态特征的观察　培养１ｄ后，细胞圆形，不贴壁；

３ｄ后，细胞贴壁明显增多，有集落形成；７ｄ后集落逐渐散开，

梭形细胞增多；９ｄ左右细胞基本铺满皿底，呈放射状条索样

结构，见图１。

２．２　双荧光染色及免疫细胞化学染色鉴定结果　经流式细胞

仪检测贴壁细胞的表面标志，结果显示：被检测细胞表达ＣＤ３４

（３５．５±４．６）％、ＣＤ１３３（１８．４±３．８）％和ＫＤＲ（１８．４±３．８）％。

细胞表面标记 ＦＣＭ 检查结果，见图２。用 ＤｉＩＡｃＬＤＬ 和

ＦＩＴＣＵＥＡ１对细胞双荧光染色后，通过共聚焦显微镜观察，

细胞摄取ＤｉＩＡｃＬＤＬ后呈现红色，结合ＦＩＴＣＵＥＡ１的细胞

呈现绿色，而ＤｉＩＡｃＬＤＬ和ＦＩＴＣＵＥＡ１双染色阳性细胞呈

黄绿色，阳性率达８０％以上，被认为是正在分化的 ＥＰＣｓ，见

图３。

　　Ａ：培养１ｄ后；Ｂ：培养３ｄ后；Ｃ：培养７ｄ后；Ｄ：培养９ｄ后。

图１　　ＥＰＣｓ形态特征的观察结果（×２００）

图２　　细胞表面标记的ＦＣＭ检查结果

　　Ａ：摄取ＤｉｌＡｃＬＤＬ的ＥＰＣｓ呈红色；Ｂ：结合ＦＩＴＣＵＥＡ１的ＥＰＣｓ呈绿色；Ｃ：结合ＦＩＴＣＵＥＡ１和摄取ＤｉｌＡｃＬＤＬ呈现橙色。

图３　　双荧光染色鉴定结果（×２００）
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２．３　水飞蓟素对ＥＰＣｓ增殖、迁移和凋亡的影响　与对照组

相比，不同浓度的水飞蓟素均能增加ＥＰＣｓ的增殖、迁移能力，

其中２５μｇ／ｍＬ水飞蓟素干预组，可以看到ＥＰＣｓ增殖、迁移能

力增加的趋势，但差异无统计学意义（犘＞０．０５）；５０～１００μｇ／

ｍＬ的水飞蓟素可明显促进ＥＰＣｓ的增殖和迁移，差异有统计

学意义（犘＜０．０５）。与对照组比较，用不同浓度的水飞蓟素干

预ＥＰＣｓ２４ｈ，可以明显抑制ＥＰＣｓ的凋亡，并呈一定的量效关

系，即ＥＰＣｓ的凋亡水平随水飞蓟素的浓度增加而递减，在浓

度为１００μｇ／ｍＬ时最为显著（犘＜０．０５），见表１。

表１　　不同浓度水飞蓟素作用２４ｈ后对ＥＰＣｓ增值、迁移和

　　　凋亡的影响（狓±狊，狀＝６）

组别 增值（犃４９０） 迁移（×２００） 凋亡率（％）

对照组 ０．３６±０．０４ ２０．３７±３．０１ ６．７１±０．６１

２５μｇ／ｍＬ组 ０．３７±０．０３ ２１．２３±２．０９ ４．４９±０．４１ａ

５０μｇ／ｍＬ组 ０．４６±０．０５ａｂ ２６．６０±２．９０ａｂ ３．３９±０．５６ａｂ

１００μｇ／ｍＬ组 ０．５０±０．０３ａｂ ３１．０８±４．２０ａｂｃ ２．４５±０．４４ａｂｃ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与 ２５μｇ／ｍＬ组比较；

ｃ：犘＜０．０５，与５０μｇ／ｍＬ组比较。

３　讨　　论

自Ａｓｈａｒａ等
［１］从人外周血培养出ＥＰＣｓ以来，血管新生

的观念也有了新的突破，也证明了ＥＰＣｓ在出生后血管新生中

的重要地位，对于ＥＰＣｓ的研究也越来越多。各国研究者先后

从骨髓、外周血、脐带血和胚胎肝中分离培养出ＥＰＣｓ。本研究

通过最常用的贴壁筛选法获得ＥＰＣｓ，即从人外周血分离获得

ＭＮＣ，接种于ＦＮ包被的培养板中，在 Ｍ１９９基础培养液中添

加相关细胞因子进行诱导分化，在培养第７天鉴定时发现大部

分细胞既能摄取ＤｉＩＡｃＬＤＬ，也能结合ＦＩＴＣＵＥＡＩ。另外，

血管系统细胞标志 ＫＤＲ、内皮细胞标志ＣＤ３４和祖细胞标志

ＣＤ１３３是ＥＰＣｓ的重要标志，本研究培养出的细胞经流式细胞

仪检测，ＫＤＲ、ＣＤ３４和ＣＤ１３３表达率分别为（８８．６±５．１）％、

（３５．５±４．６）％、（１８．４±３．８）％。从而证实培养的细胞是正在

分化的ＥＰＣｓ。

水飞蓟素是从菊科药用植物水飞蓟种子的种皮中提取出

来的一种抗氧化剂，主要用于稳定肝细胞膜。此外，水飞蓟素

还有保护心肌、抗血小板聚集、降血脂、预防糖尿病和抗肿瘤等

多种生理作用。水飞蓟素在孕妇［２］、儿童［３］和７５岁以上的老

人［４］均可安全使用，是一种天然程度高，安全性好、毒副作用低

的药物制剂。本实验结果显示，不同浓度的水飞蓟素均可以增

加ＥＰＣｓ的增殖和迁移能力，浓度为２５μｇ／ｍＬ的水飞蓟素有

增加ＥＰＣｓ增殖和迁移能力的趋势，但差异无统计学意义（犘＞

０．０５）；浓度为５０～１００μｇ／ｍＬ的水飞蓟素可显著增加ＥＰＣｓ

的增殖和迁移能力（犘＜０．０５），但在５０μｇ／ｍＬ和１００μｇ／ｍＬ

的水飞蓟素组间差异无统计学意义（犘＞０．０５），说明５０μｇ／

ｍＬ的水飞蓟素就可以对ＥＰＣｓ数量和功能发挥显著作用。此

外，水飞蓟素还可以抑制 ＥＰＣｓ的凋亡，各浓度的水飞蓟素

（２５～１００μｇ／ｍＬ）均可显著抑制ＥＰＣｓ的凋亡（犘＜０．０５），并

且ＥＰＣｓ的凋亡水平随水飞蓟素的浓度增加而递减，在浓度为

１００μｇ／ｍＬ时达最大效应。

对于水飞蓟素保护肝细胞的机制有很多的研究，研究比较

多的机制是水飞蓟素通过进入肝细胞后与雌激素受体结合，活

化受体，进而增加细胞核内ＲＮＡ聚合酶Ⅰ的活性，导致核糖

体ＲＮＡ转录的增强，增加胞浆内核糖体数目，引起相关的酶

及结构蛋白合成，间接促进细胞合成ＤＮＡ，帮助肝细胞的修复

和再生。另外，李林昊等［５］发现，紫外线照射诱导条件下，水飞

蓟素可以抑制ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ９活性，从而抑制细胞凋

亡。这种作用是通过上调线粒体抗凋亡蛋白ｂｃｌ２和ｂｃｌｘｌ的

表达而实现。陈红等［６］发现在缺氧、缺糖情况下，水飞蓟宾可

减轻心肌细胞的损伤，当使用异丙肾上腺素加重心肌细胞的缺

氧，加入水飞蓟宾还可对抗这种损伤。最近，Ｐａｔｅｌ等
［７］研究证

实，水飞蓟素也可以通过抑制肝细胞上Ｐ５３蛋白的表达，来防

止细胞的凋亡。以上这些研究都证实了水飞蓟素可以增加细

胞的增殖和减少细胞的凋亡。但对癌症的研究显示水飞蓟素

对癌细胞的抗增殖和促凋亡作用。Ｍａｚｚｉｏ等
［８］报道黄酮木脂

素对癌症的预防作用中，指出水飞蓟素通过调控细胞周期和干

扰细胞凋亡相关蛋白的表达可以调节细胞存活和凋亡之间的

平衡。此外，水飞蓟素也显示了抗炎，抗血管生成和抗转移作

用［９］。Ｌｉ等
［１０］发现水飞蓟素在癌细胞中抗增殖作用的分子机

制主要是通过酪氨酸激酶受体，雄激素受体，ＮＦκＢ，调控细胞

周期和凋亡信号通路。所以，本研究推测水飞蓟素对细胞增殖

和凋亡的调控是多靶点、多通道的，而且可能具有双向调节作

用。水飞蓟素作为一种新的药物，应用于增强内皮祖细胞数量

和活性来发挥内皮化和修复损伤血管效果，还需要更多的研究

来进一步证明。
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