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辛伐他汀干预对大鼠肺动脉高压及其内皮祖细胞的影响
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　　摘　要：目的　探讨辛伐他汀治疗大鼠实验性肺动脉高压（ＰＨ）的疗效及其对循环内皮祖细胞（ＥＰＣ）数量和功能的影响。方

法　选取ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠２４只，随机分为３组：模型组、干预组、对照组，每组８只。利用野百合碱皮下注射制备ＰＨ模型，

干预组大鼠于第３天应用辛伐他汀对其进行治疗，第２１天测定比较各组大鼠右室收缩压（ＲＶＳＰ）、肺血管结构和循环ＥＰＣ的数

量，同时体外培养各组ＥＰＣ，对各组ＥＰＣ的产量和功能进行分析比较。结果　干预组循环ＥＰＣ含量明显高于模型组及对照组

（犘＜０．０１）；和模型组比较，干预组ＲＶＳＰ、肺小动脉中膜厚度与血管外径比值显著降低（犘＜０．０１），管腔面积与血管总面积比值

（ＶＡ／ＴＡＡ）显著增高（犘＜０．０１）；体外培养下，干预组ＥＰＣｓ的产量以及增殖、黏附、迁移能力均较模型组显著增高。结论　辛伐

他汀能够通过有效上调ＰＨ模型大鼠循环ＥＰＣ的数量及功能，从而达到对ＰＨ的治疗目的。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ｐｕｌｍｏｎａｒｙ；ｒａｔｓ；ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌ；ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ

　　肺动脉高压（ｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＰＨ）是一种病因各

不相同的难治性恶性肺血管疾病，预后不佳，临床上目前药物

治疗效果不甚理想。内皮祖细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，

ＥＰＣ）又称血管母细胞，是一种成年个体骨髓中的血管内皮前

体细胞，它能迁移至外周血并分化成成熟血管内皮细胞，具有

良好的增生潜能。近年来研究发现ＥＰＣ能通过促进受损的肺

动脉内皮修复及动脉重塑减低肺动脉压［１２］。研究发现，辛伐

他汀可促进ＥＰＣ增殖，减少ＥＰＣ凋亡，提高其迁移能力及趋

化活性［３４］。因此，本研究旨在探讨利用辛伐他汀治疗ＰＨ 的

可行性，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　收集２４只８周龄雄性ＳＤ大鼠，体质量１５０～２００

ｇ，许可证号：ＳＣＸＫ（京）２００５００１３。适应性饲养２周后，分为

模型组、实验组及对照组，每组８只。

１．２　方法

１．２．１　实验方法　模型组及干预组于项背部皮下注射１％的

野百合碱（ｍｏｎｏｃｒｏｔａｌｉｎｅ，美国Ｓｉｇｍａ公司）５０ｍｇ／ｋｇ以诱导

形成ＰＨ模型
［５］；对照组注射等量磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）。注射

当天为第０天。实验组于第３天开始予辛伐他汀２０ｍｇ／ｋｇ溶

液灌胃，模型组以等量蒸馏水灌胃，直至实验结束。
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１．２．２　循环ＥＰＣ含量测定　第２１天各组大鼠经尾静脉取

血，予乙二胺四乙酸抗凝后取０．１ｍＬ，加入２μＬ小鼠抗大鼠

血管内皮细胞生长因子受体２（ＶＥＧＦＲ２）抗体（美国Ｓａｎｔａ

Ｃｒｕｚ公司），孵育１５ｍｉｎ，经红细胞裂解、ＰＢＳ洗涤离心后，再

加入５μＬ异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）标记的山羊抗小鼠ＩｇＧ（美

国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），避光孵育１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤离心后，依次

加入５μＬ藻红素标记的小鼠抗大鼠ＣＤ３４抗体（ＰＥＣＤ３４）、

别藻蓝素标记的小鼠抗大鼠ＣＤ４５抗体（ＡＰＣＣＤ４５，美国ＢＤ

公司）避光孵育１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤离心后，应用流式细胞仪计数

每１０００００个单个核细胞中ＣＤ３４＋ＶＥＧＦＲ２＋ＣＤ４５－的ＥＰＣｓ

所占的比例。

１．２．３　心肺指标测定

１．２．３．１　右心室收缩压测定　经静脉采血后的大鼠以１０％

水合氯醛（３ｍＬ／ｋｇ）腹腔注射麻醉，自右侧颈外静脉插管至右

心室，应用ＰＭ８０００型多参数监护仪测定右心室收缩压，以此

间接反映肺动脉压力。

１．２．３．２　观察肺组织及肺血管病理变化　大鼠断头处死，分

离右下肺叶，１０％多聚甲醛固定，石蜡包埋，切片，ＨＥ染色，光

镜下观察大鼠肺组织病理变化，并应用ＬｅｉｃａＱＷｉｎＶ３图像分

析系统测量与终末细支气管伴行的小动脉管壁中膜厚度

（ＭＴ）与血管外径（ＥＤ）的比值（ＭＴ／ＥＤ）、管腔面积（ＶＡ）与血

管总面积（ＴＡＡ）的比值（ＶＡ／ＴＡＡ）。

１．２．４　循环ＥＰＣ的体外培养及功能监测

１．２．４．１　循环ＥＰＣ的体外培养　将经尾静脉采集的外周血，

以淋巴分离液经密度梯度离心法获得单个核细胞，加入含５％

胎牛血清（ＦＢＳ）的内皮细胞生长培养基２（ＥＧＭ２，瑞士Ｌｏｎｚａ

公司），以２×１０６ 个／ｍＬ密度将细胞接种于纤维连接蛋白（美

国 ＨｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）包被的２４孔板中，每只

大鼠设２个孔，置３７℃、５％ ＣＯ２。培养箱孵育，３ｄ后以ＰＢＳ

洗去未贴壁细胞，更换新的培养液，以后隔日半量换液。

１．２．４．２　循环ＥＰＣ的免疫荧光鉴定　细胞培养７ｄ后，分别

取１孔细胞加入Ｄｉｌ标记的乙酰化低密度脂蛋白（美国 Ｍｏｌｅｃ

ｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ公司）至终浓度５ｍｇ／Ｌ。继续孵育４ｈ，吸弃培养

液，用２％多聚甲醛固定细胞２０ｍｉｎ，ＰＢＳ反复浸洗后，加入含

５ｍｇ／ＬＦＩＴＣ标记的血凝素（美国Ｓｉｇｍａ公司）的 ＰＢＳ０．５

ｍＬ，３７℃孵育１ｈ，ＰＢＳ浸洗后予９０％中性甘油封片，于共聚

焦显微镜下观察。显示红色荧光者为Ｄｉｌ标记的乙酰化低密

度脂蛋白阳性细胞，显示绿色荧光者为ＦＩＴＣ标记的血凝素阳

性细胞，双荧光阳性细胞被认为是ＥＰＣ。

１．２．４．３　流式细胞仪检测 ＥＰＣｓ特异性表面标志 ＣＤ３４、

ＶＥＧＦＲ２表达情况 体外培养的ＥＰＣ于第１４天各取１孔细胞

应用０．２５％胰酶消化细胞制备单细胞悬液，调整细胞密度为

２×１０６ 个／ｍＬ，取０．１ｍＬ，加人２μＬ小鼠抗大鼠ＶＥＧＦＲ２抗

体，孵育１５ｍｉｎ，经ＰＢＳ洗涤离心后，再加入５μＬＦＩＴＣ标记

的山羊抗小鼠ＩｇＧ，避光孵育１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤离心后，加入５

μＬＰＥＣＤ３４，避光孵育１５ｍｉｎ，经ＰＢＳ洗涤离心后，应用流式

细胞仪检测ＥＰＣｓ相对特异性表面标志ＣＤ３４、ＶＥＧＦＲ２的表

达情况。

１．２．４．４　细胞增殖能力检测　将消化的ＥＰＣ调整细胞密度

为１×１０５ 个／ｍＬ，取０．２ｍＬ接种于预先铺有纤维连接蛋白的

９６孔板中，置于３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱培养９６ｈ，每孔加入２０

μＬ四甲基偶氮唑蓝（５ｍｇ／ｍＬ，美国 Ｄｕｃｈｆｏ公司），培养４ｈ

后加入１００μＬ二甲基亚砜，应用酶标仪检测其在５７０ｎｍｏｌ／Ｌ

处的吸光度。

１．２．４．５　细胞黏附能力检测　将消化的ＥＰＣ调整细胞密度

为５×１０４ 个／ｍＬ，取１ｍＬ接种于预先铺有纤维连接蛋白的

２４孔板中，置３７℃、５％ ＣＯ２。培养箱中培养３０ｍｉｎ，以ＰＢＳ

冲洗３遍去除未贴壁细胞，２００倍相差显微镜下选择３个不同

视野进行细胞计数，取平均值。

１．２．４．６　细胞迁移能力检测　孔径为８μｍ的插入式培养皿置

于２４孔板中，在插入式培养皿外加入０．６ｍＬ含５．０％ＦＢＳ的

ＥＧＭ２，将消化的 ＥＰＣ应用含０．１％ ＦＢＳ不含细胞因子的

ＥＢＭ２重新调整至细胞密度为５×１０５ 个／ｍＬ，取０．１ｍＬ加于

皿内。３７℃、５％ＣＯ２：培养箱培养２４ｈ后，取出插入式培养皿，

用棉签擦净滤膜上层的细胞，应用４％多聚甲醛将膜下层细胞

固定２０ｍｉｎ，ＰＢＳ反复浸洗干燥后，经０．１％结晶紫染色，２００倍

相差显微镜下选择３个不同视野进行细胞计数，取平均值。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析。正态

分布的计量数据以狓±狊表示，多组样本之间的比较采用单因

素方差分析，组间两两比较采用ＬＳＤ检验。以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　一般情况观察　模型组大鼠于第１０天起较对照组大鼠

活动明显减少，进食减少，体毛杂乱无光泽，呼吸急促。干预组

大鼠除活动略有减少外，呼吸、进食及体毛情况均较对照组无

明显的变化。

２．２　肺动脉压力及局部病变的比较　与对照组相比，模型组

大鼠ＲＶＳＰ明显升高，且肺小动脉血管内皮细胞损伤明显。血

小板黏附在损伤的内皮细胞及裸露的基底膜上，可见淋巴细胞

浸润，肌型小动脉中膜厚度显著增加，ＭＴ／ＥＤ比值增大。管

腔狭窄，甚至闭塞，ＶＡ／ＴＡＡ比值减小。同时，与模型组相比，

干预组大鼠ＲＶＳＰ明显降低，已接近对照组水平。肺部病变也

相对较轻，ＭＴ／ＥＤ及ＶＡ／ＴＡＡ比值明显改善并趋于正常，见

图１、表１。

　　Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：干预组。

图１　　不同组别大鼠肺组织病理表现（ＨＥ，×４００）
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表１　　不同组别大鼠肺动脉压力指标的比较（狓±狊）

组别 ＲＶＳＰ（ｍｍＨｇ） ＭＴ／ＥＤ比值（％）ＶＡ／ＴＡＡ比值（％）

对照组 ２６．１３±３．２５ａ １４．１５±１．６７ａ ４０．５２±４．１９ａ

模型组 ４９．７８±３．４２ ３２．２８±３．１２ ２２．７３±３．６２

干预组 ３１．０６±３．４３ａ １８．４６±２．０３ａ ３７．２１±４．６３ａ

　　ａ：犘＜０．０１，与模型组比较。

２．３　循环ＥＰＣｓ数量及功能的比较

２．３．１　循环ＥＰＣｓ数量的变化　流式细胞仪检测显示，模型

组大鼠循环 ＥＰＣｓ在外周血单核细胞中所占比例（０．０１７±

０．００８）％较对照组（０．０３６±０．０１４）％明显减低（犘＜０．０１）。

干预组循环ＥＰＣｓ数量（０．０３９±０．０１２）％较模型组及对照组

均明显增加（犘＜０．０１）。

２．３．２　ＥＰＣｓ的体外生长情况　培养后７ｄ，外周血单个核细

胞可以见到大量梭形细胞（图２Ａ），其具有结合 ＦＩＴＣｌｅｃｔｉｎ

（图２Ｂ、２Ｄ）及吞噬ＤｉｌａｃＬＤＬ（图２Ｃ、２Ｄ）的特性。模型组中

同时结合ＦＩＴＣｌｅｃｔｉｎ和吞噬ＤｉｌａｃＬＤＬ双阳性细胞所占的比

例（８０．２５±６．３４）％较对照组（８７．９２±６．７４）％略少（犘＜

０．０５）。干预组双阳性细胞的比例（８８．０５±６．９２）％较模型组

明显增多（犘＜０．０５），与对照组差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

　　Ａ：培养第７天可以见到大量的梭形细胞生成；Ｂ：细胞结合血凝素呈现绿色荧光；Ｃ：细胞吞噬乙酰化低密度脂蛋白呈现红色荧光；Ｄ：双阳性细

胞呈现黄色荧光。

图２　　循环ＥＰＣ的培养及免疫荧光鉴定（×１００）

２．３．３　ＥＰＣ表面分子的表达　培养至第１４天，模型组外周

血单个核细胞ＣＤ３４、ＶＥＧＦＲ２的表达明显低于对照组（犘＜

０．０１）；而干预组表达显著上调，明显高于模型组（犘＜０．０１），

且与对照组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表２。

表２　　不同组别循环ＥＰＣ表面分子表达的比较（狓±狊，％）

组别 ＣＤ３４ ＶＥＧＦＲ２

对照组 ３０．１７±４．６２ａ ５０．６８±５．１６ａ

模型组 １７．３５±３．５２ ３２．９３±４．７２

干预组 ３１．６２±４．８６ａｂ ４９．７５±５．０４ａｂ

　　ａ：犘＜０．０１，与模型组比较；ｂ：犘＞０．０５，与对照组比较。

２．３．４　ＥＰＣ功能的变化　比较循环ＥＰＣ在体外培养状态下

的增殖、黏附、迁移能力，模型组与对照组比较均有所下降

（犘＜０．０１）。干预组各项功能指标较模型组显著上调（犘＜

０．０１），且与对照组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表３。

表３　　不同组别循环ＥＰＣ功能指标的比较（狓±狊）

组别
增殖能力

（犗犇值）

黏附能力

（细胞个数／ＨＰＦ）

迁移能力

（细胞个数／ＨＰＦ）

对照组 ０．６５±０．０８ａ １２．２３±２．１２ａ １３．１９±２．６７ａ

模型组 ０．４４±０．０５ ７．３５±１．６８ ７．３６±２．１３

干预组 ０．６２±０．０７ａｂ １１．７３±２．０６ａｂ １２．７８±２．７２ａｂ

　　ａ：犘＜０．０１，与模型组比较；ｂ：犘＞０．０５，与对照组比较。

３　讨　　论

ＰＨ是以肺血管阻力渐进性增加、右心后负荷渐进性增

加、最终导致右心衰竭为特征的恶性疾病。近十余年来，虽然

波生坦、西地那非等靶向药物的应用使得ＰＨ的临床症状能够

在一定程度上得到改善，但远期预后依旧不佳。有研究认为，

血管内皮细胞过度凋亡所引起的内皮损伤是ＰＨ的触发因素

和起始环节［６８］。因此，从病理基础角度来说，尽早修复受损的

血管内皮，防止血管功能障碍的发生及血管重构将有可能从根

本上阻止ＰＨ 的进程，从而达到对ＰＨ 治疗的目的。研究表

明，ＥＰＣ在血管内皮细胞损伤后的修复及维持正常功能方面

都起着重要作用［９１０］。ＰＨ急性期循环ＥＰＣ数量明显增加，而

对于已经发生血管重构的病例，其循环ＥＰＣ的数量及活性存

在明显下降［１１１３］。本实验结果显示，与对照组比较，模型组大

鼠外周血中ＥＰＣ的数量显著减少，其表面ＣＤ３４、ＶＥＧＦＲ２的

表达及各项功能指标也发生了明显的下调。在组织病理方面，

模型组大鼠肺小动脉血管内皮细胞损伤明显、管壁增厚、管腔

狭窄及肺循环压力增高。这说明ＰＨ的形成确实与ＥＰＣ的数

量及功能有关。

他汀类药物具有良好的调脂作用，在胆固醇水平相当的情

况下，他汀类药物能显著降低心血管事件发生率。此外，他汀

类药物还具有促进血管新生和内皮损伤后的修复作用。近年

来，随着研究的深入，人们逐渐发现了他汀类的很多非干细胞

的生物学作用。有研究报道，他汀类能增加ＥＰＣ的增殖、迁移

及分化，有利于改善ＥＰＣ的功能，以实现血管损伤的修复及通

过血管生成来增加和改善缺血区域的血液供应。本研究显示，

干预组大鼠于实验第２１天时，其循环ＥＰＣ的数量较模型组增

多，与对照组比较也在相对较高水平。在体外培养状态下，干

预组ＥＰＣ表面ＣＤ３４、ＶＥＧＦＲ２的表达及增殖、黏附、迁移能

力比模型组有显著上调，相应地，其肺小动脉的病变及肺循环

压力的增高也得到了改善。这说明辛伐他汀对ＰＨ有一定的

治疗效果。

综上所述，辛伐他汀能明显地增加循环ＥＰＣ的数量，改善

ＥＰＣ的功能，达到促进血管新生和受损血管内皮修复的作用，

以便在肺动脉内皮损伤的早期即有效地完成修复工作，维持内

皮正常的结构和功能，防止因血管的舒张功能受损和平滑肌细

胞、成纤维细胞过度增殖而造成的血管重构，达到对ＰＨ的治

疗目的。然而，由于辛伐他汀治疗过程中的具体信号转导途

径、ＥＰＣ参与局部损伤修复的具体作用方式及机制尚不完全

明了，因此应用辛伐他汀治疗ＰＨ尚需要对其远期疗效和可能
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存在的问题进行更加深入地研究和评估。
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