
中华老年多器官疾病杂志2009年6月第8卷第3期Chin J Muh Organ Dis EIderly Jun 2009 Vol 8 No 3 ·265·

·基础研究·

血管内皮生长因子调节内皮祖细胞生物学功能

崔斌黄岚谭虎赵刚 赵晓辉 于世勇

【摘要】 目的研究血管内皮生长因子(VEGF)对体外培养骨髓源性内皮祖细胞(EPCs)数量及增殖、迁移、

黏附功能的影响及机制初探。方法密度梯度离心法获取骨髓单个核细胞，FITC_荆豆凝集素I、Dil_乙酰化低密度

脂蛋白荧光双染鉴定。单个核细胞培养7d后分为对照组和VEGF干预组。VEGF干预组加入不同浓度VEGF(25，

50，75，100 pg／L)培养48 h，分别采用四氮唑溴盐比色法、改良的Boyden小室和黏附能力测定观察EPCs的增殖、迁

移和黏附能力。RT-PCR法半定量检测VEGF对EPCs内皮型一氧化氮合酶(eNOS)mRNA表达的影响。硝酸还

原酶法比色测定VEGF对EPCs分泌一氧化氮的影响。结果 VEGF可浓度依赖性地增加EPCs数量并明显促进

EPCs的黏附、迁移和增殖能力，与对照组比较差异显著。VEGF可上调EPCs eNOS mRNA的表达，促进EPCs分

泌一氧化氮。结论VEGF可能通过上调EPCs eNOS mRNA的表达影响EPCs部分生物学功能。

【关键词】血管内皮生长因子；内皮祖细胞；动脉粥样硬化
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[Abstract]0bjective To observe the effect of vascular endothelial growth factor(VEGF)on endothelial pro—

genitor cells(EPCs)and to elucidate its possible mechanism．Methods Mononuclear cells(MNCs)isolated from

bone marrow by density gradient centrifugation combined with adherent cell filtration were plated on fibronectin-

coated culture dishes．After culturing for 7d，adherent cells were cultured with different concentrations of VEGF(25，

50，75，100 pg／L)for 48 h．EPCs proliferation and migration ability were observed and adhesion assay Was performed．

The endothelial nitric oxide synthase(eNOS)mRNA expression of EPCs was measured by RT-PCR．Results VEGF

dose—dependently increased the number of EPCs and promoted EPCs proliferation，migration and adhesive capacity．

VEGF could upregulate eNOS mRNA expression of EPCs．Conclusion VEGF might affect the biological functions

of EPCs through upregulation of eNOS mRNA expression of EPCs．

[Key wo“b】vascular endothelial growth factor；progenitor cells，endothelial；atherosclerosis

血管内皮生长因子(vascular endothelial

growth factor，VEGF)是生长因子家族成员，具有

促进血管内皮细胞增殖、增加微血管通透性、促血管

形成等功能。近来研究发现，VEGF还可通过促进

内皮祖细胞(endothelial progenitor cells，EPCs)

的动员、分化及归巢能力参与血管新生过程。自

Asahara 1997年首次在Science杂志上提出血管内

皮祖细胞以来，关于EPCs的研究日益增多。目前

研究观点认为，EPCs不仅参与胚胎血管生成，同时

也参与出生后的血管发生及损伤内皮的修复过程。

因此，EPCs在缺血性疾病具有广阔的临床应用前

景。为了研究VEGF对EPCs生物学功能的影响，

笔者观察了VEGF对体外培养大鼠骨髓源性EPCs

数量及增殖、迁移、黏附功能的作用，并对其机制进
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行初步探讨。

1材料与方法

1．1 实验材料与试剂 雄性SD大鼠，体重350～

4509，由第三军医大学动物实验中心提供；大鼠淋

巴细胞分离液购于天津灏洋生物公司；优质胎牛血

清、M199培养液均购自Hyclone公司；二甲基亚砜

(DMSO)购于北京亚太精细化工公司(分析纯)，

Dil一乙酰化低密度脂蛋白(acLDL)购自Molecular

probe公司；人纤连蛋白、二苯基四氮唑溴盐

(MTT)、胰蛋白酶及FITC标记荆豆凝集素I

(FITC-UEA—I)均购自Sigma公司；血管内皮生长

因子购自R&D公司；荧光倒置显微镜(Leiea，德

国)；PCR扩增仪(PTC-100型，MJ，美国)，水平电

泳槽(DYCP-31D型，北京六一仪器厂)，凝胶扫描成

像系统(Chemilmager5500型，Alpha Innotech公

司)。

1．2 EPCs培养 大鼠脱臼处死，75％乙醇浸泡

5min，Ficoll密度梯度离心法收集白膜层的单个核

细胞，磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤2次，接种于纤连蛋

白包被的培养板中。在添加了青霉素100 kU／L、链

霉素100 mg／L、20％优质胎牛血清的M199培养液

中培养4d，PBS洗掉非贴壁细胞，更换培养液继续

培养至7d。PBS洗掉非贴壁细胞，贴壁细胞供实

验用。

1．3 实验分组 贴壁细胞随机分成对照组及

VEGF干预组，VEGF浓度分别为25，50，75，

100pg／L，37℃，5％CO：培养箱中培养48 h，然后

进行分析。

1．4 EPCs染色与鉴定 细胞与DiI—Ac-LDL

(2．4mg／L)37℃下孵育1h以检测EPCs对acLDL的

摄取。然后用2％多聚甲醛固定细胞10min。PBS液

浸洗2次，再将FIT()UE艮I(10nlg／L)加于上述样品

37℃下孵育1h。荧光显微镜鉴定DiI—Ac--LDL和

FlTC-UEA—I染色双阳性细胞为正在分化的EPC。

采用荧光倒置显微镜对每孔进行计数(计数15个随

机选择的200倍视野的EPCs)。

1．5 EPCs增殖能力检测 分离获得的单个核细

胞培养7d后，0．25％胰蛋白酶消化收集贴壁细胞，

500／A培养液重悬细胞计数。将等量EPCs接种到

包被有人纤连蛋白96孔培养板，同时加入不同浓度

VEGF培养48h，加入MTT，6h后吸弃上清液，加

入DMSO，于微量振荡器充分振荡lOmin，波长

490nm处测吸光度值。

1．6 EPCs黏附能力检测 用0．25 oA胰蛋白酶消

化收集不同组别贴壁细胞，悬浮在500p1培养液计

数。将同等数目EPCs接种在包被有人纤连蛋白培

养板中，在37℃下培养30 rain，计数15个随机200

倍视野中贴壁细胞。

1．7 EPCs迁移能力检测 用0．25％胰蛋白酶消

化收集不同组别贴壁细胞，悬浮在500P1培养液计

数。将含50tL￡g／L VEGF的25肛1培养液加入Boy—

den小室的下室，2×104EPCs悬浮在50tA培养液

注入上室，培养24 h，刮去滤膜上面的未移动细胞，

用甲醛固定，Giemsa染色，计数3个随机400倍视

野中的迁移细胞。

1．8 VEGF对EPCs内皮型一氧化氮合酶(eNOS)

tuRNA表达的影响 按RNA提取试剂盒提取

EPCs的RNA，Trizol由Invitrogene提供。按照逆

转录试剂盒(TaKaRa公司)说明书进行RT—PCR，

引物由上海生物工程有限公司合成，GAPDH为内

参。eNOS的引物序列上游为5，-CACGCTG—

GAGTGGTTTGC>3 7；下游为5，-TGATGCCGGT—

GCCCTTG3’，反应条件为94℃5min，94℃30s，

60℃30s，72℃30s，共36个循环，最后72℃延伸

10min，终产物为518bp。GAPDH引物序列上游为

5，-CGTATCGGACGCCTGGTT一3’，下游为5，-

CGCTCCTGGAAGATGGTG一37，反应条件为94℃

5 rain，9400 30s，55℃30s，72℃30s，共32个循环，

最后72℃延伸lOmin，终产物为203 bp。反应结束

后取10肛l PCR产物，1．0％琼脂糖(含EB)100V电

泳30 rain，再用凝胶成像分析系统进行分析，以待

测指标积分吸光度与GAPDH的积分吸光度的比

值来表示其相对含量。

1．9 VEGF对EPCs分泌一氧化氮(nitric oxide，

NO)的影响 EPCs在不同浓度VEGF条件下培养

48h，收集培养液，离心取上清，用于NO检测。采用

硝酸还原酶法比色测定，试剂盒购自南京建成生物

工程研究所。

1．10统计学方法统计学处理采用SPSSIO．0软

件完成，所有数据以z±s表示，采用单因素方差分

析，P<0．05为差异有统计学意义。

2 结 果

2．1 EPCs鉴定分离获得的单个核细胞培养7d

后形成梭形的内皮样细胞。通过荧光显微镜鉴定，

UEA-I和DiI—Ae-LDL双染色阳性细胞被认为是正

在分化的EPCs(图1)。

 万方数据



中华老年多器官疾病杂志2009年6月第8卷第3期Chin J MuIt Organ Di8 Elderly Jun 2009 Vol 8 No 3 ·267。

A B C

圈1 通过荧光显微镜鉴定细胞对DiI-Ae-LDL摄取(A)及细胞与植物凝集素结合(绿色，B)，

染色双阳性细胞为正在分化的内皮祖细胞(C)(X200)

2．2 VEGF对EPCs数量及增殖、迁移、黏附能力

的影响 通过检测各组15个随机选择的×200视

野EPCs数量，采用MTT比色法、Transwell小室、

黏附能力实验等分别检测EPCs的增殖、迁移、黏附

功能。结果显示，不同浓度的VEGF干预组EPCs

数量较对照组均显著增加，增殖、迁移和黏附能力增

强(表1)。

2．3 VEGF对EPCs的eNOS mRNA表达的影响

VEGF 25，50，75，100 t比g／L处理组EPCs的eNOS

PCR产物相对吸光度(0．55±0．02，0．60±0．04，

0．76±0．02，0．88士0．07)较对照组(0．12士0．03)显

著增加(P<0．01)，提示随着VEGF浓度增加，

eNOS mRNA表达逐渐增强(图2)。

图2 VEGF对EPCs eNOS mRNA表达的影响

2．4 VEGF对EPCs分泌NO的影响 不同浓度

VEGF对EPCs分泌NO均有促进作用，与对照组

相比，均有显著性差异(P<O．01)，并且随VEGF浓

度增加，促NO分泌作用增强(图3)。

号
目

宝

O 2．5 50 75 10

v】BGF(IIg，I)

圈3 VEGF对EPCs分泌NO的影响

3讨论

EPCs是一类能增殖并分化为成熟内皮细胞的

前体细胞。研究表明，新生血管内皮细胞的25％来

源于EPCsEll。临床研究发现，冠心病危险因素高

的患者循环EPCs数量明显降低[2]，且EPCs迁移

和黏附功能明显受损，推测EPCs缺乏或动员不良

可能会影响血管内皮的修复，加重内皮功能紊乱，进

而促进冠心病的发生发展。VEGF是血管内皮细

胞特异性促有丝分裂原，能高效、特异地促进血管内

皮细胞的分裂和增殖，增加血管通透性，有利于新生

裹1不同浓度VEGF对EPCs数量及功能的影响

注：与对照组比较，。P<O．01

m¨¨"¨¨¨¨¨¨o
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血管的形成，促进缺血区形成侧支循环。近来研究

发现，VEGF可动员骨髓源性EPCs进入到外周血

中，并显著改善EPCs功能，修复损伤的血管内皮，

从而抑制血管内膜的过度增生。Zentilin等口3研究

发现，腺病毒介导的VEGF基因转染可动员EPCs

至VEGF诱导的血管新生部位，明显增加缺血下肢

新生毛细血管密度，改善缺血下肢的血流供应。

Chen等口1也得出相同的研究结果。Li等[53发现

VEGF和胎盘生长因子可促使EPCs募集至血管新

生部位促进成体血管发生。

本实验通过给予体外培养的EPCs不同浓度

VEGF，发现VEGF能够增加EPCs数量，促进

EPCs的增殖、黏附及迁移能力，其作用效果呈剂量

依赖性。进一步研究发现，VEGF可上调EPCs的

eNOS ITIRNA表达，促进EPCs分泌NO。eNOS是

左旋精氨酸一NO途径的关键酶，不仅诱导血管内皮

细胞产生N0，调节血管张力，而且还参与EPCs的

动员、分化及归巢[6’7]。因此，笔者推测VEGF促进

EPCs生物学功能可能是通过上调eNOS活性这一

途径完成的，其确切机制尚需进一步研究。
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