
　 　 基金项目：国家自然科学基金资助项目（Ｎｏ ３０１７０３７０）；江苏省自然科学基金资助项目（Ｎｏ ＢＫ２００４０８３）
作者单位：１ 南京大学医学院附属鼓楼医院心内科（南京２１０００８）；２ 福建中医学院附属第二人民医院；３ 南京军区南京总医院心血管内科
通讯作者：徐　 标，Ｔｅｌ：０２５ － ８３１０５２０５，Ｅｍａｉｌ：ｘｕｂｉａｏ＠ ｍｅｄｍａｉｌ ｃｏｍ ｃｎ

·博士之窗·
丹参多酚酸盐修复糖基化终产物引起的晚期ＥＰＣｓ

功能障碍及其分子机制
陈　 琴１ 　 黄铭涵２ 　 江时森３ 　 徐　 标１

摘要目的观察丹参多酚酸盐对糖基化终产物（ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＡＧＥ）引起的晚期内
皮祖细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ，ＥＰＣｓ）功能障碍的修复作用，并探讨其中分子机制。方法密度梯度
离心法分离脐血中单个核细胞，采用ＥＧＭ２ＭＶ培养液培养晚期ＥＰＣｓ；利用牛血清白蛋白及葡萄糖制备晚
期糖基化修饰的白蛋白（ＡＧＥ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ，ＡＧＥａｌｂｕｍｉｎ）。实验分为单独加入２００ μｇ ／ ｍＬ
ＡＧＥａｌｂｕｍｉｎ的ＡＧＥ组；同时加入２００ μｇ ／ ｍＬ ＡＧＥａｌｂｕｍｉｎ及０ １ μｇ ／ ｍＬ、１ μｇ ／ ｍＬ、１０ μｇ ／ ｍＬ的丹参多酚
酸盐低、中、高剂量组；加入２００ μｇ ／ ｍＬ未经修饰白蛋白的对照组。采用Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＰＩ双染法检测晚期ＥＰＣｓ
凋亡；ＥＣＭａｔｉｒｘｇｅｌ检测晚期ＥＰＣｓ形成新生血管的能力。采用ＲＴＰＣＲ法检测细胞中糖基化终产物受体
（ｔｈｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆｏｒ ＡＧＥ，ＲＡＧＥ）、内皮型一氧化氮合酶（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ，ｅＮＯＳ）ｍＲＮＡ水平；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ法检测ＲＡＧＥ、ｅＮＯＳ及蛋白激酶Ａｋｔ的蛋白表达水平。结果与对照组比较，ＡＧＥ组Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ ＋ ／ ＰＩ －细胞比例增加，在ＥＣＭａｔｉｒｘｇｅｌ上形成新生血管能力降低；晚期ＥＰＣｓ中ｒａｇｅ ｍＲＮＡ及ＲＡＧＥ蛋白表
达增加，ｅｎｏｓ ｍＲＮＡ及ｅＮＯＳ及Ａｋｔ蛋白表达减少。丹参多酚酸盐１ ０、１０ ０ μｇ ／ ｍＬ组，与ＡＧＥ组比较，晚
期ＥＰＣｓ凋亡明显减少（Ｐ ＜ ０ ０５，Ｐ ＜ ０ ０１），在ＥＣＭａｔｉｒｘｇｅｌ上形成新生血管能力增加（Ｐ ＜ ０ ０１），晚期
ＥＰＣｓ中ＲＡＧＥ表达减少（Ｐ ＜ ０ ０５，Ｐ ＜ ０ ０１），ｅＮＯＳ、Ａｋｔ表达增加（Ｐ ＜ ０ ０５）；与对照组比较，丹参多酚酸
盐１０ μｇ ／ ｍＬ组对晚期ＥＰＣｓ凋亡及在ＥＣＭａｔｉｒｘｇｅｌ上形成新生血管能力，ｒａｇｅ ｍＲＮＡ及ＲＡＧＥ，ｅｎｏｓ ｍＲＮＡ
及ｅＮＯＳ，Ａｋｔ蛋白表达，差异均无统计学意义（Ｐ ＞ ０ ０５）。结论ＡＧＥ使ＥＰＣｓ功能受损，表现为凋亡增加、
迁移及体外形成新生血管的能力下降，丹参多酚酸盐可修复由ＡＧＥａｌｂｕｍｉｎ引起的ＥＰＣｓ功能损害。

关键词丹参多酚酸盐；糖基化终产物；晚期内皮祖细胞；血管新生

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｄｅｐｓｉｄｅ Ｓａｌｔ ｆｒｏｍ Ｓａｌｖｉａ Ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａｅ ｉｎ Ｒｅｐａｉｒｉｎｇ Ａｄｖａｎｃｅｄ Ｇｌｙｃａｔｉｏｎ Ｅｎｄ Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｎｄｕｃｅｄ
Ｌａｔｅ Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ Ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ Ｃｅｌｌ Ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｉｔｓ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ＣＨＥＮ Ｑｉｎ，ＨＵＡＮＧ Ｍｉｎｇｈａｎ，
ＪＩＡＮＧ Ｓｈｉｓｅｎ，ｅｔ ａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｄｒｕｍ Ｔｏｗｅｒ Ｈｏｓｐｉｔａｌ，Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｎａｎｊｉｎｇ （２１０００８）

ＡＢＳＴＲＡＣＴ 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｅｐｓｉｄｅ ｓａｌｔ ｆｒｏｍ ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａｅ （ＤＳＳＭ）ｉｎ ｒｅ
ｐａｉｒｉｎｇ ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ （ＡＧＥ）ｉｎｄｕｃｅｄ ｌａｔｅ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌ （ＥＰＣ）ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ，ａｎｄ
ｉｔｓ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌｓ （ＭＮＣｓ）ｗｅｒｅ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｄｅｎｓｉｔｙ ｇｒａｄｉｅｎｔ
ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｂｌｏｏｄ，ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ＥＧＭ２ＭＶ ｃｕｌｔｕｒｅ ｆｌｕｉｄ ｔｏ ｌａｔｅ ＥＰＣｓ Ｔｈｅｎ ｔｈｅ
ＥＰＣｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ５ ｇｒｏｕｐｓ：Ｇｒｏｕｐ Ａ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ２００ μｇ ／ ｍＬ ＡＧＥｍｏｄｉｆｉｅｄ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ
（ＡＧＥａｌｂｕｍｉｎ）ａｌｏｎｅ （Ａ），Ｇｒｏｕｐｓ Ｂ，Ｃ ａｎｄ Ｄ ｗｉｔｈ ｅｑｕａｌ ｄｏｓａｇｅ ｏｆ ＡＧＥａｌｂｕｍｉｎ ｐｌｕｓ ＤＳＳＭ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓａ
ｇｅｓ （０ １ μｇ ／ ｍＬ，１ μｇ ／ ｍＬ，ａｎｄ １０ μｇ ／ ｍＬ），Ｇｒｏｕｐ Ｅ ｗｉｔｈ ２００ μｇ ／ ｍＬ ｏｆ ｕｎｍｏｄｉｆｉｅｄＡＧＥ Ｔｈｅ ｌａｔｅ ＥＰＣｓ ａｐｏｐ
ｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ＋ ／ ＰＩ ｄｏｕｂｌｅｓｔａｉｎ，ａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ ｃａｐａｃｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＣＭａｔｒｉｘｇｅｌ，ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆｏｒ ＡＧＥ （ＲＡＧＥ）ａｎｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ （ｅＮＯＳ）ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ
ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ （ＲＴＰＣＲ），ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＲＡＧＥ，ｅＮＯＳ ａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ （Ａｋｔ）ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｇｒｏｕｐ Ｅ，ｉｎ Ｇｒｏｕｐ Ａ，ｔｈｅ Ａｎｎｅｘ
ｉｎ Ｖ ＋ ／ ＰＩ － ｒａｔｉｏ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＡＧＥ ｉｎ ＥＰＣｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅ ａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ ｃａｐａｃｉｔｙ，ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｓ ｏｆ ｅＮＯＳ，ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｋｔ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ Ｔｈｅｓｅ ａｂｎｏｒｍａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ Ｇｒｏｕｐｓ Ｃ ａｎｄ
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Ｄ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｓｍａｌｌｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ Ｇｒｏｕｐ Ａ （Ｐ ＜０ ０５ ｏｒ Ｐ ＜０ ０１） Ａｎｄ ａｌｌ ｔｈｅ ｉｎｄｉｃｅｓ ｉｎ Ｇｒｏｕｐ Ｄ ｗｅｒｅ
ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｉｎ Ｇｒｏｕｐ Ｅ， ｓｈｏｗｉｎｇ ｉｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＞ ０ ０５）
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ ＡＧＥ ｃｏｕｌｄ ｉｎｊｕｒｅ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＥＰＣｓ，ｒｅｖｅａｌｉｎｇ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ｄｅｐｒｉｖａ
ｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ ｃａｐａｃｉｔｙ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ＤＳＳＭ ｃｏｕｌｄ ｒｅｐａｉｒ ｔｈｅ ＥＰＣｓ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＡＧＥａｌｂｕｍｉｎ Ｕｐｒｅｇｕ
ｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｅＮＯＳ ａｎｄ Ａｋｔ ｉｎ ｔｈｅｓｅ ｃｅｌｌｓ ｍａｙ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ

ＫＥＹＷＯＲＤＳ ｄｅｐｓｉｄｅ ｓａｌｔ ｆｒｏｍ ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａｅ；ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ；ｌａｔｅ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏ
ｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌ；ａｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ

糖基化终产物（ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ，
ＡＧＥ）是还原糖与蛋白质在非酶促条件下自发生成的
一大类物质，参与了衰老、阿尔茨海默（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ ｓ）
病、糖尿病慢性并发症及动脉粥样硬化等的发生、发
展〔１〕。骨髓来源的内皮祖细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ
ｃｅｌｌｓ，ＥＰＣｓ）参与了组织缺血、损伤后的血管新生过
程〔２〕，许多生理和病理因素都可能影响ＥＰＣｓ的数量
和功能〔３ － ５〕。ＡＧＥ引起的ＥＰＣｓ功能受损是许多缺血
性疾病发生、发展的新机制〔６，７〕。丹参在临床上广泛
应用于包括冠心病在内的缺血性疾病的防治。丹参多
酚酸盐（ｄｅｐｓｉｄｅ ｓａｌｔ ｆｒｏｍ ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ）是中药丹
参提取物中最重要的水溶性成分，通过抗血小板聚集、
抗血栓形成、改善微循环、抗氧化损伤等多途径发挥其
对缺血性疾病的治疗作用〔８，９〕。本研究通过观察丹参
多酚酸盐对ＡＧＥ引起的ＥＰＣｓ功能障碍的修复作用并
探讨其中可能的分子机制，进一步阐明丹参多酚酸盐
对缺血性疾病防治的作用机制。

材料与方法
１　 材料
１ １　 标本　 本研究遵守２０００年《赫尔辛基宣

言》相关伦理规定，研究前向每名被收集标本对象充
分解释本研究的风险及意义，并签署知情同意书。本
实验的研究方案得到南京大学医学院伦理委员会批
准，并遵守该委员会相应规定。脐血标本均来自南京
大学医学院附属鼓楼医院产科２４ ～ ２９岁健康产妇，排
除有妊娠期高血压、妊娠期糖尿病以及其他代谢性疾
病。取足月健康分娩的新生儿脐血２０份，每份５０ ～
１００ ｍＬ，１ ｍＬ全血以５０ Ｕ普通肝素钠抗凝。

１ ２　 药物　 注射用丹参多酚酸盐（上海绿谷集
团产品，批号２００７１００４），终浓度０ １、１ ０、１０ μｇ ／ ｍＬ，
实验时新鲜配制。

１ ３　 主要试剂及仪器　 牛血清白蛋白（ＢＳＡ，ｌｏｗ
ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ，Ｍｅｒｃｋ）；明胶、人淋巴细胞分离液（Ｆｉｃｏｌｌ
Ｐａｑｕｅ １０７７）、ＦＩＴＣ荆豆凝集素１（ＵＥＡ１）、碘化丙叮
（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ），以上试剂均为Ｓｉｇｍａ公司产

品；内皮细胞基础培养液（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｂａｓａｌ ｍｅｄｉ
ｕｍ２，ＥＢＭ２）、完全培养液（ＥＧＭ２ ＭＶ Ｂｕｌｌｅｔｋｉｔ），
Ｃｌｏｎｅｔｉｃｓ产品；胎牛血清（ＦＢＳ），ＧＩＢＣＯ产品；小鼠抗
人ｖＷＦ单克隆抗体、ＥＣＭａｔｒｉｘｇｅｌ，Ｂｅｃｔｏｎ Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ产
品；ＤｉＩ乙酰化低密度脂蛋白（ａｃｅｔｙｌａｔｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐ
ｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＤｉＩａｃＬＤＬ），Ｍｏｌｅｃｕｌｅ Ｐｒｏｂｅ产品；ＡＰＣＡｎ
ｎｅｘｉｎ Ｖ，Ｂｅｎｄｅｒ Ｍｅｄｓｙｓｔｅｍｓ产品；Ｔｒｉｚｏｌ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ产
品；ＲＮＡ ＰＣＲ ｋｉｔ，ＴＡＫＡＲＡ产品；１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ，
上海华美生物工程公司产品；小鼠抗人糖基化终产物
受体（ｔｈｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆｏｒ ＡＧＥ，ＲＡＧＥ）单克隆抗体（１ ∶
１０００稀释）、小鼠抗人内皮型一氧化氮合酶（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ，ｅＮＯＳ）单克隆抗体（１ ∶ １ ０００稀
释）、小鼠抗人甘油醛３磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）单克隆抗体（１ ∶
４ ０００稀释，用作内参），以上单克隆抗体均为Ｃｈｅｍｉｃｏｎ
产品；ＨＲＰ羊抗小鼠ＩｇＧ，Ｊａｃｋｓｏｎ Ｉｍｍｕｎｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈ产
品；增强的化学荧光素检测试剂盒，Ｐｉｅｒｃｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ产品；流式细胞仪（ＦＡＣＳＣａｎｔｏ），Ｂｅｃｔｏｎ Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ
产品；凝胶成像系统，Ｐｈａｎｎａｃｉａ Ｂｉｏｔｅｃｈ产品。

２　 方法
２ １　 晚期糖基化修饰白蛋白（ＡＧＥ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｂｏ

ｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ，ＡＧＥ ａｌｂｕｍｉｎ）制备　 以０ ２ ｍｏｌ ／ Ｌ
ｐＨ ７ ４磷酸盐缓冲液为溶剂，配制终浓度为２０ ｍｇ ／
ｍＬ ＢＳＡ和５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ葡萄糖的溶液，以不加葡萄糖的
２０ ｍｇ ／ ｍＬ ＢＳＡ溶液作为阴性对照。在超净台内用
０ ２２ μｍｏｌ ／ Ｌ微孔滤膜滤器过滤除菌后密封，置３７℃
恒温培养箱内避光孵育１２周。以０ ０１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、ｐＨ
７ ２ ～ ７ ４无菌磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）充分透析２４ ｈ
（４ ℃），除去未结合的葡萄糖后，用０ ４５ μｍｏｌ ／ Ｌ微孔
滤膜滤器过滤除菌，Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法行蛋白定量，分装，
－ ７０ ℃保存备用〔１０〕。
２ ２　 晚期ＥＰＣｓ的分离、培养及鉴定　 利用人淋

巴细胞分离液（ＦｉｃｏｌｌＰａｑｕｅ １０７７）对脐血标本行密度
梯度离心，分离其中单个核细胞，用含２０％ ＦＢＳ的
ＥＧＭ２ ＭＶ培养液接种至明胶包被的无菌培养瓶中，
细胞密度约１０７ ／ ｍＬ。４８ ｈ后，收集未贴壁细胞，如前
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法继续培养，以后每３天更换培养液１次，当出现集落
样生长的细胞后，仔细观察每一个集落的生长情况。
１０ ～ １５天时，收集培养瓶中贴壁生长的梭形细胞进行
鉴定：（１）行原位免疫细胞化学检测ｖＷＦ表达，胞浆中
出现棕褐色颗粒者为ｖＷＦ阳性细胞。（２）将细胞在含
５ μｇ ／ ｍＬ ＤｉＩａｃＬＤＬ的培养液中孵育４ ｈ，４％多聚甲
醛固定１０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 漂洗，加入ＦＩＴＣＵＥＡ１
（１０ ｍｇ ／ Ｌ）室温孵育１ ｈ。倒置荧光显微镜下观察，
ＤｉＩａｃＬＤＬ阳性呈红色荧光，ＦＩＴＣＵＥＡ１阳性呈绿色
荧光，双阳性者经图像叠加后呈黄色〔７〕。

２ ３　 晚期ＥＰＣｓ凋亡、血管新生能力及相关蛋白
的检测　 实验分为单独加入２００ μｇ ／ ｍＬ ＡＧＥａｌｂｕｍｉｎ
的ＡＧＥ组；同时加入２００ μｇ ／ ｍＬ ＡＧＥａｌｂｕｍｉｎ及０ １、
１ ０、１０ ０ μｇ ／ ｍＬ的丹参多酚酸盐低、中、高剂量组；加
入２００ μｇ ／ ｍＬ未经修饰白蛋白的对照组。

２ ３ １　 检测凋亡的晚期ＥＰＣｓ 　 取第３代晚期
ＥＰＣｓ，按照实验分组在培养液中加入各种实验液后继
续培养２４ ｈ。收集漂浮及贴壁细胞，以１ × Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ
结合缓冲液制成单细胞悬液，加入ＡＰＣＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ和
０ ００２％ ＰＩ溶液，４ ℃避光孵育１５ ｍｉｎ，行流式细胞术
检测每份样品中Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ＋ ／ ＰＩ －细胞的比例（每个样
本计数１０５ 个细胞）。

２ ３ ２　 晚期ＥＰＣｓ形成新生血管的能力　 按照
说明书要求配制ＥＣＭ ａｔｒｉｘｇｅｌ工作液，加入预冷的２４
孔培养板中，均匀铺满孔底后迅速转移至３７ ℃细胞培
养箱中，３０ ｍｉｎ后即可凝固。收集第３ 代ＥＰＣｓ，以
ＥＧＭ２ ＭＶ（５％ ＦＢＳ）制备细胞浓度为１０６ ／ ｍＬ的单细
胞悬液，按照实验分组在单细胞悬液中加入各种实验
液，将单细胞悬液加在已凝固的ＥＣＭａｔｒｉｘｇｅｌ上继续
培养１６ ｈ。随机选取６个高倍视野（目镜１０ ×，物镜
２０ ×）拍照，以ＩｍａｇｅＰｒｏ Ｐｌｕｓ图像分析系统（Ｖｅｒｓｉｏｎ
５ ０ １）进行图像分析，计算形成网状结构细胞面积占
视野总面积的百分数。

２ ４　 晚期ＥＰＣｓ中ｒａｇｅ、ｅｎｏｓ ｍＲＮＡ表达的检测
采用逆转录聚合酶链反应（ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙ
ｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）法。取第３ 代晚期
ＥＰＣｓ，按照实验分组在培养液中加入各种实验液后继
续培养２４ ｈ。胰酶消化收集细胞，Ｔｒｉｚｏｌ法提取细胞总
ＲＮＡ，甲醛变性琼脂糖凝胶电泳测定ＲＮＡ完整性。取
２ μｇ总ＲＮＡ根据ＴＡＫＡＲＡ公司ＲＮＡ ＰＣＲ ｋｉｔ使用手
册建立１０ μＬ体系进行逆转录为ｃＤＮＡ。建立２０ μＬ
ＰＣＲ反应体系，混匀后进行扩增：预变性（９４ ℃ × ４
ｍｉｎ）→变性（９４ ℃ × ４５ ｓ）→退火→ ７２℃延伸６０ ｓ
→重复ｎ个循环→ ７２ ℃延伸１０ ｍｉｎ→ ＰＣＲ产物。各

目标基因引物序列及其产物长度、退火温度和循环数
见表１。将ＰＣＲ产物行琼脂糖凝胶电泳，以１００ ｂｐ
ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ 确定目标条带，以Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ ｓｏｆｔｗａｒｅ
（ＢｉｏＲａｄ）进行图像分析，计算目标条带与内参（管家
基因ｇａｐｄｈ）条带灰度的比值。

表１ 引物序列及ＰＣＲ条件

基因名 双向引物序列 产物长度
（ｂｐ）

Ｔａ（℃） ／
循环数

ｒａｇｅ ５′ＣＴＧＧＴＧＴＴＣＣＣＡＡＴＡＡＧＧ３′
５′ＡＧＧＴＣＡＧＧＧＴＴＡＣＧＧＴＴ３′

３７２ ５８ ５ ／ ３８

ｅｎｏｓ ５′ＧＴＴＴＧＴＣＴＧＣＧＧＣＧＡＴＧＴ３′
５′ＧＴＧＣＧＴＡＴＧＣＧＧＣＴＴＧＴＣ３′

１９２ ５８ ０ ／ ３８

ｇａｐｄｈ ５′ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ３′
５′ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３′

４５２ ５６ ０ ／ ２６

　 　 注：Ｔａ为退火温度

２ ５ 　 晚期ＥＰＣｓ中ＲＡＧＥ、ｅＮＯＳ、Ａｋｔ蛋白表达
的检测　 采用Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ法。取第３代晚期ＥＰＣｓ，
按照实验分组在培养液中加入各种实验液后继续培养
２４ ｈ。将细胞裂解提取总蛋白〔１０〕后，取５０ μｇ总蛋白
与上样缓冲液混匀后行１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，并转印
至硝酸纤维素膜上，膜用ＴＢＳＴ封闭１ ｈ，分别用抗
ｒａｇｅ、ｅＮＯＳ、Ａｋｔ的一抗４℃过夜（稀释度在材料中已
述），ＴＢＳＴ洗３次；二抗室温孵育１ ｈ，增强的化学荧光
素显像并摄片。以Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ ｓｏｆｔｗａｒｅ （ＢｉｏＲａｄ）进
行图像分析，计算目标条带与内参（管家基因ＧＡＰ
ＤＨ）条带灰度的比值。

２ ６　 统计学方法　 采用ＳＰＳＳ １３ ０ 软件包进行
统计学处理。多组样本均值比较，先采用单因素方差
分析（Ｏｎｅｗａｙ ＡＮＯＶＡ）证实存在组间差异后，行Ｄｕｎ
ｎｅｔｔ′ｓ ｔ检验进行各组均值之间的两两比较。

结 果
１　 晚期ＥＰＣｓ的培养及鉴定　 在原代培养第５ ～

７天时，出现中央圆形、周边梭形的呈集落样贴壁生长
的细胞，这些细胞扩增不明显，仅存在约１４天左右即
消失（图１Ａ），被称为“早期内皮祖细胞”。第１０ ～ １５
天时，贴壁细胞中逐渐出现约２０ ～ ５０个细胞组成的细
胞簇（图１Ｂ），细胞簇中的细胞迅速增加，约１ ～ ３天即
可形成大于５００个细胞的细胞簇（图１Ｃ，Ｄ），细胞簇
中的细胞呈铺路石样（图１Ｅ），可稳定传代，并保持快
速增长，细胞免疫化学示细胞簇中大于９５％的细胞胞
浆内可见代表ｖＷＦ阳性的棕褐色颗粒（图１Ｆ）。几乎
所有贴壁细胞具备摄取ＤｉＩａｃＬＤＬ的能力，呈红色荧
光（图１Ｇ）；并能与ＦＩＴＣＵＥＡ１结合，呈绿色荧光（图
１Ｈ）；两者双阳性的细胞呈黄色（图１Ｉ），为晚期ＥＰＣｓ。
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注： 早期内皮祖细胞集落 （A）； 晚期 EPCs 形成的细胞簇 （B－D）， 其中的细胞呈

铺路石样 （E）， 表达 vWF （F）， 同时具备摄取 DiI-ac-LDL （G） 和结合 FITC-UEA-1

（H） 的能力 （I）

图 1 晚期 EPCs 的特征及鉴定

C

D

B

A

E

F

G

H I

　 　 ２　 丹参多酚酸盐对晚期ＥＰＣｓ凋亡的影响（表１）
与对照组比较，ＡＧＥ组Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ＋ ／ ＰＩ －细胞比例显著
增加（Ｐ ＜ ０ ０１）；丹参多酚酸盐０ １、１ ０、１０ ０ μｇ ／ ｍＬ
组，随着丹参多酚酸盐浓度的升高，Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ＋ ／ ＰＩ －细
胞比例逐渐降低，１ ０ 、１０ ０ μｇ ／ ｍＬ组，与ＡＧＥ组比
较，Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ＋ ／ ＰＩ －细胞比例明显减少（Ｐ ＜ ０ ０５，Ｐ ＜
０ ０１）；丹参多酚酸盐１０ ０ μｇ ／ ｍＬ组，Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ＋ ／ ＰＩ －
细胞比例与对照组比较差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０ ０５）。

３　 丹参多酚酸盐对晚期ＥＰＣｓ形成新生血管的
能力的影响（表１）　 与对照组比较，ＡＧＥ组网状结构
面积／视野总面积明显降低（Ｐ ＜ ０ ０１）；丹参多酚酸盐
０ １、１ ０、１０ ０ μｇ ／ ｍＬ组，随着丹参多酚酸盐浓度的升
高，网状结构面积／视野总面积逐渐增加，与ＡＧＥ组比
表１ 各组晚期ＥＰＣｓ凋亡及形成新生血管能力比较（珋ｘ ± ｓ）

组别 ｎ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ＋ ／ ＰＩ －

细胞比例（％）
网状结构面积／
视野总面积

对照 ５ ５ ２２ ± １ ９５ ０ ３６ ± ０ ０５
ＡＧＥ ５ １６ ９４ ± ５ １８ ０ １１ ± ０ ０３

丹参多酚酸盐０ １ μｇ ／ ｍＬ ５ １５ ２０ ± ３ ７０ ０ ２６ ± ０ ０５△△

　 　 　 　 　 　 １ ０ μｇ ／ ｍＬ ５ １０ ８０ ± １ ３０△ ０ ３１ ± ０ ０６△△

　 　 　 　 　 　 １０ ０ μｇ ／ ｍＬ ５ ７ ２６ ± １ ２７△△ ０ ３５ ± ０ ０８△△

　 　 注：与对照组比较，Ｐ ＜ ０ ０５，Ｐ ＜ ０ ０１；与ＡＧＥ组比较，△Ｐ ＜
０ ０５，△△Ｐ ＜ ０ ０１

较，差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０ ０１）；丹参多酚酸盐
１０ ０ μｇ ／ ｍＬ 组与对照组比较，差异无统计学意义
（Ｐ ＞ ０ ０５）。

４ 　 丹参多酚酸盐对晚期ＥＰＣｓ中ｒａｇｅ及ｅｎｏｓ
ｍＲＮＡ表达的影响　 与对照组比较，ＡＧＥ组ｒａｇｅ ｍＲ
ＮＡ表达明显升高，ｅｎｏｓ ｍＲＮＡ表达减少（Ｐ ＜ ０ ０１，
Ｐ ＜ ０ ０５）；丹参多酚酸盐０ １、１ ０、１０ ０ μｇ ／ ｍＬ组，随
着丹参多酚酸盐浓度的升高，ｒａｇｅ ｍＲＮＡ表达逐渐减
少，ｅｎｏｓ ｍＲＮＡ表达逐渐增加（图２Ａ）。１ ０、１０ ０ μｇ ／
ｍＬ组，与ＡＧＥ组比较，ＥＰＣｓ中ｒａｇｅ ｍＲＮＡ表达减少，
ｅｎｏｓ ｍＲＮＡ 表达增加，差异均有统计学意义（Ｐ ＜
０ ０５）；丹参多酚酸盐１０ ０ μｇ ／ ｍＬ组，ＥＰＣｓ中ｒａｇｅ及
ｅｎｏｓ ｍＲＮＡ表达与对照组比较，差异无统计学意义
（Ｐ ＞ ０ ０５，图２Ｂ）。

５　 丹参多酚酸盐对晚期ＥＰＣｓ中ＲＡＧＥ、ｅＮＯＳ及
Ａｋｔ蛋白表达的影响　 与对照组比较，ＡＧＥ组ＲＡＧＥ
表达升高，ｅＮＯＳ、Ａｋｔ表达减少（Ｐ ＜ ０ ０１，Ｐ ＜ ０ ０１，
Ｐ ＜ ０ ０５）；丹参多酚酸盐０ １、１ ０、１０ ０ μｇ ／ ｍＬ组，随
着丹参多酚酸盐浓度的升高，ＲＡＧＥ表达逐渐减少，
ｅＮＯＳ、Ａｋｔ表达逐渐增加（图３Ａ）。１ ０、１０ ０ μｇ ／ ｍＬ
组与ＡＧＥ 组比较，ＥＰＣｓ 中ＲＡＧＥ 表达明显减少，
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ｅＮＯＳ、Ａｋｔ表达明显增加，差异均有统计学意义（Ｐ ＜
０ ０５）；丹参多酚酸盐１０ ０ μｇ ／ ｍＬ组，ＥＰＣｓ中ＲＡＧＥ、
ｅＮＯＳ及Ａｋｔ表达与对照组比较，差异无统计学意义
（Ｐ ＞ ０ ０５，图３Ｂ）。

注：每组 n=5；与对照组比较，

*

P <0.05，

**

P <0.01； 与 AGE 组

比较，

△

P <0.05

图 2 丹参多酚酸盐对内皮祖细胞中 rage

及 enos mRNA 表达的影响
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图 3 丹参多酚酸盐对内皮祖细胞中 RAGE、eNOS

及 Akt 蛋白表达的影响
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讨 论
外周血ＥＰＣｓ的发现改变了人们对出生后机体血

管新生的观念。外周血ＥＰＣｓ可以在生理、病理因素
刺激（如组织缺血、血管损伤）或药物作用下，由骨髓
动员并释放到外周血后归巢到损伤或缺血部位，增殖、
分化为成熟内皮细胞，参与缺血组织的血管新生过

程〔１１〕。不论脐血或外周血来源的ＥＰＣｓ体外培养过程
中均可先后出现２种ＥＰＣｓ，分别被命名为早期ＥＰＣｓ
（ｅａｒｌｙ ＥＰＣｓ）和晚期ＥＰＣｓ（ｌａｔｅ ＥＰＣｓ）。在血管新生的
过程中，这两类细胞扮演着不同的角色〔１２，１３〕。早期
ＥＰＣｓ在体外培养体系中出现的时间较早（多在１４天
之内在培养体系中消失），在参与血管新生的过程中
主要以分泌促进细胞生长的细胞因子如（ＶＥＧＦ等）为
主；晚期ＥＰＣｓ多在４８ ｈ以后贴壁，出现的时间较迟
（多在原代培养２周以后），在参与血管新生的过程中
主要以直接参与形成新生的血管样结构为主。高龄、
高血压、糖尿病、高脂血症等均可引起ＥＰＣｓ数量和功
能的减退，在临床实践中，我们不难发现这些人群中缺
血性疾病的发生率及预后往往都较差。在这些人群体
内，由于高龄、高血糖等原因导致糖基化速度加快，
ＡＧＥ排泄减少，蓄积于体内。已有研究表明ＡＧＥ对
体外培养的ＥＰＣｓ数量和功能都存在不利影响〔７〕。

丹参作为一种临床上应用广泛的中药，具有众多
的药理作用，对包括冠心病在内的缺血性疾病有肯定
的保护作用。丹参的有效成分是水溶性的酚酸类和脂
溶性的二萜类化合物。丹参多酚酸盐是中药丹参提取
物中最重要的水溶性成分，其主要成分丹参乙酸镁的
含量超过８０％，其余为丹参乙酸镁的同系物，如紫草
酸镁、紫草酸二钾等。既往对丹参多酚酸盐的研究主
要集中在拮抗血小板活化、抗炎、抗氧化等方面，对于
血管新生方面的研究报道较少。既往研究提示丹参及
其提取物丹参多酚酸盐可能通过改善ＥＰＣｓ功能达到
促进血管新生的作用，但其中的机制还不甚明了〔１４〕。
本研究发现丹参多酚酸盐对ＡＧＥ引起的ＥＰＣｓ功能障
碍有修复作用，并探讨其中的分子机制。

ＡＧＥ在体内主要通过形成交联、与受体相互作用
后发挥多种生物学效应，目前认为后者在ＡＧＥ引起的
细胞功能障碍方面更为重要〔１〕。目前已知ＡＧＥ的受
体有ＲＡＧＥ、寡糖转移酶４８、８０ＫＨ磷酸蛋白和半乳糖
结合蛋白３、Ⅰ型和Ⅱ型清道夫受体Ａ、血管内皮细胞
外源性凝集素样氧化低密度脂蛋白受体１、ＣＤ３６、清
道夫受体ＳＲＢ１等。ＲＡＧＥ是实现ＡＧＥ产生影响细
胞功能的细胞内信号的主要受体，其他受体则主要起
清除和降低ＡＧＥ细胞毒性的作用。

ＲＡＧＥ在正常的组织和血管中表达量极少（ｍｉｎｉ
ｍａｌｌｙ），但当ＡＧＥ与ＲＡＧＥ结合后，将启动一个与细
胞类型特异性的信号链，在大多数细胞中，这个信号链
启动的结果是激活对氧自由基敏感的转录因子ＮＦ
κＢ。在ＲＡＧＥ的启动子中，包含有两个ＮＦκＢ应答元
件，可正向调控ＲＡＧＥ基因的启动子，从而形成ＡＧＥｓ
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／ ＲＡＧＥ ／ ＮＦκＢ ／ ＲＡＧＥ的正反馈机制，增加ＲＡＧＥ
的表达〔１５〕。本研究中，晚期ＥＰＣｓ中可检测到ＲＡＧＥ
的ｍＲＮＡ及蛋白表达，不过表达水平都很低；用高浓
度的ＡＧＥａｌｂｕｍｉｎ与ＥＰＣｓ共培养后，ＲＡＧＥ表达明显
增加，这一结果提示在晚期ＥＰＣｓ中，ＡＧＥ与ＲＡＧＥ之
间也存在一个配体促进受体表达的正反馈机制。

ＲＡＧＥ激活后将触发一系列的细胞内信号传导过
程，其中调节蛋白激酶Ａｋｔ表达及磷酸化，进而调控
ｅＮＯＳ的表达与活性，对内皮祖细胞的功能影响最为密
切〔１６〕。本研究中，我们观察到随着丹参多酚酸盐浓度
的增加，ＡＧＥ引起的ＥＰＣｓ中ｅＮＯＳ及Ａｋｔ表达的下降
被部分或全部纠正，这一机制可能参与了丹参多酚酸
盐修复ＡＧＥ引起的ＥＰＣｓ功能障碍。需完全证实这一
通路，尚需进一步检测ｅＮＯＳ和Ａｋｔ磷酸化水平、ｅＮＯＳ
活性并行该信号通路上相关蛋白的阻断。
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