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　　 【摘要】　目的　 探讨氯沙坦对慢性心力衰竭患者外周血内皮祖细胞 （ＥＰＣｓ）的影响。方法　选取２０１５年３月
—２０１６年３月海南医学院第一附属医院心内科收治的慢性心力衰竭患者３０例，采集患者外周血 １０ｍｌ，体外培养
ＥＰＣｓ。将体外培养的ＥＰＣｓ随机分为Ａ组，Ｂ组和Ｃ组，每组１０份。Ａ组不做任何处理，Ｂ组采用氯沙坦１０μｍｏｌ／Ｌ
进行处理，Ｃ组采用氯沙坦１０μｍｏｌ／Ｌ＋磷脂酰肌醇３－激酶 （ＰＩ３Ｋ）抑制剂１０μｍｏｌ／Ｌ进行处理。比较３组 ＥＰＣｓ培
养１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ、４８ｈ、７２ｈ５３５ｎｍ波长下光密度值 （ＯＤ５３５），穿膜细胞数，苏氨酸蛋白激酶 （Ａｋｔ）及内皮型一
氧化氮合酶 （ｅＮＯＳ）蛋白表达量。结果　时间与方法在ＯＤ５３５上存在交互作用 （Ｐ＜００５）；时间在ＯＤ５３５上主效应显著
（Ｐ＜００５）；方法在ＯＤ５３５上主效应显著 （Ｐ＜００５）；Ｂ组 ＥＰＣｓ１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ、４８ｈ、７２ｈＯＤ５３５高于 Ａ组、Ｃ组
（Ｐ＜００５）。Ｂ组ＥＰＣｓ穿膜细胞数多于Ａ组、Ｃ组 （Ｐ＜００５）。Ｂ组 ＥＰＣｓ的 Ａｋｔ和 ｅＮＯＳ蛋白表达量高于 Ａ、Ｃ组
（Ｐ＜００５）。结论　氯沙坦可有效促进慢性心力衰竭患者外周血ＥＰＣｓ增殖和迁移，改善内皮细胞功能，其可能通过调
节ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｅＮＯＳ信号通路而发挥作用。
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　　内皮祖细胞 （ＥＰＣｓ）可参与血管生成，在缺血性
疾病、血管创伤后愈合、预防血管狭窄中具有较好的应

用前景［１］。研究表明，ＥＰＣｓ是反映慢性心力衰竭的生
物标志物，因此提高 ＥＰＣｓ的释放可有效改善慢性心力
衰竭患者心功能［２］。研究表明，血管紧张素Ⅱ受体拮抗
剂 （ＡＲＢｓ）具有调节 ＥＰＣｓ的作用［３］。氯沙坦是 ＡＲＢｓ
类药物，可减轻左心室肥厚，抑制心肌细胞增生，延迟

或逆转心肌重构，改善左心室功能，同时可增加慢性心

力衰竭患者外周血 ＥＰＣｓ，改善血管内皮细胞功能。近
年来，临床有关ＥＰＣｓ与慢性心力衰竭的关系研究报道
逐渐增多［４－５］。本研究旨在探讨氯沙坦对慢性心力衰竭

患者外周血ＥＰＣｓ的影响，现报道如下。
１　资料与方法
１１　一般资料　选取２０１５年３月—２０１６年３月海南医
学院第一附属医院心内科收治的慢性心力衰竭患者３０
例，均符合第８版 《内科学》中的慢性心力衰竭诊断标

准。排除标准：（１）合并肝、肾功能不全者；（２）存
在恶性肿瘤者； （３）妊娠期或哺乳期妇女。本研究经
医院医学伦理委员会审核批准，患者及其家属均签署知

情同意书。

１２　药物与实验试剂　氯沙坦 （商品名：科素亚；生

产厂家：杭州默沙东制药有限公司；批准文号：

２０１６１１０５；规格：５０ｍｇ／片）；ＰＩ３Ｋ抑制剂 （商品名：

ＮＶＰ－ＢＥＺ２３５；生产厂家：美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ公司；批准文
号：２０１６０３２４）。Ｍ－１９９培养基、胎牛血清、胰蛋白
酶、青霉素和链霉素双抗购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；兔抗人
一抗 （抗苏氨酸蛋白激酶、抗内皮型一氧化氮合酶）、

辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗、增强化学发光法

（ＥＣＬ）显色试剂盒购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；噻唑蓝购
自美国Ｓｉｇｍａ公司。
１３　方法
１３１　ＥＰＣｓ培养　采集３０例患者外周血１０ｍｌ，采用
Ｆｉｃｏｌｌ密度梯度离心法收集外周血单个核细胞；将单个
核细胞接种于人纤维连结蛋白包被的６孔培养板中，每
孔加入Ｍ－１９９培养液 （１０％胎牛血清＋１００Ｕ／ｍｌ链霉
素＋１００Ｕ／ｍｌ青霉素）１ｍｌ；置于３７℃，５％ＣＯ２的培
养箱中培养，隔天更换培养液。

１３２　分组　将体外培养的ＥＰＣｓ随机分为３组，空白
组 （Ａ组，ｎ＝１０）：不经任何处理；氯沙坦组 （Ｂ组，

ｎ＝１０）：采用氯沙坦１０μｍｏｌ／Ｌ处理；磷脂酰肌醇３－
激酶 （ＰＩ３Ｋ）抑制剂组 （Ｃ组，ｎ＝１０）：采用氯沙坦
１０μｍｏｌ／Ｌ＋ＰＩ３Ｋ抑制剂１０μｍｏｌ／Ｌ处理。
１４　观察指标　 （１）ＥＰＣｓ增殖情况：将３组ＥＰＣｓ接
种于人纤维连结蛋白包被的９６孔培养板中，每孔加入
Ｍ－１９９培养液 （１０％胎牛血清 ＋１００Ｕ／ｍｌ链霉素 ＋
１００μｇ／ｍｌ青霉素）１ｍｌ及血管内皮生长因子 （ＶＥＧＦ）
５０ｎｇ／ｍｌ；置于３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中培养，３ｄ后
更换培养液，后每隔２ｄ更换１次；待 ＥＰＣｓ铺满８０％
以上后加入噻唑蓝１０μｌ，置于培养箱孵育４ｈ，吸弃培
养液上清，加入二甲基亚砜 （ＤＭＳＯ）１００μｌ，振摇１０
ｍｉｎ，采用美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司生产的ｉＭａｒｋ６８０型全自动
酶标仪于５３５ｎｍ波长下测定各孔培养１２ｈ、２４ｈ、３６
ｈ、４８ｈ、７２ｈ光密度值 （ＯＤ）。 （２）ＥＰＣｓ迁移情况：
将３组 ＥＰＣｓ细胞悬浮于培养液 ２００μｌ，后接种于
Ｂｏｙｄｅｎｃｈａｍｂｅｒ，下室加入培养液６００μｌ＋ＶＥＧＦ５０ｎｇ／
ｍｌ＋基质细胞趋化因子 －１（ＳＤＦ１）１００ｎｇ／ｍｌ；培养
２４ｈ后取出滤膜，刮去上室未迁移细胞，用１０％甲醇
固定，Ｇｉｅｍｓａ染色，随机选取６个显微视野 （×２００）
计数迁移到底层的细胞数目。（３）ＥＰＣｓ苏氨酸蛋白激
酶 （Ａｋｔ）和内皮型一氧化氮合酶 （ｅＮＯＳ）蛋白表达
量：采用ＲＩＰＡ裂解液裂解３组 ＥＰＣｓ，离心提取细胞总
蛋白，二喹啉甲酸 （ＢＣＡ）法测定蛋白浓度；等量总蛋
白上样，十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离后转至硝酸纤维素膜上；用５％脱脂
奶粉的ＴＢＳ－Ｔ室温封闭１ｈ，加入Ａｋｔ（１∶５００），ｅＮＯＳ
（１∶５００）一抗４℃孵育过夜，加入辣根过氧化物酶标记
的羊抗兔 （１∶２００００）二抗孵育 １ｈ，ＴＢＳ－Ｔ漂洗 ３
次，ＥＣＬ显色，使用 Ｂｉｏ－Ｒａｄ扫描分析，并计算目的
蛋白相对表达量 〔蛋白相对表达量 ＝ＯＤ目的蛋白／ＯＤ
内参 （βａｃｔｉｎ）〕。上述检测均进行５次，检测结果取平
均值。

１５　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１９０统计学软件进行数据
处理，计量资料以 （ｘ±ｓ）表示，重复测量数据采用重
复测量方差分析，多组比较采用单因素方差分析，两两

比较采用ｑ检验。以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　ＥＰＣｓ增殖　时间与方法在 ＯＤ５３５上存在交互作用
（Ｐ＜００５）；时间在 ＯＤ５３５上主效应显著 （Ｐ＜００５）；

·２４· ＰＪＣＣＰＶＤ　Ａｕｇｕｓｔ２０１７，Ｖｏｌ，２５　Ｎｏ８　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｓｙｘｎｆｎｅｔ



方法在ＯＤ５３５上主效应显著 （Ｐ＜００５）；Ｂ组 ＥＰＣｓ１２
ｈ、２４ｈ、３６ｈ、４８ｈ、７２ｈＯＤ５３５高于Ａ组、Ｃ组，差异
有统计学意义 （Ｐ＜００５，见表１、图１）。

表１　３组ＥＰＣｓ不同时间点ＯＤ５３５比较 （ｘ±ｓ）

Ｔａｂｌｅ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＯＤ５３５ｏｆＥＰＣｓａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ

组别 份数 １２ｈ ２４ｈ ３６ｈ ４８ｈ ７２ｈ

Ａ组 １０ ０２２±００２ａ ０４７±００４ａ ０９１±００３ａ １１５±００４ａ １２８±００３ａ

Ｂ组 １０ ０５０±００６ ０８４±００４ １５３±００６ １８４±００５ ２０２±００６

Ｃ组 １０ ０２５±００３ａ ０５７±００５ａ ０８８±００６ａ １２６±００５ａ １３７±００５ａ

Ｆ值 Ｆ时间＝６９６４１，Ｆ组间＝４１３１７，Ｆ交互＝２３６５６

Ｐ值 Ｐ时间＜０００１，Ｐ组间＜０００１，Ｐ交互＜０００１

　　注：与Ｂ组比较，ａＰ＜００５

　　注：ＯＤ＝光密度值

图１　３组ＥＰＣｓ不同时间点ＯＤ５３５
Ｆｉｇｕｒｅ１　ＯＤ５３５ｏｆＥＰＣｓｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ

２２　ＥＰＣｓ迁移　Ａ组 ＥＰＣｓ穿膜细胞数为 （１５５
±１７）个，Ｂ组ＥＰＣｓ穿膜细胞数为 （３３８±２９）个，
Ｃ组 ＥＰＣｓ穿膜细胞数为 （１７５±２０）个。３组 ＥＰＣｓ
穿膜细胞数比较，差异有统计学意义 （Ｆ＝１９７５８０，Ｐ
＜００５）；Ｂ组ＥＰＣｓ穿膜细胞数多于Ａ组、Ｃ组，差异
有统计学意义 （ｔ值分别为２５６２５、２２８２５，Ｐ＜００５，
见图２）。

图２　３组ＥＰＣｓ穿膜情况 （Ｇｉｅｍｓａ染色，×２００）

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｃｅｌｌｓｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

２３　Ａｋｔ和 ｅＮＯＳ蛋白表达量　３组 ＥＰＣｓ的 Ａｋｔ和

ｅＮＯＳ蛋白表达量比较，差异有统计学意义 （Ｐ＜
００５）；Ｂ组ＥＰＣｓ的Ａｋｔ和ｅＮＯＳ蛋白表达量高于Ａ、Ｃ
组，差异有统计学意义 （Ｐ＜００５，见表２、图３）。

表２　３组ＥＰＣｓ的Ａｋｔ和ｅＮＯＳ蛋白表达量比较 （ｘ±ｓ）

Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＡｋｔａｎｄｅＮＯＳｐｒｏｔｅｉｎａｍｏｎｇ

ｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

组别 份数 Ａｋｔ ｅＮＯＳ

Ａ组 １０ ０９１±００３ａ ０８８±００３ａ

Ｂ组 １０ １３７±００８ １２６±００６

Ｃ组 １０ ０９８±００７ａ ０８２±００６ａ

Ｆ值 ７５５３３ １０５４３２

Ｐ值 ＜００５ ＜００５

　　注：与Ｂ组比较，ａＰ＜００５；Ａｋｔ＝苏氨酸蛋白激酶，ｅＮＯＳ＝内皮

型一氧化氮合酶

　　注：Ａｋｔ＝苏氨酸蛋白激酶，ｅＮＯＳ＝内皮型一氧化氮合酶

图３　３组Ａｋｔ和ｅＮＯＳ蛋白表达情况

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＡｋｔａｎｄｅＮＯＳｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

３　讨论
ＥＰＣｓ是血管内皮细胞的前体细胞，可通过动员、

迁移、归巢和分化４步骤而修复内皮细胞功能损伤，减
少氧化应激或细胞凋亡。１９９７年ＡＳＡＨＡＲＡ等［６］证明外

周血中存在能分化为血管内皮细胞的前体细胞，并将其

命名为血管ＥＰＣｓ。新生血管中约２５％内皮细胞由 ＥＰＣｓ
分化而来，且其可在损伤部位黏附、聚集、增殖、分化

形成新的血管内皮细胞［７－９］。因此，ＥＰＣｓ具有修复内
皮细胞功能，促进内皮细胞分化、血管再生，延缓动脉

粥样硬化形成的作用［４］。另外，ＥＰＣｓ还能抑制氧化应
激，促进一氧化氮 （ＮＯ）生成，可在缺血或肾素 －血
管紧张素－醛固酮系统 （ＲＡＡＳ）激活状态下增强内皮
细胞功能，进而保护心肌细胞［１０－１１］。

慢性心力衰竭患者常伴有ＲＡＡＳ和内皮细胞功能损
伤，临床常采用 ＡＲＢｓ类药物治疗。研究表明，ＡＲＢｓ
通过抑制ＲＡＡＳ而有效阻断血管紧张素Ⅱ受体活性，降
低心 血 管 疾 病 发 生 率、病 死 率 和 致 残 率［１２］。

ＭＡＴＳＵＵＲＡ等［１３］研究表明，ＡＲＢｓ可有效阻断血管紧张
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素Ⅱ介导的氧化应激、炎性反应和胰岛素抵抗等对
ＥＰＣｓ的影响。

ＹＡＯ等［１４］研究表明，氯沙坦可促进ＥＰＣｓ增殖、迁
移。本研究结果显示，Ｂ组ＥＰＣｓ１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ、４８
ｈ、７２ｈＯＤ５３５高于Ａ组、Ｃ组，ＥＰＣｓ穿膜细胞数多于Ａ
组、Ｃ组，提示氯沙坦可促进慢性心力衰竭患者外周血
ＥＰＣｓ增殖和迁移。ＣＨＥＮ等［１５］研究表明，激活 ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ／ｅＮＯＳ信号通路可提高小鼠外周血 ＥＰＳｓ增殖、迁移
和新生血管分化能力。本研究结果显示，Ｂ组 ＥＰＣｓ的
Ａｋｔ和ｅＮＯＳ蛋白表达量高于 Ａ组、Ｃ组，提示氯沙坦
可提高慢性心力衰竭患者外周血ＥＰＣｓ的Ａｋｔ和ｅＮＯＳ蛋
白表达量，其可能通过调节ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｅＮＯＳ信号通路而
发挥作用。

综上所述，氯沙坦可促进慢性心力衰竭患者外周血

ＥＰＣｓ的增殖和迁移，可改善内皮细胞功能，有一定的
临床参考价值。但本研究仍处于ＥＰＣｓ研究的初级阶段，
有待进一步深入研究，今后研究方向为ＥＰＣｓ在冠心病、
脑出血、高血压等疾病治疗中的应用效果。

作者贡献：陈菊明进行实验设计与实施、资料收集

整理、撰写论文、成文并对文章负责；左琦、宋艳玲、

麦华德、纪新博、王雅纯、林芸芸进行实验实施、评

估、资料收集；顾申红进行质量控制及审校。
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［１１］ＤＥＮＢＵＲＧＪＡ，ＶＡＮＥＥＤＥＮＳＦ．Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｓｉｎ
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［１２］ＥＮＤＴＭＡＮＮＣ，ＥＢＲＡＨＩＭＩＡＮＴ，ＣＺＥＣＨＴ，ｅｔａｌ．Ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ

ＩＩｉｍｐａｉｒｓｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｖｉｔｒｏａｎｄ
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ＨＹＰＥＲＴＥＮＳＩＯＮＡＨＡ．１１０．１６９１９３．

［１３］ＭＡＴＳＵＵＲＡＫ，ＨＡＧＩＷＡＲＡＮ．ＴｈｅｐｌｅｉｏｔｒｏｐｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆＡＲＢｉｎ

ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＶａｓｃＰｈａｒｍａｃｏｌ，
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ｉｍｐｒｏｖｅｓｔｈｅｉｍｐａｉｒｅｄｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓｉｎ

ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎｖｉａａｎａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｅｆｆｅｃｔ［Ｊ］．ＨｙｐｅｒｔｅｎｓＲｅｓ，２００７，

３０（１１）：１１１９－１１２８．ＤＯＩ：１０．１２９１／ｈｙｐｒｅｓ．３０．１１１９．

［１５］ＣＨＥＮＪ，ＣＨＥＮＪ，ＣＨＥＮＳ，ｅｔａｌ．ＴｒａｎｓｆｕｓｉｏｎｏｆＣＸＣＲ４－
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