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内皮祖细胞因其独特的促血管新生及内膜修复作用近

几年成为研究热点

[1-3]

。 通过不同方法提高内皮祖细胞各种生

物学功能有助于其发挥促血管新生及内膜修复作用，从而有

益于动脉粥样硬化及缺血性血管疾病的防治。 黄芪临床上用

于治疗心脑血管疾病，但深入的机制研究尚待开展。 本研究

观察黄芪有效成分黄芪甲苷对内皮祖细胞生物学功能的影

响，探讨黄芪治疗缺血性心脑血管病的可能机制。

1

材料与方法

1.1

材料 细胞计数试剂盒 （

Cell Counting Kit-8

，

CCK-8

）

购自日本同仁化学研究所 ， 基质凝胶

matrigel

购自美国

Becton Dickson

公司，

Transwell

小室购自美国

Corning

公司，

胎牛血清、

M199

培养基、

PBS

液购自

Gibco

公司，人淋巴细胞

分离液购自天津灏洋生物公司， 黄芪甲苷购自上海融禾公

司。

1.2

方法

1.2.1

内皮祖细胞（

endothelial progenitor cells

，

EPCs

）的培养

采用贴壁培养法培养内皮祖细胞

[2]

。 取健康志愿者外周血

20mL

，密度梯度离心，将分离的单个核细胞接种于预包被纤

维连接蛋白的六孔板中，每孔加入

1mL M199

培养基

[

含胎牛

血清 （

10%

）、

VEGF

（

10ng/mL

），

bFGF

（

10ng/mL

）

]

，置

37℃

、

5%

CO

2

饱和湿度培养箱中培养。

3d

后更换培养液并清洗未贴壁

细胞，以后每隔

3d

换半液。

1.2.2

鉴定 将终浓度为

2.4μg/mL

的

DiI-ac-LDL

加入预装

盖玻片的

6

孔板中，与细胞避光孵育

1～2h

，吸弃培养液，

4%

多聚

甲醛固定

15min

，

PBS

冲洗， 加入

FITC-UEA-I lectin

（

10mg/L

），

继续避光孵育

1h

，取出盖玻片，

PBS

轻洗，加抗卒灭剂后置荧

光显微镜下拍片。

1.2.3

分组 培养

7d

后，以

0.25%

胰酶将各孔细胞消化制成

细胞悬液，以同等数量细胞接种，随机分为对照组与黄芪甲

苷各剂量组（黄芪甲苷浓度分别为

5

、

25

、

75μg/mL

），培养

24h

后，进行以下细胞生物学功能检测。

1.2.4

增殖能力检测 用

0.25%

胰蛋白酶消化收集贴壁细

胞，悬浮在

500μL

培养液中，计数，将等量

EPC

接种到包被

纤维连接蛋白的

96

孔培养板，添加含

10% CCK-8

溶液的培

养基，培养

4h

后，置酶标仪

450nm

处测

OD

值。

1.2.5

黏附能力检测 收集培养细胞，悬浮在

500μL

培养液

中，计数，然后将同等数目的

EPC

接种在包被纤维连接蛋白

的培养板上，在

37℃

培养

30min

，

PBS

洗弃未贴壁细胞，计数

贴壁细胞。

1.2.6

成血管能力检测

4℃

溶解

Matrigel

胶，取

50μL/

孔加

入

96

孔板中（冰上操作），

37℃

孵育

1h

成胶待用。 各组细胞

按

10000

个

/

孔的细胞密度接种于铺被有

Matrigel

凝胶的

96

孔板中，每组设

6

个复孔，置于

37℃

、

5%CO

2

饱和湿度培养箱

中培养约

24h

。 取出

96

孔板，置于倒置显微镜下观察、拍片，

各组均随机选取

5

个视野（

×100

）计数小管形成数量。

1.2.7

迁移能力检测 消化收集各组贴壁细胞，制成

5×10

5

/mL

的单细胞悬液。 于

24

孔板中放入

transwell

小室。 下室加入

600μL

含

10%FBS

的培养基， 上室加入

100μL

上述细胞悬

液 ， 置于

37℃

、

5%CO

2

饱和湿度培养箱中孵育

24h

。 取出

transwell

小室，

D-Hank

’

s

液淋洗

2

次， 用棉签擦去微孔膜上

层的细胞，

4%

多聚甲醛固定

10min

，

0.25%

结晶紫染色， 各组

均随机选取

5

个视野（

×400

），计数

EPCs

的迁移数量。

1.2.8

统计学方法 用

SPSS16.0

统计软件进行统计分析，计

量资料以（

x±s

）表示，组间资料比较采用方差分析，

P＜0.05

为

有显著性差异。

2

结果

2.1 EPCs

的培养及鉴定 培养细胞呈现典型的集落形态，

单个六孔板中可见多个细胞集落（图

1-A

）。 双荧光染色试

验显示细胞摄取

Dil-ac-LDL

且结合

FITC-UEA-1 lectin

：

融合图像显示胞膜结合

lectin

呈绿色荧光，而胞质的黄色荧

光是吞噬

ac-LDL

后红色荧光与胞膜绿色荧光融合而成（图

1-B

）。

摘 要 目的：观察黄芪甲苷对内皮祖细胞（

endothelial progenitor cells

，

EPCs

）生物学功能的影响。 方法：采用密度

梯度离心法获取外周血单个核细胞培养内皮祖细胞，培养

7d

后，收集贴壁细胞并随机分为对照组及黄芪干预组（黄芪甲

苷浓度分别为

5

、

25

和

75μg/mL

），各自干预

24h

后采用细胞计数试剂盒（

Cell Counting Kit-8

，

CCK-8

）、黏附能力测定试

验、

Matrigel

体外成血管试验及

Transwell

小室法观察黄芪甲苷对

EPCs

增殖、黏附、成血管及迁移能力的影响。结果：与对

照组比较，黄芪甲苷各剂量干预组内皮祖细胞增殖能力、黏附细胞数、血管数、迁移细胞数均明显增加。结论：黄芪甲苷可

显著提高内皮祖细胞多种细胞生物学功能。

关键词 内皮祖细胞 黄芪甲苷 体外实验
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表

1

黄芪甲苷对内皮祖细胞生物学功能的影响（

x±s

）

对照组

组别

20.4±5.8 30.4±7.8

血管数

（个

/100

倍视野）

迁移细胞数

（个

/200

倍视野）

52.4±9.3

粘附细胞数

（个

/200

倍视野）

0.42±0.06

剂量

增殖能力

（

OD

值）

黄芪甲苷低剂量组

64.1±11.1

*

26.3±5.2

*

42.8±10.2

*

5μg/mL 0.48±0.06

*

黄芪甲苷中剂量组

25μg/mL 0.55±0.07

*

68.2±11.0

*

37.1±6.8

*

49.2±10.1

*

黄芪甲苷高剂量组

75μg/mL 0.69±0.09

*

79.6±12.3

*

40.9±8.1

*

60.5±13.2

*

注：与对照组比较，

*P＜0.01

。

图

1 EPCs

的培养及鉴定

2.2

黄芪甲苷对

EPCs

增殖黏附、 成血管能力的影响 见表

1

、图

2

。 与对照组比较，不同浓度黄芪甲苷干预

24h

后，呈浓

度依赖性地提高

EPCs

的增殖黏附和成血管能力。

2.3

黄芪甲苷恢复

EPCs

受损的迁移能力 与对照组比较，

经过

24h

黄芪甲苷干预后，

EPCs

迁移能力呈浓度依赖性地

提高。 见图

3

及表

1

。

图

2

黄芪甲苷对

EPCs

成血管能力的影响

（

A.

对照组；

B.

黄芪甲苷

5μg/mL

组；

C.

黄芪甲苷

25μg/mL

组；

D.

黄芪甲苷

75μg/mL

组）

图

3

黄芪甲苷对

EPCs

迁移能力的影响

（

A.

对照组；

B.

黄芪甲苷

5μg/mL

组；

C.

黄芪甲苷

25μg/mL

组；

D.

黄芪甲苷

75μg/mL

组）

3

讨论

自

1997

年

Arasaha

发现循环中存在能促进血管新生的的

内皮祖细胞以来

[1]

，有关

EPCs

的研究不断深入。

EPCs

具有血管

新生及内膜修复两大功效

[2-3]

，能响应局部损伤与缺血，定向归

巢修复血管促进血管新生。 大量研究表明，

EPCs

是心血管疾病

的一个生物标志物，循环中

EPCs

数量及功能与心血管危险相

关，其数量及功能受损可导致血管内皮修复功能下降，血管新

生能力减弱，并加速心血管事件的进程

[4-6]

。 而通过不同方法提

高循环

EPCs

数量及生物学功能将有助于心脑血管疾病的防

治。 因此

EPCs

正在成为缺血性心血管疾病的干预新靶点。

黄芪为临床常用中药，性温，味甘，具有补气固表、敛疮

生肌等功效。 黄芪中的主要活性成分为黄芪多糖、黄芪皂苷

及黄芪异黄酮， 而黄芪皂苷中的黄芪甲苷有保护血管内皮、

抗衰老、抗氧化等作用

[7-8]

。 本实验以

不同浓度黄芪甲苷干预

EPCs

，观察其

对

EPCs

增殖、黏附、成血管及迁移能

力的影响， 结果发现黄芪甲苷呈浓度

依赖性提高

EPCs

的多种细胞生物学

功能， 提示黄芪甲苷可能通过提高循

环

EPCs

的数量，增强

EPCs

的血管新

生能力， 提高

EPCs

迁移至损伤内皮

并黏附修复的能力以发挥其临床功效，这为临床应用黄芪治

疗缺血性心脑血管疾病提供了新依据。
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