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匹伐他汀对体外培养人脐静脉血内皮祖细胞数量及功能的影响
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摘要 目的：通过体外培养人脐静脉血内皮祖细胞（endothelial progenitor cells，EPCs），观察他汀类新药（匹伐他汀）对 EPCs数量及
增殖、迁移和粘附功能的影响。方法：采用密度梯度离心法分离培养人脐静脉血单个核细胞，将其接种在包被有人纤维连接蛋白

培养板上，培养 7 d后，收集贴壁细胞，加入不同浓度匹伐他汀(分别为 0.001 滋mol/L、0.01 滋mol/L、0.1 滋mol/L、1.0 滋mol/L)培养 24
h，用免疫荧光法观察 EPCs吸收 FITC-UEA-I和 Dil-acLDL情况对 EPCs进行鉴定，然后分别采用 MTT比色法、改良的 Boyden

小室、粘附能力测定实验对各实验组测定，来观察匹伐他汀对 EPCs数量及增殖、迁移和粘附功能影响。结果：匹伐他汀组与对照
组相比，匹伐他汀显著提高了体外培养 EPCs的数量及增殖、迁移与粘附能力(P<0.05)。匹伐他汀浓度在 0.1 滋mol/L时对 EPCs影

响达到最大。随着药物浓度的继续增大，EPCs的上述功能反呈下降趋势，但 1.0 滋mol/L组仍高于对照组。结论：匹伐他汀能增加
体外培养 EPCs的数量及增殖、迁移和粘附能力，可作为 EPCs培养的一种改良方法，为其更好的应用于临床具有重要的意义。
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Effects of Pitavastatin on Number and Activity of Endothelial Progenitor
Cells from Umbilical Vein Blood

To investigate influences of Pitavastatin on adhesion, spreading, migration of endothelial progenitor cells
(EPCs). Total mononuclear cells (MNCs) were isolated from peripheral blood by Ficoll density gradient centrifugation, and
then the cells were plated on fibronectin-Coated culture dishes. After culture for7 days, attached cells were stimulated with Pitavastatin (to

make a series of final concentrations: 0.001 滋mol/L, 0.01 滋mol/L, 0.1 滋mol/L, 1.0 滋mol/L) for 24 h. EPCs were characterized as adher-
ent cells double positive for DiLDL2 uptake and lectin binding by direct fluorescent staining. EPCs proliferation, migration were assayed
with MTT assay and modified Boyden chamber assay, respectively. EPCs adhesion assay was performed by replating those on fibronectin
2 coated dishes, and then adherent cells were counted. Incubation of isolated human MNCs with Pitavastatin dose dependently

increased the number of EPCs, maximum at 0.1 滋mol/L, (P<0.05). In addition, Pitavastatin also promotes EPCs proliferation, migratory
and adhesive capacity in a concentration dependent manner. When the concentration is higher than 1.0 滋mol/L, the function of EPCs will
be inhibited. The results of the present study defined that Pitavastatin can promote EPCs proliferative, migratory and adhe-
sive capacity, and can be a new way for culture EPCs. All of these can provide more advise for clinical.
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前言

内皮祖细胞（endothelial progenitor cells，EPCs)是一类具有

很强增殖分化能力的血管内皮前体细胞,其可以向血管新生部

位趋化，并且能分化成为成熟的内皮细胞[1,2]。血管损伤时，骨髓

EPCs释放至外周血,通过分化、增殖、迁移至内皮缺损部位，参

与内皮修复过程，因此 EPCs在临床血管损伤及各种缺血性疾

病等方面有着广阔的应用前景[3-5]。目前所面临的问题是如何提

高 EPCs的数量及其增殖、迁移和粘附的能力，这对开展 EPCs

治疗来说显得尤为重要。近来研究证实,他汀类药物（3-羟基 3-

甲基戊二酰辅酶 A还原酶抑制剂）除有降脂作用之外，还具有

保护内皮的功能[6]。匹伐他汀是一种新一代他汀类药物，具有较

强的 3-羟基 3-甲基戊二酰辅酶 A还原酶抑制作用。目前，国

内外针对于匹伐他汀影响内皮祖细胞数量和功能的研究报道
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甚少。本研究探讨了不同浓度的匹伐他汀对于体外培养的人脐

静脉血 EPCs的数量及增殖、迁移和粘附能力的影响，从而为

寻找改善内皮损伤的药物开辟了道路。

1 材料与方法

1.1 实验材料与仪器
1.1.1 主要实验材料 Ml99培养基(武汉博士德公司)、人淋巴

细胞分离液 Ficoll(天津 TBD公司)人纤维连接蛋白 (HFN)（北

京中山技术公司)、二苯基四氮唑溴盐(MTT)(天津 TBD公司)、
FITC标记的荆豆凝集素 I(FITC-UEA-I)及 Dil标记的乙酰化低

密度脂蛋白(Dil-acLDL)均购自美国 Sigma公司。匹伐他汀原药

粉购自衢州埃菲姆药业公司。

匹伐他汀溶液的配制:匹伐他汀原药粉以无水乙醇溶解

后，再加入与匹伐他汀等摩尔的 NaOH，50 ℃水浴 20分钟，吹

打混匀，调整 PH 值至 7.20，过滤除菌，调节浓度为 0.001

滋mol/L、0.01 滋mol/L、0.1 滋mol/L、1.0 滋mol/L备用。
1.1.2 主要实验仪器与器械 改良的 Boyden小室（江苏海门

医用器厂）、恒温 CO2孵箱（日本池本理化工业株式社）、激光共

聚焦显微镜(Leica，德国)、倒置荧光显微镜(Olympus，日本)、低

速台式离心机(Heraeus，德国)、超净工作台(苏州净化)。
1.2 试验方法
1.2.1 EPCs的分离、培养 人脐静脉血采集来源于哈尔滨医

科大学附属第一医院妇产科 6名正常足月顺产健康产妇，采集

标本经患者及家属同意。无菌条件下采集人脐静脉血 20毫升，

密度梯度离心法获得单个核细胞，将单个核细胞铺在包被有人

纤维连接蛋白的培养板中，加入 M199 (含 10% FBS 和 100

滋/mL青、链霉素，VEGF 10 ng/mL，bFGF 10 ng/mL)培养 4 d，
PBS洗掉非贴壁细胞，换培养液继续培养至 7 d，PBS洗掉非贴

壁细胞，贴壁细胞供实验用。

1.2.2 实验分组 贴壁细胞随机分成 5组（每组 2× 105）: (1)

对照组:含胎牛血清的 M199培养液。(2)匹伐他汀各浓度组(共
4组):含胎牛血清的 M199培养液培养 24 h后，再分别用 0.001

滋mol/L、0.01 滋mol/L、0.1 滋mol/L、1.0 滋mol/L 匹伐他汀的条件

培养液培养 24 h。
1.2.3 EPCs的鉴定 将培养 1 W的细胞与 2.4 滋g/mL的 Di-

I-acLDL,置于 5% CO2、37 ℃孵育箱中孵育 1 h。利用激光共聚

焦显微镜来检测 EPCs对 DiI-acLDL的摄取；加入 2%多聚甲醛

固定细胞 10 min，用 PBS洗涤。在上述标本中加入 10 滋g/mL

的 FITC-UEA-I，置 5% CO2、37 ℃孵育箱中孵育 1 h。在激光共

聚焦显微镜下 FITC-UEA-I和 Dil-acLDL双染色阳性细胞鉴定
为正在分化的 EPCs，计数。
1.2.4 MTT法细胞增殖能力检测 用 0.25 %胰蛋白酶消化，

终止消化离心计数；将各组以 2× 105的 EPCs分别接种到包被

有人纤维连接蛋白 12孔培养板，每组接种 3孔，每孔加 10 滋L

MTT(5 g/L)，培养 4 h后，将上清液弃去，再每孔加入二甲基亚

砜 150 滋L，置于微量振荡器上充分振荡 10 min，置酶标仪于波

长 490 nm计数各孔光吸收（OD）值。
1.2.5 EPCs迁移能力实验 用 0.25 %胰蛋白酶消化，终止消

化离心计数；将不同浓度的匹伐他汀和 25 滋L培养液加入改良

的 Boyden小室的下室；将 2× 105 EPCs悬浮在 50 滋L培养液
注入上室；培养 24 h后，将滤膜上面的未移动细胞刮出，用甲

醇固定，用 Giemsa染色，置于倒置显微镜下观察，随机选取 3

个显微镜视野(400倍)，计数迁移的细胞；求出平均值，评估各

组 EPCs的迁移能力。
1.2.6 EPCs黏附能力检测 用 0.25%胰蛋白酶消化，终止消

化离心计数；将 2× 105 EPCs包被有人纤维连接蛋白培养皿，培

养 2 h，将未贴壁的细胞洗去后并随机取 10个视野（× 400），用

倒置显微镜计数贴壁细胞数。

1.3 统计学方法

本实验所有数据以均数± 标准差(x± s)表示，采用 t检验,

分析比较 B、C、D、E组与对照组（A组）之间 EPCs数量、增殖、

迁移与粘附能力的差异。采用 SPSS17.0统计软件处理数据，以

上各组检验标准取 P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 免疫荧光染色结果

取贴壁细胞采用 Dil-acLDL 和 FITC-UEA-I 对细胞染色

后，通过激光共聚焦显微镜成像，可以观察到 Dil-acLDL染色
阳性细胞呈红色荧光（图 1A)，FITC-UEA-I染色阳性细胞呈绿

色荧光(图 1B)。FITC-UEA-I和 Dil-acLDL双染色阳性细胞被

认为是正在分化的 EPCs，呈黄色荧光（图 1C)。倒置荧光显微镜
(× 400)下分别计数各组中 10个随机选择视野的 EPCs。

图 1 Dil-acLDL染色阳性细胞呈红色荧光（A)，FITC-UEA-I染色阳性细胞呈绿色荧光(B)。FITC-UEA-I和 Dil-acLDL双染色阳性细胞被认为是

正在分化的 EPCs，呈黄色荧光（C)

Fig.1 Dil-acLDL positive cells present red fluorescence (A), FITC-UEA-I positive cells present green fluorescence (B). double FITC-UEA-I and

Dil-acLDL positive cells present yellow fluorescence, are identified EPCs. (C)
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2.2 匹伐他汀对体外培养 EPCs数量的影响

用 0.25%胰蛋白酶消化，终止消化吹打后形成细胞悬液，

收集贴壁细胞，观察结果显示：匹伐他汀各浓度组(B、C、D、E

组)与对照组(A组)相比，匹伐他汀显著提高了体外培养 EPCs

的贴壁细胞数目 (P< 0.05)。匹伐他汀浓度在 0.1 滋mol/L时对
EPCs贴壁细胞数目最多。随着匹伐他汀浓度的继续增大到
1.0 滋mol/L时 EPCs的贴壁细胞数目则呈减少趋势,但仍高于

对照组(图 2)。

2.3 匹伐他汀对体外培养 EPCs增殖能力的影响

采用 MTT法细胞增殖能力检测匹伐他汀对 EPCs增殖能

力的影响，通过用酶标仪于波长 490 nm计数各孔光吸收（OD）

值，结果显示：匹伐他汀各浓度组 (B、C、D、E 组)与对照组(A

组)相比，匹伐他汀显著提高了体外培养 EPCs的（OD）值(P <

0.05)。匹伐他汀浓度在 0.1 滋mol/L时对 EPCs（OD）值最高。随

着匹伐他汀浓度的继续增大到 1.0 滋mol/L时，EPCs的（OD）值

则呈下降趋势，但仍高于对照组。体外培养的 EPCs（OD）值越

大，细胞活性越强，说明增殖能力增强(图 3)。

2.4 匹伐他汀对体外培养 EPCs迁移能力的影响

采用改良的 Boyden小室检测匹伐他汀对 EPCs迁移能力
的影响，通过在显微镜下计数迁移的细胞，结果显示：匹伐他汀

各浓度组(B、C、D、E组)与对照组(A组)相比，匹伐他汀显著提

高了体外培养 EPCs的迁移细胞数目(P<0.05)。匹伐他汀浓度在
0.1 滋mol/L时对 EPCs迁移细胞数目最多。随着匹伐他汀浓度

的继续增大到 1.0 滋mol/L时 EPCs的迁移细胞数目则呈减少

趋势，但仍高于对照组。体外培养的 EPCs迁移细胞数目越多，

说明迁移能力越强(图 4)。

2.5 匹伐他汀对体外培养 EPCs粘附能力的影响

通过进行 EPCs粘附能力实验，在包被有人纤维连接蛋白

培养板上重新接种后计数贴壁细胞数目。结果显示：匹伐他汀

各浓度组(B、C、D、E组)与对照组(A组)相比，匹伐他汀显著提

高了体外培养 EPCs的贴壁细胞数目(P<0.05)。匹伐他汀浓度在
0.1 滋mol/L时对 EPCs贴壁细胞数目最多。随着匹伐他汀浓度

的继续增大到 1.0 滋mol/L时 EPCs的贴壁细胞数目则呈减少

趋势，但仍高于对照组。体外培养的 EPCs贴壁细胞数目越多，

说明粘附能力越强(图 5)。

3 讨论

内皮祖细胞是血管内皮细胞的前体,研究表明它在维持内
皮功能完整和促进血管新生中具有重要作用[7]。随着人们对内

皮祖细胞认识的逐步加深，内皮祖细胞作为干细胞中一种有着

特殊作用和功能的细胞，目前在各种缺血性疾病和血管损伤等

方面已成为研究的热点。

图 2 匹伐他汀对 EPCs数量的影响

Fig.2 Effect of Pitavastatin on numbers of EPCs

图 3 匹伐他汀对体外培养 EPCs增殖能力的影响

Fig.3 Effect of Pitavastatin on proliferation of EPCs

图 4 匹伐他汀体外培养对 EPCs迁移能力的影响

Fig.4 Effect of Pitavastatin on migratory of EPCs

图 5 匹伐他汀对体外培养 EPCs粘附能力的影响

Fig.5 Effect of Pitavastatin on adhesion of EPCs
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研究发现，冠心病患者在循环血液中 EPCs数量下降了近

一半，并且细胞功能受损[8]。多数学者认为，影响 EPCs参与修
复内皮损伤的三个关键因素是足够的数量，相对正常的功能和

稳定的内环境[9]。所以如何提高 EPCs的数量及增强其增殖、迁
移和粘附等功能是对开展 EPCs治疗面临的重要问题。

有研究表明，许多外源性因素和内源性因素能够通过不同

的途径影响 EPCs的数量和功能。研究证明，血管内皮生长因

子、促红细胞生成素、雌激素、替米沙坦[11-14]等在不同程度上能

增加内皮祖细胞数量并促进其功能。在这些大量的研究中，其

中也包括了应用广泛的他汀类药物。

他汀类药物作为冠心病防治的一线药物，已被证实具有独

立于降脂外的多项心血管保护作用，包括抑制血小板聚集、改

善内皮功能以及抑制炎症反应等。大量研究发现[15]，他汀类药

物可呈剂量依赖性地动员 EPCs进入外周血。Fuduka等 [16]发

现：氟伐他汀能够抑制药物涂层支架所引起的内皮的损伤。他

汀类药物治疗后可能增强了 EPCs的动员和功能进而抑制 PCI

术后形成的支架内再狭窄[17]。最近有研究表明[18]，他汀类药物还

可促进急性缺血后的血管新生、加速球囊损伤血管的再内皮

化，而这些作用均与 EPCs密切相关。

匹伐他汀作为新一代他汀类药物，其具有较强羟甲基戊二

酰辅酶 A还原酶抑制作用,研究证实[19]，其生物利用度高，耐受

性和安全性良好，具有抗动脉粥样硬化、促血管生成和抗炎等

作用，进一步疗效尚需更多的研究验证。目前国内外对于匹伐

他汀影响内皮祖细胞数量和功能的研究鲜有报道。

本实验研究结果表明匹伐他汀不但能够增加体外培养

EPCs的数量，还能提高其迁移、增殖及黏附的能力，而匹伐他

汀浓度在 1.0 滋mol/L 时检测的各项指标均较浓度在 0.1

滋mol/L作用差，但均都高于对照组，这与一些实验的研究结果

类似，原因目前尚不完全清楚，可能与较高浓度的匹伐他汀对

EPCs具有一定的毒副作用有关，为匹伐他汀今后的临床及基

础实验提供了参考。

匹伐他汀促进体外培养 EPCs的增殖。MTT检测表明，与

对照组相比，加入不同浓度匹伐他汀后，EPCs的增殖活性显著

增加。国外有文献报道他汀类药物增强 EPCs增殖能力主要是

通过 PI-3K/Akt信号途径[20]。在体内，缺血再灌注后心肌细胞的

凋亡也有 Akt信号的活化参与[21]。

匹伐他汀能明显改善体外培养 EPCs的迁移功能。Spyri-

dopoulos等[22]在研究他汀对 EPCs的迁移功能影响时发现，美

伐他汀和阿托伐他汀处理 EPCs后，通过他汀在转录后水平提

高 TRF2(端粒重复序列结合蛋白)水平而使 EPCs迁移能力的
明显改善。TRF2水平的提高有可能延缓 EPCs衰老，衰老细胞

迁移能力较幼稚细胞弱。

匹伐他汀显著增加贴壁细胞数，能增强体外培养 EPCs粘

附能力。Walter等[23]发现，体外培养 EPCs经他汀处理后提高了

粘附于由纤维连接蛋白包被的培养皿的能力主要是因为他汀

类药物使表达 琢5茁1(主要的纤维连接蛋白受体)和 琢酌茁5升高。

本实验培养皿预先包被人纤维连接蛋白为高分子糖蛋白，可以

促进细胞的粘连生长，其对 EPCs有特殊亲和力，所以有助于

匹伐他汀能更好促进体外培养 EPCs的粘附。

本实验通过匹伐他汀作用于 EPCs，匹伐他汀能显著增加
EPCs的数量，并且能提高 EPCs迁移、增殖及粘附能力（P<

0.05），这与 Vasa等[24]观察到的对服用他汀类药物的冠心病患

者，4周后其血中测定 EPCs数目增加 3倍的结果大致相一致。

应用他汀类药物能获得足够数量用于组织工程的种子细胞，因

此可以进一步满足临床实际的需要，同时还显著提高 EPCs的

功能，有利于对内皮损伤后的修复。他汀类药物与 EPCs关系

有待于进一步深入的研究，探索其作用机制，这对他汀类药物

在临床中更好的应用有着重要的意义。
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