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血脂康胶囊对高脂模型大鼠 EPCs功能的影响 *
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摘要目的：高脂血症可增加心血管事件的发生率，本研究降脂红曲制剂血脂康胶囊对高脂模型大鼠的内皮祖细胞（endothelial
progenitor cells，EPCs）生物学功能的影响。方法：给予Wistar大鼠高脂饲料 30 d，造成高血脂大鼠模型，灌服血脂康胶囊。密度梯

度离心法分别分离正常对照组，高脂模型组和血脂康治疗组大鼠骨髓单核细胞，应用 EGM-2MV进行体外培养。以 4~6代 EPCs

为靶细胞。采用 Edu标记技术、CCK-8检测法、粘附能力测定试验、改良的 Boyden小室、Matrigel法、荧光定量 RT-PCR等方法分
别检测 EPCs增殖、粘附、迁移、体外成血管及单核细胞趋化蛋白 -1( monocyte chemoattractant protein-1，MCP-1)等炎性因子的表
达。结果：高血脂模型组大鼠 EPCs的增殖、粘附、迁移及成血管能力均明显低于对照组，但炎症因子 MCP-1表达则高于对照组；

与高脂模型组 EPCs比较，血脂康可明显促进 EPCs的增殖、粘附、迁移及成血管，下调 MCP-1的表达。结论：高脂状态下大鼠
EPCs的增殖、粘附、迁移及成血管等生物学功能受损，血脂康能调整脂质代谢，改善高脂血症大鼠 EPCs功能，从而起到保护血管
内皮的功能，减少心血管疾病的发生。
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The Effects of Xuezhikang on the Functions of Endothelial Progenitor Cells
Isolated from Experimental Hyperlipidemic Rats*

Hyperlipidemia can increase the incidence of cardiovascular events. This study is to investigate the effects
of Xuezhikang on the functions of endothelial progenitor cells （EPCs）isolated from experimental hyperlipidemic rats. Wistar
rats were fed with high fat diet for 30 d to lead to hyperlipemia, and then Xuezhikang was given by oral gavage. Bone marrow
mononuclear cells were collected from normal, hyperlipidemic or Xuezhikang treated hyperlipidemic rat by density gradient
centrifugation and cultured with EGM-2MV medium, respectively, The 4th～ 6th generation EPCs were chosen as target cells and cell
biological functions, such as proliferation, adhesion, migration and the ability of forming tubes were assayed with CCK-8, Edu labeling,
adhesion test, Boyden chamber assay and Matrigel respectively. The mRNA expressions of chemokines such as monocyte
chemoattractant protein- 1 (MCP-1) were analyzed by real time RT-PCR. The EPCs isolated from experimental hyperlipidemic
rats exhibited decreased capabilities of proliferation, adhesion, migration and tube formation. In the mean time, the gene expression of
MCP-1 was high. Xuezhikang rescued the functions of EPCs isolated from reated hyperlipidemic rat. Namely, Xuezhikang improved the
proliferation, adhesion, migration and tube formation and down-regulated the gene expression of MCP-1 in EPCs isolated from
hyperlipidemic rats. Hyperlipidemia damages the functions proliferation, adhesion, migration and tube of EPCs.
Xuezhikang has antiatherogenic properties and the protection to the functions of EPCs, so that it can protect the vascular endothelial
function and reduce the occurrence of cardiovascular disease.
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前言

随着人民生活水平的提高，我国高脂血症的患病率逐年增

加，而且发病年龄提早。脂质在血管内皮沉积可引起动脉粥样

硬化，进而导致早发性和进行性心脑血管和周围血管病变。因

此，高脂血症已被列为心脑血管疾病重要的独立危险因子[1]。研

究显示，高脂血症患者在动脉粥样硬化斑块形成前即有内皮功

能障碍[2]。因此改善血管内皮功能，对防治高脂血症血管并发症

*基金项目：国家自然科学基金项目（30900290；31270993）；教育部新世纪优秀人才支持计划资助（NCET-10-0922）；

山东省高等学校科技计划项目（J11LF17）；潍坊市科技发展计划（20120182；201201120；20121228）

作者简介：苏绍娟（1987-），女，硕士研究生，研究方向：细胞功能调控，E-mail：shaojuansu@sina.com

△通讯作者：成敏（1976-），女，博士，教授，研究方向：细胞功能调控，E-mail：chengmin1976@wfmc.edu.cn

(收稿日期：2014-04-15 接受日期：2014-05-12)

7037窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.36 DEC.2014

具有重要意义。

内皮祖细胞（endothelial progenitor cells, EPCs)是血管内皮
细胞的前体细胞，可自骨髓动员，归巢到内皮损伤及缺血部位，

分化为成熟的内皮细胞参与损伤血管的修复[3]。文献证实，骨髓

EPCs来源的内皮细胞占所有新形成的内皮细胞的 25%[4]。孔朝

红等[5]实验证实：高脂状态下，EPCs形态较小，分化、吞噬功能

等生物学功能受损。

血脂康是由中药红曲提炼而成的高效降脂药，含有羟甲基

戊二酰辅基 A(HMG-COA)还原酶抑制剂、多种不饱和脂肪酸

和人体必需的氨基酸等。临床研究表明：血脂康胶囊可抗炎、改

善内皮功能、抗动脉粥样硬化，对冠心病有治疗作用[6，7]。最近研

究证实，血脂康可增加外周血 EPCs的数量[8]。为了进一步探讨

血脂康对 EPCs生物学特性影响，本研究用高脂血症大鼠模

型，观察血脂康对骨髓 EPCs增殖、粘附、迁移、血管形成及单

核细胞趋化蛋白 -1( monocyte chemoattractant protein-1，MCP1)

表达等生物学功能的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

雄性 Wistar大鼠，体重 250~300 g (山东鲁抗医药股份公

司)；血脂康胶囊(北大维信生物科技有限公司)；高脂饲料(基础
饲料 81.3%+猪油 10%+白糖 5%+胆固醇 3%+胆酸钠 0.5%+

丙硫氧哦咤 0.2 %，均为质量分数)；EGM-2完全培养液(Lonza，

美国)；胎牛血清（Hyclone，美国）；纤维粘连蛋白(Roche，德国)；

梯度离心液(Histopaque-1083，Sigma，美国)；TRIzol试剂(Invit-

rogen，美国)；CCK8 (Dojindo，日本)；Edu检测试剂盒(广东锐博
生物科技公司)；改良的 Boyden小室(江苏海门麒麟医用仪器

厂)；CO2培养箱(Thermo，美国)；倒置荧光显微镜（Olympus，日

本）；荧光定量 PCR仪(Bio-rad，美国)。
1.2 方法
1.2.1 动物模型制备及分组 实验前按体质量随机分为 3组，

分别为(1)对照组：大鼠仅给予基础饲料喂养。(2)高血脂模型
组：大鼠给予高脂饲料，30 d后眼眶取血，分离血清，以酶法经

紫外分光光度计测定血清中血脂水平。高脂模型组与正常对照

组比较：TC、TG、LDL-C水平升高，HDL-C水平降低，提示大鼠

高脂血症造模成功。(3)血脂康治疗组：大鼠高脂血症造模成功

后，灌服血脂康胶囊( 500 mg·kg-1·d-1) 14 d。
1.2.2 EPCs的分离培养及鉴定 按本课题组以前建立的方法

进行 [7]。以 Histopaque-1083密度梯度离心分别分离正常对照

组，高脂模型组和血脂康治疗组大鼠骨髓单核细胞，用

EGM-2MV培养液重悬细胞，将其接种于包被有纤维粘连蛋白

的培养瓶中，置于 37℃含 5%CO2的培养箱。4天后更换培养

液。取 3~4代细胞行 Dil-ac-LDL及 FITC-UEA-1染色，内皮型

细胞表达为双阳性。采用流式细胞术检测内皮细胞标记:VEG-

FR2、vWF及 CD31等，约 85%的 EPCs上述标记为阳性。
1.2.3 细胞增殖检测 CCK-8法检测细胞的增殖：向 96孔板

中均匀加入细胞（4000个细胞 /100 滋L/孔），置 37℃ 5% CO2培

养箱 48 h后取出，弃去各孔培养基，加入 CCK-8试剂和培养基
的混合液（按 1:10比例），在培养箱内孵育 60 min，酶标仪测定

各孔在 450 nm波长的吸光度。

EdU法测定细胞增殖：以 Cell-LightTH EdU原位标记细胞，

经细部固定化和破膜通透处理后，Apollo誖 荧光染料显色。荧
光显微镜下观察拍照。

1.2.4 细胞粘附功能检测 取各组 EPCs，以 1× 105/L接种于
预先包被有纤维粘连蛋白的 6孔板中，37℃，5%CO2的培养箱

中孵育 30 min后弃培养液，以 PBS轻洗三次，显微镜(100倍)

下随机拍照计每视野内的细胞数。

1.2.5 细胞迁移功能检测 采用改良的 Boyden小室法观察细

胞迁移情况：按上述方法离心收集细胞，将 150 滋 EGM-2MV

加入改良 Boyden小室下层，中间为 8 滋m聚碳酸醋微孔滤膜，

2× 105 EPCs悬液加入上室，37℃，5%CO2培养箱中孵育 10 h。

取下滤膜，用棉签轻拭上层未迁移细胞。DAPI染色，荧光显微

镜下随机选取 5个视野(× 100)，计数迁移细胞，取其平均数。
1.2.6 体外成血管能力检测 4℃下将 Matrigel基质胶(100 滋/

孔) 加入 96孔板，37℃培养箱中孵育 1 h。按上述方法收集细

胞，以 2× 105/滋L接种于基质胶上，37℃培养箱中放置 6~8 h，

光学显微镜下观察拍照，采用 Image-Pro Plus6.0软件分析各视

野血管样结构形成的长度和面积。

1.2.7 RNA提取、MCP-1的荧光定量 RT-PCR分析 按 TRI-

zol试剂说明书提取总 RNA，-80℃保存备用。根据荧光定量
RT-PCR说明书测定炎症因子 MCP-1的表达。MCP-1上游引

物：5'-CTA TGC AGG TCT CTG TCA CGC TTC-3'，下游引物：
5'-CAG CCG ACT CAT TGG GAT CA-3'。 GAPDH上游引物：
5'-GGC ACA GTC AAG GCT GAG AAT-3'，下游引物：5'-ATG

GTG GTG AAG ACG CCA GTA-3'。
1.2.8 统计学处理 所有实验均重复 3～ 4次。采用 SPSS13.0

进行统计分析，实验数据以均值± 标准差(x± s)表示。多组间计

量资料差异比较采用单因素方差分析检验，两两比较采用 LSD

检验，P < 0.05时认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 EPCs形态学观察

刚分离的单核细胞大多呈悬浮生长，培养 7 d的细胞有集

落形成，与对照组来源的 EPCs比较，高脂模型组大鼠来源的
EPCs贴壁生长缓慢，变形细胞数目及形成集落数少，且单个集

落较小。2~3周以后，高脂模型组大鼠 EPCs细胞增殖能力较

差，不能形成典型的 "铺路石 "样外观。血脂康治疗组 EPCs的

生长情况尽管略逊于对照组，但明显优于高脂模型组。

2.2 EPCs增殖能力检测

以 CCK-8及 EdU标记法检测 EPCs的增殖能力，两种检

测方法所得结果均显示：高脂模型组大鼠来源的 EPCs增殖能
力明显低于对照组大鼠来源的 EPCs (P<0.01)，而血脂康治疗组

来源的 EPCs增殖能力明显高于高脂模型组(P<0.01)。
2.3 EPCs粘附功能检测

经胰酶消化后的不同 EPCs接种于纤维粘连蛋预处理的培

养板中，30 min后观测粘附细胞数，结果显示三组不同来源的
EPCs，其粘附能力不同。三组两两比较，对照组大鼠来源的
EPCs粘附细胞数最多，其次为血脂康治疗组来源的 EPCs，高

脂模型组大鼠来源的 EPCs粘附细胞数最少。
2.4 EPCs迁移能力检测
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图 3内皮祖细胞的粘附能力分析（× 100）

Fig.3 The analysis of EPC adhesion（× 100）

注：分别从正常大鼠、高脂模型大鼠和血脂康治疗的高脂模型大鼠分

离的内皮祖细胞，分别接种于铺有纤维粘连蛋白的培养瓶中，37℃孵

育 1小时后轻洗未贴壁细胞，计数贴壁细胞。

Note: EPCs isolated from control, hyperlipidemic or Xuezhikang treated

hyperlipidemic rat, respectively, were seeded on culture surfaces coated

with fibronectin and incubated for 1 h at 37℃ . After nonadherent cells

were removed by washing, adherent cells were counted. *P<0.05 vs.

control; Δ Δ <0.01 vs. hyperlipidemic (HLP) EPCs.

图 4内皮祖细胞迁移能力的分析（× 100）

Fig.4 The analysis of EPC migration（× 100）

注：分别从正常大鼠、高脂模型大鼠和血脂康治疗的高脂模型大鼠分离

的内皮祖细胞，将三组细胞接种于下室有 EGM-2MV的滤膜的上层，

孵育 8小时后，将迁移的细胞 DAPI染色后分析。

Note: EPCs were isolated from control, hyperlipidemic or Xuezhikang

treated hyperlipidemic rat, respectively. The 4th～6th generation EPCs

were placed in the upper chamber, and the lower chamber was filled with

EGM-2MV and incubated for 8 h. The migrated cells were stained with

DAPI and analyzed. *P<0.05 vs. control; Δ P <0.05vs. hyperlipidemic

(HLP) EPCs.

图 2分析内皮祖细胞的增殖趋势（× 100）

Fig.2 The analysis of EPC proliferation（× 100）

注：观察正常组、高脂组和血脂康治疗组的内皮祖细胞的增殖，分别采

用 CCK-8（A)和 EDU（B）两种检测方法分析。**P<0.01是与正常组比

较。△△P<0.01是与高脂血症组比较。

Note：The proliferation of EPCs isolated from control, hyperlipidemic or

Xuezhikang treated hyperlipidemic rat, respectively, was assessed by

CCK-8 (A) or EDU incorporation (B) assay. **P<0.01 vs. control; △

△<0.01 vs. hyperlipidemic (HLP) EPCs.

图 1骨髓来源的细胞形态（× 100）

Fig.1 Morphology of cells derived from bone marrow (× 100)

注：观察接种于纤维黏连蛋白基质的从正常大鼠、高脂模型大鼠和经

血脂康治疗大鼠骨髓分离细胞的第一天、第七天和第二十一天的形

态。

Note: Bone marrow mononuclear cells were isolated from normal,

hyperlipidemic or Xuezhikang treated hyperlipidemic rat and plated on

substrates containing fibronectin on the first, seven and twenty-one day.

以改良 Boyden小室法检测 EPCs的迁移能力。如图 4所

示，高脂模型组大鼠来源的 EPCs迁移的细胞数明显少于对照
组（P<0.05），而血脂康治疗组来源的 EPCs迁移能力高于高脂

组，两者比较，有统计学差异（P<0.05）。

2.5 EPCs体外成血管能力检测

体外成血管实验显示，三组不同来源的 EPCs均具有体外

成血管能力。与对照组大鼠来源的 EPCs比较，高脂模型组大

鼠来源的 EPCs在 Matrigel胶上形成的管腔样结构数量明显较

少 (P < 0.01)，细胞连接也比较松散。而血脂康治疗组来源的
EPCs其成血管能力显著强于高脂模型组 (P < 0.05)。
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图 5内皮祖细胞体外成血管能力的分析（× 100）

Fig.5 The analysis of EPC tube formation capability in vitro (× 100)

注：（A）观察不同来源的内皮祖细胞体外成血管的形态图。（B）图形的

数据分析。

Note: (A) Representative images of capillary networks formed by EPCs

isolated from control, hyperlipidemic or Xuezhikang treated

hyperlipidemic rat, respectively; (B) Statistical analysis. **P<0.01 vs.

control; △<0.05 vs. hyperlipidemic (HLP) EPCs.

图 6内皮祖细胞的 MCP-1的基因表达趋势

Fig. 6 The analysis of MCP-1 gene expression of EPCs

注：采用荧光定量 RT-PCR分析三种不同来源的内皮祖细胞 MCP-1的

表达量。

Note: EPCs were isolated from control, hyperlipidemic or Xuezhikang

treated hyperlipidemic rat, respectively. The gene expression of

MCP-1were then determined using real time quantitative RT-PCR. **P<0.

01 vs. control;△△<0.01 vs. hyperlipidemic (HLP) EPCs.

2.6 EPCs炎症因子 MCP-1表达检测

收集三组不同来源的 EPCs，提取 RNA，利用荧光定量
RT-PCR检测炎症因子MCP-1的表达。结果显示，与对照组大

鼠来源的 EPCs比较，高脂模型组大鼠来源的 EPCs MCP-1的

表达高于对照组大鼠来源的 EPCs(P < 0.01)，血脂康治疗组来
源的 EPCs与高脂模型组比较，MCP-1 的表达明显降低 (P <

0.01)，（图 6）。

3 讨论

1997年 Asahara等 [10]首次从人外周血中分离出 EPCs，它

具有向缺血区定位归巢并分化为成熟的内皮细胞，促进受损内

皮修复、微血管新生等重要作用[11]。因此，增加 EPCs的数量，改

善其功能是修复内皮损伤及防治心血管疾病的重要策略。然

而，在生理情况下，绝大部分的 EPCs存在于骨髓中，在外周血

中它的数量只相当于外周血细胞的 0.01%。故在本研究中我们

选择骨髓来源的 EPCs作为研究对象。

已有大量研究证实脂代谢异常可导致 EPCs 数量及功能

的改变，例如，高脂血症患者，外周血 EPCs数量减少，且 EPCs

集落生成单位明显降低[12]。Wang等研究发现氧化低密度脂蛋

白浓度依赖性地导致 EPCs功能的损伤，加速 EPCs凋亡[13]。

Rossi F等发现高密度脂蛋白胆固醇是决定 EPCs数量的重要
因素，而 EPCs数量减少是内皮功能紊乱的独立危险因素[14]。本

研究证实，高脂模型组大鼠来源的 EPCs，其增殖能力远远低于

对照组大鼠来源的 EPCs，这可能是导致高脂血症患者 EPCs数

量减少重要原因之一。除此之外，本实验结果还显示高脂模型

组大鼠来源的 EPCs，细胞的粘附、迁移及成血管功能均降低，

这必将影响受损血管的修复，在一定程度上加剧了高血脂诱导

的动脉粥样硬化斑块的形成及心脑血管疾病的发生。另外，炎

症因子 MCP-1表达增高导致血管内皮系统功能的损伤，极可

能是通过诱导中性粒细胞、单核细胞向血管内皮聚集，从而引

起动脉粥样硬化等血管病变。

血脂康降血脂的主要成分是他汀类[15]。其减少胆固醇的合

成主要是通过有效抑制 HMG-CoA还原酶。其降低血清胆固醇

作用主要通过增加肝细胞表面 LDL受体活性而加速 LDL的

清除[16]。除此之外，血脂康中的其他多种成分，譬如亚油酸，甾

醇等均有不同程度的降脂功效。廖伟等[17]以 92例原发性高脂

血症患者为研究对象，检测了血脂康的治疗效果。研究提示：血

脂康不仅可调节血脂，还能改善高脂血症患者的内皮功能。另

有临床观察结果显示血脂康可维持血管壁弹性，减轻动脉粥样

硬化，其中代表动脉粥样硬化指数的 AI下降 22%[18]。Zhao[7]等

研究证实血脂康可通过抑制炎症反应和降脂作用保护内皮功

能。本实验结果显示：血脂康促进高脂血症大鼠来源 EPCs增
殖、粘附、迁移及体外成血管，下调高脂血症引起的 MCP-1的

过表达，起到改善高脂血症大鼠来源 EPCs功能的作用。

综上所述，增殖、粘附、迁移、体外成血管等指标测定结果

均表明高脂状态下大鼠 EPCs的生物学功能受损，血脂康能有

效改善高脂血症大鼠 EPCs功能，进而促进受损内皮的修复，

起到抗动脉粥样硬化等心血管保护作用。但其具体机制亟待进

一步深入研究。
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