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[�� ] �� :观察不对称二甲基精氨酸 (ADMA)对体外培养内皮祖细胞 ( EPCs)数量和功能的影响。�

� :密度梯度离心法获取外周血单个核细胞 ,培养 6 d后 ,收集贴壁细胞并分别加入 ADMA 1、5、10μmol/ L 干预

培养 72 h。激光共聚焦显微镜和流式细胞仪鉴定 EPCs ,分别观察 EPCs的数量、增殖及黏附和产生一氧化氮的

能力。�� :与对照组相比 , 不同浓度的 ADMA可显著抑制外周血 EPCs扩增、黏附增殖能力和产生 NO的能

力。�	 :ADMA可抑制培养 EPCs的数量和功能。
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　　Abstract　Objective :To investigate whether asymmetrical dimethylarginine (ADMA) can reduce the number of

endothelial progenitor cells ( EPCs) and inhibit their function. Method :Mononuclearcells (MNCs) f rom peripheral

blood were isolated by Ficoll density gradient cent rifugation , and culturedin in vit ro . After cultured six days , the

attached cells were added with ADMA (1 ,5 ,and 10μmol/ L) for 72 hour. The cells were identified by confocal la2
ser scanning microscope and flow cytometry . EPCs proliferation was assyed with CCK28 kit assay. EPCs adhesion

assay was performed by replating cells on fibronectin2coated dishes ,and then adhereht cells were counted. NO pro2
duction was assayed by Griess nit ric oxide assay kit . Result :Compared with control group , ADMA can reduce the

number of EPCs and inhibit the function of it s p roliferation , adhesion and excreting NO. Conclusion :ADMA can

inhibit EPCs number and their function in vit ro .
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　　不对称二甲基精氨酸 (ADMA)是一种内源性

的一氧化氮合酶 (NOS)抑制剂 ,与内皮功能不全密

切相关 ;血浆 ADMA 水平的升高可以预测冠心病

的突发事件和病死率 ,已被证实为是冠心病的一个

新的危险因子〔1〕。内皮祖细胞 ( EPCs)是一类能分

化为血管内皮细胞的前体细胞。近来随着 EPCs

促进血管新生、修复损伤血管内膜作用的相继揭

示 ,其在冠心病防治上的作用已经受到关注〔2〕。为

此 ,我们观察了 ADMA 对 EPCs 在体外培养中数

量和功能的影响 ,旨在探讨冠心病患者 EPCs数量

减少和功能受损的机制 ,以及 ADMA 独立预测冠

心病危险事件的机制。

1　�����

1 . 1 材料

人纤维连接蛋白 (Roche 公司) ,血管内皮生长

因子 ( Pepro Tech EC公司) ,培养基 M199、胎牛血
清、胰酶 ( Gbico 公司) ,Di I标记的乙酰化低密度脂
蛋白 (Di I2ac2LDL ) ( Molecular p robe 公司) , FITC

标记的荆豆凝集素 I ( FITC2U EA 2I lectin ) 、人淋
巴细胞分离液 ( Ficoll ,密度 110773)和 ADMA标准
品 ,纯度 > 99199 %(Sigma 公司) ,CCK28检测试剂
盒 (上海同仁化学研究所) ,NO检测试剂盒 (江苏碧
云天公司) ,其余均为市售试剂。
1 . 2　方法
1 . 2 . 1 　ADMA 标准液配置 　ADMA 标准品为白
色固体粉末 ,分子量为 275118 ,先将 10 mg的 AD2
MA标准品溶于 2 ml的 019 %的氯化钠溶液中 ,再
用 019 %的氯化钠溶液稀释至 3613 ml ,即得 1

mmol/ L 的标准液。用时分别取标准液 1、5、10μl

加入含 1 ml培养液的培养孔内即得终浓度分别为
1、5、10μmol/ L 的实验干预组。
1 . 2 . 2　人外周血 EPCs的分离、培养　取健康成人
外周血 20 ml ,用密度梯度离心法获取单个核细胞 ,

以 3×106 / cm2 的密度接种于包被有人纤维连接蛋
白的 24孔培养板中 ,每孔中加入 1 ml 的 M199 培
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养液 (含 20 %胎牛血清、V EGF 10μg/ L、青霉素
1×105 U/ L、链霉素 1 ×105 U/ L ) ,置 37℃ 5 %

CO2 饱和湿度培养箱中培养 3 d后 ,用 Hank 液洗
掉未贴壁细胞 ,换培养液继续培养〔3 ,4〕。
1 . 2 . 3　EPCs的双染色试验　在培养的第 6天 ,将
细胞与 DiI2ac2LDL (214 mg/ L)一起于 37℃避光孵
育 2 h ,1 %多聚甲醛固定 10 min ,PBS冲洗 2次 ,再
加入 FITC2U EA 2I lectin (10 mg/ L)继续避光孵育
1 h。采用多波长激光共聚焦显微镜观察鉴定双染
色阳性的细胞。
1 . 2 . 4　EPCs的细胞表型检测　在培养的第 6天 ,

用 0125 %的胰酶消化搜集贴壁的细胞 ,制成 1 ×
109 / L 的单个细胞悬液 ,加入 FITC2标记的 CD34

和 CD133 单克隆抗体及 PE标记的 V EGFR22 单
克隆抗体 ,避光孵育 30 min ,用 PBS洗 1 次 ,然后
制成 200μl的 PBS悬液 ,上流式细胞仪检测。
1 . 2 . 5　实验分组　在培养的第 6天用含 3 %胎牛血
清的 M199培养液培养 24 h ,再以 0125 %胰酶消化
贴壁细胞 ,制成单个细胞悬液 ,以 1 ×104 / cm2 的密
度接种到 24孔板 ,分为对照组 (常规条件培养液加
019 %氯化钠溶液)和 ADMA 组 (含 1、5、10μmol/ L

ADMA的条件培养液) ,每组设 6个复孔 ,培养 72 h

后 ,进行数量和功能的测定。重复实验 3次。
1 . 2 . 6　细胞计数　干预培养 72 h 后 ,在倒置相差
显微镜下随机 10个视野 ( ×200)计数各组、各孔贴
壁梭形细胞数。
1 . 2 . 7　黏附能力的测定　各组细胞以 0125 %胰酶
消化后 ,制成细胞悬液并计数。再将等量 EPCs接
种到 48孔培养板 ,置 37℃培养箱中培养 30 min ,洗
去各孔未贴壁细胞 , 倒置相差显微镜下随机 10 个
视野 ( ×400)计数重贴壁细胞数。
1 . 2 . 8　增殖能力的测定　CC K28试剂盒检测细胞
增殖能力是二苯基四氮唑溴盐 (M T T)法的替代方
法 ,具体方法参照文献〔5〕。各组细胞以 0125 %胰
酶消化后 ,制成细胞悬液 ,再将等量 EPCs 接种到

96孔培养板 ,每孔加 CCK28 10μl ,培养 4 h 后 ,置
酶标仪上于 450 nm 处测吸收度 A 值 ,参比波长
600 nm。
1 . 2 . 9　NO 的检测　采用 Griess 法测定培养基中
NO的浓度〔6〕 ,NO标准曲线 (0～100μmol/ L)由碧
云天提供的 NO 检测试剂盒及 NaNO2 标准品获
得。将干预培养 72 h后 ,各组每孔各吸取 50μl的
上清液加入 96孔培养板 ,然后依次加入 Griess Re2
agent Ⅰ、Ⅱ各 50μl ,混匀 15 min 后置酶标仪上
570 nm处测 A 值。
1 . 3　统计学处理
所有结果都以 �x ±s表示 ,采用 SPSS13. 0软件

包 ,单因素方差分析比较各组均数。
2　��

2 . 1 EPCs的鉴定
培养到第 6 天的贴壁细胞形成了梭形的内皮

样细胞。通过激光共聚焦显微镜鉴定 ,吞噬 DiI2ac2
LDL 的细胞激发红色荧光 ,结合 FITC2U EA 2I lec2
tin的细胞激发绿色荧光 ,双染色阳性的细胞显示
为黄色荧光〔3 ,4〕 ,为正在分化的 EPCs (见图 1) 。用
流式细胞仪检测贴壁细胞表型标志 ,结果显示其表
达 CD34阳性细胞比例为 (73113±8151) %、CD133

阳性细胞比例为 (5115 ±2115) %、V EGFR22 阳性
细胞比例为 (7116±1131) %。
2 . 2　ADMA 对 EPCs数量、黏附和增殖能力及产
生 NO的影响

ADMA对 EPCs数量、黏附和增殖能力及产生
NO的影响见表 1。与对照组相比 ,ADMA 可明显
降低贴壁 EPCs的数量 ( P < 0101) , ADMA 组 110

μmol/ L 组与 510、1010μmol/ L 组之间差异有统计
学意义 ( P < 0101 ) ,而 510 μmol/ L 组和 1010

μmol/ L 组之间差异无统计学意义 ( P > 0105) ;与对
照组相比不同浓度的 ADMA 均可明显抑制 EPCs

的黏附能力 ( P < 0105) ,不同浓度的 ADMA 干预
组之间均差异有统计学意义 ( P < 0101) ;与对照组

� 1 EPC����� (×200)
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� 1 ADMA� EPCs������	
���� NO����� n = 6 , �x ±s

分组
贴壁 EPCs数

(×200视野下)

　重贴壁 EPCs数
(×400视野下)

增殖能力的 A 值
培养液中 NO含量/

(μmol·L - 1 )

对照组 14. 30±5. 20 10. 91±1. 97 0. 284 3±0. 009 2 5. 896 0±0. 893 9

ADMA组

　1μmol/ L 9. 28±1. 791) 7. 65±1. 093) 0. 233 0±0. 005 7 4. 111 8±0. 412 6

　5μmol/ L 5. 21±1. 502) 5. 65±1. 032) 0. 212 5±0. 009 72) 2. 592 0±0. 198 22) 3)

　10μmol/ L 3. 39±1. 911) 2) 3. 60±0. 822) 3) 0. 182 0±0. 007 52) 3) 1. 534 7±0. 302 82) 3)

　　与对照组比较 ,1) P < 0101 ;与 1μmol/ L 组比较 ,2) P < 0101 ;与 5μmol/ L 组比较 ,3) P < 0101

相比不同浓度的 ADMA 均可明显抑制 EPCs的增
殖能力 ( P < 0105) ,不同浓度的 ADMA 组之间也
均差异有统计学意义 ( P < 0101) ;对照组相比不同
浓度的 ADMA均可明显抑制 EPCs产生 NO 的能
力 ( P < 0101) ,不同浓度的 ADMA 组之间均差异
有统计学意义 ( P < 0101) 。
4　��

EPCs是一群能增殖分化为成熟血管内皮细
胞 ,并参与出生后血管新生及内皮损伤修复的前体
细胞。内皮损伤是被认为是动脉粥样硬化形成的
始动因子。内皮损伤后的修复过程除了相邻成熟
内皮细胞延展修复外 ,还有一部分是通过外周血中
的 EPCs 分化为成熟内皮细胞完成的〔7〕 ,表明
EPCs在冠心病等缺血性疾病的发生、发展中扮演
了重要角色。Hill 等〔4〕研究证实冠心病患者循环
中的 EPCs数量下降和功能受损 ,并与危险因子的
数目成反向线形关系。但引起冠心病患者 EPCs

数量减少的确切机制尚不明确 ,可能与患者长期暴
露于冠心病的危险因素有关。
近来研究认为内皮型 NOS(eNOS)来源的 NO

在 EPCs的动员、分化及功能发挥过程中起了关键
的作用〔8 ,9〕。ADMA 是内源性的 NOS抑制剂 ,可
以抑制 eNOS的活性 ,减少 NO 的产生。因此 AD2
MA势必对 EPCs产生一定抑制作用。本研究以高
出正常血浆水平的不同 ADMA浓度作为独立干预
因素 ,发现 ADMA对 EPCs的数量、增殖黏附能力
及产生 NO 的能力均存在明显的抑制作用。因此
可以认为冠心病患者循环 EPCs 数量下降和功能
受损部分原因可能是由于血浆 ADMA 水平升高所
致 ;并且这种抑制作用可以部分解释为什么 AD2
MA可以预测心血管危险事件 ,即通过减少循环
EPCs的水平来增加心血管危险事件的发生。因
此 ,如何有效降低冠心病患者血浆 ADMA 水平 ,会
为冠心病的预防和治疗提供一种新方法、新策略。
����
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