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主动脉夹层患者循环内皮祖细胞或许经由氧化
应激机制加速细胞衰老
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨主动脉夹层患者循环内皮祖细胞是否经由氧化应激机制加速衰老。 方法摇 临床选取疑似主动

脉夹层患者并经主动脉 CTA 检查后分为对照组和主动脉夹层组,抽取外周血分离单个核细胞群,流式细胞分选术分离和

计数内皮祖细胞,应用层粘连蛋白粘附法、改良的 Boyden 小室及 MTT 法测定内皮祖细胞的粘附、迁移和增殖功能,应用

Western blot 检测内皮祖细胞衰老相关的 p16INK4a 和 SIRT1 蛋白水平,并测定细胞内反应氧类物质水平。 结果摇 与对照

组相比,主动脉夹层组循环 CD34 + CD133 + KDR + 内皮祖细胞数量明显减少(P <0郾 01),且细胞粘附、迁移和增殖功能明显

降低(P <0郾 05);Western blot 结果显示细胞衰老相关的 p16INK4a 蛋白水平明显升高,而抗衰老蛋白 SIRT1 表达水平明显

降低,细胞内反应氧类物质水平明显增加(P <0郾 05)。 结论摇 不断增加的细胞内反应氧类物质致主动脉夹层患者循环内

皮祖细胞的粘附、增殖和迁移功能受损,最终加速循环内皮祖细胞衰老。
[中图分类号] 摇 R5 [文献标识码] 摇 A

Circulating Endothelial Progenitor Cell in Patients with Aortic Dissection May Accel鄄
erate Cell Senescence via Elevated Intracellular Oxidative Stress
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To determine if circulating endothelial progenitor cells in patients with aortic dissection acceler鄄
ated cell senescence via oxidative stress mechanism. 摇 摇 Methods摇 All patients with a symptom of chest pain were divided
into control group and aortic dissection group according to the result of CT angiography. 摇 Endothelial progenitor cells were
isolated and identified by flow cytometry analysis. 摇 The adhesion, migration and proliferation functions of endothelial pro鄄
genitor cells were separately measured by the methods fibronectin adhesion, modified Boyden chamber and MTT array. 摇
Western blot was used to detect the protein level of p16INK4a and SIRT1. 摇 The level of intracellular reactive oxygen spe鄄
cies was analyzed by the labeled H2DCF鄄DA method. 摇 摇 Results摇 The number of circulating CD34CD133KDR鄄positive
endothelial progenitor cells in patients with aortic dissection decreased sharply (P < 0郾 01) and cellular functions such as
adhesion, migration and proliferation were damaged when compared with those in control group (P < 0郾 05). 摇 The protein
level of the pro鄄senescent marker p16INK4a was found to upregulate significantly and meanwhile the expression of anti鄄se鄄
nescent protein SIRT1 was decreased remarkably in the aortic dissection group (P < 0郾 05). 摇 The level of intracellular re鄄
active oxygen species in patients with aortic dissection was increased severely (P < 0郾 05). 摇 摇 Conclusions摇 The accu鄄
mulating intracellular reactive oxygen species were found to make those dysfunctions of circulating endothelial progenitor
cells such as proliferation, adhesion and migration which probably accelerated endothelial progenitor cell senescence in pa鄄
tients with aortic dissection.
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摇 摇 主动脉夹层是一类严重危及人类生命的急危

重症,血管内膜受损和撕裂是主动脉夹层发生的始

动环节[1]。 高血压、血脂异常、糖尿病等动脉粥样

硬化危险因素是主动脉夹层的主要预测因子[2,3]。
已知内皮祖细胞(endothelial progenitor cell,EPC)可
以趋化至受损的内皮细胞处并转化为成熟的内皮

细胞从而保护血管内膜内皮细胞层的完整性。 与

正常健康人相比,高血压和冠心病患者的循环内皮

祖细胞数量明显减少,且表现为粘附、趋化及增殖

功能明显受损,表明内皮祖细胞经历了细胞衰

老[4]。 因此,有学者认为内皮祖细胞衰老加速了动

脉粥样硬化的发生和发展。 但迄今为止,尚未有主

动脉夹层与内皮祖细胞衰老的相关性研究报道。
因此,本研究拟观察主动脉夹层患者内皮祖细胞的

数量及其功能,并验证内皮祖细胞是否经历了细胞

衰老,初步探讨其致衰老的具体机制。

1摇 对象和方法

1郾 1摇 材料

摇 摇 APC 标记的抗 CD133 抗体购自德国 Miltenyi
Biotec 公司,PE 标记的抗 KDR 抗体购自美国 Sigma
公司,FITC 标记的抗 CD34 抗体购自美国 Becton
Dickinson 公司,FACS 裂解液购自美国 BD Biosci鄄
ences 公司,p16INK4a 鼠抗人抗体购自美国 Abcam
公司,SIRT1 鼠抗人抗体购自美国 Santa Cruz 公司,
茁鄄actin 购自美国 Cell Signaling Technology 公司,反
应氧类物质试剂盒(H2DCFDA)购自美国 Invitrogen
公司,细胞裂解液购自美国 Biochemical 公司。
1郾 2摇 样本获取与分组

选取我院 2012 年 3 月至 2014 年 3 月收治的主

动脉夹层患者 32 例,均经胸腹主动脉 CTA 明确诊

断为主动脉夹层 16 例及排除主动脉夹层 16 例分别

为主动脉夹层组和对照组,且排除以下疾病:马凡

综合症、既往明确诊断为冠心病或冠状动脉腔内成

形术、先天性心脏病、脑中风、下肢动脉闭塞、感染

性疾病急性发作期、自身免疫性疾病、血液系统疾

病、妊娠、肿瘤等。 本试验已通过南方医科大学第

三附属医院医学伦理学委员会同意且所有入选对

象试验前均签署知情同意书。
1郾 3摇 流式细胞分选术

主动脉夹层患者入院后即经由贵要静脉抽取

静脉血 10 mL,注入含 EDTA 的抗凝管中,选取 1 mL
血样,分别应用 10 滋L 全血分别与以下抗人单克隆

抗体在 4益避光下共孵育 30 min:抗 APC鄄抗 CD133

孵育,抗 PE鄄KDR 抗体、抗 FITC鄄CD34 抗体;加入

FACS 细胞裂解液裂解红细胞并用 PBS 稀释 10 倍,
加入高通量流式细胞仪(BD Bioscience FACSCanto
域)进行检测。
1郾 4摇 内皮祖细胞的分离和培养

选取上述含 EDTA 的外周血 10 mL,应用密度

梯度离心成功分离单个核细胞层,再次离心、PBS 洗

脱及细胞重悬后种植于 6 孔板内,应用含成纤维生

长因子、胰岛素样生长因子、内皮生长因子及 20%
胎牛血清的 EGM鄄2 培养基培养,每 3 天更换细胞培

养基,第 8 天收获细胞。
1郾 5摇 细胞克隆形成分析

细胞培养至第 3 天,消化细胞并重悬于 EGM鄄2
培养液中再均匀铺在 6 孔板中,第 8 天时至少由两

名独立观察者应用相差显微镜计数克隆样集落数

量,初步评估外周血内皮祖细胞数量及生长情况。
1郾 6摇 内皮祖细胞迁移功能测定

取培养第 8 天细胞,消化离心后取 500 滋L
EGM鄄2 培养液重悬,平铺在改良的 Boyden 小室上

层,37益孵育 24 h,轻柔吹打并拭去非迁移细胞,用
PBS 洗剂过滤网下层细胞,2郾 5% 戊二醛和甲醇固

定,苏木精染色,至少由两名独立观察者进行计数

细胞。
1郾 7摇 内皮祖细胞增殖活性测定

取培养第 8 天细胞,胰蛋白酶消化,500 滋L 培

养液重悬后均匀平铺于 96 孔细胞培养板中培养 24
h,每孔加入 20 滋L MTT(15 g / L),37益下共孵育 4
h,移除上清液并加入 150 滋L DMSO 共孵育 10 min,
应用 ELISA 及分光光度计(492 nm 处)进行检测。
1郾 8摇 内皮祖细胞粘附功能检测

取培养第 8 天细胞,37益下层粘连蛋白包被 24
孔细胞培养板 2 h,1% BSA 封闭 2 h 后将内皮祖细

胞平铺于培养孔中孵育 30 min,PBS 冲洗并计数细

胞数。
1郾 9摇 Western blot 检测

内皮祖细胞培养至第 3 天,洗去未贴附细胞,收
获贴附细胞并洗涤、离心,细胞裂解液(25 mmol / L
HEPES,pH 7郾 4,100 mmol / L NaCl,0郾 1% SDS,0郾 5%
脱氧胆酸钠,1% Triton X鄄100 和蛋白酶抑制物)裂

解细胞,15000 g 超速离心 20 min,BCA 法测定裂解

物的总蛋白浓度,取 30 滋g 上述样本置于 8% ~12%
SDS鄄PAGE 梯度凝胶中,并成功转移到 PVDF 膜上,
5%BSA 封闭 PVDF 膜并与一抗在 4益 孵育过夜,
ECL 法检测辣根过氧化物酶标记的二抗,并应用

UVP 成像分析系统进行灰度分析。
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1郾 10摇 细胞内反应氧类物质测定

根据以往研究方法,应用氧化反应敏感的

H2DCF鄄DA 法测定细胞内反应氧类物质水平。 培养

至第 3 天的内皮祖细胞于 37益 下与 10 滋mol / L
H2DCF鄄DA 共孵育 30 min,PBS 冲洗 3 次,流式细胞

仪进行细胞检测。
1郾 11摇 统计学分析

所有样本均行 3 次重复试验。 所有数据均采用

SPSS 20 统计软件进行分析,连续变量采用 Kolmog鄄
orov鄄Smirnov 检验正态分布并以x 依 s 表示。 对于连

续变量的比较,正态分布变量用配对 Student t 检验

或方差分析,偏态分布变量分布用 Mann鄄Whitney 检

验或 Kruskal鄄Wallis 检验。 P < 0郾 05 为差异有统计

学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 一般临床资料分析

摇 摇 与非主动脉夹层患者相比,主动脉夹层患者收

缩压升高(P < 0郾 01),舒张压未见明显差异;此外,
主动脉夹层患者多合并 HDLC 下降、LDLC 和血糖

升高(P < 0郾 05 或 P < 0郾 01),而主动脉夹层患者的

炎症反应指标 hs鄄CRP 也明显高于非主动脉夹层患

者(P < 0郾 01;表 1)。

表 1. 主动脉夹层患者和对照者临床资料分析

Table 1. The clinical characteristics of patients with or
without aortic dissection

项摇 目
对照组
(n = 16)

主动脉夹层组
(n = 16) P 值

年龄(岁) 48郾 0 依 12郾 4 52郾 0 依 10郾 2 > 0郾 10
男性(例) 16(57% ) 8(50% )
收缩压(mmHg) 142郾 0 依 15郾 7 156郾 0 依 18郾 6 < 0郾 01
舒张压(mmHg) 78郾 0 依 12郾 5 82郾 0 依 10郾 4 > 0郾 10
血糖(mmol / L) 6郾 2 依 2郾 4 8郾 5 依 3郾 6 < 0郾 01
HDLC(mmol / L) 1郾 1 依 0郾 2 0郾 9 依 0郾 2 < 0郾 01
LDLC(mmol / L) 2郾 9 依 0郾 8 3郾 5 依 1郾 4 < 0郾 05
TG(mmol / L) 1郾 7 依 0郾 3 1郾 8 依 0郾 4 > 0郾 10
hs鄄CRP(g / L) 6郾 0 依 3郾 1 20郾 0 依 8郾 1 < 0郾 01

2郾 2摇 主动脉夹层患者循环内皮祖细胞数量及集落

形成的变化

主动脉夹层患者外周血内皮祖细胞 CD34 +

CD133 + KDR + 细胞数明显减少(表 2),且细胞培养

第 3 天集落形成减少,与对照组相比有显著性差异

(P < 0郾 01;图 1),表明主动脉夹层患者循环内皮祖

细胞或许经历了细胞衰老。

表 2. 主动脉夹层患者和对照者循环内皮祖细胞数量比较

Table 2. Comparison of the number of circulating endothe鄄
lial progenitor cells in patients with or without aortic dissec鄄
tion

项摇 目
对照组
(n = 16)

主动脉夹层组
(n = 16) P 值

CD34 + / 106 WBC 216郾 8 依 95郾 7 183郾 0 依 88郾 2 > 0郾 1
CD133 + / 106 WBC 51郾 6 依 16郾 8 28郾 0 依 14郾 7 < 0郾 01
CD34 + KDR + / 106 WBC 7郾 1 依 2郾 6 2郾 4 依 0郾 8 < 0郾 01
CD133 + KDR + / 106 WBC 4郾 9 依 1郾 8 2郾 1 依 1郾 2 < 0郾 01
CD34 + CD133 + KDR + /
106 WBC

2郾 5 依 0郾 9 1郾 2 依 0郾 5 < 0郾 01

图 1. 主动脉夹层患者循环内皮祖细胞集落形成的变化

(150 伊 150)
Figure 1. Changes of colony鄄forming units of circulating en鄄
dothelial progenitor cells in patients with aortic dissection

2郾 3摇 主动脉夹层患者循环内皮祖细胞粘附、迁移和

增殖功能的变化

主动脉夹层患者外周血循环内皮祖细胞的粘

附、迁移和增殖功能明显受损,与对照组相比有显

著性差异(P < 0郾 05 或 P < 0郾 01;图 2),结合其数量

明显下降,进一步证实主动脉夹层患者内皮祖细胞

或许经历细胞衰老。
2郾 4摇 主动脉夹层患者循环内皮祖细胞衰老相关的

p16INK4a 和 SIRT1 蛋白的表达

与对照组相比,主动脉夹层患者循环内皮祖细

胞 p16INK4a 蛋白表达明显增加,SIRT1 蛋白表达明

显下降,表明内皮祖细胞经历了细胞衰老 ( P <
0郾 05;图 3)。
2郾 5摇 主动脉夹层患者循环内皮祖细胞内反应氧类

物质水平变化

与对照组相比,主动脉夹层患者 H2DCF鄄DA 标

记的循环内皮祖细胞明显增多,表明内皮祖细胞内反

应氧类物质及氧化水平明显增加(P <0郾 05;图 4)。
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图 2. 主动脉夹层患者循环内皮祖细胞增殖、迁移及粘附功能的变化摇 摇 a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与对照组比较。

Figure 2. Changes of adhesion, migration and proliferation of circulating endothelial progenitor cells in patients with
aortic dissection

图 3. 主动脉夹层患者循环内皮祖细胞 p16INK4a 和 SIRT1 蛋白的表达摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与对照组比较。

Figure 3. Expression of p16INK4a and SIRT1 protein of endothelial progenitor cells in patients with aortic dissection

图 4. 主动脉夹层患者循环内皮祖细胞内反应氧类物质水平

变化摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与对照组比较。

Figure 4. Changes of reactive oxygen species levels of circu鄄
lating endothelial progenitor cells in patients with aortic dis鄄
section

3摇 讨摇 论

高血压、糖尿病、高 LDLC 等动脉粥样硬化危险

因素可致动脉内膜内皮细胞层受损或失功能,而受

损的内皮细胞层未及时有效修复和血流剪切应力

致血管内膜破损或撕裂是主动脉夹层发生发展的

始动环节,因此高血压和动脉粥样硬化被认为是主

动脉夹层的主要预测因素之一[1]。 已证实循环内

皮祖细胞是内皮细胞的前体细胞,可分化为成熟内

皮细胞并保持内皮细胞层的完整性,被认为是血管

内皮受损的主要修复机制之一[4]。 而内皮祖细胞

循环数量的减少及其迁移、粘附及增殖功能下降被

认为是细胞衰老的重要特征,可使受损的内皮细胞

或血管损伤修复明显延迟或受阻[5]。 新近研究发

现循环内皮祖细胞减少与包括主动脉夹层在内的

急性主动脉综合症密切相关[6]。 本研究发现,主动

脉夹层患者多合并高血压、高血糖及高 LDLC 水平,
且 hs鄄CRP 水平明显增加,以上均提示是动脉粥样硬

化发生发展的高危因素,因此与以往研究一致,高
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血压、动脉粥样硬化是主动脉夹层的重要预测因

子。 而本研究进一步发现主动脉夹层患者具有内

皮细胞和祖细胞标记的 CD34 + CD133 + KDR + 循环

细胞数量明显减少,且细胞的迁移、粘附和增殖功

能明显受损。 已知细胞的迁移、粘附和增殖功能受

损是内皮祖细胞发生衰老的重要特征,因此,我们

推测各致动脉粥样硬化危险因子或许加速了循环

内皮祖细胞衰老,而衰老的内皮祖细胞或许是致主

动脉夹层发生发展的重要因素之一,但迄今为止,
鲜见主动脉夹层与内皮祖细胞衰老的相关性研究。

为进一步验证主动脉夹层患者循环内皮祖细

胞是否经历了细胞衰老,我们在蛋白水平对内皮祖

细胞 p16INK4a 和 SIRT1 蛋白表达水平进行了检

测,以进一步验证内皮祖细胞经历细胞衰老。 已知

细胞周期蛋白 p16INK4a 被认为是细胞未成熟衰老

的重要标志[7,8]。 而新近研究发现衰老的内皮祖细

胞 p16INK4a 表达明显增加,被认为是内皮祖细胞

衰老的生化标志物之一[9]。 此外,SIRT1 蛋白低表

达可加速内皮祖细胞衰老,而通过调控 SIRT1 过表

达可加速内皮祖细胞新生血管形成[10,11]。 我们的

结果发现主动脉夹层患者内皮祖细胞 p16INK4a 蛋

白表达明显增加,而 SIRT1 蛋白表达显著下降,进一

步证实内皮祖细胞或许经历了细胞衰老。 但迄今

为止,主动脉夹层患者内皮祖细胞衰老的具体机制

尚未完全阐明。
氧化应激假说被认为是动脉粥样硬化发生发

展的经典机制之一。 由各种致动脉粥样硬化危险

因子诸如高血压、糖尿病及高 LDLC 等所致的不断

增加的细胞内外氧化应激水平可加速内皮祖细胞

衰老,其机制或许与氧化应激相关的 DNA 损伤和端

粒酶介导的衰老机制有关[12鄄14]。 我们应用氧化敏

感的 H2DCF鄄DA 对内皮祖细胞内反应氧类物质水

平进行了检测,结果显示主动脉夹层患者 H2DCF鄄
DA 标记的内皮祖细胞明显增加,表明内皮祖细胞

内反应氧类物质及氧化应激水平明显增加,或许是

内皮祖细胞衰老的重要机制之一。
基于以上,我们有理由推论不断增加的反应氧

类物质或氧化应激水平可致循环内皮祖细胞的迁

移、粘附和增殖功能明显受损,或许加速了内皮祖

细胞衰老,进而使血管内皮细胞层修复机制受损,
内皮祖细胞衰老未能有效转化为成熟内皮细胞而

保持内皮细胞层的完整性和修复受损血管,或许与

主动脉夹层发生发展有关。 由于本研究的样本量

较少,且未能对内皮祖细胞与主动脉夹层内膜再生

进行相关性研究,有必要在未来的研究中扩大样本

量并对其具体血管修复与新生机制进行深入系统

的研究论证。
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