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sEH抑制剂激活EPCs促进梗死心肌Ⅷ因子生成的研究*

王振河1,2,姜德谦2,许丹焰2△

(1.厦门大学附属第一医院心内科,福建厦门
 

361003;2.中南大学湘雅二医院心内科,长沙
 

410011)

  [摘要] 目的 研究可溶性环氧化物水解酶(sEH)抑制剂t-AUCB干预的内皮祖细胞(EPCs)对小鼠梗死

心肌边缘区Ⅷ因子生成的促进作用。方法 冲洗小鼠四肢长骨骨髓,离心,分离,培养获取EPCs;不同浓度
 

t-
AUCB及t-AUCB+过氧化物酶增殖体激活受体-γ(PPAR-γ)阻断剂GW9662干预EPCs;开胸,分离心包,结

扎小鼠左前降支近端,心电图检查明确心肌梗死;1
 

h后尾静脉注射200
 

μL预先干预的EPCs,注射后1、3、7、
14、28

 

d测定梗死心肌边缘区Ⅷ因子表达情况。结果 注射后随着干预时间延长及t-AUCB干预浓度增加,梗

死心肌边缘区Ⅷ因子表达逐渐增多,给予PPAR-γ抑制剂GW9662后,Ⅷ因子表达明显减少,但仍多于未干预

组(P<0.05)。结论 sEH抑制剂可明显激活EPCs促进梗死心肌边缘区Ⅷ因子生成作用,PPAR-γ通路被激

活与上述作用有关。
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  [Abstract] Objective To

 

research
 

the
 

function
 

of
 

soluble
 

epoxide
 

hydrolase
 

(sEH)
 

inhibitors
 

t-AUCB
 

intervention
 

of
 

endothelial
 

progenitor
 

cells
 

(EPCs)
 

promoting
 

infarction
 

myocardial
 

margin
 

factor
 

Ⅷ
 

generate
 

in
 

mice.Methods The
 

long
 

bone
 

marrow
 

of
 

mice
 

limbs
 

was
 

washed,centrifuged,isolated
 

and
 

cultured
 

to
 

ob-
tain

 

endothelial
 

progenitor
 

cells.Different
 

concentrations
 

of
 

t-AUCB
 

and
 

t-AUCB+peroxisome
 

proliferator
 

activated
 

receptor-γ
 

(PPAR-γ)
 

inhibitor
 

GW9662
 

interfered
 

with
 

endothelial
 

progenitor
 

cells.After
 

thoracoto-
my,pericardium

 

was
 

separated,the
 

proximal
 

left
 

anterior
 

descending
 

branch
 

of
 

the
 

mice
 

was
 

ligated,and
 

the
 

myocardial
 

infarction
 

was
 

confirmed
 

by
 

electrocardiogram.After
 

1
 

h,200
 

μL
 

of
 

pre-intervention
 

endothelial
 

progenitor
 

cells
 

were
 

injected
 

into
 

the
 

tail
 

vein,detected
 

factor
 

Ⅷ
 

expression
 

of
 

infarction
 

myocardial
 

margin
 

at
 

postoperative
 

1,3,7,14,28
 

days.Results After
 

transplantation
 

with
 

prolonged
 

intervention
 

and
 

t-AUCB
 

intervention
 

concentration
 

increasing,factor
 

Ⅷ
 

expression
 

gradually
 

increased
 

in
 

infarction
 

myocardial
 

mar-
gin,while

 

factor
 

Ⅷ
 

expression
 

decreased
 

significantly
 

after
 

giving
 

PPAR-γ
 

inhibitor
 

GW9662,but
 

which
 

was
 

still
 

more
 

than
 

that
 

in
 

the
 

non-intervention
 

group
 

(P<0.05).Conclusion Soluble
 

epoxide
 

hydrolase
 

inhibi-
tors

 

can
 

obviously
 

activated
 

endothelial
 

progenitor
 

cells
 

promote
 

infarction
 

myocardial
 

margin
  

factor
 

Ⅷ
 

gener-
ated,ppar-gamma

 

pathways
 

activated
 

related
 

to
 

the
 

role.
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Ⅷ

  环氧二十碳三烯酸(epoxyeicosatrienoic
 

acids,
EETs)可促进缺血组织生成新生血管[1],可溶性环氧

化物水解酶(soluble
 

epoxide
 

hydrolase,sEH)可导致

细胞内EETs被迅速降解[2]。因此,使用sEH抑制剂
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可抑制EETs迅速降解,有效增加EETs在细胞内浓

度和效 用[3-4]。内 皮 祖 细 胞(endothelial
 

progenitor
 

cells,EPCs)表达过氧化物酶增殖体激活受体-γ(per-
oxisome

 

proliferator
 

activated
 

receptor-γ,PPAR-
γ)[5],且EETs是PPAR-γ内源性激动剂[6]。所以,
sEH抑制剂t-AUCB可降低EPCs的EETs降解,增
强EPCs的PPAR-γ表达水平及活性,促进EPCs对

梗死心肌血管生成作用的影响。本研究通过检测t-
AUCB干预的EPCs移植后不同时间点梗死心肌边

缘区Ⅷ因子的表达情况,验证t-AUCB对EPCs促进

梗死心肌血管生成功能的影响,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料

80只清洁级实验雄性小鼠,6周龄,由中南大学

湘雅二医院实验动物中心提供。EPCs表面分化抗原

购自英国Beckmancoulte公司;免疫组织化学试剂购

自美国Sigma-Aldrich公司,分析纯试剂;Ⅷ因子购自

英国Beckmancoulte公司。
1.2 方法

1.2.1 实验分组

直接注射不同浓度(0、1、10、50、100
 

μmol/L)t-
AUCB的 小 鼠 作 为t-AUCB 组。PPAR-γ 阻 断 剂

GW9662(5
 

μmol/L)预干预30
 

min后,再加入100
 

μmol/L
 

t-AUCB 干 预 的 小 鼠 作 为 GW9662+t-
AUCB组。
1.2.2 EPCs的分离、培养

75%乙醇溶液处死小鼠,消毒,无菌条件下去除

小鼠胫骨及股骨肌肉及皮毛,1
 

mL注射器抽取无菌

生理盐水,冲出小鼠四肢长骨骨髓,密度梯度离心5
 

min,吸取中间单个核细胞,按5×105/mL密度转移

至包被有大鼠Fibronectin
 

的细胞培养皿中,加入含

5%胎牛血清和生长因子的EBM-2培养基,4
 

d后全

量换液,隔天半量换液,倒置相差显微镜下观察不同

时间点细胞形态。
1.2.3 EPCs的鉴定

细胞培养7
 

d后,加入Dil-ac-LDL(10
 

mg/L)染
色,观察细胞摄取Dil-ac-LDL结果;流式细胞仪检测

EPCs表面分化抗原CD34、CD133、CD31、Flk-1表达

情况。
1.2.4 心肌梗死模型制作

小鼠用1%戊巴比妥钠腹腔注射麻醉,固定,气管

插管,小鼠呼吸机辅助呼吸,行术前心电图检查;75%
乙醇溶液消毒,沿着胸骨左缘5~6肋间隙剪开皮毛

及肌肉、心包,暴露心脏,沿左心耳与肺动脉圆锥交界

处下方2~3
 

mm处进针,深度为1~2
 

mm,7-0尼龙

线结扎左前降支,缝合,观察小鼠心肌搏动及颜色是

否发生变化,复查心电图,肌内注射青霉素2万单位,
日光灯照下饲养。
1.2.5 免疫组织化学

心肌梗死模型制作后1
 

h,尾静脉注射200
 

μL外

周培养7
 

d的1×106/mL
 

EPCs细胞悬液,于注射后

1、3、7、14、28
 

d处死小鼠,开胸,取出心脏,洗净心腔

血液,甲醛固定,切片,行免疫组织化学检测心肌梗死

后各组梗死心肌边缘区Ⅷ因子表达情况。
1.3 统计学处理

采用SPSS10.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s 表示,比较采用χ2 检验或 One-Way
 

ANOVA
分析;计数资料以频数或百分率表示,比较采用配对t
检验,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 小鼠EPCs的生长情况

离心分离至培养瓶时,培养瓶内的细胞呈悬浮

状,种类繁多,少量可聚集;培养24~48
 

h,悬浮的细

胞开始贴壁;培养4
 

d后倒去培养瓶内液体,倒置显微

镜下观察,可见贴壁生长的细胞开始形成菊花状集

落,集落形态表现为外周梭形细胞包围中央圆形细

胞;培养7
 

d后中央圆形细胞逐渐向梭形细胞转化;培
养8

 

d后开始出现索状细胞;培养10
 

d
 

EPCs在培养

板上逐渐融合,并向类圆形和多角形铺路石样细胞转

化,见图1。

  A:培养4
 

d;B:培养7
 

d;C:培养8
 

d;D:培养10
 

d。

图1  EPCs培养结果(荧光染色,×100)

2.2 小鼠EPCs摄取Dil-ac-LDL能力

培养的EPCs加入Dil-ac-LDL干预后,将细胞置

于荧光显微镜下,EPCs摄取Dil-ac-LDL后显示红色

荧光,结果显示Dil-ac-LDL细胞摄取率达95%以上,
见图2。
2.3 小鼠EPCs表面分化抗原流式细胞仪鉴定结果
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流式细胞仪检测小鼠EPCs细胞表面分化抗原表

达 情 况,CD34 为 (53.89±0.34)%,CD133 为

(52.79±0.67)%,CD31为(36.67±0.93)%,Flk-1
为(43.88±0.49)%。

  A:培养8
 

d未行Dil-ac-LDL干预细胞;B:干预后摄取Dil-acLDL
阳性细胞,显示红色荧光。

图2  EPCs摄取Dil-ac-LDL结果(荧光染色,×100)

2.4 制作小鼠心肌梗死模型及心肌梗死前后心电图

变化

消毒麻醉及暴露心脏,结扎冠状动脉左前降支制

作心肌梗死模型,结扎瞬间可见结扎部位以下心肌变

白,活动幅度明显减弱。结扎冠状动脉左前降支前,
前壁导联的ST段位于等电位线,结扎左前降支后复

查心电图可见前壁导联的ST段抬高,损伤电流产生,
表明心肌梗死模型制作成功,见图3。
2.5 不同浓度t-AUCB干预的EPCs注射后不同时

间梗死心肌边缘区Ⅷ因子表达情况

2.5.1 不同浓度t-AUCB干预的EPCs注射后1
 

d
梗死心肌边缘区Ⅷ因子表达情况

0
 

μmol/L
 

t-AUCB组可检测到少量Ⅷ因子表达,
随着浓度增加,梗死心肌边缘区Ⅷ因子表达水平逐渐

增加,GW9662+t-AUCB组较100
 

μmol/L
 

t-AUCB
组Ⅷ因子表达水平明显减少。与0

 

μmol/L
 

t-AUCB
组比较,1、10、50、100

 

μmol/L
 

t-AUCB组Ⅷ因子表达

水平明显增多(P<0.05);GW9662+t-AUCB组与

0、100
 

μmol/L
 

t-AUCB组比较,差异有统计学意义

(P<0.05),见图4、表1。
2.5.2 不同浓度t-AUCB干预的EPCs注射后3

 

d
梗死心肌边缘区Ⅷ因子表达情况

0
 

μmol/L
 

t-AUCB组3
 

d
 

Ⅷ因子表达较干预1
 

d
有所增加,但总体表达水平仍较少,随着浓度增加,梗
死心肌边缘区Ⅷ因子表达水平逐渐增加,GW9662+
t-AUCB组较100

 

μmol/L
 

t-AUCB组,Ⅷ因子表达水

平明显减少。与0
 

μmol/L
 

t-AUCB组比较,1、10、
50、100

 

μmol/L
 

t-AUCB组Ⅷ因子表达水平明显增多

(P<0.05);GW9662+t-AUCB组与0、100
 

μmol/L
 

t-AUCB组比较,差异有统计学意义(P<0.05),见图

5、表1。

  A:开胸,撑开心包,暴露左心耳;B:左心耳下1~2
 

mm处结扎冠状动脉左前降支;C:结扎前心电图;D:结扎血管后心电图。

图3  小鼠心肌梗死模型制作及心电图演变过程

表1  不同浓度t-AUCB干预的EPCs注射后不同时间点梗死心肌边缘区Ⅷ因子表达情况(x±s)

时间
t-AUCB组(μmol/L)

0 1 10 50 100
GW9662+t-AUCB组

1
 

d 11.20±1.29 34.80±0.83a 47.80±0.84a 54.60±0.71a 59.40±1.14a 26.80±1.30ab

3
 

d 21.60±1.14 45.40±1.14a 63.20±1.30a 73.60±1.14a 85.00±0.71a 35.60±1.14ab

7
 

d 34.40±1.14 88.00±1.30a 110.00±1.58a 205.60±1.58a 245.20±0.84a 64.40±1.14ab

14
 

d 41.20±1.92 96.80±0.84a 152.80±1.48a 264.60±1.64a
 

293.00±1.58a
 

72.20±1.48ab

28
 

d 55.60±2.59 113.40±2.41a 176.40±2.07a 286.40±2.84a 324.80±1.64a 87.00±1.58ab

  a:P<0.05,与0
 

μmol/L
 

t-AUCB组比较;b:P<0.05,与100
 

μmol/L
 

t-AUCB组比较。
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  A:0
 

μmol/L
 

t-AUCB组;B:1
 

μmol/L
 

t-AUCB组;C:10
 

μmol/L
 

t-AUCB组;D:50
 

μmol/L
 

t-AUCB组;E:100
 

μmol/L
 

t-AUCB组;F:

GW9662+t-AUCB组。

图4  不同浓度t-AUCB干预的EPCs注射后1
 

d梗死心肌边缘区Ⅷ因子表达情况

2.5.3 不同浓度t-AUCB干预的EPCs注射后7
 

d
梗死心肌边缘区Ⅷ因子表达情况

0
 

μmol/L
 

t-AUCB组7
 

d
 

Ⅷ因子表达较前增多,
但量仍较少,随着浓度增加,梗死心肌边缘区Ⅷ因子

表达水平开始大幅度增加,10、50
 

μmol/L
 

t-AUCB组

间跨越幅度最大;GW9662+t-AUCB组较100
 

μmol/

L
 

t-AUCB组,Ⅷ因子表达水平明显减少,为0~1
 

μmol/L。与0
 

μmol/L
 

t-AUCB组比较,1、10、50、100
 

μmol/L
 

t-AUCB组Ⅷ因子表达水平明显增多(P<
0.05);GW9662+t-AUCB 组 与0、100

 

μmol/L
 

t-
AUCB组比较,差异有统计学意义(P<0.05),见图

6、表1。

  A:0
 

μmol/L
 

t-AUCB组;B:1
 

μmol/L
 

t-AUCB组;C:10
 

μmol/L
 

t-AUCB组;D:50
 

μmol/L
 

t-AUCB组;E:100
 

μmol/L
 

t-AUCB组;F:

GW9662+t-AUCB组。

图5  不同浓度t-AUCB干预的EPCs注射后3
 

d梗死心肌边缘区Ⅷ因子表达情况

2.5.4 不同浓度t-AUCB干预的EPCs注射后14
 

d
梗死心肌边缘区Ⅷ因子表达情况

0
 

μmol/L
 

t-AUCB组14
 

d
 

Ⅷ因子表达缓慢增

加,随着浓度增加,梗死心肌边缘区Ⅷ因子表达水平

大幅度增加,增加幅度较3、7
 

d更大,GW9662+t-
AUCB组较100

 

μmol/L
 

t-AUCB组Ⅷ因子表达水平
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明显减少。与0
 

μmol/L
 

t-AUCB组比较,1、10、50、
100

 

μmol/L
 

t-AUCB组Ⅷ因子表达水平明显增多

(P<0.05);GW9662+t-AUCB组与0、100
 

μmol/L
 

t-AUCB组比较,差异有统计学意义(P<0.05),见图

7、表1。
2.5.5 不同浓度t-AUCB干预的EPCs注射后28

 

d
梗死心肌边缘区Ⅷ因子表达情况

0
 

μmol/L
 

t-AUCB组28
 

d
 

Ⅷ因子表达仍缓慢增

加,随着浓度增加,梗死心肌边缘区Ⅷ因子表达水平

增加,增加幅度较7、14
 

d有所放缓,GW9662+t-
AUCB组较100

 

μmol/L
 

t-AUCB组Ⅷ因子表达水平

明显减少。与0
 

μmol/L
 

t-AUCB组比较,1、10、50、
100

 

μmol/L
 

t-AUCB组Ⅷ因子表达水平明显增多

(P<0.05);GW9662+t-AUCB组与0、100
 

μmol/L
 

t-AUCB组比较,差异有统计学意义(P<0.05),见图

8、表1。

  A:0
 

μmol/L
 

t-AUCB组;B:1
 

μmol/L
 

t-AUCB组;C:10
 

μmol/L
 

t-AUCB组;D:50
 

μmol/L
 

t-AUCB组;E:100
 

μmol/L
 

t-AUCB组;F:

GW9662+t-AUCB组。

图6  不同浓度t-AUCB干预的EPCs注射后7
 

d梗死心肌边缘区Ⅷ因子表达情况

  A:0
 

μmol/L
 

t-AUCB组;B:1
 

μmol/L
 

t-AUCB组;C:10
 

μmol/L
 

t-AUCB组;D:50
 

μmol/L
 

t-AUCB组;E:100
 

μmol/L
 

t-AUCB组;F:

GW9662+t-AUCB组。

图7  不同浓度t-AUCB干预的EPCs注射后14
 

d梗死心肌边缘区Ⅷ因子表达情况
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  A:0
 

μmol/L
 

t-AUCB组;B:1
 

μmol/L
 

t-AUCB组;C:10
 

μmol/L
 

t-AUCB组;D:50
 

μmol/L
 

t-AUCB组;E:100
 

μmol/L
 

t-AUCB组;F:

GW9662+t-AUCB组。

图8  不同浓度t-AUCB干预的EPCs注射后28
 

d梗死心肌边缘区Ⅷ因子表达情况

3 讨  论

  骨髓来源单个核细胞贴壁后,贴壁生长的细胞由

圆形细胞逐渐向梭形细胞,再逐渐变为类圆形及多角

形细胞改变,Dil-ac-LDL细胞摄取率达95%以上,与
同型分化抗原比较,培养的EPCs细胞表面分化抗原

流式细胞仪检测结果为符合EPCs表型,提示培养的

细胞为高纯度EPCs。沿左心耳与肺动脉圆锥交界处

下方2~3
 

mm处进针,深度为1~2
 

mm,7-0尼龙线

结扎左前降支,制作心肌梗死模型,结扎后结扎位点

以下心肌变白,活动幅度减弱,之前位于等电位线的

ST段明显抬高,提示心肌梗死模型制作成功。
血管生成为心肌梗死后梗死心肌修复的重要指

标,有多个研究发现体外移植的EPCs可通过多种机

制促进梗死心肌修复,例如移植的EPCs持续分泌囊

泡促进梗死心肌血管生成[7],通过抑制心肌梗死后炎

性反应及氧化应激促进梗死心肌修复[8-9],而sEH可

增强EPCs功能[5-6],所以本研究检测sEH 抑制剂干

预的EPCs移植后不同时间点小鼠梗死心肌边缘区Ⅷ
因子表达情况,检测移植的EPCs对梗死心肌血管生

成的影响,同时检测sEH抑制剂t-AUCB对EPCs增

强梗死心肌血管生成功能的促进作用。
对0

 

μmol/L
 

t-AUCB组Ⅷ因子表达情况分析发

现,即使未干预sEH,随着时间延长,移植的EPCs仍

可促进梗死心肌血管生成[10-12],只是程度较小,相同

时间内血管生成数较少,给予t-AUCB干预后,EPCs
促进梗死心肌血管生成作用得到明显增强[13-18],且t-
AUCB干预浓度越大,EPCs对梗死心肌血管生成促

进作用越强;而在注射EPCs后早期,即注射后1
 

d,就
可观察到梗死心肌边缘血管生成,提示t-AUCB及

EPCs在注射后早期即可发挥作用,或许在注射前的

体外干预过程中,t-AUCB已明显增强 EPCs活性。
而GW9662+t-AUCB组梗死心肌边缘区Ⅷ因子表达

水平明显下降,甚至低于1
 

μmol/L
 

t-AUCB组。上

述结果提示在注射EPCs后1
 

d,注射的EPCs即可促

进梗死心肌血管生成;给予t-AUCB后,EPCs对梗死

心肌血管生成作用得到极大加强,一旦阻断PPAR-γ
通路,EPCs对梗死心肌血管生成作用则被大大抑制,
但不能完全被抑制。

综上所述,t-AUCB可通过减少EETs降解激活

EPCs上 PPAR-γ从而促 进 EPCs发 挥 作 用,且t-
AUCB可呈浓度正相关发挥其对 EPCs激活作用。
当阻断PPAR-γ后,t-AUCB对EPCs的激活作用被

明显抑制,提示PPAR-γ通路在t-AUCB激活EPCs
过程中发挥重要作用。但阻断 PPAR-γ通路后,t-
AUCB对EPCs的激活作用尚未被完全阻断,提示除

了PPAR-γ通路外,t-AUCB可通过其他通路激活

EPCs,从而发挥其在心血管领域中的作用。
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