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摘 要 ： 目的 探讨ｍｉＲ－

１ ５ ５低表达 内皮祖细胞
（
ＥＰＣｓ ） 对缺血性脑卒 中小鼠血管再生的影响 。 方法 以线栓法建

立Ｃ５７ＢＬ６小 鼠右侧大脑 中动脉梗塞 （
ＭＣＡＯ ）模型 ， 提取分离小 鼠循环血液及骨髓中 ＥＰＣ ｓ

，
用流式细胞仪检测循环

ＥＰＣｓ水平
， ｑＲＴ

－

ＰＣＲ 检测循环ＥＰＣｓ 中ｍ ｉＲ－

１ ５ ５的表达 ； 体外培养ＥＰＣ ｓ
， 以慢病毒感染法沉默ＥＰＣｓ中 的ｍｉＲ

－

１ ５ ５
，
以

ＭＴＴ法检测ＥＰＣｓ活性
；
通过尾静脉注射向脑卒中小鼠体 内输注ＥＰＣｓ

， 检测脑微血管密度 （
ＣＤ３ １ ＋）及用多普勒血流灌注

仪检测脑血流灌注 。 结果 与正常小鼠相比 ， 缺血脑卒中小 鼠循环ＥＰＣｓ水平显著下降 （ＰＯ ．０ １ ） ， 同时ＥＰＣｓ中ｍｉＲ
－

１５ ５表

达水平显著升高 （
Ｐ＜０． ０ １

） ； 敲减ＥＰＣｓ中 的ｍｉＲ－

１ ５５
，
可显著增加ＥＰＣｓ的增殖活性

（
／

＞＜０ ．０ １ ） ； 输注ｍ ｉＲ －

１ ５５低表达ＥＰＣ ｓ

后 ， 脑缺血区微血管密度显著增加 （Ｐ＜０ ．０ １）
，
并增加了缺血区脑血流灌注 （Ｐ＜０ ．０ １ ） 。 结论 缺血性脑卒中病理条件下

，

ＥＰＣｓ中ｍ ｉＲ
－

１ ５５表达水平异常 。 输注ｍ ｉＲ－

１ ５ ５低表达ＥＰＣｓ可以通过增加缺血区血管生成及脑血流灌注改善缺血性脑卒

中小鼠缺血损伤 。

关键词
： 内皮祖细胞 ；

ｍｉＲ－

１ ５ ５
；
血管生成 ； 脑缺血损伤修复
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：
Ｏｂ

ｊ
ｅｃｔ ｉｖｅＴｏ ｉｎｖｅｓｔｉ

ｇ
ａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃ ｔ ｏｆｅｎｄｏ ｔｈｅ ｌｉ ａｌ

ｐｒｏｇｅｎ
ｉ ｔｏｒｃ ｅｌｌ ｓ （ＥＰＣｓ）ｗｉ ｔｈ ｌ ｏｗｍ ｉＲ

－

１ ５ ５ｅｘｐｒｅｓ ｓ
ｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ

ａｎｇ ｉｏｇｅｎｅ ｓｉ ｓｏｆｉ ｓｃｈｅｍ ｉｃｓｔｒｏｋｅｒａｔｓ．Ｍｅｔｈｏｄ ｓＣ５７ＢＬ６ｍｏｕｓ ｅｗｅｒｅｓｕｂ
ｊ
ｅｃｔｅｄｔｏｓｈａｍ－

ｓｕｒｇｅｒｙ （ｃｏｎｔｒｏ ｌ）ｏ ｒ
ｐｅｒｍ ａｎｅｎ ｔ

ｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙ
ｏｃｃｌｕｓｉ ｏｎ（ＭＣＡＯ ） ．Ｔｈｅｃｉ ｒｃｕｌａｔｉｎｇ

ＥＰＣｓｗｅ ｒｅｅｘｔｒａ ｃｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅ
ｐ ｌａｓｍａｏｆｍ ｉｃ ｅ ．Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｏｆｃｉｒｃｕ ｌａｔ ｉｎｇ

ＥＰＣ ｓｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｗ ｉｔｈｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅ ｔｒｙ ，
ａｎｄ ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎｏｆｍｉＲ－

１ ５ ５ ｉｎＥＰＣｓｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｗｉｔｈ
ｑＲＴ

－ＰＣＲ． ＥＰＣｓ ｗｅｒｅ

ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎＥＧＭ－２ｃｕ ｌｔｕｒｅｍｅｄ ｉｕｍ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
， ａｎｄ ｍｉＲ －

１ ５５ ｉｎＥＰＣｓ ｗａｓ ｓ ｉｌｅｎｃｅｄｗｉｔｈｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． ＭＴＴ ａｓ ｓａｙ


ｗａｓｕｓｅｄ

ｔｏｍｅａ ｓｕｒｅｔｈｅ
ｐｒｏｌ ｉ ｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔ ｉｖｉ ｔｙ

ｏ ｆＥＰＣｓ． ＴｈｅＥＰＣ ｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｉｎｔｏｍ ｉｃｅｖｉａｔａｉ ｌ
ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎ

ｊ
ｅｃｔｉｏｎ ．Ｏｎｄａ

ｙ
３

，

ｃｅｒｅｂｒａｌｍ ｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｄｅｎｓｉ ｔ
ｙ

ａｎｄｃ ｅｒｅｂｒａｌｂｌｏｏｄｆｌｏｗｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍ ｉｎｅｄ ．Ｒｅｓｕ ｌ ｔｓＣｏｍｐａｒｅ ｄｗｉｔｈｎｏ ｒｍａｌ ｍｉｃｅ
，
 ｉｓｃｈｅｍｉｃ

ｓｔｒｏｋｅｒａｔｓｈａｄｔｈｅ ｌｅｖｅｌｏｆｃｉｒｃｕ ｌａｔｉｎｇＥＰＣｓ ｓｉ
ｇ
ｎｉ ｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓ ｅｄ（Ｐ＜０ ． ０ １ ）ａｎｄｔｈｅｍ ｉＲ －

１ ５ ５ｅｘｐｒｅｓ ｓｉｏｎｉｎＥＰＣｓ

ｓ ｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅ ｄ

（
Ｐ＜０ ．０ １ ） ；ＥＰＣｓ ｉｎｆｕｓｉｏｎｉｎｃｒｅａ ｓｅｄ ｔｈｅｃｅｒｅｂｒａｌ ｍ ｉｃｒｏｖａｓｃｕｌ ａｒ ｄｅｎｓ ｉｔｙ（ ｃＭＶＤ）（

Ｐ＜０ ．０ １ ）ａｎｄｃｅｒｅｂｒａｌ

ｂ ｌｏｏｄｆｌｏｗ （ＣＢＦ）
ｉｎ ｉｎｆａｒｃ ｔａｒｅａｏｆ ｔｈｅ ｉｓ ｃｈｅｍ ｉｃｓｔｒｏｋｅｍｉｃｅ ．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ

，ｓ
ｉ ｌｅｎｃｉｎｇ

ｍ
ｉＲ －

１ ５５ｅｎｈａｎｃｅ ｄｔｈｅｔｈｅｒａｐｅｕｔ ｉ ｃｅｆｆｉ ｃａｃｙ

ｏｆＥＰＣｓ（Ｐ＜０ ．０ １ ）
．Ｃｏｎｃ ｌ ｕｓ ｉｏｎＵｎｄｅｒ ｔｈｅ

ｐａｔｈｏ ｌｏｇｉｃａｌｃｏｎｄ ｉｔ ｉｏｎｏｆｉｓｃｈｅｍｉ ｃｓｔｒｏｋｅ
，ｍｉＲ －

１ ５ ５ｉｎｃ ｉ ｒｃｕｌａｔｉｎ
ｇ
ＥＰＣｓａｒｅ

ａｂｎｏｒｍａｌ ｌｙ 
ｅｘｐｒｅｓ ｓｅｄ ． Ｔｈｅｉｎｆｕｓ ｉ ｏｎ ｏｆ ｍｉＲ －

１ ５ ５ｌｏｗｅｘｐｒｅｓ ｓｅｄ ＥＰＣｓｃａｎ ｉｍｐｒｏｖｅ ｉｓ ｃｈｅｍｉ ａｄａｍａ
ｇ
ｅｂｙｉ

ｎｃｒｅ ａｓｉｎｇ
ｃＭＶＤ ａｎｄ

ＣＢＦｉｎ ｉｎｆａｒｃｔ ａｒｅａｏｆ ｔｈｅ ｉ ｓ ｃｈｅｍ ｉｃｓｔｒｏｋｅｒａｔｓ ．

Ｋｅｙ 
ｗｏｒｄｓ ：ｅｎｄｏ ｔｈｅ ｌｉａｌ

ｐｒｏ
ｇ
ｅｎｉｔｏ ｒｃｅｌ ｌ ｓ

；
ｍｉＲ －

１ ５５
； ａｎｇ ｉｏ

ｇ
ｎｅｓ ｉ ｓ

； ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓ ｃｈｅｍ ｉ ａｄａｍ ａｇｅ  ｒｅ
ｐ
ａｉｒ

内皮祖细胞 （
ＥＰＣ ｓ

）
是具有可分化为成熟 内皮细
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Ｅ －ｍａ ｉｌ ：ｐｑｗｆｏｒｅｖｅ＠ １ ６３ ．ｃｏｍ 〇

胞能力 的
一

种主要来源于骨髓 （
ＢＭ

）的祖细胞亚群 ，

对新生血管的生成具有重要作用 ［

１
＿２

］

。 ＥＰＣｓ有益于

血管 的再生及保护 ，
维持血管系统稳定性 ［

３
］

。 近年

有多组报道研究了ＥＰＣｓ在创伤愈合 、 心肌缺血 、 卒

中等动物模型 中 的治疗效果 ［

４ ＿５
］

。 然而在病理条件

下 ， 循环ＥＰＣ ｓ水平及功能受损＇制约了 

ＥＰＣｓ体内

的治疗效果 。

ｍｉＲ－

１ ５５参与了缺血性脑卒中 （

ｉ ｓｃｈｅｍ ｉｃ ｓｔｒｏｋｅ ，
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１ ５ ５低表达内皮祖细胞对缺血性脑卒中小鼠血管再生的影响 ５ ７７

ＩＳ
）重要致病因素 （动脉粥样硬化 、 高血脂等）的病理

过程【

７
－

８
］

，
ＩＳ大鼠脑缺血２４ ｈ后脑组织ｍｉＲ－

１ ５５表达水

平升高 ［

９
］

，
并反向调控人脑微血管 内皮细胞多种生

理功能 ［

１ （）

］

， 这些表明ｍｉＲ １ ５５与 ＩＳ密切相关 。 同时研

究报道ｍｉＲ－

１ ５５在缺血性脑卒 中小 鼠ＢＭ－ＥＰＣｓ中异

常表达 ， 其缺失促进ＢＭ－ＥＰＣｓ增殖 、 迁移及血管形

成 ［

１ １

］

。 然而 目前关于循环ＥＰＣｓ中 ｍｉＲ－

１ ５ ５表达与缺

血损伤相关性的研究尚未见文献报道 。

本研究主要检测 ＩＳ发生后 ， 小鼠循环ＥＰＣ ｓ水平

及ＥＰＣｓ中ｍ ｉＲ－

１ ５ ５表达的变化 。 同时通过向 Ｉ Ｓ小 鼠

输注ｍ ｉＲ－

１ ５ ５敲减的 ＥＰＣｓ
， 观察输注后对 ＩＳ血管生

成及血流灌注的影响 ， 探索病理条件下 ， 通过增强

ＥＰＣｓ功能
，
提高缺血损伤修复的方法 ， 从而为实现

ＩＳ临床靶向治疗奠定理论基础
，
结果报道如下 。

１ 材料和方法

１ ． １ 动物和试剂

１ ．
１

． １ 实验动物 成年健康雄性清洁级Ｃ ５７ＢＬ６小鼠

１ ２只
，
体质量为 ２０

￣２ ５ ｇ ， 购于广东省医学实验动物

中心 。

１ ． １ ．２ 试剂和仪器 ＭＴＴ
［

３ －

（
４

，５
－二甲 基噻唑 －

２
）

－

２
，
５

－二苯基四 氮唑溴盐 ］ （美国 ｓ ｉｇｍ
ａ

，５ ｇ／Ｌ
） ；ＤＭＥＭ

高糖培养基（美 国 ｈｙｃ
ｌｏｎｅ

） ；
血清 （美国Ｇ ｉｂｃｏ

） ；ＥＢＭ－

２培 养 基 （美 国 Ｌｏｎｚａ
） ； 纤 连 蛋 白 （美 国 ｓ ｉｇｍ ａ

） ；

ＣＤ３ １
—

抗 （
ＢＤｂ ｉｏ ｓｃ ｉｅｎｃｅ

） ； 淋 巴 细胞分离液 （澳 洲

ｇｅｍ ｉ
ｎ

ｉ
） ； 青链霉素 （美国ｈｙｃ ｌｏｎｅ） ； 慢病毒 ，

ｍ ｉＲ－

１ ５ ５

检测试剂盒 （
上海吉玛 ） ；

血管形成检测试剂盒
（
德国

ｍｉｌ ｌ ｉｐｏｒｅ ） ；
突光定量ＰＣＲ仪 （德 国 ｒｏｃｈｅ ） ；

酶标仪
（
美

国 ＢｉｏＴｅｋ） ；
流式细 胞仪

（
美 国 ｔｈ ｅｒｍｏ

） ；
细胞培养箱

（美 国ｔｈｅｒｍｏ
） 。

１
．
２方法

１ ．２ ． １ＭＣＡＯ模型的建立［
１ ２

］ＭＣＡＯ组小鼠６只 ， 剪

开颈部中央皮肤 ， 暴露出 颈总动脉 、 颈 内动脉 、 颈

外动脉 ， 在颈外动脉上远心端用 ０
－５手术线结扎 ，

近

心端用 ０－２手术线结扎 ，
中间用 ０手术线打活结 。 在

活结的上方剪
一

小 口
， 然后插人表面涂胶 的０ ．

２ １

ｍｍｘ
３〇 ｍｍ线栓 ， 遇到阻 力时停 ， 插人线栓大概 １

ｃｍ
， 缝合皮肤 。 假手术组小鼠 ６只 ，

仅分离血管 ，

不插入线栓 。

１ ． ２
．
２ＥＰＣ ｓ的分离培养 制作小鼠ＭＣＡＯ模型 ３ ｄ

后 ， 分别从ＭＣＡＯ小 鼠及假手术组小 鼠 中 取血 １

ｍＬ
， 采用淋巴细胞分离液通过密度梯度离心分离获

得血液中总单核细胞 。 单核细胞 （
ｌ ｘ１ ０

７

个
）
培养于含２

ｍＬＥＧＭ－２内皮细胞培养基的 ６孔板中 ， 培养４ ｄ后 ，

换新鲜培养基 ， 去除未贴壁的细胞 ， 获得ＥＰＣｓ 。 每

２ ｄ换液 １次 ， 继续培养 ７ｄ 。 待细胞长满后 ，
传代用

于ＥＰＣｓ鉴定及下一步实验。

１ ．２． ３ 循环ＥＰＣ ｓ水平及其ｍ ｉＲ －

１ ５５表达的检测 收

集 ＩＳ小鼠及对照小鼠血液 ｌ ｍＬ
，
淋 巴细胞分离液梯

度离心分离单个核细胞 。 进一步采用偶联磁珠分选

其中ＥＰＣｓ 。 具体方法为取分离所得单核细胞悬液 ，

采用抗鼠ＣＤ３４生物素抗体 （
Ｍ ｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏ ｔｅｃ） 于４ｔ条

件下孵育单核细胞２ｈ后 ， 加人抗生物素偶联磁珠于

４ 丈条件下孵育 １５ｍｉｎ
， 再补加 １ ５０

ｎＬ ＰＢＳ 混匀 ，

将含悬液的ＥＰ管上磁力架 ，
４ｔ条件下孵育过夜 。

收集吸附于管壁的沉淀 ，
１００

ｐ
Ｌ ＰＢ Ｓ 重悬后 ， 采用

流式细胞仪计数 。 ＱＲＴ
－

ＰＣＲ法用于检测ＥＰＣｓ中ｍ ｉＲ －

１ ５５表达 ， ｔｒｉｚｏｌ法提取磁珠分选所得

ＥＰＣｓ总 

ＲＮＡ
，

ｍ ｉｃｒｏＲＮＡ检测试剂盒检 测 两种来 源 ＥＰＣｓ中 ｍ ｉＲ－

１ ５５
表达水平 ，Ｕ ６作为内参基因 。

１
．２ ．４ 慢病毒感染法建立稳定敲减ｍ ｉＲ－

１ ５５的ＥＰＣｓ

细胞株 将对照慢病毒
（

ＬＶ－

ｓｃｒａｍｂｌｅ
）
和转载有沉默

ｍ ｉＲ －

１ ５ ５的 ｓｉＲＮＡ
（
ＬＶ－

ｓ ｉ
ｌ ５５

）的慢病毒感染ＥＰＣｓ
，２４

ｈ 后换新鲜培养基
，

７ ２ｈ观察绿色荧光细胞数 ，
采用

终质量浓度为 １ｍｇ／ Ｌ 嘌呤霉素筛选阳性细胞 ， 最终

获得稳定敲减 

ｍｉＲ－

１ ５ ５
的 

ＥＰＣｓ
（
ＥＰＣｓ

Ｓ
ｉｍｉ

Ｒ＿

１ ５ ５

）
以及 

ＬＶ－

ｓ ｃｒａｍｂｌｅ稳定 感染 的

ＥＰＣｓ
（
Ｅ ＰＣ ｓ

ｎｃ

）作为对照， 用 于

后续小鼠体内移植实验 。

１ ．２ ．５ＥＰＣｓ增殖能力检测 按 １ ．２ ．２中所述方法收集

两组的 ＥＰＣｓ
， 分别接种于９６孔板 ， 每孔 １ ００

ｐ
Ｌ ＥＢＭ－

２ 细胞完全培养液（含细胞２ ｘ ｌ 〇
３

个
）

， 每种细胞６个重

复
， 共培养 ３ ｄ

， 每天ＭＴＴ测定细胞存活率 。
ＭＴＴ测

定时 ， 每孔中加入 １ ５ 吣厘丁丁溶液 ，

３ ７ 丈孵育２ 〇 １^ １ １

后酶标仪４９０ｎｍ测定吸光值 。 实验重复３次 。

１
．
２ ．６ 免疫组化检测脑微血管密度 ＭＣＡＯ术构建

ＩＳ小 鼠模型 ，
通过尾静脉向小 鼠体内输注 １ ００ 叫含

２ ｘ
ｌ 〇

６

个 ＥＰＣｓ

ＮＣ＾ ＥＰＣ ｓ

Ｓ ｉｍ＇Ｒ —

１ ５ ５

的 ＰＢＳ悬液 ，
只 输注

ＰＢ Ｓ的小鼠为对照组 。 输注 ７ｄ后 ， 处死小鼠 ， 取脑

采用 ４％多聚 甲醛 固定过夜后 ， 继续采用４％多 聚 甲

醛加 ３ ０％蔗糖固定３ｄ 。 冰冻切片将固定好的脑组织

切成２〇 ｎｍ切片标本 。 脑切片标本ＣＤ３ １
—

抗４Ｔ孵育

过夜 ， Ｃｙ３荧光二抗常温避光孵育 ３０ｍｉｎ
，
免疫荧光

检测血管形成情况 。

１ ．２ ． ７ 脑血流灌注检测 ＩＳ小鼠输注ＥＰＣｓ或ＰＢ Ｓ后 ３

ｄ
， 采用多普勒血流检测仪检测小 鼠脑血流情况 。 小

鼠采用 １ ０％水合氯醛麻 醉后 ， 立体定位仪 固 定小
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鼠 。 剪 开小鼠头顶皮肤 ， 暴露整个颅骨 。 多普勒血

流监测 系统 扫描烦 骨 （
２ ． ０ｃｍ ｘ

１
．
４ｃｍ ）

１ｍ
ｉ ｒ＾ 采用

Ｐ ｉｍ ｓｏｆｔ软件测定缺血侧平均血流灌注量 。

１ ． ３统计 学处理

采用ＧｒａｐｈＰａｄＰ ｒ
ｉ
ｓｍ ５软件进行统计学处理 ， 计

量数据以 表示 ， 采用 ／ 检验 、 单因素方差分析

及 ９ 检验 ， 以尸＜０ ．０５为差异有统计学意义。

２ 结果

２ ． １小 鼠血浆 中 ＥＰＣ ｓ水平及ｍ ｉＲ－

１ ５５表达的检测

ＭＣＡＯ术后 ３ ｄ ， 与假手术组 比较 ，

Ｉ Ｓ组小鼠循

环血浆中 ＣＤ ３４＋ＥＰＣ ｓ水平显著降低
（
Ｐ＜０ ． ０ １

， 图 １
，

表 １

）
， 同时ＱＲＴ

－ＰＣＲ检测发现 ＩＳ组小鼠ＥＰＣｓ中ｍ ｉＲ－

１ ５ ５表达水平较假手术组显著升高
（

Ｐ＜０ ．０ １
， 表 １

）
。 说

明 ＥＰＣ ｓ水平与缺血性脑卒中负相关 ，
而ＥＰ Ｃｓ中ｍ ｉＲ－

１ ５５
表达水平与 

ＩＳ呈正相关 。

图２ 尾静脉输注ＥＰＣｓ对Ｉ Ｓ小鼠缺血区脑微血管形成的影响

１ ０
、＿

１ ０
°

ＰＥ － Ａ ，


ＦＳＣ－Ａｓｕｂ

ｓ
ｅ ｔ

０ ．４９ ８％
１
０

１ ０
°

ＰＥ －Ａ
，
Ｆ ＳＣ －Ａｓ ｕ ｂｓ ｅ ｔ

０ ． ２４ １ ％

１ ０
°

１ ０
１

１
０

２１ ０
３

１ ０
４

ＣＤ３４ －

ＰＥ

１０
°１０

１ １０
２

ｌＯ
３

１ ０
４

ＣＤ３ ４
－

ＰＥ

图 １ 流式细胞仪检测小 鼠循环ＥＰＣ ｓ水平

表 １ 小鼠循环ＥＰＣｓ水平及ＥＰＣ ｓ中 ｍｉＲ－

１ ５５表达的

检测
（

歹士以

组别 ＥＰＣｓ水平／
（个 ／卟）

Ｍ ｉ
Ｒ －

１ ５ ５
表达

假手术组６ ０ ． ５ １
± ０ ．０４２ １ ．０７± ０ ． １ １

［Ｓ组６ ０ ． ２４± ０ ． ０２ ｌ

ａ

３ ．２ ５ 
＋

０ ． ４７
３

与假手术纽比较 ：

ａ

Ｐ＜０ ．０ １ 。

２ ． ２慢病毒干扰对ＥＰＣ ｓ中 ｍ ｉＲ－

１ ５ ５表达及ＥＰＣ ｓ增殖

活性的影响

分离获得正常小鼠循环 ＥＰＣｓ
， 采用 ＬＶ－Ｓ

ｉ
ｍ ｉ Ｒ－

Ｐ ＢＳ ＥＰＳｃ
^

１ ５５干扰 ＥＰＣ ｓ中ｍ ｉＲ －

１ ５ ５表达并 筛选稳定 克 隆后 ，

ＱＲＴ－ＰＣＲ检测发现ＥＰＣ ｓ中ｍ ｉＲ－

１ ５ ５表达水平显著降

低
（
Ｐ＜ ０ ． ０ １

， 表 ２
） ，
表 明 成 功获 得 ｍ ｉＲ －

１ ５ ５低表 达

ＥＰＣ ｓ 。 ＭＴＴ检测 ＥＰＣ ｓ增殖能力结果显示
，

ｍ ｉＲ－

１ ５５

低表达组 ＥＰＣ ｓ增殖能 力 显著高 于对照 组 ＥＰＣ ｓ
（
尸＜

０ ． ０ １ ， 表２
） 。

表 ２ 慢病毒干扰对ＥＰＣ ｓ中ｍ ｉＲ －

１ ５５表达水平的

影响

组别 ｎ ｍｉ
Ｒ－

１ ５５表达水平 增殖能力 （
〇〇值 ＞

ＥＰＣｓ

ｎｃ
６ １

． ０５７ 土０ ．０３５ ０． ６２± ０ ． ０ ５３

ｐｐＱ ｓ

Ｓｉｍ ｉ

Ｒ －

１ ５ ５

６ ０ ． ３ １ ７± ０ ． ０２２

ａ

１ ．０
１
± ０ ． ０７６

ａ

与 ＥＰＣ ｓ

ｎｃ组比较 ：

ａ

Ｐ＜０ ．０ １
，

２ ．３ 输注ＥＰＣ ｓ对 ＩＳ 小鼠缺血 区 脑微血管形成的作 用

免疫焚光结果显示 ， 向 Ｉ Ｓ小鼠体内输注 ＥＰＣ ｓ显

著增加 了 Ｉ Ｓ小鼠缺血区脑微血管密度
（

Ｐ＜０ ．０ １
） ， 同时

ＥＰＣｓ
ｓ ｉｍｉＲ －

１ ５ ５组较ＥＰＣ ｓ
ＮＧ
组具有更好地促进脑微血管

密度形成的效果（
尸＜〇 ． 〇 １

） 。 详见图 ２ 、 表３ 。

表 ３ 输注ＥＰＣ ｓ对缺血区脑微血管形成的影响（
Ｙ±ｓ ）

组别 ｎ 脑微血管数 （条／ｍｍ
２

）

ＰＢ Ｓ ６ ７４ ． ５± １ ３ ．８

ＥＰＣ ｓ

ｎ ｃ
６ ２２ ５ ． ８± ２８ ． ４

ｇｐ＾ｇ

Ｓ ｉ

ｍ
ｉ Ｒ

－

１ ５ ５

６ ３０２ ．２ 土 ３４ ． １

各组两 两 比较
：
Ｐ＜０ ．０ １ 〇

２ ．４ 输注ＥＰＣ ｓ对 Ｉ Ｓ小 鼠缺血 区 脑血流灌注的 影响

激光散斑多普勒检测发现 ， 向 Ｉ Ｓ小鼠体 内输注

ＥＰＣｓ显著增加 了 ＩＳ小鼠缺血区脑血流灌注 （
尸＜０ ．０ １

）
，

同 时ＥＰＣｓ
Ｓ ｉｍｉＲ ＇

１ ５ ５

组较ＥＰＣ ｓ

ｎｃ组具有更好地增加缺血

区脑血流灌注的效果Ｃ
Ｐ＜０ ． ０ １

）
。 详见图 ３

、 表４ 。

３ 讨论

本研究结果显示 ，
ＭＣＡＯ模型 小鼠脑缺血 ３ ｄ

后 ，
循环血浆中 Ｅ ＰＣｓ水平显著下降 ， 并伴随ｍ ｉ

Ｒ－

１ ５５

在ＥＰＣｓ中 高表达 。 提取分离正常小鼠循环Ｅ ＰＣｓ ， 体

Ｃｃ

ｐ
ｐ ｃ

Ｓ ｉ ｒａ ｉＲ－

１ ５５

■ ４００
｜
ｉｍ

１ ０
４

１ ０
３

０
２

１

Ｖ
－

Ｕ

Ｓ
１

Ｊ

Ｊ
Ｊ

Ｊ

Ｊ

１
－

－



－



．


－

－

Ｊ

Ｈ
１

４



３



２

ｏ



ｏ



ｏ

ｖ
－

ｕ

￡ ｌ



第 ６ 期 王 艳 ， 等 ． ｍ ｉ Ｒ
－

１ ５ ５低表达内皮祖细胞对缺血性脑卒中小鼠血管再生的影响 ５ ７９

Ｐ ＢＳＥＰＣＳ

ＮＣＥｐＣｓ

Ｓ ｉ
ｍ

ｉＲ－ １ ５５

图 ３ 尾静脉输注Ｅ ＰＣｓ对 ＩＳ小鼠缺血区脑灌注的影响

表 ４ 输注ＥＰＣｓ对缺血区脑血流灌注的影响力（
ｒ±ｓ ）

组别 ｎ 缺血区血流灌注／
（
ＰＵ

）

ＰＢＳ ６ １ ０６ ．２ １± １ ５ ． ２４

ＥＰＣ ｓ

ｎｃ
６ １ ７７ ． ３４ 土 ２０． ７４

ＥｐＣ ｓ

Ｓ ｉ

ｍ
ｉ

Ｒ －

１ ５ ５

６ ２ ５ ５ ． ３４± ２ １ ． ７２

各组 两 两 比较 ：
Ｐ＜０ ． ０ １ 〇

外培养 ，
敲减ＥＰＣｓ中ｍｉＲ－

１ ５５表达能显著增强ＥＰＣｓ

的增殖能力 。 将 ＥＰＣｓ及ｍ ｉ Ｒ－

１ ５  ５敲减 的Ｅ ＰＣｓ输注到

Ｉ Ｓ小鼠体 内 ，
可以显著增加 Ｉ Ｓ小 鼠缺血 区 脑微血管

形成及脑血 流灌注 ，
同 时发现输注 ｍ

ｉ
Ｒ－

１ ５ ５敲 减

Ｅ ＰＣｓ效果更好 。 我们的结果提示循环ＥＰＣｓ数量下降

及 Ｅ ＰＣｓ 中ｍ ｉ
Ｒ－

１ ５５表达升高与缺血性脑卒中 密切 相

关 ， 提高 ＩＳ小 鼠循环ＥＰＣｓ水平及 功能 ， 能够促进缺

血性脑卒中缺血损失修复 。

Ｉ Ｓ发生后 ， 缺血脑组织供能下 降 、 组织细胞 内

离子稳态失衡 、 氧 自 由 基及细胞因子介导 的细胞毒

性 、 炎症以及血脑屏障功 能破坏等是Ｉ Ｓ主要的病理

进程 ［

１ ３
］

。 现阶段对 １Ｓ的治疗主要为血管再通术 ， 包括

动静脉溶栓及介入治疗 １

ｍ ５
］

。 然而由 于 Ｉ Ｓ发病机理

及病理进程复杂 ， 对于卒中发生后的治疗措施非常

有 限 。 越来越多的研究证实ＥＰＣｓ能够改善 Ｉ Ｓ发生后

的缺血损伤Ｕ ５ ＿

１ ６
］

。 缺血性脑卒 中发生后 ， 脑组织因

缺血缺氧受损 。 ＥＰＣ ｓ能够从骨髓中动员 到外周循环

并迁移到损伤血管及缺血脑组织处 ， 然后通过分化

成成熟血管内 皮细胞或释放不 同 的种类 的细胞生长

因 子参与损伤组织处 内皮 重构及血管再生 ｜

１ ７
—

１ ８
］

。 然

而病理条件下循环ＥＰＣ ｓ水平减少及功能受损 ，
研究

表 明在糖尿病小鼠血浆 中 ＥＰＣｓ水平显著性减少 １Ｗ
。

在本研究中我们发现小鼠缺血性脑卒中手术 ３ｄ后循

环ＥＰＣｓ数量显著降低 ，
与上述文献报道相符 。 因此 ，

我们认为 ， 增加循环ＥＰＣ ｓ水平是血管损伤性疾病治

疗的一个有效途径 。 同 时 ， 研究证实在糖尿病伴外

周 动脉病变患者体 内 ，

ＥＰＣｓ克隆形成及粘附能力受

损 ｜

Ｍ
］

。 另有研究报道在人肾素与血管 紧张素转基因

小鼠中 ＥＰＣｓ迁移及血管形成能力显著性下降 因

此为了增强ＥＰＣｓ在血管损伤疾病中 的治疗效果 ， 研

究者将趋化 因 子受体 ＣＸＣ Ｒ４ 、 血管紧张素转化酶

２
（
ＡＣＥ２

）
、 血管 内皮生长因 子

（

ＶＥＧＦ
）等基因转染入

ＥＰＣｓ中增强Ｅ ＰＣｓ的功能 ｔ

６
，
２２ ＿２３

］

， 从而提高Ｅ ＰＣｓ的治

疗效果 。

ｍ
ｉ
Ｒ－

１ ５５是
一

种 多功 能小 ＲＮＡ分子 ， 能够通过

调节靶基因表达参与多种细胞功能调节 。 有研究发

现ｍ ｉＲ－

１ ５ ５参与调节血管内 皮细胞增殖 、 迁移及凋亡

等多种生物学功能 ｎ ＜ ）
］

， 低表达ｍ ｉＲ －

１ ５５的血管 内皮

细胞表现出 更好的增殖 、 迁移及血管生成能力 。 同

时研究发现 ， 在 Ｉ Ｓ患者体内ｍ ｉ
Ｒ －

１ ５５异常表达 ［

２ ４
］

。 这

些研究表明ｍ ｉ
Ｒ－

１ ５５参与调节 内皮细胞功能 ，
并与

Ｉ Ｓ密切相关 。 在本研究中 ， 我们发现缺血性脑卒中

小鼠循环ＥＰＣ ｓ中 ｍ ｉＲ－

１ ５ ５表达显著升高 ，
体外细胞

功能研究发现 ， 敲减ＥＰＣ ｓ中 ｍ ｉ Ｒ－

１ ５５水平 ，
可以显

著提高ＥＰＣｓ的增殖活性 。 我们的研究表明 ，

ＥＰＣｓ中

ｍ ｉＲ－

１ ５ ５水平与缺血性脑卒中正相关 ， 其低表达能够

有效提高 ＥＰＣ ｓ的功能 。 深入的研究中 ， 我们将ＥＰＣｓ

及低表达ｍ ｉ
Ｒ－

１ ５ ５的 ＥＰＣｓ输注到 Ｉ Ｓ小 鼠体 内 ， 进一

步证实输注 ＥＰＣ ｓ能改善 Ｉ Ｓ小 鼠缺血 区脑微血管密

度
，
而ｍ ｉ

Ｒ －

１ ５ ５能够提高 ＥＰＣｓ体内 对 １ Ｓ的治疗效果。

新生血管生成在组织损 伤修复进程 中发挥重要作

用 ：

ＥＰＣｓ具有 分化成血管内皮细胞的潜能 ，
代表了

一

种重要的机体内源性的组织损伤修复机制 。 ＥＰＣｓ

能够结合并分化成成熟血管 内皮细胞 ， 或分泌促血

管生长因子促进血管 内皮细胞增殖 ｜

２

＼ 本研究中 ，

我们发现低表达ｍ ｉ
Ｒ －

１ ５５的ＥＰＣｓ能够有效促进Ｅ ＰＣ ｓ

对 Ｉ Ｓ小 鼠缺血病灶的血管生成 作用 ３ 更 为重 要的

是 ， 在 Ｉ Ｓ发生后 ， 新生血管能够为脑缺血 区恢复血

流供应 １

２ ６
］

。 而恢复脑梗死灶 ， 尤其是梗死半暗带区

血 流供给可以促进神经功能 的恢复 。 因此新生血管
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生成引导的缺血区血流供给是 ＩＳ治疗的
一

个重要途

径 ［

２ ７
］

。 本研究证实了敲减ｍｉＲ －

１ ５５能够提高ＥＰＣｓ对

ＩＳ小鼠缺血区脑血流供给的改善作用 ， 提示低表达

ｍ ｉＲ－

１ ５ ５的 ＥＰＣｓ可能通过促进缺血区血管生成而进

一步改善缺血灶脑血流灌注 ， 从而对 ＩＳ发挥治疗效

果 。 然而对于低表达ｍ ｉＲ－

１ ５５的ＥＰＣｓ对缺血区血管

生成促进作用的潜在机制还有待进
一步的研究 。
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表５ＳＧＴ对ＰＣ １ ２细胞的Ｎｒｆ
－

２核转运的相 对灰度值

的影响 （
Ｉ土 ■？ ， 《

＝
６ ）

组别 相对灰度值

对照组 １ ． ０８４士 ０ ．０５ ６

Ｈ ２〇２损伤模型组 ０ ．６６７± ０ ．０４ １

ａ

ＳＧＴ＋Ｈ ２〇 ２高 剂量组 １ ． １ ８４ ± ０ ． ０６ ７

ｂ ｃ

ＳＧＴ高剂量组 ２ ． ２５ １
土 ０ ． １ １６

ａ ｃｄ

与对照组比较 ：

ａ

Ｐ＜０ ．０ １
，

ｂ

Ｐ＜０ ． ０ ５
；
与 Ｈ ２Ｏ２损伤模型组

比较 ：

ｃ

ｐｃＯ ． Ｏ ｌ
；
与 ＳＧＴ＋Ｈ２Ｏ２高 剂量组比较 ：

ｄ
Ｐ＜０ ．０ １ 。

Ｃｏｎ ｔｒ ｏ ｌＨ２Ｏ２ＳＧＴ＋Ｈ ２Ｏ２ＳＧＴ

（
３
－

ａ ｃ ｔ
ｉ ｎ

Ｃ ｏｎｔ ｒｏ ｌ为 对照组 ； Ｈ ２Ｏ２为Ｈ ２Ｏ２损伤模型组 ； ＳＧＴ＋Ｈ ２Ｏ２

为 ＳＧＴ＋Ｈ２Ｏ２高 剂量组 ； ＳＧＴ为 ＳＧＴ 高 剂量组 。

图 １ＳＧＴ对 ＰＣ １ ２细胞Ｎｒｆ
－

２核转运 的影 响

以 反映清除氧 自 由 基的能 力 １

１ Ｑ
］

。 ＳＧＴ作 为
一

剂古

方
，
已有 明确 的药理活性 ， 本实验利用其抗氧化

性 ， 提高 了 细 胞 内酶 的活性 ， 能有效地清除 自 由

基 。 本文采用Ｈ ２Ｏ ２诱导 ＰＣ １ ２细胞损伤 ， 建立氧化应

激 损 伤细胞模 型 ，
通 过ＣＣＫ８法 、

ＬＤＨ
、
ＭＤＡ和

ＳＯＤ等抗氧化酶的检测 以及蛋 白免疫印迹法 ， 发现

ＳＧＴ能够提高经Ｈ ２〇 ２诱导损伤后 ＰＣ １ ２细胞的活性 ，

增强上清液中 ＬＤＨ 、
ＭＤＡ含量及胞 内Ｍ ＤＡ的量 ，

降低细胞上清液及细胞内 的 ＳＯＤ活性 。 此结果表明

ＳＧＴ可 明显增强各酶类的活力 ， 从而起到抗氧化的

作用 。

在过去 的研究 中 ，
通过启动Ｎ ｒｆ

－２通路治疗阿尔

茨海默症和帕金森症等疾病已取得 了显著成果１

１ １

］

。

Ｎ ｒｆ
－２基因被认为是抗氧化防御系统的主控环节 ，

可

减少 自 由基的产生从而发挥抗氧化作用 。 正常状态

下 ， Ｎｒｆ
－２活性主要 由 细胞质接头 蛋 白 Ｋ ｅａｐ ｌ负性调

节 ， 在氧化应激状态下
，

Ｋｅａｐｌ构型发生改变 ，
Ｎｒｆ

－２

与Ｋｅａｐ ｌ分离 ，
Ｎ ｒｆ

－２向 核 中 转运 和活化 ， 从而启 动

下游多种蛋 白的表达和二相解毒酶的合成 ， 如ＳＯＤ 、

ＭＤＡ等
，
减轻氧化应激引 起的损伤 。 Ｈ ２Ｏ ２在诱导

？ ＜： １ ２细胞氧化应激模型 中 ， ８０丁各剂量组核 内 ＾＊！２

蛋 白表达明显升高 ， 表明 ＳＧＴ能有效促进Ｎ ｒｆ
－２的核

转位 ， 进一步说明 ＳＧＴ可能通过调节Ｎ ｒｆ
－２蛋 白 的表

达
， 产生抗氧化应激损伤的作用 。
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