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ＥＲＫ１／２介导去甲肾上腺素对内皮祖细胞的功能调节

姜其钧，吴建祥，刘　星，梁　春，任雨笙，吴宗贵

第二军医大学长征医院心血管内科，上海２００００３

　　［摘要］　目的　探讨去甲肾上腺素（ＮＥ）对内皮祖细胞（ＥＰＣｓ）增殖和迁移能力的调节作用及其分子机制。方法　将培
养的健康成人外周血ＥＰＣｓ用不同浓度的ＮＥ、肾上腺素能受体拮抗剂或 ＭＡＰＫ信号通道阻滞剂干预，检测ＥＰＣｓ的增殖和迁

移能力，以及ＥＲＫ１／２信号通路的激活情况。结果　ＮＥ浓度依赖性地（０．０１、０．１、１、１０μｍｏｌ／Ｌ）促进ＥＰＣｓ增殖，与对照组
比较 ＥＰＣｓ分别增加（４８．３±２３．３）％、（７０．５±３５．６）％、（８２．４±１４．９）％和（１００．３±４８．１）％。α受体拮抗剂酚妥拉明、选择性

β２ 肾上腺能受体拮抗剂Ｉ１２７、ＪＮＫ抑制剂ＳＰ６００１２５和ＥＲＫ１／２抑制剂Ａ６３５５能够阻断ＮＥ的促增殖作用；而β１ 受体拮抗剂

美托洛尔和ｐ３８抑制剂ＰＤ１６９３１８不能阻断ＮＥ的刺激效应。１０μｍｏｌ／ＬＮＥ促进ＥＰＣｓ的迁移（Ｐ＜０．０５），１０μｍｏｌ／Ｌ酚妥拉

明和１０μｍｏｌ／ＬＩ１２７能够阻断这种作用，但美托洛尔不能。ＮＥ能够浓度依赖性（０．１、１、１０μｍｏｌ／Ｌ）地激活ＥＰＣｓ内的ＥＲＫ１／

２，酚妥拉明和Ｉ１２７能够阻断ＥＲＫ１／２激活（Ｐ＜０．０５），而美托洛尔不能。结论　ＮＥ可能通过α和β２ 肾上腺能受体激活
ＥＲＫ１／２促进ＥＰＣｓ的迁移和增殖。

　　［关键词］　内皮祖细胞；去甲肾上腺素；α受体拮抗剂；β受体拮抗剂；细胞增殖；细胞迁移；ＥＲＫ１／２
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　　 内 皮 祖 细 胞 （ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，

ＥＰＣｓ）是成人最重要的一组调节血管新生和形成血
管内皮的干细胞，其功能调节对了解很多疾病的发

病机制非常有帮助。ＥＰＣｓ虽然在骨髓、脾脏和外周
血均有分布，但它的来源主要是骨髓的造血干细
胞［１］。既往的研究发现骨髓中有丰富的交感神经纤
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维分布［２］。这些分布在骨髓中的神经纤维可能参与
了骨髓各种细胞的增殖和动员［３４］。为研究ＥＰＣｓ是
否同样受交感神经末梢调节，本研究通过体外培养
的ＥＰＣｓ研究其增殖和迁移能力，探讨交感神经神
经递质去甲肾上腺素（ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ，ＮＥ）对ＥＰＣｓ
功能调节及其可能的分子机制。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　Ｈｉｓｔｏｐａｑｕｅ１０７７淋巴细胞
分离液购自美国ＡｍｅｒｓｈａｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司；血管
内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，

ＶＥＧＦ）、成纤维细胞生长因子 （ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）购于英国Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司；胎
牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购于美国Ｇｉｂｃｏ公
司；四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）、硫氰酸荧光素标记荆
豆凝集素Ｉ（ＦＩＴＣＵＥＡＩ）、０．２５％胰酶、去甲肾上
腺素、非选择性α受体拮抗剂酚妥拉明、选择性β１受
体拮抗剂美托洛尔、β２ 肾上腺素能受体拮抗剂Ｉ１２７
（粉剂）、ＪＮＫ 抑制剂ＳＰ６００１２５和 ＥＲＫ１／２抑制剂

Ａ６３５５均购自美国Ｓｉｇｍａ公司；ｐ３８抑制剂ＰＤ１６９３１８
购自美国Ｃａｙｍａｎ公司；鼠抗人磷酸化ＥＲＫ１／２ＩｇＧ
和ＥＲＫ１／２ＩｇＧ购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司；乙酰化低密度脂蛋白（ＤｉｌＡｃＬＤＬ）购自美国

ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅ公司；ＰＥ标记的ＶＥＧＦＲ２抗体购自
美国Ｒ＆Ｄ公司，ＰＥ标记的ＣＤ１３３单克隆抗体购自
德国 ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ公司，ＦＩＴＣ标记的ＣＤ３４抗体购
自美国ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｉｏｔｅｃｈ公司。

１．２　ＥＰＣｓ的分离、培养与鉴定　取健康志愿者的
外周血，以１２的比例ＰＢＳ稀释，再缓慢移至 Ｈｉｓ
ｔｏｐａｑｕｅ１０７７淋巴细胞分离液上方，室温下４００×ｇ
离心３０ｍｉｎ，分离出中间的单核细胞。将分离好的
单核细胞用含有１０％ ＦＢＳ、１０ｎｇ／ｍｌＶＥＧＦ和１０
ｎｇ／ｍｌｂＦＧＦ的 Ｍ１９９培养液稀释成５×１０６／ｍｌ，放
入３７℃、５％ＣＯ２孵箱中培养。４ｄ后洗掉未贴壁细
胞，每３ｄ换一次液。取第７天的细胞，加入２．４
ｍｇ／ＬＤｉｌａｃＬＤＬ和１０ｍｇ／ＬＦＩＴＣＵＥＡＩ，３７℃下
孵育１ｈ后，用荧光显微镜检测双染色阳性细胞百分
比。另取第７天的细胞，用０．２５％胰蛋白酶消化，分
别加入１０ｍｇ／ＬＰＥ标记的ＶＥＧＦＲ２抗体、１０ｍｇ／

ＬＰＥ标记的ＣＤ１３３单克隆抗体、１０ｍｇ／ＬＦＩＴＣ标
记的ＣＤ３４抗体，４℃孵育３０ｍｉｎ后，上流式细胞仪
检测细胞表面标志物表达率。第７天加入无血清的
培养液同步化细胞２４ｈ［４］，再进行后续实验。

１．３　ＮＥ对ＥＰＣｓ增殖的促进作用　将同步化后的

ＥＰＣｓ用０．２５％胰酶消化，以１×１０３／孔的密度接种
于９６孔板，分别加入浓度为０．０１、０．１、１、１０和１００

μｍｏｌ／Ｌ的ＮＥ干预７２ｈ，加入ＭＴＴ，３７℃孵育４ｈ。
上酶标仪检测４５０ｎｍ处的光密度（Ｄ４５０）值。根据
细胞增殖情况选择合适的ＮＥ作用浓度用于后续干
预实验。

１．４　α和β受体在ＮＥ促进ＥＰＣｓ增殖和迁移中的作用

１．４．１　实验分组　设置空白对照组、ＮＥ组、酚妥拉
明组、美托洛尔组和Ｉ１２７组（浓度均为１０μｍｏｌ／Ｌ），
以及酚妥拉明＋ＮＥ组、美托洛尔＋ＮＥ组和Ｉ１２７＋
ＮＥ组（浓度均为１０μｍｏｌ／Ｌ），在ＥＰＣｓ培养液中分
别加入相应浓度的药物，空白对照组不加任何药物。

１．４．２　ＥＰＣｓ增殖能力评价　采用 ＭＴＴ法，参照

１．３项下所述进行，按实验分组给予相应干预药物。

１．４．３　ＥＰＣｓ迁移能力检测　采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室
评价 ＥＰＣｓ的迁移能力。将同步化后的 ＥＰＣｓ用

０．２５％胰酶消化，用无血清的 Ｍ１９９培养液重悬后，
以２×１０４／ｍｌ的密度重新种植于２４孔板Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
的上室，下室加入含５０ｎｇ／ｍｌＶＥＧＦ的培养液，１ｈ
后将干预药物（按１．４．１项下的实验分组）加于上
室。在ＣＯ２孵箱内孵育２４ｈ，以４％多聚甲醛固定

３０ｍｉｎ，棉签擦去膜上侧的细胞，结晶紫染色３ｍｉｎ，
清水洗去结晶紫，在高倍光学显微镜（×１００）下计数

６个随机视野的ＥＰＣｓ数量。

１．５　ＭＡＰＫ信号通路在ＮＥ促进ＥＰＣｓ增殖中的作
用　培养至第８天的ＥＰＣｓ培养液中分别加入１０

μｍｏｌ／ＬＮＥ、１μｍｏｌ／ＬＳＰ６００１２５（ＪＮＫ 抑制剂）、１

μｍｏｌ／Ｌ Ａ６３５５（ＥＲＫ１／２ 抑 制 剂）和 １ μｍｏｌ／Ｌ
ＰＤ１６９３１８（ｐ３８抑制剂），并设空白对照组、ＳＰ６００１２５（１

μｍｏｌ／Ｌ）＋ＮＥ（１０μｍｏｌ／Ｌ）组、Ａ６３５５（１μｍｏｌ／Ｌ）＋
ＮＥ（１０μｍｏｌ／Ｌ）组和ＰＤ１６９３１８（１μｍｏｌ／Ｌ）＋ＮＥ（１０

μｍｏｌ／Ｌ）组，同１．３项下方法检测细胞增殖情况。

１．６　蛋白质印迹法检测不同药物干预后的 ＥＰＣｓ
中 ＥＲＫ１／２ 及磷酸化 ＥＲＫ１／２ 的表达 　 将 ＮＥ
（０．０１、０．１、１、１０和１００μｍｏｌ／Ｌ）以及其他药物（酚
妥拉明＋ＮＥ、美托洛尔＋ＮＥ、Ｉ１２７＋ＮＥ，浓度均为

１０μｍｏｌ／Ｌ）干预后的ＥＰＣｓ加入蛋白提取裂解液，
于４℃裂解细胞３０ｍｉｎ，４℃８０００×ｇ离心３０ｍｉｎ，
去除沉淀，加入上样缓冲液后煮沸１０ｍｉｎ，进行１２％
ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳，并转入硝酸纤维素膜，

５％无脂牛奶封闭１ｈ，分别给予鼠抗人磷酸化

ＥＲＫ１／２ＩｇＧ和ＥＲＫ１／２ＩｇＧ，４℃孵育１２ｈ，ＴＢＳＴ
洗３次，羊抗鼠二抗室温下孵育１ｈ，ＥＣＭ 发光液显
影，Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ６．０软件分析信号强度。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０统计学软件。
数据以珚ｘ±ｓ表示，数据比较采用方差分析，多组间
比较采用ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ法，两组数据间比较采
用ＳＮＫ 法，检验水准（α）为０．０５。
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２　结　果

２．１　ＥＰＣｓ的形态与鉴定　ＥＰＣｓ体外培养４８ｈ后

出现集落，４ｄ后多数集落都已形成。于第８天加入

ＤｉｌａｃＬＤＬ和ＦＩＴＣＵＥＡＩ染色，其中９０％细胞吞

噬ＤｉｌａｃＬＤＬ，且ＦＩＴＣＵＥＡＩ染色阳性（图１）。采

用ＰＥ标记的鼠抗人 ＣＤ１３３，ＦＩＴＣ标记的鼠抗人

ＣＤ３４以及ＰＥ标记的鼠抗人ＶＥＧＦＲ２抗体上流式

细胞仪检测细胞表面标志物，结果显示 ＣＤ１３３、

ＣＤ３４及ＶＥＧＦＲ２阳性率分别为（８９．５±５．３）％、

（６６．２±６．２）％和（９３．２±８．２）％，证实所分离培养

的细胞为ＥＰＣｓ。

图１　ＥＰＣｓＦＩＴＣＵＥＡＩ和ＤｉｌａｃＬＤＬ双染阳性

Ｆｉｇ１　ＤｏｕｂｌｅｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＦＩＴＣＵＥＡＩａｎｄＤｉｌａｃＬＤＬｉｎＥＰＣｓ
Ａ：ＦＩＴＣＵＥＡＩ；Ｂ：ＤｉｌａｃＬＤＬ；Ｃ：Ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｎｏｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｄ：ＤｏｕｂｌｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＦＩＴＣＵＥＡＩａｎｄＤｉｌａｃＬＤＬ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．２　ＮＥ刺激ＥＰＣｓ的增殖　与空白对照组相比，

０．０１、０．１、１、１０和１００μｍｏｌ／Ｌ浓度的 ＮＥ均能促进

ＥＰＣｓ增 殖，增 殖 率 分 别 为 （４８．３±２３．３）％、
（７０．５±３５．６）％、（８２．４±１４．９）％、（１００．３±４８．１）％、
（５３．６±１６．５）％，以１０μｍｏｌ／Ｌ浓度作用最强。

２．３　α、β受体在ＮＥ促ＥＰＣｓ增殖中的作用　如图２
所示，相对于空白对照，ＮＥ［（１０３．６±２９．１）％，Ｐ＜
０．０１］、酚妥拉明 ［（４３．１±７．３）％，Ｐ＜０．０５］、美托洛
尔［（６４．０±９．１）％，Ｐ＜０．０５］和Ｉ１２７［（３２．９±
４．４）％，Ｐ＜０．０５］均能显著促进ＥＰＣｓ的增殖；酚妥拉
明＋ＮＥ组［（４８．５±９．０）％］和Ｉ１２７＋ＮＥ组［（２９．３±
５．８）％］的增殖率相对于酚妥拉明组和Ｉ１２７组差异均
无统计学意义，但均低于ＮＥ组（Ｐ＜０．０５）；而美托洛
尔＋ＮＥ组的增殖率［（１０９．６±７．０）％］高于美托洛尔
组（Ｐ＜０．０１），与ＮＥ组比较差异无统计学意义。结
果表明酚妥拉明和Ｉ１２７能拮抗ＮＥ对ＥＰＣｓ的促增
殖作用，而美托洛尔则不能。

图２　肾上腺素能受体在ＮＥ促ＥＰＣｓ增殖中的作用

Ｆｉｇ２　Ｒｏｌｅｏｆａｄｒｅｎｏｃｅｐｔｏｒｉｎｐｒｏｍｏｔｉｏｎ

ｏｆＥＰＣｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｂｙＮＥ
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＮＥｇｒｏｕｐ；
▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓｍｅｔｏｐｒｏｌｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．４　ＭＡＰＫ信号通路在 ＮＥ促ＥＰＣｓ增殖中的作
用　图３表明：相对于对照组，ＮＥ组可促进ＥＰＣｓ
的增殖 （Ｐ＜０．０１），而 ＳＰ６００１２５［－ （２４．３±
９．７）％，Ｐ＜０．０５］可抑制 ＥＰＣｓ的增殖，Ａ６３５５
［－（１４．４±３．２）％，Ｐ ＞ ０．０５］和 ＰＤ１６９３１８
［－（１．５±９．８）％，Ｐ＞０．０５］则对 ＥＰＣｓ增殖无影
响；ＳＰ６００１２５＋ ＮＥ 组 ［（４８．６±４０．７）％ ］和

ＰＤ１６９３１８＋ＮＥ组［（７３．８±２１．８％）］的增殖率分别
高于ＳＰ６００１２５组（Ｐ＜０．０１）和ＰＤ１６９３１８组（Ｐ＜
０．０１），但ＳＰ６００１２５＋ＮＥ组低于ＮＥ组（Ｐ＜０．０５），
ＰＤ１６９３１８＋ＮＥ组与 ＮＥ组差异无统计学意义；

Ａ６３５５＋ＮＥ组的增殖率相对于 Ａ６３５５组差异无统
计学意义［－（９．０±１１．４）％ｖｓ－（１４．４±３．２）％ ，

Ｐ＞０．０５］，但低于 ＮＥ 组（Ｐ＜０．０１）。这说明
Ａ６３５５和ＳＰ６００１２５能够抑制 ＮＥ对ＥＰＣｓ增殖的
促进作用，而ＰＤ１６９３１８则不能。

图３　ＭＡＰＫ信号通路在ＮＥ促ＥＰＣｓ增殖中的作用

Ｆｉｇ３　ＲｏｌｅｏｆＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｉｎｐｒｏｍｏｔｉｏｎ
ｏｆＥＰＣｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｂｙＮＥ

Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１
ｖｓＮＥｇｒｏｕｐ；▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓＳＰ６００１２５ｇｒｏｕｐ；□□Ｐ＜０．０１ｖｓ

ＰＤ１６９３１８ｇｒｏｕｐ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．５　α和β受体在ＮＥ促ＥＰＣｓ迁移中的作用　取
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培养至第８天的ＥＰＣｓ进行迁移实验，在上室中分
别加入以下药物干预：ＮＥ１０μｍｏｌ／Ｌ，酚妥拉明１０

μｍｏｌ／Ｌ＋ＮＥ１０μｍｏｌ／Ｌ，美托洛尔１０μｍｏｌ／Ｌ＋
ＮＥ１０μｍｏｌ／Ｌ，Ｉ１２７１０μｍｏｌ／Ｌ＋ＮＥ１０μｍｏｌ／Ｌ。

２４ｈ后取出Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，镜下计数每个高倍视

野（×１００）中ＥＰＣｓ的数量，分别为７１．７±１９．６（对
照组）、１２４．１±１２．２、５７．２±１４．３、１１２．８±２６．０和

６１．３±１１．５（图４）。结果表明，１０μｍｏｌ／ＬＮＥ促进

ＥＰＣｓ的迁移（Ｐ＜０．０５），酚妥拉明和Ｉ１２７能够阻断
这种作用，但美托洛尔不能。

图４　ＮＥ促进ＥＰＣｓ迁移

Ｆｉｇ４　ＮＥｐｒｏｍｏｔｅｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＥＰＣｓ
ＡＥ：Ｓｔａｉｎｅｄｂｙｃｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔ．Ａ：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：ＮＥ；Ｃ：ＮＥ＋ｐｈｅｎｔｏｌａｍｉｎｅ；Ｄ：ＮＥ＋ｍｅｔｏｐｒｏｌｏｌ；Ｅ：ＮＥ＋Ｉ１２７；Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００
（ＡＥ）．Ｆ：ＭｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＥＰＣｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；ＨＰＦ：Ｈｉｇｈｐｏｗｅｒｆｉｅｌｄ；Ｐ＜０．０１ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珔ｘ±ｓ

２．６　ＥＲＫ１／２信号通路激活　在同步化之后的

ＥＰＣｓ的培养液中分别加入０．１、１、１０和１００μｍｏｌ／Ｌ
的ＮＥ，其磷酸化ＥＲＫ１／２的表达相对于对照组分
别增加 （１１４．３±３２．５）％、（１９３．０±２８．６）％、
（３４２．６±１１０．６）％和（４８．３±３４．１）％（图５）。而酚
妥拉明［（１１９±１１．０）％］、Ｉ１２７［（１４３．９±３３．１）％］
均能抑制 ＥＲＫ１／２的激活，与 ＮＥ 组［（３７２．２±
５６．４）％］比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５，
图６）；美托洛尔组［（３２４．０±７３．４）％］与 ＮＥ 组
［（３７２．２±５６．４）％］比较差异无统计学意义，提示美
托洛尔不能抑制ＥＲＫ１／２的激活。

图５　ＮＥ激活ＥＲＫ１／２
Ｆｉｇ５　ＮＥａｃｔｉｖａｔｅｄＥＲＫ１／２

Ｐ＜０．０１ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图６　肾上腺素能受体介导ＥＲＫ１／２的激活

Ｆｉｇ６　ＡｄｒｅｎｏｃｅｐｔｏｒｍｅｄｉａｔｅｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＥＲＫ１／２
Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜０．０５ｖｓＮＥｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＮＥ在各种生理以及病理情况下的血管新生中

发挥重要作用。如在寒冷刺激下，ＮＥ不仅能够刺

激棕色脂肪细胞产生热量，还能促进 ＶＥＧＦ分泌，

增加局部的血管分布密度［５］。同样ＮＥ在长期焦虑

症引起的肿瘤发生概率增加中发挥重要作用［６］。自

主神经紊乱、长期的精神刺激以及情绪波动能够显
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著增加交感神经末梢分泌 ＮＥ，促进肿瘤细胞的

ＶＥＧＦ的分泌，进一步促进肿瘤的生长［７］。而本研

究发现ＮＥ能够通过刺激ＥＰＣｓ促进成人的血管新

生。ＮＥ能够剂量依赖性地促进ＥＰＣｓ的增殖和迁

移能力，而非选择性α肾上腺受体阻滞剂、β２肾上腺

素能受体阻滞剂、ＪＮＫ阻滞剂以及ＥＲＫ１／２信号通

路阻滞剂能够阻断这种作用，而β１ 肾上腺素能受体

阻滞剂、ｐ３８信号通路阻滞剂不能阻断这种作用。

这些结果提示ＮＥ通过α肾上腺素能受体和β２肾上

腺素能受体激活内皮祖细胞内的ＥＲＫ１／２信号通

路，增强内皮祖细胞的增殖能力和迁移能力。这一

发现为交感神经促进肿瘤生长提供了新的理论依

据，也为肿瘤治疗提供了新的研究领域。

　　ＥＰＣｓ还是成年人血管内皮细胞修复以及各种

病理情况下（如大血管损伤、缺血性疾病、烧伤、创伤

时），血运重建重要的调节细胞和参与细胞。它能够

修复血管内皮细胞，减轻动脉粥样硬化的进展［８］，以

及通过增加新生血管增加缺血性疾病中缺血组织的

功能重建。而ＥＰＣｓ除在脾脏和肝脏中有少量分布

外，主要来源为骨髓。在生理条件下，循环系统中

ＥＰＣｓ仅占全部外周血单个核细胞的０．０３％～

０．０６％［９］。局部的血管损伤、缺血、烧伤、创伤及细胞

因子等均能刺激ＥＰＣｓ从骨髓中大量动员。而许多

病理因素如高血压［１０］、吸烟［１１］、高血脂［１２］和高血

糖［１３］等均能影响ＥＰＣｓ的动员。因此开展内皮祖细

胞从骨髓中的动员以及功能的研究能够帮助我们改

善各种血管性疾病的治疗。

　　ＮＥ在体内分泌的周期性变化是人体昼夜节律

调节最重要的机制［１４］。而最近的研究发现内皮祖

细胞在体内的分泌也呈严格的周期性，且分泌的高

峰与交感神经活动的高峰严格吻合［１５］。最近的研

究发现骨髓中的神经活动可能对骨髓中各种细胞功

能的调节发挥非常重要的作用。如多巴胺被发现能

够通过Ｄ２ 受体起到抑制ＥＰＣｓ动员的作用［１６］。既

往的研究还发现在体外培养的骨髓造血细胞中添加

ＮＥ能够增加其增殖率和细胞内 ＲＮＡ的合成［１７］。

而本 研 究 中 发 现 生 理 浓 度 的 ＮＥ（０．０２３～

７．３μｍｏｌ／Ｌ）能够刺激 ＥＰＣｓ的增殖和迁移能力。

因此我们推测骨髓中的交感神经末梢能够通过 ＮＥ
节律性地调节ＥＰＣｓ的动员。这可能也是创伤和缺

血性疾病时ＥＰＣｓ可迅速动员的机制之一。

　　关于ＮＥ刺激ＥＰＣｓ增殖和迁移的机制还需要

进一步的研究。内皮祖细胞内有多条活跃的信号传

递通道。丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）信号通路是

生物体内重要的信号转导系统之一，参与介导细胞

生长、发育、分裂和分化等多种生理及病理过程。在

真核细胞中，目前已确定有 ４ 条 ＭＡＰＫ 通路

（ＥＲＫ１／２，ＪＮＫ，ｐ３８和ＥＲＫ５），其中ＥＲＫ１／２最早

被发现，且最具特征性，主要与细胞的增殖、转化和

分化有关，并多用于此类研究［１８］。我们的前期研究

发现糖基化终产物能够显著激活 ＭＡＰＫ 信号通

路［１９］，且罗格列酮能够部分逆转这种改变［２０］。有研

究发现 ＮＥ 能够通过 α１ 肾上腺素能受体激活

ＥＲＫ１／２调节脐静脉内皮细胞的功能［２１］。而本研究

中发现ＮＥ能通过ＥＲＫ１／２信号分子调节内皮祖细

胞的功能。

　　ＮＥ可能通过多种机制激活内皮祖细胞内的

ＥＲＫ１／２信号分子，如通过Ｇ蛋白偶联受体增加细

胞的钙内流、激活ｃＡＭＰ，进一步激活 ＰＫＡ 或者

ＰＫＣ［２２］，或是通过 Ｇｓ激活ＥＲＫ１／２［２３］。被激活的

ＥＲＫ１／２可以进一步激活 ＮＦκＢ将信号传导至细

胞核内，影响细胞的增殖和蛋白合成。本研究发现

ＮＥ通过肾上腺素能受体α和β２ 激活ＥＲＫ１／２，进

而调节内皮祖细胞的功能。而肾上腺素能受体调节

ＥＲＫ１／２的具体机制以及ＥＲＫ１／２激活导致的进一

步的分子和细胞学效应还需要后续的研究才能明

确。

　　综上所述，本研究结果提示 ＮＥ能够通过肾上

腺素能受体α和β２激活ＥＲＫ１／２信号通路，进一步

调节内皮祖细胞的增殖和迁移能力。而这一结果为

肿瘤的血管新生研究以及ＥＰＣｓ在骨髓动员的研究

提供了很好的理论依据。
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