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冠心病患者外周血内皮祖细胞数量及生物学功能与肝细胞生长因子

的关系 

哈小琴*, 邓芝云, 董菊子, 赵  勇, 彭俊华, 李晓云, 王  鲲 
（兰州军区兰州总医院检验医学中心, 甘肃省干细胞与基因药物重点实验室, 兰州 730050） 

【摘  要】目的  观察冠心病患者外周血内皮祖细胞（EPCs）数量及生物学功能的变化，进一步探讨肝细胞生长因

子（HGF）对其影响，为临床应用HGF提供理论依据。方法  收集50例非冠心病患者（对照组）、50例冠心病患者（冠

心病组；每例分为HGF干预组和非HGF干预组）外周血，应用流式细胞仪和ELISA法分别检测各组CD133+/CD34+细

胞的数量和HGF水平；采用密度梯度离心法分离培养各组外周血中EPCs，通过MTT法、Transwell迁移试验、黏附能

力测定试验及PI-AnnexinⅤ双重染色法来分别检测EPCs的增殖、迁移、黏附能力和凋亡水平。结果   与对照组比较，

冠心病组外周血中CD133+/CD34+细胞数量减少[（2.15±0.69）% vs （5.26±1.16）%，P＜0.01]，血浆中HGF浓度

升高[（6.80±1.22） vs （2.62±0.83）µg/L，P＜0.01]，EPCs增殖、迁移、黏附等生物学功能减弱（P＜0.05）；HGF

干预组EPCs增殖、迁移、黏附等生物学功能显著改善（P＜0.05）。各组细胞凋亡水平差异无统计学意义（P＞0.05）。

结论   外周血中CD133+/CD34+细胞数量和血浆中HGF水平的变化可能成为冠心病患者新的危险评估因素。  
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Relationship of number and biological functions of endothelial progenitor cells in 
peripheral blood of coronary heart disease patients with hepatocyte growth factor 

HA Xiao-Qin*, DENG Zhi-Yun, DONG Ju-Zi, ZHAO Yong, PENG Jun-Hua, LI Xiao-Yun, WANG Kun 
(Center of Clinical Laboratory, Key Laboratory of Stem Cells and Gene Medicine of Gansu Province, Lanzhou General Hospital, 
Lanzhou Military Command, Lanzhou 730050, China) 

【Abstract】 Objective  To investigate the changes of the number and biological functions of endothelial progenitor cells (EPCs) in 

peripheral blood of patients with coronary heart disease (CHD) and determine the effect of hepatocyte growth factor (HGF) on the cell 

number and function, so as to provide theoretical basis for further clinical application of HGF. Methods  A random controlled trial was 

carried out on 50 CHD patients and 50 control subjects matched in age, sex, hypertension, diabetes and hyperlipidemia. The number of 

EPCs (CD133+/CD34+) and the level of HGF in peripheral blood of each group were measured respectively by flow cytometry and 

ELISA. The proliferation, migration, apoptosis and adhering ability of EPCs were detected by MTT assay, Transwell migration 

experiment, PI-AnnexinⅤ double staining and adhering experiment, respectively. Results  Compared with control group, the number 

of CD133+/CD34+ cells in peripheral blood of CHD patients was significantly lower[(2.15±0.69)% vs (5.26±1.16)%, P＜0.01]; the 

plasma level of HGF was higher [(6.80±1.22) vs (2.62±0.83)µg/L, P＜0.01]; and the ability of proliferating, migrating and adhering of 

EPCs was reduced(P＜0.05). HGF significantly improved the biological function of EPCs isolated from patients with CHD(P＜0.05), 

but had no effect on the apoptosis of EPCs(P＞0.05). Conclusion  The number of CD133+/CD34+cells in peripheral blood and plasma 

level of HGF might be used as new risk assessment factor for CHD patients. 
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内 皮 祖 细 胞 （ endothelial progenitor cells ，

EPCs）是一种能定向分化为成熟血管内皮细胞、

具有很高的增殖潜能的前体细胞，能迁移、归巢

至血管新生部位，并在归巢部位进一步增殖、分
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化为成熟的内皮细胞（endothelial cells，ECs），形

成新的血管 [1]；在受损内膜的再内皮化和维持内皮

组织自身平衡中也起关键作用 [2]。冠心病的本质为

血管病变，其与内皮损伤和内皮功能障碍关系密

切；EPCs可参与内皮修复，循环EPCs水平与内皮

功能密切相关，在冠心病的发生、发展中可能扮

演重要角色 [3]。肝细胞生长因子（hepatocyte growth 

factor，HGF）是一种具有多种功能的促血管生长

因子，是间充质和上皮 /内皮细胞间相互作用的重

要信息分子，对内皮系统的生物学功能起重要的

调节作用 [4]。本研究通过观察冠心病患者外周血中

EPCs在HGF干预前后各项生物学功能及凋亡的变

化，来探讨HGF对EPCs增殖、黏附、迁移能力及

凋亡的影响，为HGF在冠心病防治中的应用提供

试验基础。 

1  对象与方法 

1.1  对象 

研究对象均为兰州军区兰州总医院住院患者并

知情同意。冠心病诊断参照世界卫生组织1979年诊断

标准。选取50例冠心病患者（冠心病组）和50例非冠

心病患者（对照组）。两组在年龄、性别、高血压、

糖尿病及高血脂等临床资料方面条件齐同；排除有外

伤、溃疡、视网膜病、炎症、肿瘤、近期外科手术、

近3个月发生急性心肌梗死者。试验分组：非冠心病

患者为对照组，冠心病组患者依据是否应用HGF干预

分为HGF干预亚组和非HGF干预亚组。 

1.2  试剂 

M199培养基、Ficoll分离液（Gibco），胰蛋白酶

（Amresco），Transwell小室（Costar），明胶和胎牛血

清（杭州四季青）；小鼠抗人CD133单克隆抗体、小鼠

抗人VEGFR2单克隆抗体、小鼠抗人CD34单克隆抗体

（R&D）；免疫组化染色试剂盒及浓缩型DAB试剂盒

（北京中杉金桥），二甲基亚砜（DMSO）及噻唑蓝（二

苯基四氮唑溴盐，MTT；Sigma），小鼠抗人HGF单克

隆抗体、重组人HGF蛋白纯品（R&D）；PI-Annexin

Ⅴ凋亡检测试剂盒（TaKaRa）。 

1.3  全血CD133+/CD34+细胞数量检测 

将 各 组 200µl EDTA抗 凝 全 血 与 PE标 记 的 小

鼠 抗 人 CD133 单 克 隆 抗 体 及 FITC标 记 的 小 鼠 抗

人 CD34 单 克 隆 抗 体 避 光 4 ℃ 孵 育 30min 后 ， 用

FACSort流式细胞仪（Becton Dickinson，CellQuest

软件）分析检测标记细胞的数量。各样本以其同

型IgG作阴性对照。  

1.4  血浆HGF水平检测 

将各组分离血浆与包被液以1∶3包被酶联免疫

反应板，4℃过夜，20%BSA封闭，加入工作浓度的

鼠抗人HGF单克隆抗体（1mg/L），37℃作用1h，随

后用PBST（PBS＋0.05%吐温-20）洗涤，加入辣根

过氧化物酶标记（HRP）的羊抗小鼠IgG（1∶1500）

稀释，37℃作用1h，PBST洗涤，OPD显色，2mol/L

硫酸中止反应。同时用重组人HGF蛋白纯品做标准

曲线，于酶标仪上检测490nm吸光度（A490nm）值，

并依据标准曲线计算HGF水平。 

1.5  EPCs的分离培养 

分别采集每名非冠心病患者空腹外周血15ml和

冠心病患者空腹抗凝外周血15ml，采用密度梯度离

心法分离单个核细胞，将单个核细胞接种于M199培

养基（含20%胎牛血清，青霉素100kU/L，链霉素

100kU/L）中，37℃、5%CO2培养4d，PBS再洗掉非

贴壁细胞，换培养液继续培养至7d，PBS洗掉非贴

壁细胞，贴壁细胞可进行后续试验。HGF干预亚组

在试验时另加终浓度20µg/L的HGF蛋白纯品（剂量

依据预试验选定）。 

1.6  EPCs的鉴定 

培养7d后的细胞制备爬片，采用免疫细胞化

学法鉴定EPCs表面的特异性标志：CD133，CD34

和VEGFR2。即取出细胞爬片，PBS漂洗后10%甲

醛 固 定 细 胞 ， 滴 加 正 常 山 羊 血 清 工 作 液 室 温

20min ； 滴 加 一 抗 （ 小 鼠 抗 人 CD133 ， CD34 和

VEGFR2单克隆抗体），4℃过夜，PBS冲洗；滴加

生物素化二抗工作液和HRP标记链霉卵白素工作

液室温置30min后，DAB显色，苏木素复染，荧光

显微镜下观察。 

1.7  EPCs生物学功能的检测 

1.7.1  EPCs增殖能力检测   将各组贴壁细胞培养

7d后，用0.25%胰蛋白酶消化并计数，调整细胞悬液

为3×107/L，将100µl接种于包被有0.1%明胶的96孔培

养板中，同时设空白对照孔（仅加培养液），每组6个

复孔。继续培养72h后每孔加入MTT（5g/L）20µl，培

养4h后，吸弃上清液，再加入DMSO（150µl/孔），充

分振荡后，置酶标仪测A490nm值。 

1.7.2  EPCs黏 附 能 力 检 测   各 组 贴 壁 细 胞 培 养

7d后，用0.25%胰蛋白酶消化收集各组贴壁细胞，

悬浮在500µl完全培养液中吹打均匀，然后将同等

数目的EPCs接种在包被有明胶的96孔培养板里，

37℃、5%CO2培养30min后，洗去未贴壁细胞，计

数贴壁细胞。 
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1.7.3  EPCs迁移能力检测  各组贴壁细胞消化并计

数，将3×103个细胞置入Transwell小室的上室，含有

HGF的培养液注入下室，培养24h后，取出Transwell

小室，PBS液淋洗，用消毒棉签擦去微孔膜上层的未

移动细胞，用甲醇固定，Giemsa染色，随机选择5个

显微镜视野（×200），计数迁移到滤膜下面的细胞。 

1.7.4  EPCs凋亡水平检测  用不含血清的M199培养

细胞，置37℃、5%CO2培养箱中培养。分别于12和24h

观察3组细胞的存活状态。并根据凋亡检测试剂盒说明

书进行染色检测。于荧光显微镜下观察结果及摄片。 

1.8  统计学处理 

采用SPSS13.0软件进行统计学分析。实验数据

用均数±标准差表示，组间比较采用两独立样本比

较的t检验。P＜0.05为差异有统计学意义。 

2  结  果 

2.1  外周血中CD133+/CD34+细胞数 

流式细胞仪检测结果显示（图1，表1），与对

照组比较，冠心病组外周血CD133+/CD34+细胞数量

明显减少，差异具有统计学意义（P＜0.01）。 

2.2  外周血浆中HGF的表达水平 

ELISA结果显示（表1），与对照组比较，冠心

病组外周血浆中HGF的表达水平明显升高，差异具

有统计学意义（P＜0.01）。 

表1  冠心病组和对照组患者外周血中CD133+/CD34+细胞比例
及HGF含量 

Table 1  The level of CD133+/CD34+ cells and HGF concentration 
in peripheral blood of patients 

                                      (n＝50, x±s )   

Group CD133+/CD34+(%) HGF(µg/L) 

Control 5.26±1.16 2.62±0.83 

CHD 2.15±0.69** 6.80±1.22** 

CHD: coronary heart disease; HGF: hepatocyte growth factor. 
Compared with control group, **P＜0.01 

 

2.3  EPCs的鉴定 

分离培养的单个核细胞3d后开始贴壁生长，随着

培养时间的延长，大部分细胞由小圆形逐渐伸展变成

长梭形内皮样细胞，小部分细胞呈鹅卵石样内皮形

态。小部分细胞成圆形，部分细胞形成集落，中心是

圆形细胞，四周长梭形细胞呈放射样排列（图2A）。

分别用小鼠抗人CD133，CD34和VEGFR2单克隆抗体

检测第7天贴壁细胞表面抗原的表达，结果均呈阳性

反应（图2B，2C，2D）。即分离培养的贴壁细胞具

有EPCs特征。 

2.4  各组外周血EPCs生物学功能的检测 

冠心病组患者外周血EPCs的增殖、黏附和迁移

能力较对照组患者均明显下降（P＜0.05）；在冠心

病组中，HGF干预亚组较非HGF干预亚组EPCs的增

殖、黏附和迁移各项生物学指标明显增高（P＜0.05；

表2，图3）。 

 

 
图1  冠心病组和对照组患者外周血中CD133+/CD34+细胞流式细胞检测 

Figure1  Detection of CD133+/CD34+ cells in peripheral blood of patients by flow cytometry 
A: control group; B: CHD group 

 

 
图2  免疫细胞化学法对培养第7天EPCs进行表面抗原鉴定 

Figure 2  Identification of surface antigen in EPCs cultured at 7 days by immunocytochemistry (DAB staining×10) 
EPCs: endothelial progenitor cells; A: EPCs ; B: CD133 positive EPCs; C: CD34 positive EPCs; D: VEGFR2 positive EPCs 
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2.5  HGF对外周血EPCs凋亡的影响 

12和24h凋亡细胞的比例在冠心病组与对照组

间差异无统计学意义（P＞0.05），冠心病非HGF干

预亚组和冠心病HGF干预亚组间在12和24h的凋亡

细胞比例仍无明显差异（P＞0.05；表3，图4）。 

3  讨  论 

近年的研究表明，内皮损伤和功能障碍与冠心

病密切相关。内皮功能障碍的本质是内皮损伤和修

复之间动态平衡的破坏[5]。EPCs在血管新生和维持

内皮功能完整中具有重要作用。血管EPCs不仅参与

胚胎期的血管发育，也存在于成年机体的骨髓及外

周血，参与成人机体血管新生和内皮损伤后的修复，

新生血管中25%的内皮细胞是由EPCs分化而来[6,7]。

近年的研究表明，骨髓、外周血及脐血中的CD34+

细胞或VEGFR-2+细胞或CD133+细胞离体培养2周

后均能分化为内皮细胞，从而证实成年个体中也存 

表2  各组EPCs增殖、黏附和迁移能力的变化  
Table 2  Changes in proliferation，adhesion and migration capabilities 

                    of EPCs in 2 groups     (n＝50, x±s )   

Group 
Proliferation 

capability 
(A490nm) 

Number of 
adherent cells /HP 

(×200) 

Migration 
capability/HP 

(×200) 

Control 0.063±0.012 26.13±5.29 161.78±18.62 

CHD    

with HGF 0.056±0.013# 18.31±5.32# 143.63±17.53# 

without HGF 0.029±0.013* 10.37±4.83* 115.89±18.11* 

CHD: coronary heart disease; HGF: hepatocyte growth factor. 
Compared with control group, *P＜ 0.05; compared with CHD 

without HGF subgroup, #P＜0.05 
 

表3  HGF对外周血EPCs凋亡的影响 
Table 3  Effect of HGF on EPCs apoptosis in peripheral blood 
                                     (n＝50, x±s )   

Group 12h 24h 

Control 0.064±0.023 0.063±0.053 

CHD   

with HGF 0.057±0.028 0.051±0.028 

without HGF 0.043±0.018 0.041±0.019 

CHD: coronary heart disease; HGF: hepatocyte growth factor 

 

 
图3  各组EPCs迁移能力的变化 

Figure 3  Changes in migration capability of EPCs in 3 groups (Giemsa staining×20) 
EPCs: endothelial progenitor cells; A: control group; B: CHD without HGF subgroup; C: CHD with HGF subgroup. Compared with control group, the migration 

capability of EPCs in patients with CHD group was significantly decreased. HGF treatment can improve the migration capability of EPCs in CHD group 
 

 
图4  PI-AnnexinⅤ双重染色观察EPCs凋亡 

Figure 4  EPCs apoptosis by PI-AnnexinⅤ double staining (×10) 
EPCs: endothelial progenitor cells; A, B: EPCs apoptosis at 12 and 24h in control group; C,D: EPCs apoptosis at 12 and 24h in CHD with HGF; E,F: 

EPCs apoptosis at 12 and 24h in CHD without HGF
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在EPCs[8]；EPCs在血管新生和维持内皮功能完整中

具有重要作用。研究发现冠心病患者循环EPCs的数

量及其迁移活性明显受损，并与冠状动脉粥样硬化

程度呈正相关[9,10]。因此，如何促进EPCs迁移至病

变血管段黏附，并促进其增殖与生长，是解决这一

问题的有效途径。 

本研究用流式细胞技术检测冠心病患者外周血

中的CD133+/CD34+细胞及体外培养EPCs，发现冠心

病患者外周血中CD133+/CD34+细胞数目减少，与此

同时冠心病患者外周血分离的EPCs生物学功能均

显著下降，进一步证实上述发现。 

血管EPCs表达CD133、CD34、Tie22、vW因子

等多种分子，同时也表达HGF的受体c-Met[11]。HGF

是一种具有多种功能的促血管生长因子，通过与其特

异性膜受体c-Met结合而在发育、组织器官再生、伤

口愈合和血管发生中发挥重要的调节作用[12,13]。HGF

与其受体结合，引起一系列信号分子的激活，最终可

导致内皮细胞的生长和迁移。本研究检测发现，冠心

病患者血浆中HGF表达水平是上升的，HGF能够明显

改善体外培养的冠心病患者EPCs的各项生物学功

能；并且发现HGF对于EPCs增殖能力的改善明显强

于对黏附及迁移能力的改善，提示HGF对EPCs功能

影响主要在于提高其量而非质。同时表明冠心病患者

血浆中的HGF是代偿性增加的。从细胞凋亡的角度出

发，HGF对冠心病患者EPCs无保护作用。 
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