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雌激素干预的 EPCs移植对糖尿病缺血性脑卒中大鼠的治疗作用

董雅芬，王　建，陈　业，李姝姝，刘河龙，邱　彦 （上海市浦东新区人民医院 上海 201200）

［摘要］　目的　 探讨雌激素干预的 EPCs 移植对糖尿病缺血性脑卒中的治疗作用。方法　 制备大鼠糖尿病缺血性脑

卒中模型，24 h 后通过尾静脉移植经 PKH26 标记的糖尿病 EPCs 和雌激素干预的糖尿病 EPCs。移植 3 d 后测定各组大鼠脑

缺血体积、大鼠行为学变化、缺血部位血管新生及 EPCs 的归巢情况。结果　 与糖尿病脑缺血大鼠相比，雌激素干预的糖尿

病 EPCs 移植能降低脑缺血体积、改善行为学评分和缺血部位的血管新生及促进 EPCs 归巢到损伤部位 (P<0.05)。结论　 雌
激素干预的糖尿病 EPCs 移植，通过促进 EPCs 归巢和血管新生对糖尿病缺血性脑卒中有较好的治疗作用。
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Therapeutic  effects  of  estrogen-intervened  EPCs  transplantation  on  diabetic
ischemic stroke rats
DONG  Yafen,  WANG  Jian,  CHEN  Ye,  LI  Shushu,  LIU  Helong,  QIU  Yan（ Shanghai  Pudong  New  Area  People ’s  Hospital,
Shanghai 201200, China）

［Abstract］　 Objective　 To  explore  the  therapeutic  effects  of  estrogen-intervened  endothelial  progenitor  cells(  EPCs)
transplantation  on  diabetic  ischemic  stroke  rats. Methods　PKH26-labeled  diabetic  EPCs and estrogen-intervened diabetic  EPCs
were injected into rats via the tail  vein 24 h after cerebral ischemia. Cerebral ischemic volume, behavioral changes,  ischemic site
vascularization  and  homing  of  EPCs  were  measured  3  d  after  EPCs  injection. Results　Compared  with  diabetic  ischemic  rats,
estrogen-intervened  EPCs  transplantation  had  reduced  infarct  volumes,  improved  behavioral  scores  and  ischemic  site
revascularization and promoted homing of EPCs to sites of injury(P<0.05). Conclusion　Estrogen-intervened EPCs transplantation
had  a  better  therapeutic  effect  on  diabetic  ischemic  stroke  by  promoting  EPCs  homing  to  injury  site  and  EPCs-medicated
neovascularization .
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糖尿病脑血管并发症是其致死致残的常见原

因。鉴于内皮祖细胞 (EPCs) 在血管形成中的重要

作用，近年来在心脑血管方面的研究越来越受到重

视。多项研究证实 EPCs 移植治疗对脑缺血性疾病

有改善作用[1-2]。然而糖尿病可影响 EPCs 功能[3]，

单纯 EPCs 移植治疗的效果并不理想。前期研究证

实雌激素体外孵育可改善糖尿病大鼠的 EPCs 的功

能。因此，本研究通过分离培养糖尿病大鼠 EPCs，
经雌激素孵育后对糖尿病缺血性脑卒中大鼠进行

移植治疗并评价治疗的效果，为临床治疗糖尿病脑

血管并发症提供新的思路。
 

1    材料
 

1.1    实验动物

雄性 Wistar 大鼠，体重 (180±10)g（上海斯莱克

实验动物有限公司）。动物房保持室温在 22 ℃ 左

右，相对湿度 70% 左右。所有实验动物均符合实

验动物伦理学要求。 

1.2    药物与主要试剂

雌激素  (Abcam 公司 )；链脲佐菌素 (Sigma
aldrich 公司 )；  EGM-2 培养基 (LON-ZA 公司 )；
2,3,5-氯化三苯基四氮唑 (TTC, Sigma Aldrich)；水
合氯醛、甲醛溶液 (国药集团化学试剂有限公司)。 

2    方法
 

2.1    动物模型的制备[4]

Wistar 雄性大鼠，10～12 周，适应性地喂养

1 周后，连续 7 d 空腹腹腔注射新鲜配制的链脲佐

菌素（streptozotocin, STZ）55 mg/（kg·d），对照组大
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鼠腹腔注射等体积枸橼酸钠缓冲液。7 d 后测空腹

血糖 (禁食 12 h)，将血糖值为 (13.5～25) mmol/L
的大鼠作为糖尿病大鼠进行实验。 

2.2    大鼠骨髓来源 EPCs 的分离培养和鉴定[5]

分离收集大鼠骨髓，采用密度梯度离心法获取

骨髓单核细胞。将单核细胞重悬于培养基 EGM-
2 并调整细胞浓度至 1×106 个/ml 并接种于预先包

被好纤维连接蛋白的细胞培养皿，置于细胞培养

箱 37 ℃ 和 5%CO2 条件下培养。培养 3 d 后洗去

未贴壁细胞，继续培养至 7 d。PBS 洗去未贴壁细

胞，贴壁细胞供实验用。 

2.3    PKH-26 标记 EPCs
将消化下来的细胞悬液置于无菌离心管中，加

入 M199 培养基离心后弃掉上清液。加入 1 ml 稀
释液 C 重悬细胞。PKH26 染料用稀释液 C 稀释。

将细胞悬液加入到 PKH26 稀释液中，立即用吸管

混匀样本，在 25 ℃ 孵育 2～5 min，并定时轻轻的

颠倒离心管保证充分混匀。加入等量血清孵育

1 min 终止染色反应。细胞清洗 3 次后用 PBS 重

悬备用。 

2.4    糖尿病大鼠脑缺血模型建立[6]

1.5% 异氟烷在氮气/氧气（70/30）吸入式麻醉

后，大鼠手术期间置于保温垫上维持体温在（37±
0.5） ℃，在体视显微镜下分离出左侧颈总、颈内和

颈外动脉，结扎颈外及颈总动脉，从一侧颈总动脉

插入线栓经颈内动脉至大脑中动脉并阻断其血流，

手术期间应用激光散斑仪实时监测小鼠大脑皮层

血流量的变化情况。 

2.5    EPCs 的体外药物干预[7]

实验分 3 组：①对照组和②糖尿病组：M199 培养

基；③雌激素组：含雌激素 10 nmol/L 的M199 培养基。

在 37 ℃、5% CO2 培养箱中孵育 24 h 后进行实验。 

2.6    EPCs 移植及分组[8]

实验动物分 4 组：①正常雄性 Wistar 大鼠脑缺

血组（CI）；②糖尿病大鼠脑缺血组（DM+CI）；③接

受糖尿病大鼠 EPCs 移植治疗的糖尿病大鼠组

（DM+CI+EPCs）；④接受经雌激素体外干预糖尿病

EPCs 移植治疗的糖尿病大鼠（ DM+CI+EPCs+
estrogen）。所有大鼠行脑缺血术后 24 h，③和④组

大鼠经尾静脉注入相应的经 PKH26 标记的 EPCs
悬液（1×106 个细胞，悬于 PBS 中），①和②组经尾

静脉注入等体积 PBS。术后 3 d 进行实验。 

2.7    TTC 染色[9]

移植后 3 d，大鼠麻醉处死取脑，将各组大鼠脑

组织切为厚约 3 mm 的切片并浸入 1% TTC 中，37 ℃

染色 30 min。正常脑组织 TTC 染色为鲜红色，而

缺血区脑组织为白色，拍照并计算脑缺血体积。 

2.8    免疫荧光[10]

移植后 3 d，取各组大鼠脑组织做冰冻切片，

160 倍荧光显微镜下观察并获取图像，计数 PKH26
标记的细胞数并统计分析。同时进行 VEGFR2 免

疫组化，每张切片取 5 个不同视野在 160 倍荧光显

微镜下观察计数新生小管数。 

3    结果
 

3.1    雌激素干预糖尿病 EPCs 移植降低大鼠脑缺

血体积

与 CI 组比较，DM+CI 组脑梗死体积明显增加

(P<0.01)；经 EPCs 移植治疗后糖尿病大鼠的脑缺

血体积明显减小且经雌激素体外干预后的 EPCs 移

植能进一步减少脑缺血梗死体积，说明雌激素干预

可能加强了 EPCs 对脑卒中大鼠脑部缺血损伤的治

疗作用 (P<0.05, P<0.01,与 DM+CI 组比较; P<0.05,
与 CI 组比较)，见图 1。 

3.2    雌激素干预糖尿病 EPCs 移植改善大鼠行为

学评分

水迷宫实验结果显示， DM+CI 组大鼠游泳路

程和总时间相较于 CI 组明显增加 (P<0.05)，平均

速度和潜伏时间则无明显变化（P>0.05）；与 DM+
CI 组比较，DM+CI+EPCs 组以及 DM+CI+EPCs+
estrogen 组游泳总时间明显缩短 (P<0.05)，平均速

度均明显提高 (P<0.05)，游泳总路程则无明显变化

（P>0.05）；但只有 DM+CI+EPCs+ estrogen 组潜伏

期明显降低 (P<0.01)，见图 2 和表 1。 

3.3    雌激素干预糖尿病 EPCs 移植改善缺血区血

管新生功能

免疫荧光结果显示，与 CI 组比较，DM+CI 组
大鼠脑梗死区域新生血管数量明显降低 (P<0.01)；
而 DM+CI+EPCs 组以及 DM+CI+EPCs+  estrogen
组大鼠脑梗死区域新生血管数量明显增加 (P<
0.01)，且 DM+CI+EPCs+ estrogen 新生血管数量高

于 CI 组（P<0.05），见图 3。 

3.4    脑梗死区域 EPCs 细胞归巢

EPCs 移植后第 3 天，取大鼠脑组织，切片后观

察 EPCs 归巢情况。与 CI 组比较，DM+CI 组大鼠

脑组织缺血区域 EPCs 数量明显降低；而 EPCs 移

植组大鼠脑组织梗死区域 EPCs 数量均明显增加，

其中经过雌激素干预的 EPCs 移植组显示出梗死区

域有更多数量的 EPCs（图 4）。 

 药学实践与服务　2023 年 1 月 25 日　第 41 卷　第 1 期  
 Journal of Pharmaceutical Practice and Service，Vol. 41，No. 1，January 25，2023 41   



4    讨论

糖尿病是脑卒中的独立风险因素，且糖尿病脑

缺血具有高致死及致残率的特点。但受到目前治

疗条件的限制，急需新的治疗手段。内皮祖细胞

(EPCs) 为一种来源于骨髓并能分化为内皮细胞的

前体细胞。在适当条件下（如缺血、缺氧）能从骨髓

动员、迁移并归巢到受损部位，分化为内皮细胞，参

与受损血管内皮的再内皮化及受损部位的血管新

生[11]。研究表明，通过外源性的补充内皮祖细胞，

外源的内皮祖细胞可以归巢于损伤部位，促进受损

部位的血管新生及组织的修复[12]。Wang[13] 等通过

制造小鼠颈动脉球囊损伤模型并采用 EPCs 移植治

疗，结果显示 EPCs 移植后附着在受伤的动脉内膜

上能促进受伤部位的再内皮化和抑制新内膜增

生。Huang[14] 等的研究显示，EPCs 移植通过增加

循环中的 EPCs 数量和脑微血管密度可以恢复全脑

放疗对血脑屏障和脑部毛细血管造成的损害。

Garbuzova-Davis[8] 等将人骨髓内皮祖细胞（hBMEPCs）
系统移植至 G93A 小鼠，改善肌受损的萎缩性脊髓

炎的血脊髓屏障的同时明显改善疾病结局。此外，

EPCs 移植治疗可有效改善心肌梗死、冠心病、糖

尿病肾病及脑缺血等缺血性疾病[2, 15-17]。因此，鉴

于 EPCs 移植在心脑血管疾病中的良好治疗作用，

EPC 移植有可能成为治疗糖尿病脑血管并发症的

x̄表 1    不同处理组大鼠Morris迷宫实验指标对比 ( +s) 
组别(n=8) 总时间(s) 总路程(mm) 平均速度(mm/s) 潜伏期(s)

CI 30.71±18.28 6 721.56±4 838.88 198.36±78.74 26.34±21.20

DM+CI 35.15±15.29* 7 855.55±4 262.89* 197.49±59.9 27.93±20.36

DM+CI+EPCs 29.49±13.46# 7 459.41±4 829.74 236.85±56.49# 25.14±16.04

DM+CI+EPCs+estrogen 28.80±13.75## 8 477.04±5 226.29 269.68±94.16## 22.41±14.16##

*P<0.05，与CI组比较；#P<0.01,##P<0.01，与DM+CI组比较。
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图 1    雌激素干预糖尿病 EPCs移植降低大鼠脑缺血体积

A.各组大鼠脑切片 TTC 染色；B.各组大鼠脑缺血体积组间比较。

*P<0.05，**P<0.01,与 CI 组比较；#P<0.05， ##P<0.01,与 DM+CI 组比较。
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图 2    各组大鼠水迷宫游泳轨迹图
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重要措施。然而高龄及疾病可导致自身内皮祖细

胞数量减少及功能降低[3]，单纯 EPCs 移植治疗的

效果将大打折扣。若通过药物改善糖尿病 EPCs 功

能，将使 EPCs 移植治疗达到事半功倍的效果。

雌激素在激发女性第二性征的出现及维持中

发挥不可替代的作用，并参与机体脂肪、水盐及肌

肉蛋白质的合成与代谢。雌激素对心脑血管具有

保护作用，可能与其增强 EPCs 的功能相关 [18-19]。

本课题组前期研究结果显示雌激素体外孵育能改

善糖尿病大鼠的 EPCs 的功能。Ying 等研究表明

雌激素通过改善糖尿病小鼠的 EPCs 功能进而促进

其伤口处血管新生和伤口愈合[20]。但雌激素干预

后的 EPCs 移植治疗糖尿病脑卒中的研究较少。

本研究采用 EPCs 对糖尿病脑卒中大鼠进行移

植治疗，并采用 TTC 染色法对各组大鼠的脑组织

染色以比较不同 EPCs 移植后大鼠脑梗死体积的变
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图 3    雌激素干预糖尿病 EPCs移植改善缺血区血管新生功能

A.缺血部位的 VEGFR2 免疫荧光染色；B.新生血管计数分析。每个样本随机选取 5 个视野计算新生血管数量，并计算平均值。

*P<0.05，**P<0.01，与 CI 组比较；##P＜0.01，与 DM+CI 组比较。
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图 4    PKH26染色观察脑缺血区域 EPCs细胞归巢

注：DAPI：细胞 DNA 染料。
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化。结果显示，糖尿病大鼠脑缺血梗死体积较正常

大鼠相比明显增加，EPCs 移植能明显减小脑梗死

体积。与单独移植 EPCs 相比，雌激素干预的 EPCs
移植能进一步降低大鼠的脑梗死体积。同时水迷

宫实验结果显示，雌激素干预 EPCs 移植明显提高

脑卒中大鼠平均游泳速度、游泳总时间和明显缩短

潜伏期，说明雌激素干预的 EPCs 移植对糖尿病脑

卒中大鼠的脑缺血损伤有治疗作用。

研究表明 EPCs 通过促进缺血部位的血管新生

在改善缺血性疾病预后中发挥重要作用[21-23]。为

探讨 EPCs 移植治疗降低脑缺血体积是否与促进缺

血部位血管新生相关，本实验采用免疫荧光法观察

脑缺血部位的血管新生情况。结果发现与对照组

大鼠相比，糖尿病组大鼠脑梗死区域新生血管数量

明显降低，而 EPCs 移植组以及雌激素干预的 EPCs
移植组大鼠脑梗死区域新生血管数量明显增加，且

雌激素干预的 EPCs 移植组新生血管数量最多并高

于对照组，说明雌激素干预的 EPCs 移植通过促进

缺血部位血管新生改善糖尿病脑卒中大鼠的脑缺

血损伤。

研究发现移植的 EPCs 可以归巢于损伤部位促

进血管新生[24-25]。为了解移植的 EPCs 是否归巢于

脑缺血部位，我们利用荧光染料 PKH26 标记 EPCs
并将标记的 EPCs 移植入脑卒中大鼠体内，快速冰

冻切片后置于荧光显微镜下观察。结果显示，糖尿

病组大鼠脑组织缺血区域 EPCs 归巢数量较少；而

EPCs 移植组大鼠脑组织梗死区域 EPCs 归巢数量

明显增加，且经雌激素干预的 EPCs 移植组显示出

梗死区域有最多数量的 EPCs 归巢，说明雌激素能

促进 EPCs 的归巢。

综上所述，雌激素体外孵育的糖尿病 EPCs 移

植对糖尿病大鼠缺血性脑卒中有治疗作用，作用机

制可能与雌激素促进 EPCs 归巢于缺血部位并促进

缺血部位血管新生相关。该研究结果为糖尿病缺

血性脑卒中提供了潜在的治疗手段。
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的加入，进一步优化口感。本实验考察了多种崩解

剂，确定交联羧甲基纤维素钠（CCMC-Na）崩解效

果最好。通过正交设计法，以硬度、体外崩解时

间、外观形态为评价指标，考察了填充剂、崩解剂、

润滑剂的用量，筛选出最佳处方。并建立了盐酸苯

海拉明和咖啡因 HPLC 含量分析方法，能准确地测

定盐酸苯海拉明和咖啡因的含量。
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