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Abstract 

BACKGROUND: Animal studies have indicated ultrasound-combined contrast agents can significantly enhance the homing of 

bone marrow stem cells transplantation to treat myocardial infarction and improve heart function. But its mechanism is still 

unkown.  

OBJECTIVE: To observe the effect of ultrasound-combined contrast agents on the nitric oxide (NO) production and pathway by 

endothelial progenitor cells (EPCs) ex vivo.  

METHODS: Bone marrow EPCs of Chinese minipigs were extracted, separated and cultured in vitro. The EPCs were divided to 

three groups: control group, ultrasound group and ultrasound-combined contrast agents group. After intervention, the NO 

concentration in the supernatant of EPCs and nitrogen synthase (NOS) relative activity were measured by nitrate reduction and 

spectroscopy, respectively.  

RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the control group, NO concentration in the supernatant of EPCs and NOS 

relative activity of EPCs were enhanced in the ultrasound-combined contrast agents group (P < 0.05), but no changed in 

ultrasound group (P > 0.05). Ultrasound-combined contrast agents increased the NO production in the solution containing 

L-arginine and hydrogene peroxide,, but single ultrasound had no effect. Results suggested that ultrasound-combined contrast 

agents can increase NO generation by enhancing the NOS activity and non-enzymatic NO synthesis of EPCs. These may be one 

of the mechanisms of the ultrasound-combined contrast agents enhancing the effect of stem cells transplanted to treat myocardial 

infarction. 

 

Wang XZ, Fan GF, Tong JY, Li P, Yang F. Effect of ultrasound-combined contrast agents on the produce of nitric oxide from 

endothelial progenitor cells.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(40): 7554-7557.     

[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

背景：已有动物实验证实超声联合对比剂能够显著增强骨髓干细胞心肌内归巢治疗心肌梗死，改善心功能。 

目的：体外观察超声联合对比剂对内皮祖细胞一氧化氮生成及产生途径的影响。 

方法：体外提取、分离和培养猪骨髓内皮祖细胞，随机分为对照组、超声组、超声对比剂组，干预后分别收集内皮祖细胞和

上清液。采用硝酸还原法检测上清液一氧化氮水平，分光光度计检测内皮祖细胞一氧化氮合酶的相对活力。 

结果与结论：超声对比剂组内皮祖细胞上清液一氧化氮表达、内皮祖细胞诱导型一氧化氮合酶和结构型一氧化氮合酶活力均

较对照组显著增加(P < 0.05)；超声组一氧化氮水平无明显改变，各型一氧化氮合酶活力较对照组有下降趋势，但差异无显

著性意义(P > 0.05)；超声联合对比剂作用下，L-精氨酸和双氧水可反应生成一氧化氮，较对照组明显增加，而单纯超声无

此促进作用。提示超声联合对比剂作用显著增强内皮祖细胞各亚型一氧化氮合酶活性，并可能同时促进内皮祖细胞一氧化氮

非酶合成途径，是其增效骨髓干细胞治疗心肌梗死的机制之一。 

关键词：超声；超声对比剂；内皮祖细胞；一氧化氮；一氧化氮合酶 
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0  引言 

 

近年来，实验和临床研究提示干细胞移植

治疗心肌梗死能够改善心功能，但治疗效果仍

不肯定，甚至相互矛盾。课题组动物实验结果

表明，超声联合对比剂能够显著增加猪骨髓干

细胞归巢至局部梗死心肌的能力，远期心功能

得到明显改善
[1-2]
，并且对移植干细胞增殖、

凋亡和细胞周期无不良影响
[3]
。然而，超声对

比剂增强移植干细胞靶向心肌归巢、改善心功

能的具体机制仍不明确。实验体外观察超声联

合对比剂对内皮祖细胞生成一氧化氮的量及

一氧化氮生成途径的影响，以了解其增效干细

胞治疗的机制，从而更好的指导实验和临床研

究。 

 

1  材料和方法 

 

设计：体外观察实验。 

时间与地点：实验于2009-03/2011-03在

东南大学心血管研究所完成。 

材料：雄性猪(中国小型猪)由东南大学实验

动物中心提供。
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实验方法： 

细胞分离、培养和鉴定：于雄性猪胫骨近端抽

取骨髓约20 mL，加入Ficoll-Paque分离液，采

用密度梯度离心法分离单个核细胞，以3×10
5
 L

-1

的浓度，接种于铺有纤维连接蛋白的培养瓶中，

培养液用EGM-2。培养至7 d左右行Dil-acLDL

和FITC-UEA-Ⅰ双染色，计数双阳性细胞为内

皮祖细胞。 

内皮祖细胞的分组和干预：培养细胞分为3组：

对照组、超声组和超声对比剂组。实验前将培

养的内皮祖细胞用胰酶消化，制成单细胞悬液，

摇匀后以100 µL(约5×10
8
 L

-1
细胞)加入96孔培

养板。对照组不做干预，超声组以频率1 MHz，

输出功率1 W/cm
2
，持续辐照90 s；超声对比剂

组加入5 µL微泡(约2×10
11

 L
-1

)，以同样超声条

件作用90 s。96孔培养板固定在保持37 ℃双蒸

水水槽表面，超声探头垂直置于培养板下方约 

8 cm处，为避免超声波对邻近孔细胞的影响，

隔孔接种细胞，每组8孔。干预后分别收集细胞

和上清液。 

内皮祖细胞生成一氧化氮和NOS活性的测定：应

用一氧化氮试剂盒通过硝酸还原酶法检测内皮

祖细胞上清液一氧化氮水平；应用NOS分型测

定试剂盒测定内皮祖细胞细胞内结构型

NOS(cNOS)和诱导型NOS(iNOS)的表达。 

超声联合对比剂作用下一氧化氮非酶促生成：L-

精氨酸和双氧水浓度按10∶1比例加入96孔培

养板，调整溶剂pH值在7.40左右，实验分组和

干预条件与细胞实验相同，同样用硝酸还原法

检测各组一氧化氮浓度。 

主要观察指标：硝酸还原法检测上清液一

氧化氮水平，分光光度计检测内皮祖细胞NOS

的相对活力。 

统计学分析：由第一作者采用SPSS 14.0

软件完成统计处理，实验数据以x
_

±s表示，组间

比较采用单因素方差分析(One Way ANOVE)，

组间两两比较采用Student Newman Keuls 

(S-N-K)检验，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  内皮祖细胞的鉴定结果  培养第7天，贴

壁细胞形态以梭形为主，可见圆形及不规则形

细胞。荧光显微镜下，细胞摄取DiI-acLDL后呈

红色，FITC-UEA-Ⅰ染色后呈绿色，双染色细

胞的内皮祖细胞占90%以上，见图1。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

2.2  超声联合对比剂对内皮祖细胞生成一氧

化氮的影响  见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

硝酸还原酶法检测内皮祖细胞干预后的上

试剂及仪器 来源 

淋巴细胞分离液 Ficoll-Paque  

培养液 EGM-2  

纤维连接蛋白(Fn) 

DiI标记乙酰化低密度脂蛋白 

(DiI-acLDL)  

FITC标记荆豆凝集素Ⅰ 

(FITC-UEA-Ⅰ)  

硝酸还原酶法测定一氧化氮试 

剂盒，一氧化氮合酶(nitrogen 

synthase，NOS)分型测定试 

剂盒 

含氟碳气体脂质体微泡  

 

荧光正立显微镜  

CZT-3超声同步治疗仪 

3722N型可见分光光度计  

天津灏洋生物公司 

Cambrex 

Chemicon 

Molecular Probe 

 

Sigma 

 

南京建成生物工程研究所 

 

 

 

东南大学仪器与材料 

国家重点实验室 

Nicon 

沈阳新乐康复医疗仪器厂 

上海精密科学仪器有限 

公司 

Figure 1  Morphology and identification of endothelial 
progenitor cells cultured for 7 d (×400) 

图 1  培养第 7天内皮祖细胞的形态及鉴定(×400) 

a: Inverted microscope

c: FITC-UEA-Ⅰ staining 

b: Fluorescence 

microscope 

表 1  各组内皮祖细胞上清液一氧化氮水平 
Table 1  Concentration of nitric oxide (NO) in the 

supernatant of endothelial progenitor cells  
       (x

_

±s, µmol/L)

a

P < 0.05, vs. ultrasound-combined contrast agents group 

Group  NO 

Ultrasound 70.43±9.52
a

 

Control  72.85±9.08
a

 

Ultrasound-combined contrast agents 88.70±8.78 



 

王秀珠，等. 超声联合对比剂对内皮祖细胞一氧化氮生成的影响 

P.O. Box 1200, Shenyang   110004   cn.zglckf.com 7556 

www.CRTER.org 

清液，结果表明：与对照组和超声组相比，超声对比剂

组一氧化氮表达显著增加(P < 0.05)；超声组与对照组

相比，差异无显著性意义(P > 0.05)。 

2.3  超声联合对比剂对内皮祖细胞各型NOS活力的影

响  见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

由表2可知，超声组各型NOS活力较对照组均有所

下降，但差异无显著性意义(P > 0.05)；而超声对比剂

组 i-NOS和c-NOS活力较对照组有显著性增加 (P < 

0.05)，又以i-NOS增加更明显。 

2.4  超声联合对比剂对一氧化氮非酶促生成的影响  

见表3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

结果显示，超声对比剂组一氧化氮表达较对照组和

超声组显著增加(P < 0.05)，而对照组与超声组相比，

差异无显著性意义(P > 0.05)，提示非酶途径可能参与

超声对比剂促内皮祖细胞生成一氧化氮。 

 

3  讨论 

 

已有实验报道，一氧化氮能够在没有NOS催化作用

下产生，包括体内饮食或唾液中亚硝酸盐与胃酸反应，

体外L-精氨酸(10~20 mmol/L)和H2O2(10~50 mmol/L)

反应均能生成一氧化氮
[4-5]
。细胞内正常含有L-精氨酸，

超声介导微泡作用下细胞内能够生成H2O2
[6]
，同时已有

实验报道体外冲击波能够在较低H2O2浓度下使一氧化

氮生成更快更多
[7]
。据此，推测超声联合对比剂可能通

过非酶促途径进一步增加内皮祖细胞生成一氧化氮。实

验中H2O2采用mmol水平，因有文献提示双氧水在炎症

反应时一过性升高至此水平
[8]
，同时体外实验表明L-精

氨酸和双氧水浓度比为10∶1时，一氧化氮产生量达最

大值。故实验中两者按此比例加入96孔培养板，调整溶

剂pH值在7.40左右，实验分组和干预条件与细胞实验相

同，同样用硝酸还原法检测各组一氧化氮浓度。 

目前认为，移植干细胞治疗心肌梗死的关键，是移

植细胞到达心肌缺血区并存活，进一步分化为心肌细胞

或发挥旁分泌治疗作用。一氧化氮是体内活性气体分

子，有广泛生理病理作用，包括调节血管舒张功能，抗

血小板聚集，增加血管通透性，促进血管新生，调节其

他促血管生长因子功能。体内一氧化氮由NOS催化L-

精氨酸与氧分子经多步氧化还原反应生成。不同类型细

胞中，存在不同类型的NOS，通过不同的信号转导机制

产生一氧化氮。现已知NOS有3种类型，广义的将其分

为两种，即构成型一氧化氮合酶(cNOS)和细胞因子诱导

型(iNOS)。cNOS包括主要分布在内皮组织的eNOS和

神经系统的nNOS，合成基础一氧化氮，调节生理功能。

iNOS在静息细胞内不表达，当细胞受到细胞因子或炎

症刺激时，催化合成非生理浓度的大量一氧化氮。 

实验结果证实，超声介导微泡作用下内皮祖细胞生

成一氧化氮明显增加，内皮祖细胞各亚型NOS活性均有

所增强，又以iNOS增加更明显。而且，本实验在体外

证实，超声联合其对比剂能够显著增强一氧化氮非酶生

成，可能是其增加内皮祖细胞生成一氧化氮的机制之

一，但仍需细胞实验进一步证实。 

可以推测，体内血管局部一氧化氮浓度增加，从而

引起血管扩张，血流速度减慢，有利于内皮祖细胞边集。

近期实验表明，一氧化氮能够降解内皮层钙粘蛋白复合

物，激活金属蛋白酶9(MMP-9)降解细胞外基质，使血

管通透性增加，促进内皮祖细胞游出血管，在心肌组织

间迁移
[9]
。此外，动物实验表明，心肌局部一氧化氮生

成增加，能够增强大鼠心肌梗死区血管新生，改善心肌

纤维化和心功能，提高生存率
[10-11]
。 

eNOS在内皮祖细胞迁移、分化形成微血管中也起

重要作用。Sasaki等
[12]
应用eNOS增强子AVE9488体外

预处理内皮祖细胞，eNOS mRNA表达增加，相应酶活

性增强，结果使干细胞迁移能力明显提高；体内实验进

一步表明上述预处理移植内皮祖细胞能够明显增加缺

血后肢新生血管密度和血流灌注，改善后肢运动功能。

而且NOS活性对心肌缺血和再灌注损伤也有保护作用，

其机制可能与移植内皮祖细胞的eNOS、iNOS活性和分

泌VEGF有关，其中eNOS对一过性缺血，iNOS对慢性

持续缺血有抗炎症作用
[13]
。 

综上所述，超声(1 MHz，1 W/cm
2
，90 s)联合对比

剂作用能够增强内皮祖细胞的NOS活性，影响一氧化氮

非酶促生成，增加一氧化氮生成，可能对内皮祖细胞黏

附、迁移、存活、增殖和分化各个环节的影响，从而发

挥增效干细胞治疗心肌梗死的作用。目前该作用的具体

机制尚不明确，仍需相关实验进一步深入研究。 

表 2  各组内皮祖细胞各型一氧化氮合酶的活性比较       
Table 2  Comparison of nitric oxide synthase (NOS) activity in  

endothelial progenitor cells            (x
_

±s, µkat/L)

a

P < 0.05, vs. ultrasound-combined contrast agents group 

Group  T-NOS i-NOS c-NOS 

Ultrasound 130.19±13.67
a

87.52±8.34
a

 42.68±5.00
a

Control 138.86±17.50
a

91.69±7.83
a

 47.01±4.00
a

Ultrasound-combined 

contrast agents 

260.05±21.00 180.20±15.84 79.68±6.00 

表 3  各组非酶途径内皮祖细胞一氧化氮的表达            
Table 3  Expression of non-enzymatic nitric oxide (NO) 

synthesis of endothelial progenitor cells  (x
_

±s, µmol/L)

a

P < 0.05, vs. ultrasound-combined contrast agents group 

Group  NO 

Ultrasound 8.70±0.92
a

 

Control  8.70±1.56
a

 

Ultrasound-combined contrast agents 13.04±1.28 
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本文创新性：实验通过体外观察超声联合对比剂对内皮

组细胞一氧化氮生成及产生途径的影响，发观超声联合对比

剂作用显著增强内皮祖细胞各亚型一氧化氮合酶活性，并可

能同时促进内皮祖细胞一氧化氮非酶合成途径，是其增效骨

髓干细胞治疗心肌梗死的机制之一。 
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