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人外周血单个核细胞向内皮祖细胞及内皮细胞分化的实验研究
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［摘要］目的 探讨体外分离、培养成人外周血单个核细胞，并将其定向诱导分化为内皮祖细胞及成熟血管

内皮细胞的方法．方法 密度梯度离心法提取人外周血单个核细胞，用含有生长因子的内皮培养基将其体外培

养、定向诱导分化为内皮祖细胞及成熟血管内皮细胞；分别用流式细胞技术及 RT-PCR通过对内皮祖细胞及内皮

细胞表面特异性抗原的检测进行细胞鉴定．结果 分离获得的单个核细胞培养 7 d后形成梭状的内皮样细胞，部

分细胞积聚成团形成克隆集落，流式细胞仪鉴定该细胞表达内皮祖细胞特异性抗原 CD34、CD133及 VEGFR．继

续培养 4周后细胞形成典型铺路石样改变，RT-PCR检测有成熟血管内皮细胞特异性基因 vWF、eNOS表达．结

论 可成功分离人外周血单个核细胞，并可将其定向诱导分化为内皮祖细胞及成熟内皮细胞．
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［Abstract］ Objective To investigate the methods of isolation and culture of human peripheral blood
mononuclear cells（PBMC） for differentiating into endothelial progenitor cells（EPCs） and endothelial cell

（ECs）．Method Peripheral blood mononuclear cells were isolated by density-gradient centrifugation and

incubated in endothelial medium in the presence of vascular endothelial growth factor．Peripheral blood mononuclear

cells were differentiated into endothelial progenitor cells and endothelial cell．Flow cytometry and PT-PCR were used

to identify the endothelial progenitor cells and endothelial cell．Results After 7 days，most of the cultured cells

displayed a fibroblast-like morphology adhering to the culture plate. They expressed CD34， CD133 and VEGFR．

After 4 weeks，most of the cultured cells expressed vWF and eNOS．Conclusion The endothelial progenitor cells

and endothelial cell were successfully cultured from peripheral blood mononuclear cells

［Key words］ Endothelial progenitor cells；Endothelial cells；Cell culture

［基金项目］云南省科技计划基金资助项目（2011FB150）

［作者简介］李珊姗（1986～），女，云南西双版纳州人，在读硕士研究生，主要从事干细胞与血管疾病治疗研究工

作．

［通讯作者］杨镛．E-mail：yncvs@yahoo.com.cn

近年来外周血干细胞移植已成为治疗慢性下肢

缺血性疾病的一种新方法[1-3]．笔者通过体外分离

培养人外周血单个核细胞，并将其定向诱导分化为

内皮祖细胞及成熟血管内皮细胞，为内皮祖细胞促
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血管形成机制及外周血干细胞治疗慢性下肢缺血性

疾病的临床研究提供更多理论依据．

1 材料与方法

1.1 浓缩的外周血单个核细胞标本

血栓闭塞性脉管炎患者，51岁，重组人粒细

胞集落刺激因子 （G-CSF），皮下注射，1 次 /d，

连用 4 d后血细胞分离仪采集浓缩外周血单个核细

胞用于进行外周血干细胞移植．经患者同意，无菌

条件下取该浓缩的外周血单个核细胞 5 mL．

1.2 主要试剂

EGM-2-MV 基础培养液 （购自 Lonza 公司）；

EGM-2-MV SingQuate （购自 Lonza公司）；淋巴细

胞分离液（购自 Solarbio公司）；人纤维连接蛋白

（购自 R&D公司）；胰蛋白酶（购自 Gibco公司），

小鼠抗人 CD34单克隆抗体、小鼠抗人 CD133单克
隆抗体、小鼠抗人 VEGFR 单克隆抗体 （购自

Beckman Coulter 公司）；vWF/eNOS 引物（上海生

工公司合成）；Trizol 细胞裂解液 （Invitrogen 公
司）；TaqDNA 聚合酶 （购自 Invitrogen 公司）；

MMLV逆转录试剂盒（Invitrogen公司）．

1.3 外周血单个核细胞的分离、定向诱导分化为

内皮祖细胞及成熟血管内皮细胞

无菌条件下取浓缩外周血单个核细胞采集液新

鲜标本 5 mL，采用 Ficoll密度梯度离心法分离人外

周血单个核细胞，将得到的单个核细胞重悬于含有

EGM-2-MV SingQuate（ 主 要 包 括 5% FBS、

HYDROCORTISONE、hFGF-B、VEGF、 R3－IGF－

1、 ASCORBIC ACID、 hEGF、 GA-1000） 的

EGM-2-MV 培养基中，调整细胞密度为 （2～3）

×106个 /mL，并将其接种在预先包被有人纤维连

接蛋白的培养瓶中培养．每日于倒置相差显微镜下

观察细胞的生长形态，每隔 3～4 d换一次液．
1.4 内皮祖细胞及成熟血管内皮细胞的鉴定

流式细胞仪鉴定培养 7 d后的内皮祖细胞分化

抗原：CD34-PE、CD133-FITC、VEGFR-FITC，抗
体加样，上机检测，激发光波长 488 nm，标记

PE、FITC荧光素的检测波长分别为 576 nm， 520

nm．以不加任何抗体作为荧光表达阴性对照．利

用 CELLQuest功能软件进行参数的获取及数据分

析，记录各样本阳性细胞表达率．

细胞继续培养 4周后，荧光定量 PCR反应体

系定性定量检测血管内皮细胞 vWF、eNOS基因的

表达水平．引物合成：内参 GAPDH正义（GCAT-

GGCCTT CCGTGTCCCC 20，反义：GGCTGGTGG-

TCC AGGGGTCT 20）、eNOS（正义：TTTGCAGC -

TGCCCTGATGGAGATGT 25，反义：AGCAAAGG-

CGCAGAAGTGGGG 21）、vWF（正义：CCCTGCA-
CCTGACTGCAGCC 20，反义：CCGGGACCACGT-

TCCATGGC 20） ．通过 RNA 的提取、逆转合成

cDNA及荧光定量 PCR反应体系进行血管内皮细

胞 vWF、eNOS基因表达检测，PCR结束后采用溶

解曲线确定产物特异性．

2 结果

2.1 细胞形态学观察

外周血分离得到的单个核细胞培养 1 d部分贴
壁，主要为小圆并且透亮的细胞（见图 1）；培养

4 d后细胞贴壁完全，并出现部分梭形细胞，部分

视野可见集落形成，集落中心为圆形细胞，周围

为放射性生长的梭形细胞（见图 2）；培养 7 d后

培养瓶内主要为梭形内皮祖细胞，逐渐变大并相

互连接形成血管腔样结构（见图 3）；培养第 4周

后细胞呈鹅卵石样内皮细胞形态（见图 4）．

2.2 内皮祖细胞的鉴定

经体外诱导培养后 7 d 表达 CD34、CD133、

VEGFR的细胞分别为（68.9±2.34）%、（81.7±

1.50）%、（97.1±2.01） %，见图 5．

2.3 成熟血管内皮细胞特异性基因 eNOS、vWF

的表达情况

经培养 4周后的贴壁细胞胰酶消化后 RT-PCR
定性定量检测成熟血管内皮细胞特异性基因 NOS、

vWF表达情况的扩增曲线图、溶解曲线图及电泳

图 （见图 6～8）．NOS 和 vWF 的 Ct 值分别为

20.6979±2.64、26.9673±3.32，相对基因表达量

NOS/GAPDH：2.89×10-3，vWF/GAPDH:3.75×10-5.

3 讨论

血管系统的形成主要包括血管发生（Vasculo-

genesis） 与血管形成 （Angiogenesis） 两种方式．

血管发生是指内皮祖细胞 （endothelial progenitor

cells， EPCs）或成血管细胞在原位形成血管，即

定位于胚胎卵黄囊胚外中胚层的血岛外周部的细

胞分化为成熟内皮细胞并组织成血管的过程，这
一过程主要存在于胚胎时期．血管形成是指在已

有的血管基础上，内皮细胞以出芽的方式扩增、

迁移并相互连接形成血管内膜腔，进而塑形成为

新的血管．伤口愈合及梗死时心肌周边毛细血管

增生都属于此类．这一过程曾被认为是出生后血



图 1 培养 1 d小而圆的外周血单个核细胞（×200）
Fig. 1 PBMCs clutured for 1 day， small and round

cells were found（×200）
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图 2 培养 4 d洗去未贴壁细胞，可见部分视野形成集落，
中心细胞呈圆形，周边为向四周放射生长的梭形细胞
（×200）

Fig. 2 PBMCs cultured for 4 days, the suspensive cells
were removed and the adherent cells clone
formed, some fusiform cells appeared sur-
rounding the cell clone（×200）

图 3 培养 7 d大部分细胞呈梭形的内皮祖细胞（×200）
Fig. 3 PBMCs cultured for 7 days, most cells

differentiated to fusiform endothelial
progenitor cells（×200）

图 4 培养 4周后形成鹅卵石样形态的内皮细胞（×200）

Fig. 4 PBMCs cultured for 4 weeks, cobble-stone

liked endothelial cells formed（×200）

图 5 经体外诱导培养 7 d 后的外周血单个核细胞表达内皮祖细胞特异性表面抗原 CD34、CD133、KDR 的细胞分别为

69.9%、82.9%、98.8%

Fig .5 PBMCs cultured for 7 days, the endothelial progenitor cells surface specific antigens CD34+, CD133+ and

KDR+ cells accounted for 69.9%, 82.9% and 98.8%, respectively



管生长的唯一机制．但自 Asahar等证明出生后在

外周血中也存在内皮祖细胞，并可能分化为血管，

越来越多的证据证明血管发生也可发生在成人体

内，例如从骨髓迁出的外周血内皮祖细胞可对受

损血管进行修复等．
EPCs[4]是血管内皮细胞的前体细胞，在生理或

病理因素刺激下，可从骨髓动员到外周血，进一

步增殖分化并参与损伤血管的修复的幼稚内皮细

胞．外周血内皮祖细胞取材方便，在血管再生和

血管疾病的细胞治疗和基因治疗中具有广阔的应

用前景[5，6]．目前将 CD34、CD133和 VEGFR2等作

图 6 NOS和 vWF的扩增曲线

Fig. 6 The amplification curves of NOS and vWF

图 7 NOS和 vWF的溶解曲线

Fig. 7 The dissolved curves of NOS and vWF

图 8 NOS和 vWF的电泳图

Fig. 8 The electrophotogram of NOS and vWF

为内皮祖细胞主要的细胞表面标志[7]．本实验鉴于

流式细胞仪具有快速、简便、高效、高灵敏度的

优点，选择对培养 7 d的细胞进行 CD34+、CD133+

和 VEGFR+ 3种标志物的联合检测以完成内皮祖细

胞的鉴定．

血管内皮细胞 （vascular endothelial cells，

VEC）是衬在血管内壁作为半透膜，维持血管内避

光滑及通透性，并能分泌多种物质参与血管舒缩、

血栓调节及炎症等生理病理活动的细胞．研究表

明内皮祖细胞经诱导分化后，CD133表达逐渐减

弱，而其他标志物仍为阳性，并开始表达成熟血

管内皮细胞表面特有的分子标志如 CD31、CD144、

一氧化氮合酶（eNOS）和血管性假血友病因子 vo

Willebrand因子（vWF）等[8]．本实验通过 RT-PCR
实验技术对培养 4周的细胞进行成熟内皮细胞特

有 eNOS、vWF因子的基因检测以完成外周血内皮

祖细胞源性内皮细胞的鉴定．

近年来，下肢动脉缺血性疾病的发病率日益

增高，虽然治疗方法较多，但疗效却不是令人很

满意．近 50 a来，内皮祖细胞的发现为治疗下肢

动脉缺血性疾病带来新的思路，但仍有许多问题

有待解决，比如干细胞的多向分化潜能在远期是

否会引起肿瘤的发生；如何分离出较纯的 EPC，

提高 EPC的数量以提高治疗效果；通过何种移植

途径才能达到较好的疗效；如何制定统一的疗效

评价标准等．解决外周血内皮祖细胞是如何分化

为成熟血管内皮细胞，成熟的内皮细胞又是如何

保持其活性并快速增殖等问题是确保内皮修复、

血管新生及提高临床治疗疗效的前提．本实验成

功建立了外周血单个核细胞向内皮祖细胞及成熟

血管内皮细胞的定向诱导模型，期待能为临床外
周血干细胞移植治疗慢性下肢缺血性疾病提供更

多的理论依据．
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