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内皮祖细胞及其在组织工程中的应用

张相华 窦忠英

(西北农林科技大学， 陕两省干细胞工程技术研究中心，杨凌 712100)

摘要 目前，组织工程化血管的构建和工程化组织器官的血管化因内皮种子细胞的扩增

能力不足和生物活性不强而受到限制。内皮祖细胞(EPC)是内皮细胞的前体细胞。出生后， EPC 主

要存在于骨髓，可向外用血液缓慢释放，参与机体缺血组织的血管重建和损伤血管的重新内皮化。

现对 EPC 的来源、分布、表型特征、动员、分化、归巢、分离、培养与鉴定等生物学特性和 EPC

在组织工程中的应用进行了全面的综述，并指出目前存在的问题和研究方向。
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血管内皮是循环血液和周围组织的动态边界，

光滑完整的血管内皮层不仅是血流通畅的基本保

证，而且能产生多种重要的调节因子，如前列腺素

和 NO 等。实验证明，当内皮细胞(EC)功能障碍

时，不仅会导致血管壁的抗血栓性能丢失而且会引

发动脉粥样硬化。因此， EC 的再生就显得特别重

要。近几年研究发现，成体骨髓中存在着 EC 的前

体细胞亚群，其特点与胚胎成血管细胞相似，具有

很强的增殖能力，可不断地向外周血液动员，并逐

渐分化为成熟EC，因此称之为内皮祖细胞(endothelial 

progenitor/precursor cell , EPC) 0 EPC 可参与和调

节缺氧区的血管新生和损伤血管的重新内皮化，从

而改善缺血器官的功能[1.2] 0 因此， EPC 不仅可用于

心血管疾病和组织缺血性疾病的细胞治疗，而且有

望在组织工程研究中代替内皮种子细胞。

1 EPC 的发现、来源与分布
早在上世纪 70 年代人们就发现，动物主动脉

移植物表面有 EC 附着，心脏移植后冠状动脉内膜

i二也奇一部分受体来源的 EC[3] 0 Rafii 等[4]发现从病

人体内取出的左心主辅助装置内表面上附着有

CD34+ 内皮样细胞，首次证明成人体内存在循环

EPC 0 Asahara 等[5] 首次从人外周血中分离出 EPC ，

并证实 EPC 能分化为 EC，在成体血管新生中起着

重要作用。

在胚胎形成初期，卵黄囊胚外中胚层的一些间

充质细胞逐渐聚集成条索状或团块状，形成血岛。

血岛中央的细胞分化成造血干细胞，血岛外周的细

胞则分化为 EPC[6]o 因此，血岛内的造血干细胞与

EPC 的发育关系十分密切。最近研究证实，二者来

源于同一前体细胞，即血液·血管母细胞(heman­

gioblast)，出生后它们定居于骨髓组织中 [71 0 Asahara 

等[8]建立了转基因小鼠骨髓移植模型，并通过该模

型发现， EPC 大量存在于正常骨髓、外周血和脾脏

中，肺、肝、肠、皮肤、后肢肌肉以及卵巢和

子宫中也有。此外，在肿瘤外周的血管壁和问质

中、在皮肤创口和缺血后肢的血管新生中心也都检

测到 EPC 。

2 EPC 的表型特征
EPC 的形态与内皮细胞相似。从骨髓、脐血、

胎儿肝脏和外周血中获得的 CD34+ 细胞，经体外贴

壁培养，形成镰刀状、纺锤形或鹅卵石样的单层细

胞[91 0 Maeda 等[101用共聚焦激光显微镜和扫描电镜

观察了血管移植物表面 CD34+ 和血管内皮生长因子

受体 -2 阳性(VEGFR-2+) EPC，发现它们以阿米巴运

动方式从球形最终变成扁平形细胞。然而，仅依据

形态特征连不能鉴别出 EPCo

业己证明 CD34、 VEGFR-2 和 CD133 是 EPC 的

3 个主要表面标志[口川l川比1，川，

又存在于造血细胞。 VEGFR-2乙，即鼠的 Flkι-1 或人

的 KDR，存在于 EPC 和 EC 0 CD133，最初称之为

AC133，一种分子量为 120 kDa 的糖基化多肤，含

有 5 个跨膜结构域，包括膜外的N端及胞浆内的 C
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残端，是 EPC 和造血干细胞的一种早期标志[12J 0 至

今还未发现能同时将EPC与造血细胞和成熟EC完全

区分开的特异性表面标志。一般来说，骨髓中的

EPC 具有早期祖细胞和 EC 的泪合表型，它们表达

CD133 、 CD34 和 VEGFR-2，不表达 VE- 钙站着蛋

白(VE- cadherin)和vWF (von Willebrand factor)lI3J; 进

入外周血液的 EPC 己经丢失了 CD133，但 CD34 和

VEGFR-2 仍为阳性，开始表达 vWF; 成熟 EC 高

水平表达 VEGFR-2 、 vWF 和 VE- 钙茹着蛋白。 EPC

最先表达的内皮性标志是 VEGFR-2，其次是血小板

内皮细胞勃附分子(PECAM)和 Tie-2，再次是VE- 钙

藉着蛋白和 Tie-l 。

此外， Harraz 等[14J观察结果与 CD34+EPC 的观

点相反，他们发现 CDI4+ 细胞群中的 CD34 亚群也

有转分化为 EC 和成血管的潜能。 Schmeisser 等[15J

进→步证明， CDI4+ 、 CD34- 细胞在体外血管生成环

境下也可表达内皮系细胞标志并且形成条索状结构。

3 EPC 的动员、分化和归巢
3.1 EPC 的动员

出生后人和动物的 EPC 主要存在于骨髓，且处

于不同的分化阶段。在正常生理状态下，外用血液

中 EPC 的数量很少，大约是每毫升 500-1000 个，

且绝大多数细胞处于周期中的 GJG 1 期[16J 。在某种

病理状态下(如血栓等造成组织缺血、血管壁损伤或

心血管子术后[17J等)或受某种生长因子(如 G-CSpl町、

PDGF[19J、促红细胞生成素、血管生成素 -1 、基

质趋化因子 -1 等)、药物(如他汀类[20， 2IJ )、激素(如

雌激素[22，23J)等剌激时，骨髓中的 EPC 可被动员、进

入外周血液。其动员机制目前尚不完全清楚。 f且已

经知道基质金属蛋白酶 -9 的激活是动员启动的第一

步，因为它能促进膜结合Kit 配基向可溶性Kit配基

转化和随后 cKit 阳性干/祖细胞(包括血液-血管母细

胞)向骨髓微环境血管区的迁移[24J 。冠状动脉血栓

病、肢体缺血、血管壁损伤等均可引起内源性

VEGF 水平升高[18 ， 25J ， VEGF 作用于 EPC 表面的

VEGFR-l 和 VEGFR响2，诱导 EPC 增殖和调节黠附

分子表达Im，从而剌激 EPC 从骨髓释放。最近 Fons

等[27J研究证明 VEGF喃A先诱导骨髓CD133+细胞表达

醋氨酸激酶受体，随后激活 VEGFR-2/ neuropilin-l 

依赖性信号通路，通过该信号通路促进骨髓

CD133+ 细胞增值和分化。叶枫等[28J研究表明，细

胞内信号转导与转录活化因子(STAT)可通过VEGfR-2

·综述.

特异性介导参与 VEGF在 CD34+造血下/祖细胞内的

信号转导。

有些病理因素可影响 EPC 的动员。如矿J脉粥样

硬化、冠心病、缺血性心血管疾病等均可使病人血

液中 EPC 的数量减少、迁移活动降低[29 ， 30]; 11 型糖

尿病人的 EPC 增殖和站附能力降低，体外形成毛细

管的能力也降低[3Il; 高血压可促进血液中的 EPC 衰

老，从而减少血液中 EPC 的数量[321 。

3.2 EPC 的分化

目前对 EPC 在体内的分化过程还不十分清楚。

但现在己经知道，这一分化过程从骨髓中的 EPC 向

外周血液迁移时就开始，进入外周血液的 EPC 逐渐

丢失 CD133 、同时或随后表达 vWF、最后出现其

他内皮细胞特征。归巢后，也就是进入缺血组织血

管生成区或者黠附并插入周围成熟血管内皮细胞单

层后，这一过程才可能完成。可以肯定， EPC 的

分化与黠附分子、细胞之间的相互作用及其周围微

环境有密切关系。研究发现，用西伐他汀处理后

EPC 表面的茹附分子 α5ßI 和 αvß5 表达上调[刀]、 EPC

向 EC 分化的能力增强。 Badorff等[34]将来源于外周

血的 EPC 与鼠，心肌细胞共培养，发现 EPC 能转化为

有功能的心肌细胞。这就证明 EPC 在不同微环境下

可进行横向分化，同时也提示 EPC 对缺血心肌的修

复作用可能是通过参与血管生成和心肌生成 2 条途

径实现的。

有些蛋白质因子和药物可抑制 EPC 的分化。

Verma 等[35J研究表明，用 C 反应蛋白处理 EPC，可

抑制内皮型一氧化氨合酶(eNOS) mRNA 的表达，

从而抑制 EPC 的分化。 ButzaI等[36J研究证明，富帕霉

素(rapamycin)可剂量依赖性抑制 EPC 的增值和分化。

3.3 EPC 的归巢

目前己经证明， EPC 可归巢到血管内皮损伤部

位或缺血组织参与血管生成和修复[37 ， 38J 。但对引起

EPC 归巢的信号了解得很少，只知道 VEGF、基质

趋化因子 -1 (SDF- l)、 CXCR-4 (CXC chemokine re­

ceptor type 4)等参与了 EPC 归巢。 Murayama 等[39]

将含有VEGF 的 Matrigel填充物移植到缺血部位，引

起 EPC 向移植部位聚集并参与血管新生。最近，

Ceradini 等问研究发现，组织缺血时，缺氧诱导囚

子 -1 (hypoxia-inducible factor-l)直接调节内皮细胞

表达 SDF斗， SDF-l 与其受体 CXCR4 结合后调节循

环 EPC 增殖、集结和归巢。 Hiasa 等[41J将质粒 DNA

编码的 SDF-lα 基因转染到鼠缺血肢体内，观察到
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转染鼠的外周血中 EPC 增多，缺血部位毛细血管密

度增大，血液灌流量有所恢复，说明 SDF-lα 在

EPC 归巢中发挥着重要作用。进一步研究发现 SDF­

lα 基因转染不但没有影响缺血诱导的 VEGF表达而

且还提高了效应物激酶(Akt)和 eNOS 的活性，并且

如果抑制 VEGF或 eNOS 就可抑制 SDF-lα对 EPC 归

巢的诱导效果，说明 SDF-lα 是通过 VEGF/eNOS 相

关通路而发挥作用的。剔除 CXCR-4 基因的鼠不能

进行血管新生IC1，说明 CXCR-4 在 EPC 归巢和血管

重建中同样有重要作用。

4 EPC 的分离、培养与鉴定
4.1 EPC 的分离

目前己经从骨髓、外周血、胎肝和脐血中分

离到 EPC。经典的分离 EPC 的方法有两种，即包

被抗 CD34、 VEGFR-2 或 CD133 抗体的免疫磁珠分

选法和贴壁培养法。免疫磁珠法分离的 EPC 纯度

高， {g分离费用大，分离率低。贴壁培养法操作

简单，费用低，分离率高，但分离的 EPC 不纯。

原因是 EPC 缺乏特异性表面标志，不论用哪一种抗

体的免疫磁珠筛选，都不可能将样品中所有的 EPC

选出。而贴壁培养法则不同，它是将骨髓单个核细

胞用含内皮细胞生长因子的低血清培养液、在有特

殊铺层(如纤维连接蛋白)的培养皿中进行培养。这

种培养体系，除了能够促进 EPC 生长外，还能诱

导本来可转化为 EPC 的其他下/祖细胞向 EPC 转化，

并且抑制其他系细胞生长。因此，培养皿中 EPC 的

比率越来越高，其他细胞的比率不断F降。目前，

两种分禹方法都在使用。如 Gehling 等[43]用 CD133

抗体磁珠从经过 G-CSF动员的病人外周血中分离出
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EPCo Salven 等问用 CD34 抗体磁珠从骨髓、胎儿

肝脏及外周血中分离出分化潜能很高的 EPC。朱丽

华等[45]用密度梯度离心法分禹犬骨髓单个核细胞，

用 EBM-2 培养液 +Single Quots 组合添加剂(含有

VEGF等适合EC生长的相关组分)在用 I 型胶原包被

的培养皿上进行高密度(105 个 /cm2)、低血清(2%)培

养， 12 天后用流式细胞仪检测，内皮表型细胞占

到 66% 以上。我们用密度梯度离心法分离 111羊骨髓←

单个核细胞，用 M199+ 生长园子 +5% 血请在铺纤

维茹连蛋白的培养皿中高密度培养，分离到了以圆

形和半圆形为主、呈典型的铺路石样生长、在半固

体培养基中能形成毛细血管样结构的山羊 EPCo

4.2 EPC 的培养

将分离的 EPC 用添加特殊生长因子(如 VEGF、

bFGF、牛脑提取液和表皮生长因子等)的 M199 、

EBM-2 或 DMEM 培养液在特殊铺层(如纤维连接蛋

白)上进行培养。我们将山芋骨髓来源的 EPC 在体

外培养一周后开始丢失 CD133，并逐渐向内皮细胞

分化，在 2-3 周内随着内皮细胞的出现形成典型的

铺路石样单层(图 1) 。进-一步培养时， EPC 可形成

团块样或条梭状结构(图 2)。培养 5-6 代时，梭形

细胞增多，有些细胞首尾相接、形成环状结构(图

3)。在基质凝胶中培养时， EPC 能形成毛细血管样

结构。 EPC 属迟发性增殖型祖细胞，在培养 30-60

天才进入指数增长期[46] 。有人将 1-2 周龄绵羊的

EPC 培养 20代后从中分离出具有稳定内皮表型的细

胞[25] 。最近， Hristov 等问]将 EPC 与来自于成熟内

皮细胞的调亡小体共培养 24 h，发现 EPC 的数量增

加、分化加快，说明生物体内可能存在一种损伤­

修复的自我调节机制。

图 1 EPC 呈铺路石样生长(200x) 图 2 EPC 形成团块样结构(100对 图 3 EPC 形成环状结构(40x)
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4.3 EPC 的鉴定

EPC 是 EC 的前体细胞，这是一个动态概念，

包括血液-血管母细胞和成熟 EC之间的不同分化层

次的所有细胞。因此， EPC 没有特异的表型特征，

不好进行鉴定。目前主要根据其来源、表型变化以

及分化和功能特征进行定性[48]，可归纳为以下 5 条:

①来源特征: EPC 来源于骨髓、血液、脾

脏等组织。

②形态特征: EPC 大小不一，以圆形、半

月形和梭形为主，体外培养时呈典型的铺路石样生

长，在半罔体培养基中能形成毛细血管样结构。

③表面分子标志检测:骨髓来源的 EPC ，初

期时 CD133 、 CD34 、 VEGFR-2 均为阳性，随着

培养时间的延长逐渐丢失 CD133、开始表达 vWF、

PECAM、 Tie-2 ， VE- 钙藉着蛋白和 Tie-l 等内皮细

胞标志。

④增殖特征: EPC 是迟发性增殖细胞，培养

4-6 周才进入指数增殖期，可传代 20-30 次。

⑤功能特征: EPC 具有血管新生和内皮损伤

修复功能，可建立组织缺血或血管内皮损伤裸鼠模

型，进行验证。

5 EPC 在组织工程中的应用
众所周知，血管化问题是组织工程研究领域的

关键。尤其在血管组织工程研究中，目前所用的内

皮种子细胞大多是来自于成体血管的成熟内皮细

胞，至少存在两个缺点，一是取血管会给机体造成

创伤，二是成熟 EC 体外扩增能力有限，不足以覆

盖组织工程血管内壁。而且成熟 EC 茹附能力不

强，易受血流切应力影响而脱落，导致植入的组织

工程血管、尤其是小径血管(直径小于 5mm)形成血

栓而堵塞。因此，寻求新的内皮种子细胞来源己成

为血管组织工程研究的重中之重。 EPC 的发现给解

决这些关键问题带来了新的希望。目前己有许多将

EPC 用于组织工程研究的例子。 Kaushal 等[49]从绵羊

外周血中分离出 EPC，经体外扩增后种植于猪血管

脱细胞基质支架上，然后移植到绵羊颈动脉。结果

种植 EPC 的血管移植物在移植后 130 天时仍保持通

畅，并且表现出与天然颈动脉相似的收缩活性和

NO 介导的舒张活性，而未种植 EPC 的血管移植物

在移植后 15 天内就发生检塞。我们将山羊骨髓来源

的 EPC接种在绵羊颈动脉脱细胞基质内表面，进行体

外培养，结果细胞生长良好(未发表资料) 0 Hoerstrup 

综述.

等[50]将 EPC 接种于管状动脉支架，在体外进行培

养，发现培养后复合体中细胞、细胞外基质及其生

理机制与活体组织非常相似。 Walles 等[51]将分离培

养的自体 EPC、肋软骨细胞、平滑肌细胞和呼吸道

上皮细胞种植在 10-15 cm 长、带血管基质的猪Íi~

肠脱细胞支架上，成功地构建出组织工程气管，其

中 EPC 使支架中的血管基质重新内皮化。 Schmidt

等问从人脐血中分离出 EPC，在加生长因子的 EBM

中进行扩增和分化，然后种植在可进行生物降解的

三维血管支架上，结果 EPC 在聚合物支架中生长很

好，并与支架建立了良好的接触。 Wu 等[531将来源

于人脐血的 CD34+ 、 CDI33+EPC 经体外扩增后单独

种植于 PGA-PLLA 支架上，没有观察到微血管形

成，但与人的平滑肌细胞一起种植在 PGA-PLLA 支

架上时，整个支架内部有毛细血管样结构形成，表

明 EPC 能够在组织工程化器官中形成微血管网。最

近， Schultheiss 等[54]用存有血管基质的猪小肠脱细

胞基质支架、膀肮平滑肌细胞、 UC (urothelial cell) 

和 EPC 构建组织工程化膀脱，体外培养 3 周后发现

工程化膀肮内的大血管甚至毛细血管内部铺上了表

达 EC 特有蛋白质的单层细胞。为了评估血管灌流

情况，他们进行了短期的自体移植，结果种植 EPC

组血液灌流充分、在观察的 3 h 内未见血栓形成，

而未种植 EPC 的对照组血液停滞并在移植后 30 min 

内发现血栓。

6 小结和展望

显然，目前对 EPC 的研究仅处于初级阶段。只

知道EPC 参与了损伤血管内皮的重建和缺血组织的

血管新生，还不清楚 EPC 的自我更新过程。对 EPC

的动员、分化和归巢的调节因子及其调节途径了解

甚少。分离、培养和鉴定 EPC 的方法还没有程序

化和标准化。因此，要想使 EPC 真正成为组织工

程研究的种子细胞，还需要进行大量的细胞生物学

实验和动物实验。再者，构建具有生物活性和功能

的工程化组织或器官需要多种种子细胞和工程化支

架，因此，有必要研究 EPC 与其他种子细胞之间

的相互作用以及 EPC 与支架材料之间的相互作用。

总之， EPC 的生物学特性和功能决定了它将会替代血

管 EC，在组织工程研究领域发挥不可估量的作用。
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Endothelial Progenitor Cel1s and Their Application in Tissue Engineering 

Yi-Hua Zhang, Zhong-Ying Dou* 
(The Research Centre of Stem Cell Engineering 切 Shaanxi Province, 

Northwest Sci-Tech Universiη of Agriculture and Forestry, Yangling 712100, China) 

Abstract Vascular tissue engineering and neovascularization of engineering tissue grafts have come under 

limitation from poor proliferating ability and activity of endothelial cells. Endothelial progenitor cell (EPC) is a kind of 

directional cell that is able to differentiate into mature endothelial cell. Postnata11y, EPCs 缸e mainly in bone marrow, 

which can be released to peripheral blood and contribute to repair of injured vascular endothelium and 

neovascularization of ischemic tissue. In this paper, the biological specialities of EPC, such as its origin, distributing, 

characterization, mobilization, differentiation, homing, isolation, culture and identification, and it' s application in 

tissue engineering is reviewed, as well as existed problems and research direction at present in this field are pointed 

out. 
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