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不同培养基对鸡血管内皮祖细胞增殖能力的影晌
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摘要 采用密度梯度离心法分离鸡血管内皮祖细胞，通过 Dil-acLDL 和 FITC-UAEI 双阳性

鉴定血管内皮祖细胞。 在三种不同的培养基即培养基A、 培养基B、培养基C 中进行体外扩增培养，

经生长曲线、扩增能力和克隆形成数量三方面坪价这三种培养基结果表明培养基A在体外最适

合鸡血管内皮祖细胞的体外扩增。 细胞生长曲线呈现明显的 "S" 形，细胞群体倍增时间约为 23.4 h, 

体外扩增可至 9 代，细胞克隆形成总数为 38。该研究为血管内皮祖细胞体外增值与临床应用奠定

了实验依据。
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血管内皮祖细胞(vascular endothelial progenitor 

cells, VEPCs)是血管内皮的前体细胞， 1997年， As油ara

等人使用免疫磁珠的方法从外周血分离到CD34+阳性

细胞并证实其具有分化为成熟内皮细胞和体内成血管

的能力 [1] 。 随后，在骨髓、脂肪、脐血及胎肝中相

继证实了 内皮祖细胞的存在[川]。 内皮祖细胞的发现

尘不仅为研究血管再生机制提供了重要线索， 也为缺血

性疾病的治疗和抑制癌症的转移提供了新的方法[8] 。

但是，血管内皮祖细胞对体外培养的要求非常苛刻，体

外培养时极易分化为成熟的内皮细胞，本研究选用几

种不同培养基，以鸡血管内皮祖细胞为研究对象，摸

索适直鸡血管内皮祖细胞体外扩增的培养条件。

日龄北京鸡，取其股骨，剔掉股骨上的肌肉及其他组

织，无菌条件下使用基础培养基冲出骨髓， 收集至离

心管中，以 800 r/min 离心 10 min 。 收集离心后的细

胞， 重新悬浮细胞，按照 1 : 1 的比例加到密度为1.

077 的 percoll 分离液上方，注意避免与分离液混和。

以 2000 r/min 离心 30 rnin，吸取单个核细胞层，用 5

倍体积的培养液洗两次，依次以 2000r/min 和 1500

r/rnin 在室温下离心 8 rnin， 去除混杂的 percoll 分离液

和血小板。将细胞重悬于培养液中，再接种到铺有

0.1% 明胶的培养板中 EPCs 培养基培养，每隔 3d 换

一次新鲜培养基。 相差显微镜下观察细胞形态。取

贴壁传代后的 Pl 代细胞，根据 VasaM 的方法["， 通

过检测血管内皮祖细胞对Dil-acLDL和FITC-UAEI的

吞噬能力以鉴定鸡内皮祖细胞。用培养的 Pl 代细胞

爬片，在含lO mgIL的 DiI-acLDL (Invitrogen)的培养

液中孵育 24 h，然后用 4% 的多聚甲醒固定， PBS 漂

洗后再与 10 mg/L的 FITC-UAEI (Sigma)作用 1 h， 标

本在激光共聚焦显微镜下观察红色和绿色双荧光叠

加后的黄色细胞为阳性细胞 。

1 材料与方法

1.1 材料

培养基 DMEM/F12 、 DMEM 和 M199 均为

Gmco公司产品 ; bFGF、 VEGF和 IGF-l 为 PeproTech

公司产品 。 培养基 A: DMEMlFI2+10% 血清 +10 ngl 

m1 bFGF+ lO ng/m1 VEGE +10 ng/ml IGF-l+100 U/ml 

青霉素 +100 g/ml 链霉素 +2mmol/L L- 谷氨酌肢; 培

养基 B: DMEM+I0% 血清 +10 ng/m1 bFGF+ 10 ng/m1 

VEGE+ 10 ng/m1 IGF-l + 100 U/ml 青霉素 +1∞g/ml 链

卢霉素 +2mmol/L L- 谷氨酌肢;培养基 C: MI99+10% 

血清+10 nglm1 bFGF+ lO nglml VEGE+I0 nglml IGF-l+ 

100 U/m1 青霉素 +100glml 链霉素 +2mmol/L L- 谷氨

酷肢 。

1.2 方法

1.2.2 内皮祖细胞生长曲线的绘制 分别用培养

基A、 培养基 B 和培养基C 培养 EPCs 细胞。 以1.0x

10γm1将细胞接种于包被明胶的 24孔板培养孔内，每
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天各取 3 孔细胞进行消化、 用台盼蓝鉴定细胞活率

井计数。 每孔计数 3 次，计算平均值，连续进行 8 d 。

以培养时间为横轴，细胞数为纵轴， 绘制生长曲线，计

算细胞群体倍增时间(population doubling time, PDT), 

其计算公式为: PDT=(t-tO) 192/ (lgNt-lgNO) 

其中， tO: 培养起始时间;t: 培养终止时间 ; NO: 培

养初始细胞数; Nt: 培养终止细胞数 。

1.2.3 不同培养基培养的内皮祖细胞传代数比较

原代细胞按上述方法分离后，分别采用培养基 A、 培

养基 B、培养基 C 培养原代细胞各 5 孔， 待细胞生长

到 80% 融合时，用 0. 125% 腆酶 +0.01 % EDTA 消化，

按照 1 : 2 比例传代，计算平均代数。

1.2.4 不同培养基培养的内皮祖细胞形成克隆数比

较 原代细胞按上述方法分离后，分别采用培养基

A、培养基 B、培养基 C 培养原代细胞，每种培养

·研究论文 ·

基培养细胞 8 孔， 5 d 后计算每种培养基所培养细胞

形成的"血岛"数。

2 结果

2.1 内皮祖细胞形态学观察

新分离的内皮祖细胞呈圆形，大小不一， 48 h 以

后开始贴壁， 细胞变大， 渐伸展，贴壁后的细胞呈梭

形 。 4-8 d 细胞生长迅速， 核分裂相明显，形态有梭

形 、 三角形 、 纺锤形或不规则形，并出现细胞集落，

中间的为圆形细胞，边缘细胞出芽长出， 呈单层生长，

表现为"血岛"样结构，见图 1 。

2.2 血管内皮祖细胞的鉴定

采用DiI-acLDL和 FITC-UEAI对细胞染色，然后

用激光共聚焦显微镜作初步鉴定， DiI-acLDL和 FITC

UEAI 双染色阳性细胞被认为是正在分化的 EPC，如

Fig.l 岛1orphology of chicken VEPCs in vitro 

A: cells plated onto microplates after 0 hours; B: blood island structure of the VEPCs; C: linear growth of the VEPCs; D: slabstone- Iike appearances 

of the VEPCs; E: PI VEPCs before passage; F : P3 VEPCs before passage; G: P5 VEPCs before passage; H: P7 VEPCs before passage; 1: P9 VEPCs 
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Fig.2 Chicken VEPCs that engulfed DiI-acLDL and FITC-UEAI 

A: phase contras t; B: Dil-acLDL; C: FITC-UAEI; D: Dil-acLDL & FITC-UAEI C, E: view fie ld that zooms in from fi gure D, F: merged . 

图 2 所示。

2.3 内皮祖细胞在不同培养基中的生长曲线绘制

如图 2所示，在培养基A条件下细胞生长速度最

快，倍增时间约为 23 .4 h ; 在培养基 B 条件下细胞生长

速度较培养基 A慢，倍增时间约为 96.7 h ; 在培养基 C

条件下细胞生长速度最慢， 倍增时间约为 120.2 h 。

不同培养基培养的内皮祖细胞传至代数比较

如图 4 所示，在培养基 A条件下，内皮祖细胞最

高可传至 9 代，在培养基 B 条件下，内皮祖细胞最高

可传至 5 代;在培养基 C 条件下，内皮祖细胞最高只

能传至 3 代 。

2.5 不同培养基培养的内皮祖细胞形成克隆数的

比较

内皮祖细胞在接种培养后 5 d 计算克隆形成数，

结果如图 4所示，内皮祖细胞在培养基 A条件下形成

数量最多，为 38 个克隆; 在培养基B 条件下相对培养

10 

9 

6 

8 

7 

5 

4 

3 

2 

的
υ
ι
ω
〉
』
0
的
』
U
』
E
D
Z

ω
∞
甸
的
的
帽
ι• - Media A 

4一Media B 
Media C 

l 

Q
J
O
。
寸

'
ζ
0
，、
"
A
哼
句
、
J
q
L
-
s

h
υ

2.4 

(-
F
E\喻。
-x
)
b
z
z
u
它
一-u
υ

MediaC 
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Fig.S Clonogenic numbers of VEPCs cultured with different 

media 

基 A 数量较少，为 22 个克隆;在培养基 C 条件下数

量最少，仅为 15 个克隆。

3 讨论

血管内皮祖细胞参与出生后血管形成和血管损

伤后的再生与修复，成为未来组织工程的种子细胞，对

细胞学治疗有重大意义 。 血管内皮祖细胞存在于骨

髓、脐血、外周血、脂肪中，以骨髓中数量最多 。

但是， 血管内皮祖细胞在体外不易培养、数量有限，

在培养体系稍有不适，即可分化为成熟的内皮细胞，使

之在组织修复上功能受到限制 。 血管内皮祖细胞可

分为早期血管内皮祖细胞(Early EPCs)和晚期血管内

皮祖细胞(Late EPCs) 。 在体外培养时，早期血管内皮

祖细胞以"长梭样"的线性生长结构为主，而晚期血管

内皮祖细胞以圆形的铺路石样生长结构为主[ 10. 11 ] 。 血

管内皮祖细胞的分离方法有免疫磁珠分离法和密度

梯度离心法 。 由于免疫磁珠分离法操作复杂，价格

昂贵， 故目前分离获得EPC的途径主要是通过密度梯

度离心联合贴壁培养的方法来进行。 本试验中 ， 采

用了三种不同的培养基对鸡内皮祖细胞进行培养， 培

养基A可使鸡内皮祖细胞体外培养平均传至 8 代， 培

养基B可使其传至4.5 代，培养基C能使其传至 1.7 代，

形态学观察发现，培养基A培养的鸡内皮祖细胞并未

出现铺路石样结构，并使其保持在早期血管内皮祖细

胞状态，培养基B培养的鸡内皮祖细胞在传代后易出

现铺路石样结构， 表明其在传代过程中易分化为晚期

内皮祖细胞;培养基C培养的鸡内皮祖细胞生长速度

慢，传代代次少， 这可能与其营养成分有关，但并未

出现铺路石样生长结构。用于血管内皮祖细胞培养

的培养基有商品化的 EGM-2，和根据 EGM-2 培养基

组成成分使用M199配置的培养基即本实验所用培养

基 C， 培养基 C 成本低廉利于广泛推广使用 。 但在

家禽内皮祖细胞培养中没有得到预期效果， 可能与家

禽与哺乳类动物区别有关 。 在培养基 C 的基础上，

我们使用另外两种培养基进行探索，培养基A明显高

于培养基B的效果， DMEM培养基适合于细胞快速生

长并停泊与一个生长期而F12 中在其基础上又加入

了微量元素和无机离子，更利于单细胞的分离培养。

目前， 血管内皮祖细胞的鉴定方法有细胞表面表型

鉴定和功能鉴定 。 细胞表面表型鉴定即 CD34 + 、

VEGFR-2+ 和 CD133+ 即可认为是血管内皮祖细胞[l2l ;

功能鉴定即血管内皮祖细胞具有吞噬 DiI-acLDL 和

FITC-UEAI 的特征[9] 。 吞噬 acLDL 是内皮细胞的特

征之一，但是吞噬细胞也具有此特征。 为进一步区

分两者，在此基础上， 再进行凝集素鉴定，其原理是

荆豆凝集素 1 (UEA-I)能与内皮系细胞表面糖基特异

性结合。 DiI-acLDL 和 FITC-UEA 1 双染色阳性细胞

能够充分鉴定正在分化的血管内皮祖细胞。 从生长

动力学分析三种培养基培养基A培养的鸡血管内皮

祖细胞在生长曲线上呈现明显的 S 型，倍增时间为

23 .4 h 。 而培养基 B 和 C 所培养的血管内皮祖细胞

其生长曲线均未呈现明显的 S 型，倍增时间分别为

96.7 h 和 120.2 h 。 细胞克隆数能反应细胞的增殖能

力， 血管内皮祖细胞的克隆形式生长称之为"血岛"

样结构， 在外周长梭形的血管内皮祖细胞呈放射性生

长，克隆中心则是以圆形的再造血干细胞为主。 本

实验中血管内皮祖细胞在三种不同的培养基培养中

发现，培养基 A 所形成的克隆数最多，表明血管内皮

祖细胞在其中的生长活力最强， 最适直用于培养鸡血

管内皮祖细胞。 综上所述，根据鸡血管内皮祖细胞

的生长动力学，扩增能力，维持干性等方面对三种培

养基进行比较，发现培养基A最适宜鸡血管内皮祖细

胞体外扩增 。 该结果为血管内皮祖细胞在组织工程

修复和癌症治疗中的应用提供了实验依据 。
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The Influences of Media on in vitro Culture of Chicken Vascular 

Endothelial Progen itor Cells 

Chun-Yu Bai 1, 2, Ling-Ling Hou 3, Xue-Lian Gong 2, Yue-Hui Ma 2, 

Wei-Jun Guan气 Quan-Hai Pang1* 
(' College 01 Animal Sciences and Technology, Shanxi Agricultural Univers仰， 而igu 030801 , China; 2 Institute 01 Animal Sciences, 
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Abstract Chicken vascular endothelial progenitor cells (VEPCs) were isolated with density gradient 

centrifugation and identified with Dil-acLDL and FITC-UEAl fluorescences , Media A, B and C were compared in 

te口ns of growth kinetics, expansion capacity and clonogenic numbers of the cultured VEPCs , The results suggested 

出at medium A is optimal for the in vitro culture, in which the cells living exhibited an apparent "S" shaped growth 

cu凹e and a population doubling time of 23 .4 h, could be subcultured to passage 9 at most and fo口ned 38 colonies , 

This study laid an experimental foundation for in vitro expansion and clinical application of vascular endothelial 

progenitor cells , 
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