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hESC衍生间充质干细胞可显著促进体外血管生成
闫永利  叶进培*

(山西大学生物医学研究院, 太原 030006)

摘要      人胚胎干细胞(hESC)是具有体外无限增殖能力和多向分化潜能的一类亚全能干细胞, 
在特定的条件下可被诱导分化为机体的各种细胞包括间充质干细胞(MSC)。该研究以人脂肪间充

质干细胞(ADSC)和脐带间充质干细胞(UC-MSC)为对照, 对hESC衍生间充质干细胞(hESC-MSC)
在体外血管生成中的作用进行了系统的研究, 包括其条件培养上清对脐静脉血管内皮细胞(HU-
VEC)的功能和向血管内皮细胞分化潜能的影响。研究发现, hESC-MSC的条件培养上清可显著

促进HUVEC的增殖和迁移, 其促进HUVEC增殖的作用显著高于UC-MSC的条件培养上清; hESC-
MSC经不同血管内皮细胞诱导方案诱导后均具有体外类血管网络生成的能力, 其网络长度均显著

高于ADSC和UC-MSC经单一血管内皮细胞诱导方案诱导后的长度。因此, hESC-MSC可显著促进

体外血管生成, 提示该细胞有望成为一种有效的治疗新型心血管疾病的细胞。
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hESC-Derived Mesenchymal Stem Cells are Superior in 
Promotion of Angiogenesis in Vitro

YAN Yongli, YE Jinpei*
(Institute of Biomedical Sciences, Shanxi University, Taiyuan 030006, China)

Abstract       hESC (human embryonic stem cell) is a kind of pluripotent stem cells with unlimited prolifera-
tion ability and multi-lineage differentiation potential in vitro, which can be induced into a variety of cells includ-
ing MSC (mesenchymal stem cell) under appropriate conditions. The present study systematically investigated the 
in vitro proangiogenic effect of hESC-MSC (hESC-derived mesenchymal stem cell), which was generated in this 
laboratory recently. The experiments included the effect of hESC-MSC’ conditioned culture supernatants on the 
function of HUVEC (umbilical vein endothelial cell) and their potential to differentiate into vascular endothelial 
cells, in comparison with human ADSC (adipose-derived mesenchymal stem cell) and UC-MSC (umbilical cord 
mesenchymal stem cell). It was found that the CM (conditioned medium) from hESC-MSC could significantly 
promote the proliferation and migration of HUVEC, and the proliferation of HUVEC was significantly enhanced 
with the CM from hESC-MSC compared with that from UC-MSC. Moreover, the differentiating hESC-MSC could 
form an extensive tube-like network in vitro after induction of differentiation towards vascular endothelial cells by 
all protocols tested, and the length of putative tubing was significantly longer than that of differentiating ADSC and 
UC-MSC, from which the tube-like structure formation appeared only occasionally. In conclusion, hESC-MSC can 
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缺血性疾病是威胁人类健康的主要疾病之一, 
在我国的发病率逐年增加[1-2]。在影响缺血性疾病治

疗效果的多种因素中, 血管生成的效率起着至关重

要的作用。血管生成是指从已有的毛细血管或毛细

血管后静脉长出新的血管, 其主要过程包括血管内

皮细胞的激活、增殖、迁移, 以重建形成新的血管

和血管网络[3]。进行自体血管移植是一种有效的治

疗方案, 但是会受到取材、自身血管病变等因素的

限制[4]。因此, 目前基于细胞的促血管生成疗法, 特
别是间充质干细胞(mesenchymal stem cell, MSC)疗
法, 已越来越多地应用于心肌梗死、冠心病等心脑

血管疾病的治疗[5-6]。

MSC广泛来源于全身各结缔组织和器官间质 , 
是一种具有自我更新能力和多向分化潜能的成体干

细胞 [7], 在特定的条件下可以分化为骨细胞、软骨细

胞、脂肪细胞等。MSC还具有旁分泌功能, 在造血支

持、免疫炎症反应、血管生成等人体重要功能中起

调节作用 [8-10], 在多项临床医学研究中已经显示出明

显的治疗效果[11-12], 因此MSC被认为是组织修复/再生

过程中增强血管生成的最有希望的细胞来源 [13]。研

究表明 , MSC可以通过旁分泌多种血管生成因子 , 包
括血管内皮生长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF)、成纤维细胞生长因子 (basic fibroblast growth 
factor, bFGF)、表皮生长因子 (epidermal growth factor, 
EGF)等而对血管生成起作用 ; MSC来源的条件上清

可以促进内皮细胞的增殖、迁移 , 并提高其管状形成

能力 [14-16]。也有研究报道 , MSC在一定条件下可以分

化为血管内皮细胞, 进而促进新血管的生成[17-18]。

迄今为止 , 细胞生物学领域研究最广泛的间

充质干细胞仍然是骨髓间充质干细胞 (bone marrow 
mesenchymal stem cell, BM-MSC), 而且目前对于

缺血性疾病的MSC治疗也主要集中于该细胞 , 然而

BM-MSC的获取对病人造成的伤害与痛苦较大 , 因
此寻求更有效的MSC来源尤为重要。脂肪组织在

人体中储存丰富 , 通过抽脂可以获得大量的脂肪间

充质干细胞 (adipose-derived mesenchymal stem cell, 
ADSC)[19], 自体供给的安全性很高 , 十分适合自体

移植 , 而且移植后不会出现排异反应。脐带间充质

干细胞 (umbilical cord mesenchymal stem cell, UC-
MSC)来源于新生儿出生后废弃的脐带组织 , 具有容

易从脐带中分离出来并培养的优势[20]。因此, 这3种
细胞是目前应用最广泛的组织来源MSC。然而这些

组织来源MSC的体外扩增能力均有限 , 细胞存在异

质性 , 个体差异、年龄和健康状态等会导致细胞功

能的差异 , 使得组织来源的MSC难以达到统一的治

疗标准。人胚胎干细胞 (human embryonic stem cell, 
hESC)是从早期发育、附植前胚胎中分离出来的一

类亚全能干细胞 , 具有体外无限增殖的能力和多向

分化的潜能 [21]。在特定的条件下 , hESC也可以经定

向诱导而分化为MSC[22-24]; 人胚胎干细胞衍生间充

质干细胞(hESC-MSC)可以无限制备, 且与在多种动

物疾病模型中使用的成体来源MSC相比 , 具有更好

的治疗效果 [25], 因此更适合作为真正的即取型细胞

药物, 可望成为理想的治疗性种子细胞。

很多研究报道了单一组织来源MSC促进血管

生成的作用 , 包括它们对血管内皮细胞功能的影响

或者它们自身的血管内皮细胞分化潜能[26-28], 而同时

进行不同来源MSC对体外血管生成作用的系统性比

较的研究报道甚少。不同来源的MSC在功能上存在

一定的差异 , 例如不同的培养条件、细胞活化状态

以及组织来源会造成MSC免疫活性的差异 [29], 不同

来源的MSC向血管内皮细胞分化潜能的不同导致其

促血管生成作用存在差异 [30]。hESC-MSC在促血管

生成方面的研究目前还鲜有报道。为了有针对性地

选择对临床适应症最有效的治疗性MSC, 需要对不

同来源MSC的功能包括促血管旁分泌功能和向血管

内皮分化潜能进行系统的比较研究。我们最近建立

了一个高效的分化诱导方案(使hESC分化为MSC)[31], 
对该细胞促进体外血管生成的功能包括旁分泌作用

和血管内皮分化潜能进行了系统性的探究 , 并将该

细胞与ADSC、UC-MSC进行了比较。

1   材料与方法
1.1   实验试剂

DMEM/F12培养液购自美国Thermo Fisher公
司 ; ECM培养液购自美国ScienCell公司 ; EGM2培

significantly promote angiogenesis in vitro, suggesting that this novel source of MSC may be able to become an 
ideal therapeutic cell type for cardiovascular diseases.
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养液购自瑞士Lonza公司 ; DKW培养液购自中国达

科为生物技术有限公司 ; 胎牛血清 (FBS)购自美国

Gibco公司; Trizol试剂购自美国Invitrogen公司; 反转

录试剂购自日本TaKaRa公司 ; CCK-8试剂购自中国

上海翊圣生物科技有限公司 ; 结晶紫染液购自中国

北京索莱宝科技有限公司; PKH26购自美国Sigma公
司; VEGF、IGF-1(insulin-like growth factor-1)、EGF
和bFGF等因子购自美国MCE公司; Matrigel基质胶、

Transwell小室购自美国Corning公司 ; 流式抗体购自

美国BD公司。

1.2   实验方法

1.2.1   细胞来源与培养      本实验室前期已经成功

分离与扩增UC-MSC和脐带静脉血管内皮细胞 (hu-
man umbilical vein endothelial cell, HUVEC), 且已成功

制备并扩增培养hESC-MSC[31-32]。UC-MSC和hESC-
MSC的传代培养使用DMEM/F12+10% FBS, 后续的

实验选用第3~6代的UC-MSC和第10~20代的hESC-
MSC细胞 , 它们均为单层贴壁细胞 , 成纤维样细胞形

态 ; 经流式细胞仪检测细胞表面抗原发现 , 它们均高

表达CD73、CD90、CD105, 不表达CD34、CD11b、
CD19、CD45和HLA-DR[31]; hESC-MSC和UC-MSC经
成脂、成骨和成软骨分化培养液诱导之后均具有分

化为脂肪细胞、骨细胞和软骨细胞的能力 , 均符合

间充质干细胞在2006年的国际最低标准 [33]。HUVEC
的传代培养使用ECM培养液 , 后续的实验选用第3~6
代的HUVEC, 其为单层贴壁细胞, 呈典型的鹅卵石样

细胞形态 ; 用流式细胞仪进行表面抗原的检测 , 发现 
该细胞高表达CD31、CD144, 低表达祖细胞标志物

CD34、CD133, 不表达CD309, 且HUVEC在Matrigel基
质胶上具有良好的成管能力[32]。

本研究所涉及的人体组织和细胞生物医学研

究项目均已得到了山西大学、山西医科大学学科

伦理审查委员会批准。所有志愿者均签署了知情

同意书。抽脂获得的脂肪样品 (太原美欧华整形

医院志愿者 )在生物安全柜中于无菌条件下用含

2× 双抗(100 U/mL青霉素和100 µg/mL链霉素)的
生理盐水清洗 4~6次至清洗液清亮。添加等体积

的胶原酶 I(0.1%), 放置于恒温振荡器 , 37 °C消化

60 min, 1 000 r/min离心5 min, 弃上清。用DKW
培养液重悬脂肪基质血管细胞成分 (stromal vas-
cular fraction, SVF), 再经孔径为 100 µm的细胞

筛过滤 , 1 000 r/min离心5 min弃上清后将ADSC

铺至 6孔板中培养 (第 0代 ), 3×105个 /孔 , 每 2~3天
进行换液 , 选用第3~6代的ADSC用于实验。其三

向 (成脂、成骨和成软骨 )分化潜能测定方案参见

本实验室前期工作[31]。

1.2.2   流式细胞仪检测细胞表面抗原      将融合度

达到90%的细胞消化收集, 细胞计数后取细胞悬液(细
胞数目为1×105个), 过44 µm的细胞筛。1 000 r/min离
心5 min。弃掉上清 , 将细胞混匀 , 加入3 mL FACS洗
涤缓冲液[PBS+2% FBS+0.2% EDTA (0.5 mol/L)]进行

重悬 , 1 000 r/min离心5 min。弃掉上清 , 加入200 µL 
FACS洗涤缓冲液重悬 , 分别取100 µL加入到2个流式

管中 , 避光环境下分别加入相应的抗体染色30 min。
染色完成后加入1 mL FACS洗涤缓冲液中和并再次离

心洗涤2次, 进行流式检测。

1.2.3   细胞增殖活力检测      将准备好的细胞用

0.05%胰酶消化, 转移到15 mL离心管中, 1 000 r/min离心

5 min, 将其轻轻吹打成单细胞悬液后用细胞计数仪计

数3次取平均值。将制备的细胞悬液 , 按照1×103个 /孔
的密度接种在96孔板中, 每孔体积为100 µL。空白对照

孔中没有细胞只有培养液。每组设置3个复孔。在5% 
CO2、37 °C培养箱中培养。根据预实验摸索的条件, 在
接种细胞2、4、6天后, 每孔加入10 µL CCK-8溶液, 在
此过程中避免产生气泡。继续培养2 h后，用酶标仪检

测吸光度(D)值, 测定波长为450 nm。 
1.2.4   细胞迁移实验      采用划痕和Transwell小室2
种方法来进行细胞迁移实验。取6孔培养板, 先用直

尺比着Maker笔在其背面均匀划三道横线, 且横穿

过孔, 用以标记位置。将生长状态良好的HUVEC按
常规消化, 1 000 r/min离心5 min后弃掉上清, 用1 mL 
ECM完全培养基重悬细胞并将其吹成单细胞悬液, 
取少部分均匀细胞悬液进行计数。在6孔培养板中

加入细胞悬液, 使得每孔细胞数量为1×105个, 置于

细胞培养箱中。观察培养的HUVEC, 待细胞长满后, 
用10 µL移液器的枪头比着培养板盖垂至于背面的

横线划痕, 枪头尽量垂直。划痕结束后, 用PBS清洗

细胞3次, 去除划落的细胞, 分别加入ECM条件上清

培养基和ECM基础培养基。镜下选取划痕笔直、宽

度一致的视野, 每12 h在同一位置使用倒置显微镜

采集图像。

Transwell小室 (小室滤膜的孔径为8 µm)内加入

100 µL细胞悬液(细胞数目为1×104个), 上层培养液采

用无血清培养基, 下层培养液为800 µL含5% FBS的培
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养基。将其置于37 °C、5% CO2细胞培养箱内孵育36 h。
用棉签小心拭去上室内细胞后 , 将Transwell小室浸在

4%多聚甲醛中30 min, 用1× PBS洗涤3次, 每次5 min。
然后将Transwell小室浸在0.1%结晶紫中30 min, 用1× 
PBS洗涤3次, 每次5 min。最后在光学显微镜下取3~5
个高倍视野计细胞数并拍照记录。

1.2.5   体外成管实验      实验前一天, 将96孔板、

Matrigel胶、需用到的枪头放入4 °C冰箱中进行预冷, 
并使Matrigel胶溶解。在冰上使用预冷的枪头吸取

50 µL Matrigel胶加入到96孔板中, 尽量不要产生气

泡。将96孔板放入37 °C培养箱中凝胶30 min。在等

待凝胶的过程中, 将所需要的细胞消化, 制备细胞悬

液。铺细胞, 每孔添加50 µL的细胞悬液, 细胞数为

1×104个, 同样要注意不能有气泡产生, 枪头不能触

碰到胶。培养一段时间后拍照并对图像进行分析。

1.2.6   CFSE、PKH26活细胞染色实验      CFSE染色: 
将需要进行操作的细胞(处于对数生长期)消化并进

行计数; 将含有5×105个单细胞的悬浮液置于离心

管中, 用无血清培养基冲洗1次; 细胞于1 000 r/min
离心5 min后变成一个松散的球团; 细胞离心后, 小心

移除上清液, 不要移除任何细胞; 即将染色之前, 在
PBS中制备CFSE染料溶液(1.25 µmol/L), 加入0.25 µL 
CFSE染料溶液至1 mL PBS中, 在离心管中充分混合均

匀; 快速加入配制好的CFSE染料溶液到25 µL细胞沉

淀中, 并立即用吸量管轻轻重悬细胞混合均匀; 混合

后的最终浓度将是1×106个/mL和1.25 µmol/L CFSE; 细
胞/染料悬浮液避光37 °C孵育20 min; 停止染色, 加入

相同体积(1 mL)的完全培养基, 混匀, 37 °C孵育5 min。
细胞在1 000 r/min离心5 min, 小心移除上清液, 确保不

移除细胞。加入预热的完全培养基(1 mL)重悬细胞颗

粒, 进行细胞计数。最后根据实验需要选择合适的细

胞浓度。

PKH26染色 : 将含有 2×106个单细胞的悬浮液

置于离心管中 , 用无血清培养液 (DMEM/F12)冲洗1
次 ; 细胞于1 000 r/min离心5 min后变成一个松散的

球团 ; 然后小心移除上清液 , 不移除任何细胞 , 只留

下不超过25 µL的上清液; 在细胞颗粒中加入125 µL
稀释剂C, 制备2× 细胞悬液, 温和吹吸以确保细胞完

全分散; 不要涡旋, 且不要让细胞长时间保持在稀释

剂C中; 在即将染色之前, 将0.4 µL PKH26乙醇染料

溶液加入到125 µL稀释剂C中, 并在离心管中使其充

分混合均匀 , 以制备浓度为4×10–6 mol/L的2× 染料

溶液; 快速加入125 µL 2× 细胞悬液到125 µL 2× 染
料溶液中, 并立即将样品用吸量管混合; 混合后的最

终浓度将是1×107个/mL和2×10–6 mol/L PKH26; 将细

胞 /染料混合悬液在细胞培养箱中孵育1~5 min; 停
止染色, 加入相同体积(250 µL)的血清或其他合适的

蛋白质溶液 (如1%的BSA), 孵育1 min, 使多余的染

料结合在一起。将细胞在1 000 r/min、20~25 °C条
件下离心5 min, 小心移除上清液, 确保不移除细胞。

在1 mL完全培养基中重悬细胞颗粒 , 然后将其转至

新鲜无菌离心管中, 在1 000 r/min、20~25 °C下离心

5 min, 用1 mL完全培养基清洗细胞颗粒2次, 以确保

去除未结合染料。最后清洗后 , 将细胞颗粒重新悬

浮在1 mL的完全培养基中 , 根据实验需要选择合适

的细胞浓度。

1.2.7   条件上清的收集      用上述适合的培养基正

常传代培养MSCs(hESC-MSC、ADSC和UC-MSC)
和HUVEC, 在T75的培养瓶中传代扩增, 接种密度为

1×105个 /cm2, 选择生长状态良好的细胞进行条件上

清的收集: 培养24 h后, 吸除原培养MSC和HUVEC的
完全培养基, PBS清洗3次, 消除原有培养基中血清的

影响, 吸掉PBS, 加入ECM基础培养基(用于培养MSC
和HUVEC), 每个T75的培养瓶中加入基本培养基的

量为15 mL, 置于饱和湿度、5% CO2、37 °C培养箱

中培养48 h。收集上清液并进行过滤离心后保存于

50 mL无菌离心管中。封口膜封好 , 放在–20 °C冰箱

备用。在增殖和迁移实验中, 待HUVEC铺板以后, 将
HUVEC的培养液全部更换为3种MSC上清液进行培

养, 并进行后续的增殖和迁移检测。

1.2.8   MSC向血管内皮诱导实验方案      将hESC-
MSC(P10代)、ADSC(P4代)和UC-MSC(P4代)按1×103

个 /cm2接种于经0.1%明胶包被的6孔板中用基础培

养基培养 , 24 h后更换为5种内皮细胞诱导分化培养

液(见下述)。每2天换1次诱导分化培养液, 汇合度达

到90%时进行传代 , 连续诱导培养12天后将细胞进

行常规消化处理并收集用于形态观察 , 然后进行成

管功能实验、流式检测和基因表达的检测。内皮细

胞诱导分化培养液 : 方案一(Test 1)为ECM(内皮细胞

专用培养基); 方案二(Test 2)为ECM-CM(培养内皮细

胞获得的条件上清 )[34]; 方案三 (Test 3)为 IMDM+2% 
FBS+50 ng/mL VEGF+10 ng/mL bFGF+20 ng/mL IGF-
1+5 ng/mL EGF+抗坏血酸+肝素 [18]; 方案四 (Test 4)
为DMEM/F12+2% FBS+50 ng/mL VEGF+2 ng/mL 
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IGF-1[35]; 方案五 (Test 5)为ECM+2% FBS+50 ng/mL 
VEGF+10 ng/mL bFGF+20 ng/mL IGF-1+5 ng/mL 
EGF+抗坏血酸+肝素(根据参考文献[18]改进)。
1.2.9   RNA提取及qRT-PCR检测      用Trizol法提取

分化细胞的总RNA, 然后将其逆转录成cDNA, 用
qRT-PCR检测CD31、vWF、VEGFR2的mRNA水平, 
将GAPDH用作内参。引物序列见表1。
1.2.10   统计学分析      每个实验均独立重复3次, 使
用GraphPad Prism软件进行统计学分析 , 使用 ImageJ
软件进行血管长度分析。两组间数据比较采用独立

样本t检验。*P<0.05为差异显著, **P<0.01为差异极

显著, ***P<0.001为差异极其显著。

2   结果 
2.1   hESC-MSC上清可促进HUVEC的增殖和迁移                

与UC-MSC和 hESC-MSC相似 , ADSC在倒置

显微镜下为单层贴壁细胞 , 成纤维样细胞形态 ; 用
流式细胞仪检测ADSC表面抗原的表达 , 发现其高

表达CD73、CD90、CD105, 不表达CD34、CD11b、
CD19、CD45和HLA-DR; ADSC经相应分化培养基体

外诱导, 可出现成脂、成骨和成软骨的细胞分化现象, 
符合间充质干细胞的基本要求(数据未显示)。

将 hESC-MSC培养收集得到的上清用于培养

HUVEC后 , 检测其对HUVEC增殖的影响。结果显示 , 
hESC-MSC的上清在培养HUVEC 2天、4天、6天后, 对
HUVEC的增殖均有显著的促进作用(P<0.05), 且ADSC
和UC-MSC的条件上清液也具有相似作用 (P<0.05)。
hESC-MSC的条件上清与ADSC条件上清在2天、4天
的时候相似 , 但是均比UC-MSC的条件上清液具有更

强的促进HUVEC增殖的作用 ; 培养到6天以后 , hESC-
MSC的条件上清液比ADSC和UC-MSC的条件上清液

具有更强的促进HUVEC增殖的作用(P<0.05)(图1A)。
将通过培养 h E S C - M S C收集得到的条件上

清培养液用于培养HUVEC后 , 对其在HUVEC迁移

中的影响进行了检测。划痕实验结果显示 , hESC-
MSC的条件上清在培养HUVEC 12 h和24 h后对内

皮细胞的迁移有极显著的促进作用 (P<0.01, 图 1B
和图 1C), ADSC和UC-MSC的条件上清液也具有

相似作用 (P<0.05)。hESC-MSC的条件上清在12 h
比ADSC具有更强的促进HUVEC迁移的作用 , UC-
MSC的条件上清在12 h比ADSC和hESC-MSC具有

更强的促进HUVEC迁移的作用 , 而在 24 h后无差

别。Transwell小室迁移结果表明 , hESC-MSC的条

件上清对HUVEC的迁移有显著的促进作用(P<0.05, 
图1B和图1D), 与ADSC和UC-MSC的结果相似。

2.2   在Matrigel上共培养后hESC-MSC围绕在

HUVEC管状结构的四周

hESC-MSC、ADSC与 UC-MSC均用 CFSE
染色 , 并分别与经 PKH26染色后的 HUVEC按照

1:3(MSC:HUVEC, 细胞总数为1×104个 )混合接种于

Matrigel基质胶上 , 培养3 h后可见有管腔样结构形

成 , hESC-MSC与ADSC和UC-MSC相似 , 均定位于

HUVEC管状结构的周围(图2A和图2B)。
2.3   hESC-MSC向血管内皮细胞分化诱导后分

化细胞具有显著成管能力

将hESC-MSC向血管内皮细胞分化诱导12天
后, 观察其细胞形态, 结果显示5种方案诱导后的

hESC-MSC来源的分化细胞形态变化不一, 部分诱

导后的细胞变得更加细长或扁平, 但基本形态均仍

为长梭形细胞形态而非典型成熟的血管内皮细胞

的鹅卵石状细胞形态, 诱导后的ADSC和UC-MSC
与之相似(图3A)。然而, 接种至Matrigel上培养3 h

表1   引物序列

Table 1   Primer sequences
基因名称

Gene name
序列(5ʹ→3ʹ)
Sequence (5ʹ→3ʹ)

CD31 Forward: AAC AGT GTT GAC ATG AAG AGC C
Reverse: TAA AAC AGC ACG TCA TCC TT

vWF Forward: CCC ATT TGC TGA GCC TTG T
Reverse: GGA TGA CCA CCG CCT TT G

VEGFR2 Forward: AAT AAT CAG AGT GGC AGT G
Reverse: ACA TAA ATG ACC GAG GC

GAPDH Forward: CCA CTC CTC CAC CTT TGA C
Reverse: ACC CTG TTG CTG TAG CCA
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后, ADSC来源的分化细胞仅在Test 2和Test 5显示出

类成管能力, UC-MSC来源的分化细胞仅在Test 2、
Test 3和Test 4显示出类成管能力, 而hESC-MSC来源

的分化细胞在5种诱导方案中均显示出类成管能力。

分析生成的类血管网络长度表明, hESC-MSC来源

的分化细胞所形成的类血管网络长度在Test 2和Test 
5中均显著高于ADSC来源的分化细胞所形成的类

血管网络长度(P<0.05, 图3C), 并且相似于Test 3和
Test 4或显著高于Test 2(P<0.05, 图3C)中UC-MSC来
源的分化细胞所形成的类血管网络长度。

2.4   hESC-MSC向血管内皮细胞分化诱导后细

胞表面抗原的表达

CD31又称血小板–内皮细胞黏附分子, 存在于血

管内皮血小板、中性粒细胞、单核细胞和某些类型

的T细胞表面, 以及内皮细胞间连接处, 参与血管生成

的过程 [36]; CD144(VE-cadherin)是血管内皮细胞黏附

连接的重要组成部分 , 在维持血管完整性方面起着重

要作用 [37]; CD146也是一种细胞黏附分子 , 属于免疫

球蛋白超家族 , 是一种促进血管生成的内皮生物标志

物 [38]。图4展示了ADSC、hESC-MSC、UC-MSC和
HUVEC上这3种标志物的检测结果。同时用流式细

胞仪对诱导后的hESC-MSC进行了这3种细胞表面抗

原的检测。hESC-MSC在经过12天的诱导培养之后 , 
均不表达血管内皮细胞特异性抗原CD31和CD144, 
表明在经过诱导之后 , hESC-MSC在蛋白水平与成熟

血管内皮细胞还相差较远 , 与诱导后的ADSC和UC-
MSC CD31和CD144表达情况相似。但是hESC-MSC
的CD146在诱导前后一直保持一个很高的表达水平 , 
阳性表达率维持在90%以上 , 与血管内皮细胞CD146
的表达情况相似 , 显著高于ADSC和UC-MSC以及诱

A: CCK-8检测HUVEC增殖情况; B: MSC条件培养基培养HUVEC后的细胞迁移图像; C: 利用划痕实验对细胞迁移能力进行定量分析; D: Tran-
swell实验对细胞迁移能力进行定量分析。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: CCK-8 assay was used to evaluate HUVEC proliferation; B: the images of cell migration of HUVEC cultured in MSC conditioned medium; C: 
quantitative analysis of cell migration ability using Scratch test; D: quantitative analysis of cell migration ability using Transwell experiment. *P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001.

图1   hESC-MSC、ADSC和UC-MSC对HUVEC功能的影响 
 Fig.1   Effects of hESC-MSC, ADSC and UC-MSC on HUVEC function
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A: 对照组血管形成; B: 混合培养组血管形成。

A: tube formation in control group; B: cell tube formation in mixed culture group.
图2   在Matrigel上共培养hESC-MSC、ADSC、UC-MSC和HUVEC

Fig.2   Co-culture of hESC-MSC, ADSC, UC-MSC and HUVEC on Matrigel
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导分化后的细胞(阳性表达率<50%, P<0.01)(图5)。
2.5   hESC-MSC向血管内皮细胞分化诱导后血

管内皮特异性相关基因的表达显著升高

将 hESC-MSC细胞向血管内皮细胞分化诱导

12天后 , 提取 hESC-MSC细胞的RNA, 分别以 3种
未经过诱导培养的MSC和HUVEC作为对照 , 采用

qRT-PCR检测成血管内皮相关基因CD31、vWF和
VEGFR2的表达情况。结果显示 , 通过5种方案诱导

后hESC-MSC CD31和 vWF的表达均显著高于诱导

后的ADSC和UC-MSC(P<0.05, 图6)。hESC-MSC
的VEGFR2表达在多数分化诱导方案(Test 1、3、4、5)
中也显著高于ADSC和UC-MSC诱导分化后的细胞

(P<0.05, 图6)。

3   讨论
近年来 , MSC受到人们的广泛关注 , 随着研究

的不断深入 , MSC在临床上的应用价值也不断体现

出来 [39]。目前, MSC可治疗140多种疾病, 尤其是缺

血性疾病 , 可用于修复受损或患病的组织和器官。

虽然目前针对MSC的促血管生成治疗展开了大量

的研究 , 但是很多研究只报道了单一组织来源MSC
的旁分泌作用对血管内皮细胞功能的影响 [14-15]或向

血管内皮细胞分化的潜能 [18,40], 而同时进行不同来

源MSC对体外血管生成的系统性比较研究报道很
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A: 诱导后MSC形态; B: 诱导后MSC细胞成管图像; C: 诱导后MSC管状形成能力的定量分析; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: MSC morphology after induction; B: the tube formation images of MSC after induction; C: quantitative analysis of tube formation ability of MSC 
after induction; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图3   诱导后MSC的形态变化和在Matrigel上的管腔形成情况

Fig.3   Morphological changes of MSC after induction and the tube formation on Matrigel
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少。hESC-MSC作为一种新的MSC来源相比于组织

来源的MSC具有更稳定的生物学特性 , 但是其血管

生成的功能研究包括其旁分泌促血管作用和向血管

内皮细胞诱导分化的潜力尚未见报道。本研究对

hESC-MSC在体外血管生成中的作用进行了系统性

的研究, 并以ADSC和UC-MSC为对照揭示该新型来

源的MSC的促血管生成潜力以及与组织来源MSC

的差异。

我们的结果表明 , hESC-MSC的条件培养上

清可以显著促进血管内皮细胞的增殖 (P<0.05); 并
且其促进血管内皮细胞增殖的能力显著高于 UC-
MSC(P<0.05), 也略高于ADSC。这说明 , hESC-
MSC可能旁分泌更多的血管生长因子或者分泌囊

泡如外泌体。已有研究表明 , BM-MSC分泌的外泌
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图4   流式细胞仪检测ADSC、hESC-MSC、UC-MSC和HUVEC细胞表面标志物

Fig.4   The cell surface markers of ADSC, hESC-MSC, UC-MSC and HUVEC detected by flow cytometry

ADSC HUVEChESC-MSC

CD31
C

ou
nt

C
ou

nt
C

ou
nt

C
ou

nt
C

ou
nt

C
ou

nt

C
ou

nt
C

ou
nt

C
ou

nt

C
ou

nt
C

ou
nt

C
ou

nt

CD144

CD146

CD31+
0.660%

100 101 102 103 104 105 100 101 102 103 104 105 100 101 102 103 104 105 100 101 102 103 104 105

100 101 102 103 104 105 100 101 102 103 104 105 100 101 102 103 104 105 100 101 102 103 104 105

100 101 102 103 104 105 100 101 102 103 104 105 100 101 102 103 104 105 100 101 102 103 104 105

300

200

100

0

400

300

200

100

0

600

400

200

0

120

90

60

30

0

100

80

60

40

20

0

600

400

200

0

300

200

100

0

300

200

100

0

200

150

100

50

0

250

200

150

100

50

0

250

200

150

100

50

0

150

100

50

0

Comp-BV650-A Comp-BV650-A Comp-BV650-A BV650-A

Comp-FITC-A Comp-FITC-A Comp-FITC-A FITC-A

Comp-BV711-A Comp-BV711-A Comp-BV711-A Comp-BV711-A

CD144+

0.044%

CD146+

44.200%

CD31+

0.049%

CD144+

0.016%

CD146+

99.700%

CD31+

0.033%

CD144+

0.017%

CD146+

40.600%

CD31+

97.700%

CD144+

99.400%

CD146+

99.800%

UC-MSC

体可以促使体外的血管生成 [41]。hESC-MSC来源

的条件培养上清同样也可以显著促进血管内皮细

胞的迁移。hESC-MSC与HUVEC在Matrigel上混合

培养之后 , hESC-MSC围绕在HUVEC管状结构的

周围 , MSC对血管结构起到稳定作用。血管生成需

要血管内皮细胞的激活、增殖、迁移 , 以及新的血

管和血管网的形成。我们的结果充分表明 , hESC-
MSC具有比组织来源MSC如UC-MSC更显著的刺

激血管生成作用 , 如内皮细胞的增殖 , 尽管其旁分

泌的有效活性因子和分泌囊泡如外泌体的作用仍

有待进一步确定。

我们的结果同时表明 , hESC-MSC被所测试的

5种不同血管内皮细胞诱导分化后形成的细胞均具

有体外管腔样结构生成的能力 , 其血管内皮细胞特

异性基因包括CD31、vWF和VEGFR2的表达均显著

升高 , 并且显著高于组织来源的UC-MSC和ADSC, 
诱导分化后的细胞形态与表面抗原的表达没有发生

明显变化这可能说明 , MSC包括hESC-MSC、UC-
MSC和ADSC在经过诱导分化培养之后 , 其血管内

皮细胞特异性基因的表达在蛋白水平尚未显示 , 故
与成熟血管内皮细胞的形态和表面抗原表达还相

差甚远。值得注意的是 , hESC-MSCs上CD146的表

达在诱导前后均维持很高的水平 , 这和血管内皮细

胞的CD146表达水平相近 [42], 表明hESC-MSC相比

于ADSC和UC-MSC可能具有更高的干性 [43]。此外 , 
DÍAZ-FLORES等 [44]于1990年发现骨骼和骨骼周围

血管组织有一种细胞具有祖细胞的特性 , 能促进血

管新生和组织修复的功能 , 将其鉴定为血管周细胞

(pericyte), 其高表达CD14644]。而间充质干细胞和周

细胞在表面分子、细胞形态和生物学特点上有许多

共性 [45-46], 包括对血管生成的影响。有研究认为 , 血
管周围细胞 (perivascular cell)包括微小血管的周细

胞和大血管周围的血管外膜细胞 (adventitial cell)为
间充质干细胞在体内的存在形式 [47]。因此 , hESC-
MSC诱导分化后的细胞比ADSC和UC-MSC分化后

的细胞具有更显著的促血管生成作用 , 这可能与诱

导分化后hESC-MSC的CD146维持高表达和血管内

皮细胞特异性基因CD31、vWF和VEGFR2的高表达

有关。

综上所述 , hESC-MSC分泌产物具有显著的

促进体外HUVEC的增殖和迁移的作用 , 且比UC-
MSC具有更强的促进 HUVEC增殖作用 ;  hESC-
MSC经过血管内皮细胞定向诱导分化后比ADSC
和UC-MSC定向诱导分化后具有更强的体外类血
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A: 诱导后ADSC表面标记的表达; B: 诱导后hESC-MSC表面标记的表达; C: 诱导后UC-MSC表面标记的表达。

A: the expression of ADSC surface markers after induction; B: the expression of hESC-MSC surface markers after induction; C: the expression of UC-
MSC surface markers after induction.

图5   流式细胞仪检测诱导后细胞表面标志物结果

Fig.5   The results of cell surface markers after induction were detected by flow cytometry
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管网络形成和表达血管内皮细胞特异性相关基因

的能力。因此 , hESC-MSC可显著促进体外血管生

成, 提示该细胞有望成为一种有效的新型心血管疾

病的治疗性细胞。
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