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血管内皮祖细胞鉴定及其促血管新生机制的研究进展

潘天岳，刘　浩，符伟国，董智慧

复旦大学附属中山医院血管外科，上海２０００３２

　　［摘要］　血管内皮细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＥＣｓ）既往被认为在出生后血管新生中发挥主要作用。１９９７年Ａｓａｈａｒａ等从外

周血分离出表达ＣＤ３４抗原的单个核细胞，即血管内皮祖细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＥＰＣｓ）。ＥＰＣｓ是一类具有促血管生

成能力的干细胞总称，尚未发现特异性免疫表型，故主要根据具有形成血管的功能鉴定。目前一般认为，ＥＰＣｓ来源于骨髓和

外周血管壁，其中能分化为ＥＣｓ者被称为内皮集落形成细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇｃｅｌｌｓ，ＥＣＦＣｓ）。当组织缺血或损伤时，

来自骨髓的ＥＰＣｓ被组织释放的损伤信号动员后进行迁移和归巢。活化的ＥＰＣｓ通过旁分泌作用招募更多的局部ＥＣＦＣｓ和

ＥＣｓ来形成微血管，进而促进组织修复。因此，对ＥＰＣｓ的深入研究有助于临床上治疗性血管新生相关研究的进行和方法的

发展。

　　［关键词］　血管内皮祖细胞；内皮集落形成细胞；治疗性血管新生
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　　母体怀孕３周内，卵黄囊和母体循环系统通过

弥散的方式为胚胎提供营养和氧气。３周后，中胚

层的血岛结构开始形成原始脉管系统［１］。血岛中央

为造血干细胞群，周围少量细胞为血管母细胞或更

早期的干细胞群，两者可能有共同的前体，即血液

母细胞。通常认为，血岛周围的内皮母细胞转化为

内皮祖细胞后最终分化为内皮细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｃｅｌｌｓ，ＥＣｓ），组建毛细血管网，在所处的内环境作用

下塑形为动脉、静脉和毛细血管系统。

出生后，血管新生的主要参与者为机体局部原

有的ＥＣｓ。ＥＣｓ在一定诱因（如组织损伤、缺氧、缺

血、炎症）作用下发生增殖和迁移，形成新的微血管

结构［２］。１９９７年，Ａｓａｈａｒａ等
［３］从人外周血中分离

出表达ＣＤ３４的单个核细胞，其在体外培养后可增

殖并传代，同时ＣＤ３１、ＴＩＥ２等内皮特异性标志物

增加，形态与ＥＣｓ相似；在小鼠缺血模型上进行尾
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静脉注射后，该细胞群定植于肌纤维间的新生微血

管周围，其中部分参与微血管的形成。该研究团队

将该细胞群称为 “ＥＣｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｓ”，为从成人体内

分离和鉴定内皮祖细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ

ｃｅｌｌｓ，ＥＰＣｓ）的最早研究成果。

１　犈犘犆狊的鉴定方法

１．１　纤维连接蛋白（ＦＮ）培养分离　使用包被ＦＮ

的培养板接种外周血单个核细胞，４８ｈ后去除不贴

壁的细胞，贴壁细胞中能吞噬低密度脂蛋白并与植

物凝集素结合者可鉴定为ＥＰＣｓ。这种方法简单易

行、成本低，但是存在细胞群混杂，其中大多数细胞

为外周血单核巨噬细胞
［４］的缺点。而外周血单核

巨噬细胞既表达低密度脂蛋白受体和清道夫受体，

也能吞噬低密度脂蛋白。因此，这种方法分离的

ＥＰＣｓ纯度较低，不利于在后续实验中精确地分析

ＥＰＣｓ的功能。

１．２　荧光激活或免疫磁珠分选　使用荧光激活分

选系统（ＦＡＣＳ）或免疫磁珠分选法分离ＥＰＣｓ。其

原理为使用偶联荧光素或磁珠的单克隆抗体，将其

与表达相关抗原的细胞结合，再通过分选系统识别

被标记的细胞并从外周血中分离出来［５］。因此，这

种方法的准确性依赖于对抗体的选择。其中，最经

典的抗体组合是由Ｐｅｉｃｈｅｖ等
［５］及 Ｔｉｍｍｅｒｍａｎｓ

等［６］提出的ＣＤ３４＋ＣＤ１３３＋ＶＥＧＲＦ２＋，该组合引起

了广泛关注。然而，Ｃａｓｅ等
［７］指出，通过这个组合

分离出的细胞群最终形成表达特异性抗原ＣＤ４５的

造血干细胞群落，而非ＥＰＣｓ群落。Ｄｕｄａ等
［８］提出

了ＣＤ３４＋ＣＤ３１＋ＣＤ４５－ＣＤ１３３＋组合，并通过流式

细胞术在外周血单个核细胞中分离出了该细胞群

落，其占单个核细胞总数的０．０１％～０．２０％。总

之，通过抗体介导的分选方法简单、快速，分选结果

在不同个体的标本中具有较高的一致性。但是，目

前研究者们仍未找到ＥＰＣｓ特异性的表面抗体，使

该分选方法精确性降低。

１．３　 内皮集落形成细胞 （ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｏｌｏｎｙ

ｆｏｒｍｉｎｇｃｅｌｌｓ，ＥＣＦＣｓ）鉴定法　该方法由Ｙｏｄａｒ等

提出，相较于前２种方法，该方法更侧重于ＥＣｓ功

能学检测［９１０］。具体方法为从外周血、骨髓或脐带

血中分离单个核细胞后，将其接种于包被了ＦＮ的

培养皿上，用含５％～１０％胎牛血清的促血管内皮

生长培养基（如ＥＧＭ２）培养２４～４８ｈ后，去除未

贴壁细胞，贴壁细胞继续生长，１４～２１ｄ内出现的

典型“铺路石”样细胞集落即ＥＣＦＣｓ。

ＥＣＦＣｓ除具有已知的全部ＥＰＣｓ特性外，还表

达ＥＣｓ的标志性表面抗原，且不表达任何白细胞和

髓系标志物［１１］。ＥＣＦＣｓ具有较强的增殖能力，在

体外成小管实验中能形成内皮样管样结构，且在动

物模型中参与微血管的形成［１２１３］。因此，ＥＣＦＣｓ常

被认为是ＥＰＣｓ家族中的主要成员，甚至能代表

ＥＰＣｓ。另有研究
［１４］将ＥＣＦＣｓ称为晚期内皮祖细

胞（ＬＥＰＣｓ）或ＯＥＣｓ（ｏｕｔｇｒｏｗｔｈｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ）。

最近一项研究［１５］显示，在ＥＣＦＣｓ群落中，可分离出

ＣＤ３４＋和ＣＤ３４－细胞。大部分ＣＤ３４＋ＥＣＦＣｓ有较

强的自我更新能力，以及高水平的Ｎｏｔｃｈ信号通路

蛋白，使细胞周期处于Ｇ０／Ｇ１期；而ＣＤ３４－ＥＣＦＣｓ

大多处于Ｓ／Ｇ２Ｍ期，更接近于分化成熟的ＥＣｓ，自

我更新能力和集落形成能力弱，但增殖能力强［１１］。

这提示可以从基因及细胞周期水平鉴定ＥＰＣｓ。

２　犈犘犆狊的来源

自从１９９７年Ａｓａｈａｒａ等提出出生后ＥＰＣｓ的

概念后，有关成人体内ＥＰＣｓ的来源一直存在争议。

目前，一般认为外周血ＥＰＣｓ可能同时来源于骨髓

造血系干细胞和外周或骨髓组织的的非造血系干

细胞［１６］。

来源于骨髓造血系的ＥＰＣｓ与造血干细胞可能

有相同的前体细胞，如血液母细胞。这些细胞表达

与造血干细胞相同的抗原ＣＤ３４、ＣＤ１３３等。在使

用ＥＣＦＣｓ法培养４８ｈ后分离出的不贴壁细胞继续

生长５～７ｄ可形成集落形成单位（ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇ

ｕｎｉｔｓ，ＣＦＵ），这些细胞被称为ＣＦＵＥＣｓ，或早期

ＥＰＣｓ。这些细胞表达ＣＤ１４、ＣＤ４５等髓系细胞表面

抗原，形态呈纺锤样或多边形，能够分泌大量的促

血管新生细胞因子，但很少融合入ＥＣｓ形成的血管

网［１２］。此外，有研究［１７１８］发现有些造血系来源的

ＥＰＣｓ并不形成ＣＦＵ，但有潜力在体外或体内形成

血管样结构。一些研究［１９２０］甚至发现，来自髓系的

单核巨噬系统的干细胞或祖细胞可在特定微环境

下形成血管内皮。目前已报道的来自骨髓造血系

的ＥＰＣｓ种类丰富，这些ＥＰＣｓ可能均由髓系干细

胞分化而成。

非造血系来源的 ＥＰＣｓ不表达或极少表达

ＣＤ１４和ＣＤ４５，且经体外培养后，其形态和功能学

与造血系来源的ＥＰＣｓ也不同。Ｙｏｄａｒ等
［２１］分离出
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的ＥＣＦＣｓ是非造血系来源的ＥＰＣｓ，而可能直接来

源于外周器官的血管壁。Ｆａｎｇ等
［２２］发现，这些存

在于血管壁的ＥＰＣｓ表达ＣＤ１１７。Ｓｃｈｎｉｅｄｅｒｍａｎｎ

等［２３］从小鼠肺组织微血管分离ＥＣＦＣｓ，发现其具有

较强的形成血管和淋巴管的潜能。Ｒａｐｐ等
［２４］从胎

盘上分离出ＥＣＦＣｓ，其不表达ＣＤ３４和ＣＤ４５表面

抗原，并且显示出比脐血ＥＣＦＣｓ更强的血管生成

能力。

上述研究表明，ＣＦＵＥＣｓ和其他大量表达

ＣＤ１４或ＣＤ４５的ＥＰＣｓ来源于骨髓造血系干细胞，

而ＥＣＦＣｓ来源于外周器官的血管壁和骨髓非造血

系干细胞。

３　犈犘犆狊参与出生后血管新生的机制

Ａｓａｈａｒａ等
［３］发现，静脉注射的外周血ＣＤ３４＋

单个核细胞可以在小鼠缺血肢体中直接融合入新

生微血管管壁，有些直接形成微血管；而ＣＤ３４－单

个核细胞聚集在肌纤维周围，不参与微血管形成。

Ｓｃｈａｔｔｅｍａｎ等
［２５］在糖尿病免疫缺陷小鼠的肢体缺

血模型中，经肌肉注射植入人ＣＤ３４＋细胞，结果发

现缺血肢体血流灌注加速恢复。上述研究提示部

分ＥＰＣｓ通过融合入新生微血管壁来促进其生成，

增加血流灌注。这些直接参与新生血管形成的

ＥＰＣｓ的来源一直是研究重点
［２５］。ＨＵ 等

［２６］将

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠的动脉移植入Ｃ５７ＢＬ／６／ＴＩＥ２ＬａｃＺ

小鼠后，观察到宿主骨髓来源的表达βＧａｌ
＋的细胞

参与供体血管壁的内皮增生。有研究［２７２８］在下肢

缺血和心肌缺血造成的损伤组织中也观察到骨髓

来源的ＥＰＣｓ直接参与血管新生。Ｐｅｒｒｙ等
［２９］用来

自Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠的骨髓细胞移植入ｅＮＯＳ－
／－小

鼠，４周后仅在血液中和血管周围发现供体细胞，而

未在血管内皮中发现供体细胞嵌合，提示骨髓

ＥＰＣｓ不直接参与正常衰老的ＥＣｓ自我更新。而

Ａｉｃｈｅｒ等
［３０］在异种共生态模型和 Ｌａｃｚ＋ 供体／

Ｌａｃｚ－受体模型中发现，供体动物非骨髓来源的

ＥＰＣｓ直接参与受体动物肢体缺血后的血管内皮再

生，比例高于骨髓来源的ＥＰＣｓ。由此可见，骨髓和

非骨髓来源的ＥＰＣｓ都能直接参与组织损伤后新生

血管内皮的形成，而非骨髓来源的ＥＰＣｓ可能直接

参与衰老血管内皮的更新。

除直接参与血管内皮形成外，ＥＰＣｓ旁分泌细

胞因子也可促进血管新生。Ｕｒｂｉｃｈ等
［３１］用基因微

阵列技术对比了人外周血ＥＰＣｓ、脐静脉ＥＣｓ和微

血管ＥＣｓ的促血管新生相关基因的表达情况，发现

血管内皮生长因子Ａ（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒＡ，ＶＥＧＦＡ）、ＶＥＧＦＢ、基质细胞衍生因子

１（ｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒ１，ＳＤＦ１）和类胰岛素

生长因子（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１，ＩＧＦ１）的

ｍＲＮＡ在 ＥＰＣｓ中的表达量明显高于 ＥＣｓ；在

ＥＰＣｓ培养液中，这些细胞因子含量也较高。

Ｍｉｙａｍｏｔｏ等
［３２］从骨髓中分离出高表达ＶＥＧＦＡ、

成纤维细胞生长因子２（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ２，

ＦＧＦ２）和肝细胞生长因子（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒ，ＨＧＦ）的细胞亚群，说明这些起旁分泌作用

的ＥＰＣｓ部分来源于骨髓。研究
［３３３４］在动物缺血模

型中发现，植入的ＥＰＣｓ停留于微血管壁外，周围有

大量ＶＥＧＦ，提示ＥＰＣｓ在损伤组织内通过旁分泌

细胞因子促进血管新生。Ｓａｈｏｏ等
［３５］发现，人外周

血ＣＤ３４＋细胞能分泌促血管新生的外泌体；体外和

体内实验显示，新生血管形成与外泌体含量呈剂量

依赖关系。外泌体中除包含生长因子和促血管新

生因子外，还包含微小ＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）。研究
［３６］

证实，ｍｉＲＮＡｓ可以通过表观遗传学方式调控

ＥＰＣｓ的旁分泌作用，促进血管新生。总之，部分

ＥＰＣｓ可能通过旁分泌生长因子、细胞因子和外泌

体诱导周围ＥＣｓ迁移和增殖，促进新生血管形成；

ＥＰＣｓ可能来源于骨髓造血系统。ＥＰＣｓ参与新生

血管形成的机制见图１。

近期，Ｙｏｄａｒ等
［３７３８］将上述２种机制进行了统

一：造血系来源的ＥＰＣｓ首先归巢至缺血或损伤的

组织，然后通过旁分泌促血管新生因子招募血液中

及周围组织中的ＥＣＦＣｓ至损伤处，直接介入血管内

皮形成，并进一步通过分泌细胞因子促进已有ＥＣｓ

增殖和自我更新。基于这种理论，组织损伤的修复

能力可能取决于局部ＥＣＦＣｓ的含量。肾脏微血管

ＥＣｓ增殖能力较弱，表现为急性肾损伤后组织内血

管新生极少，而有的器官ＥＣｓ体外培养时则表现出

较强的增殖能力［３９］，可能提示不同器官内ＥＣＦＣｓ

数量差别较大。

如前所述，造血系来源的ＥＰＣｓ需要归巢至损

伤组织才能进一步发挥作用。而在归巢前，这些细

胞须经历动员、迁移、黏附等步骤。Ｄａｗｅｉ等
［４０］总

结了这些过程所涉及的细胞及相关分子机制：组织

损伤后向血液中释放ＶＥＧＦ、ＳＤＦ１等细胞因子，通

过ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４轴或ｅＮＯＳ／ＮＯ／ＭＭＰ９／ｋｉｔＬ轴

使骨髓造血系ＥＰＣｓ与骨髓间质细胞脱离，并向外
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周血迁移；ＥＰＣｓ顺ＳＤＦ１浓度梯度向损伤组织处

迁移，通过整联素和Ｐ选择素黏附和定植于损伤的

血管内皮，进一步通过旁分泌作用促进血管生成。

阿卡波糖、维生素Ｄ等药物可通过直接或间接增强

以上途径来增强ＥＰＣｓ的促血管新生作用
［４１］。总

之，骨髓来源的ＥＰＣｓ是修复组织损伤的先驱，为

ＥＣＦＣｓ和其他ＥＰＣｓ提供了增殖和分化的有利环

境，且同时促进原有ＥＣｓ的迁移和增殖。

图１　血管内皮祖细胞分化过程及促进出生后血管新生机制

４　总结与展望

ＥＰＣｓ的发现填补了出生后血管新生领域的空

白。随后，其来源、作用和促进血管新生的机制逐

渐获得深入研究。大量动物缺血和组织损伤模型

验证了ＥＰＣｓ修复组织和血管再生的能力，为临床

上基于ＥＰＣｓ的治疗性血管新生提供了理论依据。

由于近年来发现单纯的ＥＰＣｓ移植常达不到预期的

治疗目标，在此基础上加强ＥＰＣｓ的促血管新生作

用的方法逐渐被探讨，如在移植前缺氧预处理

ＥＰＣｓ
［４２］或采用微应力刺激促进ＥＰＣｓ增殖

［４３］。随

着ＥＰＣｓ研究的不断深入，相信ＥＰＣｓ在临床上将

得到更广泛的应用。
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