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内皮祖细胞的生物学特性及其应用
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摘　 要: 内皮祖细胞是血管内皮细胞的前体细胞ꎬ随着对其培养、鉴定、归巢和分化等研究的进行ꎬ内皮祖细胞被越来越

多的引入到医学、细胞生物学等相关血管疾病的研究之中ꎬ内皮祖细胞可促进创伤愈合和血管功能恢复ꎬ是构建心血管

组织工程的新力量ꎮ 就内皮祖细胞的生物学特性及其在动物肢体缺血模型和临床实验中的应用进行了概述ꎬ并分析了

内皮祖细胞应用所面临的挑战ꎬ最后对未来的研究方向进行了展望ꎮ

关键词: 内皮祖细胞ꎻ体外扩增ꎻ生物学特性ꎻ血管发生ꎻ临床应用
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　 　 １９９７ 年ꎬ日本学者 Ａｓａｈａｒａ 等[１] 首次从人外

周血中分离出血管内皮生长因子受体 ２(ｖａｓｕｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ꎬ ＶＥＧＦＲ￣２)和

ＣＤ３４ 均为阳性的单核细胞ꎬ而且能够表达内皮

细胞的特异性抗原ꎬ故命名为内皮祖细胞( ｅｎｄｏ￣
ｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓꎬＥＰＣｓ)ꎬ也称为成血管细胞

(ａｎｇｉｏｂｌａｓｔ)ꎬ在生理或病理等因素的刺激下ꎬ可
从骨髓动员到外周血参与损伤血管的修复ꎬ通过

迁移、归巢到靶组织并进入新生血管ꎬ定向增殖分

化为成熟的血管内皮细胞ꎬ内皮细胞对维持血管

内膜的稳定性起着重要作用[２ꎬ３]ꎻ此外ꎬ研究发现

ＥＰＣｓ 既参与血管生成ꎬ也参与机体和器官损伤后

的血管修复与新生ꎬ在心脑血管疾病、外周血管疾

病、肿瘤血管形成及创伤愈合等方面均发挥重要

作用ꎬ并为缺血性疾病的治疗提供了新思路ꎬ具有

广阔的应用前景[４~６]ꎮ 然而ꎬＥＰＣｓ 治疗仍面临诸

多困难ꎬ从高龄病人分离的 ＥＰＣｓ 数量低、质量

差ꎬ达不到理想的治疗效果[７]ꎮ 本文就内皮祖细

胞生物学特征及临床应用等研究概况作简要概

述ꎬ以期为内皮祖细胞的应用研究提供参考ꎮ

１　 ＥＰＣｓ 的生物学特性

１.１　 ＥＰＣｓ 的鉴定

内皮祖细胞在体外有两种ꎬ分早期和晚期ꎮ
早期 ＥＰＣｓ 呈现纺锤形ꎬ晚期 ＥＰＣｓ 形成铺路石样



的椭圆形结构ꎮ 单从形态学特征上无法辨认出早

期 ＥＰＣｓꎬ由于血液与血管的发生联系紧密ꎬ其细

胞也共享许多细胞表面标记ꎮ 研究发现ꎬＨＳＣｓ 和

ＥＰＣｓ 都起源于血管干细胞ꎬ因此他们具有相同的

表面标记(ＣＤ３４、ＣＤ１３３) [８]ꎮ 人类 ＥＰＣｓ 的表面

标记物有 ＣＤ３４、ＣＤ１３３、ＦＬＫ￣１ / ＫＤＲ、ＣＸＣＲ４ 和

ＣＤ１０５ 等ꎬ而在小鼠中其表面标志物则为 Ｃ￣ｋｉｔ＋ /
Ｓｃａ￣１＋ / Ｌｉｎ－(ＫＳＬ) [１ꎬ ９~１１]ꎬ这些细胞群在缺血条

件下参与血管形成ꎬ表明它们具有血管再生能力ꎮ
现在最常用的鉴定 ＥＰＣｓ 的表面分子抗原组合有

ＶＥＧＦＲ￣２、ＣＤ１３３ 和 ＣＤ３４ꎬ多数学者认为同时具

有 ＣＤ３４＋、ＣＤ１３３＋ 及 ＶＥＧＦＲ￣２ 等表面抗原的称

为 ＥＰＣｓ[１２]ꎬ但单独一个表面分子抗原是不具有

特异性的ꎮ 例如ꎬＣＤ３４＋ 在骨髓来源的内皮细胞

和造血干细胞(ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ＨＳＣｓ)上
都有所表达[１３]ꎮ ＶＥＧＦＲ￣２ 是胚胎血管发育时的

关键受体ꎬ是血液血管干细胞的表面标记ꎬ在出生

后也表达于早期造血干细胞和成熟血管内皮细胞

上[１４]ꎮ ＣＤ１３３ 选择性地表达于早期造血细胞和

胚胎肝、骨髓以及外周血的祖细胞ꎬ在成熟内皮细

胞不表达[１５]ꎮ 由此可见ꎬＥＰＣｓ 在不同发育阶段

可能表达不同的表面标记ꎮ 最近有研究显示ꎬ起
源于脐血单核细胞的 ＣＤ３４＋ / ＣＤ１４－ 或 ＣＤ３４－ /
ＣＤ１４＋的细胞也可分化为 ＥＰＣｓ[１６]ꎬ此外ꎬ还能通

过多种方法鉴定 ＥＰＣｓꎬ内皮型一氧化氮合酶

(ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬｅＮＯＳ)也是它的

特征之一[１７]ꎮ 通过电镜可观察到内皮细胞特有

的细胞器 Ｗｅｉｂｅｌ￣ｐａｌａｄｅ 小体[１８]ꎬ它是一种分泌性

杆状的细胞器ꎬ含有多种生物活性分子ꎬ如血管性

血友病因子(ｖｏｎ ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ ｆａｃｔｏｒꎬｖＷＦ)ꎬ受到刺

激后可以非常迅速的释放这些内容物ꎬ参与止血、
炎症和血管生成等生理功能ꎮ 内皮细胞吞噬低密

度脂蛋白是其重要的生物学功能之一ꎬＥＰＣｓ 在分

化过程中能表达内皮细胞免疫表型ꎬ且具有吞噬

乙酰化低密度脂蛋白和结合荆豆凝集素的能

力[１９]ꎬ可以利用这种能力对 ＥＰＣｓ 进行检测ꎬ通过

Ｄｉｌ 标记乙酰化低密度脂蛋白和 ＦＩＴＣ 标记的荆豆

凝集素双染实验来鉴定 ＥＰＣｓ 表型ꎮ
非造血系 ＥＰＣｓ 的来源不是 ＨＳＣｓꎬ它可能来

自组织或器官ꎬ非造血系 ＥＰＣｓ 通过连续培养获

得ꎬ它们具有分化为内皮细胞的能力ꎬ这种细胞又

被称为 ＥＯＣｓ[２０]ꎬ它们在体外培养条件下呈内皮

细胞样特征ꎬ培养 ７ ｄ 后ꎬ汇合形成鹅卵石样单层

多角形细胞ꎮ 这种 ＥＰＣｓ 亚型表达 ＣＤ３１、ＣＤ３４、
ＣＤ１０５、ＣＤ１４６、ＶＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 ＶＥＧＦＲ￣２ꎬ而不表

达造血系表面标志物 ＣＤ１３３[２１]ꎮ 这类 ＥＰＣｓ 能形

成毛细血管和产生 ＮＯꎬ从而增强后肢血管的新

生能力[２２]ꎮ 尽管这类具有血管生成潜能的 ＥＰＣｓ
能应用于细胞治疗ꎬ但在培养的过程中ꎬ它们的增

殖活性减弱和逐步衰老的现象使之用于治疗受到

限制[２３]ꎬ若同时考虑到分离技术和培养方法ꎬ这
些非造血系 ＥＰＣｓ 是不适用于临床的ꎮ

１.２　 ＥＰＣｓ 的归巢和分化

ＥＰＣｓ 的 归 巢 是 在 血 管 内 皮 生 长 因 子

(ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ ＶＥＧＦ)、基质

细胞 衍 生 因 子 １ ( ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒꎬ
ＳＤＦ￣１)的参与下ꎬ使外周血中的 ＥＰＣｓ 迁移到组

织缺血或内皮损伤部位ꎬ黏附并结合到受损血管

的过程ꎮ 有学者发现将含有 ＶＥＧＦ 的填充物移植

到缺血部位ꎬ可引起移植部位 ＥＰＣｓ 的聚集ꎬ促进

血管新生ꎬ表明 ＶＥＧＦ 有促进 ＥＰＣｓ 归巢的作

用[２４]ꎮ 另外ꎬ 还有研究人 员 发 现ꎬ 小 窝 蛋 白

(ｃａｖｅｏｌｉｎ)通过 ＶＥＧＦ / ＮＯ 通路来调控 ＳＤＦ￣１ 介

导的 ＥＰＣｓ 归巢ꎬ从而直接影响血管的新生[２５]ꎮ
ＳＤＦ￣１ 是动员 ＥＰＣｓ 向缺血部位聚集的关键细胞

因子之一ꎬ能诱导 ＣＤ３４＋ 细胞迁移和 ＥＰＣｓ 的

形成ꎮ
ＥＰＣｓ 向缺血损伤部位归巢ꎬ形成集群后修复

损伤组织[２６]ꎮ 因此 ＥＰＣｓ 的克隆形成能力及其检

测方法对于研究血管的生成是很重要的ꎮ 有研究

人员从外周血或脐血中分离出单个核细胞ꎬ并培

养出了内皮细胞克隆团(ｃｏｌｏｎｙ￣ｆｏｒｍｉｎｇ ｕｎｉｔ￣ｅｎｄｏ￣
ｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ ＣＦＵ￣ＥＣｓ) [２７]ꎮ 新的 ＥＰＣｓ 克隆形成

(ＥＰＣｓ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍｉｎｇ ａｓｓａｙꎬ ＥＰＣｓ￣ＣＦＡ)方法可以

估计祖细胞的数量ꎬ也能评估克隆团的质量[２８]ꎮ
利用 ＥＰＣｓ￣ＣＦＡ 方法可以把两种细胞群体区分开

来ꎬ即原始的(小)ＥＰＣｓ 群体和成熟的(大)ＥＰＣｓ
群体ꎮ 这两类细胞群体各有特点ꎬ原始的(小)
ＥＰＣｓ 具有高度的增殖能力ꎬ而成熟的(大) ＥＰＣｓ
具有分化和促进血管修复的能力[２９]ꎮ

有学者认为 ＣＤ１３３ / ＣＤ１４ 表达的丧失ꎬ同时

伴随 ｖＷＦ 及其他成熟内皮特异性标志物和特征

的形成就表明内皮细胞分化成熟[３０]ꎮ 目前的研

究认为 ＥＰＣｓ 除了分化为成熟内皮细胞以外ꎬ还
可以分化为骨骼肌细胞、平滑肌细胞和心肌样细

７６２陆腾飞ꎬ等:内皮祖细胞的生物学特性及其应用



胞[３１]ꎮ 有研究发现ꎬＰＰＡＲ７ 受体激动剂通过上

调 ｅＮＯＳ 的表达使 ＥＰＣｓ 向成熟内皮细胞分化ꎬ而
抑制其向平滑肌细胞分化[３２]ꎮ 而用 Ｃ￣反应蛋白

处理 ＥＰＣｓꎬ可通过抑制 ｅＮＯＳ ｍＲＮＡ 的表达ꎬ显
著抑制 ＥＰＣｓ 的分化ꎬ并加速其凋亡[３３]ꎮ 有研究

发现ꎬ层流切应力促进 ＥＰＣｓ 向动脉 ＥＣｓ 分化ꎬ而
抑制其向静脉 ＥＣｓ 分化ꎮ 剪切力在促进 ＥＰＣｓ 向

ＥＣｓ 分化的同时ꎬ抑制了干细胞标志物 ＣＤ１３３、
ＣＤ３４ 的表达[３４]ꎮ 也有研究表明纤维连接蛋白促

进 ＥＰＣｓ 分化[３５]ꎮ

２　 ＥＰＣｓ 的应用

２.１　 ＥＰＣｓ 在动物肢体缺血模型中的应用

目前ꎬＥＰＣｓ 治疗肢体缺血疾病被广泛研究ꎮ
当肢体缺血患者因为没有药物治疗ꎬ不适合手术

而只能选择截肢时ꎬＥＰＣｓ 治疗给他们带来了希

望ꎮ 利用 ＥＰＣｓ 治疗动物损伤模型的治疗方法有

所差异ꎬ有的学者利用新分离的细胞ꎬ也有学者利

用多种细胞因子 /生长因子组合培养扩增的细胞ꎮ
研究人员利用鼠类和兔进行了大量的研究ꎬ外源

性 ＥＰＣｓ 能够修复后肢缺血模型中受损的血

管[３６ꎬ３７]ꎮ 这些实验表明ꎬＥＰＣｓ 在缺血损伤时参

与毛细血管生成和改善组织灌注ꎮ
由于造血干细胞和内皮祖细胞具有共同的表

面标记ꎬ利用当前的技术无法将它们区分ꎮ 最近ꎬ
有研究表明通过 ＣＤ３４ 阳性分选可以得到一部分

ＥＰＣｓꎬ对肢体缺血的糖尿病小鼠局部注射 ＣＤ３４＋

细胞ꎬ结果表明 ＣＤ３４＋细胞具有促进创伤愈合和

促进血管生长的功能[３８]ꎮ Ｌｉ 等[３９] 发现分离自骨

髓的 ＣＤ３４＋ 在移植后具有更高的募集能力ꎮ
Ｅｌｓｈａｒａｗｙ 等[４０]将人 ＣＤ３４＋细胞移植到后肢缺血

的糖尿病裸鼠体内ꎬ发现明显恢复了血流ꎮ

２.２　 ＥＰＣｓ 在临床试验上的应用

治疗性血管生成的主要目的是强化合适的血

管形成和改善组织灌注ꎮ 一些理想的动物研究结

果促进了早期临床试验的开展ꎮ 促进肢体缺血患

者的侧支血管生成和血管新生是减少组织损伤与

严重缺血的主要治疗策略ꎮ
根据细胞来源ꎬ治疗方式可分为非选择性

ＥＰＣｓ 治疗和选择性 ＥＰＣｓ 治疗ꎬ非选择性 ＥＰＣｓ
治疗利用骨髓来源的单个核细胞 (ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ
ｃｅｌｌｓꎬ ＭＮＣｓ)ꎬ它包括 ＥＰＣｓ 部分和非 ＥＰＣｓ 部分ꎻ

选择性 ＥＰＣｓ 治疗利用的是外周血 ( ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ
ｂｌｏｏｄꎬ ＰＢ ) 或 ＢＭ￣ＭＮＣｓ 中 分 离 和 纯 化 的

ＥＰＣｓ[４０ꎬ４１]ꎮ 纯化的 ＣＤ３４＋ 细胞能参与血管新生

和内皮修复ꎬＢＭ￣ＭＮＣｓ 在收到促进动员、归巢和

分化的信号后ꎬ能形成成熟的内皮细胞ꎮ 生理条

件下循环血中的 ＥＰＣｓ 数量很少ꎬ粒细胞集落刺

激 因 子 ( ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ ｃｏｌｏｎｙ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒꎬ
Ｇ￣ＣＳＦ)可以促进 ＥＰＣｓ 从骨髓中动员到外周血

中ꎬ因此ꎬ促进 ＢＭ￣ＭＮＣｓ 动员和归巢会增强 ＥＰＣｓ
介导的血管新生[４２ꎬ４３]ꎮ

有学者利用 ＢＭ￣ＭＮＣｓ 治疗外周动脉疾病

(ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ａｒｔｅｒｉａｌ ｄｉｓｅａｓｅꎬ ＰＡＤ)ꎬ他们使用的就

是细胞移植治疗血管生成方法ꎮ 随机对照试验表

明ꎬ肌肉注射自体 ＢＭ￣ＭＮＣｓ 能显著改善腿部疼

痛范围、溃疡大小和疼痛自由行走距离ꎬ这种良性

结果能够维持至少 ２ 年[４４]ꎮ Ｋａｗａｍｏｔｏ 等[４５]报道

了一个自体移植的 Ｉ / ＩＩ 期临床试验ꎬ通过 Ｇ￣ＣＳＦ
动员下肢严重缺血患者的 ＢＭ￣ＥＰＣｓꎬＧ￣ＣＳＦ 能有

效地动员 ＢＭ￣ＥＰＣｓ 进入血液ꎬ分离所得到的

ＣＤ３４＋细胞即为 ＥＰＣｓꎮ 所有患者在细胞治疗 １２
周后ꎬ病情得到明显改善ꎬＣＤ３４＋细胞移植后各项

病理指标得到明显改善ꎮ
研究显示ꎬ将自体动员的 ＣＤ３４＋细胞移植到

顽固性糖尿病足患者体内ꎬＩ / ＩＩ 期临床试验结果

显示ꎬ５ 例患者中 ３ 例未发生小截肢、复发、死亡

及其他严重不良事件ꎮ 另外ꎬ当以高剂量 ＥＰＣ￣
ＣＦＵ 和 ＣＤ３４＋ / ＫＤＲ＋细胞进行治疗时ꎬ伤口愈合

效果明显改善ꎬ无复发或异位溃疡[４４]ꎮ 这些结果

表明ꎬＥＰＣｓ 的数量和血管生成潜力直接影响细胞

疗法的疗效ꎮ 因此ꎬ 较高剂量的 ＥＰＣ￣ＣＦＵ 和

ＣＤ３４＋ / ＫＤＲ＋细胞是 ＥＰＣｓ 进行有效治疗的关键ꎮ
细胞治疗对于下肢严重缺血患者基本没有限制ꎬ
具有一定的安全性和可行性ꎮ

３　 ＥＰＣｓ 的应用挑战

要成功地将 ＥＰＣｓ 介导的血管修复和血管生

成应用于临床ꎬ还需要更好地理解 ＥＰＣｓ 的生物

学特性ꎮ 目前ꎬＥＰＣｓ 治疗应用主要受到数量和质

量的限制ꎮ 由于外周血中的 ＥＰＣｓ 较少ꎬ细胞分

离过程中细胞质量会降低ꎬ不得不进行多次动员

和分离 ＥＰＣｓ 从而加重了病人的负担ꎮ 研究发现

ＰＢ ＣＤ３４＋细胞移植治疗功能性血管再生具有剂

８６２ 生物技术进展 Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ



量依赖效应[４６]ꎮ
在一些特殊情况下ꎬ如高龄、糖尿病、心血管

疾病和其他风险因素等都能损害 ＥＰＣｓ 的功能ꎬ
使其迁移和归巢到靶组织的能力受到影响[４７ꎬ４８]ꎮ
年龄的升高会减弱内皮祖细胞的功能ꎬ产生保护

性细胞因子ꎬ并造成生长因子的量减少ꎬ且活性减

弱ꎬ导致患心血管疾病的风险增加[４９]ꎮ 老龄化也

与血管壁内源性的改变有关ꎬ主要是内皮细胞的

流失导致了内皮功能障碍ꎮ 研究发现稳定性冠心

病(ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｄｉｓｅａｓｅꎬＣＡＤ)患者术前的循环

ＥＰＣｓ 随着年龄的增加而减少ꎬ随着 ＶＥＧＦ 水平下

降而减少ꎮ 而同龄人中ꎬ含较少 ＥＰＣｓ 的人更易

患心血管疾病ꎮ 多因素分析表明ꎬＥＰＣｓ 的减少预

测了心血管疾病不良的预后[５０]ꎬ通过减少风险因

素能够恢复循环中 ＥＰＣｓ 的正常水平[５１]ꎮ
由于糖尿病和 ＥＰＣｓ 功能损伤有关ꎬ糖尿病

通常伴随着很多血管并发症ꎬ缺乏血管内皮再生

和血管再生受损是糖尿病血管并发症的根本原

因ꎮ 糖尿病患者的内环境含有大量的活性氧簇ꎬ
它们由活性 ＮＡＤＰＨ 氧化酶产生ꎬＮＡＤＰＨ 氧化酶

能降低 ＮＯ 的生物学利用度ꎬ从而导致糖尿病血

管并发症的发生和加重ꎬ抑制 ＮＡＤＰＨ 氧化酶的

活性能恢复 ＣＤ３４＋细胞的迁移和归巢到靶组织的

能力[５２]ꎮ
由于病人内源性 ＥＰＣｓ 的数量少、质量差ꎬ与

健康人相比自体 ＥＰＣｓ 移植治疗效果不好ꎮ 在治

疗糖尿病足患者时ꎬＰＢ ＣＤ３４＋细胞修复组比对照

组的治疗效果差ꎬ老年患者 ＥＰＣｓ 动员数量降低ꎬ
缺血性损伤可由正常人的 ＣＤ３４＋细胞修复ꎬ但糖

尿病患者的 ＣＤ３４＋ 细胞治疗效果很差[５０]ꎮ 为了

克服这一问题ꎬ可使用细胞和分子生物学技术增

强 ＥＰＣｓ 的存活率和细胞增殖ꎮ 此外ꎬ收集和分

离细胞的漫长过程也会影响患者的康复ꎮ 如前体

祖细胞的增殖或前处理等步骤会造成移植时间的

推迟ꎮ 总之ꎬ尽管临床试验表明自体 ＥＰＣｓ 治疗

具有安全性和有效性ꎬ但仍然需要克服一些缺陷ꎬ
如:分离技术和过程、细胞功能障碍和细胞数量ꎮ

４　 展望

内皮祖细胞以其独特的生物学特性成为再生

医学领域中重要的治疗工具ꎬ在机体缺血、组织损

伤、细胞因子或药物刺激下ꎬＥＰＣｓ 可从骨髓向靶

部位动员、增殖、分化ꎬ形成新生血管ꎬ在多种缺血

性疾病和血管损伤方面有着广阔的应用前景ꎮ 利

用转基因技术将必要的基因转给 ＥＰＣｓꎬ从而增强

其增殖或新生血管的能力ꎬ扩大在临床上的应用

范围ꎮ 此外ꎬＥＰＣｓ 在组织工程和肿瘤治疗方面也

有很大的临床应用价值ꎮ 但是ꎬ我们必须要先理

解 ＥＰＣｓ 的生物学特性ꎬ并继续研究了解 ＥＰＣｓ 在

健康和疾病中的身份和角色ꎮ 这些努力将提供有

价值的数据来指导研究者对细胞治疗进行合理的

设计ꎮ
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