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　　［摘要］　目的　探讨采用将兔全骨髓直接体外培养诱导分化的方法获取内皮祖细胞（ＥＰＣｓ），同时观察ＥＰＣｓ的扩增能
力。方法　新西兰兔１０只，对每只兔穿刺并抽取骨髓３ｍｌ，用ＥＧＭ２培养基对全骨髓进行培养，观察细胞生长及形态变化，
绘制细胞生长曲线并评估其扩增能力。对培养１２ｄ后的贴壁细胞行ＣＤ１３３、ＣＤ３４、ＶＥＧＦＲ２三抗原免疫组化鉴定及吞噬乙

酰化低密度脂蛋白（ａｃＬＤＬ）和结合荆豆凝集素（ＵＥＡ１ｌｅｃｔｉｎ）的内皮细胞功能鉴定；同时对其行ＣＤ１３３免疫磁珠分选及流式

细胞术检测，比较分选前后的ＣＤ３４＋／ＶＥＧＦＲ２＋和ＣＤ１３３＋／ＣＤ３４＋／ＶＥＧＦＲ２＋细胞比例的差异。结果　全骨髓直接培养
４８ｈ后可见细胞呈丛状或集落样生长，细胞呈梭形、三角形、多边形，细胞生长曲线呈“Ｓ”型。经过１２ｄ的培养，每３ｍｌ骨髓可

以获得（１．５１±０．２９）×１０６个贴壁生长的ＥＰＣｓ，细胞呈铺路石样外观；检测发现ＣＤ１３３、ＣＤ３４、ＶＥＧＦＲ２三抗原阳性表达，并

具有吞噬ａｃＬＤＬ和结合荆豆凝集素（ＵＥＡ１ｌｅｃｔｉｎ）的内皮细胞功能。经 ＣＤ１３３免疫磁珠分选后 ＣＤ３４＋／ＶＥＧＦＲ２＋ 和

ＣＤ１３３＋／ＣＤ３４＋／ＶＥＧＦＲ２＋的细胞比例数分别为分选前的３．３８倍和６．１４倍。结论　通过全骨髓直接培养诱导分化获取
兔ＥＰＣｓ的方法简单、可行。
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　　通常认为血管内皮细胞的更新是通过邻近的血
管内皮迁移、增殖完成的，正常血管内皮细胞增殖能
力有限，而且正常的血管内皮的更新率很低［１］。直
到１９９７年 Ａｓａｈａｒａ等［２］报道了外周血中可以分离

出内皮前体细胞，这种观念才得以转变，接着不断有
报道发现骨髓参与血管内皮细胞的更替［３４］。目前
认为内皮细胞由ＥＰＣｓ分化而成，该发现为加深对
多种疾病，如心血管疾病、糖尿病、脑卒中和肿瘤［５７］

等的认识提供了新的线索。临床和包括组织工程种
子细胞在内的基础研究均需要大量的ＥＰＣｓ，但由于

ＥＰＣｓ的数量及增殖能力等原因，难以在短时间内获
得大量细胞。根据文献的报道，ＥＰＣｓ存在于骨髓、
外周血、脾脏、脂肪、大网膜、血管壁、新生儿脐带
等［８１１］，通常认为主要来自骨髓。本研究首次对兔全
骨髓直接培养诱导出ＥＰＣｓ，探讨了这种耗时短、简
单、经济的ＥＰＣｓ获取新方法。

１　材料和方法

１．１　实验动物　清洁级新西兰兔１０只，体质量

２．２～２．５ｋｇ，年龄１０～１２个月，由第二军医大学实
验动物中心提供，动物饲养遵从中华人民共和国实
验动物使用协议，实验通过第二军医大学伦理委员
会的监管和批准。

１．２　骨髓采集及ＥＰＣｓ扩增　每只兔用盐酸赛拉
嗪肌内注射（２ｍｇ／ｋｇ）联合１％戊巴比妥（１０～１５
ｍｇ／ｋｇ）静脉注射麻醉，用１６号骨穿针于髂嵴抽取
骨髓３ｍｌ，用肝素抗凝（２００Ｕ／ｍｌ），将骨髓加入涂
有纤维连接蛋白的２５ｃｍ２培养瓶中（每瓶１．５ｍｌ），
与ＥＧＭ２ＭＶ培养基（ＰｒｏｍｏＣｅｌｌ，德国）３ｍｌ混匀，
培养基内含有诱导因子：成纤维生长因子（ｂａｓｉｃｆｉ
ｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）、氢化可的松、胰岛素
样生长因子（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＩＧＦ）、内皮
细胞生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，

ＶＥＧＦ）、小牛血清、维生素 Ｃ，置入３７℃、１００％湿
度、５％ＣＯ２培养箱中培养，４８ｈ后将培养基及骨髓
血性混合物弃去，留下贴壁细胞，再用ＰＢＳ清洗３
遍，加入ＥＧＭ２ＭＶ培养基３～５ｍｌ继续培养，培养
基每３ｄ更换１次。培养８ｄ后进行传代，每３ｄ传
代１次，传代时利用反复贴壁法，每次去除最早２０
ｍｉｎ贴壁的细胞以除去成纤维细胞。

１．３　ＥＰＣｓ的生长曲线　培养８ｄ的贴壁细胞经过

０．２５％胰蛋白酶消化、离心（２５０×ｇ）、用ＥＧＭ２ＭＶ
培养基重悬后，以２×１０４／ｍｌ的密度加入２４孔已涂
有纤维连接蛋白的培养板，每孔０．５ｍｌ，培养基每

３ｄ更换１次。生长曲线根据每天３孔细胞数平均计
数绘制，了解细胞的扩增能力。

１．４　细胞免疫组织化学染色鉴定　培养１１ｄ后的
贴壁细胞，经过消化、离心、再重悬后种植到已经处
理过的２４孔板中，接种密度为１×１０５／孔，２４ｈ后，
贴壁细胞用ＰＢＳ冲洗３次，并用１１甲醛和乙酸混
合液固定１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３次，１０％山羊血清封闭

３０ｍｉｎ，并分别用 ＣＤ１３３兔抗人、ＣＤ３４兔抗人、

ＶＥＧＦＲ２兔抗人一抗（滴度均为１１００，Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ），室温下孵育２ｈ，ＰＢＳ冲洗后滴加ＦＩＴＣ或

ＴＲＩＴＣ标记的山羊抗兔二抗，１ｈ后，ＰＢＳ冲洗，荧
光显微镜下观察。对照用ＰＢＳ替代一抗，其他处理
相同。

１．５　摄取ａｃＬＤＬ和结合ＵＥＡ１ｌｅｃｔｉｎ　培养１１ｄ
后的贴壁细胞，经过消化、离心、再重悬后接种到放
有小玻片的２４孔板中，接种密度为１×１０４／孔，２４ｈ
后，更换培养基，重新加入新鲜的含有经Ｄｉｌ标记的
乙酰化低密度脂蛋白（ＤｉｌａｃＬＤＬ，１０μｇ／ｍｌ，Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ）的培养基，３７℃孵育１ｈ，再用２％的多聚甲
醛固定细胞１０ｍｉｎ，然后用ＰＢＳ浸洗３次，每次５
ｍｉｎ，再加入经 ＦＩＴＣ标记的 ＵＥＡ１ｌｅｃｔｉｎ（ＦＩＴＣ
ＵＥＡ１ｌｅｃｔｉｎ，１０ｍｇ／Ｌ，Ｓｉｇｍａ），３７℃孵育１ｈ，共
聚焦显微镜下观察，ＤｉｌａｃＬＤＬ（激发波长５４３ｎｍ，
发射波长５７４ｎｍ）发红色荧光，ＦＩＴＣＵＥＡ１ｌｅｃｔｉｎ
（激发波长４９０ｎｍ，发射波长４９５ｎｍ）发绿色荧光。

１．６　ＣＤ１３３磁珠分选ＥＰＣｓ　采用免疫微珠分选系
统及ＣＤ１３３抗体直标免疫磁珠进行分选，培养１１ｄ
后的贴壁细胞，胰酶消化后，对细胞悬液离心２５０×

ｇ，１０ｍｉｎ，完全吸取上层液，沉淀用３００μｌＰＢＳ混
悬；加入ＦＣＲ阻断剂１００μｌ（１０

８个细胞／１００μｌ），加
入 ＣＤ１３３免疫磁珠１００μｌ（１０

８个细胞／１００μｌ，

Ｍｉｌｔｅｎｙｉ），混匀，４℃冰箱３０ｍｉｎ，用ＰＢＳ１～２ｍｌ冲
洗，细胞悬液离心２５０×ｇ，１０ｍｉｎ，完全吸取上层液；
沉淀用ＰＢＳ５００μｌ混悬，准备磁铁固定架及分选柱，
将细胞混悬液装柱，用３倍量的培养基洗涤；洗涤出

ＣＤ１３３－细胞，柱内为ＣＤ１３３＋细胞；将分选柱远离磁
铁，用５ｍｌ培养液冲洗分选柱，所得细胞悬液离心５
ｍｉｎ；完全吸取上层液；沉淀用ＰＢＳ或培养液重悬，
细胞计数，继续培养观察细胞生长及增殖情况或准
备行流式细胞检测。

１．７　流式细胞仪检测ＥＰＣｓ　培养１１ｄ后的贴壁
细胞，经过消化、离心、制成单细胞悬液，重悬于１００

μｌ的ＰＢＳ中，然后用 ＣＤ３４ＦＩＴＣ 抗人、ＣＤ１３３ＰＥ
抗人和 ＶＥＧＦＲ２ＡＰＣ 抗人的抗体（均为 ｅＢｉｏ
ｓｃｉｅｎｃｅ）进行标记，每１０６个细胞滴加抗体５μｌ，细胞
数不足１０６个按１０６个计，室温下孵育３０ｍｉｎ，离心，
用ＰＢＳ３００μｌ重悬细胞，上机检测。

　　磁珠分选所得ＣＤ１３３阳性细胞，同样方法进行
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标记，重悬后上机检测。

１．８　统计学处理　数据用珚ｘ±ｓ表示。两组均数间
比较用ｔ检验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　细胞形态观察　骨髓经过４８ｈ的培养后，将
含有 ＥＧＭ２ＭＶ 培养基和血性混合物弃去，并用

ＰＢＳ浸洗３遍，可见培养瓶中的贴壁细胞（图１Ａ、

１Ｂ），细胞呈丛状或集落样生长，细胞呈梭形、三角

形、多边形和不规则形。４８ｈ后丛状或集落样细胞
迅速增长，通常第５天时均表现为集落样生长，集落
不断扩大，集落中心细胞密度高，周围单层细胞呈放
射状排列，到第８天细胞集落（图１Ｃ、１Ｄ）进一步扩
大可长满培养瓶，集落中心可出现细胞坏死，按１２
分瓶传代，传代后３ｄ细胞低倍镜下呈所谓“铺路石
样”外观，高倍镜下仍多呈梭形（图１Ｅ、１Ｆ）。每３～５
ｄ传代１次，未见明显细胞坏死，随着传代次数的增
加，不规则形细胞有增多趋势。

图１　ＥＰＣ形态观察图

Ｆｉｇ１　ＯｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆＥＰＣｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ
Ｃｏｌｏｎｙｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｃｅｌｌｓｆｒｏｍｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ４８ｈａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅ（Ａ），ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｐｉｎｄｌｅ，ｔｒｉａｎｇｌｅｏｒｐｏｌｙｇｏｎｉｎｓｈａｐｅ（Ｂ）．Ｔｈｅｃｏｌｏｎｙｃｅｌｌｓｅｎ

ｌａｒｇｅｄ８ｄａｙｓａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ（Ｃ），ｗｉｔｈｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｃｅｎｔｅｒｏｆｔｈｅｃｏｌｏｎｌｏｓｔ（Ｄ）．Ｔｈｒｅｅｄａｙｓａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅｔｈｅｃｅｌｌｓｓｈｏｗｅｄｔｈｅ

ｓｏｃａｌｌｅｄ“ｃｏｂｂｌｅｓｔｏｎｅ”ａｐｐｅａｒａｎｃｅ（Ｅ）ｗｉｔｈｌｏｗｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ｍｏｓｔｏｆｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｐｉｎｄｌｅｓｈａｐｅｄｗｉｔｈｈｉｇｈｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ（Ｆ）

２．２　细胞增殖能力　ＥＰＣｓ传代后的第１天细胞数
有少量减少，第２～５天细胞呈快速增殖，之后速度
减慢，生长曲线呈“Ｓ”型（图２）。经过１２ｄ的培养，
每３ｍｌ可以获得（１．５１±０．２９）×１０６个贴壁生长的

ＥＰＣｓ。经ＣＤ１３３磁珠分选后的阳性细胞以（２．２±
０．２６）×１０４／ｃｍ２的密度继续培养，每３～５ｄ传代１
次，未见明显细胞坏死，传至第１２代仍保持稳定的
增殖能力。

２．３　细胞免疫组织化学染色　培养到第１２天的贴
壁细胞，再种植到２４孔板培养２４ｈ后，对贴壁生长
细胞进行染色，细胞ＣＤ３４（图３Ａ）、ＣＤ１３３（图３Ｂ）、

ＶＥＧＦＲ２（图３Ｃ）染色阳性。

２．４　吞噬ａｃＬＤＬ和结合 ＵＥＡ１ｌｅｃｔｉｎ的功能　
（９５．６％±２．６％）的细胞具有内皮细胞样功能吞噬

ＤｉｌａｃＬＤＬ，胞质染红色荧光（图３Ｄ），并能结合

ＦＩＴＣＵＥＡ１ｌｅｃｔｉｎ，胞质染绿色荧光（图３Ｅ），共聚
焦显微镜下两者融合叠加呈黄色（图３Ｆ）。

图２　内皮祖细胞生长曲线图

Ｆｉｇ２　Ｓｓｈａｐｅｄｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅ

ｎ＝５，珚ｘ±ｓ
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图３　ＥＰＣ免疫组织化学及功能鉴定

Ｆｉｇ３　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＥＰＣｓ
Ｇｒｅｅｎ，ｒｅｄ，ｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＣＤ３４＋（Ａ），ＣＤ１３３＋（Ｂ），ＶＥＧＦＲ２＋（Ｃ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｔｈａｔＥＰＣｓｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅＤｉｌａｃＬＤＬ（ｒｅｄ）（Ｄ）ａｎｄｂｉｎｄｗｉｔｈＦＩＴＣＵＥＡ１Ｌｅｃｔｉｎ（ｇｒｅｅｎ）（Ｅ）；Ｆｉｓｔｈｅｍｅｒｇｅｏｆ

ｔｈｅｔｗｏｒｅｓｕｌｔｓ（ｙｅｌｌｏｗ）

２．５　贴壁细胞和磁珠分选细胞的流式细胞检测　培养

１２ｄ的贴壁细胞流式细胞仪检测结果提示ＣＤ１３３＋、

ＣＤ３４＋、ＶＥＧＦＲ２＋ 细胞分别为（３．３５％±１．２９％）、
（３．７５％±１．０８％）、（３７．２１％±７．７９％），ＣＤ３４＋／ＶＥＧ
ＦＲ２＋的细胞为（３．８２％±０．９３％），ＣＤ１３３＋／ＣＤ３４＋／

ＶＥＧＦＲ２＋的细胞为（１．７８％±０．６２％）。

　　经单次 ＣＤ１３３磁珠分选可获得（１４．８３％±

４．０２％），流式细胞仪检测结果提示ＣＤ１３３＋、ＣＤ３４＋、

ＶＥＧＦＲ２＋ 细 胞 分 别 为 （１３．０２％± ２．０３％）、
（２０．１％±１０％）、（１６．５４％±２．８１％），分别为未经分
选的３．８９、５．３７、０．４４倍。ＣＤ３４＋／ＶＥＧＦＲ２＋的细胞
为（１２．８９％±１．７２％），为未经分选时的３．３８倍。

ＣＤ１３３＋／ＣＤ３４＋／ＶＥＧＦＲ２＋ 的 细 胞 为 （１０．９３％ ±
２．６２％），为未经分选时的６．１４倍。具体见图４。

图４　流式细胞术检测结果图

Ｆｉｇ４　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
ＴｈｅｕｐｐｅｒｒｏｗｓｈｏｗｓｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓｏｆＣＤ１３３＋，ＣＤ３４＋，ＶＥＧＦＲ２＋ｃｅｌｌｓ．ＴｈｅｌｏｗｅｒｒｏｗｓｈｏｗｓｔｈｅｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓｏｆＣＤ１３３＋，ＣＤ３４＋，

ＶＥＧＦＲ２＋ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＣＤ１３３ｉｍｍｕｎｏｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄｓｓｅｌｅｃｔｉｏｎ
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　　ＥＰＣｓ经ＣＤ１３３磁珠分选，分选前后ＣＤ３４＋／

ＶＥＧＦＲ２＋的细胞比例数经ｔ检验，ｔ＝２１，Ｐ＜
０．０１，差异具有统计学意义。分选前后 ＣＤ１３３＋／

ＣＤ３４＋／ＶＥＧＦＲ２＋的细胞比例数经ｔ检验，ｔ＝

１０．４，Ｐ＜０．０１，差异具有统计学意义。

３　讨　论

　　一直以来，人们认为在胚胎发育过程中，中胚层

细胞分化成血管母细胞进而形成包括内皮细胞在内

的血管结构，而出生后的血管新生及修复是由邻近

的血管内皮细胞通过出芽生长、局部增殖、迁移及重

塑等方式完成的［１］。此后，在一些对内皮损伤模型

的研究中发现了细胞从损伤的边缘向内皮损伤处延

伸，但是延伸能力有限，几个月以后在损伤的中心区

域仍没有内皮细胞覆盖［１２］，直到Ａｓａｈａｒａ等［２］证实

从成人外周血中用磁珠分选出ＣＤ３４＋／ＶＥＧＦＲ２＋

细胞，经过诱导后表达内皮细胞的特性，并参与肢体

局部缺血组织的毛细血管形成，血管内皮细胞的前

体细胞的概念才有了真正意义上的突破，使得对血

管新生及修复的传统观念得以改变；继而越来越多

的临床和实验证据证实，ＥＰＣｓ参与血管新生及血管

修复［１３１４］。ＥＰＣｓ在维护血管系统的稳定、缺血组织

的再血管化、肿瘤的生长及组织工程血管种子细胞

的研究中均有重要作用［１５］。目前，多采用鼠和兔这

两种实验动物对ＥＰＣｓ进行研究，尤其兔是一些血

管病的主要模型动物，对其ＥＰＣｓ的获取尤为重要。

　　根据既往的研究结果，出生后ＥＰＣｓ存在于外

周血、骨髓、脐血、新生儿肝脏、脾脏、脂肪、血管壁及

血管外膜等处［８１１，１６］，大多数研究是利用外周血通过

梯度离心获取单核细胞再经过诱导分化获得ＥＰＣｓ，

或经过免疫磁珠分选法获得ＥＰＣｓ，所得细胞数量少

是其无法克服的缺陷。本研究中，骨髓经１２ｄ的培

养诱导，每３ｍｌ可获得（１．５１±０．２９）×１０６个细胞，

这些细胞经免疫组化及流式细胞学检测三抗呈阳

性，且具备内皮细胞的吞噬功能，从而确证为ＥＰＣｓ。

本实验结果显示从兔骨髓中直接获取ＥＰＣｓ更加可

行，理由有：（１）外周血中ＥＰＣｓ多来自骨髓，浓度较

低，获取困难，从骨髓可以获得更多的ＥＰＣｓ细胞。

（２）可以尽可能避免与循环ＥＰＣｓ相混淆。（３）取材

的量要求比外周血少。（４）效率相对较高，通过直接

培养和体外扩增可以短期内获得足够量的ＥＰＣｓ。

（５）操作简化，污染概率小，不需要经过梯度离心或

磁珠分选程序，避免因密度梯度离心方法造成细胞

丢失。

　　ＥＰＣｓ到现在为止仍没有特征性标志可以鉴别，

对于其来源及表面标志均存在许多争议。ＥＰＣｓ的

鉴定主要是通过多个细胞表面免疫标志共表达及能

吞噬ａｃＬＤＬ及结合Ｌｅｃｔｉｎ来实现的。ＥＰＣｓ代表

一功能细胞群，具有很强的增殖能力并能向内皮细

胞转化的前体细胞，一般认为其和造血干细胞具有

相同的前体细胞［１７］。最初认为ＣＤ３４＋／ＶＥＧＦＲ２＋

细胞作为从外周血单核细胞来源的ＥＰＣｓ免疫学标

志，后来发现一些成熟内皮也表达或弱表达ＣＤ３４、

ＶＥＧＦＲ２，且内皮细胞成熟过程中ＣＤ３４逐渐丢失，

而表面抗原ＶｏｎＷｉｌｌｅｂｒａｎｄｆａｃｔｏｒ则增加。最近认

为ＣＤ１３３＋／ＣＤ３４＋／ＶＥＧＦＲ２＋的细胞代表更加原

始的ＥＰＣｓ［１８］，在分化过程中逐渐转变成ＣＤ１３３－／

ＣＤ３４＋／ＶＥＧＦＲ２＋的ＥＰＣｓ，ＣＤ１３３在干细胞中表

达，在分化成熟的细胞不表达。本研究结果显示经

过ＣＤ１３３磁珠分选后，所得细胞数为原总数的

（１４．８３％±４．０２％），ＣＤ１３３＋细胞比例为分选前的

３．８９倍，ＣＤ３４＋／ＶＥＧＦＲ２＋ 细胞比例为分选前

３．３８倍，ＣＤ１３３＋／ＣＤ３４＋／ＶＥＧＦＲ２＋的细胞比例为

分选前的６．１４倍，分选后 ＣＤ３４＋／ＶＥＧＦＲ２＋ 和

ＣＤ１３３＋／ＣＤ３４＋／ＶＥＧＦＲ２＋细胞比例数亦明显增

加，差异有统计学意义，结果提示可以通过磁珠分选

的方法获得纯度更高，更加原始的ＥＰＣｓ，以满足更

高要求的实验需要。

　　国内有采用全骨髓培养获取骨髓间充质干细胞

的报道，该方法不需要在培养基中添加诱导分化因

子，而本研究通过对兔全骨髓培养并诱导分化获取

ＥＰＣｓ，这在国内尚未见报道。

　　通过全骨髓细胞的贴壁培养获取ＥＰＣｓ，可以除

外悬浮生长的造血干细胞，另外还需要同间充质干

细胞鉴别，间充质干细胞在体外培养也表现为贴壁

生长，其表面抗原 ＣＤ４５－、ＣＤ３４－有助于鉴别［１９］。

自ＥＰＣｓ被发现以来，许多研究探索其培养及分离

的方法，发现其在培养诱导分化中需要ＩＧＦ、ｂＦＧＦ、

ＶＥＧＦ等细胞因子［２０］，才能获得表达相应的细胞表

面标志和具有血管生成能力的ＥＰＣｓ。本实验采用

的ＥＧＭ２ＭＶ培养基含有ＩＧＦ、ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ等细

胞因子诱导骨髓细胞向ＥＰＣｓ分化。由于在诱导分

化过程中不断有ＥＰＣｓ向内皮细胞方向转化，ＣＤ１３３
和ＣＤ３４抗原逐渐减弱，而且ＥＰＣｓ缺乏特异性的表

面标志，分离、纯化ＥＰＣｓ尚有一定难度，如何获得

更高纯度的ＥＰＣｓ以满足需要则是下一步亟待解决
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的问题。

　　综上，本研究采用兔全骨髓直接培养诱导分化

获得ＥＰＣｓ，并证实该方法程序简单，耗时短，可以获

得较多数量的ＥＰＣｓ，并可通过培养后的进一步磁珠

分选获取纯度更高的ＥＰＣｓ。
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