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　　［摘要］　目的　采用兔骨髓来源的单个核细胞同步诱导分化为兔内皮祖细胞（ＥＰＣｓ）和平滑肌祖细胞（ＳＰＣｓ），研究其生

物学特性，评估其作为组织工程化静脉瓣种子细胞的可能性。方法　梯度密度离心法获取兔骨髓血单个核细胞沉淀，分别用
含５％胎牛血清（ＦＢＳ）的ＥＧＭ２完全培养液向ＥＰＣｓ方向诱导培养；用含２０ｎｇ／ｍＬ血小板源性生长因子ＢＢ、５％ＦＢＳ，不含血

管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）的ＥＢＭ２培养液向ＳＰＣｓ方向诱导培养。鉴定两种细胞的分化情况。结果　诱导的ＥＰＣｓ培养至

１０ｄ左右，细胞单层融合呈“铺路石”状；表达血管内皮细胞生长因子受体２（ＶＥＧＦＲ２）、血管性血友病因子（ｖＷＦ）、ＣＤ１３３，不

表达α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）；透射电镜可见细胞质内特征性 ＷｅｉｂｅｌＰａｌａｄｅ小体；细胞生物学功能检测可见ＥＰＣｓ在基质胶

上呈现血管状生长。诱导的ＳＰＣｓ培养至１４ｄ左右呈现血管平滑肌细胞“峰谷”样生长特性；表达ＣＤ３４、αＳＭＡ，不表达ｖＷＦ和

ＶＥＧＦＲ２；在透射电镜下可见细胞内含有与细胞纵轴平行排列的肌丝；在基质胶上不规则生长。结论　兔骨髓血梯度密度离
心得到的单个核细胞可同步诱导分化为ＥＰＣｓ和ＳＰＣｓ，为构建组织工程化静脉瓣提供了经济且可简便获取的种子细胞。

　　［关键词］　内皮祖细胞；平滑肌祖细胞；组织工程化静脉瓣；组织工程
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　　内皮细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＥＣｓ）和平滑肌细

胞（ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＳＭＣｓ）是构建组织工程化

静脉瓣重要的种子细胞。种子细胞的性能决定着组

织化静脉瓣的功能，如何在短期内获取大量高性能

的种子细胞是构建组织工程化静脉瓣面临的问题。

早期组织工程化静脉瓣研究采用的种子细胞来源于

血管组织［１］，但细胞增殖能力低，很难在短期内获得

大量纯度较高的种子细胞。内皮祖细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＥＰＣｓ）是ＥＣｓ的前体细胞，存在于

骨髓和外周血等组织内，可在体内外分化为ＥＣｓ［２］。

温昱等［３］利用犬骨髓来源的多能成体祖细胞（ｍｕｌｔｉ

ｐｏｔｅｎｔａｄｕｌｔｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＭＡＰＣｓ）和 ＥＰＣｓ作

为种子细胞构建组织工程化静脉瓣，并完成了在体

效用性的观察，发现从骨髓获得的种子细胞活性好、

增殖能力强、表型稳定。但由于ＥＰＣｓ和 ＭＡＰＣｓ的

获用采取的是全骨髓培养免疫磁珠分选术，操作过

程复杂、分选难度大、易污染、费用高，而且分别培养

两类种子细胞，耗费时间久，在时间上不能很好地满

足构建组织工程化静脉瓣需求。本研究从兔骨髓中

分离出单个核细胞，同步诱导培养出ＥＰＣｓ和平滑

肌祖细胞（ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＳＰＣｓ），

并鉴定ＥＰＣｓ和ＳＰＣｓ的生物学特性，探索一种操作

简便、经济、高效地获取组织工程化静脉瓣种子细胞

的方法，并为其他心血管组织工程构建提供借鉴。

１　材料和方法

１．１　实验材料　清洁级新西兰大白兔１０只，雌雄

不限，体质量２．３～２．５ｋｇ，购自第二军医大学实验

动物 中 心，合 格 证 号：ＳＣＸＫ（沪）２０１１００１１。

ＥＧＭ２和ＥＢＭ２培养基购自美国Ｌｏｎｚａ公司；兔淋

巴细胞分离液购自美国Ｐａｒｍａｃｉａ公司；胰酶消化液

购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血清（ＦＢＳ）购自美国Ｈｙ

Ｃｌｏｎｅ公司；重组人血小板源性生长因子ＢＢ（ＰＤＧＦ

ＢＢ）购自美国ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司；兔抗人ＣＤ１３３单克

隆抗体和小鼠抗人α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）抗体

购自武汉博士德生物工程有限公司；兔抗人ＣＤ３４
单克隆抗体购自美国Ｓｉｇｍａ公司；兔源血管性血友

病因子（ｖＷＦ）多克隆抗体和兔抗人血管内皮生长因

子受体２（ＶＥＧＦＲ２）抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公

司。基质胶（ｍａｔｒｉｇｅｌ）购自美国ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公

司。ＥＰＣｓ诱导培养液为 ＥＧＭ２完全培养液，含

５％ＦＢＳ及１ｎｇ／ｍＬ 血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、

５ｎｇ／ｍＬ碱性成纤维细胞生长因子（ｂＦＧＦ）及１ｎｇ／

ｍＬ胰岛素样生长因子１（ＩＧＦ１）等细胞生长因子；

ＳＰＣｓ诱导培养液为含５％ ＦＢＳ、２０ｎｇ／ｍＬＰＤＧＦ

ＢＢ，不含ＶＥＧＦ的ＥＢＭ２培养液。

１．２　兔骨髓单个核细胞获取及诱导培养　用３％戊

巴比妥钠按３０ｍｇ／ｋｇ经兔耳缘静脉麻醉动物。电

动剃毛器剪去兔单侧髂部毛发，用碘酊消毒术区皮

肤，乙醇脱碘，铺盖无菌孔巾，骨髓穿刺针在髂嵴前

０．５ｃｍ处缓缓进针，抽取骨髓血２ｍＬ于４００Ｕ肝

素润壁的１０ｍＬ注射器中，用ＰＢＳ以１２的比例

稀释。将密度为１．０７７的兔淋巴细胞分离液加入

５０ｍＬ无菌离心管中，缓慢注入稀释的骨髓液，使骨

髓液浮于兔淋巴细胞分离液面之上，二者体积之比

为５３，２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ。离心后管内液体

分４层，最上层是血浆，含部分血小板；第２层为薄

薄的白膜层，主要含单个核细胞；第３层为淋巴细胞

分离液；第４层为红细胞及细胞沉淀。吸取紧贴在

血浆下的白膜层细胞，即为单个核细胞（示意图见图

１）。将吸取的单个核细胞用１０ｍＬＰＢＳ吹打漂洗，

１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清后将细胞沉淀再次

用１０ ｍＬＰＢＳ 漂洗，各取一半 ＰＢＳ 细胞悬液，

１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，将细胞沉淀分别用ＥＰＣｓ诱

导培养液和ＳＰＣｓ诱导培养液２ｍＬ重悬，吸入２５

ｃｍ２培养瓶中，再加上对应的诱导培养液３ｍＬ。将

细胞培养瓶置于３７℃、５％ ＣＯ２、９５％湿度的细胞培

养箱中进行培养，第４８小时后换培养液，此后每日

更换培养液，倒置显微镜下观察细胞形态变化并

摄片。

图１　梯度密度离心前后骨髓血的液体分层

Ｆｉｇ１　Ｍａｒｒｏｗｂｌｏｏｄｌａｙｅｒｓｂｅｆｏｒｅａｎｄ

ａｆｔｅｒｇｒａｄｉｅｎｔｄｅｎｓｉｔｙｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ
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１．３　细胞免疫荧光和免疫细胞化学染色鉴定　（１）

细胞免疫荧光检测 ｖＷＦ 和αＳＭＡ 表达：ＥＰＣｓ／

ＳＰＣｓ培养第１０天，制备爬片细胞，ＰＢＳ洗涤后用

２％山羊血清封闭４０ｍｉｎ；分别加入抗体稀释液稀释

的１１００的兔抗人ｖＷＦ多克隆抗体、小鼠抗人α

ＳＭＡ抗体５０μＬ（阴性对照以抗体稀释液代替一

抗），放入湿盒，４℃过夜。取出湿盒，室温下复温３０

ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗，５ｍｉｎ×３次；滴加对应的荧光二抗

ＩｇＧ，室温下放置３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次；封片，

荧光显微镜下观察ｖＷＦ／αＳＭＡ的表达情况。（２）

免疫细胞化学染色 ＤＡＢ显色检测 ＣＤ３４、ＣＤ１３３、

ＶＥＧＦＲ２、αＳＭＡ 的表达：ＰＢＳ清洗细胞爬片３

次，每次３ｍｉｎ；３％Ｈ２Ｏ２阻断内源性过氧化物酶１０

ｍｉｎ；ＰＢＳ清洗３次，每次３ ｍｉｎ；分别加兔抗人

ＣＤ３４、ＣＤ１３３、ＶＥＧＦＲ２抗体及鼠抗人αＳＭＡ 抗

体（滴度均为１１００）１００μＬ，３７℃孵育６０ｍｉｎ；

ＰＢＳ清洗３次，每次５ｍｉｎ；分别加入ＨＲＰ标记的羊

抗鼠、羊抗兔二抗１００μＬ，３７℃孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳ清

洗后ＤＡＢ显色１０ｍｉｎ，苏木精衬染１．５ｍｉｎ，甘油明

胶封片；显微镜下观察拍照。

１．４　透射电镜检测细胞超微结构　将培养第１０天

的 ＥＰＣｓ和 ＳＰＣｓ经 ０．２５％胰蛋白酶 ＋０．０１％

ＥＤＴＡ消化后，１０００ｒ／ｍｉｎ离心６ｍｉｎ，弃上清，ＰＢＳ
漂洗细胞沉淀２次，１０００ｒ／ｍｉｎ离心６ｍｉｎ。收集

沉淀到Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，２．５％戊二醛固定（４℃）２ｈ，

１％锇酸后固定２ｈ（ｐＨ７．３）；再用缓冲液漂洗２０

ｍｉｎ，梯度乙醇脱水，环氧树脂包埋，超薄切片（７０

ｎｍ），染色后拍照。

１．５　细胞在基质胶上成血管实验　基质胶４℃解冻

备用，２４孔板置于冰上预冷，将呈液态状的基质胶铺

在２４孔板上，每孔２００μＬ；将铺好的２４孔板置于

３７℃培养箱过夜。将培养１周的ＥＰＣｓ和ＳＰＣｓ分

别消化、离心，细胞沉淀分别用ＥＰＣｓ培养液和ＳＰＣｓ
培养液重悬，每孔加１ｍＬ细胞悬液，细胞数约６×

１０５／孔，置于ＣＯ２ 培养箱内培养。当细胞融合度达

８０％～９０％，在倒置显微镜下摄片。

２　结　果

２．１　ＥＰＣｓ、ＳＰＣｓ细胞形态的变化　分离的单个核

细胞用诱导培养液重悬后，镜下观察细胞悬浮于培

养液中，大小不一，细胞透光度高（图２Ａ）。４８ｈ后

首次换液培养，换液前观察到部分细胞已贴壁，细胞

大小不一，呈圆形，饱满，有突起（图３Ａ），此时从形

态上看两类细胞无明显区别。ＥＰＣｓ原代培养４ｄ
后有克隆形成，细胞克隆中间为细胞团，细胞团向周

围“发出”短梭形、三角形、多角型细胞，呈放射冠样

（图２Ｂ）；传代后，ＥＰＣｓ体积增大呈椭圆形，胞质丰

富（图２Ｃ）；培养１０ｄ左右，ＥＰＣｓ排列致密，单层融

合呈“铺路石”状（图２Ｄ）。ＳＰＣｓ原代培养６ｄ后，以

细胞克隆团为中心向外呈放射性生长，周围细胞形

态呈长梭形 （图３Ｂ）。传代后ＳＰＣｓ呈长梭状，细胞

增殖迅速，需２ｄ传代１次（图３Ｃ）。培养１４ｄ左右，

ＳＰＣｓ生长融合时呈“峰谷”状（图３Ｄ），多层细胞交

叉重叠生长而形成“峰”，两“峰”之间细胞呈单层或

层数少为“谷”。

２．２　ＥＰＣｓ和ＳＰＣｓ细胞免疫荧光、免疫细胞化学

染色鉴定　ＥＰＣｓ表达ｖＷＦ（图４Ａ）、ＶＥＧＦＲ２（图

４Ｂ）、ＣＤ１３３（图４Ｃ），不表达αＳＭＡ（图４Ｄ）；ＳＰＣｓ
表达αＳＭＡ（图５Ａ、５Ｂ）、ＣＤ３４（图５Ｃ），不表达

ｖＷＦ（图５Ｄ）和ＶＥＧＦＲ２。

２．３　透射电镜检测ＥＰＣｓ、ＳＰＣｓ的超微结构　透射

电镜下，ＥＰＣｓ呈不规则的扁平形，细胞核呈卵圆形，

细胞核周围胞质丰富，胞质内可见大量吞噬小泡（图

６Ａ），有ＥＣｓ特征性的 ＷｅｉｂｅｌＰａｌａｄｅ小体（ＷＰ小

体，图６Ｂ）；ＳＰＣｓ内含有与细胞纵轴平行排列的肌

丝，分布在细胞核的周围，数量不等（图６Ｃ、６Ｄ）。

２．４　细胞在基质胶上成血管实验　将 ＥＰＣｓ和

ＳＰＣｓ分别接种在基质胶上培养２４ｈ，ＥＰＣｓ在基质

胶上生长时呈血管网状（图７Ａ），ＳＰＣｓ在基质胶上

生长比较均匀，呈现不规则形态（图７Ｂ）。

３　讨　论

　　ＥＣｓ和ＳＭＣｓ是组织工程化静脉瓣重要的种子

细胞，以往构建组织工程化静脉瓣时获取种子细胞

采用组织块贴壁培养法和酶消化法。贴壁法获取的

是成熟的种子细胞，细胞活性低，增殖能力有限，而

酶消化法会改变细胞表面分子的特性。ＥＰＣｓ是一

类具有高增殖潜能的前体细胞，它不同于多向分化

潜能的干细胞，介于干细胞和成熟细胞之间，在一定

条件下可分化为成熟的 ＥＣｓ，具有生成血管的能

力［４］。在脐带血、外周血、骨髓中均有ＥＰＣｓ存在，但

前两者中的ＥＰＣｓ被证实均来源于骨髓［５］。ＳＰＣｓ是
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ＳＭＣｓ前体细胞，在体内外能直接分化为血管平滑

肌细胞，在成体骨髓、外周血、动脉外膜、心脏及骨骼

肌等外周组织中均存在［６９］，但ＳＰＣｓ的起源尚未完

全清楚［１０］。

图２　ＥＰＣｓ显微镜下形态

Ｆｉｇ２　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ（ＥＰＣｓ）

Ａ：Ｎｅｗｌｙｉｓｏｌａｔｅｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＣｏｌｏｎｙｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｏｆＥＰＣｓ４ｄａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅ；Ｃ：ＴｈｅＥＰＣｓｗａｓｒｏｕｎｄａｎｄｇｒｅｗｍｕｃｈｂｉｇｇｅｒ

ａｆｔｅｒｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅ；Ｄ：ＴｈｅＥＰＣｓｓｈｏｗｅｄｔｈｅｓｏｃａｌｌｅｄｓｔｅｐｐｉｎｇｓｔｏｎｅａｐｐｅａｒａｎｃｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１０（Ａ，Ｂ，Ｄ）；×２０（Ｃ）

图３　ＳＰＣｓ显微镜下形态

Ｆｉｇ３　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ（ＳＰＣｓ）

Ａ：Ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ４８ｈａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅ；Ｂ：ＣｏｌｏｎｙｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｏｆＳＰＣｓ６ｄａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅ；Ｃ：ＴｈｅＳＰＣｓｗｅｒｅｓｐｉｎｄｌｅｓｈａｐｅｄ；

Ｄ：ＴｈｅＳＰＣｓｓｈｏｗｅｄｔｈｅ“ｐｅａｋｖａｌｌｅｙ”ａｐｐｅａｒａｎｃｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１０（Ｂ，Ｃ）；×２０（Ｄ）；×４０（Ａ）

图４　ＥＰＣｓ免疫荧光（Ａ）和免疫细胞化学染色（ＢＤ）鉴定

Ｆｉｇ４　Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ（Ａ）ａｎｄｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（ＢＤ）ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ（ＥＰＣｓ）

ＥＰＣｓｗｅｒｅｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｄｐｏｓｉｔｉｖｅｆｏｒｖｏｎＷｉｌｌｅｂｒａｎｄｆａｃｔｏｒ（ｖＷＦ）（Ａ），ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２（ＶＥＧＦＲ２）

（Ｂ），ａｎｄＣＤ１３３（Ｃ）；ｎｅｇａｔｉｖｅｆｏｒαｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ（αＳＭＡ）（Ｄ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０

图５　ＳＰＣｓ免疫荧光（Ａ）和免疫细胞化学染色（ＢＤ）鉴定

Ｆｉｇ５　Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ（Ａ）ａｎｄｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（ＢＤ）ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ（ＳＰＣｓ）

ＳＰＣｓｗａｓｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｄｐｏｓｉｔｉｖｅｆｏｒαｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ（αＳＭＡ）（Ａ，Ｂ）ａｎｄＣＤ３４（Ｃ），ｎｅｇａｔｉｖｅｆｏｒｖｏｎＷｉｌｌｅｂｒａｎｄｆａｃｔｏｒ
（ｖＷＦ）（Ｄ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０
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图６　透射电镜下ＥＰＣｓ（Ａ，Ｂ）和ＳＰＣｓ（Ｃ，Ｄ）的超微结构

Ｆｉｇ６　ＵｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＥＰＣｓ（Ａ，Ｂ）ａｎｄＳＰＣｓ（Ｃ，Ｄ）ｂｙｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ
ＥＰＣｓ：Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ；ＳＰＣｓ：Ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ．Ａ：Ｔｈｅａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｐｈａｇｏｃｙｔｉｃｖｅｓｉｃｌｅｓｉｎｃｙｔｏ

ｐｌａｓｍｏｆＥＰＣｓ；Ｂ：ＴｈｅａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓＷｅｉｂｅｌＰａｌａｄｅｂｏｄｉｅｓｏｆＥＰＣｓ；Ｃ，Ｄ：Ｔｈｅａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｍｙｏｆｉｌａｍｅｎｔｓｐａｒａｌｌｅｌｉｎｇｗｉｔｈ

ｔｈｅｃｅｌｌｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌａｘｉｓｉｎＳＰＣｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００００（Ａ，Ｄ）；×２００００（Ｂ，Ｃ）

图７　ＥＰＣｓ（Ａ）和ＳＰＣｓ（Ｂ）在基质胶上的生长状态

Ｆｉｇ７　ＧｒｏｗｔｈｓｔａｔｅｏｆＥＰＣｓ（Ａ）ａｎｄＳＰＣｓ（Ｂ）ｏｎｍａｔｒｉｇｅｌ

ＥＰＣｓ：Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ；ＳＰＣｓ：Ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅ

ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ．Ａ：ＥＰＣｓｇｒｅｗｏｎｔｈｅｍａｔｒｉｇｅｌｉｎｂｌｏｏｄｖｅｓ

ｓｅｌｌｉｋｅｆｏｒｍ；Ｂ：ＳＰＣｓｇｒｅｗｏｎｔｈｅｍａｔｒｉｇｅｌｉｎａｎｉｒｒｅｇｕｌａｒ

ｇｒｏｗｔｈｓｔａｔｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２０

　　目前，诱导培养ＥＰＣｓ／ＳＰＣｓ种子细胞的方法主

要为离体扩增培养法。在离体扩增培养法中细胞生

长因子是诱导细胞分化的主要因素。诱导单个核细

胞向ＥＰＣｓ分化的细胞因子主要是 ＶＥＧＦ，ＶＥＧＦ
与ＥＰＣｓ表面的 ＶＥＧＦＲ２结合，诱导ＥＰＣｓ增殖，

并分化为ＥＣｓ。诱导ＳＰＣｓ分化的细胞因子不一，转

化生长因子β（ＴＧＦβ）、雌激素、ＰＤＧＦＢＢ都可诱导

干细胞分化成ＳＭＣｓ［１１１３］。其中 ＰＤＧＦＢＢ是一种

强烈的细胞丝裂原，可通过激活多条信号通路而调

节功能蛋白的磷酸化状态和相互作用，最终抑制或

激活靶基因的表达。将人外周血单个核细胞接种到

含ＰＤＧＦＢＢ的ＥＢＭ２培养液中，培养出的细胞呈

梭型，这类细胞表达成熟 ＳＭＣｓ特异性标记如

αＳＭＡ、肌球蛋白重链等，还表达祖细胞的标记

ＣＤ３４，提示ＳＰＣｓ可能起源于这类ＣＤ３４阳性的细

胞［１４］。另有研究发现ＥＰＣｓ可诱导为ＳＰＣｓ［１５］，说明

ＥＣｓ的前体细胞可能也是ＳＭＣｓ的前体细胞，因后

天的微环境不同而分化为不同组织。已有报道人外

周血ＥＰＣｓ在ＰＤＧＦＢＢ作用下能分化为ＳＭＣｓ［１６］，

以上研究提示ＥＣｓ／ＳＭＣｓ可能来源于同一祖细胞，

启发我们在诱导培养兔骨髓来源的ＥＰＣｓ时，同时

向ＳＰＣｓ方向诱导分化，以便同步获取两类种子

细胞。

　　本研究采用梯度密度离心分离了兔骨髓血单个

核细胞，用含 ＶＥＧＦ的ＥＧＭ２诱导培养后细胞扁

平，呈现“铺路石”状排列，而经含 ＰＤＧＦＢＢ 的

ＥＢＭ２诱导培养，细胞呈梭形外观。尽管这些细胞

在形态上存在差异，但仅通过形态并不能将 ＥＰＣｓ
与ＳＰＣｓ区分开来，我们采用了综合鉴定的方法，最

大可能地对ＥＣｓ和ＳＭＣｓ进行鉴定。实验分别选用

了 ＥＰＣｓ和 ＳＰＣｓ的 表 面 标 记 物 ＣＤ１３３、ｖＷＦ、

ＣＤ３４、ＶＥＧＦＲ２、αＳＭＡ进行细胞鉴定，同时表达

抗原 ＣＤ１３３、ＣＤ３４、ｖＷＦ 的 细 胞 可 以 鉴 定 为

ＥＰＣｓ［１７］。同时透射电镜下观察２种细胞的超微结

构特征，并做了在基质胶上形成毛细血管管道的成

血管实验。从实验的结果看，ＥＰＣｓ体外培养早期细

胞呈三角形、短梭形、多角形等多种形态，培养至

１０ｄ左右，呈现典型的“铺路石”样；ＳＰＣｓ在培养至

１４ｄ左右细胞呈现“峰谷”样ＳＭＣｓ生长状态。细

胞超微结构观察发现，ＥＰＣｓ胞质可见特征性 ＷＰ
小体，ＳＰＣｓ胞质周边可见散在的肌丝状结构。细胞

表面标记物鉴定显示ＥＰＣｓ表达ＣＤ１３３、ＶＥＧＦＲ２
和ｖＷＦ，不表达αＳＭＡ；ＳＰＣｓ表达ＣＤ３４、αＳＭＡ，

不表达ｖＷＦ和ＶＥＧＦＲ２。成血管实验显示，ＥＰＣｓ
在基质胶上生长时呈血管网状，而ＳＰＣｓ呈现不规则

形态。

　　综上所述，本研究建立了从兔骨髓血分离的单

个核细胞同步诱导培养ＥＰＣｓ和ＳＰＣｓ的方法，所培
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养的ＥＰＣｓ和ＳＰＣｓ具有成熟ＥＣｓ和ＳＭＣｓ的特征，

又具有祖细胞的特征。所诱导的种子细胞可以快速

增殖分化，短时间培养的种子细胞的性能和数量可

以满足构建组织工程化静脉瓣的需要。
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