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内皮前体细胞功能与临床应用

黄亚莉１，汪　燕１，陆　彤２

１．解放军４１１医院干部病房科，上海２０００８１

２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＩｎｔｅｒｎａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＭａｙｏＣｌｉｎｉｃ，Ｒｏｃｈｅｓｔｅｒ，ＭＮ５５９０５，ＵＳＡ

　　［摘要］　从骨髓释放的循环血内皮前体细胞（ＥＰＣｓ）具有内分泌、血管内皮修复和血管再生功能，对动脉粥样硬化的发

生、发展起重要作用。然而，循环内皮前体细胞的数量和功能在心血管疾病患者中明显下降。这些细胞的数量和功能不仅受

许多生理和病理因素的影响，包括衰老、糖尿病、高血压、高血脂等；也与个人的生活方式，如：运动、体质量、吸烟等心血管疾病

危险因子密切相关。本文着重讨论循环血内皮前体细胞的功能及影响因素，并对其在心血管疾病中的临床应用前景作一展

望。
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　　内皮前体细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＥＰＣｓ）一般

存在于骨髓内，但在某些特殊刺激条件下，如药物诱导、缺血

损伤及运动等，均可被释放到外周血液循环中，迁移到生理

或病理条件下的新血管形成位点或内皮损伤部位上，原位分

化为成熟内皮细胞，促进血管新生和内皮修复［１２］。自源的

ＥＰＣｓ移植是血管再生和损伤内皮修复的有效方法，对心血

管疾病的发生、发展、临床治疗、预后评估有着重要的意

义［１３］。本文就其来源、分离、鉴定、功能及与心血管危险因

素的关系、生理病理意义和临床应用前景作一综述。

１　外周血循环ＥＰＣｓ的来源、分离和鉴定

　　动物骨髓抑制模型研究发现，参与血管新生的ＥＰＣｓ来

源于骨髓的占５％～２５％，在肿瘤的血管新生中，该比例还要

高，为３５％～４５％［１２］。ＥＰＣｓ也可能存在于血管壁、脂肪组

织、肝脏、脾脏、肾脏和小肠。在对ＥＰＣｓ的基础研究或临床

应用中，对ＥＰＣｓ的分离、培养和鉴定尤为重要。

１．１　ＥＰＣｓ分离和培养　ＥＰＣｓ的分离和培养与外周静脉淋

巴细胞相似。采集外周静脉血１００ｍｌ，肝素抗凝，用配制好

的生理盐水（含１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ和０．５％ＢＳＡ）１２稀释，

再置入含ＦｉｃｏｌｌＰａｑｕｅＰｌｕｓ浓度重力离心管（ＡｍｅｒｓｈａｍＢｉｏ

ｓｃｉｅｎｃｅｓＣｏｒｐ）重力离心［３］，分选出ＣＤ４＋的单个核细胞群。

然后在覆有纤维素的培养基中，用板中含有牛血清的培养基

（ＲＰＭＩ１６４０，ＤＭＥＭ）进行细胞培养，７～１０ｄ后用吹打或少

量胰酶消化的方法收集贴壁梭形细胞。

１．２　ＥＰＣｓ的鉴定　ＥＰＣｓ具造血干细胞和成熟内皮细胞的

特点，可用造血干细胞和成熟内皮细胞的细胞标志物进行确

认。前者的细胞标志物包括ＣＤ３４、ＣＤ１１７和ＣＤ１３３；后者有

ＣＤ３１、血管内皮生长因子受体２（ＶＥＧＦＲ２）和内皮钙黏分子

（ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ）。初次筛选时，一般各选一种造血干细胞和成

熟内皮细胞的细胞标志物，例如最常用的ＣＤ３４＋／ＶＥＧＦＲ
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２＋或ＣＤ１３３＋／ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ＋等组合，先将分离的单核细胞与

ＣＤ３４抗体孵化，通过细胞培养或流式细胞技术，将ＣＤ３４＋细

胞分离，再将ＣＤ３４＋的细胞与 ＶＥＧＦＲ２抗体进行第二次孵

化。ＣＤ３４＋／ＶＥＧＦＲ２＋细胞可初步认为是 ＥＰＣｓ。目前对

哪些细胞标志物更具特征性还有争议，例如，ＣＤ３４＋细胞不

仅局限于干细胞，也存在于成熟内皮细胞。因此推测

ＣＤ１３３＋／ＶＥＧＦＲ２＋细胞更具ＥＰＣｓ倾向。也有学者认为，

ＣＤ１３３＋细胞多为造血干细胞，而外周循环血液中的ＥＰＣｓ逐

渐失去ＣＤ１３３＋特征［４］。因此，理论上细胞标志物越多越好。

　　外周血液循环ＥＰＣｓ的数量极少，仅为单核细胞总量的

０．０１％～０．０５％。通常将新近鉴定的ＥＰＣｓ培养、增殖。在

新鲜分离的ＥＰＣ培养中可观察到２类细胞：一种细胞是培养

３～４ｄ后仍然保持梭状和条状，且增殖缓慢，培养２周后，细

胞进入快速增长期，但在第４周后停止生长；另一种细胞是

在培养３～４周后出现少数细胞株，然后生长极快，呈指数级

递增，这种细胞表面光滑，呈椭圆状，紧贴培养皿 （图１）［５６］。

习惯上，将培养３～４ｄ存活的 ＥＰＣｓ称为早期生长（ｅａｒｌｙ

ｇｒｏｗｔｈ）ＥＰＣｓ，培养２～４周后出现的细胞株称为后期生长

（ｏｕｔｇｒｏｗｔｈ）ＥＰＣｓ［７］。早期生长ＥＰＣｓ与后期生长ＥＰＣｓ的血

清标志不同，前者为 ＣＤ１３３＋／ＶＥＧＦＲ２＋，后者是 ＣＤ３４＋／

ＶＥＧＦＲ２＋。它们的起源可能不同，在功能学上也有区别。

图１　成人外周循环血液中分离的

早期生长与后期生长内皮前体细胞形态学观察
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２　ＥＰＣｓ的功能

　　ＥＰＣｓ具有多种生物功能，其中早期生长的ＥＰＣｓ以内分

泌功能为主；后期生长的ＥＰＣｓ以血管修复、再生为主。

２．１　内分泌功能　与成熟内皮细胞一样，ＥＰＣｓ能分泌多种

生物活性物质，并与其生物功能直接相关。这些物质包括：

血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、血小板生长因子（ＰＤＧＦ）、前列

环素（ＰＧＩ２）、一氧化氮（ＮＯ）、血栓素２（ＴＸＡ２）、白介素８
（ＩＬ８）等。现已发现，ＥＰＣｓ的 ＮＯ、ＴＸＡ２的生成较成熟内

皮细胞少，但生长因子、前列环素、白介素生成较多。这些变

化直接与ＥＰＣ中酶含量的不同有关。例如在ＥＰＣ中，过氧

化物歧化酶（ＳＯＤ）、环氧酶（ＣＯＸｓ）、过氧化物酶体增生激活

受体δ（ＰＰＡＲδ）的表达较成熟内皮细胞显著增高［５６］。图２
所示为本课题组在人早期生长ＥＰＣ（第４天）用膜片钳记录

的全细胞钾离子通道。２ｍｍｏｌ／Ｌ４氨基吡啶（４ａｍｉｎｏｐｙｒｉ

ｄｉｎ，４ＡＰ）阻断９０％以上电流，由于低温度的 ＡＡ本身无通

道的激活作用，这只能提示在成人早期生长ＥＰＣ中以电压门

控型钾离子（Ｋｖ）通道为主。给予 １μｍｏｌ／Ｌ 花生四烯酸

（ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃａｃｉｄ，ＡＡ）明显激活Ｋｖ通道电流，由于低浓度的

ＡＡ本身无通道的激活作用，这只能提示在成人早期生长

ＥＰＣ中已含花生四烯酸的代谢酶，如脂氧合酶、前列环素合

成酶、Ｐ４５０环氧酶等。

２．２　内皮修复功能　外周循环的成熟ＥＰＣｓ具趋化、黏附、

迁移和整合等作用，它们能黏附到损伤的内皮细胞，并进一

步分化为成熟内皮细胞［８］。Ｇｒｉｅｓｅ等［９］报道，在球囊导致的

颈总动脉内皮细胞损伤动物模型上，在给予自身的ＥＰＣｓ后

的４ｄ，就可发现这些细胞内衬于损伤的颈总动脉内皮层，其

内皮修复率达６０％。Ｈｅ等［６］证实，在注射 ＥＰＣｓ（１０５个细

胞）４周后，可明显改善去内皮颈总动脉对乙酰胆碱的舒血管

反应，血管舒张功能增强。

２．３　血管再生功能　血管内皮生长因子和血小板生长因子

具很强的促进血管再生能力。在小鼠后肢缺血模型上证实，

注射ＥＰＣｓ能促进血管再生、改善缺血组织的血供［１０］。在大

鼠心梗模型上，缺血梗死区局部注射ＣＤ３４＋细胞明显促进心

肌缺血区血管再生［１１］。

图２　成人早期生长ＥＰＣｓ钾电流成分及花生四烯酸的激活作用
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Ａ：ＷｈｏｌｅｃｅｌｌＫ＋ｃｕｒｒｅｎｔｓａｎｄｔｈｅｃｕｒｒｅｎｔｖｏｌｔａｇｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｅｒｅ

ｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｈｕｍａｎｅａｒｌｙｇｒｏｗｔｈＥＰＣｓ４ｄａｙｓａｆｔｅｒｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄ

ｃｕｌｔｕｒｅｗｉｔｈＥＧＭ２．Ｂ：ＴｈｅｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆＫ＋ｃｈａｎｎｅｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｈｕ

ｍａｎｅａｒｌｙｇｒｏｗｔｈＥＰＣｓｗａｓｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｄｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏ１μｍｏｌ／ＬＡＡａｎｄ２

ｍｍｏｌ／Ｌ４ＡＰ（ｆｒｏｍＤｒ．Ｌｕ’ｓｕｎｐｕｂｌｉｓｈｅｄｄａｔａ）

３　心血管疾病危险因素对ＥＰＣｓ的影响

　　心血管病危险因素与ＥＰＣｓ的功能、数量直接相关。冠
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心病患者的外周血液循环中的ＥＰＣｓＣＤ３４＋／ＫＤＲ＋祖细胞

分别减少了４０％和４８％，更易衰老，且趋化和迁移能力受损、

血管再生功能减低［１２］。而给予他汀类药物治疗后，外周血中

ＥＰＣｓ数量明显增加［１３］。Ｈｕａｎｇ等［１４］报道，在中国人患心脏

Ｘ综合征（ｃａｒｄｉａｃｓｙｎｄｒｏｍｅＸ）人群中，外周血中ＥＰＣｓ数量

明显较正常人下降。较之传统的心血管危险因素，循环

ＥＰＣｓ是血管功能的一个更好的预测指标。对年龄、性别、吸

烟、高血压、糖尿病和血脂水平进行综合评分，该值与血中

ＥＰＣｓ（ＣＤ３４＋／ＫＤＥ＋）数量及迁移活性负相关，可以推断

ＥＰＣｓ与减少冠脉损伤有关。

３．１　年龄　ＥＰＣｓ的不良功能和血管内皮的缺损也与年龄

有关。在衰老动物模型上，骨髓移植对缺血下肢的血管再生

和血供恢复能力明显不如对照组［１５］。Ｓｃｈｅｕｂｅｌ等［１６］报道一

组行冠脉搭桥术的老年患者，衰老引起的血管内皮生长因子

减少直接导致ＥＰＣｓ数量的减少。人外周血中ＥＰＣｓ减少可

能与老年人一氧化氮及血管内皮生长因子减少有关，一氧化

氮通过ＰＩ３ｋｉｎａｓｅ／Ａｋｔ信号转导系统调节ＥＰＣｓ的生长、趋

化和整合到血管壁的能力［１７］。另外，老年人 ＥＰＣｓ端粒酶

（ｔｅｌｏｍｅｒａｓｅ）减少也导致ＥＰＣｓ老化加速［１８］。

３．２　吸烟　吸烟使ＥＰＣｓ数量减少，其原因是活性氧族（ｒｅ

ａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）生成增加，一氧化氮合成减少。

后者导致ＥＰＣｓ从骨髓释放减少。吸烟还使ＥＰＣｓ黏附性、

趋化性及小管形成（ｔｕｂｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ）能力减弱［１９］。因此，吸

烟是导致ＥＰＣｓ减少的独立预测因子。

３．３　运动减少　适量运动能提高ＥＰＣｓ数量、减少ＥＰＣｓ凋

亡。可能与活动增加一氧化氮合成、减少活性氧生成有关。

目前发现，ＥＰＣｓ的超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和谷胱甘肽过氧

化物酶（ＧＰｘ）的表达增高，抗氧化能力也较成熟内皮细胞

强［６］。

３．４　高血压　高血压患者的ＥＰＣｓ数量、活动能力下降。其

中肾素血管紧张素系统功能亢进及活性氧生成增加起重要

作用，临床研究转换酶抑制剂和血管紧张素Ⅱ受体阻断剂能

增加高血压患者的内皮前体细胞数量和预后［２０］。

３．５　脂代谢异常　高胆固醇、高低密度脂蛋白血症降低

ＥＰＣｓ数量和功能。氧化型低密度脂蛋白还能加快ＥＰＣｓ老

化，破坏ＥＰＣｓ的黏附及趋向性和小管形成能力［２１］。其作用

机制可能与减少一氧化氮生成和增加活性氧有关。高密度

脂蛋白和他汀类药物能明显改善ＥＰＣｓ功能。

３．６　糖尿病、肥胖和代谢综合征　无论Ⅰ型还是Ⅱ型糖尿

病患者的ＥＰＣｓ数量和功能都明显降低。有报道指出ＥＰＣｓ
在糖尿病患者中活性不足，直接与活性氧族生成增加有关，

导致血循环中ＥＰＣｓ的黏附和迁移能力下降［２２］。这些情况

也发生在肥胖和代谢综合征患者中。目前发现，糖毒性和脂

毒性都使一氧化氮合成减少、活性氧生成增加。过氧化物酶

体增生激活受体γ（ＰＰＡＲγ）增强组织对胰岛素的敏感性。

给予ＰＰＡＲγ激活剂能增加糖尿病患者ＥＰＣｓ数量［２３］。

４　临床试验性应用

　　ＥＰＣｓ在心血管疾病中的治疗潜力已被公认，自身回输

骨髓干细胞和移植ＥＰＣｓ治疗在美国已进入了临床试验阶

段。ＥＰＣｓ在促进缺血组织中新血管形成和受伤血管重新内

皮化过程中有很重要的作用。

４．１　心肌梗死　已有８１１例心梗患者在接受ＰＣＩ伴支架植

入手术的同时，给予自身骨髓干细胞或ＥＰＣｓ回输治疗［３］，虽

然目前对细胞治疗心梗的疗效尚无定论，但发现在接受自身

骨髓干细胞或ＥＰＣｓ治疗的心梗患者术后３～６个月的随访

中，梗死区毛细血管密度增高，通过抑制过分纤维化，降低心

肌细胞的凋亡，使梗死面积缩小，提高左室功能［２４２６］。Ｓｅｉｌｅｒ
等［２７］对２１例不宜行搭桥手术的病变广泛的冠心病患者，每

日皮下注射粒细胞集落刺激因子（ＧＭＣＳＦ）１０ｍｇ／ｋｇ，２周

后有创性侧支循环指数（ＣＦＩ）明显增加，心电图显示心肌缺

血改善。

４．２　ＥＰＣｓ涂层支架　经皮腔内血管成形术（ＰＴＡ）后再狭

窄仍是目前困扰其远期疗效的主要原因。有报道使用ＣＤ３４
抗体包被支架，通过抗原抗体反应从而选择性捕捉ＥＰＣｓ，增

殖分化为成熟血管内皮细胞，使受损内皮快速修复，有效减

少新生内膜增生，使主要心脏事件发生率分别降为３０ｄ的

４．２％和６个月的５．８％［２８］。

４．３　扩张型心肌病　Ｅｒｂｓ等［２５］首次报道用自身骨髓干细

胞治疗扩张型心肌病。接受治疗的２４例患者在术后６个月

左室射血分数明显提高５．４％，３个月心内膜活检发现心肌

中毛细血管密度增加。

４．４　外周血管阻塞性疾病　目前多项临床试验已证实了

ＥＰＣｓ在严重肢体缺血患者治疗中的可行性、安全性和有效

性。多项临床数据显示，给予骨髓干细胞和ＥＰＣｓ能改善肢

体的功能。包括提高踝肘血压指数（ａｎｋｌｅｂｒａｃｈｉａｌｐｒｅｓｓｕｒｅ

ｉｎｄｅｘ）、提高氧饱和度和血氧分压（ｔｒａｎｓｃｕｔａｎｅｏｕｓｏｘｙｇｅｎ

ｐｒｅｓｓｕｒｅ）、增加无痛行走时间、增加外周血液循环、增强内皮

依赖的血管扩张反应［２９３０］。

５　展　望

　　２１世纪对心血管疾病的治疗寄希望于血管修复及血管

新生疗法的临床应用，骨髓干细胞和ＥＰＣｓ的研究应用在该

领域中有至关重要的地位。但对ＥＰＣｓ的认识仍存在许多不

足，如ＥＰＣｓ的起源、分化、迁移和归宿问题目前仍无明确定

论。不同时期ＥＰＣｓ的特点也在进一步认识中。在临床上应

用前还需解决有些问题，如骨髓干细胞的体内及体外定向分

化、减少肿瘤样生长，仍然是干细胞研究的关键。ＥＰＣｓ目前

没有统一的鉴定标准，还缺乏完善的分离、纯化方案。将

ＥＰＣ用于组织工程或血管新生修复仍面临着伦理问题，而且

体外获得、培养ＥＰＣｓ用作临床治疗的例数仍较少，且过程复

杂、昂贵，还需进一步深入基础研究和优化产品功效，因此大

规模临床应用仍有较长的路要走。
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