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冻存骨髓来源单个核细胞分化成内皮祖细胞的功能特性
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［摘要］　目的：对新鲜和超低温保存的骨髓来源单个核细胞（ＭＮＣ）体外扩增的内皮祖细胞（ＥＰＣ）进行功能比较。方法：从

猪髂骨抽取骨髓，对分离后的 ＭＮＣ进行培养或－８０℃冻存３个月后再培养；冻存后培养的Ｐ１代细胞利用免疫组化及流式细

胞技术进行ＥＰＣ表面标志抗原鉴定。同时分别对新鲜和冻存培养的ＥＰＣ获得率、细胞迁徙、黏附和增殖功能进行比较。结

果：冻存组细胞免疫组化鉴定：ＣＤ１３３（＋）、ＣＤ３４（＋）、ＣＤ３１（）、ＫＤＲ（），流式细胞技术鉴定：ＣＤ１３３的阳性率（１７．２４±

３．１２）％，ＣＤ３４的阳性率（３７．２１±１０．８５）％，ＣＤ３１的阳性率（７２．０７±１３．３４）％，ＫＤＲ的阳性率（８９．０９±１６．４０）％。新鲜和冻

存的 ＭＮＣ经诱导培养后ＥＰＣ获得率分别为（１．１±０．０７８）％、（１．０３±０．０６１）％，Ｐ＝０．０５４；细胞迁徙率分别为（１５±

０．７１）％、（１４．２±０．６３）％，Ｐ＝０．１７；贴壁率分别为（４２．７±２．１）％、（３９．５±１．７）％，Ｐ＝０．１１；增殖功能分别为 （２５．０６±

２．８２）×１０４、（２１．６４±２．３４）×１０４，Ｐ＝０．０８９。结论：超低温保存骨髓来源的 ＭＮＣ经诱导培养得到的ＥＰＣ其数量和功能均

无明显影响，该方法可在短时间得到大量的同质ＥＰＣ，为ＥＰＣ移植提供了来源保障。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（１１）：１２２５１２２９］

　　内皮祖细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌ，ＥＰＣ）
是血管内皮细胞的前体细胞，１９９７年，Ａｓａｈａｒａ等［１］

首次证明循环外周血中存在能分化为血管内皮细胞

的前体细胞，并将其命名为血管内皮祖细胞。它参
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与出生后的血管生成（ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ，ＡＧ），同时在生
理或病理因素刺激下，可从骨髓动员到外周血，参与
机体、器官损伤后的血管再生与修复。近年来的研
究显示［２］，ＥＰＣ在心脑血管疾病、肿瘤血管形成及创
伤愈合等方面也发挥重要作用，具有广阔的应用前
景。但是从骨髓、脐血、胚胎肝和外周血中分离培养
出的ＥＰＣ数量都非常有限，不能满足实验研究及临
床应用的需要，成为限制ＥＰＣ广泛应用的一个主要
原因。本研究利用超低温保存的单个核细胞（ｍｏｎｏ
ｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＭＮＣ）体外扩增获得ＥＰＣ，并对新鲜和
超低温保存的体外扩增所得的ＥＰＣ进行功能比较，
发现两组无统计学差异，为大量扩增ＥＰＣ，回输治疗
创伤性或缺血性疾病奠定了基础。

１　材料和方法

１．１　实验材料　健康实验用猪（第二军医大学实验
动物中心提供），体质量２２～３０（２５．２２±３．１７）ｋｇ，
共７头，实验前动物适应实验环境１２～１４ｈ，室温保
持在２０～２５℃，术前常规禁食。肝素钠、２％多聚甲醛
购于上海第二化学试剂厂，淋巴细胞分离液（Ｆｉｃｏｌｌ
１．０７７ｇ／ｍｌ）购于美国Ｓｉｇｍａ公司，胰酶原液购于德国

Ｂｅｒｌｉｎ公司，Ｍ１９９、１０％ＦＢＳ均购于美国 ＧｉｂｃｏＢＲＬ
公司，ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ、ＩＧＦ、ＥＧＦ均购于英国Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ
公司，改良的Ｂｏｙｄｅｎ小室、冻存小管和冻存盒购于江
苏海门麒麟医用仪器厂，Ｇｉｅｍｓａ染色液购于美国Ｓｉｇ
ｍａ公司，冻存原液（二甲基亚砜，ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｐｈｏｘｉｄｅ，

ＤＭＳＯ）购于美国Ｓｉｇｍａ公司，ＰＢＳ自配 。

１．２　ＭＮＣ的分离、冻存　无菌条件下在健康猪髂后
上棘取骨髓，肝素钠１ｍｌ抗凝处理，通过密度梯度离
心法获得 ＭＮＣ，将分离得到的 ＭＮＣ计数后按１．０×
１０７／ｍｌ密度加入培养液０．５ｍｌ。然后按培养液胎
牛血清冻存液 ＝５∶３∶２，按比例加入胎牛血清

０．３ｍｌ后混匀，再加入０．２ｍｌ冻存液１０％ＤＭＳＯ（此
步一定要慢，每加一滴都要充分混匀），然后将配好的
液体放入消毒好的冻存小管（１ｍｌ／管），最后将冻存小
管装进冻存盒放入－８０℃冰箱冻存３个月。

１．３　ＥＰＣ培养　取出冻存的ＭＮＣ用ＰＢＳ洗３遍后离
心，将得到的细胞用０．４％锥虫蓝进行活细胞数计数（双
目光学显微镜）测定细胞活力；以１×１０６／ｃｍ２接种入
普通培养皿，将新分离的 ＭＮＣ按同等条件接种，均加
入培养液５ｍｌ（Ｍ１９９＋１０％ＦＢＳ＋１０ｎｇ／ｍｌＶＥＧＦ＋５０
ｎｇ／ｍｌｂＦＧＦ＋５０ｎｇ／ｍｌＩＧＦ＋２０ｎｇ／ｍｌＥＧＦ）。

１．４　免疫组化鉴定　Ｐ１代细胞铺满玻璃切片后，
取出玻璃切片；用ＰＢＳ洗涤３ｍｉｎ×３次；用１０％
中性甲醛固定１０ｍｉｎ，再用ＰＢＳ洗涤３ｍｉｎ×３次；

在盖玻片表面滴加Ｔｒｙｔｉｎｇ１００各１００μｌ，避光保存

３０ｍｉｎ，将玻片去酯化；再用ＰＢＳ洗涤３ｍｉｎ×３
次；滴加ＣＤ１３３、ＣＤ３４、ＣＤ３１、ＫＤＲ的一抗各５０μｌ，
避光保存３０ｍｉｎ；再用ＰＢＳ洗涤３ｍｉｎ×３次；滴加
相应的二抗，避光保存３０ｍｉｎ；再用ＰＢＳ洗涤３ｍｉｎ
３次；经梯度乙醇脱水干燥，用中性树胶封片。

１．５　流式细胞技术鉴定　将Ｐ１代细胞悬液以１×
１０５个细胞／管；预先设定空白对照管、ＣＤ１３３、ＣＤ３４、

ＣＤ３１、ＫＤＲ各１管；用ＰＢＳ洗涤后离心（４℃，３００×

ｇ，６ｍｉｎ）２次，完全去血清；再次离心后去上清液，每
管加入３００μｌ的ＰＢＳ，并加入相应１μｌ的ＣＤ１３３、

ＣＤ３４、ＣＤ３１、ＫＤＲ一抗，混匀；避光保存３０ｍｉｎ；再
加入１ｍｌ的ＰＢＳ行离心去上清液后，每管加入３００

μｌ的ＰＢＳ，加入相应的二抗，混匀，避光保存３０ｍｉｎ；
每管加入１ｍｌ的ＰＢＳ，混匀，离心去上清液后，每管
加入１５０μｌ的ＰＢＳ，混匀，行细胞计数。

１．６　迁徙功能检测　将２５μｌＭ１９９ 培养液和

ＶＥＧＦ５０ｎｇ加入改良的ＢｏｙｄｅｎＣｈａｍｂｅｒ小室的下
室，盖上滤膜（滤膜光泽面朝下），再盖上趋化小室的
上室，将１×１０５ＥＰＣ加入１００μｌ培养液制成细胞悬
液注入上室，在３７℃、５％ＣＯ２培养箱孵育２４ｈ，将穿
过滤膜迁移到ＢｏｙｄｅｎＣｈａｍｂｅｒ下层的细胞（刮去滤膜
上面的未移动细胞）用甲醇固定后Ｇｉｅｍｓａ染色，随机
选择３个显微镜视野（×２００）行细胞计数。

１．７　黏附功能检测　按照１×１０５个ＥＰＣ／孔接种
于２４孔培养皿，种３孔，每孔加入１ｍｌ的培养液，放
入常规细胞培养箱。培养过夜后（超过１２ｈ），弃上
清液并用ＰＢＳ轻柔洗２次，随机选择３个显微镜视
野（×４００）计数贴壁的细胞，计算３孔的均值，得出

ＥＰＣ黏附能力。

１．８　增殖功能检测　将两组培养至Ｐ１的细胞按１×
１０４／孔的密度接种于标准２４孔培养皿（１ｍｌ培养液／
孔）内进行培养。接种后的第１～８天每天取３孔细胞
消化，进行细胞计数后取平均值，绘制生长曲线。

１．９　统计学处理　所有指标的数据以珚ｘ±ｓ表示。
采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件行ｔ检验，两组均数比较
采用ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＥＰＣ的分离、培养　抽取无菌骨髓（２０±１．１）ｍｌ，
经密度梯度离心法获得单个核细胞（８．２９±０．５７）×１０７；

３个月冻存后复苏，经活细胞计数为（７．４±０．３１）×
１０７，活细胞数量稍有下降（Ｐ＝０．０４７）。培养２ｄ后，细胞
开始贴壁（图１Ａ）；５ｄ后，细胞贴壁明显增多，可见有集
落形成（图１Ｂ）；７ｄ后梭形细胞继续增多，放射状生长
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呈特异性索条状结构；９ｄ左右细胞基本铺满皿底即可
消化。新鲜和冻存 ＭＮＣ分别可获得 Ｐ１代 ＥＰＣ
［（１．１±０．０７８）×１０４／ｍｌ、（１．０３±０．０６１）×１０４／ｍｌ］；

ＥＰＣ获得率为（１．１±０．０７８）％、（１．０３±０．０６１）％，Ｐ＝
０．０５４，两组间无统计学差异。

２．２　免疫组化鉴定　胞质棕褐色，内有大量的颗粒
状阳性表达，细胞核呈蓝色。免疫组化结果显示

ＣＤ１３３（＋）、ＣＤ３４（＋）、ＣＤ３１（＋）、ＫＤＲ（），见图２。

２．３　流式细胞仪技术鉴定　冻存组细胞流式细胞
术结果显示：ＣＤ１３３的阳性率（１７．２４±３．１２）％，

ＣＤ３４的阳性率（３７．２１±１０．８５）％，ＣＤ３１的阳性率
（７２．０７±１３．３４）％，ＫＤＲ 的阳性率 （８９．０９±
１６．４０）％，见图３。

图１　培养２ｄ后出现少量贴壁细胞和

培养５ｄ后细胞集落形成

Ｆｉｇ１　Ａｔｔａｃｈｅｄｃｅｌｌｓａｐｐｅａｒｅｄ２ｄａｙｓａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅ（Ａ）

ａｎｄｃｏｌｏｎｉｅｓｗｅｒｅｆｏｒｍｅｄ５ｄａｙｓａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅ（Ｂ）

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图２　冻存后Ｐ１代ＥＰＣ的ＣＤ１３３、ＣＤ３４、ＣＤ３１、ＫＤＲ的免疫组化表达

Ｆｉｇ２　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｙｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＣＤ１３３（Ａ），ＣＤ３４（Ｂ），ＣＤ３１（Ｃ），

ａｎｄＫＤＲ（Ｄ）ｐｏｓｉｔｉｖｅＰ１ＥＰＣｓｏｆｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图３　冻存后Ｐ１代ＥＰＣ的ＣＤ１３３（Ａ）、ＣＤ３４（Ｂ）、ＣＤ３１（Ｃ）、ＫＤＲ（Ｄ）的流式细胞术结果
Ｆｉｇ３　ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆＣＤ１３３（Ａ），ＣＤ３４（Ｂ），ＣＤ３１（Ｃ）ａｎｄＫＤＲ（Ｄ）ｐｏｓｉｔｉｖｅＰ１ＥＰＣｓｏｆｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ
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２．４　迁徙功能　将新鲜和冻存的细胞培养至Ｐ１代，
将Ｐ１代细胞培养２４ｈ后，穿过滤膜迁移到Ｂｏｙｄｅｎ
Ｃｈａｍｂｅｒ下层细胞计数得（１．５０±０．０７１）×１０４、（１．４２±
０．０６３）×１０４；迁徙率为（１５±０．７１）％、（１４．２±０．６３）％，

Ｐ＝０．１７，两组间差异无统计学意义。

２．５　黏附功能　将新鲜和冻存的细胞培养至Ｐ１
代，将Ｐ１代细胞培养１２ｈ后分别对贴壁细胞进行
计数为（４．２７±０．２１）×１０４、（３．９５±０．１７）×１０４；贴
壁率为（４２．７±２．１）％、（３９．５±１．７）％，Ｐ＝０．１１），
组间差异无统计学意义。

２．６　增殖功能　通过对新鲜和冻存的两组Ｐ１代ＥＰＣ
第１天至第８天细胞增殖情况比较，从图４中可见，２
组细胞增殖情况均良好，成逐步上升趋势，在第４天达
增殖高峰后又逐渐下降。但比较发现冻存组细胞增殖
高峰基本一致，除第２、３天冻存组细胞增殖数低于新鲜
组（Ｐ＜０．０５），余２组增殖功能无变化（Ｐ＞０．０５）。细
胞８ｄ的增殖总数（２５．０６±２．８２）×１０４、（２１．６４±
２．３４）×１０４，Ｐ＝０．０８９，组间差异无统计学意义。

图４　新鲜和冻存细胞增殖功能的比较

Ｆｉｇ４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＥＰＣｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ
ｂｅｔｗｅｅｎｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎａｎｄｆｒｅｓｈｇｒｏｕｐｓ

ｎ＝１８，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　在正常情况下，自身循环系统中ＥＰＣ大约仅占
全部外周血单核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅ
ａｒｃｅｌｌ，ＰＢＭＣ）的０．０３％～０．０６％，数量极少。大量
的研究证实，回输ＥＰＣ可达到生成血管及修复损伤
的作用，但起到治疗作用所需的回输量较大。虽然
成功从（人、猪、鼠、兔等）骨髓、脐血、胚胎肝和外周
血中分离培养出ＥＰＣ，其中骨髓中所占比例最大（四
者比例１５∶１０∶２∶１）［３］；但是无论何种来源其数量
均十分有限。另外，在糖尿病、高胆固醇血症、吸烟
等情况下血液循环中ＥＰＣ的数量和功能会相应减
少，这些患者回输ＥＰＣ产生治疗作用可能需要的数
量更多［４］。这使冻存 ＭＮＣ后体外扩增获取大量

ＥＰＣ的方法有重要的临床应用价值。国内外报道
均显示，通过回输ＥＰＣ可以明显提高肝脏功能受损

鼠的存活率，对缺血性及心血管疾病有明显的治疗
作用［５］。本研究证明，超低温保存对 ＭＮＣ培养得
到的ＥＰＣ其黏附和迁徙功能无明显影响。因此，可
以乐观预测回输超低温保存后 ＭＮＣ体外扩增得到
的ＥＰＣ同样能对损伤血管内皮的重建和缺血组织
的血管新生起重要作用。

　　对单个核细胞冷冻保存的研究已有不少，但基
本都局限于短时间的快速冷冻保存。最近的一项研
究表明［６］，对人脐血分离得到 ＭＮＣ进行快速冻存，
调节其冷冻的时间可明显提高细胞的复苏效率；研
究显示：ＭＮＣ冷冻速度控制在１℃／ｍｉｎ、５℃／ｍｉｎ
和１０℃／ｍｉｎ，其解冻后的复苏效率为４５％、７３％ 及

９２％。最新研究显示［７］，通过对人脐血来源的 ＭＮＣ
冻存温度控制在－１９６℃，解冻后可将细胞的复苏效
率提高到９０％以上。但关于猪骨髓来源的 ＭＮＣ冻
存的报道较少，在本实验中没有对冷冻的速度进行
控制，将其冻存至－８０℃，其细胞复苏率只有７１％。
这表明控制冷冻速度和最终的冻存温度对 ＭＮＣ的
复苏率影响很大。但是本研究的冻存方法对Ｐ１代

ＥＰＣ获得率及其功能特征基本无影响。这可能是
由于对冷冻速度和最终的冻存温度要求太高，会导
致ＥＰＣ、淋巴细胞、单个核细胞等损伤，一定程度改
变其功能特征。虽然通过超低温保存 ＭＮＣ培养得
到ＥＰＣ有效率有待提高，但事实证明完全可以对冻
存的 ＭＮＣ体外扩增得到大量的ＥＰＣ。

　　目前冻存细胞一般使用添加剂和冻存保护剂来
增加超低温保存复苏后细胞的活力［８］。此外，还有
用生物抗氧化剂过氧化氢酶和膜稳定剂（海藻泥），
除了传统的能改善复苏细胞的功能外，还可以增加
细胞的活力［９］。此外，研究显示，用１０％的二甲基
亚砜可使人脐血细胞来源的 ＭＮＣ解冻后复苏率达

９０％以上［７］；但二甲基亚砜等添加剂可损害部分细
胞功能。在本研究中，用１０％的二甲基亚砜使冻存
后的 ＭＮＣ活性有所下降，但经复苏、分化培养后得
到的ＥＰＣ数量和功能特征无明显变化，这种方法可
能更适用于获取大量功能稳定的ＥＰＣ。但是，超低
温保存的很多因素有待进一步的研究，例如冻结的
速度和其他添加剂应用等。

　　本研究对新鲜和超低温保存骨髓来源的单个核
细胞体外扩增所得内皮祖细胞的功能进行比较，其
功能特征基本无变化。完全可以通过冻存 ＭＮＣ体
外扩增的ＥＰＣ来获取发挥治疗作用所需要的相当
数量的ＥＰＣ，使其程序和步骤简化，还可以节约成
本。虽然目前还没有报道对回输冻存后体外扩增获
取ＥＰＣ的治疗效果进行评估的研究，这可能是未来
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的研究的一个方向。然而，目前的结果支持，超低温
保存的 ＭＮＣ获取的内皮祖细胞并没有改变其功能
特征，为大量ＥＰＣ回输治疗缺血性疾病奠定基础。

　　总之，我们证实超低温保存骨髓来源的 ＭＮＣ
体外扩增所得内皮祖细胞在功能上无变化，保持增
殖、黏附和迁移的能力。这些结果均表明，从骨髓分
离得到的 ＭＮＣ冷冻保存后体外扩增又为获取大量

ＥＰＣ提供了一种有效的方法。克服了体内ＥＰＣ数
量有限的局限性，为ＥＰＣ进一步实验研究及临床应
用提供保障。为自体回输治疗创伤性或缺血性疾病
提供合理的技术平台。
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“中国热带病药物与诊断创新网络”在上海成立

　　２００９年１０月２４～２５日，“中国热带病药物与诊断创新网络”（以下简称为“创新网络”，ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｓｉａｎｄｉ．ｏｒｇ）第一次

会议在上海举行。

　　“创新网络”是由联合国儿童基金会、联合国计划开发署、世界银行、世界卫生组织热带病研究与培训特别规划署资助建立

的一个全球“合作平台”，由我校与中国疾控中心寄生虫病所和国家新药筛选中心共同发起成立，是全球第二个热带病药物与

诊断创新网络，未来将进一步发展成为“亚洲热带病药物与诊断创新网络”。

　　世界卫生组织热带病研究和培训特别规划处主任ＲｏｂｅｒｔＲｉｄｌｅｙ博士、卫生部疾病控制局郝阳副局长、中国疾病控制中心

杨维中副主任、国家科技部国际合作司和上海市卫生局领导等出席本次会议。国内有２０多个省、市、自治区的研究所、高校、

疾控机构和相关企业的代表及从事热带病研究的专家参加了此次会议。

　　会议除进行学术交流外，还制定了“创新网络”的发展规划，明确了“创新网络”涵盖的目标热带病（１３种），并向我国从事热

带病研究和防治科技工作者发出了倡议书。我校基础部病原生物教研室参与此次会议的承办，潘卫庆教授与有关专家共同主

持了会议。


