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　　［摘要］　目的　优化选择猪骨髓来源内皮祖细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌ，ＥＰＣ）体外培养条件，为后续研究奠定基
础。方法　从猪髂骨抽取骨髓，利用密度梯度离心法分离得到单个核细胞（ＭＮＣ），体外培养分化为ＥＰＣ。在其他培养条件
相同的前提下，分别比较不同的细胞接种密度（２×１０３／ｃｍ２、５×１０３／ｃｍ２、１×１０４／ｃｍ２、２×１０４／ｃｍ２），不同基础培养液（ＥＧＭ、

Ｍ１９９、ＤＭＥＭ），不同ＦＢＳ浓度（５％、１０％、２０％、３０％），以及血管内皮细胞生长因子（ＶＥＧＦ）与不同细胞因子［碱性成纤维细

胞生长因子（ｂＦＧＦ）、基质细胞衍生因子（ＳＤＦ）、胰岛素样生长因子（ＩＧＦ）和表皮生长因子（ＥＧＦ）］组合（ＶＥＧＦ＋ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ

＋ＳＤＦ、ＶＥＧＦ＋ｂＦＧＦ＋ＳＤＦ、ＶＥＧＦ＋ｂＦＧＦ＋ＩＧＦ＋ＥＧＦ、ＶＥＧＦ＋ｂＦＧＦ＋ＳＤＦ＋ＩＧＦ）对ＥＰＣ细胞增殖及迁徙功能的影响；

采用细胞形态观察、双荧光染色法及免疫细胞化学染色方法对培养的ＥＰＣ进行鉴定。结果　猪骨髓ＥＰＣ以１×１０４／ｃｍ２密
度接种在盛有 Ｍ１９９，并添加１０％ ＦＢＳ和 ＶＥＧＦ＋ｂＦＧＦ＋ＳＤＦ＋ＩＧＦ细胞因子的培养液时，细胞的增殖能力和迁徙率最高。

每组细胞经结合Ｄｉｌ标记的乙酰化低密度脂蛋白（ＤｉｌａｃＬＤＬ）和ＦＩＴＣ标记的荆豆凝集素（ＦＩＴＣＵＥＡ１）双色荧光染色鉴定双

阳性率＞７６％，免疫细胞化学检测ＣＤ１３３、ＣＤ３４、ＫＤＲ均为阳性。结论　通过优化猪骨髓来源ＥＰＣ的体外培养条件，可使细
胞数量增多及功能增强，为后续研究奠定了基础。
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第９期．吴建国，等．猪骨髓来源内皮祖细胞体外培养条件的优化 ·９６５　　 ·

　　Ａｓａｈａｒａ等［１］于１９９７年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，将其命名
为血管内皮祖细胞 （ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌ，

ＥＰＣ）。ＥＰＣ不仅参与胚胎的血管发生，也参与出生
后的血管新生过程（ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ）。动物实验和早
期临床试验均表明ＥＰＣ具有改善缺血肢体血供、促
进心梗后侧支循环的形成、加快血管损伤后的内皮
修复、抑制肿瘤血管生成，以及作为基因治疗导向载
体等方面的作用，拥有广阔的应用前景［２］。但无论
从骨髓、外周血、胚胎肝或是脐血中分离培养出的

ＥＰＣ数量都十分有限，不能满足实验研究及临床应
用的需要。而且，迄今为止国内外尚没有统一的

ＥＰＣ培养优化方案。因此，本实验室在前期成功分
离培养ＥＰＣ的基础上，对猪骨髓来源ＥＰＣ的培养扩
增方法进行优化选择，探讨建立标准化的ＥＰＣ培养
方案，为后续临床应用奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要仪器及试剂　肝素钠、２％多聚甲醛购自
上海第二化学试剂厂，淋巴细胞分离液（Ｆｉｃｏｌｌ１．０７７
ｇ／ｍｌ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司，胰酶原液购自德国Ｂｅｒ
ｌｉｎ公司，ＥＧＭ２、Ｍ１９９、ＤＭＥＭ、ＦＮ、ＦＢＳ培养液均
购于美国ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司，细胞因子血管内皮细胞
生长因子（ＶＥＧＦ）、碱性成纤维细胞生长因子（ｂＦ
ＧＦ）、基质细胞衍生因子（ＳＤＦ）、胰岛素样生长因子

（ＩＧＦ）、表皮生长因子（ＥＧＦ）均购于英国Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ
公司，Ｄｉｌ标记的乙酰化低密度脂蛋白（ＤｉｌａｃＬＤＬ）
购于美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＦＩＴＣ标记的荆豆凝集
素Ⅰ （ＦＩＴＣＵＥＡⅠ）购 于 美 国 Ｓｉｇｍａ 公 司，

ＣＤ１３３、ＣＤ３４一抗及二抗购于美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司，ＫＤＲ一抗及二抗购于美国Ｕｐｓｔａｔｅ公司，改良的

Ｂｏｙｄｅｎ小室购于江苏海门麒麟医用仪器厂，Ｇｉｅｍｓａ
染色液购于美国Ｓｉｇｍａ公司，ＰＢＳ自配。

１．２　单个核细胞（ＭＮＣ）的分离　５只健康实验用
猪由第二军医大学实验动物中心提供［实验动物使
用许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２００７０００３］，体质量２２～３０
ｋｇ，平均（２５．２２±３．１７）ｋｇ，实验前适应实验环境

１２～１４ｈ，室温保持在２０～２５℃，术前常规禁食。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密度接种入盛有

５ｍｌ培养液（ＥＧＭ２＋１０％ＦＢＳ＋ＶＥＧＦ１０ｎｇ／ｍｌ）
包被纤维连接蛋白（ＦＮ）的普通培养皿。培养４８ｈ
后收集未贴壁细胞，再次接种于同样条件的培养皿
中。３ｄ换液１次，７～９ｄ可传代。

１．３　ＥＰＣ培养扩增条件优化选择的设计　根据

ＥＰＣ培养扩增４个最主要的影响因素，各自制定出

３～５个常见水平（表１），比较不同水平的培养结果。
当比较某个因素时，其他因素不变［拟定水平１（Ｌ１）
为标准条件］，各因素逐个比较。

表１　ＥＰＣ培养扩增条件的设计

Ｔａｂ１　ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔｄｅｓｉｇｎｆｏｒｃｕｌｔｕｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆＥＰＣｓ

Ｉｔｅｍ
Ｌｅｖｅｌ

Ｌ１ Ｌ２ Ｌ３ Ｌ４ Ｌ５

Ｃｕｌｔｕｒｅｄｅｎｓｉｔｙ（ｃｍ－２） ２×１０３ ５×１０３ １×１０４ ２×１０４

Ｂａｓｉｃｍｅｄｉｕｍ ＥＧＭ２ Ｍ１９９ ＤＭＥＭ

ＦＢＳｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（％） ５ １０ ２０ ３０

Ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ＶＥＧＦ＋ｂＦＧＦ ＶＥＧＦ＋ＳＤＦ ＶＥＧＦ＋ｂＦＧＦ＋ＳＤＦ ＶＥＧＦ＋ｂＦＧＦ＋ＩＧＦ＋ＥＧＦ ＶＥＧＦ＋ｂＦＧＦ＋ＳＤＦ＋ＩＧＦ

　ＶＥＧＦ（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ）：１０ｎｇ／ｍｌ；ｂＦＧＦ（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ）：５０ｎｇ／ｍｌ；ＳＤＦ（ｓｔｒｏｍａｌｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒ）：１００

ｎｇ／ｍｌ；ＩＧＦ（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ）：５０ｎｇ／ｍｌ；ＥＧＦ（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ）：２０ｎｇ／ｍｌ

１．４　不同条件下ＥＰＣ的培养　将Ｐ１代细胞按照

不同的培养条件接种入包被ＦＮ的２４孔培养皿中，

每３ｄ传代１次。细胞密度分别为２×１０３／ｃｍ２、５
×１０３／ｃｍ２、１×１０４／ｃｍ２和２×１０４／ｃｍ２）、基础培养
基（ＥＧＭ２、Ｍ１９９、ＤＭＥＭ），ＦＢＳ （５％、１０％、

２０％、３０％）和细胞因子组合ＶＥＧＦ（１０ｎｇ／ｍｌ）＋
ｂＦＧＦ （５０ｎｇ／ｍｌ），ＶＥＧＦ＋ＳＤＦ（１００ｎｇ／ｍｌ），

ＶＥＧＦ＋ｂＦＧＦ＋ＳＤＦ，ＶＥＧＦ＋ｂＦＧＦ＋ＩＧＦ （５０
ｎｇ／ｍｌ）＋ＥＧＦ （２０ｎｇ／ｍｌ），ＶＥＧＦ＋ｂＦＧＦ＋

ＳＤＦ＋ＩＧＦ。

１．５　培养细胞的双荧光染色鉴定　消化培养的Ｐ１
代细胞，取细胞悬液离心（４℃，３００×ｇ，６ｍｉｎ），离心
后去上清液，加入５ｍｌ培养液稀释并计数；在细胞
悬液中加入１２．５ｐｇ（２．５ｐｇ／ｍｌ）的 ＤｉｌａｃＬＤＬ
３７℃孵育１ｈ，然后用２％多聚甲醛固定细胞１０
ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次，每次３ｍｉｎ；加入５０μｇ（１０μｇ／

ｍｌ）的ＦＩＴＣＵＥＡ１，３７℃孵育１ｈ后用激光共聚焦
显微镜观察。ＤｉｌａｃＬＤＬ和ＦＩＴＣＵＥＡ１双染色
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阳性细胞被认为是正在分化的ＥＰＣ，并用倒置荧光
显微镜对每孔细胞计数（随机选择１５个×２００的视
野）。

１．６　培养细胞的免疫细胞化学染色鉴定　Ｐ１代细
胞铺满玻璃切片后，取出玻璃切片；ＰＢＳ 洗涤

３ｍｉｎ×３；１０％中性甲醛固定１０ｍｉｎ，再用ＰＢＳ洗
涤３ｍｉｎ×３；在盖玻片表面滴加Ｔｒｙｔｉｎｇ１００各１００

μｌ，避光保存３０ｍｉｎ，将玻片去酯化；再用ＰＢＳ洗涤

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

１．７　ＥＰＣ细胞迁徙功能、增殖能力的测定　迁徙
功能：将２５μｌＭ１９９培养液和ＶＥＧＦ５０ｎｇ加入改
良的Ｂｏｙｄｅｎ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１×１０５个ＥＰＣ加入

１００μｌ培养液制成细胞悬液（１×１０
５／１００μｌ）注入上

室，在３７℃５％ＣＯ２培养箱孵育２４ｈ，将穿过滤膜迁
移到Ｂｏｙｄｅｎ小室下层的细胞（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，得出迁徙率。增殖
能力：将每组细胞按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，共培养８
ｄ，每天均消化后计数，最后计算出８ｄ的细胞总数，
并绘制出细胞增殖曲线。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件，计量
指标以珚ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分析，检验水平
（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＥＰＣ形态特征的观察　结果表明：培养１ｄ
后，细胞圆形，不贴壁（图１Ａ）；５ｄ后，细胞贴壁明显
增多，有集落形成（图１Ｂ）；７ｄ后梭形细胞继续增
多，呈特异性索条状结构；９ｄ左右细胞基本铺满皿
底即可消化传代，获得Ｐ１代ＥＰＣ。Ｐ２代及以后的

ＥＰＣ培养２～３ｄ后，细胞呈放射状条索样结构，可
基本铺满皿底（图１Ｃ）。各培养条件下细胞的形态
特征差异不明显。

图１　ＥＰＣ形态特征的观察结果

Ｆｉｇ１　ＯｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＥＰＣｓ
Ａ：Ａｆｔｅｒ１ｄｃｕｌｔｕｒｅｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｒｏｕｎｄａｎｄｎｏｎａｄｈｅｒｅｎｔ；Ｂ：Ａｆｔｅｒ５ｄｃｕｌｔｕｒｅｏｕｔｇｒｏｗｔｈｃｏｌｏｎｉｅｓｗｅｒｅｆｏｒｍｅｄ；Ｃ：Ａｆｔｅｒ２ｄｃｕｌｔｕｒｅｔｈｅａｔｔａ

ｃｈｅｄｓｐｉｎｄｌｅｃｅｌｌｓ（Ｐ４）ｎｅａｒｌｙｒｅａｃｈｅｄｃｏｎｆｌｕｅｎｃｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．２　双荧光染色及免疫细胞化学染色鉴定结

果　双荧光染色：通过共聚焦显微镜鉴定细胞对

ＤｉｌａｃＬＤＬ摄取的阳性细胞呈红色，能结合凝集素

阳性细胞呈绿色，两者均摄取的双染色阳性细胞呈

黄绿色，即是正在分化的ＥＰＣ（图２）。各组细胞均

显示双染色阳性，阳性率达７６％以上。免疫细胞化

学（图３）：胞质染成棕褐色，内有大量的颗粒状阳性

信号表达，苏木精衬染的细胞核呈蓝色；每组细胞

ＣＤ１３３、ＣＤ３４、ＫＤＲ均呈阳性表达。

２．３　ＥＰＣ迁徙功能的测定结果　结果（图４）表明：

各组细胞均具有一定的迁徙功能，但迁徙率各不相

同，其中接种密度以１×１０４／ｃｍ２、基础培养液以

Ｍ１９９、ＦＢＳ浓度以１０％、细胞因子组合以 ＶＥＧＦ＋

ｂＦＧＦ＋ＳＤＦ＋ＩＧＦ时迁徙率最高，且组间差异均有

统计学意义（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。

２．４　ＥＰＣ增殖功能的测定结果　通过对各因素不

同水平细胞增殖情况观察，培养条件较好细胞增殖

情况良好，达增殖高峰时间较快，增殖细胞数较多。

经比较发现，接种密度中以１×１０４／ｃｍ２、基础培养

液中以 Ｍ１９９、ＦＢＳ浓度以１０％、细胞因子组合以

ＶＥＧＦ＋ｂＦＧＦ＋ＳＤＦ＋ＩＧＦ，其细胞增殖高峰最高

（图５）。
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图２　双荧光染色鉴定结果

Ｆｉｇ２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｏｕｂｌｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ
ＰｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｒｅｄｂｙＤｉｌａｃＬＤＬ（Ａ）ａｎｄｇｒｅｅｎｂｙＦＩＴＣＵＥＡ１（Ｂ）．Ｄｏｕｂｌｅｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｙｅｌｌｏｗｂｙｂｏｔｈ（Ｃ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图３　免疫细胞化学染色观察ＥＰＣ细胞ＣＤ１３３（Ａ）、ＣＤ３４（Ｂ）、ＫＤＲ（Ｃ）的表达

Ｆｉｇ３　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆＣＤ１３３（Ａ），ＣＤ３４（Ｂ），ａｎｄＫＤＲ（Ｃ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＥＰＣｓ（Ｇｉｅｍｓａｓｔａｉｎｉｎｇ）

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图４　不同条件下ＥＰＣ迁徙功能的测定结果

Ｆｉｇ４　ＭｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆＥＰＣｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
Ｌ１：ＶＥＧＦ＋ｂＦＧＦ；Ｌ２：ＶＥＧＦ＋ＳＤＦ；Ｌ３：ＶＥＧＦ＋ｂＦＧＦ＋ＳＤＦ；Ｌ４：ＶＥＧＦ＋ｂＦＧＦ＋ＩＧＦ＋ＥＧＦ；Ｌ５：ＶＥＧＦ＋ｂＦＧＦ＋ＳＤＦ＋ＩＧＦ．Ｐ＜

０．０５，Ｐ＜０．０１．ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　虽然已成功从（人、猪、鼠、兔等）骨髓、外周血、

脐血和胚胎肝中分离培养出ＥＰＣ，并广泛用于各类

实验，但是无论何种来源其ＥＰＣ数量均十分有限；

体外扩增培养的方法又尚未统一，效率较低［３］。而

且，回输ＥＰＣ要达到生成血管及修复损伤的作用所

需细胞量较大［４］。因此，本研究对ＥＰＣ的培养条件

进行比较优化，尝试探讨可增加细胞数量，增强细胞

功能的优化培养条件。细胞在体外失去了神经体液

的调节和细胞间的相互影响，容易导致细胞功能下

降或衰退死亡。只有将培养条件优化，才能给予细

胞在体外最佳的生长环境，使得细胞功能增强及数

量增加。影响ＥＰＣ体外培养的条件非常多，由于时

间、实验经费及因素间的交互作用等问题很难对每

个因素进行一一分析。因此，本研究根据文献［５７］

报道及预实验的情况，筛选出其中最主要的４种影

响因素（接种密度、基础培养液、ＦＢＳ、细胞因子）。
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图５　不同条件下ＥＰＣ增殖功能的测定结果

Ｆｉｇ５　ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＥＰＣｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
ｎ＝２４，珚ｘ±ｓ

　　细胞接种密度是细胞培养必须考虑的问题。接
种密度的多少直接影响到细胞的生长情况，如细胞
接种密度过低，细胞间相互的联系较少，可能导致相
互间促进生长因子的分泌减少，细胞增殖减慢；如细
胞接种密度过高，可能引起细胞营养不够，生长受阻
或很快凋亡。故合适的细胞接种密度对细胞的生长
十分重要。根据预实验情况，结合文献［６，８１０］资
料，我们挑选了４种国内外实验室常用的接种密度
（２×１０３／ｃｍ２、５×１０３／ｃｍ２、１×１０４／ｃｍ２、２×１０４／ｃｍ２）
进行比较，发现以１×１０４／ｃｍ２的密度接种细胞的增
殖最快，功能最好，故为ＥＰＣ的最佳接种密度。此密
度培养应该不仅使细胞之间旁分泌增强，而且也未
影响到各自细胞所要获取的营养，促使细胞更稳定、
快速的生长，与预实验结果一致。

　　体外培养的细胞均需要通过培养液获取一定的
营养环境，用于维持细胞生长。ＥＰＣ对培养液的要
求较高，必须用特殊配方培养液进行体外培养。王
辉等［１１］认为最佳的内皮祖细胞诱导分化条件为添加

胎牛血清、血管内皮细胞生长因子和碱性成纤维细
胞生长因子的 Ｍ１９９培养液。Ｇａｓｔｅｎｓ等［１２］将分离

的ＥＰＣ在添加特殊生长因子（ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ、ＥＧＦ、

ＩＧＦ等）的ＥＧＭ２培养液中培养效果较佳。基础培
养液是最基本的细胞培养媒介，基础培养液选择不
当可能会引起细胞增殖能力及功能下降，故对其的
选择相当重要。目前最常用的３种培养液是 Ｍ１９９、

ＥＧＭ２、ＤＭＥＭ［１１１４］，本研究对这３种培养液进行对

比，经分析认为 Ｍ１９９是ＥＰＣ体外培养最适合的基
础培养液。动物血清也是细胞培养液中不可或缺的
一种成分。绝大多数学者认为胎牛血清是ＥＰＣ培养
液中效果最好的血清类添加剂，但其浓度尚没有统
一的标准。如血清浓度过低，细胞得不到充分的营
养，细胞生长抑制。如血清浓度过高，不但不能促进
细胞增殖，反而使培养的费用增加。胎牛血清浓度
一般为 ５％、１０％，少数文献［１２，１５］也有报道添加

２０％、３０％的ＦＢＳ。本实验对以上４种浓度行比较
分析，添加１０％ＦＢＳ时细胞的增值数量最多，功能最
强；虽然２０％ＦＢＳ时细胞数量和功能与１０％ＦＢＳ比
较差异无统计学意义，但是２０％ＦＢＳ时细胞培养成
本较高。因此，１０％ＦＢＳ是最佳选择。Ｍ１９９＋１０％
ＦＢＳ可能比较接近ＥＰＣ体内的生长环境，适合ＥＰＣ
增殖，与Ｓｈｉ等［１６］的研究结果基本一致。

　　在体外培养时添加各种生长因子对于促进细胞
的生长及维持细胞功能具有十分重要的作用。在培
养液中添加不同种类的细胞生长因子也是ＥＰＣ体外
培养所必须的。单一的细胞因子往往不能满足细胞
培养的需要，导致细胞生长缓慢，甚至凋亡。联合２
种或２种以上细胞因子，可明显促进细胞的分化和
增殖。ＶＥＧＦ是ＥＰＣ培养中必不可少的细胞因子，
与ＳＤＦ、ｂＦＧＦ、ＥＧＦ、ＩＧＦ联合运用可能会促进细胞
生长，提高培养效率。Ｔｏｎｇｅｒｓ等［１７］运用 ＶＥＧＦ成
功培 养 扩 增 得 到 ＥＰＣ；Ｃａｓａｍａｓｓｉｍｉ等［１８］添 加

ＶＥＧＦ＋ｂＦＧＦ＋ＥＧＦ使ＥＰＣ的生长状态良好。本
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实验通过对大量国内外文献的筛选，找出４种最常
见的细胞因子组合（ＶＥＧＦ＋ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ＋ ＳＤＦ、

ＶＥＧＦ＋ｂＦＧＦ＋ＳＤＦ、ＶＥＧＦ＋ｂＦＧＦ＋ＩＧＦ＋ＥＧＦ、

ＶＥＧＦ＋ｂＦＧＦ＋ＳＤＦ＋ＩＧＦ），经比较ＶＥＧＦ＋ｂＦＧＦ
＋ＳＤＦ＋ＩＧＦ是最优化的细胞因子组合。添加这４
种生长因子能更好地促进ＥＰＣ的定向增殖，保持细
胞功能，是体外培养ＥＰＣ的最佳选择。

　　本研究对骨髓来源的ＥＰＣ体外扩增的培养条件
进行了优化，获得的ＥＰＣ数量及功能较前明显提高。
完全可以通过这种优化方案建立内皮祖细胞系，为
短时间内获取发挥治疗作用所需要的相当数量的

ＥＰＣ提供可能，使其程序和步骤简化，还可以节约实
验费用。虽然本实验只对影响ＥＰＣ培养的４个最主
要的因素进行研究，且每个因素也只挑选３～５个水
平，均未必全面；但本研究通过合理实验设计，在不
影响整体实验结果的前提下，既减少了实验次数，节
约了实验成本，又保证了实验结果的可靠有效。

　　总之，本研究证实以１×１０４／ｃｍ２的密度接种在
添加有１０％ＦＢＳ和 ＶＥＧＦ＋ｂＦＧＦ＋ＳＤＦ＋ＩＧＦ的

Ｍ１９９培养液中，在体外培养扩增获得的ＥＰＣ数量
最多，功能最强。因此，从骨髓分离得到的 ＭＮＣ通
过本优化方案的体外扩增，可获取大量功能良好的

ＥＰＣ，明显提高了细胞培养的效率，为大量ＥＰＣ回输
治疗缺血性疾病奠定了基础，为ＥＰＣ的进一步实验
研究和临床运用提供了技术平台。
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