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Culture and identification of endothelial progenitor cells from human umbilical cord blood in
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Abstract
BACKGROUND: The method of traditional immunomagnetic beads sorting endothelial progenitor cells (EPCs) shows
complicated operation, with high cost and low cell obtaining rate. Moreover, the proliferation and differentiation of EPCs are
limited.
OBJECTIVE: To elucidate a method for in vitro induction and identification of EPC from human cord blood monocytes (CBMC), to
realize EPC transplantation, and to provide enough cell source for improving blood vessel function.
METHODS: CBMCs were isolated by Percoll density gradient centrifugation from cord blood, in vitro induced to differentiate and
amplified, and then identified by immunohistochemical and immunofluorescent staining and flow cytometry.
RESULTS AND CONCLUSION: During culture, the cells became spindle-shaped and displayed cobble-stone morphology with
outgrowth. On day 7, immunostaining of adherent cells was positive for the cell markers CD31 and vWF. (83.0±4.3)% of attached
cells were positive for the double marker DiI-acLDL/FITC-UEA-Ⅰ. The red fluorescence of DiI-acLDL-labeled EPCs lasted for
over 6 weeks in vitro. On day 7, flow cytometric analysis showed positive staining of attached cell for CD34, CD133 and KDR
(17.8±3.7)%, (22.1±4.4)% and (81.5±5.0)%, respectively. Results indicate that the mononuclear cells from CBMC differentiate into
EPCs. It can differentiate into endothelial cells by in vitro amplification.

Fang LJ, Song E, Luan Y, Lu CW, Yang W, Shi H, Bi MC. Culture and identification of endothelial progenitor cells from human
umbilical cord blood in vitro.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(45): 8450-8454.
[http://www.crter.cn http://en.zglckf.com]

摘要

背景：传统免疫磁珠法分选内皮祖细胞的方法操作复杂、费用大，细胞获得率较低，且内皮祖细胞的增生及分化受限。

目的：尝试改良人脐带血内皮祖细胞体外诱导分化及鉴定的方法，为实现内皮祖细胞移植、改善血管功能提供足量细胞来源。

方法：采用密度梯度离心方法获得人带血单个核细胞，体外进行诱导、分化和扩增，通过免疫组织化学、免疫荧光和流式细

胞仪等技术对脐血来源的内皮祖细胞进行鉴定。

结果与结论：脐带血单个核细胞在培养过程中出现梭形贴壁和铺路石样等形态；在细胞培养至第 7天，免疫组织化学显示：

CD31、vWF在体外培养过程中的表达阳性；免疫荧光染色表明：(83.0±4.3)%的贴壁细胞双染呈阳性，并且 DiI-acLDL标记

的内皮祖细胞红色荧光在体外可以持续 6周以上；第 7天贴壁细胞流式细胞仪分析显示：CD34、CD133和 KDR分别为

(17.8±3.7)%、(22.1±4.4)%、(81.5±5.0)%。结果提示，实验成功从脐带血单个核细胞中分离培养出内皮祖细胞，在其体外

可扩增并向为内皮细胞方向分化。

关键词：内皮祖细胞；细胞培养；细胞移植；人脐带血；诱导分化
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0 引言

内皮祖细胞是指出生后机体中存在能特异

性归巢于血管新生组织并分化成内皮细胞的一

群干细胞，包括从成血-血管干细胞到完全分化

的内皮细胞之间一定阶段的细胞群体，它不仅

参与胚胎时期血管生成，还与损伤的血管内皮

的愈合和血管新生密切相关[1-4]。此前学者们分

离内皮祖细胞多是采用免疫磁珠分离CD133阳
性或CD34阳性细胞，再从中进一步诱导、培养

内皮祖细胞，由于目前还没有发现内皮祖细胞

的特异表面标志，因此，在利用某个表面标志

分离时，不仅分离难度增加而且可能丢失大量

的内皮祖细胞。实验尝试用密度梯度离心的方

法，直接从脐带血中分离单个核细胞,进一步培

养诱导出具有内皮祖细胞特性的细胞，并观察

其在体外增生、分化过程中细胞表面标志的表

达情况，为将来治疗缺血性疾病的实验研究与

大规模临床应用提供充足的细胞来源。

1 材料和方法

设计：单一样本观察。

时间及地点：实验于2006-06/2008-06在
吉林大学基础医学部病理学实验室完成，实验

室为教育部重点实验室，生物安全的防护水平

P2。
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材料：

实验方法：经患者本人及家属知情同意，

选取6例足月健康产妇，剖宫产胎盘取出后，

采集50 mL胎盘端脐带血行脐带静脉血单个核

细胞的分离培养,分离单个核细胞方法参照文

献[5-7]。简言之，6%羟乙基淀粉(HES)沉降法和

Percoll非连续性密度梯度离心法联合应用分离脐

血中单个核细胞。按比例1∶4将6% HES和新鲜

脐血混合，4 ℃静置60 min，收集上层富含白细

胞的血浆层，离心弃上清液，重悬细胞于磷酸盐

缓冲液中，按 6∶4比例将细胞悬液平铺于Percoll
表面，400 g去闸离心20 min，小心吸取中间白

膜层单个核细胞细胞，磷酸盐缓冲液洗2次后，

用锥虫蓝拒染法测定细胞存活率>99%，然后将

分离的单个核细胞以3×106个/cm2的密度分别接

种于包被和未包被纤维连接蛋白2 μg/cm2的孔

板中，培养于M199培养基(含体积分数为20%
的胎牛血清、VEGF 10 μg/L、bFGF 20 μg/L、BPE
15 mg/L、青霉素100 U/mL、链霉素100 U/mL)，
饱和湿度，置于37℃含体积分数为5%CO2的培

养箱中培养，第3天半量换液，此后每3 d全量

换液1次。

高倍倒置显微镜对内皮祖细胞进行形态学

观察。将细胞接种到培养皿后，第2天观察部分

细胞开始贴壁，第3天贴壁细胞开始变为短梭

形，由于在第7天时贴壁细胞已牢固贴壁，大部

分非贴壁细胞通过换液去除，因此培养7 d时，

高倍倒置显微镜下随机选取6个视野，计数铺有

纤维连接蛋白孔与未铺纤维连接蛋白孔中贴壁

细胞的数量。从接种到一次性培养瓶中开始观

察细胞形态，直到贴壁细胞已达培养瓶面积

80%以上时传代细胞，观察贴壁细胞到40 d。
免疫组织化学、免疫荧光染色以及流式细

胞分析对内皮祖细胞进行鉴定。培养细胞第0
天做细胞涂片，并分别在细胞爬片(盖玻片上铺

有纤维连接蛋白)第7天观察CD31、vWF抗原的

表达情况。免疫组织化学显示阳性细胞胞浆染

成棕黄色,对照组不显色。在奥林巴斯倒置显微

镜下随机选择6个视野计数阳性细胞的百分率。

用免疫荧光发对内皮祖细胞进行鉴定，参照文

献[8-9]。将分离出的单个核细胞接种于24孔板

中，培养1周后将细胞与24 μg/L的DiI-acLDL，
37℃孵育4 h，检测内皮祖细胞对DiI-acLDL的
摄取，然后用20 g/L多聚甲醛固定细胞10 min，
磷 酸 盐 缓 冲 液 浸 洗 ， 将 10 μg/L 的

FITC-UEA-Ⅰ加于上述标本中，37℃孵育 1 h，
激光共聚焦显微镜鉴定，随机选取6个视野，计

算贴壁细胞中双染色阳性细胞的百分率；另取

一部分细胞仅与含有24 μg/L DiI-acLDL的培养

液37 ℃孵育4 h，换液后用激光共聚焦显微镜

观察内皮祖细胞对DiI-acLDL的摄取情况，继续

置于培养箱中培养，每3 d避光换液1次，6周后

再次观察其红色荧光表达情况。分别在细胞培

养至第7天和第14天，收集细胞，制成单细胞悬

液 后 分 别 与 FITC-CD34 、 PE-CD133 、

FITC-KDR等抗体反应 4℃ 30 min，磷酸盐缓

冲液清洗后，用500 μL磷酸盐缓冲液悬浮细胞

后流式细胞仪检测。

主要观察指标：①倒置显微镜观察培养细

胞形态。②细胞免疫组织化学DAB染色观察。

③共聚焦显微镜观察培养细胞。④流式细胞仪

检测细胞CD133、CD34和KDR的表达率。

设计、实施、评估者：实验设计为第一作

者，实施者为第一、三、四，五，六作者，评

估由通讯作者，所有作者均受过专业培训。

统计学分析：所有数据采用
_

x±s表示，由第

一作者采用SPSS11.0统计软件进行t 检验。

2 结果

2.1 倒置显微镜观察培养的细胞形态 倒置

显微镜下，刚分离的单个核细胞呈圆形，细胞

形态小，不均匀地悬浮分布于培养皿底部；48 h
后可见细胞贴壁；3 d后贴壁细胞有微小集落

形成，周围的细胞以集落为中心，呈发芽式向

试剂及仪器 来源

M199 培养基、胎牛血清

血管内皮生长因子

(vasoendothelial growth factor,
VEGF)
碱性成纤维细胞生长因子

(basic fibroblast growth factor,
bFGF)

人纤维连接蛋白(FN)
牛脑提取物、异硫氰酸荧光素标

记的荆豆凝集素(FITC-UEA-Ⅰ)
荧光 DiI标记乙酰化低密度脂

蛋白(DiI-acLDL)
phyco erythrin (PE) -CD133
FITC -CD34单克隆抗体

FITC-血管内皮细胞生长因子

受体(KDR) 单克隆抗体

Percoll分离液

CD31单克隆抗体、兔血管性血

友病因子(vWF)单克隆抗体、
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外生长，7 d时，形成中央主要为圆形细胞，周围为梭形

细胞的典型集落(图1a)；10 d时，梭形细胞出现典型的

线样排列结构(图1b)；相邻的细胞簇之间相互连接形成

血管网样结构。培养至14 d长梭形细胞逐渐缩短并逐渐

变为菱形，在培养28 d时贴壁细胞逐渐呈现出典型铺路

石样改变。7 d时，在高倍镜下，分别在铺有纤维连接

蛋白和未铺纤维连接蛋白培养板中随机选取6个视野，

计数视野内的细胞数，细胞数为(90.0±10.1)和(48.5±
11.1)个细胞，两者比较，孔内细胞密度差异有非常显著

性意义(P < 0.01)。

2.2 免疫组织化学DAB染色观察细胞结果 细胞培养

第0天，细胞涂片CD31、vWF抗原免疫组织化学染色呈

阴性，细胞浆不显色；细胞培养至第7天，细胞爬片

CD31、vWF抗原免疫组织化学染色阳性,细胞浆呈棕黄

色，空白对照不显色。vWF阳性表达率为(73.3±4.2)%，

见图2a，CD31阳性表达率为(92.7±2.2)%，见图2b。

2.3 共聚焦显微镜观察培养细胞 细胞培养至第7天
的双荧光染色结果表明,培养贴壁细胞中绝大部分细胞

呈 DiI-acLDL/ FITC-UEA-Ⅰ双阳性，双阳性率平均为

(83.0±4.3)%，阴性对照不显色。细胞吞噬DiI-acLDL 后

6周，共聚焦显微镜下观察，仍有较强红色荧光表达。

见图3。

2.4 流式细胞仪检测CD133、CD34和KDR的表达率

细胞培养第7天时流式细胞仪分析表明,CD133、CD34
和KDR表达率分别为 (17.8±3.7)%、 (22.1±4.4)%、

(81.5±5.0)%。第14天时流式细胞仪分析表明,CD133、
CD34 和 KDR 表 达 率 分 别 为 (0.37±0.12)% 、

(18.1±6.4)%、(92.5±4.2)%。见图4。

3 讨论

1997 年Asahara等 [10]从外周血中分离培养出内

皮祖细胞，并证明内皮祖细胞参与出生后的血管生成，

可以通过动员、体外扩增以及移植内皮祖细胞来促进

Figure 2 Immunohistochemical method for
3,3'-diaminobenzidine on d 7 following cell culture,
adherent cells show brow color (×200)

图 2 细胞培养 7 d时免疫组织化学 DAB染色，贴壁细胞呈
棕色(×200)

a: vWF

Figure 1 Observation of cultured cells under an inverted
microscope

图 1 培养细胞的倒置显微镜观察

a: Cell clusters appeared, and
spindle-shaped and adherent
cells sprouted on d 7 (×200)

b: Cells formed linear cord-like
structures on d 10 (×400)

b: CD31

Figure 3 On d 7 following cell culture under a laser
scanning confocal microscope (×200)

图 3 细胞培养 7 d时共聚焦显微镜(×200)

a: Green, exciting wavelength
477 nm

b: Red, exciting wavelength
543 nm

c: Yellow, double staining

Figure 4 At d 7, expression rate of CD133, CD34 and
KDR using flow cytometry

图 4 细胞培养第 7天时流式细胞仪分析测得 CD133、
CD34和 KDR的表达率

www.CRTER.org 方立建，等. 人脐带血内皮祖细胞体外培养和鉴定
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血管修复和血管新生，这一发现为缺血性疾病的治疗

提供了新的治疗途径。在糖尿病患者 [11-13]、心血管病

患者体内循环内皮祖细胞的数量和质量均发生了不同

程度的变化[14-17]，而且与全身并发症有密切联系。因此

有学者认为，内皮祖细胞将来可能是治疗心肌缺血疾病

有效而又安全的方法[18]，及时补充功能正常的内皮祖细

胞可能有益于此类疾病的恢复。Lam等[19]也证实了，自

体内皮祖细胞移植可以保护肺内血管内皮细胞的功能

和维持肺泡内血气屏障的完整性。有研究发现，内皮祖

细胞在肺癌组织血管形成的过程中起重要作用[20]，体内

移植内皮祖细胞可能会加重肿瘤患者的病情[21]。骨髓起

源的内皮祖细胞参与视网膜新生血管的形成[22]；自体内

皮祖细胞可被神经营养因子(neurotrophic factors)激活

和动员，从而促使糖尿病视网膜病变患者眼底病理性新

生血管的形成[23]。因此，体外移植内皮祖细胞是否有利

于糖尿病视网膜病变患者病情的改善仍有待于进一步

证实，这也是本实验进一步的研究方向。

由于传统免疫磁珠分选内皮祖细胞的方法操作复

杂、费用较大，细胞获得率较低以及单独培养时缺少其

他细胞的相互作用而导致内皮祖细胞增生及分化受限，

在一定程度上制约了临床的广泛应用。内皮祖细胞主要

存在于骨髓、脐血和外周血等组织中，三者内皮祖细胞

含量之比约为15∶10∶1。与骨髓和外周血相比，脐带

血来源丰富、再生能力强、免疫源性相对较弱，其内淋

巴细胞相对不成熟，可用于人类白细胞抗原(HLA)配型

不符者之间的输注[24]，并且，随着全国各地脐带血库的

建立，将来用自身脐带血提取内皮祖细胞治疗缺血性疾

病就不存在免疫排斥反应问题了。因此，本实验利用内

皮祖细胞贴壁生长的特点，采用直接贴壁培养人脐血单

个核细胞(MNC)获取内皮祖细胞，简化了培养方法，降

低了实验成本，为今后的临床研究和应用奠定了基础。

目前还没有统一的标准来鉴定内皮祖细胞，在早期

的研究中，人们一直用CD34和血管内皮生长因子受体

-2(VEGFR-2)标记鉴定内皮祖细胞[10]，但两者也表达在

造血干细胞和血管内皮细胞上，因而无法将混杂的造血

干细胞和血管内皮细胞分开，而且有学者从CD34-单核

细胞中也能获得经诱导分化后成为内皮细胞的内皮祖细

胞，这给内皮祖细胞的分选带来了困难。后来，Yin 等[25]

发现了可以特异性区别内皮祖细胞和成熟内皮细胞的

表面标志CD133，随着内皮祖细胞的分化成熟，CD133
转为阴性。因此，有人用 CD133来鉴别内皮祖细胞和

成熟内皮细胞。本实验对新鲜分离的单个核细胞进行细

胞涂片，免疫组织化学法测定其表面标志CD31和vWF
的阳性率为0；而细胞培养至第7天，免疫组织化学法结

果显示多数细胞CD31和vWF表达阳性，培养后成熟内

皮细胞的特异性分子标志明显增加，这表明脐带血中含

的内皮细胞很少，经过含有VEGF等因子的培养基诱导

后内皮祖细胞逐渐向成熟内皮细胞方向分化，并表达内

皮细胞的特异性分子标志CD31和vWF。流式细胞仪分

析单个核细胞经诱导分化7 d后，内皮祖细胞的这3种表

面标志都有所表达，而在细胞培养至14 d时，CD133阳
性率几乎为零，CD34阳性率亦有下降，而VEGFR2的
阳性率则略有升高，如上所述，CD133只在细胞培养早

期表达，因此，可以推断内皮祖细胞不是单一一种细胞，

而是介于祖细胞与成熟内皮细胞之间的一类细胞。有些

学者将其分为两大类：早期内皮祖细胞和晚期内皮祖细

胞，而两种细胞在生物学特性上有明显差异[26-28]。

细胞培养至第7天，用DiI-acLDL /FITC-UEA-I双荧

光染色鉴定细胞，由于目前内皮祖细胞无明确的细胞表

面标志，因此，利用其功能特征来对其进行鉴定显得尤

为重要，双荧光染色正是利用内皮祖细胞即能吞噬

AcLDL又能绑定UEA的特征，本实验证实所培养的细胞

群体中大部分是正在分化中的内皮祖细胞 [29]；用

DiI-acLDL标记细胞后继续培养内皮祖细胞至第6周，仍

有较强荧光表达，并且此方法简单、可靠，不容易被污

染，因此，DiI-acLDL可以作为体内移植内皮祖细胞的

示踪物，为进一步研究内皮祖细胞在体内循环中的黏

附、增生情况提供了可靠的方法。

纤维连接蛋白作为细胞外基质成分之一，含有能够

被细胞整合素识别的RGD序列，其支架和黏附等作用，

并调节细胞间及细胞与细胞外基质之间的作用，纤维连

接蛋白在细胞的早期识别与黏附中有重要的作用[30]。纤

维连接蛋白可以促进VEGF诱导的CD34+细胞分化为内

皮细胞，而且纤维连接蛋白和VEGF对提高内皮祖细胞

迁移和分化的能力还具有协同刺激作用[31]。本实验分别

将分离的单个核细胞铺在包被和未包被纤维连接蛋白

的培养皿中培养，在包被纤维连接蛋白的孔板中细胞黏

附、增生明显比未铺纤维连接蛋白的多。因此，纤维连

接蛋白是内皮祖细胞的体外培养不可或缺的条件之一。

本研究结果显示，经过VEGF培养、诱导的 单个核

细胞均不同程度的表达CD133、CD34、KDR、CD31
和vWF等内皮祖细胞的相关表面标志，并可吞噬

DiI-acLDL和结合FITC-UEA，因此，羟乙基淀粉沉降和

Percoll非连续性密度梯度离心联合法可以分离、培养出

内皮祖细胞，为将来治疗缺血性疾病的实验研究提供方

法和移植细胞的来源。
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来自本文课题的更多信息--

基金资助：吉林省博士点基金(2007018311)，课题题

目：内皮祖细胞眼内移植示踪方法的研究；吉林省科委国际

合作（20050705-3），题目：高糖对内皮前体细胞影响的研

究。

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助。

课题的创新点：利用相对简介而且经济的方法，培养诱

导出 EPC，不仅节约了试验成本而且得到较多的细胞数量，

为今后大规模临床应用提供细胞来源，并且本文仅是本课题

其中的一部分，为接下来的动物体内移植提供实验基础和方

法。

课题评估的“金标准” ：对于 EPC的鉴定，国内外

均是通过多种细胞表面标志以及其功能特性来综合鉴定，目

前没有发现其特异性的表面标志。本课题亦通过分析 EPC
细胞的多种表面标志的表达情况以及其同时吞噬 AcLDL和

绑定 UEA的特征来对其进行鉴定。

设计或课题的偏倚与不足：由于条件和时间的原因,本
实验只是分别检测了培养细胞 CD133、CD34、KDR、CD31
和 vWF 等表面标志的表达情况,对于同一细胞同时表达这

些抗原的阳性率没有进行检测分析，而且，还需要更长时间

的观察其细胞特性及其分化方向。

提供临床借鉴的价值：羟乙基淀粉沉降和 Percoll非连

续性密度梯度离心联合法可以分离、培养出 EPC，为将来

治疗缺血性疾病的实验研究提供方法和移植细胞的来源。
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