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文章亮点： 

1 实验采用 percoll 密度梯度离心并完全培养基的选择性培养获得纯度较高的内皮祖细胞。 

2 通过细胞形态的观察、细胞表面标志物的表达、双荧光染色、观察胞浆内W-P小体等多种方法，对

骨髓和外周血来源的内皮祖细胞生物学特性进行比较。 

3 发现骨髓来源内皮祖细胞是早期内皮祖细胞增殖能力强，而外周血来源的内皮祖细胞是晚期内皮祖细

胞，数量较少，增殖能力差。 
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摘要 

背景：内皮祖细胞不仅参与胚胎血管生成，也参与出生后血管发生和血管内膜损伤后修复，对治疗缺血

性疾病意义重大，但目前对内皮祖细胞的分离、培养、鉴定还存在争议。 

目的：体外分离、培养大鼠骨髓与外周血来源的内皮祖细胞，并比较其生物学特性。 

方法：密度梯度离心法分离 SD大鼠骨髓和外周血单个核细胞，接种于纤维连接蛋白铺被的培养瓶中贴

壁培养，用加入血管内皮生长因子、碱性成纤维细胞生长因子及表皮生长因子的完全培养基诱导培养，

对获得的贴壁细胞进行细胞形态学，免疫细胞化学染色，流式细胞仪，透射电镜，以及 Dil-acLDL、

FITC-UEA-1双荧光染色法检测。 

结果与结论：骨髓来源的内皮祖细胞数量多，集落状生长，增殖能力强；外周血来源的内皮祖细胞数量

较少，散在生长，消化后能贴壁但不能传代。两种不同来源的内皮祖细胞免疫细胞化学检测贴壁细胞

CD133、CD34、Flk-1、Ⅷ因子在不同时段呈阳性表达；激光共聚焦显微镜观察，Dil-acLDL、FITC-UEA-1

均为双染。透射电镜检查外周血来源的内皮祖细胞发现 W-P 小体。提示大鼠骨髓和外周血均能分离培

养出内皮祖细胞，但前者是早期内皮祖细胞，后者为晚期内皮祖细胞，两者生物学特性各不相同。 
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Abstract 

BACKGROUND: Endothelial progenitor cells (EPCs) not only participate in embryonic angiogenesis, but 

also participate in postnatal angiogenesis and vascular intima damage repair, exhibiting a great significance 

for the treatment of ischemic diseases. Nevertheless, the isolation, culture and identification of endothelial 

progenitor cells remain controversial.  

OBJECTIVE: To isolate and culture endothelial progenitor cells from peripheral blood and bone marrow in 

vitro, and to compare their biological characteristics. 
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METHODS: SD rat bone marrow and peripheral blood mononuclear cells were isolated by density gradient 

centrifugation, inoculated on fibrinin-coated culture flask and cultured with complete medium containing vascular 

endothelial growth factor, basic fibroblast growth, and epidermal growth factor. Cell morphplogy, 

immunocytochemical staining, flow cytometry and transmission electron microscopy as well as Dil-acLDL, 

FITC-UEA-1 double fluorescence staining were performed on the harvested adherent cells.  

RESULTS AND CONCLUSION: A large number of endothelial progenitor cells were harvested from bone marrow, 

and they were grown in a colony-like manner and show strong proliferative capacity. A small number of 

endothelial progenitor cells were harvested from peripheral blood. They were grown in a sparse manner and could 

adhere to flask wall but could not be passaged. Immunocytochemical staining showed that adherent cells from 

two sources were positive for CD133, CD34, Flk-1 and VII factors at different time periods. Laser confocal 

microscopy showed that adherent cells from two sources can stain Dil-acLDL and FITC-UEA-1. Transmission 

electron microscopy showed that W-P body was found in the peripheral blood endothelial progenitor cells. These 

results indicate that endothelial progenitor cells can be cultured from both bone marrow and peripheral blood, but 

early-stage endothelial progenitor cells can be cultured from bone marrow and late-stage endothelial progenitor 

cells can be cultured from peripheral blood. These two kinds of cells show different biological characteristics. 

Key Words: stem cells; stem cell culture and differentiation; endothelial progenitor cells; bone marrow; peripheral 

blood; isolation; identification; immunocytochemical staining; early endothelial progenitor cell; late-stage 

endothelial progenitor cells; biological characteristics; rats; stem cell photographs-containing paper 
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0  引言 

 

内皮祖细胞是一类发源于中胚层，能直接分化为血管内皮细胞，但尚未表达成熟血管内

皮细胞表型，也未形成血管的前体细胞。不仅参与胚胎血管生成，也参与出生后血管发生和

血管内膜损伤后修复
[1]
，而且可以通过旁分泌效应促进局部血管内皮细胞增殖，增加血管再

生，改善血供，对治疗缺血性疾病、恶性肿瘤、炎症性疾病等有着广阔的临床应用前景。但

目前对内皮祖细胞的分离、培养、鉴定还存在争议，大多数学者倾向于将CD133
+
/CD34

+
/ 

Flk-1(VEGFR-2或KDR)
+
的细胞定义为内皮祖细胞

[2]
。实验对大鼠骨髓和外周血来源的单个核

细胞进行体外分离培养，并鉴定比较，为进一步研究其在临床的应用提供理论基础。 

 

1  材料和方法 

 

设计：原代细胞分离培养鉴定，分组对比观察。 

时间及地点：实验于2010年4月至2011年4月在重庆医科大学生命科学院完成。 

材料： 

主要试剂及仪器：血管内皮生长因子、表皮生长因子、碱性成纤维细胞生长因子购自

Peprotech公司；CD133多克隆抗体、CD34多克隆抗体、Flk-1多克隆抗体、vWF多克隆抗体、

二抗及免疫组化试剂盒购自武汉博士德公司；FITC标记的CD45，CD31购自美国BD公司；

Dil-acLDL、FITC-UEA-1购自英国Biomeda公司；激光共聚焦显微镜为德国Zeiss公司产品。 

实验动物：2周龄雄性SD大鼠60只，体质量(15±2) g，由重庆医科大学实验动物中心提供，

实验处置符合动物伦理学标准。 

方法： 

骨髓来源内皮祖细胞分离培养：取2周龄雄性SD大鼠，戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，无菌条件

下快速分离股骨及胫骨，用预冷的4 ℃ L-DMEM反复冲洗骨髓腔变白，吹打成单细胞悬液，按

1∶1等量缓慢叠加于相对密度1.073 Percoll上，2 000 r/min离心20 min，吸取中间白色混浊云

雾层，PBS洗涤2次，完全培养基(L-DMEM中加入体积分数20%胎牛血清，血管内皮生长因子 
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20 μg/L，碱性成纤维细胞生长因子2 μg/L，表皮生长因

子20 μg/L)重悬，制成单细胞悬液并计数，种植于提前包

埋纤维连接蛋白的培养瓶中，37 ℃体积分数5%CO2条件

下培养，48 h换液，以后3 d换液1次，观察细胞生长。 

外周血来源内皮祖细胞的分离培养：取2周龄雄性SD大

鼠，戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，常规消毒，无菌操作台

腹主动脉取血，肝素抗凝，PBS等比稀释，按2∶1缓慢

叠加于Percoll上，离心方法同骨髓。 

细胞生长曲线绘制：原代细胞以1×10
7
 L
-1
浓度接种于

Fn铺被的24孔板，分别于接种后第1，3，5，7，9，11，

13，15天取3孔细胞计数，取平均值绘制细胞生长曲线。 

免疫细胞化学染色法检测细胞表面抗原：按照pv6001

试剂盒两步法进行，分别于第3，7，12天对两种不同来

源的内皮祖细胞染色，检测内皮祖细胞表面抗原CD31、

CD34、CD133、Flk-1、vWF，胞浆呈棕黄色为阳性，

镜下随机选取5个视野，计数细胞总数以及阳性细胞数，

计算阳性细胞百分率。 

细胞吞噬功能：取第7天细胞胰酶消化，将等量细胞

以1×10
8
 L

-1
浓度接种到24孔板，待细胞贴壁完全后(约

24 h)鉴定。细胞在含Dil-acLDL(10 mg/L)的培养基中避

光孵育4 h，PBS漂洗2 min×2次，20 g/L多聚甲醛固定

10 min，4 ℃PBS振洗2 min×3次，滴加FITC-UEA-1  

(10 mg/L)覆盖玻片，放入湿盒，37 ℃避光孵育1 h，PBS

冲洗2 min×3次(以上操作均在避光环境中)，激光共聚焦

显微镜观察，显示红色荧光的为Dil-acLDL阳性细胞，显

示绿色荧光的为FITC-UEA-1阳性细胞，显示黄色荧光(双

荧光阳性)的细胞被认为是正在分化的内皮祖细胞。 

透射电镜检查：消化收集第7天的细胞，调节细胞浓

度为2×10
9
 L
-1
，1 200 r/min×10 min，吸弃上清，20 g/L

多聚甲醛固定10 min，4 ℃送检，透射电镜观察，寻找

内皮祖细胞生长发育到内皮细胞过程中出现的特异性

超微结构W-P小体。 

主要观察指标：内皮祖细胞生长形态变化及表面标志

物表达，双荧光染色鉴定其功能，胞浆内观察W-P小体。 

统计学分析：由第一作者采用SPSS 13.0软件及

Microsoft Excel完成统计处理，计量资料以x
_

±s表示，组

间比较采用完全随机设计的方差分析，P < 0.05为差异

有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  不同来源内皮祖细胞形态学特征   

骨髓来源内皮祖细胞：新分离的单个核细胞为小圆形，

细胞数量多，(25.2±18.7)×10
7
个，锥虫蓝染色显示活细

胞占95%以上；2 d后少数细胞变大伸出伪足样突起，呈

梭形或不规则；4 d左右呈集落状：中央为一群密集的细

胞，向四周伸出长梭型细胞；7 d细胞数量显著增多，呈

长梭形且首尾相连，网状排列，细胞融合率85%以上。连

续传代4代以上细胞形态无明显改变，生长良好，见图1。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

外周血来源内皮祖细胞：新分离的单个核细胞为小圆

形，细胞数量较骨髓来源的少，(60.1±16.7)×10
6
个，锥

虫蓝染色显示活细胞占全部细胞的95%以上；48 h第1

次换液细胞稀少，4 d可见散在增大细胞，呈短梭形或

小杆状；无细胞集落形成，细胞较松散，15 d左右可见

梭形细胞首尾相连，呈条索状排列，见图2。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  不同来源内皮祖细胞生长曲线比较  骨髓来源内

皮祖细胞培养前2 d增殖不明显，为生长潜伏期，3 d后

呈指数递增，11 d后细胞增殖进入平台期，细胞可达到

8.3×10
8
 L

-1
；而外周血来源内皮祖细胞第4天进入细胞

增殖期，最大细胞浓度只能达到3.2×10
8
 L
-1
。见图3。 

图 1  体外培养不同时期大鼠骨髓来源内皮祖细胞形态特征 

Figure 1  Morphological characteristics of rat bone 

marrow-derived endothelial progenitor cells cultured 

for different time periods 

 

A：刚分离 1 h的内皮祖细胞(×200)  B：培养 7 d 的内皮祖细胞(×100)  

注：新分离的骨髓来源单个核细胞为小圆形，细胞数量多；培养 7 d 细胞

数量显著增多，呈长梭形且首尾相连，网状排列，细胞融合率 85%以上  

图 2  体外培养不同时期大鼠外周血内皮祖细胞形态特征 

Figure 2  Morphological characteristics of rat peripheral 

blood-derived endothelial progenitor cells cultured for 

different time periods 

 

A：分离 1 h 的内皮祖细胞(×200)  B：培养 7 d 的内皮祖细胞(×100)  

注：新分离的外周血来源单个核细胞为小圆形，细胞数量较骨髓来源少；

培养 7 d无细胞集落形成，细胞较松散，不能传代  
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2.3  免疫细胞化学染色法检测细胞表面抗原  骨髓来

源内皮祖细胞诱导培养第3天，CD133阳性表达率为

(79.4±4.5)%，之后呈减弱趋势；自诱导培养的第6天开

始，Flk-1与vWF呈高表达，阳性率为(74.2±3.5)%和

(72.2±4.3)%，并随培养天数的延长表达逐渐降低。外

周血来源内皮祖细胞CD133持续低表达，而Flk-1与

vWF呈高表达，见图4，5。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  细胞吞噬功能  见图6。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 5  大鼠骨髓来源及外周血来源内皮祖细胞培养不同时

间表面抗原阳性率比较 

Figure 5  Percentage of surface antigen expression on 

endothelial progenitor cells from rat bone marrow 

versus peripheral blood 
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图 3  大鼠骨髓来源及外周血来源内皮祖细胞体外培养不同

时间生长曲线 

Figure 3  Growth curves of endothelial progenitor cells from rat 

bone marrow and peripheral blood after cultured for 

different time periods   

 

注：骨髓来源的内皮祖细胞较外周血来源内皮祖细胞数量多，增

殖能力强。 

骨髓来源内皮祖细胞 

外周血来源内皮祖细胞 

图 4  免疫细胞化学染色检测大鼠骨髓来源及外周血来源内

皮祖细胞表面抗原表达(×200) 

Figure 4  Surface antigen expression on endothelial progenitor 

cells from rat bone marrow and peripheral blood as 

detected by immunocytochemical staining (×200) 

A：培养第 3 天骨髓源内皮祖细

胞高表达 CD133 (79.4±4.5)% 

B：培养第 7 天外周血来源内皮祖细

胞 CD34的表达  

C：培养第 12天骨髓源内皮祖

细胞 CD133 的表达  

D：培养第 12天外周血来源内皮祖

细胞高表达 vWF  

Flk-1 
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注：外周血来源内皮祖细胞持续低表达CD133，而 Flk-1与 vWF呈

高表达，说明其为晚期内皮祖细胞；骨髓源内皮祖细胞高表达

CD133，培养 7 d后高表达Flk-1与 vWF，说明其是早期内皮祖细胞。 

图 6  激光共聚焦显微镜观察两种不同来源内皮祖细胞吞噬

功能(×200) 

Figure 6  Expression of DIL and FITC on endothelial progenitor 

cells from bone marrow and peripheral blood as 

shown by confocal microscopy (×200) 

 

A：骨髓来源内皮祖细胞  B：外周血来源内皮祖细胞  

注：培养第 7 天均可吞噬 Dil-acLDL 显示红色荧光，同时与

FITC-UEA-1结合显示绿色荧光，重合后为黄色荧光。  
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2.5  透射电镜检查W-P小体  骨髓来源内皮祖细胞未找

到W-P小体，外周血来源内皮祖细胞找到W-P小体，见图

7。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

内皮祖细胞具有游走特性，能进一步增殖分化的幼

稚内皮细胞，缺乏成熟内皮细胞的特征性表型，不能形

成管腔样结构，但内皮祖细胞并不是一种单一的细胞，

分为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
[3-6]
。目前体外培养内皮祖细胞

的主要来源是骨髓和外周血，相比较外周血，骨髓中的

内皮祖细胞含量更丰富，且增殖能力更强
[7]
，为早期内

皮祖细胞。 

 

对于内皮祖细胞的鉴定一直存在争议，目前主要通

过观察细胞形态学、免疫学鉴定细胞表面特异性标志

物、功能学检查及透射电镜等方面进行。在细胞生长的

不同阶段，内皮祖细胞表面标记各有不同。CD34可同

时识别造血干细胞、内皮祖细胞和血管内皮细胞，因而

无法区别内皮祖细胞的分属时期。而CD133则可特异性

区别早期和晚期的内皮祖细胞
[8]
，CD133更早出现于造

血干细胞表面，而分化成熟的内皮祖细胞则不表达，骨

髓来源内皮祖细胞经历了从高表达CD133到低表达的

过程，而外周血来源的内皮祖细胞则持续低表达

CD133，说明骨髓来源内皮祖细胞是早期内皮祖细胞，

而外周血来源内皮祖细胞是晚期内皮祖细胞。CD31、

vWF、Flk-1作为成熟内皮细胞的表面标志物
[9]
，在早期

骨髓来源的内皮祖细胞中鲜有表达，细胞培养第7天，

才逐渐增多，而外周血来源内皮祖细胞则持续高表达，

更说明其为晚期内皮祖细胞。 

 

实验通过比较两种不同来源内皮祖细胞的生物学

特性，说明从骨髓中能够得到大量的早期内皮祖细胞，

经过体外诱导培养能分化为成熟血管内皮细胞，而外周

血来源内皮祖细胞为晚期内皮祖细胞，数量较少，增殖

能力较差。因此骨髓是临床治疗缺血性疾病一个较理想

的内皮祖细胞来源。 
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图 7  外周血来源内皮祖细胞中的W-P小体(箭头,×20 000) 

Figure 7  Expression of W-P body on endothelial progenitor 

cells (arrows) from peripheral blood (×20 000) 

 

注：说明外周血来源内皮祖细胞为晚期内皮祖细胞。 


