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文章亮点： 
该研究尝试探讨生长因子的添加联合低氧环境是否能够协同促进胚胎干细胞向内皮细胞分化。结合免疫荧光

染色分析及定量 RT-PCR 检测结果发现：血管内皮生长因子和低氧因素可协同促进人胚胎干细胞向内皮细胞

分化，显著提高分化效率，且所获得胚胎干细胞源内皮细胞具有良好的生物学功能活性。  
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摘要 
背景：种子细胞的数量和质量是制约血管组织工程研究的重要瓶颈，而如何获取干细胞源内皮细胞是解决该

瓶颈问题的关键。 
目的：探讨添加血管内皮生长因子联合低氧环境是否能够协同高效诱导胚胎干细胞向内皮细胞定向分化。 
方法：采用无血清培养基 mTeSR®1 维持培养人胚胎干细胞 H9。通过添加血管内皮生长因子(50 μg/L)联合低

氧条件(体积分数为 5%O2)诱导 H9 细胞向内皮细胞分化。采用免疫荧光染色技术、定量 RT-PCR 以及低密度

脂蛋白摄取实验对人胚胎干细胞源内皮细胞进行表型和功能评价。 
结果与结论：添加血管内皮生长因子联合低氧培养条件可促进 H9 细胞向内皮细胞方向分化。该胚胎干细胞源

内皮细胞不但高水平表达内皮细胞的标志基因(kdr，pecam)和标记蛋白 D31，而且还能够摄取低密度脂蛋白，

形成类似微血管结构。提示血管内皮生长因子与低氧在诱导干细胞向内皮细胞分化过程中存在协同效应，可

高效获得具有理想表型和功能活性的干细胞源内皮细胞。 
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Differentiation of embryonic stem cells into endothelial progenitor cells under 
hypoxic condition  
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Dalian Municipal Central Hospital Affiliated to Dalian Medical University, Dalian 116033, Liaoning Province, 
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Abstract 
BACKGROUND: The quantity and quality of seed cells is a critical bottleneck of the development of vascular 
tissue engineering. To address this issue, stem cell-derived endothelial cells have been a hot spot in this field due 
to their potential in providing the ideal seed cells. 
OBJECTIVE: To elucidate the effect of vascular endothelial growth factor (VEGF) supplementation combined 
with hypoxic culture condition on the lineage-specific differentiation of embryonic stem cells into endothelial cells. 
METHODS: Serum-free medium mTeSR®1 was applied to cultivate H9 cells in vitro. A conditioned medium 
containing 50 μg/L vascular endothelial growth factor was utilized to induce H9 cells to differentiate into 
endothelial cells under the hypoxic culture condition (5% O2). The cell under normal condition (5% CO2) with or 
without vascular endothelial growth factor served as controls. The phenotype and function of human embryonic 
stem cells-derived endothelial cells were assayed by immunofluorescence staining, quantitative RT-PCR, and 
low-density lipoprotein uptake experiment. 
RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the control group, the H9 cells were induced to be differentiated 
into endothelial-like cells more efficiently when they were cultivated under a conditioned medium with vascular 
endothelial growth factor supplementation under the hypoxic condition. These differentiated cells not only 
expressed some important surface markers of endothelia cells, including kdr, pecam, but also took in low-density 
lipoprotein to form microvessle-like structures. This culture system supports a synergy effect of vascular 
endothelial growth factor and hypoxic environment that can efficiently promotes the lineage-specific differentiation 
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of embryonic stem cells into endothelial cells with good phenotype and functionality. 
 
Subject headings: embryonic stem cells; endothelial cells; vascular endothelial growth factors; anoxia 
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0  引言  Introduction 
胚胎干细胞(embryonic stem cells，ESCs)因其兼具有

自我更新及全向分化潜能而成为生命科学领域尤其是再生

医学工程研究中的热点[1-3]。而血管组织工程作为再生医学

的重要分支，目前已经成为血管损伤性疾病替代治疗以及

组织器官体外重建等研究的理想手段[4-7]。值得一提的是，

由于原代血管内皮细胞的获取相对复杂，且体外增殖能力

有限，因此越来越多的研究者倾向于选择干细胞源血管内

皮细胞作为血管组织工程的种子细胞[8]。由此，如何高效

诱导干细胞定向分化为具有理想表型和功能活性的血管内

皮细胞成为该领域的关键科学问题。Levenberg等[9]曾首次

报道人胚胎干细胞能够自发性分化为血管内皮细胞，该结

果不但促进了胚胎干细胞源血管内皮细胞(或内皮前体细

胞)诱导分化、分离鉴定的相关研究，而且也为血管组织工

程提供了来源充足、表型理想的种子细胞。近年来也先后

有研究者报道：通过采用细胞共培养技术或添加生长因子

培养基等方法也可获得一定数量的胚胎干细胞源血管内皮

细胞[10-13]。但需要指出的是：共培养过程中异源性细胞的

掺入不但会增加病原污染的风险，而且还使得靶细胞的分

离与纯化异常困难，由此也将严重制约其在临床治疗中的

广泛应用。而相比之下，采用添加生长因子(如血管内皮生

长因子或骨形态发生蛋白4)至培养基的方法则可部分克服

上述缺陷，但其具体诱导方法仍有待优化以提高其定向分

化效率。 
另一方面，新近也有研究表明，低氧环境在哺乳动物

的早期胚胎发育过程中可促进早期血管系统的形态发生及

发育[14]。虽然其具体机制尚未阐明，但相关的研究结果均

提示：低氧诱导因子及其相关的调控分子可能参与低氧环

境所产生的调控效应[15-20]。 
鉴于生长因子和低氧环境在血管内皮细胞分化过程中

均具有重要作用，本研究拟尝试探讨上述两种因素是否能

够协同定向诱导胚胎干细胞分化为血管内皮细胞，在获得

理想靶细胞的基础上提高其定向诱导分化效率，以期为实

验室研究工作建立相关的技术平台，同时也为下游血管组

织工程的研究提供具有更为理想表型和功能的胚胎干细胞

来源种子细胞。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  

  设计：细胞形态学观察实验。 
时间及地点：实验于2013年8月至2014年8月在大连医

科大学附属第二医院中心实验室完成。 

材料： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 

人胚胎干细胞的体外培养：复苏H9细胞(40代，Wicell 
Research Center)接种于经Matrigel(BD Biosciences)包
被的6孔培养板，加入无血清mTeSR®1培养基(2 mL/孔，

Stem Cell Tech, USA)进行去滋养层细胞培养，培养箱条

件为37 ℃，体积分数为5% CO2。为保持其理想的未分

化状态，采用Dispase酶(1 g/L)消化后采用机械分离方法

按照1∶4比率进行传代。每天观察细胞的形态及生长情

况并更换培养基，体视显微镜下及时去除发生分化的细

胞集落。 
低氧条件下诱导人胚胎干细胞分化为内皮细胞：应用

低贴附培养皿经悬浮培养方法制备拟胚体，拟胚体经悬浮

培养5 d后转入贴壁培养阶段。期间均采用含有50 μg/L血
管内皮生长因子 (Invitrogen)的条件诱导培养基ECM-2 
(ScienCell，USA)，隔日更换培养基。将拟胚体分别接种

至经0.1%明胶(Sigma)包被的细胞培养板或细胞培养盖玻

片上，待细胞充分贴壁后添加适量培养基，继续培养至   
15 d，期间隔日换液。定期观察细胞生长及分化情况。上

述诱导培养过程均在37 ℃，体积分数为5%O2低氧细胞培

养箱内进行。 
免疫荧光染色技术鉴定细胞表型：收集样品，经PBS清

洗后采用体积分数为90%乙醇固定1.0-2.0 h。PBS清洗后，

再依次经0.1% Triton X-100和3%BSA处理(各15-20 min)，  

低氧条件下诱导人胚胎干细胞分化为血管内皮前体细胞实验所用主要细胞、 

试剂和仪器： 

细胞、试剂和仪器  来源 

人胚胎干细胞系 H9，40代  WiCell Research Center 

mTeSR®1 培养基  Stem Cell Technologies，USA 

内皮细胞生长培养基(endothelial growth 
medium-2，ECM-2)、血管内皮生长因子

(VEGF)、DiI-Ac-低密度脂蛋白 
(DiI-Ac-LDL) 

Invitrogen 

Alexa Fluor647-CD31  BD Biosciences 

RNA 提取试剂盒  QIANGEN 

real time RT-PCR 试剂盒、CO2细胞培

养箱(VWR)、ABIPrism 7000 Real-time 
PCR 仪 

Applied Biosystems，USA 

体视显微镜(Leica EZ4 D)、激光共聚焦

显微镜(Leica SP2)  
Germany 

OLYMPUS 相差显微镜(BX51)  Japan 
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与 鼠 抗 人 抗 体 Alexa Fluor647-CD31(1 ∶ 100 ， BD 
Pharmagen)于4 ℃条件下孵育过夜，清洗后直接进行观察

检测。 后，经DAPI复染细胞核后清洗、封固后在激光共

聚焦显微镜(Leica SP2，Germany)下拍照。 
DiI-Ac-LDL摄取实验：H9细胞经诱导分化后，更换原

培养基为含10 mg/L DiI-Ac-LDL(Invitrogen)的新鲜培养

基，孵育4 h后再次吸弃该培养基，充分清洗后经体积分数

为4%甲醛溶液固定30 min，再次洗涤后直接置于激光共聚

焦显微镜下检测分化细胞的摄取情况。 
Real time RT-PCR检测内皮细胞基因的表达：收集细

胞样品，Trizol裂解细胞后直接进行总RNA的提取，具体操

作参照Trizol试剂(Invitrogen)说明书，终样品测定A260/280

确定RNA质量。RT反应总体系20 μL，RNA样品各1 μg，
反应条件依据Real time RT-PCR试剂盒说明书进行

(Applied Biosystem)。PCR反应总体系50 μL，引物探针为：

kdr(Hs00911700) ， pecam(Hs00169777) ， gapdh 
(Hs99999905，Applied Biosystems)，其中gapdh基因作

为参照基因。以自发性分化组(无血管内皮生长因子添加，

仅应用常规细胞生长培养基)为对照组，分别分析单纯生长

因子组(有血管内皮生长因子添加，但非低氧培养条件)和
血管内皮生长因子合并低氧培养组的基因表达水平。应用 

 
 

ABI Prism 7000检测系统及相应软件对RT-PCR产物进行

分析。 
主要观察指标：免疫荧光染色和DiI-Ac-LDL摄取实验

鉴定人胚胎干细胞源内皮细胞功能活性；Real time 
RT-PCR检测人胚胎干细胞源内皮细胞的特异性基因表达

水平。 
 

2  结果  Results  
2.1  人胚胎干细胞的维持培养形态  在采用无血清培养

基mTeSR®1的培养条件下，人胚胎干细胞经多次传代后可

维持其正常的形态特征。细胞集落形状规则整齐，中央部

分因多层细胞堆积生长而隆起，边缘界限清晰，少见分化

集落。 
2.2  人胚胎干细胞源内皮细胞的鉴定  

免疫荧光染色的鉴定：经血管内皮生长因子和低氧条

件诱导后，部分分化细胞经免疫荧光检测后显示CD31染色

阳性，且表达部位集中于细胞膜，与体内血管内皮细胞的

表达方式相同，提示该阳性染色细胞即为由体外诱导分化

所获得的胚胎干细胞源内皮细胞(图1)。此外，在血管内皮

图 2  人胚胎干细胞经诱导分化后部分细胞可摄取 Dil-Ac-LDL 
Figure 2  Uptake of Dil-Ac-LDL after human embryonic stem cells 
were induced to differentiate into endothelial cells 
图注：经诱导获得的干细胞源内皮前体细胞具有摄取 LDL(红色荧光)
的功能活性。 

 

图 1  免疫荧光染色鉴定人胚胎干细胞源内皮细胞 
Figure 1  Immunofluorescent staining of human embryonic stem cells-derived endothelial cells 
图注：A 显示血管内皮生长因子和低氧联合作用显著增加干细胞源内皮细胞的分化率，多个类血管样结构形成；B 和 C 分别显示血管内皮生长

因子单独作用组和低氧组所形成的类血管结构少于联合作用组；D 显示自发性分化组内的阳性细胞结构 少。 
 

 A B  C D  血管内皮生长因子+低氧组       血管内皮生长因子组       低氧组 自发性分化组

20

16

12

8

4

0

相
对
倍
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Kdr                        Pecam 

图 3  人胚胎干细胞源内皮细胞的特异性基因表达水平检测分析 
Figure 3  Expression levels of specific genes of human embryonic 
stem cells-derived endothelial cells 
图注：对比血管内皮生长因子单独作用组和低氧作用组，血管内皮生

长因子和低氧联合作用显著提高干细胞源内皮前体细胞表达特异性

基因( aP < 0.05)。 

血管内皮生长因子组      低氧组 
血管内皮生长因子+低氧组 

 
a

a
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生长因子合并低氧培养的条件下，CD31阳性细胞数目显著

多于单纯血管内皮生长因子添加组和单纯低氧组，提示二

者间在促进人胚胎干细胞分化为内皮细胞的过程中可能存

在一定的协同效应。此外还值得指出的是，这些阳性染色

细胞不同于平面贴壁培养的原代血管内皮细胞，后者显示

出典型的铺路石形态特征，而前者则表现为充分伸展，彼

此连接，并形成类似微血管结构。 
DiI-Ac-LDL摄取活性：LDL摄取实验是对内皮细胞功

能活性进行鉴定和评价的重要指标。经诱导分化后的部分

人胚胎干细胞可主动摄取被荧光标记的LDL，细胞质内呈

现若干红色荧光颗粒(图2)。该结果进一步支持这些细胞具

有与内皮细胞相似的生物学功能活性。 
Real time RT-PCR检测基因表达：Real time RT-PCR

的检测结果见图3。对照自发性分化组，体外诱导组(包括

单纯血管内皮生长因子组、低氧组以及血管内皮生长因子

合并低氧培养组)内逐渐走向分化的人胚胎干细胞所表达

的内皮细胞标志基因(kdr和pecam)水平均增高。但与单纯

血管内皮生长因子组和单纯低氧组比较，血管内皮生长因

子合并低氧培养组的内皮细胞标志基因表达水平显著提

高，表明上述两因素能够协同促进人胚胎干细胞向内皮细

胞分化，显著提高定向分化效率。 
 
3  讨论  Discussion 

血管组织工程是再生医学研究中的重要学科分支。而

有关其种子细胞的来源问题，即血管内皮细胞的获取一直

是制约血管组织工程深入发展的“瓶颈”。如何克服内皮细

胞在体外分离培养过程中的“去分化”及“低扩增”现象，

从而解决种子细胞的数量和质量问题，是推进血管组织工

程研究与应用的关键。 
干细胞诱导分化技术为解决种子细胞的来源问题提

供了新的契机。通过体外定向诱导分化，可获得具有理

想表型的内皮细胞；结合干细胞本身所具有的体外无限

扩增能力，理论上可获得理想数量和表型的干细胞源内

皮细胞。而有关诱导胚胎干细胞分化为内皮细胞的研究，

近年来已取得了一些有意义的进展[21-24]。有研究证明，

人胚胎干细胞与小鼠骨髓基质细胞(OP9或S17细胞)共
培养后可被诱导分化为内皮前体细胞[10]。该前体细胞特

异性表达内皮细胞特征性的基因及蛋白，从而区别于易

于混淆的单核细胞或巨噬细胞。应该说，共培养诱导不

但不需要外源性生长因子的添加，而且还避免了复杂的

拟胚体制备过程，从而在降低实验成本的同时也显著简

化了操作步骤。但是如前所述，共培养过程中异源性细

胞的掺入会增加病原污染的风险；此外对靶细胞进行分

离、纯化也存在很大的难度。因此相比之下，生长诱导

因子(如血管内皮生长因子和骨形态发生蛋白4等)的添加

提供了相对优化的诱导分化方式，但其诱导效率和经济

成本并不理想。 

众所周知，哺乳动物胚胎在早期发育过程中所处的体

内环境属于低氧微环境，氧体积分数维持在1.5%-5.3%。

该“生理性低氧”环境不仅在维持胚胎干细胞未分化潜能

方面扮演着非常重要的角色，而且还能够促进胚胎血管系

统的发生[25-26]。虽然“生理性低氧”效应的具体作用机制

尚未阐明，但已有研究证明，HIF相关的信号分子可直接或

间接调节血管内皮生长因子或血管内皮生长因子受体的

基因表达水平，即作为低氧反应元件 终促进心血管系

统的形态发生和发育[27-32]。若小鼠胚胎干细胞缺失HIF则
因不能激活低氧反应元件而导致血管畸形或发育停滞。

近，Prado-Lopez等[33]报道了人胚胎干细胞在不同氧体

积分数下的转录谱，揭示降低氧体积分数可降低胚胎干

细胞未分化因子的表达，同时却显著上调促新生血管生

成基因的表达。这进一步揭示：低氧环境在胚胎干细胞

分化为内皮细胞或相关前体细胞过程中具有关键的调控

作用。 
基于此，本研究尝试探讨生长因子的添加联合低氧环

境是否能够协同促进胚胎干细胞向内皮细胞分化。结合免

疫荧光染色分析及定量RT-PCR检测结果发现：血管内皮

生长因子和低氧因素之间的确存在着协同效应，可协同促

进人胚胎干细胞向内皮细胞分化，显著提高分化效率；且

所获得胚胎干细胞源内皮细胞具有良好的生物学功能活

性。 近作者还尝试降低血管内皮生长因子质量浓度至   
25 μg/L联合低氧环境，发现其诱导分化效率与高质量浓度

血管内皮生长因子组无显著差异。这就提示：该诱导方法

可能会显著降低实验成本，同时还避免了复杂的靶细胞分

离纯化过程。虽然本研究中尚未对相关机制展开深入探讨，

但作者分析：前面所提及的与HIF相关的低氧反应元件以及

血管内皮生长因子受体通路的参与可以部分解释血管内皮

生长因子与低氧环境所产生的这种协同效应。应该说，该

研究工作是对干细胞向内皮细胞诱导分化定向研究的有益

探索，后期的研究工作将集中于进一步优化该诱导分化条

件并明确其调控机制，以期为获得理想质量和数量的干细

胞源内皮细胞提供新技术、新方法。 
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