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促红细胞生成素促进内皮祖细胞增殖依赖于PI3K/Akt信号通路 
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文章亮点： 
1 采用密度梯度离心法结合贴壁筛选法获得了高纯度、高存活率的小鼠骨髓内皮祖细胞，为后续内皮祖细胞

的体外实验奠定了基础。 
2 实验观察促红细胞生成素对内皮祖细胞增殖和凋亡等功能活性的影响，可进一步为临床应用促红细胞生成

素治疗缺血性疾病、拓宽促红细胞生成素在血管再生领域的应用提供实验依据。 
3 通过应用 PI3K 特异性抑制剂 LY294002 作干预处理，证实促红细胞生成素促进内皮祖细胞增殖、降低内皮

祖细胞凋亡依赖于 PI3K/Akt 信号通路，部分阐明了促红细胞生成素在内皮祖细胞中发挥生物学作用的信号机

制。  
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干细胞；培养；内皮祖细胞；促红细胞生成素；磷脂酰肌醇 3-激酶；信号通路；国家自然科学基金 
主题词： 
内皮细胞；红细胞生成素；磷脂酰肌醇 3-激酶 
基金资助： 
国家自然科学基金(30972969)；南京军区医学科技创新课题(10MA100) 
 
摘要 
背景：促红细胞生成素能促进组织损伤部位血管生成，与其促进内皮祖细胞增殖、分化密切相关，但促红细

胞生成素促进内皮祖细胞增殖、分化的机制尚不清楚。 
目的：观察促红细胞生成素对小鼠骨髓来源内皮祖细胞功能活性的影响，并初步阐明其信号机制。 
方法：密度梯度离心法分离获取小鼠骨髓内皮祖细胞，鉴定后传代培养，以 PI3K 特异性抑制剂 LY294002
作干预处理，实验细胞分为 EGM-2 组、促红细胞生成素处理组(培养液中促红细胞生成素浓度分别为 1，5，
10 U/mL)、促红细胞生成素+LY 组(培养液中分别含有 10 U/mL 促红细胞生成素及 10 mmol/L LY294002)、
LY 组(培养液中含 10 mmol/L LY294002)、二甲基亚砜组(培养液中含 1 mL/L 二甲基亚砜)，分别采用 CCK8
试剂盒、流式细胞法检测细胞增殖和凋亡，采用 ELISA 法检测细胞裂解液内皮型一氧化氮合酶、血管内皮生

长因子含量，Western blot 法测定细胞裂解液中 Akt 及 p-Akt 表达。 
结果与结论：促红细胞生成素能显著促进内皮祖细胞增殖，并随培养基中促红细胞生成素含量增加而呈现量

效关系，而促红细胞生成素的促增殖作用可被 LY294002 完全抑制。促红细胞生成素处理组细胞凋亡率明显

低于促红细胞生成素+LY 组。LY 组、促红细胞生成素+LY 组细胞裂解液中内皮型一氧化氮合酶、血管内皮生

长因子含量显著低于促红细胞生成素处理各组。各组 Akt 表达无明显差异，而促红细胞生成素+LY 组 p-Akt
表达显著低于促红细胞生成素各组。上述结果提示，促红细胞生成素能显著促进体外培养的内皮祖细胞的增

殖、降低内皮祖细胞的凋亡率，其作用依赖于 PI3K/Akt 信号通路。 
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Erythropoietin promotes endothelial progenitor cells proliferation depending on 
PI3k/Akt pathway   
 
Wu Hai-wei1, Zhang Lei1, Hu Ruo-yu2, Li Hao3, Jing Hua1, Dong Guo-hua1, Xu Biao1, Li De-min1 
(1Department of Cardiothoracic Surgery, Nanjing General Hospital of Nanjing Military Command, Clinical 
Medicine School of Nanjing University, Nanjing 210002, Jiangsu Province, China; 2Department of 
Cardiothoracic Surgery, Zhongda Hospital of Southeast University, Nanjing 210009, Jiangsu Province, 
China; 3Department of Thoracic Surgery, Shanghai Pulmonary Hospital, Shanghai 200433, China) 
 
Abstract 
BACKGROUND: It has been proved that erythropoietin can promotes angiogenesis in injured tissue, which is 
closely related to the proliferation and differentiation of endothelial progenitor cells. However, the involved 
mechanism remains unclear yet. 
OBJECTIVE: To investigate the effect of erythropoietin on the function and activity of bone marrow-derived 
endothelial progenitor cells in mice, and to explore the signal pathway. 
METHODS: The endothelial progenitor cells from the bone marrow of mice were separated by means of density 
gradient centrifugation and then cultured. The cells were preconditioned by specific inhibitor of PI3K 
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(LY294002), and were divided into the following groups: EGM-2 group, three erythropoietin preconditioned groups (the 
concentrations of erythropoietin in medium were 1, 5, 10 U/mL respectively), erythropoietin+LY group (10 U/mL 
erythropoietin and 10 mmol/L LY294002 in medium), LY group (10 mmol/L LY294002 in medium), dimethyl sulfoxide 
group (1 mL/L dimethyl sulfoxide in medium). The cell proliferation and apoptosis were evaluated by cell counting 
kit-8 and flow cytometry respectively. The contents of endothelial nitric oxide synthase and vascular endothelial 
growth factor in cell lysates were detected by the method of ELISA, and the expressions of Akt and p-Akt were by 
western blot assay. 
RESULTS AND CONCLUSION: Erythropoietin could promote the proliferation of endothelial progenitor cells in a 
dose-dependent manner, which was, however, completely inhibited by LY294002. The apoptosis rate in the 
erythropoietin preconditioned groups was significantly lower than that in the erythropoietin+LY group. The contents of 
endothelial nitric oxide synthase and vascular endothelial growth factor in cell lysates of LY group and erythropoietin+LY 
group were significantly lower than those in the erythropoietin groups. There was no difference in Akt expression found in 
each group, while the p-Akt expression in the erythropoietin+LY group was significantly lower than that in the 
erythropoietin groups. The above results reveal that erythropoietin can promote the proliferation of endothelial progenitor 
cells and decrease the cell apoptosis, which is depending on PI3K/Akt signal pathway. 
 
Subject headings: endothelial cells; erythropoietin; phosphatidylinositol 3-kinase 
Funding: the National Natural Science Foundation of China, No. 30972969; the Medical Science and Technology 
Innovation Project of Nanjing Military Command, No. 10MA100 
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0  引言  Introduction 
内皮祖细胞(endothelial progenitor cells, EPCs)是

成熟血管内皮细胞的前体细胞，具有强大的增殖潜能及

向血管内皮细胞分化的特性，能够归巢于血管损伤部位，

参与血管修复和新生血管形成。促红细胞生成素

(erythropoietin，EPO)是一种由肾脏产生及分泌的糖蛋

白，作为一种造血生长因子，其主要作用是刺激红系祖

细胞的产生、分化和成熟。随着研究的不断深入，促红

细胞生成素的作用早已超出了贫血治疗的范畴，研究发

现促红细胞生成素具有强烈的促血管生成活性，且其促

血管生成作用与其刺激内皮祖细胞生长、增殖及分化密

切相关[1-2]，动物实验研究显示，促红细胞生成素能促进

骨髓中的内皮祖细胞动员进入血液循环，进而加速内皮

修复及血管再生，但促红细胞生成素促进内皮祖细胞增

殖和分化的机制尚不明确。 
本研究拟在体外分离培养小鼠骨髓内皮祖细胞，探讨

促红细胞生成素对内皮祖细胞生物特性的影响，并初步阐

明其信号机制。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  

  设计：细胞水平，体外对比观察实验。 
时间及地点：于2011年7月至2012年5月在解放军南京

军区南京总医院心胸外科实验室、比较医学科、中心实验

室完成。 
材料： 
实验动物：5-7周龄BALB/c小鼠，雄性，体质量20-  

25 g，由解放军南京军区南京总医院比较医学科提供。恒

温、清洁环境饲养，不限食水。实验过程中对动物的处置

符合2009 年《Ethical issues in animal experimentation》
相关动物实验伦理学标准。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 

内皮祖细胞获取、分离及培养：每次取BALB/c小鼠6只，

七氟烷吸入麻醉后推头法迅速处死，浸泡于体积分数为75%
乙醇中30 min。分离取出小鼠双下肢胫腓骨，浸泡于含胎牛

血清的PBS中保存。以6 mL PBS冲洗小鼠胫腓骨骨髓腔，

冲洗获得的骨髓细胞悬液收集于离心管中。另取一支无菌离

心管，将4 mL小鼠淋巴细胞分离液加入离心管底部，并将获

得的骨髓细胞悬液沿离心管壁缓慢加入离心管中，由于骨髓

促红细胞生成素促进内皮祖细胞增殖实验用主要试剂和仪器： 

试剂和仪器  来源 

重组人促红细胞生成素(rhEPO)  沈阳三生制药有限公司 

DAB显色试剂盒  武汉博士德公司 

CCK-8检测试剂盒  日本同仁化学研究所 

Annexin V/PI凋亡检测试剂盒  美国Invitrogen公司 

小鼠内皮型一氧化氮合酶、血管内皮生长因

子 ELISA试剂盒  
美国R&D公司 

BCA法蛋白定量试剂盒  北京中杉金桥生物技术有限公司

EGM-2 SingleQuots培养基  美国Lonza公司 

小 鼠 淋 巴 细 胞 分 离 液 、 LY294002 、

FITC-UEA-1  
美国Sigma-Aldrich公司 

大鼠抗小鼠CD34单克隆抗体(ab8158)、兔抗

小鼠VEGFR2多克隆抗体(ab2349)  
英国Abcam公司 

羊抗大鼠 IgG-FITC抗体 (sc-2011)、羊抗兔

IgG-PE抗体(sc-3739)  
美国Santa Cruz公司 

DiI-Ac-LDL  美国Invitrogen公司 

抗小鼠  CD34-FITC 流式抗体、抗小鼠

VEGFR2-PE流式抗体、大鼠IgG2aK-PE 同
型对照流式抗体、大鼠IgG2aK-FITC同型对

照流式抗体  

美国eBioscience公司 

流式细胞仪  美国BD公司 
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细胞悬液密度较低，故存在于淋巴细胞分离液上层，离心管

内可观察到明显的分离液与细胞悬液分界面(图1A)。将该离

心管2 500 r/min离心30 min，离心后可观察到离心管内液体

分为3层，底层为红细胞层，中层2.0-3.0 mm厚的白膜层为

单核细胞层，上层为血清层(图1B)。用无菌吸管将白膜层吸

出，并以PBS洗涤所获细胞2次(图1C)。以1 mL EGM-2 
SingleQuots培养液定容、混匀，制成母液。细胞计数后接种

于人纤维连接蛋白包被的培养板中，置于细胞培养箱中培

养，接种后第4天首次更换细胞培养液，弃去未贴壁细胞，

将贴壁细胞继续培养，每2 d更换培养液1次，细胞培养3周。 
细胞鉴定： 
细胞表面抗原免疫荧光法鉴定：细胞接种前于细胞培

养板各孔内投入1 cm×1 cm人纤维连接蛋白包被无菌载玻

片1枚。细胞接种时，将细胞悬液滴加于载玻片上，细胞培

养至21 d后取出载玻片，并用40 g/L多聚甲醛固定20 min，
PBS漂洗3次，山羊封闭血清作用30 min，分别加入大鼠抗

小鼠CD34单克隆抗体(1∶50)及兔抗小鼠VEGFR2多克隆

抗体(1∶100)并于4 ℃孵育过夜。次日以PBS漂洗3次后，

加入羊抗大鼠IgG-FITC抗体(1∶200)及羊抗兔IgG-PE抗

体(1∶500)，常温下孵育1 h，以10%缓冲甘油封固，于荧

光倒置显微镜下观察细胞CD34及VEGFR2表达情况。 
细胞表面抗原流式细胞仪检测：用PBS洗涤以充分去除

培养液及死亡的悬浮细胞，选用不含EDTA的0.25%胰酶消化

细胞1 min，于倒置显微镜下观察消化效果，见细胞收缩、变

圆后以含体积分数为5%胎牛血清的完全培养基终止消化，并

使用吸管轻轻吹打，使贴壁细胞充分悬浮并吹散细胞团。离

心并以PBS洗涤、重悬后，加入抗小鼠CD34-FITC流式抗体

及抗小鼠VEGFR2-PE流式抗体，常温下避光孵育1 h，1 h后
再次离心，弃去上清，并以500 μL PBS重悬细胞后上机检测。

流式细胞仪检测定标采用同型对照抗体标记细胞。 
细胞功能检测：内皮祖细胞具备吞噬乙酰化低密度脂

蛋白(Ac-LDL)及结合荆豆凝集素(UEA-1)能力。细胞接种前

于细胞培养板各孔内投入1 cm×1 cm人纤维连接蛋白包被

无菌载玻片1枚，细胞培养21 d后取出载玻片，并置于另一

新的6孔细胞培养板中。将1 mL含10 mg/L DiI标记的乙酰化

低密度脂蛋白(DiI-ac-LDL)的EGM-2 SingleQuots培养液加

入培养孔中，并于37 ℃细胞培养箱内孵育2 h后，以40 g/L
多聚甲醛固定30 min。加入10 mg/L FITC标记的荆豆凝集

素(FITC-UEA-1)2 mL，并于常温下孵育1 h。10%缓冲甘

油封固，于荧光倒置显微镜下观察细胞吞噬DiI-ac-LDL及
结合FITC-UEA-1情况。 

细胞学实验分组：实验细胞按如下处理分7组接种于培

养板中，分别为：EGM-2组、促红细胞生成素处理组(3组，

培养液中促红细胞生成素浓度分别为1，5，10 U/mL)、促

红细胞生成素+LY组(培养液中分别含有10 U/mL促红细胞

生成素及10 mmol/L LY294002)、LY组 (培养液中含     
10 mmol/L LY294002)、二甲基亚砜组(培养液中含1 mL/L

二甲基亚砜)。 
细胞生长曲线绘制：分离获得BALB/c小鼠骨髓单核细

胞，计数后以5×104/孔浓度，分7组均匀接种于96孔板中，

分组同上，每组设8个复孔。自第4天首次换液后统计细胞

数量，使用CCK-8试剂盒检测细胞增殖情况。具体方法为：

将CCK-8试剂10 μL/孔加入各检测孔中，并设置空白孔(空
白孔内单加10 μL CCK-8试剂)，其后于细胞培养箱内孵育

1 h，然后以酶标仪测定各孔450 nm吸光度值，减去空白

孔内吸光度值，即为各孔内细胞吸光度。同时通过预先接

种1×104，2×104，4×104，8×104，1.6×105，3.2×105，

6.4×105，1.2×106/孔骨髓单核细胞，以同样方法检测对应

吸光度值，绘制标准曲线，并获得拟合公式。分别检测细

胞培养的第4，6，8，10，12天各组检测孔内吸光度，将

各组细胞检测孔吸光度值代入拟合公式，计算孔内对应细

胞数量，绘制细胞生长曲线。 
细胞凋亡率测定：分离培养BALB/c小鼠骨髓单核细

胞，计数后以1×106/孔密度接种于24孔板中，分组同上，

每组设6个复孔，细胞培养至14 d后，以胰酶消化孔内培养

细胞并收集。使用AnnexinⅤ/PI凋亡检测试剂盒标记细胞，

流式细胞仪检测各孔内细胞凋亡百分率。 
细胞裂解液制备：分离培养BALB/c小鼠骨髓单核细

胞，计数后以5×106/孔密度接种于6孔板中，分组同上，每

组设3个复孔，细胞培养至21 d。弃去培养板中的细胞培养

液，并洗涤3次。使用RIPA裂解液裂解细胞，每孔内加入的

RIPA裂解液量为400 μL。细胞裂解时间为10 min，裂解过

程中以移液器充分吹打细胞，使其完全裂解。收集各组细

胞裂解液，并以高速离心机13 000 r/min转速离心，收集裂

解液上清，并通过BCA法进行蛋白定量。 
BCA检测试剂盒行蛋白定量检测：按照试剂盒说明书

配制BCA工作液，将BSA蛋白标准品完全溶解，并取10 μL 
PBS稀释成100 μL，获得终质量浓度为0.5 g/L的BSA溶液。

将稀释标准品按照0，1，2，4，8，12，16，20 μL分别加

入96孔板中，其后加入标准品稀释液，将各标准品检测孔

内液体量补足至20 μL。各组样品4 μL加入96孔板检测孔

中，并加入标准品稀释液定容至20 μL。标准品孔及检测孔

加入200 μL BCA工作液，定容至220 μL，并小心吹打均匀。

37 ℃放置1 h后，以酶标仪检测各孔562 nm波长吸光度值。

通过标准品检测获得标准曲线并进行拟合，根据拟合公式

计算各组样品中的蛋白含量。 
ELISA法检测细胞裂解液中内皮型一氧化氮合酶

(endothelial nitric oxide synthase, eNOS)、血管内皮生长

因子(vascular endothelial growth factor,VEGF)含量：细胞

裂解液样本分别以1∶50、1∶20稀释，分别设空白孔、标

准孔、待测样本孔，空白孔加样品稀释液100 μL，余孔分

别加入标准品或待测样品100 μL，加样时将样品加于酶标

板孔底部，轻轻晃动均匀，酶标板加上覆膜，37 ℃反应2 h。
弃去液体，甩干，不洗涤，每孔加生物素标记抗体工作液
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100 μL，37 ℃，静置1 h。温育1 h后，弃去孔内液体，甩

干，洗板3次，每次浸泡1.0-2.0 min，200 μL/孔，甩干。

每孔加辣根过氧化物酶标记亲和素工作液100 μL，37 ℃反

应1 h。弃去孔内液体，甩干，洗板5次，每次浸泡1.0-    
2.0 min，200 μL/孔，甩干。依序每孔加底物溶液90 μL，
37 ℃避光显色，见标准品前4孔有明显的梯度蓝色显色时，

加终止液50 μL终止反应。终止后，蓝色显色立即转为黄色。

使用酶标仪于450 nm测各孔吸光度值。通过标准品检测获

得标准曲线，计算各组样品中的蛋白含量。 
Western blot法测定细胞裂解液中Akt及p-Akt表达：将

细胞裂解液以BCA法进行蛋白定量。于Western blot电泳

玻璃夹板内灌胶，将样品及marker上样(细胞裂解样品每道

加4 μL)，以90 V电压进行电泳30 min，待marker条带出现

后，改为100 V电压，电泳时间为1.5 h。电泳至溴酚蓝跑

出时，终止电泳。提前准备PVDF膜，并于甲醇中浸泡1 min，
使膜充分展开。其后放入转膜缓冲液中平衡约15 min。将

厚滤纸放入预冷的转膜缓冲液中平衡至少15 min。将电泳

胶块取出，并割去堆积胶，置于预冷的转膜缓冲液中平衡

约15 min。按照厚滤纸→PVDF→分离胶→厚滤纸放置，

以试管轻轻滚动，排出各层间气泡。以25 V电压行半干法

转膜，转膜时间为30 min。将转膜成功后的PDVF膜放入盛

有5%BSA的塑料盒中，于摇床上室温封闭2 h。将PVDF膜
标记后，以塑料封套封闭，并加入一抗(Akt：1 1∶  000，p-Akt：
1 2∶  000，GAPDH：1 2∶  000)，其后于4 ℃过夜。以TBST
洗膜，每次15 min，洗膜3次。其后加入二抗(1 2∶  000)，
室温摇床上孵育1 h。再次使用TBST洗膜，每次15 min，
共3次。加入发光底物，并将膜正面向下贴在发光底物上，

室温下孵育5 min，并于暗室内曝光、留取胶片。扫描胶片，

并使用Image J软件分析各条带吸光度值。 
主要观察指标：①促红细胞生成素对内皮祖细胞增殖

和凋亡的影响。②促红细胞生成素及PI3K特异性抑制剂

LY294002对内皮祖细胞内皮型一氧化氮合酶、血管内皮生

长因子表达的影响。③促红细胞生成素及LY294002对内皮

祖细胞Akt、p-Akt表达的影响。 
统计学分析：各组实验重复3次，以SPSS 13.0软件进

行统计学分析，数据以x
_

±s表示，组间比较用单因素方差分

析(Oneway ANOVA)，P < 0.05为差异有显著性意义。 
 

2  结果  Results  
2.1  内皮祖细胞形态学特征  骨髓单核细胞接种于细胞

培养板上，起初为密集的小圆形细胞(图2A)。48 h后可观

察到细胞开始变大。接种第4天行首次更换培养液后，培养

板内绝大多数未贴壁细胞去除。贴壁细胞开始逐渐出现加

速生长趋势，细胞向梭型细胞转变，细胞个体进一步增大。

细胞接种后第6天左右，培养板内可观察到多个细胞集落出

现。细胞集落形态为中间小圆形细胞聚集成团，周围长梭

型细胞呈放射状排列(图2B)。此后细胞集落生长速度进一

步增快，集落数量也逐渐增多，集落周边细胞也逐渐由长

梭型向短梭形转变。在此期间，可观察到部分细胞排列出

现极性，呈现线状(图2C)、管状(图2D)、网状(图2E)样生

长。细胞培养至2周后，细胞集落逐渐消失，细胞形态趋于

均一，呈现“铺路石”样生长状态(图2F)。 
2.2  细胞鉴定结果  实验采用培养至3周的细胞，并分别

通过免疫荧光法、流式细胞仪检测及细胞功能测定确定所

培养细胞为内皮祖细胞。 
2.2.1  免疫荧光检测结果  培养至3周，细胞绝大多数能被

CD34及VEGFR2同时标记，荧光显微镜下可见CD34标记阳

性细胞呈绿色荧光(图3A)，VEGFR2标记阳性细胞呈红色荧

光(图3B)。于同一视野下分别拍摄荧光照片并以Image Pro 
Plus软件合成双色荧光，可见共表达CD34及VEGFR2细胞

呈现橙色(图3C)，提示该细胞即为内皮祖细胞。 
2.2.2  流式细胞仪检测结果  采用流式细胞仪计量培养

细胞中共表达CD34及VEGFR2细胞比例。培养至3周，

CD34及VEGFR2双阳性细胞比例均占培养细胞总量的

85%以上(图4)，提示检测细胞绝大多数为内皮祖细胞。 
2.2.3  细胞功能检测结果   荧光显微镜下可见，吞噬

DiI-Ac-LDL的内皮祖细胞，胞浆内呈现红色荧光(图5A)，
结合FITC-UEA-1的内皮祖细胞，细胞膜呈现绿色荧光(图
5B)。同一视野下分别拍摄荧光照片并以Image Pro Plus
软件合成，可见双阳性细胞呈现橙色荧光，提示该细胞即

为内皮祖细胞(图5C)。 
2.3  促红细胞生成素对内皮祖细胞增殖能力的影响  促
红细胞生成素有明显的促内皮祖细胞增殖作用，并随培养

基中促红细胞生成素含量增加而呈现量效关系。通过实验

发现，5 U/mL的促红细胞生成素处理，即可显示出明显的

促细胞增殖作用。而促红细胞生成素的促增殖作用可被

PI3K特异性抑制剂LY294002完全抑制。LY组、促红细胞

生成素+LY组、二甲基亚砜组、1 U/mL促红细胞生成素组

细胞增殖速度与EGM-2组差异无显著性意义(图6)。 
2.4  促红细胞生成素对内皮祖细胞凋亡的影响  通过流

式细胞仪检测培养至21 d的各组细胞发现，EGM-2组的细

胞凋亡率在6.5%左右。10 U/mL促红细胞生成素处理组细

胞凋亡率明显低于EGM-2组(P < 0.001)，而其余各组之间

差异无显著性意义(P > 0.05，表1，图7)。 
2.5  促红细胞生成素对内皮祖细胞内皮型一氧化氮合酶、

血管内皮生长因子含量的影响  通过使用ELISA试剂盒分

别检测细胞裂解液中内皮型一氧化氮合酶、血管内皮生长因

子含量，结果发现，5，10 U/mL促红细胞生成素组内皮祖细

胞裂解液中内皮型一氧化氮合酶含量显著高于EGM-2组和

促红细胞生成素+LY组(P < 0.01)，经5，10 U/mL促红细胞

生成素组及促红细胞生成素+LY组血管内皮生长因子含量显

著高于EGM-2组，而5，10 U/mL促红细胞生成素组血管内

皮生长因子含量显著高于促红细胞生成素+LY组(P < 0.01，
表2，图8，9)。 
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图 1  骨髓单核细胞分离 
Figure 1  Isolation of mononuclear cells from the bone marrow 

图 4  内皮祖细胞的流式细胞仪检测 
Figure 4  Detection of endothelial progenitor cells by flow 
cytometry 

图 2  培养不同时期的内皮祖细胞 
Figure 2  Cultured endothelial progenitor cells in different stages
图注：图 A 可见内皮祖细胞为密集的小圆形细胞；B 可见内皮祖细胞

集落形成(红色箭头所示)；C 可见内皮祖细胞呈线状排列生长(红色箭

头所示)；D 可见内皮祖细胞呈管状排列(红色箭头所示)；E 可见内皮

祖细胞呈网状生长，红色箭头所示为网状排列细胞，绿色箭头所示为

细胞集落；F 可见内皮祖细胞呈“铺路石”样生长。 

图 3  内皮祖细胞免疫荧光鉴定 
Figure 3  Immunofluorescence identification of endothelial progenitor cells 
图注：图 A 为 CD34 绿色荧光标记；B 为 VEGFR2 红色荧光标记；C 为荧光染色合成图片。 

图 5  内皮祖细胞荧光显微镜观察 
Figure 5  Detection of endothelial progenitor cells by fluorescence microscopy 
图注：图 A 为 DiI-Ac-LDL 红色荧光染色；B 为 FITC-UEA-1 绿色荧光染色；C 为荧光双染色合成照片。 
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2.6  促红细胞生成素对内皮祖细胞 Akt、p-Akt 表达的影

响  目标条带 Akt 及 p-Akt 相对分子质量大小为 60 000，
内参 GAPDH 相对分子质量大小为 37 000。各条带吸光度

值与对应的 GAPDH 内参条带吸光度比值为该条带的相对

吸光度。电泳条带灰度分析结果显示，细胞裂解液中，各

Akt 条带相对吸光度值间差异无显著性意义(P > 0.05)；而

p-Akt 条带中，1，5，10 U/mL 促红细胞生成素组与促红

细胞生成素+LY 组比较差异有显著性意义(P < 0.01)，且添

加促红细胞生成素的 3 个培养组间差异也有显著性意义  
(P < 0.05，表 3，图 10，11)。 
 
3  讨论  Discussion 

血管内皮作为血液与周围组织的分界，在血液循环稳

定性的维持中起着非常重要的作用。早期的观点多认为，

血管内皮的稳定和更新主要依靠血液循环中的成熟内皮细

胞来完成。然而后期研究表明，循环血中的成熟内皮细胞

数量极低，且增殖能力弱，远不能完成血管内皮细胞的更

新及修复[3]。因此，势必有其他细胞参与了血管内皮的修

复及重建。自1997年Asahara首次报道经由外周血获得内

皮祖细胞以来，内皮祖细胞因其具有强大的增殖潜能及向

血管内皮细胞分化的特性，成为血管再生研究领域新的热

点[4]。研究表明，内皮祖细胞作为血管内皮细胞的前体细

胞，不仅有着强大的增殖及分化能力，更具备向缺血或受

损组织迁移、归巢的特性，因此内皮祖细胞在血管新生及

内皮修复中起着独特而关键的作用。由于内皮祖细胞的上述 

表 1  促红细胞生成素对内皮祖细胞凋亡的影响 
Table 1  Effect of erythropoietin on the apoptosis of endothelial 
progenitor cells                                         (x

_

±s) 

表注：与 EGM-2 组相比，aP < 0.01；与促红细胞生成素+LY 组相比，bP < 0.01。

组别 细胞凋亡率(%) 

EGM-2 组 7.02±1.77 
1 U/mL 促红细胞生成素组 6.62±1.78 
5 U/mL 促红细胞生成素组 5.98±1.52 
10 U/mL 促红细胞生成素组 3.57±1.08ab 
促红细胞生成素+LY 组 6.88±0.90 
LY 组 7.50±1.42 
二甲基亚砜组 6.85±0.42 
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图 6  促红细胞生成素对促内皮祖细胞增殖能力的影响 
Figure 6  Effect of erythropoietin on the proliferation of endothelial 
progenitor cells 
图注：促红细胞生成素有明显的促内皮祖细胞增殖作用，并随培养基

中促红细胞生成素含量增加而呈现量效关系。而促红细胞生成素的促

增殖作用可被 PI3K 特异性抑制剂 LY294002 完全抑制。 

EGM-2 组 

1 U/mL 促红细胞生成素组 

5 U/mL 促红细胞生成素组 

10 U/mL 促红细胞生成素组 

促红细胞生成素组+LY 组

LY 组 

二甲基亚砜组  

培养时间(d) 

表 2  促红细胞生成素对内皮祖细胞裂解液内皮型一氧化氮合酶、血

管内皮生长因子含量的影响 
Table 2  Effect of erythropoietin on the content of endothelial nitric 
oxide synthase and vascular endothelial growth factor in endothelial 
progenitor cells lysates                                  (x

_

±s) 

表注：与 EGM-2 组相比，aP < 0.01；与促红细胞生成素+LY 组相比，bP < 0.05，
cP < 0.01。 

组别 内皮型一化氮合酶

(IU/mg) 
血管内皮生长因子

(ng/g) 

EGM-2 组 659.17±31.62 16.71±2.34 
1 U/mL 促红细胞生成素组 689.48±35.38 15.96±1.38c 
5 U/mL 促红细胞生成素组 2 433.70±289.92ac 48.91±4.45ac 
10 U/mL 促红细胞生成素组 9 201.34±857.98ac 88.83±4.21ac 
促红细胞生成素+LY 组 615.97±51.86 22.18±2.69a 
LY 组 603.73±77.55 18.64±3.70 
二甲基亚砜组 676.06±36.87 18.14±3.64b 

表 3  促红细胞生成素对内皮祖细胞裂解液 Akt、p-Akt 表达的影响

Table 3  Effect of erythropoietin on the expression of Akt and p-Akt 
in endothelial progenitor cells lysates                      (x

_

±s) 

表注：与 EGM-2 组相比，aP < 0.01；与促红细胞生成素+LY 组相比，bP < 0.01。

组别 Akt P-Akt 

EGM-2 组 0.911±0.065 0.552±0.085 
1 U/mL 促红细胞生成素组 0.966±0.059 0.542±0.020b 
5 U/mL 促红细胞生成素组 0.964±0.034 0.600±0.004ab 
10 U/mL 促红细胞生成素组 0.955±0.056 0.791±0.052ab 
促红细胞生成素+LY 组 0.973±0.053 0.425±0.021 
LY 组 0.956±0.043 0.485±0.032 
二甲基亚砜组 0.961±0.034 0.471±0.031 
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图 7  促红细胞生成素对内皮祖细胞凋亡的影响 
Figure 7  Effect of erythropoietin on the apoptosis of endothelial 
progenitor cells 
图注：1：EGM-2 组；2：1 U/mL 促红细胞生成素组；3：5 U/mL 促

红细胞生成素组；4：10 U/mL 促红细胞生成素组；5：促红细胞生成

素组+LY 组；6：LY 组；7：二甲基亚砜组。与 EGM-2 组相比，
aP < 

0.01；与促红细胞生成素+LY 组相比，
bP < 0.01。 

   组别 

ab 
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特点，已有不少学者尝试使用内皮祖细胞来治疗各类缺血性

疾病，如冠心病、肢体缺血性疾病等。研究发现，内皮祖细

胞是冠心病发病预测的独立危险因素[5]，在心肌梗死后的血

管新生中发挥重要作用[6-7]。内皮祖细胞移植治疗冠心病

及心肌梗死也取得了良好的效果[8-9]。内皮祖细胞治疗肢

体缺血的实验研究显示出其具有强大的促血管新生能

力，能够明显促进闭塞血管周围组织内的血管新生[10-11]。

这些研究无疑显示出未来内皮祖细胞在临床治疗中光明

的应用前景。 

促红细胞生成素是一种由缺氧诱导因子家族诱导产生

的多功能细胞因子，促红细胞生成素及其受体广泛分布于

红细胞、肝脏、血管内皮细胞、血管平滑肌细胞等，随着

研究的不断深入，发现促红细胞生成素是一种强有力的促

血管生成因子，在成体血管的形成和修复中发挥双重作用，

既保持内皮细胞的完整性，又可在无血管区促进血管发生，

形成新的毛细血管。同时研究发现，促红细胞生成素动员

骨髓中的内皮祖细胞进入血液循环，显著促进内皮修复及

血管再生[1-2]。体外实验结果提示，促红细胞生成素能够有
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图 8  促红细胞生成素对内皮祖细胞裂解液内皮型一氧化氮合酶含量

的影响 
Figure 8  Effect of erythropoietin on the content of endothelial nitric 
oxide synthase in endothelial progenitor cells lysates 
图注：1：EGM-2 组；2：1 U/mL 促红细胞生成素组；3：5 U/mL 促

红细胞生成素组；4：10 U/mL 促红细胞生成素组；5：促红细胞生成

素组+LY 组；6：LY 组；7：二甲基亚砜组。与 EGM-2 组相比，
aP < 

0.01；与促红细胞生成素+LY 组相比，
bP < 0.01。 
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图 9  促红细胞生成素对内皮祖细胞裂解液血管内皮生长因子含量的

影响 
Figure 9  Effect of erythropoietin on the content of vascular 
endothelial growth factor in endothelial progenitor cells lysates 
图注：1：EGM-2 组；2：1 U/mL 促红细胞生成素组；3：5 U/mL 促

红细胞生成素组；4：10 U/mL 促红细胞生成素组；5：促红细胞生成

素组+LY 组；6：LY 组；7：二甲基亚砜组。与 EGM-2 组相比，
aP < 

0.01；与促红细胞生成素+LY 组相比，
bP < 0.05，cP < 0.01。 
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图 10  促红细胞生成素对内皮祖细胞裂解液 Akt 表达的影响 
Figure 10  Effect of erythropoietin on the expression of Akt in 
endothelial progenitor cells lysates 
图注：1：EGM-2 组；2：1 U/mL 促红细胞生成素组；3：5 U/mL 促

红细胞生成素组；4：10 U/mL 促红细胞生成素组；5：促红细胞生成

素组+LY 组；6：LY 组；7：二甲基亚砜组。 
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图 11  促红细胞生成素对内皮祖细胞裂解液 p-Akt 表达的影响 
Figure 11  Effect of erythropoietin on the expression of p-Akt in 
endothelial progenitor cells lysates 
图注：1：EGM-2 组；2：1 U/mL 促红细胞生成素组；3：5 U/mL 促

红细胞生成素组；4：10 U/mL 促红细胞生成素组；5：促红细胞生成

素组+LY 组；6：LY 组；7：二甲基亚砜组。与 EGM-2 组相比，
aP <

0.01；与促红细胞生成素+LY 组相比，
bP < 0.01。 
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效刺激内皮祖细胞的生长、增殖及分化[11]。因此目前认为，

内皮祖细胞是促红细胞生成素促血管生成效应的一个靶

点。在心肌梗死动物模型中，当给予足够剂量的促红细胞

生成素以动员内皮祖细胞时，能增加心肌梗死周围毛细血

管密度。在促红细胞生成素治疗肾性贫血患者中，发现外

周血CD34+/CD45+细胞的数量、增殖及管腔形成能力增强。

本实验在体外分离培养小鼠骨髓内皮祖细胞，观察了促红

细胞生成素对内皮祖细胞增殖能力和凋亡的影响，结果表

明，与对照组相比，随着促红细胞生成素剂量的增加，内

皮祖细胞的增殖能力逐渐增强，而凋亡率逐渐降低。 
目前关于促红细胞生成素发挥生物学作用的下游信号

机 制 还 未 完 全 阐 明 ， 已 知 的 可 能 有 JAK-STAT 、

JAK-P13K/Akt、JAK/NF-κB、Jak-Ras-MAPK等多条信号

途径相互联通，参与促红细胞生成素的多效性作用，而关

于促红细胞生成素对内皮祖细胞功能活性影响的信号机制

更是鲜有报道。虽然促红细胞生成素作用与内皮祖细胞的

具体机制尚未完全明了，但前期的研究提示，PI3K/Akt信
号通路很可能是介导促红细胞生成素对内皮祖细胞作用的

重要因素 [12]。本研究中，通过使用PI3K特异性抑制剂

LY294002抑制PI3K活性，并观察该通路在介导促红细胞

生成素对内皮祖细胞促增殖、抗凋亡作用及细胞因子分泌

的影响。结果发现，促红细胞生成素发挥作用与细胞内

p-Akt表达水平有明显的相关性，而通过使用PI3K特异性抑

制剂LY294002能够显著消除促红细胞生成素对内皮祖细

胞增殖及抗凋亡的促进作用。鉴于近期已有报道证实了内

皮祖细胞上促红细胞生成素受体的表达[13]，作者推测，促

红细胞生成素很可能是通过直接与内皮祖细胞上的促红细

胞生成素受体结合，进而激活下游的PI3K/Akt信号通路来

影响内皮祖细胞的各种生物学行为。 
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