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文章亮点： 
1 此问题的已知信息：骨髓间充质干细胞的取材创伤小，来源充足，体外增殖能力强，且具有肯定的成骨分

化潜能，在骨缺损、骨折和成骨不全等疾病的治疗方面显示出巨大的潜力。而内皮细胞在组织工程骨的血管

化及血管组织工程中也已得到广泛应用。 
2 文章增加的新信息：脐静脉内皮细胞与骨髓间充质干细胞共培养的研究，都围绕着模拟体内环境、细胞与

细胞之间的相互作用、共培养体系中培养基的选择、细胞比例的控制等对内皮细胞成血管作用和骨髓间充质

干细胞骨生成作用的影响，对骨组织工程及骨再生治疗具有重大的作用。 
3 临床应用的意义：将骨髓间充质干细胞与内皮细胞共培养来扩增骨髓间充质干细胞数量，同时促进血管生

成，可能为骨组织工程和骨再生的应用提供了一个很有前景的方法。  
关键词： 
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摘要 
背景：将人脐静脉内皮细胞与骨髓间充质干细胞共培养来扩增骨髓间充质干细胞数量，同时促进血管生成，

可能为骨组织工程和骨再生提供了一个很有前景的方法。 
目的：对近年国内外关于人脐静脉内皮细胞与骨髓间充质干细胞共培养的研究及其相关进展进行综述。 
方法：用计算机检索中国知网(2000 年 1 月至 2012 年 3 月)、Web of Knowledge 数据库及 PubMed 数据库

(1980 年 1 月至 2012 年 3 月)关于干细胞共培养的文献。中文关键词为“人脐静脉内皮细胞、骨髓间充质干

细胞细胞、细胞共培养、组织工程”，英文关键词为“ human umbilical vein endothelial cells, bone 
Mesenchymal stem cells,coculture, tissue engineering”。计算机初检得到 135 篇文献，排除因研究目的与

本文无关及内容重复的研究 103 篇，共保留 32 篇文献做进一步分析。 
结果与结论：通过查阅国内外文献，发现内皮细胞与骨髓间充质干细胞共培养的研究，都围绕着模拟体内环

境、细胞与细胞之间的相互作用、共培养体系中培养基的选择、细胞比例的控制等对内皮细胞成血管作用和

骨髓间充质干细胞骨生成作用的影响。很多研究对骨组织工程及骨再生治疗都具有重大的作用，但共培养中

内皮细胞与骨髓间充质干细胞之间的作用机制以及在人体内的具体调控仍需要进一步的研究与分析。 
 
罗淑平，杜玉婷，白驹. 骨髓间充质干细胞与人脐静脉内皮细胞的共培养[J].中国组织工程研究，2014，
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Coculture of human umbilical vein endothelial cells and bone marrow mesenchymal 
stem cells   
 
Luo Shu-ping1, Du Yu-ting2, Bai Ju2 (1Department of Critical Care Medicine, General Hospital of Lanzhou 
Military Region, Lanzhou 730050, Gansu Province, China; 2Yafei Dental, Chengdu 610000, Sichuan 
Province, China) 
 
Abstract 
BACKGROUND: Coculture of bone marrow mesenchymal stem cells and human umbilical vein endothelial cells 
can improve both osteogenic and angiogenic outcomes and provide a promising strategy for bone tissue 
engineering and osteanagenesis. 
OBJECTIVE: To summarize recent researches and related progresses in coculture of human umbilical vein 
endothelial cells and bone marrow mesenchymal stem cells. 
METHODS: A computer-based online search of CNKI database from January 2000 to March 2012, PubMed 
database and Web of Knowledge database from January 1980 to March 2012, was performed with the keywords 
of “human umbilical vein endothelial cells, bone mesenchymal stem cells, coculture, tissue engineering” both in 
Chinese and English. A total of 135 articles were screened out, 103 of them were excluded due to unrelated study 
objective and repeated contents, and finally 32 articles were involved in further analysis. 
RESULTS AND CONCLUSION: At present, studies on coculture of bone marrow mesenchymal stem cells and 
human umbilical vein endothelial cells mainly focus on mimicking in vivo environments, the interactions between 
cells, and the influence of different cell ratios and culture media. Most of these researches play important roles in 
bone tissue engineering and bone regeneration therapy, but the mechanism of action and concrete regulation in  
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vivo between bone marrow mesenchymal stem cells and human umbilical vein endothelial cells still need further 
research and analysis. 
 
Subject headings: umbilical veins; endothelial cells; bone marrow; mesenchymal stem cells; coculture techniques 
 
Luo SP, Du YT, Bai J. Coculture of human umbilical vein endothelial cells and bone marrow mesenchymal stem cells. 
Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2014;18(45):7370-7374. 

 

0  引言  Introduction  
间充质干细胞作为一种有黏附性、类成纤维细胞的

成体干细胞不仅存在于骨髓中，也存在于人体其他一些

组织中，包括血液、脂肪组织、关节液、肌肉、皮肤以

及牙髓[1]。人类骨髓间充质干细胞是最常用于研究和临

床应用的间充质干细胞。骨髓间充质干细胞的取材创伤

小，来源充足，体外增殖能力强，且具有肯定的成骨分

化潜能[2]，在骨缺损、骨折和成骨不全等疾病的治疗方

面显示出巨大的潜力[3]。在体外可将骨髓间充质干细胞

分化成典型的成骨细胞，这样就为骨组织工程的应用提

供了一个极好的种子细胞来源[4]。然而，在临床应用中，

骨髓间充质干细胞也有其限制性。骨髓间充质干细胞在

成人骨髓中的含量很低，而在修复大块骨缺损等的治疗

中细胞需求量很大，且骨再生过程中血管生成不足，将

严重影响新生骨组织的数量和质量[5]。 
内皮细胞广泛存在于人体内，并且形成了整个脉管

系统的内在细胞衬里。伴随着组织损伤，微循环参与到

炎症反应和随后的愈合反应中以便恢复损伤组织的生

理功能。内皮细胞与血液直接接触，其可通过多种途径

在调节血压、炎症细胞的黏附与迁移、凝血和纤溶、血

管形成等生理及病理过程中发挥极其重要的作用[6]。研

究发现，血管内皮细胞可以产生许多生长因子和细胞因

子，同时具有自发形成微毛细血管的功能。基于以上特

性，在组织工程骨的血管化及血管组织工程中作为种子

细胞得到广泛应用。长期以来，大部分对人自体血管内

皮细胞的研究多是基于人脐静脉内皮细胞。将脐带来作

为内皮细胞的取材来源主要有以下几个优势：①脐带是

分娩过程中的废弃物，来源很丰富，也较容易获取。只

要征得产妇及家人同意，不涉及到社会伦理和法律的制

约。②脐带血管没有分支，操作较易，长度理想，能够

保证收集到足量的细胞。 
Ball等 [7]指出当间充质干细胞与其他类型的细胞

接触培养时会受到极大的影响。在这些细胞中，内皮

细胞可以表达一些细胞因子，如骨形态发生蛋白2，当

它在体外与骨髓间充质干细胞接触时能诱导其成骨性

分化[8]。因此，应用细胞共培养方法，尤其是将骨髓间

充质干细胞与内皮细胞共培养来扩增骨髓间充质干细

胞数量，同时促进血管生成，可能为骨组织工程和骨再

生的应用提供了一个很有前景的方法，但其细胞共培养

的具体机制目前还未完全研究清楚[1，9]。 
本文将从内皮细胞(人静脉内皮细胞)和骨髓间充质

干细胞共培养体系的选择以及共培养中人脐静脉内皮

细胞与骨髓间充质干细胞间的相互影响等方面进行综

述，希望通过探讨影响共培养的因素及细胞间相互作用

的机制，为组织骨工程的研究提供一个新的思路。 
 
1  资料和方法  Data and methods 
1.1  资 料 来 源   由 第 一 作 者 检 索 中 国 知 网

(http://epub.cnki.net/Grid2008/index.htm)2000 年 1 月

至2012年3月、Web of Knowledge 数据库(http://apps. 
webofknowledge.com/UA_GeneralSearch_input.do?p
roduct=UA&SID=1FaHdbHCGND5cN86jfL&search_
mode=GeneralSearch)及PubMed数据库 (http://www. 
ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/)1980年1月至2012年3月
有关干细胞共培养的文章，中文关键词为“人脐静脉内

皮细胞，骨髓间充质干细胞细胞，共培养，组织工程”；

英文关键词为“ human umbilical vein endothelial cells, 
bone Mesenchymal stem cells,coculture, tissue 
engineering”。共检索到文献135篇，其中英文93篇，

中文42篇。 
1.2  纳入标准  选择与干细胞共培养研究有关的文献，

同一领域选择近期发表或在权威杂志上发表的文章。 
1.3  排除标准  重复性研究以及与研究目的无关的文

献。 
1.4  数据的提取  计算机初检得到135篇文献，阅读标

题和摘要进行初筛，排除因研究目的与本文无关及内容

重复的研究103篇，共保留32篇文献做进一步分析。 
 
2  结果  Results  
2.1  细胞共培养系统接触模式的选择   
2.1.1  非接触共培养/直接接触共培养  非接触共培养

是用具有渗透性的物质物理性的将两种细胞分开，或使

用条件培养基或通过从其中一种细胞中获得的细胞外

基质间接的共培养[10]。直接接触共培养是将两种细胞直

接接触，允许两种细胞之间最大限度的相互作用(例如，

用可扩散性因子或通过黏附和缝隙连接进行接触)[11]。非

接触共培养可以分析和消除两种细胞之间相互污染的

危险，其中一种细胞分泌的扩散性因子可以穿过中间的

遮挡屏障以诱导细胞分化。陆军等[12]采用具有半透膜的

细胞培养池结合6孔板的方式进行非接触共培养诱导，

将人脐静脉内皮细胞铺于培养池内，第3代骨髓间充质

干细胞以1×105/孔铺在培养池外的6孔板内，两种细胞
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的初始比例为1∶5，加入含体积分数为10%胎牛血清的

低糖DMEM培养液，培养14 d，结果表明在非接触共培

养方式下，人脐静脉内皮细胞可成功诱导人骨髓间充质

干细胞向内皮细胞分化，表达内皮细胞特有的表面标志

CD31和vWF，阳性率均> 99%，并能够在脱细胞牛静

脉血管支架上黏附生长。非接触共培养的主要缺点是它

们切断了细胞间密切的物理性接触或调节，而这种对于

信号转导的限制与体内环境相悖。直接接触共培养可以

在二维培养板表面上或球形和三维支架式的共培养体

系中培养[13]。Kaigler等[14]研究发现只有当间充质干细胞

和内皮细胞直接接触的共培养时碱性磷酸酶活性和骨

钙素的分泌才会同时增加。因此，目前的研究大部分都

采用的是直接接触共培养系统。彭锦等[15]研究表明人脐

静脉内皮细胞可以通过细胞间直接接触诱导共培养的

骨髓间充质干细胞开始向内皮分化，其机制可能与细胞

间直接接触促进细胞分泌血管内皮生长因子以及细胞

融合密切相关。刘春晓等[16]将人骨髓间充质干细胞及人

脐静脉内皮细胞按1∶1比例直接共培养，Matrigel实验

显示共培养组形成的毛细血管状结构较单一细胞组多，

在共培养体系中，未诱导的人骨髓间充质干细胞能促进

形成毛细血管状结构，已成骨诱导的人骨髓间充质干细

胞成骨矿化能力增强。 
2.1.2  二维/三维培养模式  目前，一些用于研究骨髓

间充质干细胞和内皮细胞间二维或三维培养基中相互

作用的体外共培养模式已建立起来。大部分研究数据显

示用传统的二维表面或在三维结构内共培养，骨髓间充

质干细胞的成骨和成血管潜能都要比其单独培养时

高。二维培养为细胞接触的分子基础提供了详细的信

息，也为内皮细胞控制骨髓间充质干细胞分化的细胞

机制提供信息。三维培养为细胞间相互作用、功能性

骨血管的快速形成、细胞的生存提供了一个生理性优

化的环境[17]。当人间充质干细胞与人静脉内皮细胞在

悬浮培养基中共培养时，它们能自发的形成三维结构。

在这个系统中，内皮细胞受到刺激而形成三维预成血管

网架，间充质干细胞中特定的成骨因子(如碱性磷酸酶的

活性)表达增强[14，18]。 
2.2  基础培养基的选择  在细胞共培养体系中，培养基

的选择没有固定的模式。但是在共培养体系中，敏感性

较强的细胞类型所占比例一般较重，从而决定了最终培

养基的选择[6]。在人静脉内皮细胞和间充质干细胞的研

究中，骨血管生成的培养基选择取决于对培养基要求更

苛刻内皮细胞[19]。Bidarra等[9]实验结果表明，不同类型

细胞在不同培养基中的生长情况表现不同。人静脉内皮

细 胞 适 宜 的 顺 序 ： IMDM>M199=M199+ 
DMEM>DMEM ，间充质干细胞适宜的顺序是：

M199+DMEM>DMEM>IMDM=M199，所以得出结论，

M199+DMEM的混合基质能为两种细胞提供最适宜的

培养环境。也有学者在实验中使用另外4种培养基：促

成骨细胞增殖培养基，成骨性培养基，内皮细胞培养基

和后两者1∶1的混合物。结果仅在成骨性培养基中观察

到有矿化的发生[20]。 
2.3  不同细胞比例对间充质干细胞的影响  为了评估骨髓

间充质干细胞与人静脉内皮细胞的相对比例对骨髓间

充质干细胞行为的影响，一些学者采用了一些对比研

究。结果显示骨髓间充质干细胞∶人静脉内皮细胞比例

为50%∶50%时，骨髓间充质干细胞的代谢活性增加

最多，75%∶25%组骨髓间充质干细胞的增殖率最高。

在这个比例下，人静脉内皮细胞的降低最为轻微。

25%∶75%和50%∶50%者碱性磷酸酶活性最高 [9]。

Xue等 [21]以1∶5(内皮细胞/间充质干细胞)的比例在骨

髓间充质干细胞中加入脐静脉内皮细胞共培养5 d后，

两种细胞增殖显著增加，经检测发现两种细胞间存在细

胞桥，同时检测到碱性磷酸酶的mRNA表达增强。这种

影响比在培养基中加入成骨因子如地塞米松，抗坏血酸

和β-甘油磷酸酯要更为显著。Ma等[20]在加入成骨培养

基中，碱性磷酸酶活性、矿化程度和CD31+染色在共培

养以(内皮细胞/间充质干细胞)50%∶50%的比例时有

最高的表达，并得出结论认为50%∶50%的比例是可以

获得成骨和成血管分化最佳效果的组合。但目前对细胞

比例的选择还没有最后的定论。 
2.4  共培养中细胞的数量、形态及分化特征  实验研究证

明，共培养中细胞的数量增加明显。Bidarra等[9]将两种

细胞分开分析，单独培养的骨髓间充质干细胞数量显著

增加，培养14 d以后数量便不再变化；共培养中骨髓间

充质干细胞的细胞数量增长一直延续到第21天，而在后

两个星期共培养者的增殖率明显高于单独培养者

(1.5×103或3×103 /cm2)。研究结果显示，人脐静脉内皮

细胞具有刺激骨髓间充质干细胞增殖的潜力。尽管人脐

静脉内皮细胞在共培养中的相对比例有所下降，但内皮

细胞的增殖时间延长[9]。 
细胞的形态变化方面研究发现，单独培养中，前2

周内皮细胞随机分布在培养基表面，到第21天，开始出

现类似成纤维细胞形状的压力纤维平行伴随于细胞。而

共培养中，细胞重排显示出显著不同的形式，其形成了

一个管状的细胞网架。到第21天，可以观察到有交错排

列的带有密集压力纤维的细胞骨架生成[22]。有研究观察

到人脐静脉内皮细胞可沿成骨前体细胞迁移，共培养可

刺激趋化因子的释放，而趋化因子又可以反过来促进人

脐静脉内皮细胞的迁移[23]。 
基因表达方面，共培养骨髓间充质干细胞中碱性磷

酸酶和Ⅰ型胶原的基因表达显著高于单独培养[21]。血管

内皮生长因子(VEGF165)在共培养的骨髓间充质干细

胞中表达明显升高[24]。同时，神经钙黏蛋白的表达增加，

伴随着其调节细胞间黏附与信号转导，使得共培养中骨
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髓间充质干细胞在成骨分化早期数量显著增多[25]。内皮

细胞能参与不同水平的诱导成骨：分泌骨形态发生蛋白

以诱导成骨，控制调节成骨分化所需的3种转录因子(Dlx 
5，cbfa1/runx2，osterix)以及在预成的血管网中产生矿

化组织[26]。同时，骨髓间充质干细胞又能促进内皮细胞

分泌骨形态发生蛋白2[27]。 
2.5  两种类型细胞间的作用机制  共培养环境中，脐静脉

内皮细胞与骨髓间充质干细胞之间可以通过以下3种机

制进行联系：①通过两个邻近细胞的膜分子间直接接触

而相互作用(黏附和紧密连接)。②信号分子通过邻近细

胞胞质间的自由扩散而形成的缝隙连接。③靶细胞上的

特定受体或从细胞外基质中释放的可扩散性因子旁分

泌作用[11]。 
2.5.1  细胞间的紧密连接(黏附)  Li等[25]研究显示，骨

髓间充质干细胞的细胞质中神经钙黏蛋白(N-cadherin)
在共培养下主要集中于共培养的骨髓间充质干细胞的

细胞膜上，证明了神经钙黏蛋白在共培养中表达增强并

且促进了细胞间的黏附。在另一项研究中，血管内皮钙

黏蛋白与β-连环蛋白在共培养中的细胞连接区域发生

暂时性消失，可扰乱细胞间的黏附以促进人脐静脉内皮

细胞的迁移[24]。 
2.5.2  缝隙连接  内皮细胞和骨髓间充质干细胞共培

养时可以通过细胞质的连接来进行联系和信息交换。在

骨髓间充质干细胞中，主要的缝隙连接蛋白是连接蛋白

43。这种蛋白和连接蛋白37、连接蛋白40在内皮细胞中

也表达[28]。虽然缝隙连接基因表达的确切机制仍不清

楚，但其将依赖于：①渗透连接通道的信号类型。②涉

及的连接蛋白(connexins)类型，因为它们具有不同的分

子渗透率。有实验显示缝隙连接介导的细胞与细胞间反

应是干细胞分化中必需的[11]。另外，有研究指出内皮细

胞与成骨样细胞间的相互联系依赖于旁分泌因素和在细

胞分化中有重要作用的缝隙连接(连接蛋白43) [22]。 
2.5.3  旁分泌作用  Wang等[2]研究认为共培养涉及到

管状因子如血管内皮生长因子，这可以证实内皮细胞和

骨髓间充质干细胞共培养可产生影响骨细胞生长和分

化的生长因子。在共培养体系中，血管内皮生长因子为

两种细胞的联系起到核心的作用。它由骨形成细胞分

泌，如成骨细胞、骨前体细胞或间充质干细胞，能促进

内皮细胞增殖、迁移和毛细血管状结构的形成[29]。血管

内皮生长因子能延长内皮细胞的生存时间和增殖效力，

并能通过激活特定受体以刺激细胞分化和血管生成[8，30]。

有研究表明，血管内皮生长因子受体2(KDR)和尿激酶类

纤维溶酶原激活剂(uPA)在人脐静脉内皮细胞中的释放

增加。同时，共培养增加了骨髓间充质干细胞对血管内

皮生长因子165的分泌；血管内皮生长因子继而活化人

脐静脉内皮细胞中的尿激酶类纤维溶酶原激活剂，后者

可能是和血管内皮钙黏蛋白一起启动了细胞迁移和自

组装网络的形成[26]。 
 
3  总结和展望  Conclusions and prospects 

综上所述，通过细胞共培养可增加骨髓间充质干细

胞的增殖与分化，同时能提高脐静脉内皮细胞的成血管

功能和骨髓间充质干细胞的成骨矿化能力。过去10年，

大量研究数据已表明血管内皮细胞和成骨细胞之间存

在着密切的功能性联系，这种细胞与细胞之间的联系对

于调节细胞行为及骨生长和重建极为重要[31]。然而，对

于脐静脉内皮细胞和骨髓间充质干细胞体外共培养的

机制及相互影响的研究还并不清楚，以及在体内骨髓间

充质干细胞和内皮细胞通过直接细胞接触的作用机制

也尚缺乏清楚认识。应当对这些方面继续进行研究，为

将来骨髓间充质干细胞和内皮细胞(或其前体细胞)整合

到生物复合材料上为骨缺损区提供活骨替代方法，为骨

组织工程提供了新的发展前景[32]。  
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