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犬骨髓成年多能祖细胞诱导分化血管内皮细胞的实验研究

任晓庆王方正张澍浦介麟 贾玉和赵欣然 孟亮

【摘要】 目的 内皮细胞移植对损伤组织的修复治疗至关重要，本研究旨在探讨骨髓成年多能干细胞

(MAPCs)体内外诱导分化血管内皮细胞的可行性。方法采用Percoll密度梯度法分离培养MAPCs。应用10 ng／ml

血管内皮细胞生长因子(VEGF)对骨髓iiPCs进行体外诱导分化2．3周，使其定向分化成为血管内皮细胞。采用

细胞形态学、细胞免疫组化以确定诱导分化的效果。将标记Brdu的UiPCs自体移植于犬心肌内，观察局部微环境

对于骨髓MAPCs的分化能力。结果应用10 ng／n．1l VEGF孵育骨髓nAPEs 2～3周，可见MAPCs分化为血管内皮细

胞：细胞形态呈鹅卵石样；形成血管样结构；细胞vWF免疫染色阳性。移植于心肌内的MAPCs在体内形成新生血

管，血管内皮Brdu染色与vWF染色均阳性。结论骨髓nAPEs可在体外VEGF诱导下或在体内微环境作用下分

化为成熟血管内皮细胞。骨髓MAPCs可为损伤组织的移植修复治疗提供内皮细胞资源。

【关键词】骨髓成年多能干细胞，犬；内皮细胞；诱导分化；血管内皮细胞生长因子
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【Al粥traet】Objective To study the feasibility of in vitro and in vim differentiation of vascular endothelial cells(EC)from

canine bone rllarrow multipotent adult progenitor cells(MAPCs)in order to provide an ideal cell source for the restoration therapy of

damaged tissue． Methods MAPCs isolated from canine bone malTow using Pereoll density gradient solution were grown in DMEM

medium supplemented with 10 119，ml vascular endothelial growth factor(VEGF)for 2—3 weeks．The morphology and special antigen

of differentiated cells were observed by microscopy and immunohistochemical staining．／n vim differentiation of endothelial cells from

bone marrow nAPEs labeled with bromodeoxyuridine(BrdU)was identified by morphology and immunohistochemical staining for

observing the effects of physiological environment on differentiation of endothelial cells． Results After 2—3 weeks of incubation

with 10 n∥“VEGF，the cells formed amonolayer with atypical EC morphology，vascular structure，and vWF positive．／n v／vo，

MAPCs labeled with BrdU could differentiate，in response to the effect of lOCal micmenvironment，into endothelial cells山at

contributed to angiogenesis in myocardinm． Conclusion Multipotent adult progenitor cells isolated from canine bone lnalTow
could differentiate into VasCular endothelial cells by VEGF induction in vitro or under the influence of physiological environment in

vim，which may provide an important source of endothelial cells for cellular transplantation therapy of damaged tissue．
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血管再生对于缺血、损伤器官的功能恢复至关

重要。传统观念认为，出生后血管形成仅仅是由血
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管内皮细胞发芽所引起。然而，最新研究表明成年

骨髓内含有一种数量很少的血管内皮祖细胞

(endithelial progenitor cells，EPCs)，可被动员进入循

环，并进入缺血组织以血管发生方式形成血管⋯。

目前已从骨髓造血干细胞∽o、外周血ACl33+细

胞13j、CD34’／ilk一1+细胞L41分离出血管内皮祖细胞，

这些细胞可在体内外分化成熟的血管内皮细胞并形

成血管。然而，从骨髓间叶干细胞(mesenchymal stem
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cells，MSCs)分离内皮祖细胞并诱导其分化成熟内

皮细胞的报告少见。骨髓间叶干细胞也称为多能成

年祖细胞(multipotent aduh progenitor cells，MAPCs)。

是一类贴壁生长、可分化多种间叶组织、其特性不同

于骨髓造血干细胞的另一类骨髓干细胞，能够自身

获取，易于培养与扩增，有高度增殖潜力，在修复损

伤组织方面有很大临床应用潜力[5]。因此，本课题

旨在探索骨髓MAPCs体内外诱导分化血管内皮细

胞的方法，为损伤组织的移植修复治疗提供理想成

体干细胞来源。

1材料与方法

1．1材料与试剂 杂种犬10只，体重25～35妇，每

只犬抽取骨髓液10 rnl。Percoll分离液：密度：

1．063 g／ml，Sigma；MSC培养基：P13()0l培养基

MSCGM(PT一4105血清)；MSCBM(er一3238培养液)

(PO皿CS)；胎牛血清：Gibeo；胰蛋白酶(trypsin)：
Sigma；0．25％Trypsin+l％EDTA；VEGF(vascular

endothelial growth factor)：PEPRO TECH INC；地塞米松

(dexamethasone)Sigma公司；抗坏血酸(ascorbate)Sigma

公司；胰岛素(insulin)，Sigma公司；抗人vWF(factor Vm

related antigen)抗体，二步法免疫组化检测试剂

(polymer detection system for immuno—histological

staining)，PV一9000 Poly—HRP anti—Mouse／Rabbit IsG

Detection System：北京中山生物技术有限公司；BrdU

标记与检测试剂盒(5一Bromo一2'-deoxy—uridine labeling

and detection kit 11，Cat No．1299964)：Roche公司。

1．2犬骨髓MAPC8的分离培养方法[2“’6“1 杂种

犬(体重25～35 kg)，雌雄不拘。全麻下由犬髂后上

棘抽取骨髓液10 IIll(注射器内含肝素12 500 u)，混

匀防凝。将所抽取骨髓液放人50“消毒离心管，

加2倍量DMEM培养液(20 m1)稀释混匀；取15 IIll

消毒离心管，先加入6 ml Percoll分层液(密度：

1．073 g／m1)；在分层液界面上小心加入与分层液等

量的稀释骨髓液(6 m1)；分层离心：离心力900 X g，

离心时间30 min；用吸管小心吸取分层液界面的絮状

物，此分层液富含所分离的单核细胞；将所吸取的分

层单核细胞加入10 ml DMEM混匀；洗涤离心：

2000 r／min，5 min；去除上清液，加DMEM稀释沉积

物，再次洗涤离心；去上清液，沉积物用10 ml MSC

培养液悬浮。将分离的细胞悬液转移至75 IIll培养

瓶，放置37cC、5％c02培养箱培养。

培养基：协DMEM(Gibco)，加10％FBS(Gibco)；

或应用骨髓间叶干细胞专用培养基(POIETICS)。培

养液含有100 U／ml Penicillin．100“g／ml Streptomy—

cin，0．2倒IIll Amphotericin B(Sigma)。孵育24 h后
更换培养液，去除红细胞、悬浮生长的骨髓造血干细

胞及其他未贴壁的骨髓干细胞。以后每3 d更换一

次培养液。

1．3体外诱导犬骨髓nAPEs分化内皮细胞的条件

与特点[1“’9’101 (1)原代细胞诱导分化：分离的

nAPEs培养24—48 h，即可见少量的梭形细胞贴壁。

此时细胞换液，去除造血干细胞与其他未贴壁杂细

胞。培养液中添加胰岛素10 mg／L，地塞米松

10 nrnol／L，抗坏血酸0．05 mmol／L，同时添加10 ng／IIl】

的VEGF。所用培养液中含低浓度2％胎牛血清。每

3～5 d更换一次培养液，每次换液均加用10 n∥删

VEGF孵育细胞及应用低浓度血清，连续培养2。3

周。(2)传代细胞诱导分化：原代骨髓nAPEs增殖融

合后，消化传代。将nAPEs以1 X 104细胞／孔接种于

24孔培养板。培养液中加入胰岛素10 Hlg／L，地塞米

松10 mnol／L，抗坏血酸0．05 mmol／L，VEGF 10 ng／nd。

每次换液均加用10叫rnl VEGF孵育细胞，所有培养
液为2％FCS的MSCBM。3～5 d换液一次。

1．4体外分化血管内皮细胞鉴定【1“1 (1)分化内

皮细胞形态学观察：在MAPCs加入血管内皮细胞生

长因子后，经常镜下观察细胞形态的变化：细胞的外

形是否呈典型内皮细胞形态，是否形成血管状网状

结构等。(2)八因子相关抗原多克隆抗体鉴定：骨髓

nAPEs在加入VEGF诱导分化3周后进行免疫组化

鉴定。八因子为血浆中的一种糖蛋白，八因子相关

抗原存在于人的血管内皮细胞、巨噬细胞与血小板。

此抗体与位于八因子大亚基上的相关抗原反应，可

用于血管内皮细胞的鉴定。

1．5体内微环境下诱导骨髓MAPCs分化血管内皮

细胞及其鉴定【1h“1原代分离培养的MAPCs，应用

胰岛素10 mg／L，地塞米松10 nmol／L，抗坏血酸

0．05 mmol／L，VEGFl0 ng／ml孵育72 h。此后去除诱

导液，换普通干细胞培养液，扩增培养细胞至(1～

1．5)X 107。或将原代分离培养的MAPCs不加任何

诱导剂，直接培养扩增后备用。应用Bmu 10 tmaol／I。

对待移植细胞进行体外标记，孵育时间为12 h。直

视下将标记细胞注射到犬房室结区、窦房结区与右

室壁。移植10周后，取移植区心肌组织进行病理和

免疫组化检测，进行BIdU与vWF检测，以确定移植

细胞是否分化为血管内皮细胞。
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2结果

2．1犬骨髓MAPC8的分离培养骨髓MAPCs的分

离培养基本同间叶干细胞。但由于骨髓液稀释、分

离液的密度与离心力的不同，所分离的MAPCs中含

有较多的内皮祖细胞。因此在细胞培养早期48。

72 h，除有纤维细胞状的间叶干细胞外，尚可见管状

排列的细胞。随着细胞换液，未贴壁的绝大多数血

细胞被清除，瓶底仅剩有贴壁骨髓MAPCs生长。

2．2分化血管内皮细胞的形态学特点 添加VEGF

等诱导分化48。72 h，即可见管网状排列的内皮祖

细胞(图la)。其他则为纺锤状的间叶干细胞。连

续培养至第14～21天，这些管网状的细胞逐渐演变

成血管样的结构(图1b，图1c)，呈现明显的管腔、管

壁形态。在这些血管样结构的周围，有许多鹅卵石

样排列的细胞，呈内皮细胞样形态(图ld)。其他则

是梳状排列、纺锤状的问叶干细胞。未加VEGF等

诱导剂培养的MAPCs没有上述形态上的变化，或虽

有类似改变，但罕见。

2．3 分化血管内皮细胞的免疫组化检测 骨髓

MAPCs经VEGF诱导培养2～3周，其形态出现鹅卵

石样改变，且呈现血管样结构时，对分化细胞进行八

因子相关抗原免疫组化染色。大部分诱导分化细胞

呈现vWF免疫染色阳性(图2)，表明骨髓MAPCs已

发育形成血管内皮细胞。

2．4体内分化血管内皮细胞的鉴定标记BrdU的

MAPCs移植心肌后10周，取移植区心肌组织进行病

理和BrdU、vWF检测，以确定移植细胞是否分化为血

管内皮细胞。在细胞移植区可见新生血管形成，其内

皮细胞BrdU阳性，且vWF染色也呈现阳性(图3)。

3讨论

新生血管包括胚胎期的血管发生(vasculogenesis)

和此后的血管再生(angiogenesis)。由血管内皮祖细

胞(endothelial progenitor ceils，EPCs)或成血管细胞

(angioblast)在原位分化为内皮细胞，聚合形成原始

毛细血管丛，这就是胚胎发育过程中的血管系统形

成或血管发生u5I。而血管再生是由已有血管的发

芽方式而形成的新血管，它在胚胎发育期及出生后

均可发生¨5’16。。传统观念认为出生后血管形成仅仅

图l骨髓内皮祖细胞早期增殖图

1。．添加VEGF等诱导因子72 h，可见骨髓内皮祖细胞分化增殖；lb．VEGF诱导分化1～2周，骨髓内皮祖细胞逐渐演变成管

网状结构；1c．VEGF诱导分化2。3周后，内皮祖细胞逐渐演变成血管状结构；ld．VEGF诱导分化2—3周后，内皮祖细胞呈

鹅卵石样排列形态，表现内皮细胞样特征

图2诱导分化细胞V1I,VF免疫染色阳性图

图3骨髓内皮细胞体内分化图

在细胞移植区可见新生血管形成，其内皮细胞蹦u阳性，表明新生内皮细胞来源于移植的骨髓干细胞，移植的骨髓内皮祖
细胞在体内可发育为新生血管
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是由血管内皮细胞发芽即血管再生所引起。然而最

新研究表明，血管内皮祖细胞可以持续存在到成年

期，并在成年体内形成新生血管，这说明成年的新生

血管形成(neoangiogenesis)至少部分有类似胚胎期血

管发生的形成过程¨’引。目前已从骨髓造血干细胞、

外周血ACl33+细胞、CD34+／ilk一1+细胞分离出血管

内皮祖细胞怛“J7I，这些细胞可在体内外分化成熟

的血管内皮细胞并形成血管。然而，从骨髓间叶干

细胞(MSCs)，或称为MAPCs诱导分化成熟内皮细胞

的报告少见。MSCs分化内皮细胞的个体发生学也

不清楚。

目前研究显示，成年骨髓内存在内皮祖细胞，属

于MAPCs的一个亚群。在一些情况下如伤口愈合

及肢体缺血、心肌梗死时，这些细胞可以再生血

管[I“引。其体内动员的途径是[1，引：血管损伤、组

织缺血导致促血管生成细胞因子释放，如VEGF等

因子。而VEGF则通过它位于骨髓内皮祖细胞上的

受体VEGFR2(Flk一1)与VEGFRl(Fhl)的相互作用，

动员骨髓内皮祖细胞到达外周循环，促进循环中的

内皮祖细胞进入缺血损伤组织，从而再生血管、促进

血管愈合、防止因血栓形成与低氧而造成的血管并

发症。

本研究利用一些改进的方法可从骨髓液中分离

出含有较多内皮祖细胞亚群的MAPCs。这些干细胞

在体外VEGF等因子诱导下可产生大量血管内皮细

胞，并能形成似血管样结构，具备成熟内皮细胞一样

的功能特点。诱导分化的内皮细胞以及未分化的

MAPCs进行体内移植，均可在体内形成新生血管。

MAPCs容易自身骨髓获取，易于培养与扩增，有高

度增殖潜力，在修复损伤组织方面有很大临床应用

潜力，是进行I临床治疗的理想内皮细胞资源。另外，

由于MAPCs是更为原始的骨髓干细胞，它对于了解

内皮细胞的定向及分化特点是非常有用的。

骨髓MAPCs的分离培养方法因种属不同而异，

但基本上都沿用密度梯度离心分离单核细胞，再根

据MAPCs粘附贴壁生长这一特性而获得。含有较

多骨髓内皮祖细胞的犬MAPCs分离方法与其他问

叶干细胞分离方法有所不同：(1)本实验所用梯度离

心液的密度为1．073 g／ml；(2)离心力为900×g，时

间为30 min；(3)骨髓液与DMEM的比例为1：2，即稀

释倍数为2倍。犬骨髓MAPCs的培养条件与一般

骨髓间叶干细胞的培养条件大致相同，在人类骨髓

间叶干细胞培养基上生长良好。

VEGF是从牛脑垂体星状细胞培养液中分离提

纯的一种特异性促血管内皮细胞有丝分裂因子，分

子量为34～46 kD，由两个相同分子量(17～23 kD)

的亚基以二硫键结合形成二羟聚体。对于血管内皮

细胞，VEGF是一种强烈的有丝分裂素，以可溶性调

节物的形式调节内皮细胞的生长和血管形成。但

VEGF促进MAPCs向血管内皮细胞分化、促血管形

成的机制尚不清楚。可能的机制是¨Ⅲ]，VEGF通过

结合内皮祖细胞上的受体VEGFR2(Flk一1)与

VEGFRl(Fltl)，活化磷脂酶C和刺激第二信使IP3，

直接促进内皮祖细胞的分裂增殖以及向血管内皮细

胞的转化。本实验结果表明，成年骨髓MAPCs含有

内皮祖细胞，在体外VEGF等细胞因子的诱导下可

增殖分化为成熟血管内皮细胞，在体内微环境作用

下可分化为成熟血管。由于骨髓MAPCs能够自身

获取，易于培养与扩增，有高度增殖潜力，在体内外

可诱导分化成熟血管内皮细胞与血管，因此这为损

伤组织的移植修复治疗提供了理想内皮细胞资源。
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