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摘要 近年来，内皮细胞的应用价值不断提高，应用领域不断拓宽，但其来源有限，成为研究应用的主要障碍．胚胎干细胞

在体外可分化为多种组织细胞系，有可能成为获取内皮细胞的另一来源．就人胚胎干细胞向内皮祖细胞分化、分离方法、相

关分子机制及内皮祖细胞应用价值等进行阐述，以期能够引起更多的关注，推动其研究的进展．
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近年来，内皮细胞(endothelial cells，ECs)的应
用价值不断提高，但因来源有限，成为研究其应用

的主要障碍．内皮祖细胞 (endothelial progenitor
cells，EPCs)是血管内皮细胞的前体细胞，在缺血
刺激下可增生、分化为内皮细胞，在体内具有明显

的内皮修复及促血管新生作用[1]．1999年由 Asahara
等[2]首次从人外周血中培养获得 EPCs，但这些细胞
只占外周血单个核细胞的 0.02%～0.1%[3-4]．人胚胎

干细胞(human embryonic stem cells, hESCs)来源于
植入前囊胚的内细胞团，分离获得后在特定的培养

条件下可以接近无限制的增殖，并可自发分化为代

表内胚层、外胚层和中胚层来源的多种组织细胞

系．hESCs与其他干细胞相比具有更强的增殖能
力、多能性及低免疫原性[5]，可诱导分化为 EPCs，
因而有可能成为获取内皮细胞的另一来源，并且可

以作为模型在体外研究其分化发育的调控机制．本

综述关注于近期人胚胎干细胞向内皮祖细胞分化的

相关研究，探讨人胚胎干细胞向内皮祖细胞的分化

途径、分离方法、相关分子机制以及内皮(祖)细胞
的临床应用价值．

1 胚胎干细胞诱导形成内皮(祖)细胞的关键
技术

1援1 诱导分化方法

目前使用 hESCs诱导生成内皮(祖)细胞的体系

主要有两种，一种为经过拟胚体(embryonic body，
EB)阶段自发分化，hESCs在低黏附性细胞培养皿
里形成 EB，培养 9～13天后，经过不同的消化方
法，利用 CD31、CD34、Flk1 等抗体分离阳性细
胞，而后在特定培养基中进一步分化培养，得到内

皮或内皮祖细胞，即所谓的三维 (3 dimensions，
3D)方法[6-8]．另一种为不经过 EB阶段，hESCs直
接接种于细胞培养皿中或者与基质细胞 (OP9、
MEF、MS-5 等)共培养，使用有或无血清的培养
基进行诱导分化，获得内皮样细胞，即二维

(2 dimensions，2D)方法[9-11]．

分离阳性细胞的方法主要有荧光激活分选细胞

术 (fluorescence-activated cell sorting， FACS)和磁
珠活细胞分选术(magnetic-activated cell separation，
MACS)．最早 hESCs衍生的 EPCs来自于 2002年
Levenberg研究小组 [6]．他们使用 FACS 方法分离
13 天 EB 中 CD31 + 细胞，进一步培养后得到
EPCs.这些细胞除表达血小板内皮细胞黏附因子 1
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(PECAM1、 CD31)、 CD34、 Flk-1 (相对应人的
KDR，血管内皮生长因子受体 2)、血管内皮钙黏
蛋白(VE-cad)及能够摄取 Dil标记的乙酰化低密度
脂蛋白(Dil-Ac-LDL)外，还表达成熟内皮细胞蛋白
血管假性血友病因子(vWF)．
使用相同技术，分离不同天数 EB，结果并不

完全相同．Wang等 [7]分离 9～10 天 EB 的 EPCs，
虽然同样表达 CD31、CD34、Flk1、VE-cad，并能
够摄取 Dil-Ac-LDL，但是不表达成熟的内皮细胞
蛋白，如 vWF、eNOS，以及造血祖细胞标志物
CD45．因此，这些祖细胞被称为原始内皮样细
胞．产生这些区别的可能原因是细胞来源于不同分

化阶段的 EB．来自年幼 EB的干细胞不表达成熟
内皮细胞标志物，但表达一种或所有 EPCs 标志
物，如 CD31、VE-cad 和 CD34，而且能摄取
Dil-Ac-LDL．来自晚期 EB的干细胞，不仅能够表
达上述标志物，还可以表达 vWF、eNOS等．原始
内皮样细胞在使用不同培养基继续培养后，不仅能

发育为内皮细胞，也可以发育为平滑肌细胞[12]．

除经 EB阶段诱导生成 EPCs外，另有采用饲
养层细胞直接进行诱导．如 Gerecht-Nir 等 [13]将

hESCs的单细胞悬液接种在郁型胶原包被的孔板中
培养 6天，经 40 滋m滤网过滤后继续培养 10～12
天，这些细胞表达 CD34、CD31、AC133 等标志
物．Wang等[10]将 hESCs以较高密度种植于小鼠胚
胎成纤维细胞(MEF)上，10天后分离 CD34+细胞，
使用内皮细胞培养基继续培养，可以得到有功能的

内皮细胞．hESCs与骨髓基质细胞(OP9细胞系)共
培养 8～9天就可以得到类似的结果[14-15]．与MS-5、
S17等基质细胞共培养若干天后也可得到基本相同
的结果．

不管何种方法和过程，多数衍生的 EPCs均可
发育为有活性的内皮细胞，表达类似于人脐静脉内

皮细胞典型的内皮标志物，如 VE-cad、vWF及能
够摄取 Dil-Ac-LDL等，而且还可显示出内皮细胞
间的正常连接结构．

另有研究报道 hESCs在多聚支架或凝胶等三
维培育系统中的发育情况．利用三维培育系统，不

仅对理解真正活体内的细胞相互作用、调控细胞分

化和形成复杂组织结构的多向机制很重要，而且对

于比较不同祖细胞形成血管网状结构的能力和评估

其血管化作用的程度是一种有力工具．Shulamit
研究小组[16]把 9～10天的 EB单细胞种植于 PLGA/
PLLA(poly(lactic-co-glycolic acid)/poly(L-lactic acid))

各占一半的支架上，发现，细胞分化和组织结构受

支架影响，在各种生长因子的作用下可以分化为不

同胚层的细胞，并可观察到血管样结构，分化效率

明显高于 EB的自分化．当把这一结构移植入重度
免疫缺陷(severe combined immunodeficiency, SCID)
小鼠后，可趋向宿主血管与之桥接，也可继续表达

人类的特异蛋白．这一研究不仅为细胞生物学和发

育生物学提供了培养系统，而且为制造可用的人类

组织结构提供了潜在的机制．

虽然已有了 hESCs 向内皮细胞分化的研究，
但当前最大挑战是如何获取足够的细胞数量．经过

EB阶段诱导分化的效率很低，只有 1%～3%[6, 8]．

其主要原因是，经过“严酷”消化后得到的单细胞

活力明显下降．因而有一些研究小组绕过 EB形成
阶段或者减少分化步骤来提高分化效率[17-18]．Wang
等[10]将 hESCs直接种于 MEF上，可得到 10%左右
的 CD34 +细胞，而后进一步培养成为有功能的内
皮细胞．Lu等[19]使用一种两步分化方法：首先形

成 EB，然后把 3.5天 EB的单细胞接种到甲基纤维
素上，1个 6孔板上可以扩增到 100伊106个具有造

血和内皮功能的原始细胞(blast cells，BCs)．
还有一些研究针对减少消化步骤，以期获得更

高的阳性细胞．Cho等[17]把 9天的 EB贴附在培养
皿上继续培养 7～9天，机械法分离出中央区域，
可以得到 40%的 vWF +细胞．Kim等[20]使用两步

消化法可明显提高分离效率：把 5天的 EB细胞在
明胶包被的孔板中贴壁培养 10天，利用外周细胞
迁移速度高于中央细胞的特点，先用胰酶 -EDTA
消化外周细胞，而后用细胞解离液收获中央细胞，

可以得到 11.52% CD31 +和 57.2% vWF +细胞．
总之，虽然目前已有一些 hESCs向内皮细胞

分化的方法，但总体分化效率不高，如何获取足

够数量的有功能的内皮细胞仍是当前面临的最大

挑战．

1援2 人胚胎干细胞来源的内皮细胞的检测方法

目前，检测人胚胎干细胞来源的内皮细胞的方

法主要分体外鉴定和体内移植两方面．体外鉴定包

括： VE-cad、CD31 (PECAM1)、CD34和 Flk-1染
色阳性，以及对 Dil-Ac-LDL的摄取．成熟的内皮
细胞还可以被 vWF、eNOS和内皮细胞选择素蛋白
(E-selectin)选择性染色．CD31、VE-cad分布于细
胞间裂，vWF在胞浆中高表达．这些细胞可以在
Matrigel包被的孔板上形成网格样结构，植入海绵
后形成毛细管样结构．体内移植主要是把内皮细胞
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植入 SCID小鼠体内后，人 CD31和 CD34染色阳
性的细胞表现出线性排列[10]，可以形成含有血细胞

的微血管结构．

1援3 人胚胎干细胞分化成内皮细胞不同标志物的

表达动力学

为了解胚胎干细胞的分化过程，已有针对内皮

细胞的基因表达图和细胞标志物的表达动力学进行

研究．因为不同研究小组选用了不同的细胞系和培

养基，各标志物出现时间和高峰时间不完全相同．

对已知信息的回顾显示 [6-7, 21-22]，未分化的

hESCs 不表达 CD45、CD31、VE-cad、GATA1、
GATA2、 VEGF, 也 不 表 达 或 低 表 达 CD34、
GATA3， 表 达 Flk-1、 Tie2、 CD117、 CD133、
CDX4、 EKLF、OCT3/4 和 PU.1．EB 分化的第
2～3 天，细胞开始表达 CD34、SCL、GATA1 和
GATA2；第 3～4天开始表达 CD31、VE-cad；第
5 天开始表达 CD41a、CD43；第 8 天开始表达
CD45、GATA2、GATA3、SCL、PU.1、CDX4 和
EKLF且在第 6～9 天表达达高峰；CD34、CD31
在第 10～12 天间表达达高峰；第 13～15 天
VE-cad 表达达高峰．分化超过 20 天后，Tie2 和
CD133恒定表达，而 Flk-1表达轻微增加．
另外，已有越来越多的研究结果明确支持内皮

和造血细胞共同起源．胚外卵黄囊血岛的形成标志

着鼠胚胎血管发生和造血发育的起点．血管和内皮

细胞的同时发生，以及它们在卵黄囊血岛内非常近

似的位置，引导出共同祖先假说，该祖先即血液血

管细胞(hemangioblast)，代表来自于未定型的中胚
层第一次向造血细胞定向发育．实际上，拥有共同

标志的内皮和造血祖先受共同通路影响，并相互影

响．如：Lu等[23]首先从 hESCs分化出原始血细胞，
这些细胞在体外具有与血液血管细胞相同的特点，

在体内能够修复受损的视网膜血管，修复后肢局部

缺血的血流，降低急性心肌梗死的死亡率．把这些

细胞在不同培养基中继续培养，不仅可以生成造血

细胞和内皮细胞，还能够生成平滑肌细胞．

2 内皮发育的分子调控机制

血管系统无论对胚胎发育还是成体生物都很重

要，很多疾病都与杂乱的成血管相关，如：癌症、

动脉粥样硬化、视网膜病变、中风等，因而研究调

控内皮发育的转录因子成为近几年来的焦点．

当前的研究发现，众多的转录因子在激活和维

持内皮基因表达方面扮演了重要的角色．因为内皮

和造血有相同起源，一些转录因子不仅对内皮发

育，而且对造血发育也起到了重要作用，如：

bHLH 转录因子 Tal1 (SCL)、锌 指转录 因子
GATA2．Tal1 在胚胎发育早期出现，调控造血、
内皮、神经祖细胞的发育，敲除 Tal1的斑马鱼在
血管发育过程中会出现严重的缺陷[24]．GATA2对
于 Flk-1+/Tal1+的血液血管干细胞的发育及内皮细
胞特殊基因的诱导发挥了重要的作用[25]．

至少有 5个以上的 Foxhead(Fox)亚家族转录因
子在内皮或内皮祖细胞中表达，如 FoxC、FoxF、
FoxH、FoxO等[26]．FoxC亚家族对血管发育非常重
要，FoxC1、FoxC2在内皮细胞早期发育中发挥重
要作用，FoxC蛋白还作为 Ets蛋白的辅助因子共
同调节内皮基因的表达[27]．FoxH1在血管发育中起
到了抑制作用，过表达 FoxH1的斑马鱼损伤了血
管发育，抑制了 flk-1的表达[28]．而 FoxO1具有双
向调节作用，提示其在内皮发育过程中扮演了调控

开关的角色[29]．

虽然有很多转录因子参与了内皮发育的调控，

目前有证据表明 Ets为最重要的内皮基因表达调控
因子．所有特征性的内皮细胞增强子和启动子上都

有多个 Ets结合位点．这些 Ets序列在人类基因组
中与内皮调控有非常重要的关联 [27]．在 Ets 家族
中，如 Ets-1、Elf-1、Fli-1、Tel和 Erg等，每一个
因子在内皮基因表达中都扮演了特征性的角色，都

能与增强子结合，并能激活众多的内皮基因表达，

如：Fli-1在造血和内皮细胞发育非常早的时期表
达．注射 Fli-1-VP16(编码 Fli-1固有激活子 mRNA)
诱导了 Tal1、Gata2及其他血液血管干细胞标志物
的表达，但却不能挽回 Tal1突变的表型；同样，
抑制 Gata2对 Fli-1的表达没有影响，而敲除 Fli-1
就没有了 Gata2的表达，这表明 Fli-1在血液血管
干细胞和内皮细胞 Tal1 和 Gata2 的上游发挥作
用[30]．Ets相关的转录因子 Etv2(ER71, Etsrp71)也是
在早期参与了血管发育．Etv2缺失的小鼠在血管
发生和血细胞生成方面出现严重障碍．Etv2-/-的胚
胎死于孕中期，并且没有出现任何可探测的胚胎血

管、卵黄囊内的血岛或者内皮祖细胞[31-32]．内皮增

强子通常有呈簇状分布的多个保守型的 Ets位点．
增强子功能发挥有赖于一个以上 Ets位点，很多内
皮增强子被一个以上的 Ets家族成员结合[33]．

除了对转录因子的研究，目前有越来越多的证

据表明，特定的 miRNA参与了造血系列的分化．
在正常的内皮细胞中，有些 miRNA 含量较丰富，
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如 let-7b、 miR-16、 miR-21、miR-23a、 miR-29、
miR-100、miR-221和 miR-222．miR-126在 EB 来
源的 Flk-1 +细胞中富集 [34-35]．miR-221 和 miR-222
发挥了抗血管生成的作用[35]．

以上结果大部分以小鼠和斑马鱼为研究对象．

而要了解人类的内皮发育过程，hESCs无疑为我们
提供了有力的工具．虽然从 hESCs分化为内皮细
胞的具体通路尚不明确，但已有一些相关研究在进

行．Woll等[36]使用 dickkopf1抑制Wnt通路，明显
降低了胚胎干细胞向造血 -内皮细胞的转化，因此
认为Wnt信号通路可以提高从胚胎干细胞向造血 -
内皮细胞的转化率．Kelly 等 [37]发现， bFGF 和
VEGF在人类血管发生的初始阶段没有作用．使用
外源性的 Ihh 可以提高内皮细胞的分化率．利用
Noggin或者 BMP4中和抗体阻断 BMP信号通路，
抑制了内皮细胞的形成，而使用人重组 BMP4可
以重新启动内皮细胞的发育．因而他们认为，Ihh
通过 BMP 信号通路提高了由 hESCs 向内皮细胞
的分化率．而 Suzuki 等 [38]认为 BMPs 通过刺激
VEGF-A/VEGFR2和 angiopoietin-1/Tie2信号通路，
可以提高内皮细胞的增殖和迁移能力．

3 内皮(祖)细胞的应用价值
分离和利用 hESCs来源的内皮细胞具有潜在

的治疗意义，包括为修复缺血组织进行的细胞移植

和组织工程的人造血管等．近期的研究已证明了基

于上述目的的应用．目前注重研究与比较成人内皮

细胞和胚胎干细胞来源的内皮细胞在成血管方面的

潜能．诸多证据表明，内皮和造血细胞共祖先，对

EPCs的研究也许还有助于造血干细胞的鉴定和发
展．来自 hESCs且可移植的造血干细胞对人类医
学的意义，不仅在于对血液恶性肿瘤的治疗，还在

于为预防其他胚胎干细胞来源的组织产生免疫排斥

提供有效方法．目前还有一些研究证明了 EPCs与
肿瘤血管形成及转移的关系[39-40]．因此，研究 hESCs
来源的 EPCs不仅能促进再生医学发展，也能对肿
瘤治疗起到关键作用．

在更多治疗应用方面，EPCs有望成为关键因
子．这些应用不仅包括：为修复局部缺血组织进行

细胞移植、血管和心脏瓣膜的形成、人造血管工

程、修复受损血管、组织工程中的诱导血管网等，

还有更多、更广泛的有意义的尝试．

3援1 血液病治疗

造血干细胞移植是干细胞治疗的最成功案例，

目前已取得稳定可靠的疗效，多用于血液肿瘤的治

疗．对一些遗传性血液疾病的治疗，目前尚无有效

方法．一些研究已经开始针对这些疾病进行．Xu
等[41]用小鼠 iPS细胞经过 EB阶段诱导生成内皮和
内皮祖细胞，将其直接注射到经照射产生血友病 A
的模型小鼠肝脏，移植后的小鼠至少可以存活 3个
月，对照组在照射后几小时全部死亡，移植后小鼠

血中峪因子蛋白质水平较野生型有 8%～12%的
提高．

3援2 神经损伤修复

神经细胞生长缓慢，再生能力差，损伤后的修

复问题长久以来困扰着临床医生，而 EPCs却有望
改变这一现状．

Sasaki等[42]将人外周血 CD133 +的内皮前体细
胞静脉注射到急性脊髓损伤的无胸腺小鼠体内，观

察到治疗组固有血管发生和轴突再生有明显提高，

虽然受损脊髓区域管腔形成能力下降，但功能恢复

得到明显改善，且 VEGF基因表达明显增强．因
而认为，内皮前体细胞对脊髓损伤有治疗潜能，今

后有可能应用到人类脊髓损伤的治疗中．

Rauch等[43]将内皮细胞和神经祖细胞在可生物

降解的复合材料上形成微血管网，移植到脊髓半切

除大鼠模型的损伤部位，在有功能的血管形成方

面，共培养组比单纯损伤组、单纯材料组、材料 +
神经祖细胞组提高了 4倍，比材料 +内皮细胞组提
高了 2倍．实验组中形成的血管有半数显示为血管
屏障抗原(一种血管-脊髓屏障形成的标志物)阳性，
而对照组均为阴性．

Jeong等[44]证实，链脲霉素诱导的糖尿病小鼠，

其坐骨神经的运动和感觉神经在传导速度、血流、

毛细血管密度等方面均有降低，将骨髓来源的

EPCs注射到后肢后，上述指标均能恢复到正常水
平．大部分移植的 EPCs非常独特地与神经滋养血
管相邻，小部分与内皮细胞在同一位置．共注射了

EPCs的神经细胞分泌的多种血管和神经生长因子
也有显著提高．许旺细胞和内皮细胞在 EPCs条件
培养基中有更高的增殖能力．故认为 EPCs对糖尿
病性神经损伤的治疗有革命性的意义．

以上均说明 EPCs对神经损伤的治疗具有诱人
的前景．

3援3 成骨作用

Kim 等 [45]将犬骨髓来源的骨原细胞或骨原细

胞 +内皮细胞种到复合支架上后，移植到 SCID小
鼠缺损颅骨处，8周后观察复合移植组的骨形成较
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单纯骨原细胞组有明显的提高，因而证明内皮细胞

具备促进骨形成的能力．

3援4 血栓治疗

对于血栓的治疗，临床常用方法为短期内溶

栓，晚期病情稳定者放置支架，而对于完全梗阻病

例则尚无有效方法．Santo等[46]将来源于人外周血

单个核细胞的 EPCs静脉注射到下腔静脉血栓形成
2～4天的无胸腺的裸大鼠体内，通过激光多普勒
测量血流，免疫组化探测血栓内内皮形成的管腔，

观察到 EPCs显著提高了血栓内的新血管形成及血
流量，巨噬细胞募集进入正在溶解的血栓内的作用

也明显增强．这似乎为真正意义上的血栓治疗提供

了有力的证据．

3援5 实体肿瘤治疗

器官移植后由于需要长期服用抗排斥药，远期

恶性肿瘤发生率远高于正常人群．肿瘤的治疗虽然

已经取得了长足的进展，但肿瘤的转移、复发仍是

生存率徘徊不前的主要原因．Aninda等[47]发现，移

植术后常用的抗排斥药环孢霉素 A(CsA)可以提高
器官移植后小鼠体内 VEGF的转录活性．将小鼠
CT26恶性肿瘤细胞接种到 MHC不匹配的心脏移
植小鼠体内后，CsA可明显增加肿瘤形成．而如果
同时使用 VEGF抗体，则可以明显抑制肿瘤的生
长．这一发现证明内皮细胞参与了肿瘤的形成与生

长，抑制内皮细胞功能可以降低肿瘤的生长．

3援6 临床试验

在动物模型研究基础上，目前已开展了一些相

关的临床试验．Zhu 等 [48]将自体外周血来源的

EPCs静脉注射到特发性肺动脉高压的患儿体内，
12周后观察到平均肺动脉压下降 6.4 mmHg，外周
血管阻力下降 19%，心输出量增加 0.46 L/min，患
儿活动能力得到改善．说明 EPCs可以改善特发性
肺动脉高压的主要症状，具体机理有待进一步

研究．

以上所述说明了内皮(祖)细胞有望在人类心血
管、神经、骨骼、肿瘤等疾病的治疗上发挥重要作

用．而随着研究的进展，内皮(祖)细胞的应用价值
会得到进一步的延伸和完善．

4 小结与展望

本文阐述了人胚胎干细胞可作为内皮(祖)细胞
种子来源，内皮(祖)细胞在细胞治疗、组织工程中
的巨大潜在治疗优势．hESCs来源的各种类型的组
织细胞已经得到了越来越多的认识，为今后的细胞

治疗以及组织工程的研究奠定了基础．EPCs的应
用研究不再局限于缺血治疗及组织工程中的诱导血

管网等，还包括对血友病、脊髓损伤、骨骼缺损、

实体肿瘤等的治疗研究．当前该领域所面临的最大

障碍是如何获取大量有功能的内皮细胞，近期的研

究已有了明显的改观．通过对 hESCs来源的内皮
(祖)细胞的阐述及深入研究，将为临床应用提供更
多的支持并产生深远的影响．
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Abstract Endothelial progenitor cells have great prospect for treatment of many diseases. However, derivation of
endothelial progenitor cells in vitro is a major restriction for the clinical treatment. Human embryonic stem cells
(hESCs) may become an alternative source of endothelial progenitor cells because of their high proliferation
capability and in vitro pluripotency. Although, there are many challenges for differentiating hESCs to endothelial
progenitor cells in vitro. Current understanding of this subject from recent discoveries in this field was
summarized. Future work will be needed to translate these in vitro findings to clinical applications.
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