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  [摘要] 目的 制备大鼠骨髓来源内皮祖细胞(BM-EPCs)组织工程学细胞膜片并行生物学功能研究。方

法 建立大鼠BM-EPCs培养体系,获取培养至14
 

d的EPCs。应用流式细胞术行细胞表面标志物检测并Dil
 

标记的乙酰化低密度脂蛋白(Dil-acLDL)和异硫氰酸荧光素(FITC)标记的荆豆凝集素-1(FITC-UEA-1)共同

染色方法鉴定BM-EPCs。应用Nunc
 

UpCell
 

Surface培养皿制备BM-EPCs组织工程学细胞膜片,测量膜片厚

度并应用CCK-8法检测膜片中细胞代谢功能,体外血管形成实验检测内皮分化功能,间接酶联免疫吸附试验

(ELISA)法检测细胞膜片旁分泌基质细胞衍生因子1α(SDF-1α)、血管内皮生长因子(VEGF)、表皮细胞生长因

子(EGF)水平。结果 通过建立大鼠BM-EPCs培养体系并成功获得EPCs膜片。体外实验结果显示,与EPC
单细胞组比较,EPC膜片组具有更强的增殖能力及血管形成能力,且具有更强的旁分泌SDF-1α、VEGF作用,
差异均有统计学意义[(4.86±0.09)pg/mL

 

vs.
 

(5.32±0.12)pg/mL、(162.88±0.96)pg/mL
 

vs.
 

(194.72±
6.53)pg/mL,P<0.01]。两组细胞EGF水平比较,差异无统计学意义[(281.50±9.96)pg/mL

 

vs.
 

(294.16±
8.98)pg/mL,P>0.05]。结论 EPCs膜片具有更强的细胞增殖能力、血管形成能力及旁分泌作用,可为干细

胞移植方式提供参考。
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  [Abstract] Objective To
 

prepare
 

the
 

endothelial
 

progenitor
 

cell
 

(EPC)
 

sheet
 

of
 

rat
 

bone
 

marrow-de-
rived

 

endothelial
 

progenitor
 

cells
 

(BM-EPCs),and
 

to
 

study
 

its
 

biological
 

function.Methods The
 

rat
 

BM-
EPCs

 

culture
 

system
 

was
 

established.
 

EPCs
 

cutured
 

for
 

14
 

d
 

were
 

obtained.
 

The
 

flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

conduct
 

the
 

cell
 

surface
 

marker
 

detection.̀BM-EPCs
 

was
 

identified
 

by
 

the
 

co-staining
 

method
 

with
 

Dil-acLDL
 

and
 

FITC-UEA.The
 

Nunc
 

UpCell
 

Surface
 

culture
 

dish
 

was
 

used
 

to
 

prepare
 

the
 

BM-EPCs
 

tissue
 

engineering
 

cell
 

sheet,the
 

thickness
 

of
 

the
 

sheet
 

was
 

measured
 

and
 

the
 

CCK-8
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

cell
 

metabo-
lism

 

function
 

in
 

the
 

cell
 

sheet,the
 

in
 

vitro
 

angiogenesis
 

test
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

endothelial
 

differentiation
 

func-
tion

 

and
 

the
 

indirect
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

levels
 

of
 

paracrine
 

factors
 

(SDF-1α,VEGF
 

and
 

EGF)
 

in
 

the
 

culture
 

supernatant.Results The
 

culture
 

system
 

of
 

BM-EPCs
 

was
 

established
 

and
 

the
 

EPC
 

sheet
 

was
 

successfully
 

obtained.The
 

in
 

vitro
 

experiments
 

results
 

showed
 

that
 

com-
pared

 

with
 

the
 

EPCs
 

single-cell
 

group,the
 

EPCs
 

sheet
 

group
 

had
 

stronger
 

proliferative
 

capacity
 

and
 

angiogenic
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ability
 

(P<0.05),moreover
 

had
 

stronger
 

effects
 

of
 

paracrine
 

SDF-1α
 

and
 

VEGF
 

factors,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

[(4.86±0.09)pg/mL
 

vs.
 

(5.32±0.12)pg/mL,(162.88±0.96)pg/mL
 

vs.
 

(194.72±6.53)pg/mL,P<0.01].There
 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

EGF
 

level
 

between
 

the
 

two
 

groups[(281.50±9.96)pg/mL
 

vs.
 

(294.16±8.98)pg/mL,P>0.05)].Conclusion The
 

EPCs
 

sheet
 

has
 

stronger
 

cell
 

proliferation
 

ability,angiogenic
 

ability
 

and
 

paracrine
 

effect,which
 

provides
 

a
 

reference
 

for
 

stem
 

cell
 

transplantation.
[Key

 

words] cell
 

sheet;endothelial
 

cells;stem
 

cells;angiogenesis;tissue
 

engineering

  目前,缺血性心脏病(IHD)仍然是全世界病死率

最高的疾病。对于IHD导致的慢性心力衰竭的治疗

已经有了长足的进步,包括β-受体抑制剂、血管紧张

素转换酶抑制剂、血管紧张素Ⅱ受体抑制剂等的药物

治疗,以及再同步化疗[1]。终末期慢性心力衰竭患者

也可以进行左心室辅助装置和心脏移植治疗。虽然

这些治疗方法对于IHD所导致的慢性心力衰竭发挥

了重要的作用,但是药物治疗非常有限,预后不佳,左
心室辅助装置受设备和医疗水平限制,无法广泛的开

展,同时心脏移植受供体和受体条件所限,受益人群

有限。因此,对于IHD慢性心力衰竭的治疗方法仍

需要不断的发展和探索。应用干细胞治疗IHD是过

去20年间逐步发展的新策略,自体干细胞移植治疗

IHD的临床研究已经开展并时有报道[2-3]。可以选择

的干细胞移植种类虽然很多,但无论应用何种干细

胞,移植的方式在干细胞治疗方案中发挥着至关重要

的作用。目前临床中应用的移植方式主要是在外科

手术时心肌内注射或者通过导管冠状动脉内注射。
但通过这些途径移植的治疗效果有限,原因可能与心

肌内注射后干细胞只作用在局部区域和注射部位心

肌损伤造成移植干细胞生存条件更加恶化有关,导管

内冠状动脉注射干细胞后干细胞随血流到达损伤部

位的干细胞数量有限,治疗作用不理想。因此,有学

者选择应用干细胞膜片进行移植,干细胞膜片具有不

破坏细胞连接结构,具有更加强大的旁分泌效应[4-5]。
干细胞膜片的种类很多,包括心肌干细胞、骨骼肌干

细胞、基质干细胞、脂肪干细胞等,但制备和应用内皮

祖细胞(EPCs)膜片治疗IHD的动物和临床实验鲜有

报道。本实验研究大鼠 EPCs的制备方法并探讨

EPCs膜片的生物学功能,以为EPCs膜片移植治疗

IHD提供参考依据及实验基础。

1 材料与方法

1.1 材料

(1)实验动物。清洁级同种系成年雄性Wistar大

鼠15只,8周龄,体重200~250
 

g,购自军事医学科学

院动物中心。(2)主要试剂及仪器。内皮细胞基础培

养基及生长因子套装(EBM-2
 

Basal
 

Medium)购自美

国Lonza公司;淋巴细胞分离液(Histopaque
 

1083)、
大鼠血浆来源玻连蛋白、异硫氰酸荧光素(FITC)标记

的荆豆凝集素1(FITC-UEA-1)均购自美国Sigma公

司;羊抗大鼠CD34流式抗体购自美国Santa
 

Cruz公

司;兔抗大鼠CD133流式抗体购自美国Bioss公司;

VE-cadherin
 

抗体购自北京博奥森生物技术有限公

司;KDR抗体购自武汉三鹰生物技术有限公司;Dil
 

标记的乙酰化低密度脂蛋白(Dil-acLDL)购自美国

Molecular
 

probes公司;Matrigel基质胶购自美国BD
公司;4,6-二氨基-2-苯基吲哚(DAPI)购自瑞士Roche
公司;大鼠基质细胞衍生因子1α(SDF-1α)酶联免疫

吸附试验(ELISA)试剂盒、大鼠血管内皮生长因子

(VEGF)ELISA 试剂盒及大鼠表皮细胞生长因子

(EGF)ELISA试剂盒均购自泉州市科诺迪生物科技

有限公司。CO2 孵育箱购自美国Thermo公司,Nunc
 

UpCell
 

Surface培养皿购自美国Thermo
 

Scientific公

司,荧光倒置显微镜(IX71)购自日本Olympus公司,
流式细胞仪购自美国BD

 

FACS
 

Calibur公司。

1.2 方法

1.2.1 建立大 鼠 骨 髓 来 源 EPCs(BM-EPCs)培 养

体系

大鼠 BM-EPCs培 养 体 系 建 立 同 前 期 试 验 所

述[6],断头处死雄性大鼠1只,75%乙醇浸泡2遍,分
离股骨和胫骨,用注射器吸取适量的匀浆冲洗液冲洗

髓腔至无色,收集悬液到合适离心管中,反复吹打成

单细胞悬液,70
 

μm细胞筛过滤,2
 

500
 

r/min离心10
 

min,弃上清液,加细胞稀释液重悬细胞,调整细胞浓

度至2×108~2×109/mL备用,15
 

mL离心管加入与

骨髓单细胞悬液等量的淋巴细胞分离液 Histopaque
 

1083,缓慢加入细胞悬液,2
 

100
 

r/min离心30
 

min,
离心后分四层,取第二层棕黄色单核细胞于15

 

mL离

心管,加入10
 

mL磷酸盐缓冲液(PBS)混匀清洗,1
 

400
 

r/min离心10
 

min,EBM-2培养基重悬细胞,接
种至 纤 维 连 接 蛋 白 包 被 的 培 养 皿 中。在 37

 

℃、

5%
 

CO2 的细胞培养箱中培养。4
 

d后首次全量换

液,弃去未贴壁细胞,以后每3天更换新鲜培养液,所
有细胞均培养至第14天。
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1.2.2 大鼠BM-EPCs表面抗原流式细胞术鉴定
 

弃去培养液,PBS洗涤细胞,0.25%胰酶消化培

养至14
 

d贴壁细胞,1
 

000
 

r/min离心3
 

min,PBS重

悬,1
 

000
 

r/min离心3
 

min,细胞计数,PBS调整细胞

浓度至1×106 个/mL,取200
 

μL单细胞悬液。设空

白对照管、CD34、CD133、KDR、VE-cadherin管,分别

加入PBS、CD34、CD133、KDR、VE-cadherin一抗,室
温孵育2

 

h,流式洗液洗 涤1次,加 入 二 抗 Alexa
 

Flour488,室温避光孵育1
 

h,流式洗液洗涤后行流式

细胞仪检测。

1.2.3 EPCs吞噬功能鉴定

将培养至14
 

d的细胞中加入1
 

mL完全培养基

稀释的10
 

mg/L的 Dil-acLDL,37
 

℃温箱孵化4
 

h
后,PBS洗涤3次,2%甲醛室温下固定20

 

min,再加

入1
 

mL浓度为10
 

mg/L
 

FITC-UEA-1室温孵育1
 

h,PBS洗涤3次,最后加入1
 

mL完全培养基稀释的

10
 

mg/L
 

的DAPI于37
 

℃温箱孵育15
 

min,荧光显

微镜下观察Dil-acLDL和FITC-UEA-1双阳性细胞。

1.2.4 EPCs膜片建立

取培养至7
 

d的1.5×106 个BM-EPCs接种至包

被有玻连蛋白的 Nunc
 

UpCell
 

Surface培养皿中,37
 

℃温箱继续培养7
 

d后,迅速放置于25
 

℃恒温箱中避

光孵育30
 

min,获得大鼠BM-EPCs膜片。

1.2.5 细胞膜片厚度测定

弃掉培养至7
 

d的Nunc
 

UpCell
 

Surface
 

培养皿

中的培养液,加入20
 

mL
 

预冷至-20
 

℃的甲醇液,

4
 

℃孵育10
 

min,1×PBS洗1次,含10%
 

羊血清的

PBS室温下封闭40
 

min,PBS-T稀释一抗ColⅠ共3
 

mL,室温孵育4
 

h,PBS-T洗3次,每次5
 

min,PBS-T
稀释

 

Alexa
 

Fluor
 

488二抗共3
 

mL,室温避光孵育

1
 

h,PBS-T 稀释 DAPI共3
 

mL,室温避光孵 育3
 

min,PBS-T洗3次,每次5
 

min。荧光显微镜下观察

细胞膜片,计算膜片厚度。

1.2.6 CCK8法检测细胞膜片中细胞代谢

分别制备培养至14
 

d的 BM-EPCs单细胞及

BM-EPC膜片1×105 个/mL细胞悬液,分别设为

EPC单细胞组及EPC膜片组。5×103 个/孔接种于

96孔板中,每组细胞至少接种6个孔,放入培养箱中

继续培养,分别在12、24、48、72
 

h时用CCK8法检测

细胞活性,每孔加入10
 

μL
  

CCK8检测液,在细胞培养

箱中孵育4
 

h后,用酶标仪测定每孔细胞在450
 

nm
处的吸光度(A)。分别绘出EPCs单细胞及EPC膜

片的生长曲线。

1.2.7 细胞膜片内皮分化功能检测

4
 

℃过夜融化 Matrigel,用 M199基础无添加培

养基按1∶1稀释 Matrigel,于96孔板中每孔均匀铺

置50
 

μL
 

Matrigel后,37
 

℃温箱孵育30
 

min使其凝

固。分别重悬BM-EPCs单细胞及细胞膜片,制作成

2×105 个/mL的细胞悬浮液。分别加100
 

μL单细胞

悬液于 Matrigel表面上,37
 

℃孵育4
 

h,显微镜下观

察各组细胞形成血管网状结构,应用 Wimasis
 

image
 

analysis软件分析总的血管环数。

1.2.8 ELISA 法 检 测 细 胞 膜 片 旁 分 泌 SDF-1α、

VEGF、EGF水平

分别取BM-EPCs单细胞及细胞膜片培养上清

液,1
 

000
 

r/min,离心10
 

min去除颗粒物及漂浮细

胞。按照ELISA检测试剂盒操作说明设置标准品孔

和样本孔,标准品孔各加不同浓度的标准品
 

50
 

μL;样
本孔 分 别 加 入 两 组 培 养 上 清 液50

 

μL;立 即 加 入

50
 

μL的生物素标记的抗体。盖上膜板,轻轻振荡混

匀,37
 

℃温育1
 

h。甩去孔内液体,每孔加满洗涤液,
振荡30

 

s,甩去洗涤液,用吸水纸拍干。重复此操作

3次。除空白孔外,标准品孔和样本孔中每孔加入辣

根过氧化物酶(HRP)标记的检测抗体100
 

μL,
 

用封

板膜封住反应孔,37
 

℃水浴锅孵育
 

60
 

min,弃去液

体,吸水纸上拍干,每孔加满1×洗涤液,静置
 

1
 

min,
甩去洗涤液,吸水纸上拍干,如此重复洗板

 

5
 

次。每

孔加入底物
 

A、B各50
 

μL,37
 

℃避光孵育15
 

min。
每孔加入终止液

 

50
 

μL,15
 

min内,在450
 

nm
 

波长处

测定各孔的A 值。

1.3 统计学处理

数据采用SPSS19.0软件进行统计学处理,计量

资料用x±s表示,两组间比较采用单因素方差分析,
组间多重比较采用LSD-t检验,以P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结  果

2.1 大鼠BM-EPCs培养体系建立

培养14
 

d的BM-EPCs在显微镜下呈鹅卵石样

排列,局部可见细胞岛状排列,细胞以锤状、梭形细胞

为主,中央区多见多边形细胞;个别细胞呈线性排列,
细胞呈典型纺锤状,见图1。

2.2 大鼠BM-EPCs鉴定

流式细胞术检测细胞表面抗原,结果显示分离培

养的BM-EPCs
 

CD34、CD133、KDR、VE-cadherin阳

性率分别为85.43%、59.30%、51.83%、38.78%,见
图2。BM-EPCs吞噬功能鉴定显示,BM-EPCs结合

Dil-acLDL后呈红色,结合了FITC-UEA-1的细胞呈

绿色,结合了DAPI的细胞核呈蓝色,双阳性细胞呈

黄色,表明其具有EPCs增殖特性,见图3。

2.3 BM-EPCs膜片建立及膜片厚度测定
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单层BM-EPCs膜片的厚度约15
 

μm,3~4层膜 片的厚度约60
 

μm,见图4。

  A:鹅卵石样排列(×100);B:局部细胞岛状排列(×200);C:梭形排列(×200)。

图1  体外培养BM-EPCs的形态学图像

图2  BM-EPCs细胞表面抗原流式细胞术鉴定
  

  A:吞噬Dil-acLDL的EPCs;B:吞噬FITC-UEA-1的EPCs;C:结合了DAPI的EPCs核;D:吞噬Dil-acLDL和FITC-UEA-1的双阳性EPCs。

图3  BM-EPCs吞噬功能鉴定(×200)

  A:细胞连接更加紧密的膜片镜下结构(×200);B:细胞膜片形态

(×100)。

图4  BM-EPC
 

细胞膜片的大体形态

2.4 CCK8法检测细胞膜片中细胞代谢

24
 

h之内,与EPC单细胞组比较,EPC膜片组中

细胞增殖更快(1.59±0.17
 

vs.3.65±0.25,P<

0.01);24
 

h以后,由于EPC膜片组中细胞长满96孔

板,生长停滞继而开始凋亡,见图5。

  a:P<0.01,与EPCs比较。

图5  不同时间点两组细胞的增殖情况比较

2.5 内皮分化功能检测

体外血管形成实验结果显示,与EPC单细胞组

比较,EPC膜片组血管形成能力更强,差异有统计学

意义(P<0.05),见图6。

0561 重庆医学2021年第50卷第10期



  A:EPC单细胞组(×100);B:EPC膜片组(×100);C:两组细胞血管环数比较(n=6);a:P<0.01,与EPC膜片组比较。

图6  两组细胞体外血管形成能力情况

2.6 ELISA法检测细胞膜片旁分泌因子SDF-1α、

VEGF、EGF水平

与EPC单细胞组比较,EPC膜片组细胞旁分泌

SDF-1α
 

和VEGF的能力更强(P<0.05),而两组细

胞旁分泌EGF的能力比较差异无统计学意义(P>
0.05),见表1。

表1  两组细胞旁分泌因子水平比较(x±s,pg/mL)

项目 EPC单细胞组 EPC膜片组 F P

SDF-1α 4.86±0.09 5.32±0.12 50.79 0.00

VEGF 162.88±0.96 194.72±6.53 116.41 0.00

EGF 281.50±9.96 294.16±8.98 4.45 0.06

3 讨  论

  血管EPCs主要存在于骨髓及外周血中,不同来

源 EPCs生 物 学 特 征 不 同。骨 髓 中 含 有 丰 富 的

EPCs,正常生理条件下BM-EPCs
 

逐步分化为成熟

EPCs到外周血中,通过内皮化和新生血管化参与机

体血管损伤修复和维持体内EPCs的内平衡[2]。当内

皮细胞发生损伤时,BM-EPCs被动员释放入外周循

环,在不同细胞因子介导趋化下聚集到损伤部位,进
行血管再生从而达到修补损伤的作用。自然条件下

通过动员自身骨髓,迁移至损伤部位的EPCs数量有

限,因此,通过不同的移植方式,增加局部EPCs是促

进局部组织修补的有效方法。目前动物实验和临床

中应用的移植方式主要是在外科手术时心肌内注射

或者通过导管冠状动脉内注射,移植效果欠理想。因

此,应用EPCs进行缺血心肌治疗时,移植方式起到关

键性作用,所以,寻求一种有效的干细胞移植方式至

关重要[5,7-8]。有研究表明,EPCs在修复组织损伤过

程中,可以通过旁分泌机制分泌一些抗炎、促血管生

成的 因 子 发 挥 重 要 作 用,如 SDF-1α,VEGF,EGF
等[9-10]。由干细胞形成的干细胞膜片具有完整的细胞

桥接结构,具有更强的旁分泌机制。目前应用最广泛

的制备干细胞膜片的技术为温度感应细胞培养板,利
用细胞培养皿表面特殊的温度反应材料在温差明显

的条件下形成完整片状结构[4]。多项体外实验研究

表明,间充质干细胞等细胞膜片在皮肤损伤,骨损伤

修复及心肌梗死修复表现出理想的结果[11-12]。为达

到更佳的治疗效果,通过组织工程学方法建立的细胞

或干细胞膜片研究逐渐成为临床研究热点。
本实验通过组织工程学方法,获得EPCs膜片,比

较EPCs膜片与EPCs生物学功能的不同。研究结果

显示,EPCs膜片在24
 

h内,细胞增殖速度比EPCs
快,EPCs膜片比EPCs血管生成能力强。局部心肌

梗死发生后,细胞坏死并发生炎性反应,释放大量

SDF-1α,BM-EPCs通过SDF-1α/CXCR4体系轴,具
有向SDF-1α定向迁移的功能[13]。干细胞在发挥细

胞生物学作用时,除了细胞自身发挥作用外,细胞之

间的相互作用也非常重要,旁分泌信号通路是细胞间

相互联系最基本也是最重要的组成部分[14-15]。在

EPCs膜片中,细胞相互间通过旁分泌细胞因子刺激,
增强了细胞生物学功能,与大鼠BM-EPCs单细胞相

比,EPCs膜片中细胞旁分泌SDF-1α,VEGF等重要

因子的作用更强,这些关键因子进一步激活下游信号

通路介导并强化相应细胞学生物功能。本研究初步

确定了EPCs膜片生物学功能优势,可为进一步的研

究提供了参考。但本研究还存在一些不足,今后将对

更多的旁分泌的关键因子及其发挥作用的关键信号

通路进行深入研究。
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