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摘 要 : 【目 的 I 探讨体外诱导骨髓单个核细胞分化成为内皮祖细胞
,

为小径聚氨醋人工血管内皮化提

供合适的种子细胞的可行性
。

【方法】收集健康成人骨髓单个核细胞
,

置于纤维连接蛋白预衬的 DM E M 培养

基中
,

用血管内皮生长因子 (
v a s e u

l
a r e n d o th e li a

l g r o w th fa e t o r ,

V E G r ) 和碱性成纤维细胞生长因子 ( b a s i e

if bor bl as t g or w ht af ct or
,

b FG F )加以诱导
,

通过荧光显微镜和免疫组化分析等方法观察和鉴定诱导后的细胞
。

将

诱导分化的内皮祖细胞种植到聚氨醋小径人工血管表面
,

用扫描电镜观察
。

【结果 】在 v E G F
、

b FG F 等诱导因

子存在的条件下
,

骨髓单个核细胞分化成为内皮祖细胞
,

倒置荧光显微镜下呈典形的
“

纺锤样
”

梭形细胞
,

单

层细胞贴壁生长融合时呈铺路石样排列
,

免疫组化示 v w F 和 C 3D 4 抗体染色阳性
。

扫描电镜下
,

未种植细胞

的聚氨醋小径人工血管表面呈典型的多孔蜂窝状结构
,

孔径大小比较适合内皮祖细胞爬行
。

种植细胞后
,

聚

氨酷小径人工血管表面有大量的内皮祖细胞私附
、

爬行及铺展生长
,

有时可见内皮祖细胞长人蜂窝状孔径内
。

【结论】体外诱导骨髓单个核细胞分化为内皮祖细胞可作为小径聚氨醋人工血管内皮化的种子细胞
。

关键词 : 聚氨醋 ; 人工血管 ; 内皮祖细胞 ; 内皮化 ; 血管组织工程

中图分类号
:

Qs l g ; R 5 4 1 文献标识码
:

A 文章编号
: 16 7 2

一

355 4 (20() 5 ) 0 2
一

0 1 3 5
一

04

nI 仍翰 0 I n d u e t io n ,

D iffe
r e n t i a t io n , a n d S e e d i n g of S o u r c e C e lls fo r E n d o t h e l i a liz a t io n

o f P o ly u r e t h a n e S m a l l D i a m e t e r A r t i6 c i a l B lo o d V e s s e l

Y A N G Zh e n ’ ,

T A O J
u n ’ ,

T U C h a n g ’ ,

X U M i n g
一

g u o ’ ,

W A N G Y a n ’ ,

W A N G J ie 一

m e i ’ ,

F E N G L i a n 一

q ia n g Z ,

p A N S h i
一 r o n g l

(1
.

D
e P a rt m e n t o f C a r d io v a s e u la r

M
e

d ie in e ,

T h
e

F i、 t A ff i li
a t e

d H
o s Pi tal ; 2

.

D e p a

rtm
e n t o f I

n i m u n o
l

o g y
,

Z h
o n g s

h
a n

M
e d ie al

C o
ll

e ge ,

S U N Y
a t一 s e n U n iv e r s i t y

,

G u a n g ` h o u
5 l 0() 80

,

C h i n a
)

A b s t r a c t 【o bj
e e t iv e 】T h

e s t u d y w a s
d

e s ig n e
d t o in d u e e b o n e 一

m a

rm w m o n o n u e le a r e e ll s
(M NC S ) d政 re

n t i
a t i n g

i
n t o e n d o th e

l ia
l p r o g e n l t o :

·

e e
ll s

(E P C s
) i , , 。 it or

a n
d ro s e e

d th e n l o n
即 ly

u
er th a n e s m all d ia m e t e r a rt 访 e i己 b loo d

v e s s e l
,

i r , o r’l e : t o p : 。 v i d e s o L: lc 。 。 e ll s fo : th e e n d o th e l i
z a t io n 。 r , m山 d ia m e t e : a

献
e i日 、 e s s e l

.

【M
e th o d s 】Th

e

b o n e n l a

mr
w n l o n o n u e

l
e a r e e

l l
s o

f h e a
l t h y a d u

l t w e
le

a e q u ier d a n d p u t i
n

D M E M
e u l t u

er w h ie
h w a s e o a t e

d w i th

if bor n e e t i n , a n
d in d u e e

d b y v a s e u
l

a r e n
d

o th e
lial g or wt h fa

e t o r
(V E G F )

a n d b as i
e

if bor b l
a s t g or wt h fa

e t o r
(bGF F )

.

hT
e d iffe er n t i

a t e
d

e n d o t h
e li a

l
e e ll s w e化 o

b
s e vr e d a n d id e n t iil e d b y fl

u o er s e e n t n l
i

e r o s e o p e a n
d

im m u n o
h i s toc h

e m ie al a n a
l y s is , s e e d e

d
o n t h

e Po ly u
re t h a n e s m a

ll
一

d ia m e t e r a rt 币 e ia
l

v e s s e
l

s , a n
d

o b s e 一, e d b y

sc a n n诬n g e
l ce : or n

i
e m ie or s e o P e

.

【R
e s L二

l t s 】 U
n d e r t h

e i n
d

u e ri o n
fa

e t o 、 s u e
h as V E G F a n d b F G F

,

b
o , l e m a

mr
、v

m o n o n u e le a r e e ll s d iffe er n t ia t e d in t o
E P C

s
.

T h
e y p此 s e n t e d t y p i

e a
l

” s p in d le 一 s
h

a
洋 d

” a p衅
a r a n e e a n d fo n l一e

d
a

m o n o la y e r th a t a :: 妞 y e d i n ” e o bb l
e s to n e 一 l主k e ” r n o甲 h

o l o
群

.

I d e n
it if e a ri o n s of im m u n o

h i s to e
h

e m je al a n目y s i s i n d i e a t e d

th a t th e y w e r e p o s it iv e
ly

s t a i , l e d fo l v o r l W i ll
o bm , l d fa

e t o r
(V W F )

a n d C D 3 4 a n t ig
e n

.

Th
e u n s e e d e d p o

ly
u

le th a n e

s n 一a ll
一

d i a n l e t e r a x生if l e i a
l

v e s s o
l

s h o w e d P o l y p o
or

Ll s h o r z e y e o n z
b

s t n 一e t u l℃ u n d e : o b s e 口。 ti
o n of , e a n n i: , 9 e

l
e e之z u n 主c

m i e
or

s e o p e
.

T h e s i z e o
f th

e h o
l

e s u 一 t e d th
e e r a 、 v

li
n g o f E P C s

.

A ft
e r b e i n g s e e d e d w it h th e E P C s , th e e e ll s s h o w e d

a d h e s
i

o n , e r a 认 li n g
, a n d s p化 a d一r l g o n th e p o l y u 化 th a n e v e s s e l s u 一af e e

.

oS m e e e ll s g re w i n t o th e
h

o n e y e o m b
一

l ik e

收稿日期
: 2 (X )4

·
0 8

一

09

荟金项目
:
国家自然科学基金资助项 目 ( 3 0 2 7 0 3 7 0)

作者简介
: 杨 震 ( 19 78

一 )
,

男
,

湖南衡阳 人
,

博十生
,

主要从事血 管组织工 程研究 ; 陶 军
,

教授
,

博士生 导师
,

通 讯作者
.

E
一

m a :jl

t a 0 Ju n乎卿
a h oo ￡o m

DOI : 10. 13471 /j . cnki . j . sun. yat -sen. univ (med. sci ) . 2005. 0006



第 2期 杨 震
,

等
.

小径聚氨醋人工血管内皮化种子细胞的体外诱导分化及种植 13 9

h o l e s
.

[ C o n e l u s
i

o n

]hT
e p re s e n t s tu d y d e m o n s t r a t e s th a t t h e E P C s m a y b e u s e d a s s o u

rc
e C e ll s fo r t h e e n d o -

t h e liz a t i
o n of s m al l d ia m e t e r a rt iif e

i
a l v e s s e ls

.

eK y w o r ds : P o ly u
re th a n e : art iif c ia l b lo o d v e s s e

l: e n d o th e lial p ro g e n i t o r e e l ls : e n d o t h e l ial iz a t io n ; v a s e u la r t i
s s u e

e n ig n e e n n g

【J S U N Y a t 一 , e n Un iv ( M e d Se i )
,

2X() 5
,

2 6 ( 2 ): 13 8 一 14 1
,

14 5』

动脉粥样硬化所造成的冠状动脉和外周血管

疾病是危害人类健康的主要原因
,

虽然球囊扩张

和支架置人术能部分代替冠脉搭桥术
,

血管移植

仍然是治疗晚期血管疾病的主要措施之一
。

人工

血管作为严重狭窄或闭塞性血管的替代物
,

在临

床上有重要的应用价值和前景
。

近年来许多研究

表明11,2 1
,

骨髓
、

外周血和脐血中存在能分化为内皮

细胞并参与血管新生的内皮祖细胞 (
e

dn ot he ila l

p or g e n i t o r e e l l s ,

E p C s
)

,

具有高度的分化增殖活

性
,

在血管再生及各种心脑血管疾病治疗中有着

广泛的应用
。

同时
,

多孔状聚氨醋 ( op lyu er ht an
e ,

P )U 人工血管支架则具有良好的生物相容性和血

液相容性
,

可有效抗血栓形成
。

本实验探讨体外诱

导骨髓单个核细胞分化成为内皮祖细胞的可行

性
,

并种植聚氨醋小径人工血管表面
,

旨在尝试为

小径人工血管的研究提供合适的种子细胞及血管

支架材料
。

1
.

3 小径微孔聚氮醋人工血管的制备

采用浸渍一沥滤法
,

制得两条小径聚氨醋微孔

人工血管
。

1
.

4 扫描电镜

将贴壁细胞胰酶消化后置于 6 孔细胞培养板

中
,

内置已用酒精消毒好的聚氨醋小径人工血管
。

定期在倒置荧光显微镜下动态观察细胞形态学变

化
,

并于扫描电镜 ( 日本 iH t ac hi 公司 )下拍片
,

对

P U 人工血管表面以及勤附内皮祖细胞表面进行

动态扫描
,

观察 P U 人工血管表面蜂窝状结构和

内皮祖细胞爬行形态
。

2 结 果

1 资料与方法

1
.

1 骨脸单个核细胞分离培养

取健康成人骨髓 (n =7 ) 约 or m L 置于肝素

管中
,

并以 P B S 稀释
。

加人 iF co l l一 P
agu

e
分离液后

离心
,

小心提取血清和 iF co n 分离液交界处的单

个 核 细 胞 层
,

置 于 含 2 00 m U L 胎 牛 血 清

( In v i t or g e n
公 司 )

,

v E G F 10 n
g/ m L ( eP p or t e e h 公

司 )
,

bF G F 2 n
gl m L ( p e p or te e h 公司 )

,

L一 g l u t a m i n e

2 m m o l z L
,

N a 一p ly v i a te 1 m m o l /L
,

且以纤维连接蛋

白 ( H e m at o l o g i e T e e h n o l o g i e s
公司 )预衬的 D M E M

培养基 ( Ivn it or ge n
公司 )中

。

将上述含有骨髓单个

核细胞的培养基置于含有体积分数 5 % C O Z 、

37 ℃

孵箱中培养
,

在倒置荧光显微镜下动态观察细胞

形态学变化
。

1
.

2 免疫组织化学

将贴壁细胞胰酶消化后放于小的载玻片上爬

行
,

待铺满后置于 40 m岁L 多聚甲醛中固定 Z h
,

烘箱内烧干过夜后用 A B C 抗体法检测贴壁细胞

的表面特异性抗原 v w F 及 C D 34
。

2
.

1 细胞贴壁及生长情况

骨髓单个核细胞在 D M E M 培养基中培养约 l

d 左右
,

大量小圆形的单个核细胞开始粘壁
,

并有

部分集簇形成
。

约 6 d 后开始出现
“

纺锤样
”

结构

的梭形细胞
,

并逐渐爬行生长
,

20 d 左右单层贴

壁细胞融合形成内皮细胞典型的
“

铺路石样
”

排列

(图 l )
。

图 1 骨脸单个核细胞诱导分化培养 3 周

iF g
.

1 hT
e bo en ma

r
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fo r 3 we
e ks (
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2
.

2 免疫组化结果

贴壁细胞 v W F抗体免疫组化示阳性
,

其中

浅黄色颗粒以胞浆多见
,

胞核未见分布 (图 Z A )
,
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而 C D 34 抗原免疫组化示阳性
,

胞浆有多量分布
,

胞核无明显分布 (图 3 A )
,

阴性对照则未加抗体

(图 Z B
,

3 B )
。

. . . . . . . `月 . . . . 尸
,

门.

~
. ~ , . . 口 , . . . 日 . . . 曰` 月

. . _」 . r . . . . . .

图 2

F ig
.

2 T h e

贴壁细胞 V W F 抗体免疫组化

i们口们口un
o

油勿( h e m i cal
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a n it g e n o f a
hd es iv e c e l ls 《x 4 0() )

A : T h e r e s u l t w a s 砰 ) s
i ti v e : B

:
N

e g a t i v e c o n t or l

图 4 聚氮醋小径人工血管表面的多孔蜂窝状结构

F ig
.

4 T h e po ly po or us h o n e y c o m b s tur c t u r e o f po ly u r e -

th a n e S m a ll
·

d i a m e t e r s r t i n e ia l v e S S e l

(
s e a n n i n g e le o t or

n i e m i e
or

s〔。 p e , x l 5 0 )

图 3 贴壁细胞 C O 34 抗体免疫组化

F i g
.

3 T he
a n a ly s is o f C D 34

a n Uge
n o f a

dh
e s iv e e e lls (

x
4X() )

A : T h e r e s u lt w as 即 s i t i v e ; B : Ne g a t i v e e o n t or l

2
.

3 小径微孔聚氨醋人工血管制备后的鉴定

两条小径微孔聚氨醋人工血管的长度为 6一 8

c m 不等
,

内径 4 m m
,

外径 6 m m
,

扫描电镜下内

腔表面以及断面都呈现多孔蜂窝状结构
,

孔的分

布均匀
,

孔径在 60
一 15 0 林m 范围 (图 4 )

。

顺应性分

别为 6
.

3 8 % / 100 m m H g 和 7
.

3 9 % 八 00 m m Hg
,

已

接近犬的天然颈动脉的顺应性 7
.

5 % l/ 00 m m H g
。

.2 4 扫描电镜观察

种植细胞 4 d 后
,

聚氨酷小径人工血管表面

有大量的内皮祖细胞勃附
、

生长 (图 5)
,

局部

可 见内皮祖细胞铺展及爬行
,

并长人蜂窝状孔径

内 (图 6 )
。

图 5

F i g
·

5

种植细胞 4 d 后聚氨醋小径人工血管的表面结构

T he s tur
e ut er o f s u r af e e o f po ly u er th a n e s m a ll

-

山a m e et r a r ti 6 e ia l
v e

sse l a
fet

r 4 d a y s o f 脚山
n g e e lls

(
s e a n n in g e le o tor n ie m io

or
s e o p e

,
x l 5 0 )

3 讨 论

越来越多研究发现骨髓
、

外周血和脐血中存

在有内皮细胞的前体细胞一内皮祖细胞
。

内皮祖

细胞具有特异性的细胞表面标志
,

如 c D 3+4 和

V W F 等抗原
,

可通过免疫组织化学等方法予以鉴

定
。

内皮祖细胞具有分化成为成熟内皮细胞的能
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图 6 聚氨酩小径人工血管表面内皮祖细胞的铺展

F i g
·

6 T he s Pre a d ing of e n d o t h e il a l rP o g e in t o r e e山 o n

s u r fa e e o f P o l y u r e ht a n e s m a ll
一
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ro

s e o p 。
, x l ZX() )

门..J, esesJ
件̀飞ú

r..LresesL

力
,

并可参与缺血组织血运重建
,

有效促进血管

新生
,

增加局部缺血组织血流
,

是出生后组织血

管新生的重要途径【’一
。

骨髓单个核细胞包括骨髓

C D 3+4 干细胞
、

间充质于细胞及其他细胞
。

通过免

疫磁珠分离法可将骨髓单个核细胞中的 C D 3 +4 于

细胞分离出来
,

并在特定环境下诱导分化成为内

皮祖细胞
5̀ 1。 用 自体内皮祖细胞内皮化的血管移

植物进行血管替代手术
,

可解决传统移植物容易

形成血栓
、

被细菌污染及引起假性内膜增生等问

题
,

同时可避免用异源内皮祖细胞容易引起的免

疫排斥反应 16
一

8]
。

与成熟的内皮细胞相比
,

内皮祖

细胞具有以下特点
:

①原位分化增殖能力极强 ;②

勃附
、

贴壁能力强 ; ③体外扩增培养速度快
,

且容

易获得
。

因此
,

内皮祖细胞可替代成熟的内皮细胞

作为组织工程小径人工血管内皮化理想的种子细

胞来源 1-9川
。

本实验通过 V E G F
、

b FG F 等刺激因子
,

可 以

在体外将骨髓单个核细胞诱导分化成为内皮祖细

胞
,

这与以往报道相似`’ .2 ’ 3]
。

sA ha
a ar 等 ,4jJ报道未经

提纯的骨髓单个核细胞的 C D 3+4 贴壁增殖速度比

经免疫磁珠分离后的 C D 3+4 细胞单独培养快 10

倍左右
,

并提出可能 c D 3+4 与 c D 3 4
一

细胞联合培养

效果较单纯 C D 34
十

细胞培养结果为佳
。

我们认为
,

与经免疫磁珠分离相 比
,

未经磁珠分离的骨髓单

个核细胞诱导分化速度较快
,

花费成本较低
,

可作

为一种简便易行的内皮祖细胞体外诱导分化途

径
。

此外
,

多孔状聚氨醋 ( p o ly u er t h a n e ,

p U )人工

血管支架可 以引起微相分离
,

其表面微相结构与

生物膜相似
,

具有 良好的生物相容性和血液相容

性 ;同时抗张强度好
,

不易引起血管壁的破裂
,

机

械性能良好
。

本实验发现
,

扫描电镜下
,

未种植细

胞的聚氨醋小径人工血管表面呈典型的多孔蜂窝

状结构
,

孔径大小比较适合内皮祖细胞爬行
。

种植

内皮祖细胞后
,

聚氨醋小径人工血管表面有大量

的内皮祖细胞私附
、

爬行及铺展生长
,

有时可见内

皮祖细胞长入蜂窝状孔径内
,

说明诱导分化的内

皮祖细胞在聚氨醋小径人工血管上赫附生长状态

良好
,

具有良好的生物相容性
,

是组织工程小径人

工血管内皮化理想的支架
。

本研究存在一定的不足之处
,

第一
,

采用表面

特异性抗原 V W F 及 C D34 作为内皮祖细胞的鉴

定指标
,

而未应用内皮祖细胞的最新指标一特异

性抗原 C 1D 33 行进 一步 的鉴定
。

这 是因为在

19 97 年关 于内皮祖细 胞 的经典实 验研 究 中
,

A as ha ar 等【14] 对单个核细胞来源 的内皮祖细胞采

用表面特异性抗原 V W F 及 C D 34 作为鉴定指标
,

双阳性即为内皮祖细胞
,

并且用
a c 一 L D L 等荧光

标记物加以证实
。

同时
,

本研究考虑在下一步的实

验中进行特异性抗原 C D 1 33 的鉴定
。

第二
,

未做

血管移植的动物体内实验
,

而本研究下一步即将

开展体外切应力和动物体内实验
。

总之
,

本实验在体外能将骨髓单个核细胞诱

导分化成为内皮祖细胞
,

而该细胞在小径聚氨醋

人工血管上勃附生长状态 良好
,

提示体外诱导骨

髓单个核细胞分化为内皮祖细胞可作为小径聚氨

醋人工血管内皮化的种子细胞
。
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