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【摘* 要】目的：研究人外周血来源内皮祖细胞（5SR）移植

对改善肢体缺血的作用/ 方法：人外周血单个核细胞在体外

诱导扩增 ’ @ 和 !( @ 后，分别检测其 5SR 特异性标志的表达，

并将荧光染料标记后的培养第 ’ 日的贴壁细胞通过缺血局部

多点注射移植到后肢缺血的裸鼠动物模型体内，以评价其治

疗效果/ 结果：人外周血单个核细胞经体外诱导分化，培养第

’ 日的贴壁细胞表达 ^E_，RE!))，RE)( 和 9‘O，流式细胞

仪检测其阳性率分别为（(’/ ( a &/ )）T，（))/ 3 a !!/ %）T，

（%)/ 4 a ’/ )）T 和（)3/ & a 3/ $）T；培养第 !( 日的贴壁细胞

^E_，RE)( 和 9‘O 的表达阳性率均增高，而 RE!)) 表达阳

性率明显降低，流式细胞仪检测 其 阳 性 率 分 别 为（3!/ 4 a

%/ ’）T，（33/ & a 4/ (）T，（%3/ ) a !)/ ’）T和（)/ 3 a 3/ %）T；

移植 5SR 后裸鼠缺血后肢的坏死情况和毛细血管密度均较

对照组明显改善（; b "/ "4）；移植 5SR 后缺血后肢肌肉石蜡

切片中可见分散不均的红色和黄绿色双色荧光的细胞掺入/

结论：从人外周血单个核细胞中可诱导出 5SR，而且移植的

5SR 可以定向整合到后肢缺血局部，明显改善裸鼠后肢缺血/
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FG 引言

!&&% 年 \:7D7=7 等［!］在 I;81A;1 杂志发表论文报

道内皮祖细胞（1A@GFD12872 B=GJ1A8FG= ;122:，5SR）分离

成功，并在体内证明其血管生成的能力/ 从此 5SR 受

到了研究者的普遍关注，国内外关于 5SR 的研究方

兴未艾［$ c )］/ 骨髓、外周血和脐血来源的 5SR 能在体

外扩增并分化成功能性内皮细胞，在修复心肌梗死患
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者的心脏，治疗临床肢体缺血、冠状动脉疾病、脑中

风，改善糖尿病患者的血管形成能力，抑制肿瘤血管

生成，以及作为基因治疗导向载体和靶细胞等方面，

具有广阔的应用前景［! " #］$ 我们拟将人外周血单个

核细胞在体外特定生长因子的调控下诱导分化为

%&’，并且通过注射荧光染料标记后的 %&’ 于动物体

内，观察其对改善肢体缺血的作用，以期指导临床

实践$

!" 材料和方法

!$ !" 材料" ()) *+ , + 胎牛血清（ 四季青，杭州），-)
!. , + 的 /%01 和 ! !. , + 的 2101（&%&345%’6，英

国）；7892 , : 无胸腺裸鼠（# ; < =>，(<$ ? ; -- .，第四

军医大学实验动物研究中心）；碳花青荧光染料（’@A
BCD，@E9F:G98H &HE2FI，美国）；荆豆凝集素（J%K，/%’A
543 +K743K543D%L，美国）；MN1（博士德，武汉）$
!$ #" 方法

($ -$ (O 细胞培养和鉴定O 采用 1C:E99 密度梯度离心

法获取人外周血单个核细胞，洗涤后以 @(PP 培养液

重悬细胞，培养液含 ()) *+ , + 胎牛血清，-) !. , + 的

/%01 和 ! !. , + 的 2101，以 ? Q ()< , + 的密度接种于

铺有 () . , + 明胶的培养瓶中，细胞培养箱培养 !< R
后弃去贴壁细胞，悬浮细胞离心后用 @(PP 培养液重

悬，以 - Q ()< , + 的密度接种于一次性培养瓶中$ 每 S
T 换液，用 68U>VI 液洗掉未贴壁的细胞后加入 @(PP
培养液继续培养$ 在培养的第 W 日和第 (! 日分别对

细胞计数，并制作流式细胞仪检测标本，共 (- 份，分

别做 XB3，’B(SS，’BS! 和 MN1 的流式细胞仪检

测，无荧光抗体的培养细胞做为阴性对照$
($ -$ -O 双后肢缺血模型的建立O 7892 , : 无胸腺裸鼠

饲养于 L&1 级层流架中$ 超净台中用 -) *. , + 的戊

巴比妥钠按照 ?) *. , >. 腹腔注射麻醉，沿腹股沟中

点至膝内侧作约 - :* 长的切口，分离、显露股神经血

管鞘及其分支，显微镜下分离出双侧的股动脉及大隐

动脉、旋髂外动静脉及股动静脉肌支共四处，分别结

扎后缝合切口$
($ -$ SO 细胞的示踪和移植O 在培养第 W 日的准备移

植的贴壁细胞培养瓶中加入碳花青荧光染料，使 ’@A
BCD 浓度为 - *. , +，在 S#Y 孵育 ? *CU，!Y (? *CU，

&7L 洗 - 次后，-$ ? . , + 胰酶 , %B5K 消化，离心后重

悬于 @(PP 培养液中$ 后肢缺血裸鼠共 (? 只，左后肢

局部多点注射扩增后的贴壁细胞，共 ? *+，细胞总量

? Q ()?，为 %&’ 治疗组；右后肢局部多点注射 @(PP
培养液，共 ? *+，为 @(PP 对照组$ 移植标记细胞后

的第 < 日，脱臼处死裸鼠$ 处死前 ( R，从尾静脉注入

-) *. , + 1D5’ 标记的的荆豆凝集素 S *+$ 取心、肝、

肺、脾、肾及双后肢小腿肌肉 !) . , + 甲醛固定后作石

蜡切片，脱蜡后荧光显微镜下观察$
($ -$ !O 裸鼠后肢情况的检测O 手术后每日观察裸鼠

后肢色泽、温度的变化和活动情况$ 双后肢小腿肌肉石

蜡切片做 MN1 免疫组化染色，在光学显微镜下，每张切

片随机计数 ? 个 Q-)) 倍视野内的棕黄色染色管状数取

其平均数，表示新生的毛细血管数$
统计学处理：计量资料以 ! " # 表示，组间统计

处理采用配对 $ 检验，计数资料采用 1CIRFH 确切概率

检验分析（% Z S)）$ 所有统计分析采用 L&LL(($ ) 软

件完成$

#" 结果

#$ !" 人外周血单个核细胞的体外培养和鉴定" 人外

周血单个核细胞在培养 !< R 后出现贴壁，从第 ! 日

开始出现细胞形态的改变，由圆形细胞逐渐向两端伸

展呈纺锤形，数量增多（图 (），在培养第 ? 日出现大

量的梭形细胞，可见部分梭形细胞以细胞团为中心呈

放射状生长$ 培养第 # ; () 日，细胞继续增多，可见

内皮细胞特异性索条状结构$ 到第 (! 日铺满瓶底的

<)[，第 W 日 和 第 (! 日 细 胞 计 数 分 别 为（S$ #? \
)$ SW）Q ()< , + 和（($ ?- \ )$ -<）Q ()< , +$ 培养第 W
日的贴壁细胞表达 XB3，’B(SS，’BS! 和 MN1，流

式细 胞 仪 检 测 其 阳 性 率 分 别 为（!W$ ! \ P$ S）[，

（SS$ < \ (($ #）[，（#S$ ? \ W$ S）[ 和（S<$ P \ <$ -）[；

培养第 (! 日的贴壁细胞 XB3，’BS! 和 MN1 的表达

阳性率均增高，而 ’B(SS 表达阳性率显著降低，流式细

胞仪检测其阳性率分别为（<($ ? \ #$ W）[，（<<$ P \
?$ !）[，（#<$ S \(S$ W）[和（S$ < \<$ #）[$

图 (O 培养第 ! 日细胞开始伸展，部分呈梭行

#$ #" %&’ 移植后的组织分析" %&’ 组缺血后肢肌

肉中有分散不均的能激发出红色（代表 ’@ABCD）和黄
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绿色（代表 !"#$%&’(）双色荧光的细胞掺入（图 )），

说明移植的 ’*$ 定向整合到了缺血局部+ 其他脏器

以及 ,-.. 对照组后肢，则未见双色荧光+

图 )/ ’*$ 组后肢肌肉中可见红色和黄绿色双色荧光

!+ "# 肢体缺血情况的检测# ’*$ 组缺血后肢肌肉中

的毛细血管密度高于 ,-.. 组［（0+ 1 2 -+ 3）!"（4+ 1
2 -+ 0），# 5 6+ 63］，说明 ’*$ 组的血管重建过程增

强，’*$ 的 移 植 极 大 地 改 善 了 缺 血 肢 体 的 恢 复+
,-.. 对照组中仅有 ) 条后肢未出现明显坏死，4 条

后肢趾端坏死，-6 只出现小腿的自动脱落；而在 ’*$
组，有 -6 条后肢未见明显坏死，7 条后肢有趾端坏

死，仅 - 条后肢出现肢体脱落+ 资料统计中趾端坏死

和 肢 体 脱 落 均 视 为 无 效，两 组 间 有 效 率 比 较

［（-4+ 448）!"（00+ 098）］差 异 有 显 著 意 义（ # 5
6+ 6-）+

"# 讨论

近年来，出生后血液循环中存在能分化为内皮细

胞的 ’*$ 的概念逐渐得到关注，这种具有高增殖潜

能的细胞以出生后血管生成的方式参与缺血局部的

血管重建过程［1 : .］+ 目前关于 ’*$ 的研究取得了很

大的进展，但是仍有许多不清楚的地方+ ’*$ 和单个

核细胞在发育上有何关系？如何确定 ’*$ 在循环中

的量及其富集、分离方法？’*$ 在体外不同细胞因子

调控下具有可塑性的诱导分化机制如何？如何近一

步明确 ’*$ 的增殖潜能，并寻求最佳扩增体系以提

供足量的有活力的细胞源，以便更好地应用？这些都

是值得研究的问题+ 我们研究了人外周血单个核细

胞分化为 ’*$ 并应用于缺血性疾病治疗的可行性+
在我们的培养体系中，人外周血单个核细胞贴壁呈

梭形生长，并表达 ’*$ 特异性抗原标志，数量也明显

扩增+ 这说明人外周血单个核细胞在体外一定条件

下可以分化为 ’*$，且较成熟内皮细胞有明显的增殖

优势+ 双色荧光标记证实通过局部多点注射的方法，

’*$ 可以整合到了缺血后肢的新生血管内，这种整合

促进了缺血部位血管重建过程，表现为毛细血管密度

较对照组高，并且治疗组的缺血肢体大多得以挽救，

而对照组则以后肢坏死或脱落为主+ 我们采用人外

周血单个核细胞，而没有采用单纯的 $;-44 或 者

$;47 阳性细胞来进行 ’*$ 的诱导和培养，是考虑到

细胞的诱导、分化是一个复杂的过程，是多种细胞间

相互调控作用的结果，细胞太单一反而不利于细胞的

分化；在培养过程中弃去培养 71 < 内的贴壁细胞，可

以避免外周血中成熟内皮细胞等对实验的干扰+ 我

们采用目前大家比较公认的 ’*$ 表面标记来对培养

的细胞进行鉴定，保证了细胞的性质和纯度+ ,-..
对照组有 ) 条后肢未出现明显坏死，4 条后肢趾端坏

死，考虑与 ,-.. 培养液中的 =’>! 和 ?!>! 的促进

血管新生有关+
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