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人脐带和脂肪来源间充质干细胞培养上清
对内皮细胞血管新生作用
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【摘要】 目的 比较人脐带Wharton′s Jelly来源间充质干细胞（WJ‑MSC）与脂肪来源间充质干

细胞（AD‑MSC）培养上清对内皮细胞血管新生的促进作用。方法 酶消化法分离获得WJ‑MSC及

AD‑MSC，分别收集其培养上清并与内皮细胞共培养。实时荧光定量逆转录聚合酶链反应检测内皮

细胞中促进血管新生相关基因和抑制血管新生基因的表达；Matrigel体外成管实验检测其对内皮细胞

管网状结构形成的作用。结果 WJ‑MSC和AD‑MSC培养上清分别与内皮细胞共培养后，内皮细胞促

血管新生相关基因的表达水平显著升高，抑制血管新生相关基因表达降低（P<0.01），与对照组相比，

WJ‑MSC组及AD‑MSC组内皮细胞体外管网状结构的形成均显著高于对照组（43.2 mm±9.2 mm和

94.3 mm±13.2 mm，86.1 mm±7.2 mm，P<0.01）。结论 WJ‑MSC与AD‑MSC培养上清对内皮细胞血管

新生均具有促进作用，且二者的促进作用相当。
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【Abstract】 Objective To compare the curative effect of mesenchymal stem cells derived from
human Wharton′s Jelly(WJ‑MSC)or adipose(AD‑MSC)culture supernatant on endothelial cells angiogenesis.
Methods WJ‑MSC and AD‑MSC were isolated, identified, and the culture supernatant of stem cells was
collected.The WJ‑MSC or AD‑MSC supernatant co‑cultured with the endothelial cells. The expression levels
of pro‑angiogenic and anti‑angiogenic genes of endothelial cells were assessed using qRT‑PCR analysis, and
the effects of stem cell culture supernatant on angiogenesis were evaluated by performing a tube formation
assay in vitro. Results After adding WJ‑MSC and AD‑MSC culture supernatant, the expression levels of
pro‑angiogenic genes in endothelial cells were upregulated, and the expression levels of anti‑angiogenic
genes were downregulated significantly in both experimental groups compared to the control group (P<0.01),
and tube formation of endothelial cells was also significantly increased in both experimental groups as
determined by the increase of the tube length ((43.2±9.2) mm vs (94.3±13.2)mm, (86.1±7.2)mm,P<0.01).
Conclusion The results showed that AD‑MSC culture supernatant can promote endothelial cells
angiogenesis and its curative effect is similar to that of WJ‑MSC.
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间充质干细胞（MSC）是一种具有自我复制和

多向分化潜能的成体干细胞，不仅具有强大的造血

和免疫调节功能，而且由于其机体内分布广泛、易

分离培养，成为干细胞再生医学的研究热点［1‑3］。

MSC具有促进血管生成的作用［4‑5］，使其在脑梗、心

梗等多种缺血性疾病及组织损伤疾病的治疗中具

有较高的应用前景［6‑9］。MSC除了可以分化为血管

内皮细胞，直接植入血管内皮层修复受损血管
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外［10］，还作为微环境的重要成分之一，通过旁分泌

的方式释放多种生物活性分子如血管内皮生长因

子、碱性成纤维细胞生长因子等到周围组织液中，

在局部微环境的作用下刺激周围成熟内皮细胞增

殖和迁移，进而促使血管新生［11‑12］。我们前期研究

表明，女性压力性尿失禁发病过程中，内皮细胞血

管新生受到抑制［13］。因此改善压力性尿失禁患者

阴道壁组织血管新生状况，可能有利于损伤组织的

修复。本研究分离人脐带Wharton′ s Jelly来源间

充质干细胞（WJ‑MSC）与脂肪来源间充质干细胞

（AD‑MSC），分别收集其培养上清与内皮细胞共培

养，比较两者对内皮细胞血管新生的作用。

材料与方法

1.材料：（1）脂肪组织：成人脂肪样品取自整形

医院，所有样品均与供者签订知情同意书。吸脂术

采集的脂肪放入含青霉素、链霉素的 D‑Hanks′保
存运输。（2）脐带组织：脐带组织来自山西白求恩医

院妇产科。取 5例足月妊娠剖宫产健康胎儿脐带

约 15 cm。（3）产妇无家族遗传性疾病及传染性疾

病。本研究经本院伦理委员会批准并由产妇及家

属签署知情同意。（4）主要试剂及仪器：细胞培养

基：DMEM / F12，M200（Gibco）；胎牛血清（FBS）
（Gibco）；青霉素及链霉素（华北制药股份有限公

司）；二甲基亚砜（DMSO）（Sigma）；matrigel（BD）；胶
原酶 P（Roche）、胰蛋白酶（Amresco）；实时荧光定

量逆转录聚合酶链反应（qRT‑PCR）试剂及材料：2×
SYBR PCR mixture（Takara）、引物（Sangon）。

2.方法：（1）AD‑MSC分离培养：吸脂术采集的

脂肪组织使用含青霉素、链霉素的磷酸盐缓冲液

（PBS）洗涤 2次去除血细胞及麻药，800 r/min离心

3 min，取上层脂肪组织加入 0.2%胶原酶 P（脂肪：

胶原酶 P体积比 2∶1）消化，37℃恒温震荡器消化

20 min后加入适量D‑Hanks′液，将消化后的脂肪组

织通过 100 μm无菌滤网过滤去除未消化的组织，

1 500 r/min离心 5 min，弃上清，用 12 ml含适量青

链霉素的MSC工作液重悬2×106细胞接种于T75培
养瓶内，于37 ℃、5% CO2细胞培养箱培养。（2）脐静

脉内皮细胞分离培养：无菌条件下取长度约 15 cm
新生儿脐带，注射器轻轻插入静脉腔内，PBS反复

清洗静脉腔至流出的液体无色透明。注射器将

0.1%的胶原 P注入静脉腔内，两端止血钳夹紧，

37 ℃消化 12 min。取下止血钳并用含有 10% FBS

的培养基冲洗并收集培养基，300 r/min离心 5 min
后弃上清，细胞加入M200培养基重悬，将细胞接种

于 10 cm培养皿中，于 37 ℃、5% CO2细胞培养箱培

养24 h后换液，之后每隔3~4 d换液，直至细胞生长

至80%融合状态。（3）培养上清的收集和共培养：第

3代WJ‑MSC和AD‑MSC培养至 80%汇合时，弃原

培养基，加入新培养基培养 48 h，收集培养基并用

0.4 μm滤膜过滤去除其中细胞碎片，获得WJ‑MSC
培养上清和 AD‑MSC 培养上清，将 WJ‑MSC 与

AD‑MSC培养上清分别与内皮细胞共培养，建立对

照组、WJ‑MSC组和AD‑MSC组。对照组加入内皮

细胞培养基。WJ‑MSC组和AD‑MSC组按照 1∶1比
例将培养上清与内皮细胞培养液混合后，与内皮细

胞共培养48 h进行检测。（4）MSC免疫表型的鉴定：

第 3代MSC生长至 70%~80%融合时，加入 0.25%
的胰酶（含 0.01% EDTA）消化收集细胞，按照 2×
105/ml的浓度分装于 1.5 ml微量离心管内（1 ml/
管），1 200 r/min离心5 min弃上清，重悬细胞，每管

加入 50 μl 1∶50稀释小鼠抗人第一抗体（CD29、
CD31、CD34、CD44、CD105，HLA‑DR），混合均匀，

4℃孵育 30 min，加入 1ml PBS洗涤 2次，待测管及

对照管加入 50μl 1∶50 FITC‑山羊抗小鼠 IgG第二

抗体标记，4℃孵育 30 min后，PBS洗涤 2次，BD
Accuri C6流式细胞仪上机检测。（5）内皮细胞免疫

荧光检测：当内皮细胞生长至80%融合状态时，用

PBS洗涤细胞2次。预冷的4%多聚甲醛固定10 min，
PBS洗涤2次，每次5 min。10%正常羊血清室温封

闭 30 min，加入CD31抗体（稀释度 1∶100），对照组

以PBS代替CD31抗体，置于室温孵育 2 h。PBS洗
涤 2次。加入 FITC 标记的羊抗兔 IgG二抗（稀释

度 1∶100），37℃避光孵育30 min。PBS洗涤2次，每

次 10 min。荧光倒置显微镜下观察并拍照。（6）观

察各组内皮细胞管网状结构及计数：随机在倒置显

微镜下（100倍）取上、下、左、右及中心 5个视野摄

像记录并使用 Image J软件计数管状结构的总长

度，取每个视野的均值。重复实验3次。（7）Matrigel
体外成管实验：将matrigel胶按每孔 200 μl加至预

冷 24孔板，避免产生气泡，37 ℃将 24孔板孵育

15 min，每孔接种约 1×105个内皮细胞，37℃、5%
CO2细胞培养箱培养 8~10 h，倒置显微镜观察并

拍照。

3.统计学分析：计量资料以 x̄ ± s表示，多个样本

均数的比较采用方差分析，数据分析采用SPSS19.0
统计软件，以P<0.05为差异有统计学意义。
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结 果

1.人脐静脉内皮细胞（HUVEC）分离培养：光

镜下可见HUVEC呈鹅卵石样均匀生长（图 1A）。

收集第二代HUVEC，将Dil标记的 ac‑LDL与内皮

细胞共培养，荧光显微镜下HUVEC胞质可见红色

荧光，内皮细胞具有良好的吞噬功能（图1B），免疫

荧光及流式检测结果显示HUVEC表达内皮细胞特

异标志 CD31（图1C，D）。

2.WJ‑MSC与AD‑MSC表型鉴定：光镜下观察

可见MSC形态均一，呈梭形，与成纤维样细胞形态

相似。收集第三代体外培养的MSC，流式检测细胞

表面抗原，结果显示WJ‑MSC与AD‑MSC表型相似，

均高表达 CD29、CD44和 CD105，不表达造血系统

及 内 皮 标 志 CD34、CD31 及 MHC‑Ⅱ 类 分 子

HLA‑DR（图2）。

3.WJ‑MSC与AD‑MSC对内皮细胞血管新生相

关基因表达的影响：WJ‑MSC培养上清、AD‑MSC培

养上清分别与内皮细胞共培养 48 h。qRT‑PCR结

果显示，与对照组相比WJ‑MSC组和AD‑MSC组内

皮细胞促血管新生基因 Ang1、Flk1表达水平显著

升高（P<0.01），图3A，B；而抑制血管新生相关基因

Vash1、Spry1的表达水平显著降低，P<0.01，图3 C，
D；但WJ‑MSC组与AD‑MSC组差异无统计学意义。

4.WJ‑MSC与AD‑MSC对内皮细胞体外管网状

结构形成的影响：为了研究WJ‑MSC与AD‑MSC培

养上清对内皮细胞血管新生的作用，分别将

WJ‑MSC培养上清、AD‑MSC培养上清与内皮细胞

共培养 48 h，matrigel成管实验显示，WJ‑MSC组和

AD‑MSC组内皮细胞体外形成管网状结构的长度

分别为（94.3±13.2）mm和（86.1±7.2）mm，而对照组

为（43.2±9.2）mm。表明WJ‑MSC与AD‑MSC培养上

清作用于内皮细胞后，其管网状结构形成能力均明

显 增 加（P<0.01），图 4A，B；而 WJ‑MSC 组 与

AD‑MSC组之间差异无统计学意义。

图 4 WJ‑MSC与AD‑MSC培养上清调节内皮细胞血管新

生。细胞形态 ×40

图 1 脐静脉内皮细胞（HUVEC）分离鉴定。A.HUVEC呈鹅

卵石样贴壁生长（× 100）；B.吞噬实验检测 HUVEC吞噬

Dil‑ac‑LDL功能，红色为Dil‑ac‑LDL标记（×100）；C.免疫荧光

检测HUVEC表达CD31，绿色荧光为FITC‑CD31标记HUVEC
膜，蓝色荧光为 Hoechest标记细胞核（×400）；D.流式检测

HUVEC表达CD31

图3 WJ‑MSC与AD‑MSC培养上清调节血管新生相关基因

表达。A，B.促血管新生相关基因（Ang1及FLK1）的表达水

平；C，D.抑制血管新生相关基因（Vash1、Spry1）的表达水

平。Con为对照组；WJ‑MSC组为WJ‑MSC培养上清与内皮

细胞共培养组；AD‑MSC组为AD‑MSC培养上清与内皮细胞

共培养组

图2 流式检测WJ‑MSC与AD‑MSC表型
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讨 论

血管新生是内皮细胞以出芽方式在原有血管

的基础上通过增殖、迁移及重塑等过程形成新生血

管［14］，血管新生与炎症、组织损伤修复、组织缺血及

肿瘤生长等多种生理和病理过程的发生密切相

关［15］。血管新生是复杂而有序的过程，主要包括内

皮细胞活化、增殖、内皮细胞迁移侵袭、内皮细胞出

芽、基底膜形成和新生血管成熟等多个步骤。在这

一过程中，多种细胞因子、信号通路以及基质细胞

构成的微环境通过调控众多的正性与负性血管新

生调节因子的平衡，使血管新生维持在生理范围。

针对肿瘤生长、糖尿病视网膜病变等疾病，抑制血

管新生可减缓疾病的发展。然而，当某些原因导致

器官或组织出现缺血，以及组织损伤修复过程中，

通过外源手段促进血管新生，改善局部血供情况，

可有效改善组织缺血、促进组织修复。

我们前期研究发现，女性压力性尿失禁发病过

程中，阴道壁成纤维细胞可能通过旁分泌的作用抑

制内皮细胞血管新生［13］，影响阴道壁组织养分和氧

气的运输，进而不利于组织损伤修复。同时，本团

队研究发现WJ‑MSC脐带间充质干细胞具有促进

内皮细胞血管新生的作用［16］。但是WJ‑MSC属于

同种异体细胞，在临床应用过程中，存在伦理问题

且临床监管较严格，因此目前国内干细胞相关临床

应用研究多使用自体间充质干细胞，如自体

AD‑MSC或自体骨髓来源间充质干细胞，但与骨髓

来源间充质干细胞相比，脂肪间充质干细胞具有取

材容易、细胞量大等优势，因此本研究选用脂肪间

充质干细胞，结果发现AD‑MSC与WJ‑MSC都具有

促进血管新生的作用，且二者作用相当，说明未来

临床应用方面，自体AD‑MSC可以代替WJ‑MSC，在
组织损伤修复过程中，促进血管新生，改善组织缺

血，促进组织损伤修复。
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