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内皮祖细胞(endothelial progenitor cells，EPCs)，又称血管

内皮干细胞或成血管细胞，是一种有高增殖潜能的前体细胞，

在一定的条件下可诱导分化成为成熟的血管内皮细胞。日本学

者 Asahara 等[1] 于 1997 年首次在人外周血中分离出 EPCs。研

究发现[2]，EPCs 在出生后生理及病理生理条件下对血管重建过

程起重要作用，同时也参与到胚胎期血管发生。骨髓中的 EPCs
在缺血或血管损伤时能被动员随后向外周循环迁移、归巢至缺

血或血管损伤部位，并分化为成熟的内皮细胞，促进新生血管

的形成，从而使血管损伤修复同时组织缺血得到缓解。本文就

EPCs 的的来源，EPCs 的分离、培养、鉴定，EPCs 的表面标志，

EPCs 的动员、分化和归巢等生物学特性及其进展展开综述。

1 EPCs 的来源

现普遍认为，EPCs 与造血干细胞共同起源于胚胎期胚外

中胚层血岛，两者都来源于成血管细胞(hemangioblast)。目前已

经从骨髓、脐血、脂肪组织、胚胎肝和外周血中分离培养出

EPCs。外周血采集方便, 自体移植无排斥反应; 脐血采集方便,
干细胞数量丰富; 脂肪组织体内含量丰富, 易于获取, 且可重复

采集。Finney 等[3]通过体内外实验表明脐血源性 EPCs 成血管

能力强于骨髓源性 EPCs。ZHOU 等[4]人的实验结果提示脂肪组

织来源 EPCs 较外周血 EPCs 具有更强的增殖、体外成血管能

力, 认为脂肪组织来源 EPCs 在自体干细胞移植治疗缺血性疾

病可能较循环 EPCs 更具优势。

2 EPCs 的分离、培养及鉴定

2.1 EPCs 的分离

EPCs 的分离一般根据其大小、密度、表面特异性抗原、对
不同物质的不同亲和能力等特征性差异用以区分并纯化。目前

EPCs 的分离方法有密度梯度离心法，单抗铺展贴壁分离法，免

疫磁珠法和流式细胞法等。每种方法各有其优缺点，如[5]免疫磁

珠法分离得到的细胞纯度比较高，但是细胞数目少，价格昂贵、
步骤也复杂，且因为失去了一些共生共长的关系而不利于其分

化培养；贴壁换液法得到细胞纯度和数量偏低，但方法简单、经
济、实用性强。目前多数研究采用密度梯度离心法获取单个核

细胞，然后再采用贴壁培养法获得。但没有一种方法能将

EPCs、造血干细胞及成熟内皮细胞完全分离。
2.2 EPCs 的培养

EPCs 的体外培养要求很高，一般必须采用特殊配制的培

养液才能在体外有较高的存活和分化能力。外周血中的 EPCs
采用一定的方法分离纯化后一般以 1～4×106 密度接种在已

经被如纤维连接蛋白(FN)包被好的培养板上，用加入了血管内

皮生长因子受体 -2 (vein endothelial growth factors receptor-2,
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VEGFR-2/KDR/Flk1)、人成纤维生长因子 2(FGF-2)和表皮生长

因子(EGF)等细胞因子的胎牛血清培养基进行培养。培养第 4
天用 PBS 洗去细胞产生的代谢物及一些非贴壁的死细胞，然

后加入新的培养基继续培养 7～10 天，用少量胰蛋白酶消化并

收集贴壁的梭形 EPCs。WANG 等[6]人采用 Ficoll 密度梯度离心

法结合贴壁筛选法体外分离培养 EPCs，结果表明在以 2.5×
106 /ml 的密度接种时适宜于各种细胞间发挥相互作用并促进

EPCs 增殖。国外有报道，添加特殊生长因子(如 VEGF、碱性纤

维细胞生长因子、bFGF、牛脑提取液和 EGF 等)的 EBM-2 培养

液培养分离并纯化后的 EPCs 后发现在特殊铺层 (如纤维连接

蛋白)上进行培养效果更好 [7]。
2.3 EPCs 的鉴定

(1) 形态学观察: 其形态以圆形、半月形和梭形为主，但是

大小不一，在半固体培养基中培养 2 周后能形成毛细血管样结

构，其在体外培养时一般以铺路石样的方式生长。(2)标志物(表
面特异性抗原)检测:一般采用免疫细胞化学、流式细胞仪或 RT
- PCR 等检测，特异性的因子有 Flk-1 /KDR、CD34、AC133、血
管性血友病因子 (vWF)、eNOS、血管内皮钙粘蛋白(VE-cad-
herin)等。(3)细胞功能测定: 可以用免疫荧光检测 EPCs，因在一

定条件下 EPCs 与 DiI-acLDL 孵育后能与 FITC-UEA-1 反应，

在倒置的荧光显微镜下观察可以发现 DiI-acLDL 呈红色荧光，

FITC-UEA-1 呈绿色荧光，若出现双阳性的荧光细胞则鉴定为

EPCs [8]。

3 EPCs 的表面标志

一般来说，早期的 EPCs 主要存在于骨髓中，特异性的表

达 CD34、VEGFR-2(KDR/Flk-1)和 CD133(AC133)三种祖细胞

分子标志物。但 CD34 是 EPCs、成熟血管内皮细胞以及造血干

细胞的共同分子标志[9]，且 EPCs 与 ECs 及早期造血干细胞具

有共同的前体，所以要准确定义 EPCs 的特征目前仍很困难。
CD34 分子是高度糖基化的 i 型跨膜糖蛋白，选择性地表达于

人类及其他哺乳动物造血干／祖细胞表面，并随细胞的成熟逐

渐减弱至消失。最近对不同类型 EPC 的 EPCs 集落形成能力和

分化成内皮细胞谱系的能力进行了研究 [10]。发现虽然 CD34+
细胞表现出最低的 EPCs 集落形成活性，但是与其他比较，脐

血 CD34+ 细胞在内皮细胞培养条件下表现更贴壁，且内皮细胞

标记 vWF，VE-cadherin 和 FLK-1 的 mRNA 表达水平最高。表

明 CD34 对具有较高的归巢和血管性能的小鼠 EPCs 可能是一

个更好和更合适的标记，这可能有利于对治疗 EPCs 生物学特

性的探索。血管系统形成最早的出现的标志是出现 VEGFR-2，

用 VEGFR-2 可以区分开 EPCs 与造血干细胞，但不能把 EPCs
和成熟血管内皮细胞区分开[11]。CD133 是造血干细胞标志，其

基因可以编码一段分子量 120 kD 的含有 5 个跨膜结构域的糖

基化多肽[12]，选择性的表达在 20 %～60 %CD34+ 的早期造血

干细胞，随着干细胞分化迅速下调，不表达在 CD34- 的细胞和

成熟的血管内皮细胞中，且在后期释放入外周血后 EPCs 仍表

达 CD34 及 VEGFR-2，因此可认为 CD133 是一种区别 EPCs
与成熟血管内皮细胞的标志。

早期 EPCs 释放入外周血循环后，多数较成熟的 EPCs 逐

渐丢失 CD133，但能够吸收乙酰化低密度脂蛋(acetylated low-
density lipop rotein, ac-LDL) 并结合荆豆凝集素 -1 (ulex euro-
peaus agglutinin,UEA-1)，表达多种内皮系分子标志。因此，

CD133 的丢失可能反映了循环 EPCs 向成熟内皮样细胞的转

化，但 EPCs 丢失 CD133 的确切时间点尚不清楚。研究发现，脐

血中 CD133+ 细胞群具有很强的增殖潜能和长期造血重建功

能，可分化成造血多谱系祖细胞的干细胞，并横向诱导分化

EPCs 及间充质干细胞等[13]。Timmermans 等[14]认为真正的 EPCs
并非来源于 CD133+ 细胞群，CD133+ 细胞群更能代表造血干

细胞。由此可见，不同发育阶段的 EPCs 表面标记不同，从不同

来源的发育而来的 EPCs 的表面标记也不一样，所以目前尚没

有统一的 EPCs 表面标记标准。

4 EPCs 的动员、分化和归巢

骨髓中 EPCs 只有经历激活、迁移至外周血中、再归巢于血

管发生部位、最终分化为内皮细胞的过程，才能参与缺血区域

新生血管的形成或损伤血管的修复。
4.1 动员

外周血中 EPCs 的数目增加，称为骨髓中的 EPCs 动员。一

般是通过特定信号的刺激、迁移至外周血这一过程来实现的。
此动员过程是一个可诱导的、复杂的级联事件，其中受到多种

酶细胞表面受体、及生长因子的调控。EPCs 动员的关键步骤是

细胞外基质的重建，此过程[15]可能是由基质金属蛋白酶 -9(ma-
trix metalloproteinase-9, MMP-9) 介导的，MMP-9 作为 EPCs 在

骨髓早期动员中的一种细胞因子，活化后能使骨髓间质细胞的

细胞膜结合配体(m-Kitl)脱落，使成为可溶性的配体。接着早期

的 cKit 阳性祖细胞也从骨髓基质中脱离，迁移至骨髓血管区。
损伤性的刺激因素、外源性的细胞因子或者药物治疗都可增强

EPCs 动员。Fox [16]等发现外科手术或烧伤引起的血管损伤亦能

导致骨髓来源的 CD133+/VEGFR-2+EPCs 快速动员，另外，

EPCs 的动员与血清中血管内皮生长因子 (vascular endothelial
growth factor , VEGF) A 的水平升高是相一致的。同样骨髓中

EPCs 在血管损伤、冠状动脉旁路移植术等病理性刺激下被动

员出来，同时渗入到新血管生成处，帮助血管的新生，这一过程

可能是通过组织缺血、血管损伤等释放的血管生成因子如

VEGF 等能介导 MMP-9 的表达，从而促进 EPCs 从骨髓迁移到

循环血中。Kang 等[17] 发现, 非糖尿病小鼠发生组织缺血后,其
循环中早期 EPCs 快速动员, 同时伴有缺血组织缺氧诱导因子(
hypoxia-induced factor, HIF)-1α 及其下游信号分子白介素 1β
及 V EGF 的表达与释放增加, 并且组织及血浆 VEGF 水平与

外周血早期 EPCs 数量呈正相关。DONG 等[18]的进一步研究发

现糖尿病小鼠缺血诱导的骨髓微环境中间充质衍生因子( stro-
mal derived growth factor, SDF)-1α 及 VEGF 释放水平较非糖

尿病组明显减少, 并且骨髓组织 EPCs 动员相关的信号分子如

VEGF 及其受体 2 表达上调受抑、蛋白激酶 B( protein kinase B,
Akt ) 与 eNOS 活化障碍、基质金属蛋白酶组织抑制因子 1( tis-
sue inhibitor of matrix metalloproteinase, TIMP-1)表达增加并伴

随 MMP-9 酶活性受损。证实骨髓反应性 SDF-1/VEGF/ Akt/
eNOS/ MMP-9 信号通路活化受损可能是导致糖尿病动物缺血

损伤后骨髓 EPCs 动员障碍的重要机制。
目前认为 VEGF 是 EPCs 最有效的外源性动员剂，无论在

胚胎发育过程还是出生后血管新生均发挥着重要的调控作用。
VEGF 可浓度依赖性地增加 EPCs 数量并明显促进 EPCs 的黏

附、迁移和增殖。VEGF 可能是通过上调 EPCs eNOS mRNA 的

表达,促进 EPCs 分泌一氧化氮，进而影响 EPCs 的部分生物学

功能[19]。近年来的研究发现 血小板源性生长因子(PDGF)可通
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过作用于 VEGFR1 来动员 EPCs，促进缺血肢体血管的新生[20]。
Manfredini 等[21]采用 6 分钟行走测试评定 16 名血液透析患者

运动后外周血 EPCs 含量，发现成绩大于 300m 的患者外周血

EPCs 含量明显高于成绩小于 300m 的患者，说明 EPCs 的动员

与运动能力相关。其机制可能其机制可能是运动能促进与

EPCs 动员有关的因子的分泌如 NO、EPO 等，运动量大，消耗

氧的强度增大，造成组织低氧也可能是运动促进 EPCs 动员的

一个重要因素。同时还发现 3- 羟基 -3- 甲基戊二酰 COA 还原

酶抑制物能通过磷脂酰肌醇 3 激酶 / 蛋白激酶 B(PI3K/AKT)
信号转导途径对骨髓 EPCs 有动员作用，增强其释放入外周血

的数目[22]。
4.2 分化

究竟体内的 EPCs 何时分化为完全分化成熟的内皮细胞

目前尚不清楚。一种可能是在 CD133 表达消失、内皮特异性的

表面标志出现的时候；也可能始于 EPCs 由骨髓迁移至循环系

统，结束于归巢之后。Blann[23]发现 EPCs 分化成为内皮细胞时，

VEGF 和两种酪氨酸激酶受体 VEGFR-1,2 相结合，通过 Akt 磷

酸化，以激活 Akt 来调节内皮细胞活性，同时促进 eNOS 生成。
近期研究发现[24]，转录因子 KLF4 对其下游基因有激活和抑制

双重作用。在 EPCs 分化为内皮细胞的过程中，KLF4 的表达逐

渐增强，并与成熟内皮功能相关。
EPCs 除分化为成熟内皮细胞以外，还能分化为心肌细胞，

平滑肌细胞和骨骼肌细胞。 Miyata 等 [25]证实了骨髓源 EPCs
的细胞株 TR-BME2 用 PDGF - BB 诱导后分化成具有平滑肌

表型的细胞。EPCs 还可以促进神经干细胞 (neural stem cells,
NSCs)的增殖及其向神经元方向的分化，这种作用可能是通过

对 NSCs 的 Notch 信号通路相关基因的调节有关，还可能 EPCs
的内皮生长因子密切相关[26]。研究发现[27]PPAR7 受体激动剂能

通过上调 eNOS 的表达促使血管生成祖细胞(angiogenesis pro-
genitorcell,APC)向成熟的内皮细胞分化，从而抑制其向平滑肌

细胞分化的过程。
对高糖环境下的 EPCs 进行研究，发现一些中药制剂，如

黄芪注射液、血塞通粉针剂( 三对 EPCs 向 ECs 分化方面具有

显著的促进作用 [28]，可改善高糖对 EPCs 向 ECs 分化的功能，

对治疗糖尿病，尤其是对缓解高糖所致的糖尿病慢性并发症具

有积极意义。然而其具体机制还需进一步探讨研究。
4.3 归巢

外周血 EPCs 迁移、黏附及结合到内皮损伤部位或组织缺

血的过程即为归巢。EPCs 的归巢受 SDF-1 和 VEGF 等多种细

胞因子的影响[19]。在对干细胞和 EPCs 移植治疗缺血性心肌病

的研究中尹扬光等[29]发现，EPCs 到缺血组织参与新生血管的

形成与 SDF-1 在缺血组织表达增加而介导 EPCs 归巢能力有

关，这可能是 SDF-1 对循环的 EPCs 有较强的化学诱导作用，

使体内内源性成血管化学诱导因子的作用得以有效发挥的原

因。研究 [30]显示丝氨酸 / 苏氨酸激( serine/thr-eonine kinase，

Akt) 基因在 EPCs 归巢的调节中，可通过增加内皮细胞 I-
CAM-1 的表达和内皮迁移而发挥关键作用。

Li 等[31]人的研究提示适宜脉冲电刺激有利于 EPCs 之间的

黏附, 这为电刺激促进血管新生的研究提供新的理论依据。另

外还观察到荧光比率在脉宽高达 9 ms 时显著下降, 且低于正

常水平 , 意味着脉宽过度延长具有减弱或破坏内皮细胞与

EPCs 黏附的能力, 甚至存在着诱导 EPC 凋亡的风险, 由于肿

瘤细胞生长和侵润同样依赖于 EPCs 归巢的实现[32]。如果能够

在合理安全的前提下借助脉冲电刺激以破坏血管内皮层与

EPCs 的联系, 这无疑为肿瘤的抗血管治疗提供新思路。最新研

究[33]发现 CD4+ CD25+ 调节性 T 细胞可提高 EPCs 增殖、迁移和

黏附能力, 且此作用具有浓度依赖性, 提示 CD4+ CD25+ 调节性

T 细胞可能通过影响 EPCs 的数量和质量促进血管损伤后的内

皮修复, 此作用可能是 CD4+ CD25+ 调节性 T 细胞抗 AS 作用

机制之一。
此外，一些中药如丹参素、葛根素、银杏叶提取物等能有效

调节 EPCs 的功能，影响其黏附、迁移、增殖和体外血管生成能

力[34]，促进外周血 EPCs 的扩增。其机制可能是抑制炎症因子释

放、抗氧化损伤、增加 EPCs 的 NOS 活性以促进 NO 分泌、抑制

内皮细胞凋亡、提高机体分泌 VEGF 而促进 EPCs 动员及分化

从而影响 EPCs 的数量及功能。研究还发现[35]，其他因素如运

动也能促进外周血 EPCs 的扩增。

5 结语

EPCs 作为一种具有高分化潜能的细胞，广泛存在于骨髓、
脐血及外周血中，可以定向迁移到损伤的血管内皮，起到修复

损伤内皮和促进血管新生的作用，因此 EPCs 的数量和功能可

以作为一种新的诊断心血管疾病及判断预后的生物标记，也将

为治疗心血管疾病的药物研发提供新的治疗靶点，具有极为广

阔的临床应用前景。但是在将其应用于临床之前，EPCs 的动

员、分化、归巢的具体调控机制仍然需要进一步的基础实验阐明。
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