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内皮祖细胞的生物学特性与下肢缺血性疾病

卞剑 综述 胡何节 审校

内皮祖细胞(endothelial progenitor cells，

EPCs)是内皮细胞的前体细胞，具有持续的自我更

新功能以及多向分化潜能。研究发现，EPCs不仅

参与胚胎期的血管发生，也存在于成体骨髓、外周血

及脐血中，而且它在血管内皮的修复机制中以及在

动脉粥样硬化(artherosclerosis，AS)病变发生发展

中起着举足轻重的作用。周围血管病变是导致下肢

缺血的主要原因，而下肢动脉硬化性闭塞则随着人

口老龄化已经成为周围血管疾病的重要组成部分。

对于传统手术治疗和介入治疗不能处理的下肢远端

动脉广泛病变，EPCs由于其独特的生物学特性逐

渐成为治疗这一病变的新方向和新热点。近年来，

国内外已经有很多针对EPCs治疗缺血性疾病的报

道。本文着重综述EPCs治疗下肢缺血性病变的理

论基础和研究进展。

1 EPCs的生物学特性

1．1 EPCs的定义及其表面标志物 EPCs是一类

具有持续增殖和多向分化能力的内皮细胞(endo—

thelial cells，ECs)前体细胞，EPCs参与损伤血管的

再生和修复。1997年由Asahara等[1]首次证实人

类出生后的外周血中存在能分化为血管ECs的

EPCs，随后在人的骨髓中以及胎儿的肝脏和脐带血

中也陆续分离出了EPCs。Asahara等首次证明的

EPCs为CD34+细胞，由于造血干细胞(haemopoi-

eric stem cells，HSCs)及成熟ECs也表达CD34，因

此它对于EPCs没有特异性。追溯到代表更早期的

HSCs表面标志CDl33。实验结果表明，纯化的

CDl33+细胞在体外能分化为ECs。在分化过程中，

EPCs明显失去CDl33，并开始表达成熟ECs特有

的表面标志，如CD31、血管内皮生长因子受体一2

(vascular endothelial growth factor receptor-2，

VEGFR．2)和血管性假血友病因子。因此，CD34、

CDl33细胞可能是循环中最原始的祖细胞群，而

CD34、VEGFR-2可能代表血管壁脱落的成熟ECs。

目前一般认为，表达CD34、VEGFR-2及CDl33的

细胞为EPCs。

1．2 EPCs的分化特性 有很多因素可以诱导

EPCs向ECs分化，其中最重要的是血管内皮生长

因子(vascular endothelial growth factor，VEGF)。

除了向ECs分化以外，研究提示在不同的诱导环境

下EPCs可以横向分化。Miyata等[2]对骨髓源

EPCs研究发现，EPCs经血小板源性生长因子可诱

导分化形成平滑肌细胞。Koyanagi等[3]将新生大

鼠心室肌细胞和外周血EPCs混合培养，数天后发

现EPCs呈心肌细胞样形态并表达其表面标志。

Sales等[4]研究也发现，体外培养的EPCs经转化生

长因子一J31诱导后，可以由最初的内皮表型

(CD31+、aSMA。)转变为间充质细胞表型(CD31+、

aSMA+)并显示间充质细胞特性，提示EPCs可能

分化为间充质细胞。但是要证实以上说法必须寻找

EPCs新的特异性标志，排除这些EPCs中混杂有其

他的干(祖)细胞，只有排除其他干(祖)细胞的存在，

最终实现单个细胞培养的模式才能充分证实EPCs

的多向分化能力。

2 EPCs与血管形成

血管形成是一个极其复杂的过程，需要多重因

素下的协同作用。血管形成包括两种形式：一种称

为血管生成(angiogenesis)，由原先存在的血管内皮

以出芽、分裂、增殖等方式最终形成毛细血管丛。另

一种称为血管发生(vasculogenesis)，这主要存在于

胚胎时期，是在原来没有血管系统的情况下，由

EPCs在原位形成新生血管。EPCs促进新生血管

形成的机制是通过EPCs自身的增殖、分化而形成

新生血管，无需依赖原有的血管系统，它与血管生成
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有本质区别。EPCs不仅在胚胎时期参与血管发

生，在出生后的缺血下肢、缺血心肌、受伤角膜、损伤

皮肤以及肿瘤血管形成处，EPCs也帮助血管新生。

Asahara等[51发现，在动物模型中EPCs可定向结

合到体内活跃的血管再生部位，参与血管新生；无论

是骨髓还是外周血的EPCs均能增加毛细血管密度

及局部缺血部位的血管再生作用。在实验性颅脑疾

病的研究中，研究结果证实[6]，移植EPCs对缺血脑

组织内的新生血管形成也具有重要的作用。在老

年、糖尿病、高脂血症、严重AS等情况下往往存在

ECs的功能受损。因此，ECs介导的血管生成在临

床应用方面受到很大的限制，而EPCs介导的血管

发生则不受原有血管和ECs功能的影响。同时，

EPCs本身可以分泌VEGF等细胞因子，它们可以

通过自分泌或旁分泌效应促进血管的新生。这为治

疗下肢缺血性疾病提供了新的理论支持和指导

方向。

3 EPCs与AS

血管内皮的损伤和修复保持着动态平衡，维持

血管内皮结构以及功能的完整。若血管内皮老化或

遭受多重危险因素袭击而打破了平衡，则出现局部

修复不全以及炎症反应和细胞浸润，尤其是巨噬细

胞在内皮下聚集，吞噬大量脂质形成泡沫细胞，进而

粥样斑块形成。生理条件下，轻微受损的血管ECs

可以通过邻近ECs的增殖得到修复，而强烈内膜损

害要通过循环中EPCs归巢到损伤部位来修复。有

研究发现[7]，循环EPCs可以归巢到球囊拉伤后的

动脉剥脱部位。国内外的许多文献[8]都详细阐述了

AS的危险因素会影响人体内EPCs的水平，这些危

险因素有高血压、血管紧张素Ⅱ增多、高血糖、高胆

固醇等，它们均会使EPCs的数目及体外血管生成

能力下降。值得一提的是近期对尼古丁的研究[91发

现，低浓度尼古丁可升高EPCs水平，而高浓度尼古

丁则出现细胞毒性反应，降低EPCs水平；吸烟者

EPCs数量明显低于不吸烟者，戒烟4周后EPCs水

平能恢复至正常。而且，间接吸烟也会损害人体

EPCs的数量和功能D03。对于存在各种危险因素的

患者来说，EPCs的数量和功能均遭到不同程度的

破坏，阻碍了血管的修复，为AS病变的进展创造了

前提条件。由此可以看出，EPCs对AS性疾病的发

展起到非常重要的作用：一方面循环中EPCs可能

参与血管壁内膜的修复，可以阻止AS的形成和发

展；另一方面，AS患者的危险因素可能引起EPCs

数量和功能的下降，影响受损动脉内膜的修复。AS

斑块的不稳定可增加心血管疾病的风险，导致临床

事件发生，而斑块基底部微血管会促进斑块破裂，所

以抑制斑块内的血管新生对斑块生长和稳定都有

利。既然EPCs在血管新生中具有重要作用，那么

EPCs就可能通过促进斑块内部的血管新生，从而

促进斑块发展和破裂。在Hu等[1妇的研究中发现，

移植器官发生AS的血管处有来源于循环EPCs分

化的ECs，这说明EPCs在移植器官AS的发生中起

作用。所以对于已经发生AS患者的EPCs的研究

还需进一步深入。

4 EPCs与下肢缺血性疾病

下肢缺血性疾病是血管外科常见的致残性疾

病，通常的治疗方法有手术治疗和介入治疗。但对

于严重的下肢远端血运不良导致的肢体缺血，上述

方法往往无能为力。近年来，基于EPCs的细胞移

植已成为治疗性血管新生的新方向。细胞移植治疗

此类疾病有以下几种方法：(1)单纯补充EPCs，此

类方法费时费力，目前仅有少部分科研应用此方法。

(2)单个核细胞(mononuclear cells，MNCs)移植：

MNCs移植是由EPCs移植衍生出来的一种血管新

生疗法。相对于单纯补充EPCs，MNCs移植更加

方便、安全、而且同样有效。(3)经体外扩增、转染细

胞因子基因后的EPCs移植：缺血肢体注射转染

VEGF的EPCs比单纯输注EPCs能更有效地促进

血管发生，恢复肢体功能。经体外扩增、转染血管基

因后的EPCs移植可同时进行基因治疗和细胞补充

治疗。

4．1 骨髓来源EPCs的相关移植研究 目前，

MNCs移植是开展较早、较为广泛的一种方法，而

且MNCs移植也是现在惟一可以应用于临床治疗

的方法。MNCs的来源可以是骨髓血、外周血或者

脐血。成年个体的骨髓MNCs(bone marrow

mononuclear cells，BM—MNCs)中含有多种干细胞

成分，其中EPCs含量约占BM—MNCs总数的3％。

同时MNCs移植还可以提供多种促血管生长因子，

因此BM-MNCs移植兼具EPCs和细胞生长因子的

作用。Tateishi-Yuyama等[123首次报道了应用骨髓

干细胞移植治疗人的下肢缺血性疾病的临床研究。

后来，Miyamoto等[131和Hasebe等‘143也证实骨髓

MNCs自体移植在肢体缺血治疗中的安全性和有

效性。我国宣武医院的谷涌泉等应用相似的方法对

下肢严重缺血性疾病进行临床研究，结果也显示出
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积极的效果。随后，此项技术逐步开展起来，为部分

不能进行手术或者介入治疗的患者带来了福音。

BM—MNCs移植虽然简单易行，但细胞成分复杂，移

植这类细胞的作用机制尚需进一步研究。

4．2 外周血来源EPCs的相关移植研究 早在

2000年，就有研究显示用人外周血单个核细胞(pe-

ripheral blood monouclear cells，PBMCs)用于治疗

性血管新生。但是由于外周血所含EPCs数量有

限，它的应用受到限制。近年来，随着干细胞动员药

物及血液细胞分离机的广泛应用，使动员骨髓中的

干细胞进入外周血循环并进行分离纯化成为可能。

常用的动员药物有：粒细胞集落刺激因子(granulo—

cyte colony—stimulating factor，G-CSF)、粒细胞一巨

噬细胞集落刺激因子(granulocyte-macrophage col—

ony stimutaing factor，GM—CSF)。Huang等口钉对

28例下肢缺血的糖尿病患者应用G-CSF动员后进

行PBMCs的分离和移植，结果显示大部分患者的

溃疡、静息痛等症状得到明显缓解，而且多普勒超声

检查也显示患肢血流增加，踝肱指数改善，未发现明

显不良反应。PBMCs移植同骨髓BM—MNCs移植

相比，无多部位骨髓穿刺抽髓的痛苦和不便，患者易

于接受，尤其适合高龄、合并症多或不愿抽髓的患

者。目前，这种方法已经越来越多的被应用到临床。

但是用GCSF动员可出现白细胞增多或血液高凝

状态而有可能诱发心绞痛或急性动脉血栓形成，所

以可以在动员过程中使用肝素抗凝，减少此类不良

反应的发生。

4．3脐血来源的EPCs的相关移植研究 脐带血

(umbilical cord blood，UCB)因其来源丰富且制备

便利，可以成为可供临床移植用造血干(祖)细胞的

重要替代来源，正日益受到国内外学者的高度重视。

研究表明，UCB和骨髓中所含CD34+细胞的数量

无明显差别，且脐血CD341细胞的增殖分化能力高

于骨髓，尤其加入各种细胞因子后，混合集落形成单

位、红系造血祖细胞集落数都明显高于骨髓，也高于

成人外周血。杨晨等L163分离出脐血CDl33+细胞并

将其诱导成EPCs，再将脐血EPCs移植到裸鼠肢体

缺血模型，结果显示移植后能促进肢体缺血的恢复，

而缺血局部上调的VEGF表达可能是EPCs定向

整合到缺血局部的关健因素。目前，尚无报道UCB

中分离EPCs用于治疗人的缺血性疾病，主要因为

目前使用的UCB基本都是异体的，移植到别的患

者会导致免疫性移植物抗宿主反应。

4．4 EPCs与基因技术结合的相关研究 用来移

植的EPCs数量有限，如何利用有限的EPCs更好

地促进下肢血管新生，人们进行了祖细胞与细胞因

子基因联合应用的研究。VEGF是目前已发现的

促血管生成效应最强的生长因子。1waguro等口71

将编码VEGF的基因转导人EPCs，再用于动物模

型当中，结果发现转基因的EPCs展示出更强大的

增殖、黏附、分泌及整合能力，其血管新生效率比非

转染的EPCs高出30倍。其他学者[18]进行的研究

同样证实了上述观点。最近有学者将碱性成纤维生

长因子基因和血管生长素1基因转染到EPCs的研

究D9]，结果显示能进一步促进下肢血管新生，提高

组织的血流供应。此外，Jiang等[20]报道，人的

EPCs经过缺氧诱导因子1基因转染后，可以诱导

细胞内VEGF的tuRNA基因表达，进而促进EPCs

分泌VEGF；在体外实验中显示，经转染的EPCs可

以显著改善大鼠肢体缺血的血流情况。目前，还没

有报道人的EPCs经过基因修饰后回输人体进行治

疗的研究。虽然VEGF基因治疗在动物实验阶段

中迄今未发现任何危害，但是在理论上仍存在潜在

的副作用，例如，其促进血管形成的生物学功能有可

能加速潜在的恶性病灶的生长和加速糖尿病患者的

视力恶化等。

5问题与展望

干细胞移植方法给肢体缺血性疾病的治疗带来

了很大的希望，但由于这些技术开展的时间不长，基

础和临床研究仍存在很多问题，如EPCs的纯化和

检测；已参与临床试验患者的人数不多，尚缺乏细胞

移植的长期安全性的资料；移植细胞的数量与疗效

的关系，细胞移植的最佳途径；移植后功能改善的机

制等。EPCs移植的治疗性血管生成已向人们展示

出巨大的应用潜能，虽然有许多问题尚需解决，但该

手段较传统的治疗方法有着无可比拟的优越性。在

不久的将来，采用干(祖)细胞的基因修饰以及细胞

因子的联合运用等多种治疗手段，将会为治疗性血

管生成带来更加广阔的发展空间。
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