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细胞联合培养在血管构建中的作用 *
叶 菁 王勤涛△

(第四军医大学口腔医学院牙周黏膜病科 陕西西安 710032)

摘要：组织工程三大要素为种子细胞、支架材料和信号分子，干细胞因其多分化潜能成为热门的种子细胞。血管化问题是制约工

程化组织应用于临床的问题之一。利用干细胞构建组织工程血管的手段之一是在分离培养得到足够的种子细胞后，通过生长因

子、细胞外基质、外力作用、其他细胞等的调控实现内皮向分化。只有实现了成功的血管构建，工程化组织才能正常的发挥作用。

近年来不少国内外专家学者通过细胞联合培养的方法，观察细胞间的相互作用对血管构建的影响，结果表明，细胞联合培养在血

管的形成、存活、稳定方面起到了重要的作用，为组织工程血管化提供了有效的途径，本文就部分细胞联合培养在血管构建中的

作用作一综述。

关键词：细胞联合培养；血管化；组织工程

中图分类号：R318.08；Q2-33；R78 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2014）17-3373-04

The Effect of Cells Co-culture for Vascularization*

Tissue engineering comprises seed cells, scaffold material and information factors. Stem cells with multiple-direction-

al differentiation potential have been widely studied. Using stem cells to construct tissue-engineering blood vessels is an important mean

which can realize endothelial differentiation through growth factors, extracellular matrix, mechanics environment, other cells et al after
isolating and culturing enough seed cells. The vascularization of tissue engineering is one of the key problem which restricts clinical

application. Only achieve successful vascularization, can engineered tissue works normally. In recent years, many scholars have been

using different techniques to improve the vascularization. The results showed that cells co-culturing plays a key role in the formation,

surviving and stability of blood vessels. What's more, it improves an effective means for tissue engineering vascularization. This paper

just reviews part of these publication.
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1987年美国科学基金会提出了“组织工程”的概念，其被

定义为利用工程学和生命科学的原理发展能恢复、保留或提高

组织功能的生物替代品[1]。对组织工程的研究几乎涉及了生命

科学的每个领域，但截至目前能真正应用到临床的组织工程产

品并不多且使用寿命不长久，而缺乏足够的血供是目前制约组

织工程发展的主要原因之一，因为稳定的血管构建是移植后人

工组织存活的前提之一。一般认为血管构建存在两种机制：一

是从中胚层前体细胞中新生形成的原始血管网状结构称为血

管生成，二是在原有血管基础上通过血管内皮细胞增殖、游走、

芽生、血管分裂而形成新的毛细血管网称为血管再生。近年来

有不少研究者应用细胞联合培养的技术，观察不同细胞之间的

相互作用对血管构建的影响，因此本文就细胞联合培养在血管

构建中的应用做一综述。

1 参与血管构建的细胞

血管构建过程中种子细胞的选取是关键步骤之一，目前已

研究的能用于血管构建的细胞有内皮细胞及可分化为该类细

胞或改善其性能的前体细胞、干细胞等。

1.1 内皮细胞

内皮细胞是血管构建中最重要的调节器[2]。它能分解和合

成细胞外基质的组成成分，如胶原、层粘连蛋白、凝血酶敏感蛋

白和纤维粘连蛋白等[3]。内皮细胞还能通过自分泌、旁分泌途径

来分泌细胞因子和生长因子，促进自身的增殖。活化的内皮细

胞能上调细胞黏附分子和蛋白水解酶类的表达，并且可以和细

胞外基质紧密结合。内皮细胞的上述特性都有利于血管构建的

形成。现代内皮细胞的研究起始于七十年代初，当时应用氚胸

腺嘧啶摄取的研究第一次记录了内皮细胞分裂和增殖的能力[4]。

1978年，Herring[5]等报道了将已植入内皮细胞的涤纶人工血管

植入狗的动脉系统，实验结果表明血管材料内皮化能明显改善
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植入后的血管通畅率，这是内皮细胞在组织工程中的首次应

用。经过长期探索，人们发现血管损伤后，内皮细胞具有抗血栓

形成和促进平滑肌细胞增生的作用，并且能有效提高血管通畅

率。随着血管内皮细胞快速培养技术的突破，内皮细胞得到了

更广泛的研究和应用，目前自体内皮细胞的主要来源有两个：

①自体非必须的血管；②腹膜或皮下脂肪组织。

1.1.1脐静脉内皮细胞 多数情况下，对于人血管内皮的研究都

是在体外培养的工具细胞的基础上进行的，而对于人自体血管

内皮细胞的各项研究大多数是利用人脐静脉内皮细胞（human

umbilical vein endothelial cells, HUVEC）。选择脐带作为内皮细

胞取材来源的原因归结为两点：①作为分娩过程的一件废弃

物，其来源丰富，容易获取；②脐带血管没有分支，便于操作，有

着理想的长度，能够保证收集足量细胞。Kadner[6]等对脐动脉、

脐静脉、整条脐带分离增殖培养的细胞进行了细胞增殖、生物

学特性，机械性能等方面的研究，并与大隐静脉分离培养的细

胞进行了比较，结果表明脐带细胞在各方面的性能更优良，是

理想的自体来源种子细胞。

1.1.2脂肪来源的内皮细胞 1983年，Kern[7]等从人的脂肪组织

中分离培养出微血管内皮细胞。脂肪组织中的血管基质成分具

有很强的血管生成能力，脂肪来源的内皮细胞生长增殖能力较

好，对血管切应力抵抗能力较强。其优越性具体体现在：①脂肪

细胞容易获得，对机体损伤小，可多次抽取；②细胞数量多，体

外增殖速度快，且具有较高的生存率，能在短时间内获得足量

的细胞，因此具有广阔的应用前景。

1.2 前体细胞 /祖细胞
在内皮细胞生物学上的一个里程碑是在 1997年，Asahara[8]

等人第一次从成人体内成功分离出内皮祖细胞（EPCs）。前体

细胞 /祖细胞是能进行分裂而产生两个分化细胞的未分化或

具有部分分化功能特征的细胞，与干细胞的区别在于其无自我

更新能力。内皮祖细胞是内皮细胞的前体，是一种多能干细胞，

与造血前体细胞有相似的特征，主要来源于骨髓，外周血，脐血

等。早期存在于骨髓的内皮祖细胞表达 3 种蛋白：CD133，
CD34和 VEGFR-2。当祖细胞进入外周血时，开始表达 CD31，
vWF , Flk-1和血管内皮钙黏蛋白。内皮祖细胞作为良好的种子

细胞来源，现已被广泛应用于组织工程的血管构建中。

1.3 干细胞

作为组织工程的种子细胞，干细胞因其增殖能力强并且具

有多向分化潜能成为研究的热点。利用干细胞构建组织工程血

管的重要手段是在分离、培养得到足够数量的种子细胞后，通

过干预和诱导，使其分化为所需的目的细胞。干细胞的分化受

多条件的影响，诸如生长因子、细胞外基质等等。因此通过这些

因素单独作用或联合作用，使干细胞向内皮细胞和平滑肌细胞

分化，对于血管构建有着重要的意义。目前已用于组织工程血

管构建的干细胞有造血干细胞、胚胎干细胞、间充质干细胞、外

周血干细胞等。

2 影响血管构建的因素

2.1 细胞因子
2.1.1 VEGF 血管内皮生长因子（Vascular Endothelial Growth

Factor，VEGF）是 Ferrara[9]等于 1989年在牛垂体星状细胞体外

培养液中分离出的一种糖蛋白。VEGF属于血小板衍生生长因

子（platelet derived growth factor, PDGF）家族，是由血管内皮细
胞邻近的细胞所产生，通过旁分泌 VEGF与血管内皮细胞内的

酪氨酸酶的受体结合后引起了受体自主磷酸化和血管内皮细

胞内的信号转导，促进体内新生血管生成，增加血管通透性[10]，

因此又被称为血管通透因子。除此之外还可促进蛋白水解酶的

合成，分解妨碍血管新生的多余基质成分[11]。在缺氧环境中VEGF

基因表达水平上调，成纤维细胞生长因子（Fibroblast Growth

Factor，FGF）、肿瘤坏死因子（Tumor Necrosis Factor，TNF）可以

从不同水平调节 VEGF的表达。在人脐静脉内皮细胞和牙周膜

成纤维细胞联合培养的实验中，在 VEGF和 bFGF存在的条件

下第七天就形成了毛细血管样的结构，而无VEGF和 bFGF加入

的共培养组第七天没有毛细血管样结构的形成[12]。缺少VEGF

的存在，单独的内皮细胞几乎不能形成血管样结构[13]。

2.1.2 Ang-1、Ang-2/Tie2 促血管生成素 -1、-2 及其受体
Tie2（Angiopoietin-1、Angiopoietin-2/tyrosine Kinase Receptor 2,
Ang-1、Ang-2/Tie2）是近年来发现的一种除血管内皮生长因子

（VEGF）之外的一条新的血管生成信号转导通路[14]。Ang-1在体

外不能直接促进内皮细胞生长，这可能与新生血管的启动机制

不同，但其在新生血管管腔形成过程中起作用，促进血管结构

稳定[15]。有研究认为 Ang-2可以竞争性地阻断 Ang-1的效应，

有促进内皮祖细胞移行的作用，可能是新生血管形成的始动环

节[16]，但其具体机制还有待进一步研究。VEGF和 Ang-1在胚胎

形成过程中有协同作用，VEGF促进内皮细胞增殖分化并形成

不成熟的血管，而 Ang-1则诱导血管稳定。
2.1.3其他调控因子 除上述两种因子外，还有基质细胞衍生因

子 -1(stromal cell derived factor 1,SDF-1)，是趋化因子 CXC 家

族中的成员，对成熟单核细胞、造血干细胞及祖细胞有潜在的

化学趋化作用，并通过其特异性受体 -CXCR4发挥作用[17]。有

文献报道 SDF-1通过趋化造血干细胞来促进 VEGF诱导血管
生成[18]。另外还有胰岛素样生长因子、神经营养生长因子、缺氧

诱导因子 -1等也是影响血管构建的因子。
2.2 支架材料

在血管构建中，支架材料是种子细胞粘附、生长、新陈代谢

的三维空间。支架材料按照来源大致可以分为天然材料、人工

材料和复合材料三大类。Bergland[19]等采用戊二醛交联 I型胶

原作为支架，使构建的人工血管机械强度大大增强。1998年，
Shinoka[20]等首先报道了以聚羟基乙酸制成管状支架，将羊血管

壁细胞种植于支架上，在体外培养后植入羊肺动脉，通过与自

体肺动脉的对比，被证明是一种具有自我生长、修复功能的活

血管。此外能用于细胞外基质替代物还有聚乳酸、聚羟丁酸等。

潘勇[21]等将聚羟基乙酸和胶原纤维混合构建血管支架材料，研

究证明有利于内皮细胞贴附生长。因此在组织工程血管化构建

中应用具有良好生物相容性及可塑性，来源广泛的支架材料显

的尤为重要。

3 不同细胞培养模式对血管形成的影响

3.1 血管内皮细胞的单独培养
在较早的研究中，Walter[22]等曾在体内和体外将主动脉内

皮细胞和支架混合观察对构建血管结构的影响。实验对照组采
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用的是平滑肌细胞、骨骼肌细胞与支架混合，结果表明含主动

脉内皮细胞的支架中新生毛细血管的数量，淋巴管样结构的数

量明显增多。可能的机制是内皮细胞直接参与新血管的生成，

也可能是内皮细胞提供了一些信号分子如生长因子，胞外基质

等促进主血管的生成。这一研究表明内皮细胞接种到支架上对

于血管构建是可行的。

以前大部分对于脂肪来源细胞的研究都是培养来源于年

轻健康人体脂肪组织的内皮祖细胞并观察其在血管组织工程

中的潜能，而 Harris[23]等对糖尿病、晚期肾病及外周血液疾病患

者皮下脂肪组织来源的内皮祖细胞进行培养，在实验中证实有

血液疾病的患者脂肪组织来源的内皮祖细胞仍然具有分化成

内皮样细胞的能力，并参与血管构建的过程，在 Matrigel基质

胶上能形成比较稳定的血管网络。同时脂肪来源的内皮祖细胞

容易获得，所以脂肪组织会成为组织工程种子细胞的重要来源

之一。

种子细胞不仅仅来自动脉和脂肪组织，来源于牙周膜的成

纤维细胞克隆增殖后形成的细胞具有间充质干细胞、内皮细

胞、平滑肌细胞的特性，利用球形聚集实验形成细胞团然后接

种到 I型胶原支架上，结果表明有血管样的结构形成，并且能

表达内皮细胞标记物。因此在牙周再生中牙周膜组织的成纤维

细胞系或能成为构建血管系统的前体细胞[24]。

3.2 细胞联合培养

虽然细胞单独培养在血管构建中取得了一定的进展，但形

成的血管结构稳定性不高，内皮细胞易凋亡，因此研究者也在

不断探索如何改善这一情况。那么通过细胞联合培养对血管构

建有怎样的影响呢？细胞联合培养是将不同类型的细胞混合培

养，通过细胞间存在的精细的相互调控关系，促进细胞的生长

和分化。大量研究表明，细胞联合培养可防止构建形成的血管

中的内皮细胞脱落和凋亡，使新生的血管网络更加稳定。因此

细胞联合培养技术被越来越多的应用到实验中，特别是多细胞

作用的组织工程的血管构建中。

3.2.1 内皮细胞和间充质干细胞联合培养 Cristina Correia等[25]

将人间充质干细胞和人脐静脉内皮细胞在不同条件下共培养，

结果表明两者共培养能产生新生的毛细血管网，研究还表明人

脐静脉内皮细胞形成的毛细血管样结构只有在人间充质干细

胞存在下才能稳定。郭英等[26]分离培养鼠骨髓间充质干细胞和

肾血管内皮细胞并体外构建鼠骨髓间充质干细胞和鼠肾血管

内皮细胞直接接触培养血管化人工骨，以间接接触三维培养体

系和两种细胞单独培养体系作为对照，建立鼠骨髓间充质干细

胞和肾血管内皮细胞的三维培养体系。因动物实验无法构建间

接培养组，故进一步实验只比较带有内皮细胞和不带有内皮细

胞组，将两种细胞直接接触组材料和骨髓间充质干细胞单独培

养组的材料分别植入鼠左右腿肌肉内，通过软 X射线摄影和
苏木精 -伊红染色检测分析不同植入方法的血管形成和成骨
能力。体内实验表明在血管化人工骨中的软 X射线骨密度，血
管数量和新形成的骨量均高于对照组。提示在两种细胞混合培

养时骨髓间充质干细胞的成骨能力可以被细胞因子和细胞膜

蛋白质调节，和传统的人工骨比较，血管化人工骨能加速骨髓

间充质干细胞分化、增加局部的血管微循环生存率、加速成骨

和增加抗感染能力。而间充质干细胞在其中所起的作用一方面

作为外膜细胞来稳定血管网络，另一方面作为成骨祖细胞来形

成矿化骨基质。

3.2.2 内皮细胞和成骨细胞联合培养 在人的正常生理活动

中，骨髓中的成骨细胞和毛细血管内皮细胞会彼此接触。张健

等[27]将兔的血管内皮细胞与成骨细胞复合后与支架材料外消

旋聚乳酸共同植入兔的背阔肌下，对照组只用成骨细胞，4周

后组织学观察成骨细胞组可见骨组织形成，材料周围有小血管

长入，而成骨细胞与血管内皮细胞复合组可见支架内部有大量

毛细血管形成，支架周围成骨细胞活跃，成骨能力较强，在体内

成骨能力及血管化程度均高于单纯成骨细胞组。因此内皮细胞

的存在有利于血管化的形成，促进组织工程骨的再生和稳定。

Wang [28] 等的实验证实，共培养时成骨细胞可持续表达

VEGFmRNA，并可通过产生 VEGF刺激内皮细胞增殖；而活化

的内皮细胞则产生成骨因子，增加骨细胞的增殖分化。表明成

骨细胞和内皮细胞联合培养可以促进成骨和成血管的协同效

应。而 Wenger[29]等在形成球形聚集团块的人脐静脉内皮细胞

中加入人成骨细胞共同培养，观察到两种细胞在类球体上形成

了特殊的空间结构，与单独培养人脐静脉内皮细胞相比，其成

血管能力有所抑制。这似乎与人成骨细胞能产生促血管生成因

子相矛盾，所以对骨血管化的调控机制、细胞之间、细胞与材料

之间等关系还需要更多的研究.

3.2.3 内皮细胞和成肌细胞联合培养 血管在联合了外周细胞

或平滑肌细胞后会变得稳定，而内皮细胞能诱导未分化的间充

质细胞向平滑肌细胞分化。Levenberg[30]等将内皮细胞和成肌细

胞联合培养，结果表明可以形成管腔样结构。通过 RT-PCR结
果可以看出，内皮细胞和成肌细胞联合培养，其 VEGF mRNA

的表达量增加。同时本实验还实现了内皮细胞、成肌细胞、胚胎

成纤维细胞的三维联合培养，胚胎成纤维细胞起到了稳定血管

的作用，与单纯的内皮细胞和成肌细胞联合培养相比，内皮细

胞的总面积和形成管腔的数量和大小都明显增加，并且 VEGF

mRNA的表达明显上调。由此可见，多种细胞联合培养为血管

化提供了更合适的途径。

3.2.4 内皮细胞和成纤维细胞联合培养 Wenger[31]等应用三维

球形共培养模式培养人脐静脉内皮细胞和人原代成纤维细胞，

并种植于固相载体材料，血管形成的水平相对于脐静脉内皮细

胞单独培养虽然有所降低，但是共培养的细胞类球体仍能形成

管腔样的毛细血管样结构。48h后用 ELISA法检测 DNA碎片

评估细胞凋亡情况，结果表明由于成纤维细胞的存在，内皮细

胞的凋亡水平明显降低。据此推测，成纤维细胞可能具有稳定

血管内皮细胞，抑制其凋亡的作用。

陈欣[32]等观察了同种血管内皮细胞和成纤维细胞移植对

人工真皮血管化的促进作用。在大鼠背部造成全层皮肤缺损创

面，将血管内皮细胞和成纤维细胞混入等量纤维蛋白胶后，按

1.0× 105/cm2的密度喷洒于移植床，结果表明同种血管内皮细

胞和成纤维细胞移植可促进创面愈合过程中的血管新生，加速

人工真皮移植后血管化过程，促进类真皮组织的成熟。另外，

Liu[13]等通过三维共培养人真皮成纤维细胞和人脐静脉内皮细

胞发现联合培养有力地增强了血管化的形成，研究指出虽然内

皮细胞在 VEGF存在的情况下也能形成血管化，但是形成的管

腔短且不稳定，而在有成纤维细胞存在的情况下能形成网络状
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的管腔样结构，并且成纤维细胞能有效的替代外源性 VEGF的

作用。

Nobuhiro Nagai[12]等采用细胞片层技术（cell sheet engineer-

ing）[33] 处理的人牙周膜成纤维细胞和人脐静脉内皮细胞共培

养，收获的细胞是含有细胞外基质的一层完整的片状结构，并

且含有离子通道、生长因子受体和连接蛋白等重要的细胞表面

蛋白。因此，应用细胞片层技术构建的组织结构更接近于正常

组织。采用 CD31抗体染色表明有较稳定的毛细血管样的结构

生成，细胞联合培养可能在延长细胞寿命，维持细胞功能方面

起到积极的作用。

4 展望

综上所述，细胞联合培养参与了机体多个器官组织的血管

构建过程，为血管形成提供了一种新模式、新思路，而多种信号

分子的参与对于血管构建的过程也是十分必要的，在未来的研

究中，随着实验的不断深入扩展及研究方法的改进更新，细胞

联合培养在组织工程血管构建的过程中有着广阔的应用前景，

对组织工程血管构建将起到一定的推动作用。

稳定的血管构建是移植后人工组织存活的前提之一，同样

牙周组织再生与良好的血管化息息相关，而细胞联合培养在管

腔的形成，血管的稳定方面可以起到重要的作用，在实验中如

运用这种细胞培养模式，为牙周组织工程的血管化提供更有效

实用的途径，促进牙周血管化骨的再生。
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