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内毒素对人外周血单个核细胞向
血管内皮细胞分化的影响

傅庆荣，陈莉，卢建文，黄水庆，邓来明，肖正华
（广州医科大学附属广州市第一人民医院，广东 广州 510180）

摘要：目的 观察不同浓度脂多糖（LPS）对外周血单个核细胞（PBMCs）体外向血管内皮细胞分化的影响。

方法 取健康成人 PBMCs，以血管内皮生长因子（VEGF）和碱性成纤维细胞生长因子（bFGF）进行诱导，加入

不同浓度的 LPS干预处理，倒置相差显微镜下观察 PBMCs的形态改变，流式细胞术检测细胞表达 CD31和血

管假性血友病相关因子（vWF）。结果 体外培养的 PBMCs呈贴壁生长，诱导培养后，经历小圆形→梭形→扁

平细胞的演变过程。与对照组比较，0.01μg/ml LPS组最后形成的梭形细胞数增加，随着 LPS浓度进一步增加，

细胞数呈递减趋势。流式细胞术检测结果显示，与对照组比较，0.01μg/ml LPS组，CD31/vWF双阳性细胞数明

显增加，差异有统计学意义（ <0.05）；0.10μg/ml LPS组 CD31/vWF双阳性细胞数无明显改变（ >0.05）；随着

LPS浓度进一步增加，CD31/vWF双阳性细胞数呈减少趋势，差异有统计学意义（ <0.05）。结论 0.01μg/ml

LPS能最大限度地促进 PBMCs向内皮细胞分化，随着 LPS浓度增加，PBMCs分化呈抑制作用，这可能与 LPS

激活核转录因子 -κB（NF-κB）的数量及亚单位不同有关。
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Effect of endotoxin on activity of vascular endothelial cells
differentiated from peripheral blood mononuclear cells

Qing-rong Fu, Li Chen, Jian-wen Lu, Shui-qing Huang, Lai-ming Deng, Zheng-hua Xiao
(The First Guangzhou People's Hospital A ffiliated to Guangzhou Medical College,

Guangzhou, Guangdong 510180, China)

Abstract: Objective To investigate the effects of lipopolysaccharide (LPS) on the in vitro differentiation
of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) to vascular endothelial cells (VECs). Methods PBMCs from
healthy volunteers were induced by VEGF and bFGF, and exposed to different concentrations of LPS. The
inverted phase contrast microscope was used to observe the morphological changes of the cells. The
immunofluorescence staining of CD31 and vWF was examined with flow cytometer. Results The morphological
characteristics of the cells were observed at different passages under inverted phase contrast microscope.
Compared with the control group, the number of positive cells in 0.01 滋g/ml LPS -intervented group
significantly increased ( < 0.05), while that in the 0.10 滋g/ml LPS -intervented group had no significant
difference ( > 0.05). The number of positive cells in 1.00-10.00 滋g/ml LPS-intervented groups remarkably
reduced compared to that in the control group ( < 0.05). Conclusions LPS at a concentration of 0.01 滋g/ml
can enhance differentiation of PBMCs. However, with the concentration of LPS increasing, the differentiation of
PBMCs is inhibited, which may be related to activation of different number and subunits of NF-资B by
different concentrations of LPS.
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目前，对干细胞移植治疗缺血性疾病的研究已

日趋广泛。一定条件下的干细胞可分化为血管内皮细

胞和平滑肌细胞，同时能够分泌大量的促血管生成

因子。通过干细胞移植，可促进缺血肢体的新生血管

形成，最终达到治疗缺血的目的。外周血单个核细胞

（peripheral blood mononuclear cells，PBMCs）与骨髓、

脐血来源的成体干细胞比较，具有采集无痛苦、容易

获取、患者易接受等优点，成为细胞移植治疗的研

究热点。本研究通过脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）

干扰外周血单个核细胞向血管内皮细胞的分化，探

讨 LPS对该过程的影响及其可能的机制。

1 材料与方法

1.1 材料

无菌条件下取健康成人外周血 20 ml，Ficoll淋

巴细胞分离液（美国康宁公司），达尔伯克必需基本

培养 基 （dulbecco's minimum essential medium，

DMEM）/F12培养基（美国 Gibco公司），胎牛血清（美

国 Gibco公司），血管内皮生长因子（vascular en-

dothelial growth factor，VEGF）（美国 Pepro Tech 公

司），碱性成纤维细胞生长因子（basic fibroblast

growth factor，bFGF）（美国 Pepro Tech公司），藻红蛋

白（Phycoerythrin，PE）标记的 CD31（美国 BD公司），

异硫氰酸荧光素（fluorescein isothiocyanate，FITC）

标记的血管假性血友病相关因子（von Willeband

factor，vWF）（美国 Abcam公司），脂多糖（美国 Sigma

公司）。

1.2 方法

1.2.1 PBMCs的提取 无菌条件下取健康成人外

周血 20 ml，肝素抗凝后，磷酸盐缓冲溶液（phosphate

buffer saline，PBS）液双倍稀释，将稀释后的细胞加

入等体积 Ficoll淋巴细胞分离液表层，室温下水平

2 000 r/min离心 25 min，吸取中间浑浊的云雾状的

灰白色层，即为外周血单个核细胞层。DMEM/F12培

养液洗涤 2次，室温下分别 2 000和 1 500 r/min离

心 10 min，弃上清液，获取外周血单个核细胞。

1.2.2 PBMCs诱导分化 将离心后的细胞加入至

含有 10μg/L VEGF、10μg/L bFGF 以及体积分数

为 20%胎牛血清的 DMEM/F12培养基，吹打计数后

移至培养瓶中，置于 37℃、5%饱和湿度的二氧化碳

CO2培养箱中，第 3天更换细胞培养液，去除未贴壁

的细胞，倒置相差显微镜下观察细胞的生长。

1.2.3 PBMCs分组 诱导分化 72 h后，各实验组中

分别加入不同浓度（0.01、0.10、1.00和 10.00μg/ml）的

LPS，对照组不加 LPS，分别做好标记，继续培养。

1.2.4 诱导后的细胞鉴定 ①细胞形态学观察。在

倒置相差显微镜下对各组细胞进行形态学观察，并

对比诱导添加生长因子前后以及加入 LPS 干预后

细胞形态及生长的变化，观察是否有铺路石样改变。

②细胞表型检测。诱导分化 20 d后，取贴壁细胞，予

以 0.25%胰蛋白酶消化制成单细胞悬液，各管中加入

PE标记的 CD31抗体，4℃避光孵育 15 min；FITC标

记的 vWF抗体同样条件下孵育 30 min；CD31、vWF

双标记为先加入 PE标记的 CD31，避光孵育 15 min

后加入 FITC标记的 vWF避光孵育 30 min，流式细

胞术检测。所有实验重复 3次。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 13.0统计软件进行数据分析，计量资

料以均数±标准差（x±s）表示，用方差分析， <0.05

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 细胞形态学变化

倒置相差显微镜下，新分离的 PBMCs细胞呈小

圆形，培养 24 h后部分细胞开始贴壁，细胞胞体开

始变大，透亮度也增加。随着培养时间推移，细胞可

见伪足样突起伸出，细胞拉长呈梭形的内皮样细胞

并保持贴壁生长，开始出现细胞集落。诱导分化 20 d

后，贴壁细胞开始出现融合（见图 1A～D）。在培养

过程中，部分细胞一直保持小圆形，且不贴壁生长，

换液后弃除。

2.2 诱导分化后细胞表面标志鉴定 CD31、vWF阳

性细胞和 CD31/vWF双阳性细胞

流式细胞术检测结果（右上象限）显示，对照组、

0.01、0.10、1.00和 10.00μg/ml LPS组表达 CD31/vWF

双阳性细胞数所占百分比分别为 58.30%、69.10%、

55.33%、29.80%和 16.80%（见图 2）。不同浓度 LPS

对 BPMCs向内皮细胞分化的作用比较见附表。与

对照组比较，0.01μg/ml LPS 组CD31/vWF 双阳性

细胞数明显增加，差异有统计学意义（ =0.025），

A B
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图 3 流式细胞术检测 CD31/vWF双阳性细胞
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3 讨论

外周血单个核细胞是指外周血中细胞核为单个

的一群混合性，其内存在能分化为血管内皮细胞的前

体细胞———内皮祖细胞（endothelial progenitor cells，

EPCs）。PBMCs治疗缺血性疾病的机制主要包括 2

方面：①EPCs 能够参加缺血组织的血管形成；②

PBMCs能够产生多种细胞因子和生长因子诱导血

管的发生。本实验的外周血来自于健康成人，通过

密度梯度离心法分离提取 PBMCs，再添加细胞因子

VEGF 和 bFGF 在 DMEM/F12 培养基内诱导分化。

从未添加 LPS干预的对照组中，笔者观察到新分离

的 PBMCs呈小圆形，24 h后可见细胞呈贴壁生长，

继而细胞体积变大，可见伪足样突起，细胞呈现梭形

并形成细胞集落，最后细胞呈铺路石样生长，部分细

胞融合，与国内外文献报道的内皮细胞演化过程相

同。流式细胞术检测结果显示，诱导分化后细胞表达

CD31/vWF双阳性细胞数受 LPS的影响，差异有统计

学意义。CD31即血小板内皮细胞黏附分子 -1，主要

在血管内皮细胞中表达，同时在血小板、巨核细胞、

浆细胞、中性粒细胞中弱表达，存在于早期内皮细

胞的边缘，体现内皮细胞间接触并诱导胞内信号的

传递，是目前公认的特异性内皮细胞标志物 [1-2]。

vWF即为血管假性血友病相关因子，主要在内皮细

胞内合成并释放一种多聚体糖蛋白，可储存在内皮

细胞的Weibel-palade小体中，仅在内皮细胞和少量

血小板中表达，vWF是凝血因子Ⅷ的载体蛋白，与

凝血因子Ⅷ结合后，以复合体的形式存在于外周循环

血液中，在血小板黏附于内皮下组织的过程中发挥

重要的作用，被认为是鉴定内皮细胞的特异性标志

物[3]。本实验对诱导分化后的 PBMCs从细胞形态学

附表 不同浓度 LPS对 BPMCs向内皮细胞

分化的作用比较 （%，x±s）

组别 CD31/vWF双阳性细胞数 值

对照组 59.68±2.3

0.01μg/ml LPS组 68.77±1.4 0.025

0.10μg/ml LPS组 55.33±2.4 0.277

1.00μg/ml LPS组 28.17±1.2 0.011

10.0μg/ml LPS组 15.25±3.4 0.000

第 1期 傅庆荣，等：内毒素对人外周血单个核细胞向血管内皮细胞分化的影响

而 0.10μg/ml LPS 组 CD31/vWF 双阳性细胞数无

明显变化，差异无统计学意义（ =0.277），1.00 和

10.00μg/ml LPS 组 CD31/vWF 双阳性细胞数明显

减少，差异有统计学意义（ =0.011 和 0.000）（见

图3）。

A：外周血分离获取 PBMCs培养的第 1天，细胞呈小圆形（×

100）；B：培养第 5天，PBMCs以集落形式贴壁生长，可见伪足样突起

（×40）；C：0.01μg/ml LPS干预组诱导分化后第 20天（×250）；D：对

照组诱导分化第 20天（×250）

图 1 细胞形态变化

C D

A 对照组 B 0.01μg/ml LPS组 C 0.10μg/ml LPS组 D 1.00μg/ml LPS组 E 10.00μg/ml LPS组

图 2 流式细胞术检测 CD31/vWF双阳性细胞
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和细胞表面特异性标志两方面进行鉴定，证实最后

所分化的细胞为内皮细胞。

研究显示，大部分缺血性疾病如糖尿病患者体

内的 EPCs数量较正常人明显减少[4-5]，其黏附能力、

细胞形成集落以及增殖能力降低[6]。临床发现，患者

的血糖和胰岛素水平、氧化应激、感染等微环境因素

会干扰细胞的生长，使 PBMCs移植治疗糖尿病足的

临床疗效受影响。虽然鲜有文献报道感染与干细胞

移植的相关性，但笔者从临床部分病例发现，糖尿

病足合并感染尤其是革兰阴性菌感染时，干细胞移

植的临床疗效无法令人满意。目前，关于内毒素对

PBMCs分化、增殖及凋亡等生物特性的影响及其机

制还不十分清楚。

内毒素是革兰阴性菌细胞壁外膜的重要组成成

分，化学成分为脂多糖，包括脂质 A、核心多糖和 O

抗原 3个组成部分。在细菌生长繁殖的各个阶段及

菌体自溶或被裂解时，LPS会从细菌外膜上脱落下

来并释放到周围介质中，导致机体代谢、激素水平和

神经内分泌的改变，最终可引起发热、微循环障碍、

内毒素休克及播散性血管内凝血等一系列病理反

应[7]。研究显示，LPS主要通过细胞表面 Toll样受体

4（toll-like receptors 4，TLR4）结合，激活 TLR4介导

的信号传导通路，再通过 MyD88依赖性通路最终激

活核转录因子 -κB （nuclear transcription fac-

tor-κB，NF-κB），最后通过 NF-κB表现出不同的

生物学活性。有研究报道，LPS可通过 TLR4激活癌细

胞内 Wnt信号通路，促进细胞增殖及肿瘤的发生[8]。

但也有研究发现，LPS可通过分泌具有细胞毒作用

的肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，TNF）、白介

素 -1（Interleukin-1，IL-1）等抑制肿瘤细胞的生长，

并诱导一氧化氮 NO产生，后者能促进肿瘤细胞发生

凋亡。还有研究报道，适量 LPS可与间充质干细胞

（mesenchymal stem cells，MSCs）表面 TLR4结合，进

而促进 MSCs增殖并提高 MSCs移植效率以及抑制

氧化应激引起的 MSCs凋亡[9-10]。

NF-κB属于 Rel家族的转录因子，激活的 NF-

κB可参与许多基因的转录与调控，在感染、炎症反

应、细胞免疫、氧化应激、细胞增殖及凋亡的病理生

理过程中发挥重要的作用。具体机制为 NF-κB活

化后，通过调控多种细胞因子的转录，产生和释放

TNF-α、IL-1、IL-6等炎症因子，该炎症因子除可直

接作用于细胞，引起细胞凋亡与坏死外，还能激活其

他细胞因子，从而激活整个细胞因子网络结构，引发

全身炎症反应综合征；活化后的 NF-κB也能参与

多种凋亡相关基因的转录调控，具有抑制细胞凋亡

和促进细胞凋亡的双重作用 [11]；此外研究还发现，

NF-κB能够引起 VEGF、类胰岛素一号增长因子、

bFGF、TNF-α、IL-1α、IL-6、IL-8 等血管形成因子

的表达增加[12-14]，进而参与细胞的增殖与分化过程。

本研究中，在低浓度 LPS（0.01μg/ml）作用下可有效

地促进 BPMCs分化为 VECs，随着 LPS浓度进一步

增加，对 PBMCs的分化呈现抑制作用。笔者推断，该

双相效应的原因可能为不同浓度 LPS（0.01μg/ml）

微环境下激活 NF-κB的亚单位和数量不同，但其

具体机制有待进一步研究。

综上所述，高浓度 LPS是影响 PBMCs分化的因

素之一，与临床革兰阴性菌感染的糖尿病足患者干

细胞移植疗效欠佳结果一致。本研究发现，LPS对

PBMCs向内皮细胞分化的作用呈一定的剂量依赖

性，低浓度时可表现出促进作用。因此，控制微环境

中 LPS浓度可提高 PBMCs的移植效率，为 PBMCs移

植时机的掌握提供实验依据。另外，本研究提示，通

过体外低浓度 LPS预处理干细胞，可作为提高干细

胞移植效率的一种新手段。
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