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摘要 ： 目的　研究间充质干细胞（MSCs）与淋巴管内皮祖细胞（LEPCs）联合移植对小鼠后肢淋巴水肿的影

响，为淋巴水肿疾病的细胞疗法提供新思路。方法　从C57BL/6小鼠骨髓中分离并培养MSCs，培养至3～4代，使

用流式细胞术鉴定表型，使用成脂、成骨及成软骨分化实验鉴定多系分化潜能；从小鼠骨髓中分离单个核细胞后扩增

培养，通过磁珠分选筛选出CD34+VEGFR-3+细胞，使用免疫荧光染色鉴定细胞表面标志物、内皮潜能，成管实验鉴

定淋巴管分化能力；通过手术方式复制后肢淋巴水肿模型，将MSCs与LEPCs注射于淋巴水肿部位，测量足垫厚度，

观察水肿变化，通过免疫组织化学染色观察淋巴管面积及数量变化，通过Western blotting检测淋巴管内皮透明质酸

受体-1（LYVE-1）蛋白表达。对照组、MSCs组、LEPCs组和MSCs+LEPCs组各组间进行比较。结果　①分离并培

养的MSCs呈长梭形，流式细胞术结果显示CD29、CD44和Sca1阳性表达，表达率分别为99.80%、99.70%和96.48%；

CD45和CD11b阴性表达，表达率分别为0.04%和0.03%，符合间充质干细胞形态学特征及表型特征。成脂诱导分化

可见脂滴形成，成骨诱导分化可见钙盐沉淀形成的“骨结节”，成软骨诱导分化可见软骨球形成，以上诱导分化实验验

证了其具有三系分化能力。②分离并培养的LEPCs呈“铺路石”样，通过免疫荧光染色鉴定LEPCs细胞特异性表面

抗原表达，VEGFR-3、CD34和CD133表达阳性，符合LEPCs细胞形态学特征及特异性标志物特征。Dil-Ac-LDL

和FITC-UEA-1双荧光染色可见细胞质摄取Dil-Ac-LDL后呈现红色荧光，细胞膜结合FITC-UEA-1后显示绿

色荧光，证明其具有内皮潜能。LYVE-1荧光染色阳性证明其具有向淋巴内皮细胞分化能力。成管实验可见小管形

成，证明其具有分化为淋巴管的能力。③通过手术方式成功复制稳定的小鼠后肢淋巴水肿模型，术后第1天开始出

现水肿，水肿至少持续4周，至第7天左右达到最大程度，足垫厚度为（3.984±0.171）mm。单纯手术组与非手术组第

1、4、7、10、13、16、19、22、25、28、31天足垫厚度比较，结果：a.不同时间点足垫厚度比较，差异有统计学意义（P <0.05）；

b.单纯手术组与非手术组间足垫厚度比较，差异有统计学意义（P <0.05）；c.两组足垫厚度变化趋势比较，差异有统计

学意义（P <0.05）。术后第7和31天，单纯手术组足垫厚度均大于非手术组（P <0.05）。④对照组、MSCs组、LEPCs组

和MSCs+LEPCs组第1、4、7、10、13、16、19天足垫厚度比较，结果：a.不同时间点足垫厚度比较，差异有统计学意义

（P <0.05）；b.4组足垫厚度比较，差异无统计学意义（P >0.05）；c.4组足垫厚度变化趋势比较，差异有统计学意义（P <

0.05）。第19天，MSCs组、LEPCs组、MSCs+LEPCs组足垫厚度均小于对照组（P <0.05），且MSCs+LEPCs组足垫厚

度小于LEPCs组和MSCs组（P <0.05）。MSCs+LEPCs组的淋巴管面积小于MSCs组、LEPCs组、对照组（P < 0.05），

LYVE-1蛋白相对表达量高于MSCs组、LEPCs组、对照组（P < 0.05）。结论　MSCs、LEPCs移植可以改善淋巴水

肿，且两者联合移植改善淋巴水肿效果优于单一移植。
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Abstract:  Objective To investigate the effect of combined transplantation of mesenchymal stem cells 

(MSCs) and lymphatic endothelial progenitor cells (LEPCs) on hindlimb lymphoedema in mice, and to provide new 

insights into cellular therapies for lymphedema.  Methods MSCs were isolated from the bone marrow of C57BL/6 

mice and cultured for 3 to 4 passages. Phenotypes of MSCs were identified by flow cytometry, and their multilineage 

differentiation potential was assessed through adipogenic, osteogenic and chondrogenic differentiation assays. Single 

nucleated cells isolated from mouse bone marrow were expanded and cultured, and CD34+ VEGFR-3+ endothelial 

progenitor cells were screened by magnetic bead sorting. Cell surface markers and endothelial potential were 

identified by immunofluorescence staining. Lymphatic vessel differentiation capacity was identified by tube 

formation assay. The hindlimb lymphedema model was established by surgery. MSCs and LEPCs were injected into 

the site of lymphoedema, and changes in edema were observed by measuring the thickness of the footpad. 

Immunohistochemistry was used to observe the alterations in the area and number of lymphatic vessels. Western blot 

was used to observe the changes in the level of LYVE-1 protein. Comparisons were made among the control group, 

MSCs group, LEPCs group, and MSCs+LEPCs group.  Results (1) The isolated and cultured MSCs exhibited a 
long, spindle-shaped morphology. Flow cytometry analysis revealed positive expression of CD29, CD44 and Sca1 with 
their expression rates being 99.80%, 99.70% and 96.48%, alongside negative expression of CD45 and CD11b with 
their expression rates being 0.04% and 0.03%, consistent with the morphological and phenotypic characteristics of 
MSCs. Adipogenic differentiation was evidenced by the formation of lipid droplets. Osteogenic differentiation could be 
indicated by the "bone nodules" formed by the precipitation of calcium salts. Chondrogenic differentiation could be 
supported by the formation of cartilage pellets. These induction experiments confirmed the tri-lineage differentiation 
potential of the cells. (2) The isolated and cultured LEPCs were shaped like "paving stones". Immunofluorescence 
staining confirmed the expression of surface markers specific to LEPCs, including VEGFR-3, CD34, and CD133. 
These findings were consistent with the morphological and phenotypic characteristics of LEPCs. Dual fluorescence 
staining of Dil-Ac-LDL and FITC-UEA-1 showed red fluorescence in the cytoplasm due to the uptake of Dil-Ac-
LDL and green fluorescence on the cell membrane from FITC-UEA-1 binding, indicating the endothelial potential of 
the cells. Positive LYVE-1 fluorescence staining confirmed their capacity to differentiate into lymphatic endothelial 
cells. Furthermore, the tube formation assay showed they could differentiate into lymphatic vessels. (3) A stable 
hindlimb lymphedema mouse model was successfully established surgically. Edema appeared one day postoperatively, 
peaked at day 7 (footpad thickness: 3.984 ± 0.171 mm), and persisted for at least 4 weeks. A comparison was made in 
terms of the footpad thickness on days 1, 4, 7, 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28, and 31 between the surgery-only group and 
the non-surgery group, which demonstrated that the footpad thickness was different among the time points (P < 0.05) 
and between the groups (P < 0.05), and that the change trend of the footpad thickness was different between the two 
groups (P < 0.05). On days 7 and 31 postoperatively, the footpad thickness was greater in the surgery-only group than 
in the non-surgery group (P < 0.05). ④A comparison was made in terms of the footpad thickness on days 1, 4, 7, 10, 
13, 16 and 19 in the control group, MSCs group, LEPCs group, and MSCs+LEPCs groups, which revealed that the 
footpad thickness was different among the time points (P < 0.05) but not among the groups (P > 0.05), and that the 
change trend of the footpad thickness was different among the four groups (P < 0.05). On day 19, the footpad thickness 
of the MSCs group, the LEPCs group, and the MSCs+LEPCs group was lower than that of the control group (P < 0.05), 
and the footpad thickness of the MSCs+LEPCs group was even lower than that of the LEPCs group and the MSCs group 
(P < 0.05). The area of lymphatic vessels in the MSCs+LEPCs group was smaller than that of the MSCs group, the 
LEPCs group, and the control group (P < 0.05). The relative expression of LYVE-1 protein in the MSCs+LEPCs group 
was higher than that of MSCs group, LEPCs group, and control group (P < 0.05).  Conclusions Transplantation of 
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MSCs and LEPCs improves lymphoedema, and combined transplantation of both is more effective than the single 

transplantation.
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全世界约有 2 亿人患有淋巴水肿，已成为一种

严重的全球性疾病[1]。淋巴水肿是淋巴系统发育不

良或者继发性淋巴系统受损引起淋巴回流障碍，导

致进行性软组织肿胀[2]。淋巴水肿通常分为原发性

和继发性淋巴水肿。原发性淋巴水肿主要是遗传

缺陷引起，仅占一小部分[3]；继发性淋巴水肿则是后

天淋巴系统受损导致，常见原因包括癌症治疗、创

伤及寄生虫感染等。其中癌症患者行放疗或淋巴

结清扫常引起继发性淋巴水肿[4]，例如接受乳腺癌

手 术 的 患 者 约 30% 可 能 发 展 为 患 侧 上 肢 淋 巴 水

肿[5]。淋巴水肿的患者会出现肿胀、疼痛和疲劳，严

重的可导致四肢畸形及功能障碍，降低患者的生活

质量[6]。尽管肿瘤的手术策略取得了重大进展，但

肿瘤手术所致继发性淋巴水肿的治疗选择却非常

有限。

近年来，使用具有分化能力的细胞已成为继发

性 淋 巴 水 肿 治 疗 的 一 个 热 点[7]。 间 充 质 干 细 胞

（mesenchymal stem cells, MSCs）具 有 显 著 的 再 生 潜

能，可分化为多系细胞。MSCs 通过分泌调节因子和

分化为淋巴管内皮细胞来促进血管和淋巴管的生

成[8]，这使其成为缓解淋巴水肿的选择。淋巴管内

皮 祖 细 胞 （lymphatic endothelial progenitor cells, 

LEPCs）是内皮祖细胞的一个亚型[9]，表达人类白细胞

分化抗原 34（cluster of differentiation 34, CD34）、血管

内 皮 生 长 因 子 受 体 -3（vascular endothelial growth 

factor receptors-3, VEGFR-3）和人类白细胞分化抗原

133（cluster of differentiation 133, CD133）。 LEPCs 主

要参与淋巴系统的调节，具有向淋巴管内皮细胞分

化的能力。MSCs 与 LEPCs 均具有向淋巴管内皮分

化的潜能，从而调节淋巴系统。因此笔者考虑通过

复制小鼠淋巴水肿模型来观察 MSCs、LEPCs 对淋巴

水肿的缓解情况，并观察联合移植对淋巴水肿的影

响是否优于单一细胞移植。

1  材料与方法 

1.1　实验动物　

本实验所用动物均为 C57BL/6 雌性小鼠，提取

细胞使用 3～4 周龄小鼠，复制动物模型使用 6 周龄

小鼠，均购于斯贝福（北京）生物技术有限公司，实

验动物生产许可证号：SCXK（京）2024-0001，实验动

物使用许可证号：SYXK（新）2023-0003。本实验通

过石河子大学第一附属医院实验动物伦理委员会

审批（审批号：A2023-189-01），所有操作均按照规

范实施。本实验使用小鼠 42 只，其中 6 只用于细胞

提取，12 只用于验证小鼠模型（随机分为两组：单纯

手术组和非手术组，各 6 只），24 只用于模型复制并

观察 MSCs 与 LEPCs 对淋巴水肿的影响（随机分为

4 组：对照组、MSCs 组、LEPCs 组和 MSCs+LEPCs 组，

各 6 只）。

1.2　主要试剂与仪器　

1.2.1 　 主 要 试 剂 　 胎 牛 血 清（fetal bovine serum, 

FBS）购自美国 Omnimabs 公司（OM625657），胰酶购

自 苏 州 新 赛 美 生 物 科 技 有 限 公 司（C100C1），青 霉

素 - 链 霉 素 溶 液 、磷 酸 盐 缓 冲 液（phosphate buffered 

saline, PBS）、放 射 免 疫 沉 淀 法 裂 解 缓 冲 液

（radioimmunoprecipitation assay buffer, RIPA）、苯甲磺

酰 氟（phenylmethylsulfonyl fluoride, PMSF）及 BCA 蛋

白 定 量 试 剂 盒 均 购 自 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司

（P1400、P1020、R0020、P0100、PC0020），MEM- α 培

养 基 购 自 上 海 源 培 生 物 科 技 股 份 有 限 公 司

（L570KJ），EGM-2 MV 培 养 基 购 自 瑞 士 Lonza 公 司

（CC-3162），人 类 白 细 胞 分 化 抗 原 29（cluster of 

differentiation 29, CD29）抗体购自美国 Biolegend 公司

（102216），人 类 白 细 胞 分 化 抗 原 44（cluster of 

differentiation 44, CD44）、干 细 胞 抗 原 -1（stem cell 

antigen 1, Sca-1）、人类白细胞分化抗原 45（cluster of 

differentiation 45, CD45）、人 类 白 细 胞 分 化 抗 原 11b

（cluster of differentiation 11b, CD11b）、CD34、CD133、

VEGFR-3 抗体及 Cy3 标记羊抗兔、FITC 标记羊抗鼠

购 自 美 国 Invitrogen 公 司（11-0441-81、45-5981-80、

17-0451-82、12-0112-82、14-0341-82、14-1331-82、

PA5-109731、A10520、A18866），淋 巴 管 内 皮 透 明 质

酸 受 体 -1（lymphatic vessel endothelial hyaluronan 

receptor-1, LYVE-1）抗 体 及 血 管 内 皮 生 长 因 子 -C

（vascular endothelial growth factor-C, VEGF-C）重组蛋

白 购 自 英 国 Abcam 公 司（ab218535、ab283476），成
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脂、成骨、成软骨诱导分化培养基购自武汉普诺赛

生 命 科 技 有 限 公 司（PD-003、PD-004、PD-005），

Percoll 分 离 液 购 自 美 国 GE Healthcare 公 司（17-

0891-01），山羊血清、GAPDH 抗体及 HRP 标记羊抗

兔/鼠均购自北京中杉金桥生物技术有限公司（sap-

9100、ta-08、zb-2301、zb-305），牛 血 清 蛋 白（bovine 

serum albumin，BSA）购 自 德 国 Biofroxx 公 司（9048-

46-8），荆 豆 凝 集 素 I-FITC 标 记（fluorescein labeled 

ulex europaeus agglutinin I, FITC-UEA-1）及 DiI 标 记

乙 酰 化 低 密 度 脂 蛋 白（dil-acetylated low density 

lipoprotein, Dil-ac-LDL）购自上海懋康生物科技有限

公司，基质胶购自美国 Corning 公司（354234），4',6-

二 脒 基 -2- 苯 基 吲 哚（4',6-diamidino-2-phenylindole, 

DAPI）、钙黄绿素 AM、4% 多聚甲醛、柠檬酸抗原修

复 液 、DAB 显 色 试 剂 盒 、苏 木 精 染 液 、苏 木 精 分 化

液、苏木精返蓝液及 ECL 超敏发光液均购自武汉赛

维尔生物科技有限公司（G1012、G1728、G1101、G1219、

G1212、G1004、G1039、G1040、G2020），中性树脂购自

上海国药集团化学试剂有限公司（10004160）。

1.2.2 　 主要仪器 　二氧化碳恒温培养箱购自美国

Thermo Fisher Scientific 公 司 ，流 式 细 胞 仪 购 自 美 国

Agilent 公司，磁性分选系统购自德国 Miltenyi 公司，

荧光倒置显微镜购自日本 Olympus 公司，光学显微

镜购自日本 Nikon 公司，垂直电泳仪、转印电泳仪及

电泳电源购自美国 Bio-rad 公司，凝胶成像系统购自

上海天能科技有限公司。

1.3　方法　

1.3.1 　 MSCs 的提取与培养 　取 3～4 周龄 C57BL/6

雌鼠 6 只，腹腔注射 1% 戊巴比妥钠麻醉后脱颈处

死，置于 75% 乙醇中浸泡 5 min，剪去后肢股骨及胫

骨，分离肌肉组织，将股骨及胫骨置于装有 PBS 溶液

的皿中，剪去股骨及胫骨的两侧骨骺端，移至一新

的培养皿中，并用含 10% FBS 的 MEM-α 培养基反复

冲洗骨髓，离心后红细胞裂解液裂解 5 min，将培养

皿置于 37 ℃、5% 二氧化碳饱和湿度的培养箱中进

行培养，培养 24 h 后进行第 1 次换液，后间隔 72 h 换

液 1 次。

1.3.2 　 MSCs 的鉴定 　第 3 代 细 胞 培 养 至 80%～

90%，取各组样本，取 1×106 个细胞，100 μL PBS 重

悬 后 ，每 组 分 别 加 入 CD29、CD44、Sca-1、CD45 及

CD11b 抗 体 ，4 ℃ 避 光 孵 育 30 min；加 入 PBS 洗 涤 ，

4 ℃ 、2 000 r/min 离 心 5 min，弃 上 清 液 ；再 次 使 用

PBS 重悬，通过流式细胞仪分析。

根据 MSCs 成脂、成骨和成软骨诱导分化试剂

盒说明书进行配置及细胞培养，其中细胞经成软骨

诱导后形成软骨球，制作为石蜡切片。分别用茜素

红、油红 O 染色和阿利新蓝染色观察 MSCs 的成脂、

成骨和成软骨分化能力。

1.3.3 　 LEPCs 的提取与培养 　同上述方法冲洗小

鼠骨髓后，使用 Percoll 分离液 2 000 r/min 密度梯度

离心 30 min，分离骨髓单个核细胞，用含有人成纤维

细 胞 生 长 因 子 -B（human fibroblast growth factor B, 

hFGF-B）、VEGF-C、R3 胰 岛 素 样 生 长 因 子 1（R3 

insulin-like growth factor 1, R3-IGF-1）、抗坏血酸、人

表皮生长因子（human epidermal growth factor, hEGF）

及 硫 酸 庆 大 霉 素 - 两 性 霉 素（gentamicin sulfate-

amphotericin-1000, GA-1000）等 生 长 因 子 的 EGM-2 

MV 培养基（VEGF-C 50 ng/mL，其余生长因子根据培

养基推荐浓度加入）培养 24 h，收集未贴壁细胞转移

至明胶包被的皿中继续培养 3 d。

胰酶消化细胞后细胞计数，取 1×108 个细胞于

500 μL 的 buffer 中 重 悬 ，加 入 CD34 抗 体 ，4 ℃ 孵 育

30 min。使用 buffer 冲洗细胞，后再加 300 μL 重悬细

胞，加入对应二抗包被的磁珠后孵育 15 min。将分

离柱置于 MASC 磁场中，加入 500 μL 的 buffer 在重力

下自然流下，收集洗脱成份，离心弃上清后以同样

方法孵育 VEGFR-3 抗体，收集洗脱成份后再次离心

后，使用 EGM-2 MV 培养基重悬并继续培养。

1.3.4 　 LEPCs 的免疫荧光鉴定 　取所培养细胞用

4% 多聚甲醛固定 15 min，用 0.1% 曲拉通透化 10 min，

山羊血清封闭 30 min。细胞与 CD34 抗体、VEGFR-3

抗体在 4 ℃下孵育过夜，后用对应荧光素偶联的二

抗室温避光孵育 1 h。最后用 DAPI 进行细胞核染

色。同上述方法，孵育 VEGFR3 抗体和 CD133 抗体。

荧光显微镜下观察并证明其为所分选细胞。

取 所 培 养 细 胞 与 Dil-Ac-LDL 室 温 避 光 孵 育

4 h，PBS 洗 3 次 ，4% 多 聚 甲 醛 固 定 10 min 后 再 与

FITC-UEA-1 室温避光孵育 1h。荧光显微镜观察证

明 LEPCs 具有内皮分化潜能。

取所培养细胞，使用 LYVE-1 抗体 4 ℃孵育过

夜，使用 FITC 偶联的山羊抗兔室温孵育 1 h，最后用

DAPI 进 行 细 胞 核 染 色 。 荧 光 显 微 镜 下 观 察 证 明
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LEPCs 具有向淋巴管内皮细胞分化的能力。

1.3.5 　 成管实验 　在 24 孔板中加入 50 μL 预先融

化的冷基质胶，置于 37 ℃细胞培养箱中使胶凝固。

取 生 长 状 态 良 好 的 LEPCs 制 成 细 胞 悬 液 ，细 胞 按

1×105 个/孔的密度进行接种，放置于培养箱进行培

养，镜下观察有无小管形成。小管形成后加入钙黄

绿素 AM，室温避光孵育 30 min，更换 37 ℃预热的培

养基，再次避光孵育 30 min，使用荧光显微镜拍照，

证明 LEPCs 具有分化为淋巴管能力。

1.3.6 　 小鼠后肢淋巴水肿模型的复制 　取 6 周龄

C57BL/6 小鼠，术前使用脱毛膏对后肢区域进行备

皮，腹腔注射 1% 戊巴比妥钠，麻醉满意后，使用碘

伏消毒手术区域，于足踝处注射 0.01 mL 亚甲蓝溶

液，然后于腘窝近端约 5 mm 处开一小口，用锋利的

剪刀做一环形切口，钝性分离近端及远端皮肤，充

分 暴 露 出 蓝 染 的 腘 窝 淋 巴 结（popliteal lymph node, 

PLN）、淋巴结远端的 2 个淋巴管（distal lymph vessel, 

DLV）及 淋 巴 结 近 端 的 1 个 淋 巴 管（proximal lymph 

vessel, PLV），切除腘窝淋巴结并用 10-0 尼龙缝线结

扎 近 端 及 远 端 淋 巴 管 ，使 用 生 理 盐 水 彻 底 冲 洗 腿

部，后将皮肤缝合于周围肌肉，留下 2～3 mm 间隙，

术后创面涂抹红霉素软膏预防感染[10]。术后第 1 天

开始使用游标卡尺测量足垫厚度，3 d 测量 1 次。

1.3.7 　 细胞注射 　通过手术方式复制小鼠后肢淋

巴水肿，于术后第 7 天开始注射细胞。3 d 注射 1 次，

共 注 射 3 次 。 将 P3～P4 代 MSCs 消 化 为 悬 浮 细 胞

后，细胞计数 1×106 个溶于 100 μL 生理盐水中，注

射 于 MSCs 组 小 鼠 淋 巴 水 肿 部 位 ；将 P3～P4 代

LEPCs 消化为悬浮细胞后，细胞计数 1×106 个溶于

100 μL 生理盐水中，注射于 LEPCs 组小鼠淋巴水肿

部位；将 P3～P4 代 MSCs 和 LEPCs 消化为悬浮细胞

后，各细胞计数 5×105 个溶于 100 μL 生理盐水中，

注射于 MSCs+LEPCs 组小鼠淋巴水肿部位；对照组

注射 100 μL 生理盐水[11]。

1.3.8 　 免疫组织化学染色 　术后 19 d 将小鼠麻醉

处死，于手术切口下 1 cm 环形切取组织，置于 4% 多

聚甲醛固定 24～48 h，再行脱水、浸蜡包埋、切片，切

片厚 4 μm。切片脱蜡后，置于柠檬酸抗原修复液中

进行抗原修复，山羊血清封闭，滴加一抗 LYVE-1，

4 ℃孵育过夜。室温复温 1 h，滴加对应的二抗，室

温孵育 1 h，PBS 缓冲液洗涤后加入 DAB 显色剂显

色，苏木精复染，中性树脂封片，镜下观察。

1.3.9 　 Western blotting 检测 LYVE-1 蛋白表达 　小

鼠麻醉处死后，取后肢组织于 EP 管中，加入 RIPA 裂

解 液 与 PMSF，超 声 裂 解 后 提 取 组 织 蛋 白 ，并 通 过

BCA 蛋白质检测试剂盒分析浓度。将等量的蛋白质

上样到 SDS-PAGE 凝胶进行电泳。将蛋白质转移到

PVDF 膜上，封闭，使用 LYVE-1 抗体在 4 ℃下孵育过

夜，经洗涤后，使用一抗对应的二抗于室温孵育 1 h，

使用 ECL 化学发 光 液 显 影 ，拍 照 。 以 GAPDH 为 内

参，采用 2-ΔΔCt 法计算 LYVE-1 蛋白相对表达量。

1.4　统计学方法　

数 据 分 析 采 用 SPSS 26.0 和 GraphPad Prism 9.5

统计软件。计量资料以均数±标准差（x±s）表示，

比较用单因素方差分析或重复测量设计的方差分

析，两两比较用 Tukey 检验。P <0.05 为差异有统计

学意义。

2  结果 

2.1　MSCs细胞形态及多系分化能力　

骨髓细胞接种于培养基后，细胞呈圆形，大小

不一；培养 24 h 后细胞开始贴壁生长，呈短梭形或

不规则三角形；培养 7 d 左右，细胞大量增殖，并呈

长梭形（见图 1）。稳定传代后使用第 3 代细胞，通过

流式细胞仪对 MSCs 细胞表型进行鉴定，阳性标志物

CD29、CD44 和 Sca1 表达率分别为 99.80%、99.70% 和

96.48%，在细胞中表达均> 90%；CD45 和 CD11b 分别

为 0.04% 和 0.03%，阳性率≤ 5%，呈阴性；符合 MSCs

特征（见图 2）。此外，干细胞具有多向分化潜能，可

分化为脂肪细胞、成骨细胞和软骨细胞。通过特异

性染色鉴定体外成脂、成骨和成软骨诱导后的分化

能力。细胞成脂分化诱导 2 周左右可见细胞质内出

现油滴，经油红 O 染色后为红色（见图 3A）。细胞成

骨 分 化 诱 导 3 周 左 右 可 见 钙 盐 沉 积 形 成 的“ 骨 结

节”，经茜素红染色后可见沉积的结节呈红色（见图

3B）；细胞成软骨分化诱导后 3 周左右形成软骨球，

制作为切片后进行阿利新蓝染色，可见蓝色区域为

软骨组织（见图 3C）。

2.2　LEPCs细胞形态及成管能力　

从骨髓提取的单个核细胞呈圆形、短梭形，培

养 48 h 后可见细胞集落形成（见图 4A）。通过磁珠

分选出 CD34+及 VEGFR-3+细胞后，使用含有生长因
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子的 EGM-2 MV 培养基进行培养，稳定传代后可见

细胞呈“铺路石”样生长（见图 4B），形态符合 LEPCs

细 胞 的 特 性 。 取 第 3 代 细 胞 行 免 疫 荧 光 ，可 见

CD34、VEGFR-3 及 CD133 表达阳性，符合 LEPCs 细

胞的标志物（见图 5A、B）。取第 3 代 LEPCs 行 Dil-

Ac-LDL 和 FITC-UEA-1 荧光染色鉴定，于荧光镜下

观察到细胞质摄取 Dil-Ac-LDL 后呈现红色，细胞膜

结合 FITC-UEA-1 后显示绿色，表示 LEPCs 细胞具有

内皮潜能（见图 6）。取第 3 代 LEPCs 细胞行 LYVE-1

                                        培养基接种         培养 24 h 培养 7 d

图1　MSCs细胞培养24 h和7 d形态　（×100）
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图2　MSCs细胞表面标志物的鉴定

                                                     A                                                                 B                                                                  C                              

A：成脂分化（×100）；B：成骨分化（×100）；C：成软骨分化（×400）。

图3　MSCs细胞三系分化

                                A                                                 B                       

A：单个核细胞培养48 h细胞集落图（×50）；B：稳定传代LEPCs呈“铺

路石”样（×100）。
图4　LEPCs细胞形态图

·· 24



第 10 期 金智伟， 等： 间充质干细胞与淋巴管内皮祖细胞联合移植对小鼠后肢淋巴水肿的影响

免疫荧光染色，于荧光显微镜下可见细胞表达绿色

荧光，即表达淋巴管内皮细胞标志物 LYVE-1，表示

LEPCs 细胞具有向淋巴管内皮细胞分化的能力（见

图 7）。LEPCs 细胞在基质胶中进行培养，2～3 h 开

始形成小管结构（见图 8A），5~7 h 成管数量达到峰

值，钙黄绿素染色验证细胞活力（见图 8B），成管实

验证明 LEPCs 细胞具有分化为淋巴管的能力。

2.3　手术复制模型对小鼠足垫水肿的影响　

通过手术复制小鼠后肢淋巴水肿模型，可见亚

甲蓝染色后的淋巴结及淋巴管解剖结构[腘窝淋巴

结、淋巴结远端的 2 个淋巴管（DLV1 和 DLV2）及淋

巴结近端的 1 个淋巴管（PLV）]（见图 9A）。于侧面

及腹侧面观察小鼠术后肿胀情况，可见手术侧水肿

程度明显高于非手术侧（见图 9B～D）。单纯手术组

与非手术组第 1、4、7、10、13、16、19、22、25、28、31 天

50 μm 50 μm 50 μm 50 μm

50 μm 50 μm 50 μm 50 μm

A

B

              VEGFR-3                                  CD34                                        DAPI                                    Merge                 

              VEGFR-3                                  CD133                                      DAPI                                    Merge                

A：VEGFR-3阳性呈红色，CD34阳性呈绿色，DAPI阳性呈蓝色（细胞核）；B：VEGFR-3阳性呈红色，CD133阳性呈绿色，DAPI阳性呈蓝色（细胞核）。

图5　LEPCs细胞标志物鉴定　（×200）

                    Dil-Ac-LDL                                         FITC-UEA-1                                               Merge                        

50 μm 50 μm 50 μm

细胞质摄取 Dil-Ac-LDL 呈红色，细胞膜结合 FITC-UEA-1 呈绿色。

图6　LEPCs细胞内皮潜能的鉴定　（×200）

                       LYVE-1                                                   DAPI                                                      Merge                         

50 μm 50 μm 50 μm

LYVE-1 阳性呈绿色，DAPI 阳性呈蓝色（细胞核）。

图7　LEPCs细胞分化潜能鉴定　（×100）

                              A                                                    B                        

A：红色箭头示淋巴管；B：钙黄绿素染色。

图8　成管实验及钙黄绿素染色　（×100）
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足垫厚度比较，采用重复测量设计的方差分析，结

果：①不同时间点足垫厚度比较，差异有统计学意

义（F =168.495，P =0.000），表明术后水肿程度随时

间 变 化 ；② 单 纯 手 术 组 与 非 手 术 组 间 足 垫 厚 度 比

较，差异有统计学意义（F =266.724，P =0.000），单纯

手术组水肿程度高于非手术组；③两组足垫厚度变

化 趋 势 比 较 ，差 异 有 统 计 学 意 义（F =191.070，P =

0.000），表明手术干预影响水肿进程。进一步分析

结果显示：术后第 7 天单纯手术组水肿程度达到峰

值，单纯手术组足垫厚度大于非手术组（P <0.05）；

术后第 31 天，单纯手术组足垫厚度仍大于非手术组

（P <0.05）（见表 1）。水肿现象至少持续 4 周，在整

个观察期间，手术组后肢水肿程度均高于非手术组

（见图 10）。

2.4　不同组小鼠淋巴水肿的变化　

2.4.1 　 不同组小鼠足垫厚度的变化 　对照组、MSCs

组、LEPCs 组和 MSCs+LEPCs 组第 1、4、7、10、13、16、

19 天足垫厚度比较 ，采用重复测量设计的方差分

析，结果：①不同时间点足垫厚度比较，差异有统计

学意义（F =713.123，P =0.000），表明 4 组术后水肿程

度随时间变化；②4 组足垫厚度比较，差异无统计学

意义（F =2.920，P =0.066）；③4 组足垫厚度变化趋势

比较，差异有统计学意义（F =8.310，P =0.000），表明

不同细胞注射方案对水肿进程有差异（见图 11）。进

一步分析结果显示：第 16 天，MSCs+LEPCs 组足垫厚

度小于 MSCs 组和对照组（P <0.05）；第 19 天，MSCs

组、LEPCs 组、MSCs+LEPCs 组足垫厚度均小于对照

组（P <0.05），且 MSCs+LEPCs 组足垫厚度小于 LEPCs

组和 MSCs 组（P <0.05）。见图 11 和表 2。

                       A                                               B                                                               C                                                              D                             

A：淋巴系统解剖图：红色箭头示腘窝淋巴结，蓝色箭头示淋巴管；B：小鼠术后水肿右侧面图；C：小鼠术后水肿左侧面图；D：小鼠术后水肿腹侧面图。

图9　小鼠腘窝淋巴结、淋巴管解剖图及手术后侧面观

表 1　单纯手术组与非手术组不同时间点足垫厚度比较 （n = 6， mm， x±s）

组别

单纯手术组

非手术组

0 d

2.190±0.057

2.136±0.093

1 d

3.442±0.116

2.142±0.084

4 d

3.794±0.134

2.164±0.091

7 d

3.984±0.171

2.176±0.101

10 d

3.830±0.151

2.192±0.096

13 d

3.650±0.194

2.216±0.101

组别

单纯手术组

非手术组

16 d

3.432±0.169

2.230±0.093

19 d

3.240±0.138

2.250±0.090

22 d

3.148±0.116

2.264±0.085

25 d

3.080±0.141

2.284±0.083

28 d

2.998±0.134

2.312±0.079

31 d

2.904±0.142

2.334±0.080
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图10　单纯手术组与非手术组小鼠足垫厚度的变化趋势　

（n = 6， x±s）
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图11　4组小鼠足垫厚度的变化趋势　（n = 6， x±s）
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2.4.2 　 不同组LYVE-1阳性淋巴管的变化 　小鼠处

死 后 行 免 疫 组 织 化 学 染 色 ，于 显 微 镜 下 可 见

LYVE-1 阳 性 的 不 规 则 管 状 结 构 ，即 为 淋 巴 管（见

图 12）。 对 照 组 、MSCs 组 、LEPCs 组 和 MSCs+

LEPCs 组淋巴管面积分别为（4 929.888±1 015.390）、

（2 767.951±269.783） 、（2 402.802±347.513） 和

（714.134±202.337）μm2，经方差分析，差异有统计学

意义（F =28.475，P =0.000）。进一步两两比较结果：

MSCs 组、LEPCs 组、MSCs+LEPCs 组淋巴管面积均小

于对照组（P <0.05），MSCs+LEPCs 组淋巴管面积均

小于 MSCs 组和 LEPCs 组（P <0.05）（见图 12B）。对

照组、MSCs 组、LEPCs 组和 MSCs+LEPCs 组淋巴管数

分别为（2.667±1.155）（4.333±0.577）（5.667±1.528）

（5.667±0.577）个/HP，经方差分析，差异无统计学意

义（F =0.407，P =0.752）。

2.4.3 　 不同组 LYVE-1 蛋白表达的变化 　对照组、

MSCs 组、LEPCs 组和 MSCs+LEPCs 组 LYVE-1 蛋白相

对 表 达 量 分 别 为（0.118±0.031）（0.386±0.090）

（0.400±0.108）（0.600±0.039），经方差分析，差异有

统计学意义（F =20.717，P =0.000）；进一步两两比较

结 果 ：MSCs 组 、LEPCs 组 、MSCs+LEPCs 组 LYVE-1

蛋 白 相 对 表 达 量 均 高 于 对 照 组（P <0.05）；

MSCs+LEPCs 组 LYVE-1 蛋 白 相 对 表 达 量 均 高 于

MSCs 组和 LEPCs 组（P <0.05）（见图 13）。

3  讨论 

淋 巴 水 肿 常 见 的 疗 法 有 保 守 治 疗 与 手 术 治

疗[12]，保守治疗包括皮肤护理、手动淋巴引流[13]、使

用弹力袜加压和运动[14-15]等。手术治疗包括淋巴静

脉吻合术、淋巴结移植术等[16]。然而保守疗法治疗

周期长，患者依从性差，且只能起到延缓效果。手

术方式则依赖于显微外科的发展，对医院水平及医

生技术要求高。因此目前淋巴水肿的治疗仍然是

一项难题。随着再生医学发展，具有分化为淋巴管

内皮细胞能力的细胞在治疗淋巴水肿中展现出巨

大潜力。

MSCs 治疗淋巴水肿被称为有前途的细胞治疗

方法[17]，其具有多向分化潜能及自我更新的潜力，常

用于受损组织和器官的修复与再生[18]。有研究发现

干细胞可以分化成淋巴管内皮细胞，并可以促进淋

巴管内皮细胞的增殖和迁移。此外干细胞也可以

产生多种生长因子和细胞因子，包括 IGF-1、VEGF-A

和 VEGF-C 等。这些生长因子和细胞因子促进血管

和淋巴管生成[19]。MORITA 等[20]通过复制小鼠后肢

淋巴水肿模型并注射 MSCs，发现淋巴水肿出现缓

解。在复制的小鼠尾部淋巴水肿模型中，也发现了

干细胞有缓解淋巴水肿的作用[21]。此外，也有研究

发 现 ，干 细 胞 的 异 种 移 植 也 对 淋 巴 水 肿 有 治 疗 作

用[20]。目前，干细胞也应用于临床研究中。有学者

表 2　4组不同时间点足垫厚度比较 （n = 6， mm， x±s）

组别

对照组

MSCs 组

LEPCs 组

MSCs+LEPCs 组

0 d

2.180±0.073

2.190±0.050

2.174±0.070

2.154±0.090

1 d

3.418±0.137

3.512±0.083

3.406±0.134

3.430±0.050

4 d

3.810±0.161

3.870±0.072

3.810±0.223

3.840±0.193

7 d

3.964±0.181

3.996±0.171

4.022±0.136

3.992±0.106

10 d

3.806±0.165

3.748±0.144

3.788±0.148

3.710±0.217

13 d

3.566±0.137

3.492±0.119

3.424±0.161

3.324±0.211

16 d

3.332±0.204

3.196±0.187

3.090±0.206

2.730±0.165

19 d

3.172±0.159

2.880±0.171

2.738±0.105

2.404±0.144

                            对照组                                             MSCs 组                                            LEPCs 组                                      MSCs+LEPCs 组        
箭头示 LYVE-1 阳性标记的淋巴管。

图12　4组LYVE-1阳性淋巴管的组织学观察　（×200）

                   对照组        MSCs 组   LEPCs 组   MSCs+LEPCs 组

LYVE-1

GAPDH

40 kD

36 kD

图13　4组LYVE-1蛋白表达条带图
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通过人体试点研究，纳入 10 例乳腺癌术后患肢出现

淋巴水肿的患者，通过注射干细胞后，发现 5 例患者

减少了保守治疗的使用，根据患者报告的结果测量

认为注射干细胞可改善淋巴水肿，且没有发生严重

的不良事件[22]。

LEPCs 细胞是从内皮祖细胞中分离出来的表型

为 CD34+/VEGFR3+/CD133+ 的祖细胞，也能够分化为

淋巴管内皮细胞来促进淋巴管生成。有研究发现，

LEPCs 细胞移植于心肌梗死位置，可以促进心肌梗

死的修复，并增强心脏淋巴管生成[9]。KWON 等[23]研

究证明脐带血 LEPCs 细胞也可以促进淋巴管的生

成 ，且 与 GREM1、EPHB3、VEGFA、AMOT、THSD7A、

ANGPTL4、SEMA5A、FGF2 和 GBX2 等部分促淋巴管

生成基因相关。

此外，许多研究发现干细胞联合其他方式相较

于 单 一 细 胞 疗 法 治 疗 淋 巴 水 肿 效 果 更 好 。

HAYASHIDA 等[24]通过干细胞和血管化淋巴结联合

移植后，具有 LYVE-1 免疫反应性的淋巴管数量显

著增加。JONAS 等[25]通过 VEGF-C 联合干细胞移植

于淋巴受损部位，发现这两者共同移植对淋巴水肿

的缓解有积极影响。

MSCs 与 LEPCs 细胞均具有向淋巴管内皮分化

的潜能，进而影响淋巴系统。笔者在复制水肿模型

后 注 射 MSCs 与 LEPCs，通 过 宏 观 评 估 发 现 MSCs+

LEPCs 组小鼠水肿明显缓解；在免疫组织化学染色

中观察了淋巴管的面积及数量，淋巴管的面积直接

反 映 淋 巴 水 肿 的 情 况 。 当 淋 巴 水 肿 时 ，淋 巴 管 扩

张；经过细胞治疗后，可见淋巴水肿缓解，淋巴管扩

张的程度也会缩小。淋巴管数量的增加会起到缓

解淋巴水肿的作用。注射细胞后，观察可见淋巴管

数量呈现增多趋势，遗憾的是暂未见差异有统计学

意义；此外，在蛋白水平可见 LYVE-1 的表达也呈增

加趋势，且差异有统计学意义。通过当前结果，笔

者 验 证 了 MSCs、LEPCs 细 胞 移 植 可 以 改 善 淋 巴 水

肿，并且联合移植对淋巴水肿缓解的效果要优于单

一细胞移植。

此外，本研究中也存在着一定的局限性。本研

究在蛋白水平上可见 LYVE-1 表达呈增加趋势且差

异有统计学意义，在组织学水平观察淋巴管数量也

可见增多趋势，但未见差异有统计学意义。考虑此

结果的原因可能为观察时间较短。此外，笔者通过

组 织 学 水 平 观 察 淋 巴 管 的 面 积 ，验 证 了 MSCs、

LEPCs 细胞移植可以缓解淋巴水肿，初步研究并探

讨了通过促进淋巴管生成缓解淋巴水肿这一途径，

在组织学水平观察淋巴管数量可见增多趋势，但未

见差异有统计学意义，但淋巴水肿出现缓解。考虑

此情况存在通过其他途径促进了淋巴水肿缓解的

可能。有研究显示，免疫功能与淋巴系统的功能也

存在着一定联系，淋巴管损伤时可通过以下方式影

响淋巴水肿，包括以 CD4 T 细胞为主的炎症反应，

M2 型巨噬细胞的募集，Th2 细胞所致的纤维化等[26]。

因此，未来可以进一步探讨免疫系统在干细胞与祖

细胞治疗淋巴水肿中的作用。此外，虽然一些研究

证明了细胞疗法在临床应用中的可行性，但尚未被

大规模纳入临床应用中。未来需要更多临床前试

验及大样本随机对照临床研究，为标准化细胞治疗

淋巴水肿提供更多证据。同时也期望在将来能为

严重淋巴水肿患者的治疗性淋巴管生成策略提供

一定的参考依据。
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