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内皮祖细胞与组织工程皮肤构建
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摘　要　细胞生物学、分子生物学和材料科学的发展，推动了仿生组织工程皮肤的科学化和简单化，为了提高组织工程皮肤

的安全性、耐久性、弹性、生物相容性和临床疗效，一些功能强大的种子细胞已经在皮肤修复中得到了应用，尤其是内皮祖细胞

（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＥＰＣｓ），内皮祖细胞可以通过成人外周血和脐带血从受体体内无创供应，也可以从诱导的多能干细胞

中提取，可分化为组织内皮细胞，显示出了治疗血管化的巨大潜力。机体的各种损伤导致皮肤缺损或先天性畸形的修复，往往需

要采取各种类型的组织移植，应用皮瓣的转移或游离移植是其最主要的措施之一。本综述主要阐述了内皮祖细胞在改善皮瓣血

运状况中的研究进展以及其在组织工程皮肤构建中的意义。
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　　１９６３年，首次报道了血液中可能存在内皮细胞，
而后在心脏移植患者的冠状动脉内壁发现了受体来

源的内皮细胞，提示受体血液中的内皮细胞定居于移

植物并参与血管壁的构建，再次证明移植物表面存在

内皮细胞，而这些内皮细胞只可能来源于血液。１９９７
年，Ａｓａｈａｒａ等［１］

首次证明循环外周血中存在能分化

为血管内皮细胞的前体细胞，并将其命名为血管内皮

祖细胞。内皮祖细胞来源于骨髓，它们进入循环血，

在血管移植物上分化为内皮细胞
［２］
。内皮祖细胞是

在缺氧等病理条件下从骨髓中募集的，在缺血组织的

新生血管形成中起着至关重要的作用。

目前已经建立了两种主要的 ＥＰＣｓ亚型：所谓的
“早期”ＥＰＣｓ（随后称为早期 ＥＰＣｓ）和后期衍生的
ＥＰＣｓ（晚期 ＥＰＣｓ）［３］。在体外培养过程中，根据其生
物学特性和外观可对其进行分类。“早期”ＥＰＣｓ出
现在外周血来源的单核细胞在内皮细胞特异性培养

基中培养后不到１周，而在 ２～３周后可以发现晚期
的 ＥＰＣｓ。晚期 ＥＰＣｓ被认为主要是通过其分化成成
熟内皮细胞的能力直接参与新生血管的形成，而早期

ＥＰＣｓ将各种血管生成因子表达为内源性货物，以旁

分泌的方式促进血管生成。

一、内皮祖细胞在改善皮瓣血运状况中的研究进

展

作为最大的器官，皮肤覆盖整个身体的外部，占

总体重的 ８％左右。由于其直接暴露于潜在有害的
微生物、热、机械和化学损伤，皮肤的损失可能由于多

种原因而发生，包括紊乱、急性创伤、慢性伤口甚至手

术干预。皮瓣的愈合是一个复杂的过程，主要涉及多

种细胞、生长因子、炎性介质等，由多种因子相互交

错、重叠而有序地完成，整个过程要经过炎性反应期、

细胞增殖期与组织重建期。血液供应的不足，将直接

影响愈合的时间及质量，充足的血液供应能够加速组

织的新陈代谢，改善组织循环，修复组织缺血、缺氧的

状态，而充足的血液供应来自血管的再生和重建，因

此血管再生在皮瓣修复过程中是治疗的关键。碱性

成纤维细胞生长因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，
ｂＦＧＦ）是一类多肽生长因子，其作为细胞有丝分裂
源，可促进细胞的增殖、分化，且在机体的各种损伤中

起着重要的修复作用
［４］
。

相关研究表明，ｂＦＧＦ可诱导血管内皮细胞增殖、
加快细胞迁移速率，促进内皮细胞形成管腔，改善组

织的血液循环，增加供氧量，加速组织的新陈代谢，进

而缩短愈合时间
［５］
。血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎ

ｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）是促进血管内皮细胞
有丝分裂的细胞因子，能促进血管内皮细胞的增殖、

变形、移动，使其进入胶原，形成新生血管
［６］
；增加微

静脉、小静脉通透性，有利于蛋白质大分子外渗，部分

外渗的蛋白质可形成纤维蛋白原，支持内皮细胞生
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长，从而促进血管生成及生长。在促进血管再生过程

中 ＶＥＧＦ与 ｂＦＧＦ具有协同作用，其机制在于皮瓣移
植后吻合区处于缺血状态，缺血诱导 ｂＦＧＦ分泌，其
作用于血管内皮后，调节 ＶＥＧＦ基因表达，进而增加
ＶＥＧＦ的产生。两者协同，共同诱导血管内皮细胞的
增殖、分化、迁移的过程，从而起到修复血管的作

用
［７］
。

现如今，已经在组织中成功建立了皮瓣预制技

术，这项技术可以通过构造显微外科血管环在体内形

成缺失组织的内在血管，可以通过显微外科手术将组

织移动到缺陷中。但在文献中，用皮肤覆盖的工程化

组织的组合还没有得到广泛报道。显微外科手术现

在是日常临床生活的重要组成部分，可以在移植、再

植和皮瓣手术中获得优异的结果，但其在优化、修改

和创新仍然是当代社会的重要问题。

迄今为止，显微外科研究的不可替代的主力仍是

动物模型，因为在大鼠中进行的实验性皮瓣模型适用

于涉及生理学、神经再支配以及皮瓣的设计和功能的

研究，而它们能提供与临床情况精确相似的条件。文

献中的实验模型设计的数量与各种组织瓣相关，例如

包含皮肤、肌肉、骨骼或神经的组织瓣。另外，已经出

现了多种所谓的复合皮瓣，其包括一种以上组织结构

的转移，例如肌皮瓣、骨肌瓣、神经皮肤瓣、筋膜皮肤

瓣、神经肌肉皮肤或骨肌皮瓣等
［８］
。由于这些技术

受到血管系统解剖学的限制，外科医生开始预制皮

瓣：将确定组织的血液供应输送到自体显微手术产生

的椎弓根，以便随后将其作为游离皮瓣转移。有研究

建立了一个包含生物材料和全层皮肤覆盖的预制复

合皮瓣的实验模型来研究支架预制、全层皮肤移植覆

盖和组织自由移植，此外，还研究了在受体部位转移

的复合皮瓣的功能完整性，最终成功建立了用于预制

复合皮瓣外科转移的临床模型
［９］
。同时，该实验证

明，可持续优化移植皮瓣活力的策略可能是有效的，

即在今后的研究中可对即将到来的缺血状态进行预

处理或进行延迟。另外，在组织由支架到皮肤是否代

表了血管形成过程的恶化这一问题中，研究人员认为

支架和皮肤覆盖之间的接触可能起决定性作用。然

而，支架或者皮肤接触是动物术后活动和活动过程中

的伴随现象。尽管如此，在未来的实验中可以尝试更

为细致的固定，如组织胶或其他方式的缝合，以最大

限度地减少这种问题。就血管形成而言，皮瓣预制涉

及一定程度的不可预测性，因此需要继续成为未来实

验研究的重点，直到它能够更成功地整合到临床常规

的标准中去。

ＥＰＣｓ已被用于改善缺血皮瓣的血运重建，但效
果不佳。体外冲击波疗法（ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌｓｈｏｃｋ－
ｗａｖｅｔｈｅｒａｐｙ，ＥＳＷＴ）是一种新的治疗方法，它是物理
学和医学相结合的一种新技术，因其基本无不良反应

被称为是骨科疾病的绿色疗法。ＥＳＷＴ可有效治疗
骨折不愈合、肌腱炎和骨无菌性坏死，还被用于治疗

心脏病学中的心绞痛和缺血性心力衰竭等缺血性疾

病。ＥＳＷＴ是一种有前景的非侵入性血管生成方式，
虽然冲击波治疗的确切机制尚不确定，但一些研究表

明，冲击波治疗可以显著上调趋化因子和血管生成细

胞因子的表达，还可以通过上调内皮型一氧化氮合酶

（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｅＮＯＳ）和 ＶＥＧＦ的表
达以及转化生长因子 －β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－
ｂｅｔａ，ＴＧＦ－β）的表达来促进糖尿病伤口愈合并避免
大鼠游离皮瓣坏死

［１０］
。有研究对 ＥＰＣｓ植入联合

ＥＳＷＴ对动物模型中缺血性皮瓣存活的复合作用进
行了探讨，在大鼠背部制作缺血性皮瓣并相应地进行

治疗，术后定期测量皮瓣的血流量，比较皮瓣成活

率
［１１］
。结果显示，在改善大鼠缺血性皮瓣的存活中，

ＥＰＣ和 ＥＳＷＴ的联合治疗优于单独的 ＥＰＣ或 ＥＳＷＴ
处理。单独使用 ＥＰＣ或 ＥＳＷＴ处理可以为长宽比低
于２∶１的大鼠皮瓣提供保护，而使用 ＥＰＣ和 ＥＳＷＴ的
双重治疗对于大鼠中长宽比高于 ２∶１的皮瓣是有效
的。然而，该结果基于动物模型，人的真皮结构与大

鼠不同，因此该技术的临床应用还有待进一步研究。

二、内皮祖细胞在组织工程皮肤构建中的意义

组织工程皮肤替代品是治疗急性和慢性皮肤伤

口的合理治疗选择。自１９７５年人类表皮角质形成细
胞的成功分离和培养以来，组织工程皮肤（ｔｉｓｓｕｅ－
ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｓｋｉｎ，ＴＥＳ）已经从表皮替代品发展到含有
不同种子细胞的全层皮肤

［１２］
。根据其解剖结构，皮

肤替代产品可分为细胞上皮自体移植物、工程化真皮

替代物和工程化的真皮 －表皮复合替代物。所有这
些产品已成为临床治疗大面积全层皮肤缺损的前瞻

性措施。

由于内皮源性细胞直接参与血管形成，因此，在

ＴＥＳ等效物中，传递内皮源性细胞仍然是增强新生血
管形成最系统的方法。此外，不同种子细胞与 ＥＰＣｓ
之间的相互作用可能通过血管生成和（或）血管发生

促进 ＴＥＳ的血管化。通过在体外共培养胶原海绵中
的真皮成纤维细胞和 ＥＰＣｓ，形成具有分支结构的复
杂血管网络。在后续的的研究中证实成纤维细胞可
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以相互作用，并支持 ＥＰＣｓ的迁移、生存和网络形
成

［１３］
。而有研究表明，含有真皮成纤维细胞的无支

架双层 ＴＥＳ与真皮微血管 ＥＰＣｓ在培养多天后可以
形成毛细血管样结构

［１４］
。此外，这种血管形成过程

与角质形成细胞、成纤维细胞和 ＥＣｓ之间的相互作
用有关。然而，为了进一步促进 ＥＰＣｓ的临床应用，
需要克服其体外扩增能力有限、免疫原性强等缺点。

当前，不同的实验室和公司正在开发不同的方

法，一些人造皮肤等价物已经商业化，许多其他方法

也在开发中
［１５］
。根据 ＴＥＳ解剖结构的复杂性，其构

造可分为单层替代品和双层替代品。在体外培养和

扩增人角质形成细胞的基础上，通过各种方式开发了

多种自体表皮替代物来替代再上皮化。表皮替代物

的应用直接缓解了皮肤活检的不足
［１６］
。然而，这种

培养的上皮自体移植物的临床整合是不可预测的，主

要依赖于创面床的情况，而不是最终分化的角质形成

细胞。此外，由于缺乏真皮而导致的挛缩力学性能差

和发育不良也是表皮替代物的问题。这就对开发真

皮替代品提出了进一步的要求。真皮层提供的机械

稳定性和弹性可以防止创面收缩和瘢痕增生。对于

全层烧伤，必须连续应用真皮当量和表皮当量，以便

在应用表皮层前形成合适的营养和免疫环境。大量

非细胞化真皮替代物主要由异体真皮基质或合成材

料产生，可刺激自体 ＥＰＣｓ和成纤维细胞向内生长，
帮助移植后缺损区域形成真皮结构，而由人类新生儿

成纤维细胞组成的一些具有生物活性的真皮替代物

自发地显示出血管形成、表皮化以及细胞外基质（ｅｘ
ｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）的形成方面的益处。双层皮
肤替代品结合表皮和真皮两层，在组织学上模拟正常

皮肤的结构。如果不考虑经济因素，目前与单层产品

比较，表皮／真皮复合 ＴＥＳ是皮肤修复的最佳治疗方
案。

在皮肤组织工程中，实质与基质的相互作用对表

皮形成过程中组织结构和功能的规划具有指导意义，

人们普遍认为成纤维细胞对上皮形态学的诱导作用

是通过细胞 －细胞相互作用和 ＥＣＭ分泌介导的，由
于多种种子细胞类型之间的相互作用，表皮／真皮替
代物表现出更强的创面闭合和角质化能力。而除了

临床上可用的 ＴＥＳ外，人们还在探索优化的 ３Ｄ构建
体以修复皮肤组织

［１７］
。皮肤生物学的最新进展强调

了表皮形态发生过程中细胞 －细胞相互作用的重要
性。特别是皮肤组织工程领域的进步极大地促进了

对体外表皮形态发生的认识，从而重建了高度复杂和

创新的３Ｄ皮肤等效物，模仿人体皮肤的组织结构和
功能，包括毛囊、毛细血管网、感觉神经支配、脂肪组

织和色素生产
［１８］
。随着伤口愈合机制的逐步深入，

细胞的合理组合及其在创面愈合中的相互作用可能

是永久性 ＴＥＳ构建的出路［１９］
。

三、展　　望
目前，大多数 ＴＥＳ只能作为皮肤创伤愈合的临

时替代品。缺乏及时的血液供应和免疫排斥反应的

激活是阻碍同种异体 ＴＥＳ永久整合的两个主要问
题。有证据表明，ＴＥＳ中所含的大部分细胞在移植后
１个月内无法存活［２０］

。这种临时性质，无论替代品

是可降解的还是必须去除的，都使得 ＴＥＳ主要用作
覆盖物，而不是真正的有机再生器。然而，有理由相

信，随着皮肤生物学、材料科学和工程技术的发展，

ＴＥＳ最终将具有与自体皮肤移植相同结构和功能的
治疗效果。
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