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摘  要 

目的：使用细胞因子诱导及贴壁法从C57BL/6小鼠骨髓细胞中分离淋巴内皮祖细胞(LEPCs)，并对其进

行鉴定。方法：通过贴壁技术获取小鼠骨髓24小时后贴壁细胞，待其增殖融合至80%~90%后，使用

Tryple Express酶对贴壁细胞消化1分钟，去除消化掉的细胞，剩余细胞继续培养，待其再次融合至

80%~90%时，进行1:2传代，将获得的第三代细胞进行流式细胞术检测其表面特异性标记物，并对其进

行淋巴管成管分化实验，鉴定细胞。结果：我们所获取的LEPCs，在体外诱导后，可形成典型的微管样

结构，并且经过多次传代后可形成“鹅卵石”样的典型细胞形态；其表面特异性标记物为：CD34、CD113
双阳性率为：87.17% ± 1.77%；CD113、VEGFR-3双阳性率为：85.17% ± 1.65%；CD34、VEGFR-3
双阳性率为：83.77% ± 0.42%，符合相关文献关于LEPCs的报道。结论：利用细胞因子诱导及贴壁法可

获取较高纯度的LEPCs。 
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Abstract 
Objective: To isolate and identify lymphatic endothelial progenitor cells (LEPCs) from bone mar-
row cells of C57BL/6 mice by cytokine induction and adhesion. Methods: The adherent cells of 
mouse bone marrow were obtained by adherent technique for 24 hours. After they proliferated 
and fused to 80%~90%, the adherent cells were digested with Tryple Express enzyme for 1 
minute, the digested cells were removed, and the remaining cells continued to be cultured. When 
they were fused to 80%~90% again, they were passaged at 1:2, and the surface specific markers of 
the third generation cells were detected by flow cytometry. The experiment of lymphatic differen-
tiation was carried out and the cells were identified. Results: The LEPCs we obtained can form a 
typical microtubule-like structure after induction in vitro, and can form a typical “pebble”-like cell 
morphology after many passages, and its surface specific markers were: CD34, CD113 double pos-
itive rate: 87.17% ± 1.77%, CD113, VEGFR-3 double positive rate: 85.17% ± 1.65%. The double 
positive rate of CD34 and VEGFR-3 was 83.77% ± 0.42%, which was consistent with the reports 
about LEPCs in related literature. Conclusion: High purity LEPCs can be obtained by cytokine in-
duction and adhesion. 
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1. 引言 

长期以来，发生于乳腺癌术后的上肢淋巴水肿怎样进行治疗，一直是个医学热点研究问题，也是一

个世界性难题，在乳腺癌腋窝淋巴结清扫后，上肢淋巴水肿发生率高达 30% [1]。乳腺癌术后淋巴水肿的

不良后果早已众所周知，手臂淋巴水肿及其相关症状，如疼痛、沉重、紧绷和活动范围缩小，会妨碍日

常功能，并对粗大和精细运动技能产生不利影响，对工作、家庭和个人护理功能以及娱乐和社交关系产

生负面影响[2]。肿胀且有时毁容的肢体的出现会不断提醒人们注意乳腺癌，这可能会导致受影响女性的

焦虑、抑郁和情绪困扰[3]。目前为止乳腺癌术后淋巴水肿治疗主要包括：保守治疗和手术治疗[4]。随着

对淋巴水肿的病因、发病机制和淋巴管新生机制的深入研究，对淋巴水肿类疾病的治疗不再局限于以往

的保守治疗及手术治疗。促进治疗性淋巴管生成的一个很有希望的策略是使用基于细胞的疗法[5]。 
体内已有多种不同类型的细胞被用来促进血管及淋巴管网络系统重建，包括间充质干细胞、内皮细

胞(ECs)和内皮祖细胞(EPC) [6]-[12]。研究发现内皮祖细胞包含两个亚群，一个涉及血管系统，另一个具

有淋巴表型[13] [14]。这些淋巴管内皮祖细胞表达淋巴管特异性标志物，并能分化为成熟的淋巴管内皮细

胞[13]-[19]。 
目前提取 LEPCs 常用的方法包括：密度梯度离心法、免疫磁珠分离法、流式细胞术分选法等[18] [19] 

[20] [21]，但上述的分选方法，因其存在操作繁琐、技术难度高、花费大等缺点，并且长时间的抗体孵育、

长时间高速离心以及低温操作等易造成细胞损伤，影响细胞活性，从而限制了其应用。所以寻找一种经

济、可操作性强的提取 LEPCs 的方法变得极为重要，我们实验组前期已使用差时贴壁法获取纯度较高的

MSCs 和 EPCs [22]，同理推断使用贴壁法及细胞因子刺激有可能获取较高纯度 LEPCs。 
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2. 材料与方法 

2.1. 材料 

健康清洁型 4~6 周龄 C57BL/6 小鼠，雌雄不限，购买于斯贝福(北京)生物技术有限公司，动物合格

证号：SCXK (京) 2019-0010。饲养环境要求：光照良好、温度 22℃，通风和湿度适宜的清洁级动物房，

可自由摄食饮水。荧光倒置相差显微镜及图像采集系统(Leica，德国)，流式细胞仪(BD，美国)。胎牛血

清FBS (Gilbco，美国)，LG-DMEM培养基(Gilbco，美国)，PBS (Hy-Clone，美国)，EGM-2MV培养基(Lonza，
瑞士)，rh-VEGF-C (PeproTech，美国)，青霉素、链霉素(Solarbio，中国)，胰蛋白酶消化液(0.25%)不含

EDTA 和酚红(Solarbio，中国)，Tryple Express (Gilbco，美国)，明胶溶液(BD，美国)，抗小鼠 FITC-VEGFR-3、
PE-CD133、PE-cy7-CD34 (eBioscience，美国)，细胞培养皿、培养板、培养瓶(Coning，美国)，15 ml、
50 ml 离心管(Coning，美国)。 

2.2. 方法 

2.2.1. LEPCs 的提取方法 
1) 将 1 只适龄体重适中的 C57BL/6 小鼠脱颈处死，75%酒精溶液浸泡消毒 5 分钟； 
2) 将小鼠置于超净台内，无菌剪刀剪下小鼠后肢，充分游离清除小鼠股骨、胫骨表面的软组织，并

将股骨、胫骨浸泡于 PBS 溶液中； 
3) 将游离下的股骨、胫骨转移至另一超净台内，使用含 1%青、链霉素的 PBS 溶液反复冲洗骨骼表

面，去除骨骼两端，以含 10% FBS 的 LG-DMEM 培养基(称为 MSCs 完全培养基)将骨髓组织完全冲出； 
4) 反复吹打，制备成单细胞悬液，并转移至底面积为 25 cm2的培养瓶(T25 培养瓶)内，放入温度为

37℃、CO2饱和度 5%的培养箱内培养； 
5) 培养 24 h 后，提取未贴壁细胞，以离心半径 140 mm、1500 r/min，离心 5 分钟，使用新鲜 LEPCs

培养基(即将 EGM-2MV 中的 Rh-VEGF 更换为 Rh-VEGF-C，浓度为 50 ng/ml)将沉降细胞于振荡器上混匀

为单细胞悬液，加入预先明胶包被的 T25 培养瓶内，摇匀使其充分平铺，放入培养箱内培养； 
6) 72 小时后换液一次，待其增殖至覆盖培养面积 80%~90%时，使用 Tryple Express 酶消化 1 分钟，

使用 LEPCs 培养基按胰酶:培养基 = 1:3 的比例进行终止消化，轻柔晃动培养瓶，完全培养基终止，吸除

上清液，加入新鲜 LEPCs 培养基，继续培养； 
7) 待原代 LEPCs 增殖至覆盖培养面积 80%~90%时，PBS 缓冲液冲洗细胞 2 次，使用胰酶消化 4 分

钟，LEPCs 培养基按胰酶:培养基 = 1:3 的浓度进行终止消化，终止后使用移液器冲洗培养瓶底面，再使

用细胞刮轻柔地刮下残留细胞，离心、重悬后，按 1:2 传代于包被有明胶的 T25 培养瓶内，继续培养，

待第三代细胞增殖至 80%~90%融合时进行下一步检验和实验。 

2.2.2. LEPCs 的表面标记物检测 
1) 取对数生长期的第三代 LEPCs，待其增殖至覆盖培养面积 80%~90%时，胰蛋白酶消化液(0.25%) 

不含 EDTA 和酚红消化细胞 4 分钟，按胰酶:培养基 = 1:3 的比例进行终止消化，轻柔震荡培养瓶，终止

后使用移液器冲洗培养瓶底面，再使用细胞刮轻柔地刮下残留细胞，抽取消化的细胞以离心半径 140 mm、

1500 r/min，离心 5 分钟； 
2) 去除上清液，PBS 重复上述离心过程，清洗细胞 2 遍，使用 PBS 溶液制备单细胞溶液，细胞计数，

调整细胞密度为 1 × 106个/ mL； 
3) 分装至 1 ml EP 管内，每管 100 μL； 
4) 将 LEPCs 相关荧光抗体：抗小鼠 FITC-VEGFR-3、PE-CD133、PE-cy7-CD34，按使用说明书剂量
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分别加入一个装有细胞的 EP 管内，制成单荧光染色管； 
5) 再将上述三个荧光抗体同时加入一个装有细胞的 EP 管内，制成三荧光染色染管； 
6) 未染色管为对照管； 
7) 充分混匀后，4℃冰箱内避光摇床低速摇晃过夜，PBS 洗除未标记上的抗体，使用 500 μL PB 重

悬各组 EP 管内细胞； 
8) 上机检测表面标记物表达情况。 

2.2.3. LEPCs 的功能鉴定 
1) 在 96 孔板内铺 50 μL 基质胶，待其热凝固后，取对数生长期的第三代 LEPCs，待其增殖至覆盖

培养面积 80%~90%时，去除培养基，PBS 液冲洗，胰蛋白酶消化液(0.25%)不含 EDTA 和酚红消化细胞 4
分钟，按胰酶:培养基 = 1:3 的比例进行终止消化，轻柔震荡培养瓶，终止后使用移液器冲洗培养瓶底面，

再使用细胞刮轻柔地刮下残留细胞，抽取消化的细胞以离心半径 140 mm、1500 r/min，离心 5 分钟； 
2) 去除上清液，使用 PBS 液清洗细胞 2 次； 
3) EGM-2MV 培养基内加入 100 ng/ml Rh-VEGF-C (简称为成管诱导培养基)，使用成管诱导培养基将

LEPCs 制成单细胞悬液； 
4) 按 1 × 104个/孔细胞密度接种于基质胶上，轻柔拍击培养板，使细胞均匀接种； 
5) 显微镜下观察成管情况，并拍照。 

2.3. 统计学分析 

使用 SPSS 26.0 统计学软件进行数据分析，LEPCs 表面标记物所占百分比为计量资料，计量资料以

均数 ± 标准差( x s± )表示，实验结果重复 3 次。 

3. 结果 

3.1. LEPCs 细胞形态结果 

原代 LEPCs 细胞形态多样，可表现为长梭形及多边形，形态不均一，出现中央为圆形细胞群，周边

有长梭形细胞，6~7 d 细胞可覆盖 80%~90%培养皿底面积，多次传代后细胞逐渐分化为淋巴内皮细胞，

典型表现为“铺路石状”。见图 1。 
 

 
(a)                                      (b) 

Figure 1. Morphological changes of LEPCs observed under microscope: (a) On the 9th day of pri-
mary culture, LEPCs was fusiform and polygonal, with uneven morphology and cell colonies; (b) 
The fourth generation LEPCs differentiated into “paving stone”-like changes 
图 1. 显微镜下观察 LEPCs 的形态变化：(a) 原代第 9 天 LEPCs 形态为长梭形及多边形，形

态不均一，可见细胞集落；(b) 第 4 代 LEPCs 分化为“铺路石”样改变 
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3.2. 流式细胞术检测 LEPCs 细胞的表面标记物 

LEPCs 均高表达 CD34、CD133 和 VEGFR-3，VEGFR-3，CD133 双阳率(85.17% ± 1.65%)；VEGFR-3，
CD34 双阳率(83.77% ± 0.42%)；CD133，CD34 双阳率(87.17% ± 1.77%)，符合 LEPCs 特性。见图 2。 

 

 
Figure 2. Logistics identification of LEPCs surface markers 
图 2. LEPCs 表面标记物流式鉴定 

3.3. LEPCs 的功能鉴定结果 

第三代 LEPCs 在特定培养基诱导下于基质胶表面可形成典型管腔样结构：2~4 小时后细胞逐渐变扁

并拉长，6~8 小时细胞开始聚集，互相相接，形成典型管腔样结构，10~12 小时左右管腔最为典型，24
小时左右管腔结构消失，细胞聚成团状。见图 3。 

 

 
Figure 3. Differentiation of LEPCs into tubes 
图 3. LEPCs 的成管分化鉴定 

4. 讨论 

2003 年 Salven P 等人第一次分离出 LEPCs [23]，Igarashi Y 等发现 LEPCs 经过 VEGF-C 诱导后可表

达淋巴管标志物 Prox-1 和 LYVE-1 [24]。生理情况下，外周血中的 EPCs 数量非常少，仅占 0.01% [25] [26] 
[27]，试验证实骨髓中的 MSCs 和 EPCs 含量更加充足且增殖力更强[28]，我们前期实验证明，MSCs 与

LEPCs、VEPCs 共存于“干细胞巢”。因此我们提出猜想：LEPCs 与 EPCs 的生物特性有相似之处，故
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本研究采用小鼠骨髓细胞进行淋巴内皮祖细胞提取。 
多项研究表明 VEGF-C 与 VEGFR-3 结合后发生磷酸化[23] [28] [29] [30]。结合王海杰教授相关文献

报道[18] [19] [20] [21]，我们了解到 VEGF-C 可刺激 LEPCs 的增殖及分化，故本实验调整 EGM-2MV 培

养基内 rh-VEGF 为 rh-VEGF-C 以刺激 24 小时后贴壁细胞，促进 LEPCs 增殖。另据实验观察，MSCs 对
Tryple Express 酶敏感，而 LEPCs 对 Tryple Express 酶敏感性较差，故对骨髓贴壁细胞使用 Tryple Express
酶消化，去除部分混杂的 MSCs，以进一步提纯所得 LEPCs。 

目前提取 LEPCs 常用的方法包括：密度梯度离心法、免疫磁珠分离法、流式细胞术分选法等[18] [19] 
[20] [21]，但上述的分选方法，因其存在操作繁琐、技术难度高、花费大等缺点，并且长时间的抗体孵育、

长时间高速离心以及低温操作等易造成细胞损伤，影响细胞活性，从而限制了其应用。所以寻找一种经

济、可操作性强的提取 LEPCs 的方法变得极为重要，我们实验组前期已使用差时贴壁法获取纯度较高的

MSCs 和 EPCs [22]，同理推断使用贴壁法及细胞因子刺激有可能获取较高纯度 LEPCs。 
王海杰课题组研究表明 VEPCs 与 CD34+、CD133+、VEGFR-3+的 EPCs 细胞在表面标志物、分化趋

向和生物功能反面不同，将 CD34+、CD133+、VEGFR-3+细胞命名为淋巴内皮祖细胞(lymphatic endothelial 
progenitor cells, LEPCs)，并证明 VEGF-C/VEGFR-3 通路诱导 LEPCs 向淋巴管内皮细胞分化和淋巴管生

成[18] [24]。因此本实验采用检测细胞表面标记物 CD34、CD133、VEGFR-3，另于基质胶表面行成管分

化实验，双重检验，以验证所得细胞是否是 LEPCs。 
本实验所提原代 LEPCs 细胞形态多样，可表现为长梭形及多边形，形态不均一，出现中央为圆形细

胞群，周边有长梭形细胞，6~7 d 细胞可覆盖 80%~90%培养皿底面积，多次传代后细胞逐渐分化为淋巴

内皮细胞，典型表现为“铺路石状”。根据相关文献描述，从细胞形态及增殖分化特点验证所得细胞为

LEPCs。 
本实验使用贴壁法及VEGF-C刺激获取LPECs，LEPCs使用流式细胞术检测其表面标记物VEGFR-3，

CD133 双阳率(85.17% ± 1.65%)；VEGFR-3，CD34 双阳率(83.77% ± 0.42%)；CD133，CD34 双阳率(87.17% 
± 1.77%)；经 LPECs 成管诱导培养基诱导培养，2~4 小时后细胞逐渐变扁并拉长，6~8 小时细胞开始聚集，

互相连接，形成典型微管管腔样结构，10~12 小时时管腔最为典型，24 小时左右管腔结构消失，细胞聚

集成团块状，以上流式细胞术检测结果及分化实验，明确可得到纯度较高的 LEPCs。 
本实验采用贴壁法及细胞因子诱导获取 LEPCs，相较于较为多见的流式细胞仪分选等方法，本研究

获取细胞的方式及提取过程相对简单，可操作性强，经费消耗较低，对细胞增殖能力影响较小，但所得

细胞纯度无法与分选法相媲美，存在一定的局限性，仍有改进空间。 

5. 结论 

利用细胞因子诱导及贴壁法可获取较高纯度的 LEPCs，且可于体外形成微管样结构，结合我们实验

组后续小鼠淋巴水肿模型体内实验，以期为基于细胞水平的淋巴水肿治疗提供部分理论依据。 
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