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摘要 目的 探讨脂肪源性干细胞( ADSC) 与内皮祖细胞
( EPC) 共培养对 EPC 活性的影响及 ADSC 对 EPC 增殖、迁
移、分化及成血管活性产生影响的机制。方法 体外分离、
培养、扩增并鉴定大鼠来源的 ADSC与 EPC。实验分为 EPC
组、EPC + ADSC 共培养组、EPC + ADSC + PI3K-inhibitor 组，
三组细胞使用 Transwell共培养处理 48 h后，分别通过 CCK-
8实验、划痕实验和血管形成实验评估 ADSC 与 EPC 共培养
和 PI3K /AKT通路对 EPC活性的影响; 通过 Western blot 检
测 EPC中血管内皮生长因子 A( VEGFA) 、内皮型一氧化氮
合酶( eNOS ) 、血管内皮细胞钙粘连蛋白 ( VE-cadherin ) 、
CD133、磷酸化磷脂酰肌醇 3-激酶( p-PI3K) 和磷酸化蛋白激
酶 B( p-AKT) 的表达水平来探究 ADSC 与 EPC 共培养和
PI3K /AKT通路对 EPC 向成熟内皮细胞分化能力的影响。
结果 CCK-8 检测结果显示，EPC + ADSC 共培养组中 EPC
在不同时间点吸光度值均高于 EPC 组和 EPC + ADSC +
PI3K-inhibitor组，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01 ) ; 划痕实验
结果显示，EPC + ADSC共培养组 24 h 后划痕相对距离小于
EPC组和 EPC + ADSC + PI3K-inhibitor 组，差异有统计学意
义( P ＜ 0. 01) ; 血管形成实验结果显示，EPC + ADSC 共培养
组 24 h形成管腔样结构平均数量高于 EPC 组和 EPC + AD-
SC + PI3K-inhibitor组，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01 ) ; West-
ern blot检测显示，EPC + ADSC 共培养组中 EPC 的 VEGFA、
eNOS、VE-cadherin、p-PI3K 和 p-AKT 表达水平高于 EPC 组
和 EPC + ADSC + PI3K-inhibitor 组，而 CD133 表达水平低于
EPC组和 EPC + ADSC + PI3K-inhibitor 组，差异有统计学意
义( P ＜ 0. 01) 。结论 ADSC 与 EPC 共培养能够提高 EPC
增殖、迁移、分化和成血管等活性，其机制可能是通过调控
PI3K /AKT通路实现的。
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在临床中治疗大体积骨缺损十分棘手。自体骨
移植受限于缺损的大小和供体部位出现的各种并发

症，所以脱钙骨基质移植在大体积骨缺损的治疗中

被广泛使用。然而，移植物缺乏血管化影响了其骨
形成能力［1］，容易导致治疗失败。
组织工程技术在治疗大体积骨缺损中提供了新

的策略。为了解决移植物血管化能力的问题，几十
年来，不同来源和功能的种子细胞被投入研究［2 － 3］。
脂肪源性干细胞( adipose-derived stem cells，ADSC)
易于分离和培养，可作为骨形成细胞来源［4］。内皮
祖细胞( endothelial progenitor cells，EPC ) 不但能够
促进血管新生，而且也具有促成骨作用［5］。ADSC
和 EPC的联合应用以增加血管化和骨形成似乎是
一种有前途的方法。而磷脂酰肌醇 3-激酶( phos-
phatidylinositol 3-kinase，PI3K) 和丝氨酸 /苏氨酸蛋
白激酶( serine / threonine kinase proteins，AKT) 信号
通路作为在细胞增殖、分化和凋亡中的经典通路，也
被证实在血管生成中有重要作用。但它在 ADSC 促
进 EPC增殖、迁移和成血管能力中的作用也值得我
们深入探讨。该研究旨在通过 ADSC 和 EPC 共培
养验证 ADSC 是否能通过旁分泌提高 EPC 的活性，
并初步探讨其机制。

1 材料与方法

1． 1 主要试剂 Ⅰ型胶原酶、LG-DMEM 培养基、
PI3K特异性抑制剂 LY29400( 上海碧云天生物技术
有限公司) ; 大鼠 ADSC 成骨诱导培养基、大鼠 AD-
SC成脂诱导培养基、大鼠 ADSC 成软骨诱导培养基
( 美国 Sigma公司) ; EGM-2 完全培养基( 瑞士 Lonza
公司) ; 鼠纤维连接蛋白 ( 美国 Gene Operation 公
司) ; 大鼠淋巴细胞分离液试剂盒( 天津市灏洋生物

制品科技有限责任公司) ; 细胞计数试剂盒-8 ( cell
counting kit-8，CCK-8) 试剂盒( 南京诺唯赞生物科技
股份有限公司) ; 二喹啉甲酸( bicinchoninic acid，
BCA) 蛋白定量试剂盒、蛋白裂解液( 合肥白鲨生物
科技有限公司) ; 蛋白酶抑制剂( 美国 Thermo 公
司) ; 电化学发光发光液( 美国 Millipore 公司) ; 一抗
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血管内皮细胞钙粘连蛋白( vascular endothelial-cad-
herin，VE-cadherin) 、CD133、CD44、血管内皮生长因
子 A( vascular endothelial growth factor A，VEGFA) 、
内皮型一氧化氮合酶( endothelial nitric oxide syn-
thase，eNOS) 及二抗山羊抗兔 IgG /FITC、山羊抗兔
IgG / TＲITC( 北京博奥森生物技术有限公司) 。
1． 2 实验动物 SPF级雌性 SD大鼠均购自安徽省
实验动物中心。
1． 3 大鼠 EPC的分离与培养 参照文献［5］中的方
法，从 80 ～ 120 g 的大鼠胫骨和股骨中收集髓腔内
容物，使用大鼠骨髓淋巴细胞分离试剂盒，按照试剂

盒说明使用差速离心法收集单核细胞，使用 EBM-2
培养基重新悬浮细胞，将细胞接种于预先包被纤维

粘连蛋白的培养板中，48 h 后更换培养基以去除未
贴壁细胞，以后每 48 h 更换培养基 1 次，最初分离
后 7 ～ 10 d出现内皮祖细胞集落，细胞生长至 80%
融合后连续传代至纤维连接蛋白涂层表面。
1． 4 大鼠 ADSC的分离与培养 参照文献［5］中的
方法，由 200 ～ 220 g 大鼠腹股沟皮下处收集脂肪，
将脂肪组织与 2 倍体积的 0. 1%Ⅰ型胶原酶 A混合
后严格密封，然后在 37 ℃水浴锅中缓慢摇晃消化
60 min，1 200 r / min离心 20 min，去除上层油脂、未
消化的脂肪组织及纤维结缔组织等，200 μm细胞过
滤器过滤后再次离心以去除油脂。用 PBS 冲洗 2
次后，剩余细胞重新悬浮在含有 10%胎牛血清的
LG-DMEM中，接种于 6 孔板中，置于恒温培养箱中
培养，每隔 3 d更换 1 次培养基，细胞生长至 80%融
合后按 1 ∶ 3 传代。
1． 5 免疫荧光检测 ADSC 和 EPC 表面标志物
调整第 3 代 ADSC和第 3 代 EPC浓度为 3 × 105 /ml，
按每孔 0. 5 ml接种于预先铺好细胞爬片的 24 孔板
中。待细胞贴壁后移除培养基，4%多聚甲醛固定，
山羊血清封闭 30 min。分别将 CD44 及 CD133 使用
PBS按照 1 ∶ 200 稀释，将 ADSC 与 CD44 一抗共同
孵育过夜后滴加稀释好的荧光二抗，湿盒中 20 ～ 37
℃孵育 1 h，滴加 DAPI后避光孵育 5 min后，对上述
细胞爬片进行核染，PBST 洗去多余的 DAPI 后用含
抗荧光淬灭剂的封片液封片，荧光显微镜下观察采

集图像。
1． 6 ADSC 的功能鉴定 第 3 代 ADSC 生长 80%
～90%融合后，分别按照操作指南使用成软骨诱导
分化培养基、成骨诱导分化培养基、成脂诱导分化培
养基培养 ADSC，并分别使用甲苯胺蓝、茜素红、油
红 O染色后镜下观察 ADSC是否能够分化为软骨细

胞、成骨细胞和脂肪细胞。
1． 7 EPC的功能鉴定 第 3 代 EPC细胞悬液接种
于铺被了基底胶的 96 孔板，培养箱中孵育 24 h。倒
置显微镜观察，以能形成管腔样结构为阳性结果。
取融合度达 80%的第 3 代 EPC，加入 4 μg /ml

的 Dil标记乙酰化低密度脂蛋白( dilacetylated low
density lipoprotein，Dil-acLDL) ，培养箱中孵育 4 h。
PBS洗 3 次后多聚甲醛固定 15 min，加入 10 mg /L
的 FITC标记荆豆凝集素-1( FITC-Ulex europaeus ag-
glutinin-1，FITC-UEA-1) ，孵育 1 h。激光共聚焦显
微镜下观察并采集图像。
1． 8 ADSC与 EPC 共培养 实验共分 3 组: 空白
对照组( EPC 组) ，将第 3 代 EPCs 细胞单独接种至
Transwell下室中; 实验组( EPC + ADSC 共培养组) ，
在 Transwell 按照 EPC: ADSC 为 1 ∶ 2 接种; EPC +
ADSC + PI3K-inhibitor组，在共培养的基础上加入磷
脂酰肌醇 3-激酶抑制剂。共培养 48 h 后取出 Tran-
swell上室、下室中的 EPC细胞用于后续其他检测。
1． 9 CCK-8 检测 共培养 48 h后调整细胞密度接
种于 96 孔板，在第 0、6、12、24、36、48 h 分别对细胞
增殖情况进行检测，每个检测时间点每孔加入 15 μl
的 CCK-8 试剂，37 ℃、5% CO2 培养箱内培养避光

孵育 2 h。酶标仪 450 nm波长测出同一时间点吸光
度( absorbance，A) 值，用测得的 A 值进行细胞增殖
影响的分析。
1． 10 细胞划痕实验 共培养 48 h后，调整 EPC细
胞密度接种于 6 孔板，用 200 μl 枪头垂直于孔板制
造细胞划痕，尽量保证各个划痕宽度一致。吸去细
胞培养液，用 PBS 冲洗孔板 3 次，洗去划痕产生的
细胞碎片。分别于 0 h和 48 h在显微镜下采集每组
细胞相同划线部位的图像。应用 Image J 图像软件
对每一组细胞的迁移距离进行定量统计分析。
1． 11 血管形成实验 基质胶 10 μl 加入 24 孔板
中，覆盖整个皿底，37 ℃、30 min 使 Matrigel 聚合成
胶。取上述各组处理 48 h的细胞，调整细胞浓度合
适后，接种到 Matrigel 基质胶包被的 24 孔板中。24
h后于光学显微镜下观察拍照，统计 100 倍镜下每
个视野管腔形成数目并进行分析。
1． 12 Western blot实验 按照分组培养 EPC 48 h
后，收集 EPC细胞沉淀，加入 ＲIPA裂解液提取蛋白
并使用 BCA法测定蛋白浓度。将蛋白上样至配好
的聚丙烯酰胺凝胶胶孔中，在浓缩胶 80 V、20 min，
分离胶 120 V、1 h 条件下进行电泳。电泳完成后转
模并分别加入稀释的一抗 PI3K抗体( 1 ∶ 200) 、AKT
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抗体( 1 ∶ 200 ) 、磷酸化蛋白激酶 B ( phospho-protein
kinase B，p-AKT) 抗体( 1 ∶ 200) 、磷酸化磷脂酰肌醇
3-激 酶 ( phospho-phosphatidylinositol 3-kinase，p-
PI3K) 抗体( 1 ∶ 200 ) 、VEGFA 抗体( 1: 200 ) 、eNOS
抗体( 1 ∶ 200) 、VE-cadherin抗体( 1 ∶ 200) 和 CD133
抗体( 1 ∶ 200) 。加入一抗后 4 ℃孵育过夜，洗涤后
再加入相应二抗，37 ℃孵育 1 h。以 β-actin 为内
参，ECL显色发光并记录灰度值。蛋白相对含量反
映目标蛋白条带灰度值与 β-actin灰度值的比值。
1． 13 统计学处理 采用 SPSS 25. 0 软件统计进行
分析，数据资料采用 �x ± s 表示，三组间均数比较用
单因素方差分析，两两比较行 LSD检验，以 P ＜ 0. 05
为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 EPC的培养和鉴定 分离出来的 EPC经 72 h
后可见细胞贴壁，细胞传代后形态呈现为“鹅卵石
样”。在铺被了基质胶的 24 孔板可形成毛细血管
样结构。免疫细胞化学 CD133 抗体荧光检测结果
显示，细胞高表达 CD133，同时 EPC也能够摄取 DiI-
acLDL并结合 FITC-UEA-1 ( 图 1 ) 。细胞形态呈纺
锤状，高表达 EPC 表面抗原 CD133，且具有内化乙

酰化 acLDL和 UEA-1 的能力，结合上述结果可确定
培养的细胞为 EPC。
2． 2 ADSC的培养和鉴定 培养的脂肪干细胞呈
成纤维细胞样长纺锤形。免疫细胞化学 CD44 抗体
荧光检测显示 ADSC高表达 CD44。ADSC经成软骨
诱导培养后甲苯胺蓝染色呈蓝色，成脂诱导培养后

油红 O染色呈红色，成骨诱导培养后茜素红染色呈
红色( 图 2) 。细胞形态呈长梭形，高表达 ADSC 表
面抗原 CD44，且具有多向分化能力，结合上述结果
可确定培养的细胞为 ADSC。
2． 3 三组细胞中 EPC 增殖、迁移及成血管能力的
比较 用 CCK-8 检测各组 EPC的增殖活性，绘制生
长曲线。各组细胞生长曲线形态相似，细胞吸光度
值逐渐升高。三组细胞在第 6、12、24、36、48 h 时间
点的吸光度值差异有统计学意义 ( F = 44. 853、
128. 534、252. 827、207. 560、336. 782，P ＜ 0. 01) 。其
中第 6、12、24、36、48 h，EPC + ADSC 共培养组吸光
度值高于 EPC 组，而 EPC + ADSC + PI3K － inhibitor
组在第 12、24、36、48 h 吸光度值低于 EPC + ADSC
共培养组。结果表明 ADSC + EPC 共培养组中的
EPC增殖活性强于 EPC 组，但在加入 PI3K-inhibitor
后 EPC的增殖活性受到抑制。见图 3。

图 1 EPC的形态学鉴定、表面抗原鉴定和功能鉴定 × 100

A: EPC原代培养 3 d; B: EPC原代培养 5 d; C: 第 2 代 EPC; D: CD133 表达阳性; E: DAPI细胞核染阳性; F: CD133 阳性表达和 DAPI核染融

合图; G: 结合 FITC-UEA-1 能力阳性; H: 摄取 Dil-acLDL能力阳性; I: FITC阳性和 Dil阳性融合图
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图 2 ADSC的形态学鉴定、表面抗原鉴定和功能鉴定 × 100

A: ADSC原代培养 3 d; B: ADSC原代培养 5 d; C: 第 2 代 ADSC; D: CD90 表达阳性; E: DAPI细胞核染阳性; F: CD90 阳性表达和 DAPI核染

融合图; G: 成软骨诱导培养后甲苯胺蓝染色阳性; H: 成脂诱导培养后油红 O染色阳性; I: 成骨诱导培养后茜素红染色阳性

图 3 三组 EPC细胞增殖能力的比较

与 EPC组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 ADSC + EPC + PI3K-inhibitor 组

比较: ##P ＜ 0. 01

细胞划痕实验检测结果显示，EPC + ADSC 共培
养组的 EPC细胞在 24 h 后划痕相对距离小于 EPC
组( F = 42. 478，P ＜ 0. 01 ) ; EPC + ADSC + PI3K-in-
hibitor组 24 h后划痕相对距离( 24 h /0 h) 较 EPC +
ADSC共培养组降低( F = 42. 478，P ＜ 0. 01 ) 。说明
ADSC + EPC共培养组中的 EPC 迁移能力强于 EPC
组，但在加入 PI3K-inhibitor后 EPC的迁移能力受到
抑制。见图 4。

将 EPC在铺被了 Matrigel的 6 孔板上培养 24 h
后镜下观察，可见每个高倍镜视野下 EPC + ADSC
共培养组管腔样结构数目平均为高于 EPC 组，差异
有统计学意义 ( F = 211. 021，P ＜ 0. 01 ) ; 在加入
PI3K抑制剂后后，EPC + ADSC + PI3K-inhibitor 组小
管样结构平均数目比 EPC + ADSC 共培养组减少，
差异有统计学意义( F = 211. 021，P ＜ 0. 01) 。以上
结果说明 ADSC + EPC共培养组中的 EPC成血管能
力强于 EPC 组，但在加入 PI3K-inhibitor 后 EPC 的
成血管能力减弱。见图 5。
2． 4 Western blot 检测 VEGFA、eNOS、VE-cad-
herin、CD133 表达水平的变化 Western blot 检测
结果显示，与 EPC 单独培养组 EPC + ADSC + PI3K-
inhibitor 组相比，EPC + ADSC 共培养组 VEGFA、
eNOS、VE-cadherin 的 表 达 升 高 ( F = 68. 085、
147. 032、874. 771，P ＜ 0. 01) ，CD133 表达下降( F =
20. 973，P ＜ 0. 01) 。结果表明，EPC + ADSC 共培养
组中的 EPC向成熟内皮细胞分化的程度更高，分泌
促血管生成的生长因子更多。见图 6。
2． 5 Western blot 检测 PI3K、p-PI3K、AKT、p-
AKT表达水平的变化 Western blot 检测结果显
示，与 EPC单独培养组相比，共培养 48 h后，EPC +
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图 4 三组 EPC细胞迁移能力的比较 × 100

A: EPC组; B: EPC + ADSC共培养组; C: EPC + ADSC + PI3K-inhibitor组; D: 划痕相对距离( 24 h /0 h) 柱状图; 与 EPC 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01;

与 EPC + ADSC共培养组比较: ##P ＜ 0. 01

图 5 三组 EPC细胞管腔样结构形成能力的比较 × 100

A: EPC组; B: EPC + ADSC共培养组; C: EPC + ADSC + PI3K-inhibitor组; D: 管腔样结构形成数目统计分析柱状图; 与 EPC 组比较: ＊＊P ＜

0. 01; 与 EPC + ADSC共培养组比较: ##P ＜ 0. 01

图 6 三组 EPC细胞 VEGFA、eNOS、VE-cadherin及
CD133 相对表达量的比较

A: 三组 EPC 相关蛋白表达的 Western blot 检测图; B: 三组 EPC

相关蛋白表达水平比较; a: EPC 组; b: EPC + ADSC 共培养组; c: EPC

+ ADSC + PI3K-inhibitor 组; 与 EPC 组比较: ＊＊ P ＜ 0. 01; 与 EPC +

ADSC共培养组比较: ##P ＜ 0. 01

ADSC组的 p-PI3K 及 p-AKT 表达升高; 加入 PI3K
抑制剂后，与 EPC + ADSC 组相比，EPC + ADSC 组
的 p-PI3K 及 p-AKT 的表达下降，差异有统计学意
义( F = 685. 002、1 958. 849，P ＜ 0. 01) 。见图 7。

3 讨论

同种异体骨移植和自体干细胞移植用于治疗大

块骨缺损已经被广泛研究，但是在治疗过程中自体

干细胞移植的低存活率仍旧难以解决。移植细胞的
死亡与吸收会导致移植后血管形成不良，这说明了

使用组织工程治疗骨缺损的过程中，血管新生与骨

新生具有同样重要的作用。
研究［6］表明，ADSC 在特定微环境下可以分化

为其他类型细胞，如成骨细胞、血管内皮细胞。本研
究也证实了 ADSC 具有多向分化能力。ADSC 不但
能够直接分化为成骨细胞，还能分泌多种促进成骨

和成血管的功能性生长因子，从而广泛应用于骨再

生和血管再生［7］，这一结论在该研究中也得到了证

实。而 EPC作为内皮细胞的前体细胞，广泛存在于
骨髓并可动员到外周血中，不仅在体外具有成血管

能力，还在体内也起着构建血管的作用。许多研
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图 7 三组 EPC细胞 p-PI3K及 p-AKT相对表达量的比较
A: 三组 EPC 相关蛋白表达的 Western blot 检测图; B: 三组 EPC

相关蛋白表达水平比较; a: EPC 组; b: EPC + ADSC 共培养组; c: EPC

+ ADSC + PI3K-inhibitor 组; 与 EPC 组比较: ＊＊ P ＜ 0. 01; 与 EPC +

ADSC共培养组比较: ##P ＜ 0. 01

究［8］表明移植的 EPC 可以迁移到缺血或损伤部位，
可以通过直接分化为内皮细胞参与新血管构建，且

被动员的 EPC 还可以分泌多种血管生成因子来促
进血管修复和血管新生。这提示将 ADSC 和 EPC
作为组织工程中的成骨和成血管种子细胞具有一定

的理论基础。结合以往的研究［5］，均表明在组织工
程中使用 ADSC 和 EPC 作为种子细胞，既可以提供
成骨的种子细胞，也可以促进移植部位血管生成，从

而解决组织工程中移植细胞存活率低的难题。
ADSC能促进各类移植组织的血管再生已经被

多项研究证实，其可能的机制有两种，多重分化和旁

分泌信号转导。Zhao et al［9］证实了 ADSC促进血管
生成的作用与旁分泌信号联系更紧密，而不是直接

分化为血管内皮细胞。本研究通过 EPC + ADSC 的
共培养实验表明 ADSC 可以旁分泌促进 EPC 的成
血管能力，这一结果与 Gan et al［10］的研究类似。通
过对共培养后 EPC 表达的相关蛋白进一步定量分
析结果显示，与单独培养 EPC 相比，EPC 与 ADSC
共培养后 eNOS、VE-cadherin 的表达升高，CD133 表
达下降，证实了 ADSC 能够促进 EPC 向成熟内皮细
胞分化，而且共培养后还能促进内皮祖细胞大量分

泌促血管生成的细胞因子如 VEGFA，两种细胞之间
存在成血管能力的协同作用，这一结论与 Wang et
al［11］的研究结果一致。

PI3K是由调节亚基 p85 和催化亚基 p110 构成
二聚体，当它与生长因子受体( 如 EGFＲ) 结合后，可
改变 AKT的蛋白结构并使其活化，并以磷酸化作用
激活或抑制下游一系列底物如凋亡相关蛋白 Bad、
Caspase-9 活性，从而调节细胞的增殖、分化、凋亡及
迁移等表型［12］。PI3K /AKT信号转导通路对于 EPC
的动员、迁移、归巢及抗凋亡促分化的影响已经多项
研究证实［13］。Wang et al［14］也在研究中叙述了能够
启始 PI3K的激活过程的多种生长因子和信号转导
复合物，包括成纤维细胞生长因子、血管内皮生长因
子、人生长因子、胰岛素等。研究［15］表明 ADSC 能
够旁分泌血管内皮生长因子、胰岛素样生长因子、成
纤维细胞生长因子等，从而具有改善损伤部位微环

境及促进损伤部位血管新生的作用。上述这些研究
证实 VEGF /PI3K /AKT信号通路在 ADSC 通过旁分
泌促进 EPC 的活性中可能占有重要地位。该研究
在共培养体系中加入了 PI3K活化的抑制剂，结果显
示信号转导通路中 AKT 的磷酸化明显受抑制，且
EPC的增殖、迁移、分化和成血管能力均下降，以上
研究表明 ADSC旁分泌的细胞因子能够通过 PI3K /
AKT信号通路发挥促进 EPC活性的作用。
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The effect of ADSC on the activity of EPC under co-culture
and its related mechanism

Cao Le1，Ding Zhenfei2，Sun Kai1，Fan Haitao1，Yang Haitao1

( 1Dept of Orthopaedic，Fuyang Hospital Affiliated to Anhui Medical University，Fuyang 236000;
2Anhui Medical University Graduate School，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the effect of co-culture of adipose-derived stem cells( ADSC) and endothelial
progenitor cells( EPC) on the activity of EPC and its related mechanism． Methods Ｒat ADSC and EPC were iso-
lated，cultured，expanded and identified in vitro ． The experiment was divided into three groups: EPC group，EPC
+ ADSC co-culture group，and EPC + ADSC + PI3K-inhibitor group． After 48 hours of co-culture，the cells of the
three groups were treated with Transwell． The effects of ADSC and EPC co-culture and PI3K /AKT pathway on EPC
activity were evaluated by CCK-8 assay，scratch assay and angiogenesis assay，respectively． Western blot was used
to detect vascular endothelial growth factor A ( VEGFA) and endothelial nitric oxide synthase ( eNOS) ，vascular en-
dothelial-cadherin ( VE-cadherin ) ，CD133，phospho-phosphatidylinositol 3-kinase ( phospho-phosphatidylinositol
3-kinase( p-PI3K) and phospho-protein Kinase B ( p-AKT) expression levels in EPC to detect the effects of ADSC
and EPC co-culture and PI3K /AKT pathway on the differentiation ability of EPC into mature endothelial cells． Ｒe-
sults CCK-8 results showed that the absorbance at 450 nm of EPC in EPC + ADSC co-culture group was higher
than that in EPC group and EPC + ADSC + PI3K-inhibitor group at different time points，and the difference was sta-
tistically significant ( P ＜ 0. 01) ． The scratch test showed that the relative scratch distance of EPC + ADSC co-cul-
ture group was smaller than that of EPC group and EPC + ADSC + PI3K-inhibitor group after 24 hours，and the
difference was statistically significant ( P ＜ 0. 01) ． Tube formation assay showed that the average number of tube-
like structures formed in EPC + ADSC co-culture group was higher than that in EPC group and EPC + ADSC +
PI3K-inhibitor group，and the difference was statistically significant ( P ＜ 0. 01) ． Western blot showed that the ex-
pression levels of VEGFA，eNOS，VE-cadherin，p-PI3K and p-AKT of EPC in EPC + ADSC co-culture group were
higher than those in EPC group and EPC + ADSC + PI3K-inhibitor group． The expression level of CD133 in EPC
group was lower than that in EPC + ADSC + PI3K-inhibitor group，and the difference was statistically significant ( P
＜ 0. 01) ． Conclusion Co-culture of ADSC and EPC can improve the proliferation，migration，differentiation and
vasogenic activity of EPC through the regulation of PI3K /AKT pathway．
Key words adipose-derived stem cells; endothelial progenitor cells; PI3K /AKT
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