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大鼠主动脉内皮细胞的分离培养和鉴定
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摘要 目的：探索大鼠主动脉原代内皮细胞体外培养方法，为体外研究提供细胞模型。方法：分离大鼠主动脉，直接贴壁于培养皿

中，荧光倒置显微镜观察细胞形态，免疫组化Ⅷ因子相关抗原染色鉴定细胞。结果：约 24小时组织块边缘有游离的新生细胞长

出，7天即融合成片。消化传代后细胞呈短梭形或三角形，单层生长，铺路石状，Ⅷ因子表达阳性，呈指数增殖。冻存后复苏细胞活

性均超过 90%。结论：用贴壁法成功建立了大鼠血管内皮细胞体外培养方法，冻存细胞存活率高，为体外研究提供了稳定的模型。
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Isolation Culture and Identification of Rat Aortic Endothelial Cells

To investigate the culture methods of primary rat aortic endothelial cells in vitro. Rat aorta was
isolated, directly attached to the wall in a petri dish, and inverted microscope cell morphology. Immunohistochemistry factor VIII-related

antigen was used to stain cells. Organization block edge free new cells grow, after approximately 24, and integrated into the film

7d later. Cells were subcultured short spindle-shaped or triangular, monolayer, cobblestone, positive expression of factor VIII, the

exponential proliferation. Recovery was more than 90% cell viability after cryopreservation. Vascular endothelial cells in

vitro method was successfully established by adherent, and the survival rate of frozen cells was high, which providing a stable model for
in vitro studies.
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前言

血管内皮细胞( vascular endothelial cell, VEC)是覆盖在血

管内膜表面纵向排列的单层扁平细胞,作为血管内膜的主要结

构，在创伤修复、血管生成、止血、血栓形成、出血性疾病、动脉

粥样硬化、糖尿病等一系列生理和病理过程中发挥重要作用[1-4]。

关于血管内皮细胞的原代培养[5,6],国内 20世纪 80年代初即有

报道。但是检索相关文献发现对于大鼠的报道较少，且多为酶

消化法，所得内皮细胞较难纯化，传代培养时受成纤维细胞影

响[5-9]。本研究采用血管组织贴壁法，成功的对大鼠主动脉内皮

细胞的分离培养、传代、冻存、复苏与鉴定，旨在获得足够数量

和纯度的 VEC，为进一步研究血管内皮相关疾病建立成功的

体外细胞培养模型。

1 材料和方法

1.1 材料
1.1.1动物 健康 SD大鼠，4周龄，80ｇ 左右，由南京青龙山动

物中心提供。

1.1.2 仪器 离心机（德国 Beckman），CO2细胞培养箱（美国

Thermo），超净工作台（21K-200型）（国营 346厂），荧光倒置显

微镜（日本奥林巴斯），磨砂玻片（经 10%多聚赖氨酸处理）。

1.1.3 试剂和耗材 胎牛血清（美国 Gibco公司），改良 1640 培

养基(美国 Gibco公司)，0.125%胰蛋白酶（上海碧云天），青霉素

-链霉素溶液（上海碧云天），Ⅷ因子抗体（北京博奥森），二抗

（DAKO,DENMARK）；苏木素染色液、中性树胶、多聚赖氨酸、

肝素及二甲苯等为国产培养皿、培养瓶、移液器、离心管（美国

Cornig）。
1.2 方法
1.2.1 细胞分离、培养及传代 无菌状态下，开胸分离 SD 大鼠

主动脉，迅速用生理盐水冲洗干净，放到含双抗的 DHanks液

的冰盒中，洗净血管内外的凝血块，纵向剪开管腔,平铺于培养

皿中，用手术刀轻轻将血管切成边长约 0.1cm的正方形，间隔

放置于培养皿中，加入含 10%胎牛血清的改良 1640培养基，不

能将组织块悬浮，5% CO2、37℃饱和湿度的培养箱中培养。待

组织块周围生长的细胞融合成片,即可去除组织块，用胰蛋白

酶消化法消化细胞，重新接种于培养瓶中，待细胞生长至 80%，

胰蛋白酶消化后 1:2传代。
1.2.2 增殖生长力的测定 取培养的第 3代细胞，待其增长至
80%融合，生长状态良好，0.25%胰蛋白酶消化、制备成细胞悬

液；取 24孔细胞培养板，等量接种 21孔，置 5% CO2、37℃饱和
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湿度的培养箱中培养，次日起，每天取其中 3孔细胞进行检测，

取均值，培养 1周，共七组数据，绘成生长曲线。
1.2.3 细胞形态学 倒置显微镜逐日观察原代及传代培养细胞

生长、增殖情况及形态特征。

1.2.4 免疫组化检测Ⅷ因子相关抗原 取第 3代细胞进行细胞

爬片，PBS洗 2遍；4%多聚甲醛固定 30 min，PBS洗 2遍；１%

的 Triton-100室温放置 15 min；3% H2O2-甲醇溶液室温孵育 30
min，PBS洗 2遍；正常山羊封闭血清室温孵育 30 min；加一抗
(Ⅷ因子抗体)1:20,100 滋L，37℃，湿盒孵育 2 h；增强剂 50 滋L，

室温湿盒孵育 20 min；HRP 标记二抗 50 滋L，室温 37℃，孵育
30 min；2滴新鲜配制的 DAB溶液染色，蒸馏水终止反应；苏木

素复染 30 min，盐酸甲醇溶液分化；70%、75%、8 5%、95%、
100%乙醇依次脱水，二甲苯透明，中性树胶封片[10]。

1.2.5 细胞冻存与复苏 经胰蛋白酶消化后，收集第 3代对数

生长期细胞，加入冻存液分装于 2 mL冻存管内，冻存细胞数为
2× 106/mL，置于 4℃ 30 min、- 20℃ 2 h，后于液氮中长期保存。

冻存两周后，取出冻存管立即置入 40℃水中迅速解冻复苏，加

入 5 mL培养液混匀，1000 r/min，离心 5 min，弃上清加入培养

液重悬细胞, 以 5× 105/mL接种于 25 cm2培养瓶内，5%CO2、

37℃饱和湿度的培养箱中培养。

1.2.6 复苏细胞存活率的测定 取复苏后培养 5 d的细胞，胰

蛋白酶消化后，1640培养液制成细胞悬液，取 0.9 mL，加入 0.1

mL1%台盼蓝混匀，计数板盲法计数，细胞内染色者为死细胞，

未染色者为活细胞，以活细胞数占细胞总数的百分比反映细胞

活力[11]。

2 结果

2.1 细胞形态

倒置显微镜见接种 4h后，组织开始铺展贴壁，18-24 h可

见组织块边缘有游离的新生细胞长出，呈单层扁平多角或梭条

形细胞集落，约 5-7 d，细胞迅速生长,集落增大，呈多角形，汇

合、融合时细胞镶嵌排列呈铺路石样。传代的内皮细胞贴壁时

图 1内皮细胞体外分离培养：A：第 1天、B：第 3天、C：第 5天、D：第 7

天（× 100）

Fig.1 Endothelial cells cultured in vitro: A:The first day, B:The third day,

C:The fifth day, D:The seventh day

间明显提早，刚消化下来的细胞呈圆形，接种后 30 min即有细

胞贴壁，生长活跃，分裂增殖活动旺盛，第 2天，可在多个视野

中观察到贴壁细胞，第 3天，可观察到大量贴壁细胞，呈群居势

生长，增值较快，至第 6~7天，可见细胞呈铺路石状生长；5 代

内的细胞形态、活力及生长曲线无明显差异(图 1)。
2.2 冻存后复苏

第 3代细胞在液氮中保存 1个月，分 2批复苏。复苏后的

细胞 2h即可贴壁，24h 换液，经台盼蓝测定细胞活力，可以达
90%，证明接种后大部分存活，培养 1周，细胞生长良好，细胞

形态与冻存前无明显差异(图 2)。

图 2 冻存后复苏的细胞（× 100）

Fig.2 Cryopreservation recovery cells (× 100)

2.3 Ⅷ因子相关抗原鉴定

在光学显微镜下将培养的传代细胞经Ⅷ因子免疫组化鉴

定，阳性细胞数大于 95%，为细胞膜上有黄褐色细颗粒或粗颗

粒附着，证明培养的细胞具有内皮细胞特异性(图 3)。

图 3 内皮细胞诱导培养后（免疫组化× 100）

Fig.3 Endothelial cells cultured (immunohistochemistry× 100)

2.4 细胞生长曲线

传代细胞接种后 2h即贴壁开始生长，前两天生长速度较

慢，3到 5 d时生长速度明显加快，维持在对数生长期；6、7 d起

细胞发生接触性抑制，进入停滞期。细胞倍增时间约为 72 h。根

据原始数据绘制的细胞生长曲线结果(图 4)。
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图 4 细胞生长曲线

Fig.4 Cell growth curve

3 讨论

内皮细胞是组成血管腔腔面单层扁平上皮的一种细胞，大

多成梭形，核比较突出，排列和血流的方向一致，在动脉的分支

处，内皮细胞可变成圆形。它的核居中，淡染，核仁大明显，胞

质内有发达的高尔基体、粗、滑面内质网以及丰富的质膜小泡，

胞质内还可见成束的微丝和一种外包单位膜的杆状细胞器称

W-P小体[12,13]。广泛的分布于人体，作用除作为血液和组织之间

的物质交换屏障外，还可合成和分泌多种的生物活性物质维持

正常的心血管功能，如内皮细胞表面有血管紧张素转换酶，能

使血浆中的血管紧张素Ⅰ转化为血管紧张素Ⅱ，使血管收缩[14-16]。

内皮细胞的脱落及生长快慢的变化，对血流的速度、毛细血管

的通透性、心血管疾病及癌细胞的生长都有密切的关系[17]。由

于其在体内分布广，作用多，因此在广泛用于多种实验研究，对

于内皮细胞的体外培养方法的探索也日益增多。

研究发现内皮细胞培养多通过消化法或组织块贴壁法[18-20]。

而不同种属来源的内皮细胞其形态特性、结构功能是不同的。

因此，不同的动物具体的消化方法也不同；如人脐静脉内皮细

胞多用胰蛋白酶灌注消化法，兔子血管内皮细胞可用胶原酶消

化法。本课题组曾用过多种方法来获取大鼠内皮细胞，比较发

现运用组织块贴壁法效果最好，所得的细胞纯度高，传代后细

胞生长良好，冻存复苏的细胞其复活率高，可以满足实验需求。

在培养方法上，需要注意:取得的离体血管需要用生理盐水冲
洗干净，及时放置在冷含双抗的 DHanks液的冰盒中保存活
性；放入培养皿时组织块不宜过大，排列均匀；加入细胞液时绝

对不能将组织块悬浮，及时放入孵育箱中；培养前两天不宜挪

动培养皿，更不可以频繁观察细胞。用此方法分离的细胞很快

贴壁，且混杂的平滑肌细胞和纤维细胞很少。由于此法容易受

到污染，所以在操作过程中应特别注意无菌操作。
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