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大鼠肺微血管周细胞的体外培养及鉴定 *
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摘要 目的：探讨 SD大鼠肺微血管周细胞（rat pulmonarymicrovessel pericytes, RPMPC）的分离、培养与鉴定方法。方法：采用机械

剪切、Ⅰ型胶原酶消化法和微孔过滤结合超高速离心法分离大鼠肺微血管片段，用含 15%胎牛血清（FBS）的高糖培养基（DMEM）

进行培养，倒置显微镜观察原代 RPMPC的形态及生长特性。免疫荧光法检测神经元 -胶质抗原 2 (neuron-glial antigen 2,NG2)，琢-
平滑肌肌动蛋白（琢-smooth muscle actin, 琢-SMA）、结蛋白( desmin )和 CD31相关抗原的表达，同时应用免疫细胞化学法检测血小

板源性生长因子受体 β ( PDGFＲ-β )的表达。CCK-8测定周细胞生长曲线。通过周细胞 -内皮细胞共培养成管实验检测细胞成管

能力。结果：本方法培养获取的 RPMPC纯度较高，并能连续传代。细胞 48 h后爬出，呈长梭形、三角形等不规则形，8～10 d细胞

汇合，呈栅栏或旋涡状生长，无接触性抑制，前期可见有少量内皮细胞伴随生长，单核偶见双核，核呈卵圆形，胞浆丰富。

PDGFＲ-β 、琢-SMA、NG2、desmin染色阳性，CD31阴性；周细胞与内皮细胞共培养形成管腔结构。结论：通过本方法能够获得纯

度较高的肺微血管周细胞，且所获细胞具有周细胞的特性及功能。
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Isolation and Identification of Pulmonary Microvessel Pericytes in Rats觹

To investigate the isolation, culture and identification methods of rat pulmonary microvessel pericytes

RPMPC in the lung of SD rats. Using mechanical shear, type I collagenase digestion and micropore filtration combined with

ultra high speed centrifugation to separate the rat pulmonary microvascular fragments; using medium (DMEM) containing 15% fetal

bovine serum (FBS) to culture the RPMPCs; and using inverted microscope to observe the morphology and growth characteristics of

RPMPCs. Detecting the expression of neuron glia antigen 2 (NG2), alpha smooth muscle actin (琢-SMA), desmin (desmin) and CD31

antigen by the immunofluorescent methods; Detecting the expression of platelet-derived growth factor receptor beta (PDGFR- beta) by

immunocytochemistry. The growth curve of pericytes was determined by CCK-8. The tube formation ability of the cells was detected by

coculture with pericytes and endothelial cells. The purity of RPMPC was high and could be passaged continuously. RPMPCs

climb out after 48 hours of separation, with the shape of fusiform, triangular and irregular form. After 8 ~ 10d, the cells converge and

grow as a palisade or vortex, without contact inhibition. In the early stage, a few endothelial cells were found, which were mononuclear

or binuclear and rich in cytoplasm. PDGFR- beta, alpha -SMA, NG2 and desmin staining were positive, and CD31 staining was negative.

The co culture of pericytes and endothelial cells leads to the formation of luminal structures. The pulmonary microvascular

pericytes of higher purity can be obtained by this method, and the acquired cells have the characteristics and functions of pericytes.
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前言

周细胞是微血管的重要组成部分，在啮齿类动物的发育，

体内微环境平衡，损伤的反应及损伤后恢复过程中起重要作用
[1,2]。肺微血管周细胞与肺的内外部结构完整、功能正常具有紧

密联系，其参与细胞外基质重组、微血管系统调控、维持血管壁

结构的稳定、并在免疫系统中起前哨作用[1]。经体外培养的肺微

血管周细胞具备体内周细胞的特性，可广泛用于肺血管壁的微

血管病变[3]、肺血管构型重建、肺急性损伤、纤维化、退行性病变

及肿瘤的侵袭与转移等方面的研究。因此，获取纯度较高的肺

微血管周细胞显得尤为关键。但目前国内外关于肺微血管原代

培养的文献较少，总结前期获取肺微血管周细胞的方法主要存

在两个问题：一是物理研磨造成微血管片段的损伤，降低细胞

生存几率；二是选用不含血小板血清、周细胞专用培养基
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（PCM）、内皮细胞专用培养基（ECM），与常规 DMEM分阶段

培养，过程中容易出现污染，耗时较长，成本高昂。我们结合文

献报道[4-7]并改进分离及培养方法，利用大鼠肺微血管片段培养

较高纯度的大鼠肺微血管周细胞（RPMPC），为进一步研究周

细胞在微血管病变、肺急性损伤、退行性病变及肿瘤的侵袭与

转移中的作用奠定基础。

1 材料与方法

1.1 实验动物

成年 SD大鼠，清洁级，雄性，200-220克，来源于空军军医

大学动物实验中心。标准动物饲养房饲养。所有实验方案均获

空军军医大学实验动物伦理委员会批准。

1.2 主要试剂和仪器

磷酸盐缓冲液(phosphate buffered solution，PBS )、胰蛋白

酶、DMEM高糖培养基，胎牛血清(fetal bovine serum，FBS)，均

购自美国 Hyclone公司，青霉素 -链霉素购自北京全式金生物

公司，Ⅰ型胶原酶、红细胞裂解液购自北京索莱宝生物公司，神

经元 -胶质抗原 2(neuron-gliaiantigen 2，NG2 ab129051)、琢-平
滑肌肌动蛋白(琢-smooth muscle actin，琢-SMAab5694)、抗血小

板源生长因子受体 (PDGFR-茁 ab32570)，结蛋白（Desmin

ab32362）抗体均购自 Abcam公司，CD31（GB13063）抗体购自

谷歌生物，山羊血清购自西安市壮志生物公司，CCK-8试剂、

DAPI购自上海碧云天生物技术公司，CY3标记的山羊抗兔和

山羊抗小鼠二抗、抗荧光淬灭封片剂购自谷歌生物公司。眼科

剪和镊子，CO2细胞培养箱，4℃离心机，电控恒温水浴箱，恒温

震荡摇床，倒置相差显微镜，荧光显微镜。

1.3 SD大鼠肺微血管周细胞（RPMPC）的分离和原代培养

SD大鼠经 5%水合氯醛溶液（7 mL/kg）进行腹腔注射麻

醉，75%酒精消毒 3遍，移入超净台中并固定于动物手术台上，

打开腹腔，用磷酸盐缓冲液(PBS)100 mL经右心室进行灌注，

直至肺脏发白，取下肺脏，放入培养皿中；用 PBS冲洗 3遍，去

除肺脏表面的脏胸膜、肺门处的主血管及较大的血管、支气管

及其分支。取末梢肺组织剪成 1 mm× 1 mm× 1 mm大小，将组

织块移入至 15 mL离心管中，并加入 5 mLⅠ型胶原酶消化液

（用含 15%胎牛血清的高糖 DMEM培养液配制而成，终浓度为

2 mg/mL），37℃震摇消化 1.5 h，消化结束后 1000× g离心 10

min，弃上清，加入 4 mL高糖 DMEM培养基（含 15%胎牛血清

和青霉素 50 U/mL，链霉素 50 滋g/mL）充分重悬；1000× g离心

10 min，弃上清；加入 3 mL 高糖 DMEM 培养基重悬，经 100

滋m不锈钢滤网过滤，除去大组织块，用 3 mLDMEM培养基冲

洗，将悬液移入离心管中，1000× g离心 10 min，弃上清；在获

得的小于 100 滋m的微血管片段中加入 10 mL红细胞裂解液

重悬，4℃放置 10 min；1000× g 4℃离心 10 min，移弃上清，获

得纯化的微血管片段；加入 2 mL高糖 DMEM培养基（含 15%

胎牛血清和青霉素 50 U/mL，链霉素 50滋g/mL）洗 2次，弃上清

后重悬，接种于 35 mm细胞培养皿中，置于 5% CO2，37 ℃，湿

度 95%的细胞培养箱中培养。72 h后首次更换培养基，以后每

3 d更换一次培养基，8～10 d后细胞基本汇合。原代培养 8～

10 d后细胞铺满约 80～90%，加 PBS洗 2次，再加胰蛋白酶和

EDTA消化，镜下观察，待细胞壁出现皱缩，细胞变圆即加入等

体积含血清培养基终止消化，移入离心管并以 800 rpm，离心 5

min，弃除上清液，加 2 mL含 15%FBS培养基重悬（前期我们

对含 10 %、15 %、20 %FBS，3个浓度的培养基进行了筛选，发

现 15%FBS较 10%FBS缩短原代周细胞生长周期，20%FBS与

15%FBS相比未见明显差别，遂选用 15%FBS），接种至 T25培

养瓶中，置于细胞培养箱中培养，每 3d更换一次培养基。取第

5代原代细胞用于细胞鉴定。

1.4 细胞鉴定

1.4.1 形态学观察 自接种开始至首次传代前，应用倒置相差

显微镜间断观察原代周细胞从微血管片段中爬出情况、细胞形

态及增殖情况，每隔 24 h进行 1次，并拍照记录。

1.4.2 细胞免疫荧光鉴定 取第 5代原代细胞，正常消化，接

种至放有盖玻片的六孔细胞培养板中使细胞爬片，至细胞近单

层融合时，进行免疫荧光染色实验。PBS洗涤盖玻片 5 min× 3

次；4%多聚甲醛固定 15 min，PBS 洗涤 5 min× 3 次；0.5%

PBS-Triton-100 打孔 10 min，PBS洗涤 5 min/ 次× 3 次；1%山

羊血清常温封闭 30 min，弃山羊血清，PBS洗涤 5 min/次× 3

次；分别加入一抗 琢-SMA(1:500)、CD31(1：100)、Desmin（1:50）、

NG2（1:50），4 ℃孵育过夜；PBS洗 5 min× 3次；分别加荧光标

记二抗，避光，37℃孵育 1h，PBS洗涤 5 min× 3次，DAPI（100

滋g/mL）染色 15 min，PBS洗涤 5 min× 3次；抗荧光淬灭封片剂

封片。荧光显微镜下观察、拍照，用 Image-Pro Plus 6.0（IPP）进

行定量分析。

1.4.3 细胞免疫化学方法鉴定 取第 5代原代细胞制备爬片。

对细胞进行固定和打孔，分别加入一抗 PDGFR-茁、CD31(1：
100)，4 ℃孵育过夜；PBS洗 3 min× 5次，加入酶标二抗，室温

孵育 30 min，PBS洗 3 min× 5 次；加 DAB 显色液 5min，自来

水冲洗；加苏木精染核 5 min，自来水冲洗；中性树胶封片。荧光

显微镜下观察并拍照。

1.5 cck-8测定细胞生长曲线

取第 5代原代细胞，胰酶消化，制成 2000个 /mL的单细胞

悬液，接种于 96孔板，每孔加 100 滋L细胞悬液，每组设 5个复

孔，共铺 9块培养板，置于 5% CO2，37 ℃细胞培养箱中培养，

于接种后 1 d、2 d、3 d、4 d、5 d、6 d、7 d、8 d、9 d 分别取出一块

培养板（24h为间隔，每组设 5个复孔），吸弃培养基，PBS洗 3

min× 2次，加用无血清培养基配置的 cck-8溶液 100 滋L（含
cck-8试剂 10 滋L），37℃孵育 2 h，酶标仪检测吸光值（450 nm）。

1.6 细胞功能评价

周细胞与内皮细胞共培养成管实验；① 直接成管实验：

HUVEC与 RPMPC按 1:5比例直接接种于培养皿中，镜下观

察成管情况。② 基质胶成管实验：48孔培养板以每孔 100滋L基
质胶包被，37℃，1h使胶凝固。将 HUVEC-cherry(红色荧光)于

RPVPC-GFP（绿色荧光）按 1:3比例进行混合后接种，每孔终体

积 200 滋L，每孔接种 3× 105个细胞，6 h观察成管情况。

1.7 统计学分析方法

实验数据用 Image-Pro Plus 6.0软件进行统计分析，每张片

子在镜下随机取 5个视野，测量细胞核数与阳性细胞数，计算

阳性细胞率（阳性细胞数 /细胞核数）× 100 %，结果数据用均

数± 标准差(x 依 s)表示。
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图 1 RPMPC分离培养概况

Fig.1 Primary PMPCs of rat

A. Pulmonary capillary fragments at 0h; B.the cells migrated out from the microvessels at 48h; C. More cells migratedout with a few of contaminating

cells at 72h; D. The cells reached confluence at 10d;E-K. The RPMPCwill allow a more even distribution, and the passage cells form remained stable.

E. passage 1; F. passage 3; G. passage 5; H. passage 7; K. passage 10, Scale bar = 200 滋m.

2 结果

2.1 原代周细胞形态学观察

刚接种时显微镜下观察可见大量圆形，透明清亮的单个细

胞和微血管片段(图 1A)。48h后可见少量梭型及不规则型细胞

爬出、贴壁生长，仍有圆形的红细胞悬浮生长(图 1B)。第 3天首

次更换培养基，去除微血管碎片和红细胞，剩下贴壁细胞继续

生长(图 1C)。每隔 3 d更换一次培养基。4 d后细胞逐渐增多，

呈长梭形、三角形等不规则形状，以长梭形较为多见，核呈卵圆

形，多居于细胞中央，多为单核，偶见双核，细胞有突起，呈栅栏

或旋涡状生长，无接触抑制。原代细胞生长缓慢，8-10 d细胞汇

合 (图 1D)，符合传代要求，传代后细胞生长周期缩短。第 1代

至 10代以内周细胞形态结构基本保持稳定 (图 1E-K)。

2.2 免疫荧光鉴定

取第 5代原代细胞爬片进行免疫荧光鉴定，应用周细胞标

记物 NG2、琢-SMA、Desmin进行染色，可见其均呈阳性，为排除

微血管内皮细胞污染应用内皮细胞特异性标记物 CD31染色，

结果呈阴性。测的结果显示，NG2的阳性率为 98.3 %± 0.8 %，

琢-SMA的阳性率为 98.4 %± 0.2 %，Desmin的阳性率为 96.5 %

± 1.2%，CD31的阳性率为 0（n=5），（图 2）。

2.3 细胞免疫化学鉴定

取第 5代原代细胞进行细胞免疫化学鉴定，可见 PDGFR-

茁（图 3 A），胞浆呈棕褐色，呈阳性。CD31呈阴性（图 3 B）。表明

分离获取的细胞无内皮细胞污染，纯度较高（图 3）。

2.4 RPMPC生长规律

原代肺微血管周细胞为传代前生长较缓慢，8-10d细胞基

本汇合（图 4），传代后生长速度增快。

2.5 HUVEC与 RPMPC共培养成管

红色荧光标记的血管内皮细胞与绿色荧光标记的周细胞，

以 1:3比例接种于基质胶上进行共培养，6h后观察到两种细胞

聚合在一起，可见出芽及管腔结构形成（图 5 A、B）；未标记荧

光的内皮细胞与周细胞直接以 1:5比例在未用基质胶包被的

培养皿中进行共培养，4d后观察到两种细胞聚合在一起形成

网状管腔结构（图 5 C）。

3 讨论

微血管周细胞是 1873 年由 Rouget 首次发现并被称为

Rouget 细胞 [1]、后在 1923 年由 Zimmermann 命名为周细胞

（Pericyte, PC）。周细胞在体内分布广泛，几乎存在于所有组织、

器官的微血管系统，在不同的器官中，微血管周围的周细胞覆

盖范围有很大差异，在不同组织中其性质也有所不同。其核大，
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图 4 RPMPC生长曲线（CCK-8法）

Fig. 4 RPMPC growth curve

图 5 HUVEC与 RPMPC共培养成管

Fig. 5 HUVECs and RPMRCs in co-culture

A～B. The red-labeled HUVEC and the green-labeled RPMPC were co-cultured in a 1:3 ratio in matrigel in DMEM +15%FBS for 6 hours；two kinds of

cells in adsorption and form vessel-like structure；repeat the experiment 3 times; C.RPMPCand HUVEC were co-cultured in a 5：1 in DMEM+15%FBS for

4 day，RPMPC and HUVEC were mutual adsorption to form vessel-like structures。A(× 100), B（× 200）, C(× 100)

图 2细胞免疫荧光鉴定 RPMPC

Fig.2 Immunofluorescence assay to identify RPMPC

Passage 5 pericytes were identified by immunofluorescence for the pericyte

marker琢-SMA（A）,NG2(B),Desmin(C), the cells negatively expressed the

CD31( D); Scale bar = 100滋m.

图 3细胞免疫化学法鉴定 RPMPC

Fig. 3 Cyto-immunochemistry assay to identify RPMPC

Passage 5 pericytes wereidentified by immunocytochemistry for the

pericyte marker PDGFＲ-茁（A）, the cells negatively expressed the CD31

（B）.Scale bar = 200 滋m.

胞浆少，有多个细胞突起，沿微血管纵轴分布，这些突起常跨越

多个内皮细胞，也会与相邻的微血管分支相连。微血管周细胞

与内皮细胞共同存在与基底膜中，并形成多种直接连接形式，

如紧密连接、间隙连接黏着斑和钉 -槽复合体[8]。微血管周细胞

与内皮细胞不仅在解剖结构上联系密切，还能通过邻分泌或旁

分泌信号产生重要的相互作用，如转换生长因子 茁(TGF-茁)、血
小板衍生生长因子受体 茁（PDGFR-茁）、血管生成素 1/Tie-2等，

它们对周细胞的生长发育、微血管渗透性、血管新生、肿瘤形成

等生理病理过程都具有重要调节作用[9]。近年来微血管周细胞

越来越多的受到关注，已作为研究微血管功能及相关疾病重要

研究对象。有文献报道称周细胞与内皮细胞相互作用共同沉积

与微血管基底膜并维持基底膜稳定，当周细胞与内皮细胞分离

并分化为肌成纤维细胞时会导致微血管内平衡的丧失[10-14]。周

细胞能够感知血管活跃分子和神经递质，如 Ang-1，Ang-1过度

表达可以增加毛细血管直径，进而通过调节毛细血管直径来控

制血流。有研究表明在炎症浸润过程中周细胞也起到重要作

用，其通过自身形态变化，从而导致相邻细胞间的平均间隙大

小发生变化，这些间隙位点在转移中性粒细胞与炎症因子 TNF

和 IL-1的反应中被作为优先通道使用，这种作用似乎是通过

直接刺激周细胞而产生的，因为在周细胞中发现 TNF和 IL-1

受体的表达[15,16]。在心血管病方面，血管周细胞在心脏中的含量

非常丰富，它控制着重要的生理过程，如血管生成、血流量和血

管通透性，周细胞的这种多效性的活动使其在再生医学领域的

应用非常有前景；另一方面周细胞的功能障碍可能参与心血管

疾病的发病机制，如动脉高血压、纤维钙化血管重建、心肌水肿

和缺血后冠状动脉回流等，从治疗角度看，在小动物模型中进

行的临床研究显示了周细胞移植的治疗潜力[17-19]。众多文献报

道表明周细胞具有调节血管直径、渗透压改变体内平衡，促血

管生成、迁移，抗原提呈作用以及多能干细胞功能[15，20，21]，在肺

血管壁的微血管病变、肺血管构型重建、肺急性损伤、纤维化、

炎症、退行性病变，肿瘤的侵袭与转移，糖尿病视网膜病变，心

血管疾病中的作用越来越受到关注[1，5，20，22-24]。由此可见对周细
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胞的功能研究对揭示其在微血管病变发病机制，及作为临床治

疗的潜在重要靶点具有重大意义。因而建立简洁高效的获取微

血管周细胞的方法的需求也显得尤为突出。

现阶段国内外关于肺微血管周细胞的分离报道较少，在视

网膜微血管周细胞、脊髓微血管周细胞、脑微血管周细胞的分

离稍多，其主要分离方法有机械匀浆结合酶消化法和免疫磁珠

法分离法[25-28]，前者研磨力度及时间难以掌控，容易造成微血管

的物理损伤，其分离的微血管片段活力差，不利于细胞爬出，细

胞生存力弱；后者步骤较复杂、耗时较长，磁珠成本高，分离培

养的效果不理想。本实验采用机械剪切，酶消化，筛网过滤，再

经红细胞裂解液裂解后离心获得较纯的微血管片段。避免了研

磨对微血管片段造成进一步的损伤，与前两种方法相比，该操

作更简便，缩短了实验耗时，降低了成本，细胞易爬出，增加了

细胞生存机率。通过微血管片段分离周细胞，主要面临问题是

内皮细胞的污染，经反复摸索，发现延长自然纯化时间后细胞

基本全部为周细胞，其原因为周细胞的生长过程中分泌 TGF-茁
抑制内皮细胞生长[22,29]，进而促进周细胞纯化。

周细胞是一种多能性间质细胞，具有间充质干细胞的一些

功能，并能向多种细胞分化，也有学者认为其是间充质干细胞

的前体细胞[1,20]。在体外培养能迅速分化[30]，同时也有学者认为

其在传代过程中能保持一定的稳定性[31]，这为体外培养微血管

周细胞提供了理论支撑。其常用表面标志物有 NG2、琢-SMA、

Desmin、PDGFR-茁，上述标记物，依据于物种、组织以及发育的
不同阶段表达会有所不同[13，20，32]，但 PDGFR-茁在健康的肺组织
中持久存在[1]。然而我们应该记住的是，周细胞不像内皮细胞可

以通过特异性蛋白或基因的表达来识别，目前这些已知的标记

物并没有一个是完全具有特异性的标记物，它们的表达是动态

的，在发育的不同阶段，病理状态，体外培养等不同条件下其表

达可能上调或下调[32,33]。现阶段周细胞鉴定主要手段仍是依据

形态学、同时联合应用多个标记物进行鉴定。本实验应用免疫

荧光技术、免疫细胞化学法检测了 PDGFR-茁、NG2、琢-SMA、

Desmin呈阳性，CD31呈阴性，结果显示周细胞的纯度稳定大

于 95%，结合形态学特征，表明本方法成功的提取出纯度较高

的微血管周细胞。研究发现在血管新生过程中周细胞依附包绕

与内皮细胞，功能上调节内皮细胞的增生、血管的稳定、血管直

径，二者相互作用，在血管出芽过程终发挥重要作用。成管实验

结果显示，分离提取的 RPMPC与血管内皮细胞共培养能够形

成稳定的管腔结构，证明了本方法分离获得的细胞是具有完整

功能的成熟周细胞。

综上所述，本研究建立了一种有效的，能广泛应用的分离

和培养原代 RPMPC的方法。具操作简便，成本节约，周期相对

较短的特点。为进一步研究周细胞在生理、病理环境下的作用

及其作用机制奠定基础。
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