
!技术与方法!

酶消化法分离老龄
*R

大鼠血管平滑肌细胞

王明勇!陈
!

枫!陈
!

庄

"泸州医学院附属医院医学实验中心!四川泸州
<$<%%%

%

!!

摘
!

要"目的
!

采用酶消化法培养老龄
*R

大鼠血管平滑肌细胞!为血管疾病的研究提供大量的原代平滑肌细胞&方法
!

无

菌取老龄
*R

大鼠主动脉!采用
%#"U

+

型胶原酶消化分离血管平滑肌细胞!自然纯化及差速贴壁纯化血管平滑肌细胞!免疫组化

鉴定平滑肌细胞
(

肌动蛋白&结果
!

免疫组化染色显示细胞纯度在
;4U

以上&结论
!

酶消化法用于血管平滑肌细胞的培养有

利于获得大量的高纯度细胞供实验研究&

关键词"细胞培养技术$肌!平滑!血管$免疫组织化学$肌动蛋白类$大鼠
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随着对心血管疾病#特别是动脉粥样硬化的研究的进一步

深入#提供稳定(大量的老龄大鼠血管平滑肌细胞是进行这些

研究的基本保证'胚胎组织或幼龄动物的组织和器官分裂(增

殖旺盛#老龄动物则相反#所以老年动物的组织细胞培养非常

不易)

!

*

#本研究采用了组织植块培养法(悬浮组织块培养法(酶

消化分散细胞培养法对老龄
*R

大鼠主动脉平滑肌细胞分别

进行原代培养)

"/4

*

#相比其他方法#酶消化法分离老龄大鼠平滑

肌细胞稳定且易掌握#本研究采用酶消化法成功稳定地分离(

纯化培养老龄大鼠平滑肌细胞#现报道如下'

?

!

材料与方法

?#?

!

材料
!

实验动物!健康的老龄
*R

大鼠#

"$

月龄#体质量

$

4$<\0?

&

K

#泸州医学院动物中心提供'主要试剂及仪器!

R+&+

"

a!"

培养基$

'2Z(V

公司&#

%#"4U

胰酶$

'2Z(V

公

司&#胎牛血清$杭州四季青生物公司&#

+

型胶原酶$

'2Z(V

公

司&#抗平滑肌肌动蛋白单克隆抗体$武汉博士德生物公司&#免

疫组化染色试剂盒$武汉博士德生物公司&#

.DEG56

二氧化碳

培养箱$美国&'

82(-

倒置显微镜$德国&'

?#@

!

方法

?#@#?

!

动脉平滑肌细胞的分离和原代培养
!

动物经颈动脉放

血处死#在无菌条件下迅速取出主动脉#立即放入
R+&+

"

a!"

液的平皿中漂洗
"

"

0

次#直到将凝血洗净#用弯头小镊轻柔地

剥除外膜纤维脂肪层#纵行剪开血管#在
R+&+

"

a!"

液中漂

洗
"

次#将血管内膜面向上#铺于小木板上#用单面刀片自上而

下刮
!

"

"

次#以除去内皮细胞#用眼科镊小心地撕下中膜内(

中层#置于
!%58

试管壁上#用眼科剪将其剪至糊状#加入
"

"

458%#"U

+

型胶原酶液$用含
"%U

胎牛血清的
R+&+

"

a!"

培养基配制&将组织块混匀#置
4U(V

"

饱和湿度的
0?e

培养

箱中消化
!"

"

!@D

#待小块血管组织完全消化溶解后#

!%%%G

"

5:>

离心
!% 5:>

#弃上清液#细胞沉淀中加入新鲜配制的

R+&+

"

a!"

培养基$含
"%U

胎牛血清#青霉素
!%%B

"

58

和链

霉素
!%%

!

K

"

58

#

J

T?#"

&#轻轻吹打混匀#然后按一个
*R

大鼠

胸主动脉消化分散获得的细胞接种在一瓶细胞培养瓶内$

"4

58

容积&#放入
4U(V

"

饱和湿度的
0?e

培养箱中静置培养
!

D

#使细胞悬液中黏附能力较强的成纤维细胞先行黏附#然后小

心地吸出细胞悬液$切勿振荡#以免搅动先行贴壁的成纤维细

胞&接种到另一相同规格的培养瓶中#放入
4U(V

"

饱和湿度

的
0?e

培养箱中静置培养
?"D

后#换新鲜培养液#以后根据

细胞生长情况
"

"

09

换
!

次液'

?#@#@

!

传代培养
!

细胞长成单层和多层交错的致密细胞层#

即可传代'传代时吸尽原有培养液#加
!58%#"4U

胰蛋白酶

消化
0%

"

<%,

#镜下观察到细胞成片地收缩时#加入
058

含

"%U

胎牛血清的
R+&+

"

a!"

完全培养基立即终止消化#用弯

头滴管将细胞自瓶壁上吹下来#以
!["

分装接种#

49

后可再

传代'

?#@#A

!

细胞的纯化
!

$

!

&自然纯化!由于在组织取材时去除了

绝大部分的血管内(外膜#酶消化所得的细胞绝大多数为平滑

肌细胞#随着传代次数的增多#平滑肌细胞可排除其他细胞的

生长而优势增殖'$

"

&差速黏附处理)

</?

*

!悬液接种到培养瓶

内#水平放置#置
0?e (V

"

培养箱内培养
0%

"

<%5:>

#使细胞

悬液中黏附力较强的成纤维细胞先行黏附#收集未贴壁的细胞

悬液接种到另一培养瓶中继续培养'

?#A

!

鉴定
!

$

!

&形态学观察!观察细胞的大小(形态(生长特

点(排列方式%$

"

&免疫细胞化学染色!将传代的细胞接种于放

有盖玻片的
<

孔板中#当细胞玻片生长至
@%U

融合时#用
(

肌

动蛋白抗体进行免疫组化染色分析)

@

*

'

@

!

结
!!

果

@#?

!

细胞形态学观察
!

当细胞长满瓶底时#可见平滑肌细胞

的典型生长特点!细胞呈梭形#平行生长#束状排列#密集和稀

疏处相互交错呈现.峰谷/状#峰处多为多层细胞#谷处没有细

胞或
!

"

0

层细胞#这易与成纤维细胞区别#后者表现为.同心

"@$0

重庆医学
"%!!

年
!"

月第
$%

卷第
0$

期



圆/状的生长)

;

*

'

@#@

!

平滑肌免疫组化鉴定
!(

肌动蛋白免疫组化染色可见细

胞质内含有与细胞长轴相平行的黄色颗粒#证实为平滑肌细

胞#细胞纯度在
;4U

以上)

!%/!!

*

'

A

!

讨
!!

论

随着动物组织细胞培养技术和培养基质量的不断提高#目

前对于血管平滑肌细胞的体外分离培养有很多报道#但对老龄

*R

大鼠的血管平滑肌细胞的报道少见#由于老龄动物组织细

胞较年轻的动物组织细胞不易培养#寻找一种稳定的对老龄

*R

大鼠的血管平滑肌细胞培养的方法是非常重要的#本研究

经过多次预实验#包括组织植块培养法(悬浮组织块培养法(酶

消化分散细胞原代培养法#发现#植块培养法和悬浮组织块培

养法成功率低#不易掌握#不能稳定地获得实验所需的细胞#即

使成功#但耗时长#并且易产生成纤维细胞等杂质#

%#"U

+

型

胶原酶消化分离细胞原代培养法可稳定(大量的获得实验所需

的细胞'这可能是因为老龄动物血管平滑肌细胞出现增龄变

化#分离后休眠期长#进入分裂的细胞而不易在体外生长增殖#

而且老龄动物动脉血管中膜#胞外基质增加#血管平滑肌细胞

被增高的弹力膜和胶原纤维分隔#组织植块培养法中细胞爬出

阻力增大#酶消化法可将胞外基质消化#细胞易游离出来'总

之成功的老龄
*R

大鼠血管平滑肌细胞培养需要重视以下几

点!$

!

&快速(仔细(彻底剥离血管中膜层#以获得高纯度的平滑

肌组织%$

"

&组织块应尽量剪碎#便于很好地消化#消化程度是

以肉眼不见消化液中的组织块#而是均匀黏稠状的混悬液为

宜#在相差显微镜下可见大小成团细胞和单个细胞#如果
!"

"

!@D

都不能很好地消化组织块#应及时更换胶原酶%$

0

&高质

量的
+

型胶原酶和胎牛血清是成功的关键%$

$

&分离组织时动

作一定要轻柔#避免对血管组织的过度损伤%$

4

&在开始培养的

?"D

内#必须绝对静置#以防刚贴壁的细胞重新漂浮而死亡%

$

<

&传代时掌握好消化的时机是成功的关键#当细胞变成不透

亮并细胞间有间隙出现#即可终止消化#消化后以成片成团的

细胞成活率为高%$

?

&细胞培养全过程中要求严格的无菌操

作)

!"

*

'

本实验用
%#"U

+

型胶原酶$用含的
"%U

胎牛血清

R+&+

"

a!"

培养基配制&消化老龄
*R

大鼠主动脉平滑肌细

胞#并综合运用自然纯化法(差速贴壁法纯化获得高纯度血管

平滑肌细胞#经鉴定#细胞纯度可达
;4U

以上#本方法稳定易

掌握#具有一定的推广价值#为心血管系统病研究提供稳定的

细胞来源'
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