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"摘要#

!

目的
!

探讨小鼠主动脉血管平滑肌细胞"

]436

#的原代培养方法及生物学特性!为血管性疾病细胞及分子水平的

科学研究提供实验材料$方法
!

分离小鼠胸%腹主动脉!采用改良组织块贴壁法获得主动脉
]436

!胰蛋白酶消化传代!差速贴壁

法进行细胞纯化!倒置相差显微镜观察细胞形态及生长情况!并用苏木素
.

伊红"

Z5

#染色法和免疫荧光法进行鉴定$结果
!

该方

法成功分离出小鼠主动脉
]436

!细胞生长旺盛!活性良好!呈放射状%典型*峰
.

谷+样生长!

Z5

染色细胞呈梭形!细胞质丰富!核

大而圆形或椭圆形!细胞免疫荧光显示特异性的细胞质内
#

.

平滑肌肌动蛋白阳性表达$结论
!

本方法简单%经济%可靠!可在体外

条件下分离!培养出纯度高%活性良好的主动脉
]436
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%是

一种多功能间叶细胞#主要参与构成肌性动脉血管壁的中膜#

其收缩和舒张可以维持血管张力和保持血管完整性)目前有

研究认为#

]436

从中膜迁移到内膜下间隙#增殖并沉淀细胞

外基质促使脂质条纹转变为成熟的纤维脂质斑块#与动脉粥样

硬化*高血压和经皮冠状动脉成形术后再狭窄等血管性疾病的

发生密切相关&

$.'

'

)因此#在体外条件下分离获得大量
]436

成为了无数血管性疾病分子机制研究的基础)为提高
]436

原代培养的成功率和可行性#本研究在传统组织块贴壁法培养

原代细胞的基础上进行摸索和改进#建立了一种简单*经济*可

靠的小鼠主动脉
]436

原代培养方法#现报道如下)
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材料与方法
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实验动物
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无特定病原体$
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只#雌雄不限#
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周龄以上#购自成都达硕实验动物有限公司

$动物合格证编号!
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主要试剂
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高糖"杜尔伯科改良伊格尔培养基$
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公司#胎牛血清$
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#

.

平滑肌

肌动蛋白$

#
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%单克隆抗体购自
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公司#

%&%$N"J

"

T

Y>4

*封闭用山羊血清*异硫氰酸荧光素$

UV86

%标记山羊抗小

鼠
V

D

`

二抗购自北京中杉金桥公司#

0

#

).

联脒
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公司)
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主要器材
!

超净工作台购自
8FBKN"

公司#
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1

细胞

培养箱购自
4E,

;

"

公司#倒置相差显微镜*

>g0$

型荧光倒置显

微镜购自
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公司#

T01%

普通离心机购自
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D

R#

公

司#
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细胞培养瓶*培养皿*离心管购自
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D

公司)
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细胞培养
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原代培养
!

颈椎脱臼法处死小鼠#置于
-2&%%a

乙醇

浸泡消毒
'N#,

#仰卧固定于超净工作台)用组织剪剪开胸腹

部皮肤及肌肉层#换用眼科剪靠近胸部左侧剪开胸骨和膈肌#

充分暴露胸腹腔#紧靠脊柱前方用眼科镊及眼科剪小心钝性分
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离取出胸*腹主动脉#并立即放入盛有
Y>4

液$含双抗%的培养

皿内)用
Y>4

液反复浸洗血管
1

!

'

遍#浸洗时用弯头镊子顺

血管轻轻滑动挤压血管#以完全洗去血管内外的血污和破损细

胞)取两把眼科镊小心夹住血管两侧#尽量剥除血管外膜的脂

肪和纤维组织)用眼科剪纵向剪开血管腔#眼科弯镊小心擦拭

血管内膜层#以去除血管内皮细胞#

Y>4

液浸洗)将血管段放

入另一培养皿中#加入
1

!

'NT%&12a

胰蛋白酶溶液#预消化

$%N#,

后转入完全培养液$含双抗%中#用眼科剪将血管段剪

成
$NN

1大小的组织块#边缘光滑*整齐#将组织块均匀贴放

于
12GN

1 培养瓶底面#组织块间隔约
'

!

2NN

)小心竖起培

养瓶#向瓶内加入
2NT

含
1%&%%a U>4

的
Z`

"

:353

$含双

抗%培养液#直立静置于
'- b

*

2&%%a 6̂

1

饱和湿度培养箱

中#半开放式绝对静置培养
$&2

!

1&%F

#待组织块自然贴附于

瓶壁后轻轻将培养瓶放平使组织块逐渐浸没于培养液中#继续

半开放式绝对静置培养
'!

#避免振动和移动#

0

!

2!

时首次换

液#后每隔
2

!

-

天更换培养液)
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!

传代培养
!

吸弃培养瓶中的旧培养液#加入
1NTY>4

液清洗
1

遍后吸弃#加入
$

!

1NT%&12a

胰蛋白酶溶液#

1N#,

后镜下观察#当细胞回缩变圆*间隙增大*细胞团开始有脱落

时#立即加入含完全培养液
'

!

0NT

终止消化#用吸管反复轻

轻地吹打使细胞脱离瓶壁而悬浮#形成细胞悬液)静置
$2N#,

后#利用差速贴壁法&

0.2

'

#使杂质细胞贴壁#随后用吸管将细胞

悬液转入离心管#

$1%%K

"

N#,

离心
'N#,

#弃上清液(加入完全

培养液到离心管#用吸管吹散后视细胞数量按
$l$

!

$l'

的

比例接种到新的培养瓶中继续培养)以后的传代方法相同#传

代周期为
2

!

-!

)
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细胞鉴定

>&@&>

!

形态学鉴定

>&@&>&>

!

倒置相差显微镜
!

原代及传代培养时#使用倒置相

差显微镜常规观察
]436

的大体形态*生长特点及排列方

式等)

>&@&>&?

!

苏木素
.

伊红$

Z5

%染色
!

将
Y'

代
]436

细胞用

%&12a

胰蛋白酶溶液消化后以每孔
2c$%

0 个细胞接种于内置

小盖玻片的
10

孔板中制作细胞爬片#放入
'-b

*

2&%%a 6̂

1

培养箱培养#

10&%F

后取出细胞爬片#

Y>4

液洗涤
'

次*

'N#,

"

次#

(2&%%a

乙醇固定
$2N#,

#

Y>4

液洗涤
1

次*

'N#,

"次#行

Z5

染色#最后中性树胶封片#正置显微镜下观察)

>&@&?
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免疫荧光鉴定
!

取
Y'

代
]436

细胞用
%&12a

胰蛋白

酶溶液消化后调整细胞浓度#以每孔
2c$%

0 个细胞接种于内

置小盖玻片的
10

孔板中#放入
'-b

*

2&%%a 6̂

1

培养箱培养

10&%F

#待细胞自然贴壁*生长良好时#吸弃培养液#

Y>4

液洗

涤
'

次*

'N#,

"次(

0&%%a

多聚甲醛室温固定
$2N#,

#

Y>4

液洗

涤
'

次*

'N#,

"次(

%&$%a 8K#C",g.$%%

通透
$%N#,

#

Y>4

液洗

涤
'

次*

'N#,

"次(山羊血清封闭
'%N#,

#吸弃#不洗(加入鼠抗

#
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单克隆抗体
1%%

'

T

$稀释度为
$l2%%

%

0b

过夜#

Y>4

液洗涤
'

次*

'N#,

"次(加入
UV86

标记山羊抗小鼠
V

D

`

二抗

1%%

'

T

$稀释度为
$l$%%

%室温避光孵育
$&%F

#

Y>4

液洗涤
'

次*

'N#,

"次(

:9YV

$

$

'

D

"

NT

%避光复染核
$%N#,

#抗荧光淬灭

剂封片后荧光显微镜下观察)

?
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结
!!

果
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细胞生长情况
!

原代培养第
2

天左右在倒置相差显微镜

下可观察到从组织块边缘游离出的
]436

$图
$9

%(第
-

!

(

天

大部分组织块长出细胞晕#细胞围绕组织块边缘呈放射状向外

延伸#细胞大小不等#形态不规则$图
$>

%(第
$%

!

$1

天#相邻

细胞晕逐渐相接触#多数细胞伸展呈长梭形#有分枝状突起细

胞#平行排列成单层或多层重叠#呈典型,峰
.

谷-样生长$图

$6

%)

1

周左右时组织块周围长出的细胞相互融合#生长至铺

满
-%&%%a

!

/%&%%a

瓶壁时即可进行传代)传代后细胞生长

较快#

2!

左右细胞再次长成致密单层铺满瓶底)经过多次传

代培养和反复人工纯化#

]436

的生长越来越占优势#传至

'

!

0

代时即可用于后续实验)

!!

9

!第
2

天(

>

!第
/

天(

6

!第
$1

天)

图
$

!!
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原代培养$

c$%%

%
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9

!细胞呈梭形生长$

c$%%

%(

>

!细胞呈,峰
.

谷-样生长)

图
1

!!

]436Z5

染色

?&?

!

]436Z5

染色观察
!

Z5

染色后正置显微镜下观察可

见细胞界限清楚#

]436

呈梭形*细胞质丰富*细胞质着粉红

色#细胞质近中央处有大而圆形或椭圆形的胞核#着蓝紫色$图

19

%#细胞融合区域可见细胞相互平行排列#呈旋涡状或,峰
.

谷-样生长$图
1>

%)

?&@

!

]436

免疫荧光鉴定
!

培养的
Y'

细胞经特异性
#

.439

免疫荧光检测显示细胞具有正常的
#

.439

阳性表达#细胞质

着绿色荧光#细胞核蓝染#高倍镜下可见肌动蛋白呈绿色条束

状#细胞形态完整*胞核轮廓清晰$图
'

%#培养的
]436

细胞阳

性率达
(/&%a

以上#细胞纯度较好)
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.43EGC#,
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:9YV
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图
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免疫荧光
#
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染色$
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讨
!!

论

]436

的异常增殖和迁移是损伤性血管疾病的主要病理

学特征#近年来#随着细胞生物学和分子生物学的研究进展#以

]436

为主要实验对象#研究血管性疾病的发病环节#探索与

其密切相关的
]436

增殖和迁移的信号转导机制是目前研究

的热点&

$.'

#

)

'

#而具有良好生长状态的离体
]436

也成为该类

实验研究的重要条件)

传统
]436

的原代培养方法主要包括酶消化法和组织块

贴壁法&

-./

'

#前者培养周期短*细胞获得量较多#但因其操作繁

琐*酶作用时间及酶作用浓度不易掌握*实验成本相对较高

等&

(.$$

'

#未能得到多数实验研究的采用(后者操作简单#且较为

经济和有效#被广泛用于
]436

的原代培养)但传统组织块

贴壁法也因其培养周期长*组织块贴壁不佳*含有太多杂质细

胞等而成为阻碍研究实验进行的因素之一)本研究主要参照

传统组织块贴壁法#经过反复试验摸索后对其进行改良#一方

面在取材获得完整血管中膜层组织后#加入
%&12a

胰蛋白酶

溶液对其进行预消化处理#目的在于破坏组织的细胞间质蛋

白&

$1

'

#使紧密的组织结构变得疏松伸展#减少细胞,突破生

长-

&

$'

'的阻力#有利于组织块贴壁后细胞尽快从组织块边缘游

离出)另一方面#与传统组织块贴壁法不同的是#本研究将组

织块均匀种植于培养瓶底面后#没有将培养瓶翻转平放于培养

箱等待组织块干涸贴壁#而是小心竖起培养瓶#使组织块与瓶

壁间多余的液体顺势流出#可大大缩短组织块自然贴附于瓶壁

所需时间#并能起到很好的粘贴效果(竖起培养瓶后向瓶内加

入的培养液可保持组织块所需的湿性环境#在一定程度上可防

止组织块过度干涸而影响其生物学活性(每次传代时反复采用

$2N#,

差速贴壁法#尽可能去除贴壁较快的成纤维细胞#从而

提高
]436

的纯度)

为保证实验的成功率#在操作中还应该注意!严格的无菌

观念#无菌操作是保证细胞体外生存的首要条件&

$0

'

(熟练掌握

小鼠主动脉血管的解剖方法#尽量缩短取材的时间#从而保证

细胞的生物学活性(开始培养前
'

天绝对静置培养#切勿反复

察看或移动培养瓶#首次换液时发现漂浮组织块应及时吸弃#

以免其对细胞产生毒性作用(传代培养时应注意把握胰蛋白酶

的消化时间及吹打方式#避免消化过度及吹打过猛而损伤细胞

活性)用本研究改良组织块贴壁法培养的细胞经形态学鉴定

细胞形态及状态良好#经平滑肌细胞特异性
#

.439

免疫荧光

检测显示细胞质呈强阳性#表明本研究所培养的细胞为

]436

#实验结果较为理想#可为后续
]436

相关的实验研究

提供可靠的基础保障)
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