
© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

第 32 卷　第 5 期 西北农林科技大学学报 (自然科学版) V o l. 32 N o. 5
2004 年 5 月 Jour. of N o rthw est Sci2T ech U niv. of A gri. and Fo r. (N at. Sci. Ed. ) M ay 2004

猪脐静脉血管内皮细胞的分离与培养
Ξ

洪海霞, 张彦明, 孙　裴, 苏正元, 魏中锋, 张永国
(西北农林科技大学 动物科技学院, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　采用 1 göL 胶原酶灌注猪脐静脉, 消化分离内皮细胞并在适宜条件下培养。对培养细胞的生长特

性进行检测, 并对细胞进行第Ð 因子相关抗原 (F2Ð RA g)和扫描电镜形态学鉴定。结果表明, 70% 细胞在 24 h 内贴

壁, 第 3～ 5 天生长迅速, 第 4～ 5 天长成单层。培养的细胞呈单层贴壁生长, 典型铺路石状, 第Ð 因子相关抗原 (F2
Ð RA g)检测阳性, 证明培养的细胞为血管内皮细胞。
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　　血管内皮细胞衬贴于心血管内腔表面, 除具有

屏障作用外, 还可合成、分泌多种因子, 在凝血、抗

凝、抗纤溶、调节细胞生长、改变脂质代谢、维持血管

壁完整性和管壁张力等方面具有重要作用, 同时在

免疫调节、移植排斥、肿瘤转移、炎症消除等许多过

程中发挥作用。M aruyam a [1 ]于 1963 年首次报道了

人脐带内皮细胞的培养法, 直到 1973 年, Jaffe [2 ]等

才成功地从人脐静脉中分离到血管内皮细胞。近年

来, 关于牛、兔、鼠、马等来源的血管内皮细胞在体外

成功培养的研究均有报道[3～ 5 ]。血管内皮细胞的体

外成功培养, 不仅可为深入研究内皮细胞本身, 还可

以为阐明许多疾病的病理生理机制提供良好的研究

手段。猪瘟病毒对血管组织具有亲嗜性[6 ] , 它可引起

猪的全身组织器官弥漫性出血, 小血管和毛细血管

内皮细胞发生变性、坏死。为了研究猪瘟病毒对血管

内皮细胞的致病变作用, 阐明其发生的机理, 作者曾

采用猪主动脉进行了血管内皮细胞的分离与培养,

但存在分离难、培养出的细胞生长缓慢、花费高等问

题。本试验采用脐静脉进行了血管内皮细胞的成功

分离培养, 为下一步研究奠定了基础。

1　材料与方法

1. 1　猪脐静脉血管内皮细胞的分离

　　无菌采取新鲜猪脐带 15 cm 左右, 投入无菌

PBS 液中。在超净工作台内, 取出脐带, 用止血钳夹

住脐带两端, 投入体积分数为 75% 的酒精中浸泡约

60 s。取出, 将两端剪掉少许, 分出脐静脉。用 20 mL

注射器 (插上灭菌的枪头) 吸取 PBS 液反复冲洗脐

静脉, 直至脐静脉苍白无血迹为止。用无菌棉线结扎

脐静脉一端, 静脉腔内注射 1 göL 胶原酶 (Sigm a É
型) , 静脉腔充盈后, 小心结扎脐静脉的另一端, 检查

无酶液外漏后, 将脐带放入无菌培养皿中, 置 37 ℃

温箱中温育 5 m in 左右, 取出脐带, 剪掉一端, 收集

细胞悬液, 用培养液冲洗静脉几遍, 同收集的细胞悬

液一并 1 000 röm in 离心 8～ 10 m in。

1. 2　脐静脉血管内皮细胞的原代培养

吸弃上清液, 收集细胞沉淀。在细胞沉淀中加入

适量M 199 培养液 (内含体积分数 20% 胎牛血清, 2

mmo löL 谷 氨 酰 胺, 100 U ömL 肝 素 ( Sigm a ) ,

10 ΛgömL 胰岛素 (Sigm a) , 10 ΛgömL 氢化可的松,

100 U ömL 青链霉素) , 用吸管吹打细胞成悬液, 接

种到 25 mL 培养瓶中, 置 37 ℃, 体积分数 5% 的

CO 2 培养箱中, 至 24 h 时换液, 以后每隔 2～ 3 d 换

液 1 次。5 d 左右内皮细胞可铺满单层。

1. 3　内皮细胞的传代培养

待细胞铺满 80% 时, 吸弃培养液, 加入A TV

(胰蛋白酶 (0. 05 göL ) 和 ED TA (0. 01 göL ) 按体积

比 1∶1 混合) 1 mL。在显微镜下观察, 当细胞开始

回缩变圆时, 立即加入传代用培养液终止消化, 用吸

管轻轻吹打成细胞悬液, 按 1∶2 传代。

1. 4　内皮细胞的纯化[7 ]

原代或传 1～ 2 代的细胞长至单层时, 用 0. 25
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gömL 柠檬酸胰酶消化, 倒置显微镜下观察, 当视野

内 (10×10 倍)约 20%～ 40% 的细胞收缩呈圆形时,

立即加入 3 mL 培养液, 用吸管轻轻吹打 1～ 2 次,

吸出, 以 1 000 röm in 离心 10 m in, 细胞沉淀用不含

血清的M 199 液洗 1 次, 置另一培养瓶内培养 (含较

多的成纤维细胞, 但可继续纯化)。原培养瓶中剩下

的约 60% 贴壁的内皮细胞 (可能还含有成纤维细

胞) , 加入传代培养用生长液中继续培养, 待长至单

层后可重复此过程。

1. 5　内皮细胞生长曲线的测定

将长至单层的内皮细胞消化下来, 吹打均匀后

平均接种于 24 孔培养板内, 接种密度约为 1×104

cm - 2, 每隔 24 h 取 3 孔细胞计数, 取其平均值。3 d

后未计数的细胞换液。以培养时间为横轴, 细胞数为

纵轴, 作出内皮细胞生长曲线。

1. 6　内皮细胞的鉴定

1. 6. 1　内皮细胞第Ð 因子相关抗原 (F2Ð RA g) 鉴

定　将细胞接种于 6 孔培养板, 待细胞生长至融合

状态 (低密度单层) 时用 PBS (0. 01 mo löL , pH 8. 0)

洗 3 次, 投入体积分数为 95% 的酒精中固定 15

m in, 用 PBS 洗 3 次, 每次 5 m in。滴加 1∶500 稀释

的兔抗人第Ð 因子相关抗原抗血清 (博士德公司) ,

置湿盒中 37 ℃温育 30 m in。同时用 PBS 代替一抗

做阴性对照。 PBS 洗 3 次, 每次 5 m in。加入 10

ΛgömL 羊抗兔 IgG 荧光抗体 (Sigm a) , 置湿盒中 37

℃温育 30 m in。用 PBS 洗 3 次, 每次 5 m in。自然晾

干, 甘油缓冲液封片后于N ikon 荧光显微镜下观

察。

1. 6. 2　电镜样本的制作和观察　将细胞培养于放

有盖玻片的 6 孔培养板内, 取生长状态良好的细胞,

用体积分数为 3% 的戊二醛 4 ℃固定 1 h, PBS 液洗

3 次, 每次 10 m in。体积分数 1% 锇酸固定 1 h, PBS

液洗 3 次, 每次 10 m in。用梯度乙醇脱水, 依次在体

积分数为 30% , 50% , 70% , 80% , 90% 和 95% 的乙

醇中各脱水 10 m in。CO 2 临界点干燥, 真空下喷金

后, 扫描电镜下观察结果并照像。

2　结　果

2. 1　细胞形态和特征

　　原代猪血管内皮细胞刚分离下来时为亮球形,

多成团存在, 细胞体积较红细胞大。大多在 12 h 以

内贴壁, 贴壁率为 70% 左右。细胞贴壁后, 呈多角形

或圆形, 以岛屿状形式存在, 单个细胞较少。培养

2～ 3 d后, 细胞岛屿迅速增大 (密度大时融合成片) ,

呈现典型的上皮细胞形状。细胞中央核明显, 常有 2

个以上的核仁, 无重叠生长现象。约 5 d 后, 细胞铺

满单层, 呈典型的鹅卵石铺路状。传代细胞贴壁增

快, 大多 4 h 已贴壁, 4～ 5 d 可长成单层, 细胞由原

代的多角形逐渐转变为长梭形, 单层细胞呈典型的

铺路石状排列。细胞形态见图 1。

2. 2　细胞生长曲线

从图 2 可以看出, 血管内皮细胞接种后, 第 1～

2 天生长缓慢, 第 3 天生长开始加快, 进入对数生长

期, 持续 3 d 左右后进入平台期, 至第 7 天, 细胞开

始脱落死亡。

2. 3　细胞的鉴定结果

2. 3. 1　F2Ð RA g 检测　培养的细胞经兔抗人第Ð
因子相关抗原抗血清及 F ITC 标记的羊抗兔 IgG 着

染后, 细胞核均呈明显的黄绿色荧光, 用 PBS 代替

兔抗人第Ð 因子相关抗原抗血清的对照组细胞则无

荧光。仔细观察发现, 在细胞核发荧光区域是由更亮

的荧光颗粒或杆状物组成的。由此证实, 培养的细胞

为血管内皮细胞 (图 3)。

图 1　猪脐静脉血管内皮原代和传代细胞
a. 培养 5 d 的原代细胞 (1∶100) ; b. 培养 5 d 的原代细胞 (1∶400) ; c. 传至第 4 代的内皮细胞 (1∶100) ; d. 传至第 4 代的内皮细胞 (1∶400)

F ig. 1　Sw ine um bilicus veins endo thelia l in p rim ary cu ltu re and passage cu ltu re
a. Phase con trast m icrograph s of um bilicus veins endo thelial cells 5 days after seeding ×100;

b. Phase con tract m icrograph s of um bilicus veins endo thelial cells 5 days after seeding ×400;

c. Phase con trast m icrograph s of um bilicus veins endo thelial cells passaged to 4th generation ×100;

d. Phase con trast m icrograph s of um bilicus veins endo thelial cells passaged to 4th generation ×400
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图 2　内皮细胞的生长曲线

F ig. 2　Grow th line of endo thelia l cells in 7 days

　

图 3　F2Ð RA g 阳性细胞 (1∶400)

F ig. 3　F luo rescence localizat ion of facto r Ð

rela ted an tigen in endo thelia l cells ×400

2. 3. 2　扫描电镜观察　由图 4 可以看出, 血管内皮

细胞呈多角形、近似圆形或形状不规则, 从胞浆中伸

出许多细胞突起, 附着于邻近细胞表面, 细胞表面还

有许多小凹窝, 大小不一, 分布不均匀。细胞核所在

部位略微隆起。

图 4　血管内皮细胞的电镜观察

a. 内皮细胞伸出许多突起, 表面有许多小凹窝 (1∶20 000) ; b. 内皮细胞呈多角形, 细胞核处隆起 ( 1∶2 000) ;

c. 内皮细胞近似圆形, 表面有圆形凹窝 (1∶20 000)

F ig. 4　Phase con trast electronm icro scope of endo thelia l cells

a. Endo thelial cells stretched ou t m any fingers, and m any lit t le nests on its su rface ×20 000;

b. Endo thelial cells appeared po lygon, nucleus sw elling ×2 000;

c. Endo thelial cells appeared app rox im ate circu lar shape, circu lar nest on itπs su rface ×20 000

3　讨　论

内皮细胞由于供体的年龄、性别、种属来源不

同, 其特性亦有一定差别。培养的内皮细胞从形态学

上可分为 2 类。一类占培养内皮细胞的大部分, 直径

在 50～ 70 Λm , 为类圆形或多角形的小型细胞, 被称

为典型内皮细胞, 呈单层铺路石样排列, 占幼龄动物

血管内皮细胞的大部分; 另一类是直径 100～

200 Λm的大型内皮细胞。这类细胞通常带有 2 个以

上细胞核, 被称为非典型内皮细胞。非典型内皮细胞

是成年动物的大动脉内皮细胞, 与动脉硬化和老化

有关。一般来说, 血管内皮细胞随着年龄的增加, 由

典型的内皮细胞慢慢转变为非典型内皮细胞; 年龄

越大, 非典型内皮细胞比例越高。在细胞生长方面,

随着传代次数的增多, 非典型内皮细胞也逐渐增多。

内皮细胞比较娇嫩, 培养困难, 不能大量获得细

胞。在原代培养时, 长约 15 cm 的脐带消化下来的细

胞 (经离心吹打后成细胞悬液, 约 5 mL )不需再作稀

释, 可直接接种至 25 mL 培养瓶中, 4～ 5 d 可长至

单层。接种密度太稀时, 细胞生长缓慢, 难以长成单

层, 细胞生长状态较差。内皮细胞传代次数有限, 传

代遵循 1 传 2 的原则。多传时, 细胞生长缓慢, 细胞

易变形、老化, 甚至难以长成单层。

消化酶以胶原酶为好, 与用胰蛋白酶比较, 消化

的细胞数量大, 对细胞的毒性小, 且细胞纯度高, 胶

原酶的浓度多选择 1 göL (200 U ömL ) [8 ]。消化时间

不能过长, 脐静脉管壁薄, 容易造成酶液外漏, 使大

量的细胞混入, 消化时间以 5 m in 为好。在用胶原酶

消化时, 消化时间也应视具体情况而定, 有的 5 m in

足以消化大量细胞, 但有的则需 10～ 15 m in, 甚至
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更长。因此, 试验前应作预试验, 找出最佳的消化时

间。

F2Ð RA g 是内皮细胞的标志性特征[9 ]。在对内

皮细胞进行鉴定时, 本试验结果是核呈现明显的黄

绿色荧光, 这与以前报道的核周围着色[10 ]不太一

致, 这可能是本试验对一抗或标记性二抗稀释不够

造成的。但仔细观察发现, 细胞核发荧光区域是由更

亮的荧光颗粒或杆状物组成的, 这一结果与阳性细

胞出现细长荧光颗粒的报道是一致的[2 ]。W eibel2
Palade 小体, 是血管内皮细胞又一特异性的标志,

在电子显微镜下, 为宽 0. 1～ 0. 3 Λm , 长 0. 5～ 5 Λm

的椭圆形棒状结构。F2Ð RA g 就是该小体产生的。

肝素对内皮细胞的影响也较大, 50 ΛgömL 肝

素可显著提高血管内皮细胞的增殖, 且有助于内皮

细胞的纯化, 能提高内皮细胞的纯度。

目前, 在内皮细胞培养及其特性的掌握上还存

在一些问题, 如细胞生长的最佳营养条件尚需不断

摸索等。随着研究方法的日益成熟, 将为相关研究提

供理想的细胞模型。
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Segrega t ion and cu ltu re of endo thelia l ce lls from sw ine um b ilicu s vein s

HONG Ha i-x ia , ZHANG Yan -m ing, SUN Pe i, SU Zheng-yuan ,W E I Zhong-feng, ZHANG Y ong-guo
(Colleg e of A n im al S cience and T echnology , N orthw est S ci2T ech U niversity of

A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Sw ine um b ilica l co rd w as sterilized by 75% ethyl a lcoho l abou t 1 m in and um b ilicu s vein s

w ere w ashed by PBS. 1 göL callagenase É w as pou red in to um b ilicu s vein and digested 5 m in at 37 ℃. En2
do thelia l cells ob ta ined w as co llected by cen trifugat ion, cu ltu red in M 199+ 20% feta l ca lf serum. T he p la t2
ing eff iciency to p last ic w as 70% - 75% fo r 24 hou rs in callagenase dispersed cells. A confluen t mono layer

w as fo rm er by 4- 5 days. T he the endo thelia l cells looked like cobb lestones and w ere sta ined po sit ively fo r

facto r Ð rela t ive an t igen, w h ich is fea tu re of endo thelia l cells. It show s cells cu ltu red are um b ilicu s vein s

cells.

Key words: cell cu ltu re; sw ine um b ilicu s vein s endo thelia l cells; ca llagenase; facto r Ð rela t ive an t igen
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