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大鼠脑微血管内皮细胞的分离与原代培养

许熊飞李润平*李泉刘文武练庆林刘陶孙学军蒋春雷

(第二军医大学海医系航海医学教研室，上海 2004

摘要 为了建立大鼠脑微血管内皮细胞体外培养模型，探索纯度较高的大鼠脑{~恤管内皮

细胞分离和原代培养的方法并进行形态学观察。采用 2-3 周龄的 SD 大鼠，解剖得到大脑皮质，两

次酶消化及牛血清白蛋白或葡聚糖和 Percoll梯度离心获得较纯的脑微血管段后，接种于涂布基质

的培养皿进行原代培养;培养的细胞采用相差显微镜形态学观察、透射电镜观察及VIII因子相关抗

原免疫纽化检测鉴定。结果发现，培养 12 h 即可见细胞从贴壁的脑有生血管段周围长出，细胞呈短

梭形，区域性羊层生长， 5-7 天内皮细胞融合，内皮细胞纯度达90% 以上;内皮细胞的贴壁和生

长有赖于所涂布的基质，纤连蛋白 IIV型肢原优于鼠尾肢和明肢;VIII 因子相关抗原免疫纽化检测

内皮细胞表达阳性，透射电镜观察可见相邻内皮细胞间存在紧密连接结构。提示该方法能成功进

行纯度较高的大鼠脑微血管内皮细胞原代培养，可用于脑微血管内皮的生理、生化及药理学研究，

亦可用于构建大鼠血脑屏障模型。

关键词 大鼠:脑:内皮细胞:原代培养

脑微血管内皮细胞是构成血脑屏障(blood唰brain

barrier , BBB)的重要成分，与外周血管内皮细胞不

同，它具有高跨内皮阻抗(transendothelial electrical 

resistance , TER)、细胞间紧密连接、极少的胞饮

小泡、缺乏窗孔结构以及含有选择性双向跨细胞膜

转运系统等独有的特征，从而使血脑屏障形成一个

限制大多数极性分子和蛋白质运动的选择性低渗透

性的屏障[11。由于体外培养的脑微血管内皮细胞保

持了较多的其体内固有的特点[门，因此目前脑微血

管内皮细胞体外培养模型己被广泛应用于血脑屏障

的研究、脑血管疾病的病理生理及分子生物学研

究、新药筛选、脑微血管内皮细胞生理生化及药理

学研究等领域。而大多数体内实验采用大鼠为动物

模型，而且大鼠具有较多的细胞生物学研究所需的

抗体可用，因此进行大鼠脑微血管内皮细胞的培养

具有重要的意义。自从 Panula 等[21首次成功培养大

鼠脑微血管内皮细胞以来，国内外有关大鼠脑微血

管内皮细胞的分离和培养方法己有较多的报道，我

们发现国内的方法多以组织匀浆、两次尼龙网过

滤分离脑微血管段为主口，41，也有采用酶消化、梯

度离心及尼龙网过滤的[坷，但细胞得率均较低，而

近些年来国外大多数方法采用以大脑皮质为材料、

酶消化及梯度离心分离脑微血管段并进行原代培

养[6-111。由于原代培养中无法避免地混杂成纤维细

胞、周细胞、平滑肌细胞、星型胶质细胞等其他

细胞的生长，而且工作量大、过程繁琐且费用高川，

进行较纯的大鼠脑微血管内皮细胞原代培养一直是

国内外的一个难点。

本文参照文献[6] 、 [7] 、 [8] 的方法，成功地摸

索出大鼠脑微血管内皮细胞分离和原代培养的方

法，并获得纯度较高的脑微血管内皮细胞。

1 材料与方法
1.1 实验动物

每次实验采用 10 只 2-3 周龄 SD 大鼠，雌雄均

可，体重 40-60 g，购自上海斯莱克实验动物有限

责任公司。

1.2 试剂
纤连蛋白(fibronectin) ，即型胶原，鼠尾胶，

葡聚糖(dextran，分子量 100-200 kDa) , DNA 酶 I

(DNaseI)购自 Sigma 公司 ;D喃Hanks 液， PBS , 

10xPBS 按配方自制; 11 型胶原酶购自 Worthingtoil 

公司:明胶，牛血清白蛋白(BSA) ， HEPES 购自

Amresco 公司; Percoll 购自 Pharmacia 公司; DMEM 

(高糖)购自 Gibco BRL 公司:肝素铀， NaHC03 购
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内熊飞吁:人以脑微血节'内皮细胞的分离与原代培养

自中国医药集国 u每化学试剂公司:青、链霉素购

自上海午 L生物工程有限公司:胎牛血清(FBS)购

白 PAA Laboratories; 碱性成纤维细胞生长因子

(bFGF) ，胶原酶/分散酶(collagenase/dispase)购自

Roche 公 wL

1.3 试齐IJ 自己制

1 mg/ml 鼠尾胶(用 0.2% 乙酸配制)， 1% 明胶

(用 D-Hanks 液配制)， 1 %II 型胶原酶(用 DMEM 配

制，用时稀释成 0.1% 的浓度)， 1 %胶鼠酶/分散

酶(用 DMEM 配制，用时稀释成 0.1%) ， 15% 葡聚

精(!j'J PBS 配制)， 20% BSA(用 DMEM 配制，调 pH

值宅 7.4后用 0.45μm 滤膜过滤除菌)， DNaseI(用冷

PBS 配制成 2 ulμ1) ，以上试剂经 0.22μm 滤膜过

滤除菌后分装{呆在于一20 oC; 50%Percoll(配 12 时，

需 6 ml Percoll Mi液， 0.67 ml 10xPBS , 0 .4 ml FBS , 

4.93 ml PBS); DMEM 培养液(含 4000 mg/L D- 葡萄

糖， 4 mmol/L L- 谷氮酷肢，添加 3.7 g/L NaHC03 , 

20 mmol/L HEPES，肝素铀 100 mg/L, 100 u/ml 青

霉素， 100μg/ml 链霉素)， pH {直调至 7 .4 ，过滤

除菌后分装保存 I二 4 0C ，用时加入 20% FBS , 1 ng加l

bFGF 。

1.4 培养皿处理
涂布 3种不同的基质:培养前一天加入 1 ml1% 

明胶 f35 mm 塑料培养皿，置于 37 0C培养箱过夜，

接种前JtJ D-Hanks i夜漂洗 2 次:接种前 4 h，加入

6-10μg/cm 2 鼠尾胶，在密闭的器皿里用氯气熏

5-10 min 后，置于室温 1-2 h B.京干后，用 D-Hanks

液漂洗 2 次; 50μ10.1% 纤连蛋白、 50μ1 1 mg/ml 

IV 型胶)东和 400μ1 双茶水混合后，加入到每个培养

皿1 中涂平þ 均匀 EI!及出，可涂布 10 个培养皿，置于

37"C培养箱 1-2 h 晾 F后，用 D-Hanks 液漂洗 2 次。

1.5 脑微血管段的分离与脑微血管内皮细胞原代
培养

大鼠颈椎脱臼处死后浸泡于 759毛乙醇中消毒

3-5 min J百断头置于玻璃培养阻中，打开颅腔后取

出全脑置 f盛有冷 D-Hanks 液的玻璃培养皿中解剖

去除小脑、 I日]脑(包括海马)，随后将大脑半球在干

滤纸上缓慢滚动以吸除软脑膜及脑膜大血管后置于

新的含冷 D-Hanks 液玻璃培养皿中，用细解剖摄去

除大脑白质、残余大血管和软脑膜，保留大脑皮

质，用 D-Hanks 液漂洗 3 次后，加入 1 ml DMEM 

培养液，用虹膜剪将其剪碎成 1 mm3 大小，加入

0.1 % II 刑胶原酶(含 30 u/ml DNasel. 1 ml1 大脑)混

匀后 37 oC 水浴消化 1.5 h ，离心(1 000 r/min , 

8 min ，主温) ，去上请液，加入 20%BSA 悬浮混

匀后离心(1000 g , 20 min , 4 OC)或加入 159毛葡聚
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糖悬浮混匀后离心(4000 r/min , 20 min , 4 OC) , 

去除中上层神经组织及大血管，保留底音[S沉淀，加

入 2 ml 0.1% 胶原酶/分散酶(含 20 u/ml DNaseI)悬

浮泪匀后 37 oC水浴消化 1 h，自心(1000 r/min , 8 

min ，言温)，去上清液，加入 2 ml DMEM 培养

液悬浮后铺于经离心形成连续梯度的 12 ml 50% 

Percoll(25 000 g , 60 min , 4 OC) ，离心(1 000 g , 
10 min , 4 OC) ，靠近底部的红细胞层之仁的白黄

色的层面即为纯化的微血管段，吸出后用 DMEM漂

洗两次(离心 1000 r/min , 5 min ，室温)，去上清

液，加入 DMEM 完全培养液(含 20%FBS ， 100μgl 

ml肝素铀)悬浮后接种于涂布基质的 35mm一次性塑

料培养皿(1.5 ml1 培养皿，可接种 1 个培养皿/大

脑)，置于 3TC 、 5%C02 培养箱内静置培养 ， 12-24 

h 后换液，并加入 1 ng/ml bFGF，随后隔天换液。

1.6 倒置相差显微镜观察细胞
于接种当时、 6 h 、 12 h 后及其之后每天在倒

置相差显微镜下观察细胞贴壁、生长情况及其形

态，并摄像。

1.7 vm因子相关抗原免疫组织化学检测

培养第 6 天的大鼠脑微血管内皮细胞用 0.01

mol/L PBS 简单漂洗后， 4% 多聚甲醒固定 30 mino 

按照DakoCytomation公司EnVision法说明书进行VIII

因子相关抗原的检测。一抗为兔抗人 VIII 因子相关

抗原多克隆抗体(DakoCytomation 公司产品)(1 : 

200) ，对照组为 PBS; 二抗为 EnVision+System­

HRP Labelled Polymer Anti-Rabbit(DakoCytomation公

司产品)二抗系统。 DAB 显色后用 90% 甘油封片，

光学显微镜下观察内皮细胞染色情况。

1.8 透射电镜观察细胞
培养第 6 天的内皮细胞用细胞刮)J刮下后离心

收集去上请液后用 4% 多聚甲醒浸泡固定 4 h , 1% 

饿酸 4 0C 后固定 2 h ，再经逐级浓度酒精脱水，

EPON-812包埋，包埋的细胞块用 LKB3 型超薄切片

机切片，切片经铀铅片染后在日主 H-800 型透射电

镜下i观察拍片。

2 结果
2.1 细胞形态观察

接种当时可见由圆形的内皮细胞构成的呈单枝

状或分枝状的脑做血管段，并可见散在的单细胞及

组织碎片(图 1-1); 培养 12-24 h 后可见培养的细胞

从贴壁的微血管段周围长出，细胞呈短梭形，区域

性单层生长，经换液后微血管段的残余部分不断减

少，成纤维细胞、周细胞等杂细胞含量较少:随

着培养时间的延长，内皮细胞不断增殖，可见"旋
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涡状"分布，大约 5-7 天细胞达到融合，短梭形
的内皮细胞占 90% 以上，但可见少量周细胞等杂细

胞生长于内皮细胞单层表面或细胞克隆间隙(未示)。

细胞生长过程见图1.细胞接种于纤连蛋白 /N型胶

原涂布的培养皿。

2.2 涂布不同基质的细胞生长情况

明胶及鼠尾胶涂布的培养皿微血管段贴壁时间

较长， 6 h 可见少量微血管段贴壁但无内皮细胞长

出， 12-24 h 可见一些内皮细胞长出， 24 h 后脑

微血管段完全贴壁并有较多的内皮细胞长出，两者

无明显差异(图 2-1，图 2-2); 纤连蛋白 /N塑胶原涂

布的培养皿培养后6h即可见微血管段贴壁井有一些

内皮细胞长出， 12-24 h 内基本完全贴壁并有较多

的内皮细胞长出(图 2-3 ，图 2-4) 。

2.3 免疫组化

VßI因子相关抗原免疫组化检测可见培养的脑微

血管内皮细胞的胞浆及核周有棕黄色着色，胞核呈

空泡状结构(图 2-5); 对照染色为阴性。

2.4 透射电镜观察

可见内皮细胞完整的细胞膜，线粒体、内质

网等细胞器，相邻细胞间可见接触平直且局部融合

的"紧密连接"(图 2-6) 。

3 讨论
我们采用两次酶消化、梯度离心分离得到脑微

血管段，探索各种不同的培养条件，成功地进行了

较纯的大鼠脑微血管内皮细胞的原代培养，内皮细

胞纯度可达 90% 以上，而且细胞得率较高， 10 只

动物可培养 8-10 个 35 mm 一次性塑料培养皿，培

养面积大约 80-100 cm2，与国内的→些方法[3-5)相

比，细胞得率有明显的提高。

由于新生鼠易于混有较多的杂细胞且大脑较小

以及哺乳期大鼠优于超过 1 月龄的大鼠[9) ，我们采

用 2-3 周龄哺乳期的 SD 大鼠作为培养材料。脑微

血管内皮细胞原代培养的关键是首先分离获得纯度

较高且活力好的脑微血管段。在解剖过程中仔细去

除软脑膜、大血管及大脑白质收集大脑皮质，可减

少成纤维细胞和平滑肌细胞的生长，对于提高内皮

细胞的纯度具有重要意义。由于胶原酶对内皮细胞

的损伤较小，我们采用 0.1 % II 型胶原酶消化剪碎
后的大脑皮质分散组织，同组织匀浆法[3 ， 12)相比，

酶消化法可避免组织匀浆对内皮细胞的损伤，从而

有利于提高细胞的活力。经胶原酶消化后采用 20%

BSA或 15% 葡聚糖离心可分离脑微血管段与神经组

织及大血管，得到底层的脑微血管段，这种方法被

广泛应用于脑微血管段的分离[5MIll，我们发现 20%

·研究论文·

BSA较 15% 葡聚糖而言，其分离获得的脑微血管段

数量更多，而且脑微血管段状态更好更易贴壁生

长。由于周细胞是脑微血管内皮细胞原代培养中最

常见的杂细胞，它会明显抑制内皮细胞的生长

[7]，因此原代培养中应尽量减少周细胞的数量，我

们采用两次酶消化方法[7)，控制两次酶消化的时

间，用 0.1% 胶原酶/消化酶分散出内皮细胞外围的

周细胞，最后来用一定浓度的连续梯度的 Percoll 分

离以去除周细胞和红细胞得到较纯的脑微血管段。

在酶消化过程中加入适量的DNA酶可分散消化过程

中释放的 DNA所引起的微血管段凝结块，有利于增

加微血管段的得率。对于 Percoll 离心，我们尝试

了 3 个浓度(33% 、 45% 及 50%)后发现，浓度越大，

脑微血管段离靠近离心管底的红细胞及周细胞越

远，分离效果也越好，因此采用 50%Percoll 效果

最好，并且最好采用水平转头的低温离心机以提高

离心效果。内皮细胞纯化的其他方法有机械刮除

法、克隆培养法、 FACS 分类法[13) 、 Thy 1. 1 免疫

反应杀伤法[7 ， 14)、采用血浆来源的胎牛血清[町、磁

珠结合法[9)等，但是我们发现机械刮除法和克隆培

养法并不适合大鼠脑微血管内皮细胞的纯化，因为

原代内皮细胞传代后状态不佳且易被杂细胞所抑制

[7]，而后面几种方法比较昂贵不予推荐:血浆来源

的胎牛血清不含 PDGF，不促进杂细胞的生长，但

是其较昂贵，可选择胎牛血清用于原代培养。

脑微血管内皮细胞的原代培养需要涂布明胶、

鼠尾胶、纤连蛋白等基质以利于脑微血管段贴壁和

内皮细胞的生长。我们尝试不同基质后发现其对脑

微血管段的贴壁和内皮细胞的生长作用不同，纤连

蛋白 /IV 型胶原优于鼠尾胶，而鼠尾胶比明胶好，

而且接种密度的要求前者比后两者要低，后两者需

要达到一定密度才有利于脑微血管段贴壁。另外我

们发现内皮细胞不易生长于玻片上，而较易生长于

塑料培养皿上，这与文献报道基本相符[8 ， 14)。内皮

细胞生长需要添加内皮细胞生长因子以促进内皮细

胞的增殖抑制杂细胞的生长，我们采用 bFGF 可有

效促进内皮细胞的生长，同时添加 100μg/ml 肝素

协同 bFGF 的作用并可抑制平滑肌细胞的生长[9)。同

时为了保证内皮细胞的营养，井去除脑微血管段的

残余碎片，我们采用 20%FBS 的血清浓度并隔天换

液。

我们培养的脑微血管内皮细胞呈短梭形，区域

性单层生长，随着培养时间的延长及内皮细胞的增

殖，可见"旋涡状"分布，约 5 -7 天后，各区

域之间可逐渐融合，其形态和生长特点与大多数文

献报道相似[6-11)。根据内皮细胞的短梭形的形态特
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图 1 大鼠脑微血管内皮细胞原代培养过程中的生长与形态变化
l 接种后当 时. IlJ见单枝状及多枝状 JJ自微血管段 . x 1 00: 2: 培养 12 h 后 ， 可见内)j(细胞从贴壁的微血管段游离长出 . x 100 : 
3: 培养第 4 天 ， 细胞不断增殖，呈短梭形， 单层生 长. x40: 4 培养第 4 天，同 3. x 10 0 : 5: 培养第 7 天，细胞单层达到
融合 ， 可见"旋涡状 "分布 . x 40 : 6 培养第 7 天 . I司 5. x 100 。

图 2 两种不同基质下内皮细胞的贴壁和生长情况、 免疫组化及透射电镜图片
1 : 1 % 明胶涂布的培养Jlll接种后 6 h . 可见少量微血管段贴壁不牢. x 1 00: 2: 1 %明胶涂布的培养皿接种后 1 2 h . 可见一

些 内J:!<:细胞游离 l夭 出， x 100: 3: 纤连蛋白 /N型胶原涂布的培养皿按中l'后 6 h . 可见一些微血 管段贴壁并有队J1支细胞游离长
出. x 100: 4 纤连蛋 白 /N型胶原涂布的培养皿接种后 1 2 h . 可见大多数微血管段贴m及内皮细胞游离长出 . x 100: 5 : 
VIII 园子相关抗原免疫组化检测 . I./ J 见内皮细胞胞浆及核周有棕黄色着包 ， 胞核呈空泡状结构 . x 10 0: 6 : 透射 电镜检测 ， 可
见细胞间接触平 l宜 ，局部l融合 ， 箭头示局部融合的 " 紧密连接 .. x8000 。
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点、 VIII 因子相关抗原表达阳性及内皮细胞间紧密
连接结构可鉴定我们所培养的细胞确为脑微血管内

皮细胞[3，川。

我们的大鼠脑微血管内皮细胞体外培养模型的

建立，对于研究脑内皮的生理、生化及药理研究是

一个较好的工具，同时可与星型胶质细胞共培养用

于构建血脑屏障模型[1]。相信随着技术方法的不断

改进，脑微血管内皮细胞体外培养的模型将逐渐接

近于其在体特征，并被广泛应用于相关研究11] 0 
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Isolation and Primary Culture of Rat Cerebral 

Microvascular Endothelial Cells 

.* Xiong-Fei Xu, Run-Ping Li"' , Quan Li, Wen-Wu Liu, Qing-Lin Lian, Yun Liu, Xue-Jun Sun, Chun-Lei Jiang 
(Department ofNautical Medicine, Faculty ofNaval Medicine, Second Military Medical University, Shanghai 200433, China) 

Abstract To establish rat cerebral microvascular endothelial cells (RCMEC) culture model, we developed 

a method for isolation and primary culture of RCMEC and observed the morphology of endothelial cells. After 

relatively pure cerebral microvessel fragments were obtained from 2-3 weeks old SD rats by careful dissection, two 

steps of enzyme digestions and gradient centrifugation with BSA or dextran and Percoll, they were seeded on dishes 

coated with the substrata. RCMEC were identified according to the morphology of the cultured cells, immunocy­

tochemistry of factor VlII-associated antigen and transmission electron microscopy. We found that the cultured 

cells began to migrate from microvessel fragments after 12 hours, showed the spindle-shaped mo叩hologyand

reached the monolayer confluence after 5-7 days. Attachment and growth of the cultured cells depended on the 

substrata provided and fibronectinltype IV collagen was superior to collagen from rat tail and gelatin. The cultured 

cells had factor VIII-associated antigen and showed tight junction-like cell-cell appositions at the electron micro­

scopic level. The results indicated that relatively pure prim町y culture of RCMEC was successfully established using 

this method and the model system could be applicable to the studies of physiology, biochemistry and pharmacology 

of the brain endothelium and could also be used to develop an in vitro model of the rat blood-brain barrier. 

Key words rat; brain; endothelial cells; primary culture 
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