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运用植块法培养脑微血管内皮细胞
祝慧凤万东 1 王建伟 2 罗勇 1 徐晓玉*

(西南大学药学院暨中医药学院，重庆 400716 ， 1 重庆医科大学附属第一医院神经内科，重庆 400016;

2 重庆医科大学组胚教研室，重庆 400016)

摘要 探讨简易可行的脑微血管内皮细胞(brain microvascular endothelial cells, BMECs)培养

方法，为研究 BMECs 细胞在脑血管疾病中的重要作用提供技术支持。分离出生后 1-7 天内的 SD

乳鼠大脑皮质区，植块法培养BMECs 细胞。用倒直显微镜观察BMECs 细胞的形态以及从皮质块

迁出的过程;MTT 比色法检测 BMECs 细胞的生长曲线;采用免疫纽化染色检测 VIII 因子相关抗

原和 CD34 抗原，以鉴定内皮细胞。结果发现，大脑皮质块植块法培养的大鼠 BMECs 细胞主单层

贴壁生长，细胞形态以长梭形、多角形三角形、四边形为主，呈典型的"铺路石"样征象，经鉴定

为内皮细胞，第二代纯度达95% 以上。提示该方法具有经济、简便、要求条件不高，易于纯化的

优点，可作为大鼠 BMECs 细胞体外培养的良好模型。

关键词 大鼠;脑微血管内皮细胞;植块培养

内皮细胞是缺血缺氧性损伤的重要靶标，其结构

和功能的改变，在血管性疾病的发生发展过程中具有

重要作用。特别是在心、脑血管疾病中，内皮细胞

的作用更受到重视。寻求获得可靠、大量的脑微血

管内皮细胞(brain microvascular endothelial cells, 

BMECs)的方法，将为建立BMECs离体模型提供良好

的支撑，利于深入研究 BMECs 的生理、病理、病

生以及药物作用机制。本研究运用植块法培养

BMECs，与国内目前培养 BMECs 方法不同，旨在探

讨一种简易可行的 BMECs 培养方法。

1 材料与方法

1.1 实验动物

1-7 日龄 Sprague-Dawley 乳鼠，体重 5-18 g，购

自重庆医科大学实验动物中心，合格证号:检动宇

2002A040 。

1.2 试剂

RPMI1640 购自 Gibco BRL 公司;明胶、琼脂

糖、 L- 谷氨酷肢购自 Sigma 公司; NaHC03 分析纯购

自中国上海虹光化工厂;青霉素购自华北制药股份有

限公司、链霉素购自上海生工生物工程有限公司;

肝素铀购白江苏万邦生化医药股份有限公司;胎牛血

清(FCS)购自美国 Hyclone 公司;兔抗人 VIII 因子相

关抗原多克隆抗体购自北京中山生物技术有限公司;

CD34 小鼠单克隆抗体购自 SantaCruz 公司;FlTC 标

记羊抗小鼠 IgG(二抗)、 SABC 羊抗兔二抗试剂盒和

DAB 显色试剂盒均购自武汉博士德生物技术有限公

司。

1.3 试剂自己制

1% 明胶(用 0.02 mol/L PBS 液配制)高压蒸汽消

毒后于 4.C保存; RPMI1640 完全培养液主要成分:4

mmol/L L- 谷氨酷胶、 90 U/ml 肝素纳、 100 U/ml 青

霉素、 100 问Iml 链霉素和 3.7 g几 NaHC03，配制后
调 pH 7.4，经 0.22μm滤膜过滤除菌后分装，一20.C保

存备用，用时加入 20%FBS，于 4 .C保存。

1.4 培养瓶处理

植块原代培养前一天用 1% 明胶包被瓶底， 4.C

冰箱过夜。培养前取出，用生理盐水洗 2 遍，加入少

许RPMII640完全培养液放入培养箱，植块植入时，倾

去培养液，加少许 FBS，利于植块茹附。

1.5 植块法原代培养 BMECs

主要步骤如下:①获取大脑:取 2 只出生 7 天内

的大鼠乳鼠，颈椎脱位处死，投入 75% 酒精中 30 s-1 

min 后取出，无菌操作下取出鼠脑，放入 4 .C预冷的

生理盐水中;②分离大脑皮质:将鼠脑放在铺有 4.C

预冷琼脂糖凝胶(起支撑作用)和生理盐水的培养皿

中，用消毒眼科慑仔细剥离脑组织表面血管，小心分

离大脑皮质，再用 4.C预冷的生理盐水反复冲洗大脑
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皮质;③制备植块:自己制 3% 琼脂糖凝胶， 4.C预冷后

切成 2 cm X 1 cm X 1 cm 的琼脂糖块，将大脑皮质

平铺于琼脂糖块表面，用间距为 0.8mm 的双层双面

刀片(中间用折叠小纸片隔开以确保两张刀片的间距)

纵、横垂直切断脑皮质，制备大小约 0.8 mm X 0.8 

mm的大脑皮质块(植块);④植入植块:将制备的植块

放入盛有4.C预冷的生理盐水小培养皿中，洗涤2次，

用巴氏管吸取植块分别放入3--4个 1% 明胶包被的25

ml 培养瓶中，每个培养瓶中植入 8-10 块;⑤内皮细

胞原代培养:将植入植块的培养瓶于 37 .C , 5%C02 、

95%02 的培养箱培养中干贴 2h后，加入少许内皮细

胞培养液，继续培养 60 h，取出植块，继后每 2-3 天

半量换液 1 次，直至细胞单层长满培养瓶底，进行传

代培养。

1.6 BMECs 传代培养

用 2 ml 0.25% 膜蛋白酶溶液消化细胞，实时镜

下观察，见大部分细胞变圆并漂浮，立刻加入 2ml 新

鲜培养液(含 15% FCS 、 2 mmol/L- 谷氨酷胶、 50

U/ml 肝素、 100U/ml 青毒素和 100μg/ml 链霉素))终

止消化，并将细胞悬液移入玻璃离心管中， 1 000 rl 

min 离心 5 min; 弃上清液，用新鲜培养液垂悬细胞，

按 5 X 105 个 Iml 的浓度接种于 1% 明胶包被的培养

瓶中培养。

1.7 倒置相差显微镜观察细胞

于原代接种 o h , 12 h 、 24 h 、 48 h 、 60 h 

及其之后每天在倒置相差显微镜下观察细胞从植块

迁移情况，细胞大小、形态、生长特点及排列方式

等。

1.8 BMECs 的鉴定
1.8.1 免疫荧光标记 CD34 抗原鉴定 BMECs 将

第 3 代对数生长期的细胞悬液稀释至浓度为 1 X 104 

个Iml， 接种到预先放有盖玻片的 24孔板中;培养2-3

天后，取出盖玻片，用 0.02 mol/L PBS 漂洗 3 次，每次

5 min, 4% 多聚甲醒室温固定 20 min，再用 0.02 moll 

LPBS 漂洗 3 次，每次 5min; 正常山羊血清室温封闭

30 min; 滴加 CD34 一抗工作液，置湿盒中 4.C过夜;

PBS 漂洗后，滴加FlTC 标记的羊抗小鼠 IgG 工作液，

置湿盒中 37 .C温育 30 min; PBS 漂洗后， 50% 甘油封

片，荧光显微镜下观察并摄像。阴性对照为 0.02

mol/L PBS 液代替一抗工作液，其余步骤相同。

1.8.2 免疫细胞化学检测 VIII 因子相关抗原鉴定

BMECs 按照1.8.1 的方法制备细胞爬片并固定，

PBS 漂洗后进行 SABC 法免疫细胞化学染色。正常

·技术与方法.

山羊血清封闭后，滴加 1 : 200 稀释的兔抗人VJß因子

多克隆抗体， 4.C过夜;PBS 漂洗后，滴加生物素化羊

抗兔 IgG 工作液， 37.C温育 60 min; PBS 漂洗，滴加

SABC 复合物， 37.C温育 30min; PBS 漂洗4次后，行

DAB 显色，常规脱水、透明、封片后，镜下观察并

摄像。阴性对照设立同1. 8.1 的方法。

1.8.3 BMECs 纯度的鉴定 采用 1.8.2 的方法标

记BMECs，显微镜下观察，以胞浆内有棕黄色颗粒沉

着为阳性细胞。在 400 倍镜下分别计数 3 个盖玻片

上各 5 个视野的阳性细胞数和总细胞数，计算阳性细

胞的百分比，代表 BMECs 纯度。

1.9 MTT 比色法检测 BMECs 生长曲线

将第 3代微血管内皮细胞以 104 个 Iml 浓度同时

接种于 12 块 96 孔板，每孔接种 200μ1，复种 6 孔，每

天收集一块 96 孔板将培养液吸去， 1 000 r/min 离心

2 min，弃上清液，每孔加入 200μl 无血清培养液及

20μlMTT，继续培养 4 ho 1000 r/min 离心 2min，弃

原液，每孔加入 200μI 二甲亚枫(DMSO)，震荡 5min，

在 Bio-Rad 550 全自动酶标仪中选择 570nm 波长测

各孔光吸收值价值)。重复实验 3 次。

1.10 统计学分析

实验数据以王土s 表示，用 SPSS13.0 统计软件处

理，组间差异采用 t检验，检验水准双侧 α=0.05，以 P

<0.05 为差异具有显著性。

2 结果
2.1 细胞形态学观察

植块法培养的皮质块内可见较多的脑微血管，内

有红细胞，植块贴壁后，血细胞便从边缘向四周游出;

培养 24 h，可见较多内皮样细胞迁出，同时可见到部

分迁出的神经元及其伸出的突起(图 1); 培养 48h，可

见内皮细胞形态有三角形、四边形、多角形、梭

形，呈铺路石样排列，部分细胞成簇成团，形成内皮

细胞集落(图 2); 随着时间的延长，植块变薄，边界变

得模糊;培养 60 h 取出植块后，内皮细胞不断增殖，

可见"旋涡状"分布，部分形成管腔样结构，培养

10-14 天铺满瓶底(图 3) 。

此外，在内皮管腔样结构内可见生长状态良好的

神经元。传代后的内皮贴壁快，随着传代次数的增

加，内皮细胞逐渐得到纯化，形态以梭形、多角形、

三角形、四边形为多，至第 3 代时，形态以梭形、多

角形为主(图 4)，血细胞和神经元在传代过程中被去

除。
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2.2 BMECs 细胞鉴定结果

免疫细胞化学 SABC 法检测内皮细胞标志物Vlß

因子相关抗原，可 见第 3 代 BMECs 胞浆内有明显的

黄棕色颗粒沉积， }血核未着色， 高倍镜下可见胞浆内

丝状结构，呈放射状分布; 经免疫细胞化学鉴定，内

图 1 植块培养第 1 天见 BMECs 从植块迁出(20 X) 

图 2 植块培养第 2 天迁出的 BMECs 明显增加(20 X) 

图 3 移出植块后 6 天 BMECs 生长良好(20 X) 

45 1 

皮纯度达 95% 以上(图 5) 。 免疫荧光标记检测 CD34

抗原，可见培养第 3代细胞胞浆内显示明显绿色荧光，

进一步证实为血管 内皮细胞( 图 6 ) 。

2.3 BMECs 生长曲线

M口比色分析结果显示 BMECs 在第 2 天有所

图 4 传至第 3 代的 BMECs 得到纯化(20 X) 

图 5 VIII 因子相关抗原阳性鉴定为内皮细胞(20 X) 

图 6 FITC 标记 CD34 抗原阳性鉴定为内皮细胞(20 X) 
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图 7 BMECs生长曲线(MTT 法)

问辈，之后加速生长;第 6 夭处f对数生长期，与 1~5

夭细比较有显著差异(P<0.05); 第 10 天生长进入平台

期; 12 天后细胞数开始 F降，见图 70

3 讨论

内皮细胞不仅是一种细胞而且是→种内分泌器

官。 BMECs 以旦形胶质细胞为桥梁，与神经兀进行

对话与信息交流(cross talking)，发挥着重要作用。既

往对内皮细胞在叫 1枢神经系统(CNS)lt1 的作用重视程

度不够，随着脑保护策略中"血管神经单元

(neurovascular unit) "概念的提出及对脑血管疾病研

究的深入，神经元、胶质细胞与脑做血管内皮细胞的

伙伴关系，日益受到重视J‘血管冲经单元"旨在

细胞水平整合神经兀、月生、质细胞、 BMECs 以及其

他基质细胞的相互作用将其作为脑的结构和功能单

元来进行研究并加以保护[11 。因此研究更好获取原

代培养脑微血管内皮细胞的方法，将为离体研究神经

元、胶质细胞等与内皮细胞的关系提供技术手段。

我们课题组曾经尝试过组织匀浆、两次尼龙网

过滤分离脑微血管段以及酶消化、低分子右旋糖西T

梯度离心和尼龙网过滤培养 BMECs 的方法口，31，但上

述}j法程序较复杂，难以获得数量多且状态好的脑微

血管段;此外， )主二需昂贵的内皮生长:l击力H物，且细胞

纯化亦是一个难以解决的关键问题。目前采用的内

皮细胞纯化方法均不十分令人满意。如机械刮除法

增加污染机会[μ4，5叫5

他存i活舌力旺盛的细胞所抑i制书刷Ú; 免疫磁珠法太昂贵贵-等。

国外的培养方法更力加口繁E丑琐v员li，条件更加苛刻，国内研究

条件不能满足要求[6] 。因此寻找简易可行的获取

BMECs 的培养方法成为必要。

我们采用植块法成功培养出高纯度的脑微血管

内皮细胞。取出生后 7 天内乳鼠皮质块，摒弃含胶

技术 Lj }J法.

质细胞丰富的月剧院体和皮层 F灰质块等细织，既保证

了从组织块迁移出来的内皮细胞具有较好的1~ 'i自潜

能，又减少了其他细胞污染的可能性。我们摸索发

现，只要在 72h 内取走植块，极少混杂成纤维细胞，

同时在培养的初始阶段，植块内各种细胞的共有为内

皮细胞的生氏提供了较为稳定的生长王小埠，这可能是

植块法培养BMECs不需要昂贵的培养条刊的以因之

一。培养过程中可见有神经元从柏块迁移出来，迁

出时间比内皮早，丽且生长状态性，这可能与内皮分

泌的因子(如血管内皮生长因子、促红细胞生成主)

有利于其生长和存活有失[71 但神经元传代后很快死

亡，从而J1吏内皮细胞得到纯化。本研究显水柏块法

培养BMECs不需使用昂贵的内皮生长闪子及其、添加

物，也不需要使用昂贵的胶原酶和对细胞有毒性的膜

蛋白酶，且勿需组织剪碎、匀浆、过滤等复杂程序，

具有经济、简便、要求条件不高，易于纯化的优点。

采用植块法培养 BMECs 附注意以 F~[点.①植

块培养前培养瓶的处理。胁j组织卡~Jj~类较多，质量

轻，明胶和少量血洁的包被有助 J组织块的主占贴;②

培养过程中需选择质量较好的|归洁，并i示加月十素和谷

版酷肢。植块法没有额外使用内皮生长陈}JlJ物，所

以血清质量要求较高，以提供一些冈 l 支持内皮的

迁移和生长，本研究采用的 Hyclone 胎牛血洁能满足

培养的要求。另外，肝素和谷肢酌版有助 f内皮的

存活、生长和纯化;③干贴 2 h 是为了保证组织块

的贴壁，有利于往内皮细胞的迁出和贴哇生长;④足够

的细胞数量是保证传代成功的必要条件。细胞之间

的相互联系可以相互支持生长，当部分组织块周围细

胞密集、重叠，停止增殖时，即使整瓶细胞未达到

传代标准，仍可用酶消化 I吹散密集细胞，将几瓶合

井，可以解决细胞数量不足，不利 ff专代吁:长的难题。

⑤避免细菌污染。植块法培养内皮细胞过程中植块

的制备、植入和移出，均会增加细菌污染的机会，因

此操作中要特别注意无菌操作和抗生素的使用，以减

少甚至避免污染。
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祝慧凤等:运用植块法培养脑微血管内皮细胞

Explant-culture Methed to Culture Rat Brain 
Microvascular Endothelial Cells 
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(The School of p，加rmaceutical Sciences & School of Chinese Medicine, Southwest Universi吵， Chongqing 4ω716， China; 

IDepartment of Neurology, the First Affiliated Hospital of Chongqing Medical Universi纱， Chongqing 40ω16， China; 

2Department of Histology and Embryology ofChongqing Medical University, Chongqing 400016, China) 

Abstract To explore rat brain microvascular endothelial cells (RBMECs) culture model, we used cortex 

explant to culture RBMECs and observed the mo叩hology of endothelial cells. After relatively pure cortex explant 

were obtained from 24 h to 1 weeks old SO rats by careful dissection, cortex explants were putted into the culture 

flask coated by 1 % gelatin. After 2 h cultured in 37 oC , 5%C02 incubator, we move a bit of RPMI 1640 culture 

solution into the culture flask induding 90 U/ml heparin sodium, 20% fetal calf serum (FCS),100 IU/ml penicillin, 

100μg/ml streptomycin, 4 mmoνL Gln-glutamine and continue to culture. We found 也at the cultured cells began to 

migrate from cortex explant after 24 hours, showed the spindle-shaped mo甲hology and reached the monolayer 

confluence after 10-14 days. Attachment and growth of the cultured cells were depended on the substrata gelatin 

provided and high-quailty FCS. Immunocytochemistry demonstrated more than 95% of the third generation cul­

tured cells were positive for VIII factor associated antigen and C034 antigen, which indicated the cultured cells 

were vascular endothelial cells. The results indicated 也at relatively pure cortex explant of prim征y culture of RBMECs 

was successfully established, which is more simple and cheap than other methods. 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 the studies of pathophysiology of cerebrovascular disease. 

Key words rat; brain microvascular endothelial cell; explant-culture 
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