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管上皮细胞的生理和病理提供了一个十分有用

的悦型。

关键词 : 气管上皮细胞 无血清培养基

气液界面培养 兔
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STUDIES ON PRIMARY CULTURE OF RAßßIT TRACHEAL 
EPITHELIAL CELLS IN SERUM-FREE HORMONE­

SUPPLEMENTED MEDIUM IN A ßIPHASIC CHAMßER SYSTEM 

HUANG Ning WU Qi LI Sheng Fu TANG Bin WANG Bo Yao 
CD‘'户artlll ellt 0/ Pathoρhysiology ， West China University 0/ Medical Sciellce Chellgdu ,Sichuan 610041) 

ABSTRACT 

ln order to s tudy the phys iology and pathophysiology of tracheal epi theli um ,a primary culture of tracheal epithe­
lial ceJls a t air-liq ll id inter face has been establ ished in our laboratory. Rabbit tracheal epithelia were isolated by using 
low temperature protease digestion. which was not harmful to the ceJl viability and could almost eliminate fibrob­
lastl ike ceJls . Coati ng human placenta coJlagen was beneficial to the attachment of epithelial ceJls. Serl1m-free hor­
mone-s lI pplemented medium could promote ceJl mu~l tip l ication and differentiation. Biphasic chamber system provided 
an air-liq l1 id interface , an environment c10sely resembling to the in vivo sit l1ation ,allowing m l1lticell l1 lar layers of ep­
ithelillm to grow. T he nat l1re of the tracheal epithelial cells was confirmed by morphology and imm l1nocytochemistry. 
This cult l1 re sys tem provided a n ideal model for more sophisticated in vit ro modelling of in vivo f l1nctions and thus 
wOllld be l1sef l1l in the st l1dy of physiology and pathophysiology of tracheal epithe lillm. 

Key words : Tracheal epithelial cell ßiphasic cultivation Serum-free medium Rabbit 

鼠脑微血管内皮细胞的分离与长期培养

钱志远黄强周丽英孙志才

(苏州医学院附属第二医院神经外科 苏州 215004) 

近年来，关于大血管内皮细胞的体外培养

已有大量报道，而对机体内含量最丰富，机能最

复杂的微血管内皮细胞培养的研究却较少。本

文报告对 Rupnick[l]法加以改进后建立的一种

简便易行的鼠脑微血管内皮细胞(BMEC)的分

离方法，民期进行细胞培养，对其生物学特性进

行初步观察。

材料和方 法

-、脑微血管内皮细胞的分离

取 8-10 只 5一 7 日龄的 SD 鼠(苏州医学院实验

动物中心提供) .雌雄兼用。颈动脉放血处死后 ，随即置

入 75%的乙隙中浸泡 3一 5 分钟，进入操净工作台无菌

操作.沿鼠脑正中线剪开颅骨，剔除硬脑膜 ，取出两侧
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大脑半球，保留小脑和脑干.将取出的脑组织立即放入

盛有 D-I-Iank' s 液的平皿中 ，用小刀片尽量去除脑皮质

后切邸 ，体积约 1mm' . 用 D-I-Iank' s 液反复漂洗 3 次，

以去除红细胞. 用 0. 2% II型胶原酶 (Sigma 公司产品〉

消化 (37 'C水泊， 20min) ，离心(室温， 10min ， 100 X g) , 

弃除上消液，重复消化一次.以 15%Dextran(分子量

1 2 万)磷酸缓冲液 (pI-I 7. 4)悬浮细胞混合物，离心〈室

温 ， 20min , 200 X剖，弃除中间层及其上清 ，保留离心管

底的细胞混合物. 再用完全培养基 (RPMI-1640 ，谷氮

股股 O. 9g/L 、 HEPES 10mmol /L 、 ECGF20mg/L < 
Boel时nger Mannheim 公司产品>、肝素 50mg/L、青霉

素 10 SU/L、链霉素 10SU /L 20%胎牛血清)2ml 悬 浮，

以 φ74μm 的尼龙网过滤.将所获取的鼠脑微血管内皮

细胞:忌液接种到涂有 2%明胶 (Sigma 公司产品〉的塑

料培养瓶中静置培养 ( 37 .C , 5%CO,) ， 1 %台盼蓝法计

算活细胞率.静置温育 4 小时后换全液，以剔除混杂的

非内皮细胞.再加入完全培养液进行原代培养.

二、细胞培养

将上述分离到的细胞静置培养 24 小时后换金液，

以后每 2 天换液一次，待 细胞长成单层时传代:以

0.05%脱 Ö~-O. 02%EDTA 消化细胞(室湿 ， 7min) ，见

细胞变形 np 吸除消化液，注入新鲜培养液，吹汀，制成

细胞悬液，按实验需要传代或冻存细胞.传代时接种密

度 5 X 10'/cm' ，传代后的 细胞静置培养，初代 (2- 4 

代)仍以完全培养基培养 ， 5 代后的细胞以普通培养液

<RPMI1640 ， 20%新生小牛血清，谷氮欧胶 0.09g/L ，

HEPES 10mmol/L ，青霉素 10SU /L ，链霉素lQSU/L ) ，

每 2-3 天换液一次，每隔 4 - 6 代冻存一次细胞.

三、特征鉴定

1.形态学 用普通倒置显微镜观察内皮细胞

的形态及生*规律.离心包埋法制备透射电镜检查标

本.

2. 免疫组化 以 1%多聚甲应固定 5 分钟，PBS

深洗，按芳íVi[因子相关抗原 (Vl F :Ag)免疫组化试剂盒

<DAKO 公司 )ABC 法检测细胞Vl F:Ag 的表达情况.

采用免疫组化法检测 GFAP、抗 α-sma ， NSE 和 S-100

蛋白，并以人脑胶质瘤 SHG-44 细胞作为 GFAP 、NSE

和 S-100 的阳性对照，以兔主动脉平滑肌细胞作为抗

α-sma 的阳性对照 ，以检测 BMEC 的纯度.

3. 生化指标及染色体检查 紫外吸收法测定

培养细胞的血管紧张转换酶 1 (ACE)的含量.速率法

ì9!rJ 定细胞险性磷酸 ðtl (ALP)和机谷氨酸胶转酶(Y­

GT)的含量 . Lowry 法测定细胞蛋白质，放免法测定内

皮细胞生长液中前列环素 (PGI，)含量.低渗法制备染

色体标本和 G 带分析 .

结

一、细胞生长情况

静置培养 l 小时后可见细胞贴壁， 4 小时

贴壁细胞明显增多。细胞倍增时间约为 60 小

时，约需 7-9 天形成致密的细胞单层 ， 12-14

天即不再增殖，出现生长接触抑制现象。传代培

养的细胞生长明显快于原代细胞 ，每隔 5-14

天传代一次(平均 5. 5 天) ，经 176 天长期培养 、

传至 30 代。在第 12 代之前，需 6-8 天形成单

层细胞，第 16 代后细胞生长较规律， 4-6 天即

形成连续的单层细胞 ，细胞生长曲线见图 1 。
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图 1 传代的 ßMEC 生长曲线

二、细胞形态学观察

原代细胞刚贴壁时呈长梭形或多角形，排

列不规则，核谈，胞膜明显。不断增殖后的细胞

紧密镶肤，形态以短梭形或多角形为主 ，待形成

致密的单层细胞时，则见"铺路石"征象(图版图

1) ，偶见到1昆杂的星形细胞。继代细胞多呈多角

形或短梭形，核卵圆形，胞浆丰富，细胞彼此紧

密排列成单层 ，未见到重叠生长现象。透射电镜

下观察第 3 代培养的鼠脑微血管内皮细胞(图

版图 2)细胞呈多角形和梭形，胞质内见大量粗

面内质网和线粒体，质膜表面见吞饮小泡，核染

色质丰富，相连细胞间接触平直且紧密，局部融

合，未见到Ij Weibel -Palade 小体。

三、免疫组化

原代、 3 代和 30 代细胞进行 vm: F: Ag 免疫

组化检查，均见到细胞的胞浆和核膜周围被染
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成棕褐色，证实培养的细胞为血管内皮细胞〈图 四、长期培养细胞的酶活性和生化指标检

版图 3) 。用免疫组化法鉴定细胞的纯度，第 3 测

代细胞Vlll F : Ag 阳性率为 90% ， NSE 、 FAP 、 t

SMA 、 S-100 均阴性，偶见到 GFAP 阳性细胞。

那五代细胞中未见到 GFAP 阳性细胞。表明，

传至第三代的细胞己为较纯的 BMEC，纯度达

90% 。

取传代培养的细胞 4 X 105 进行破膜处理

后测定内皮细胞酶活性和相关指标的观察，结

果列于附表 1.提示培养至第 30 代的细胞仍保

持着内皮细胞的基本特征。染色体仍为二倍体 ，

未见异倍体现象。

表 1 长期培养的fi BMEC 特征观察 ·

细胞特征 P3 P5 PIO P20 P30 
形态 多角形 多角形 多角形 多角形 多角形

VlIl F:Ag ++ ++ ++ + + 
GFAP 土

ACE<U / rng) 12.43 26.21 47. 52 59. 96 74.88 
ALP <U / rng) 32. 70 5.21 1. 07 。 。

Y-GT <U / mg) 16.42 2.70 。 。 。

PGI2<ng/mD 24. 54 20.26 19.82 16. 71 18. 92 
染色体 2n=42 / / / 2n=42 

·生化检测细胞数为 4 X10'.检测前经破膜处理.测定结果为平均值，n=3 ，。 为无法检测出 li~活性 o P3 即第 3
代培养细胞。

讨 论

IJw微血管内皮细胞是位于毛细血管做循环

的一种特殊细胞，具有极其重要的功能。它不仅

是构成血脑屏障的主要成分，而且在脑的物质

代谢、纤;在与止血、免疫应答等方面发挥特殊的

作用 ，与脑水肿、脑血管疾病的发生发展、脑肿

丽的浸润和扩散尤其是脑肿瘤的血管生成等病

扭过程紧密相关。我们对鼠 BMEC 分离与长期

培养的尝试，既为体外研究血脑屏障提供了较

适宜的培养体系 ，更为研究各种颅脑疾病提供

了一种崭新的实验工具。

培养用脑微血管内皮细胞的来源，传统的

分离方法多先进行脑微血管的分离，然后用胶

原l1ifJ H与化获取内皮细胞。此法不仅操作繁琐，而

且所获细胞存活率较低。 Rupnick 1988 年首次

采用梯度离心的方法成功进行了鼠 BMEC 的

培养，将做血管分离和消化两过程结合在一起，

不仅简化了操作程序，而且将获得细胞的存活

率提高至 83% 。 但是，由于多次离心增加了细

胞受损伤的机率及分离时间太长，使细胞存活

率下降。我们对此进行了改进，将其使用 Per-

coll 分离液超速离心的过程改用尼龙网滤过，

有效地缩短了操作流程，并将细胞存活率提高

至 92 % 0 Brendel [2]的研究发现鼠脑微血管的直

径在 6-80μm 之间，分离脑微血管时多选用

φ80μm 左右的尼龙网筛选。我们在微血管组织

进行消化、差速离心后，选用 φ74μm 的网眼过

滤，使残存的大血管碎片及少量微血管成分得

以有效去除 。 文献报告，BMEC 接种后 l 小时

即开始贴壁， 4 小时贴壁率约 60%阳。而胶质细

胞贴壁高峰常在接种 6 小时后，其他细胞贴壁

更迟.因此，我们在接种 4 小时后给予换液 ， 24

小时再次换液，使所获 BMEC 的纯度接近

90% 。

我们培养的鼠 BMEC 多呈多角形，单层生

长，可见"铺路石"征象，具有正常细胞的生长接

触抑制现象，而且细胞具有合成内皮细胞标志

酶 ACE 的功能，符合普通血管内皮细胞的一

般特征。同时，电镜下见到相邻细胞间接触平直

且紧密，局部出现融合征象，与 Gerhart 等的观

察结果相似[气 ALP 、 Y-GT 作为 BMEC 特征酶

在我们培养的初代细胞中也检测到。至于长期

传代细胞中 ALP 、 Y-GT 无法检测出，有学者推
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测系缺乏胶质细胞的介导作用所致[5 .6J 。

vnI F :Ag 的存在是血管内皮细胞最可靠的

标志[门。我们对长期培养的 BMEC 经免疫组化

检测，均为阳性表现。在我们的研究中，还采用

GFAP 免疫组化的方法来鉴定细胞的纯度，结

果表明，第 3 代细胞，其纯化率达 90%以上，少

量 GFAP 阳性细胞(即胶质细胞)随着培养时

间的延长渐被淘汰，第 5 代细胞中未见 GFAP

阳性细胞。可见，我们所培养的 BMEC 纯度较

高。

国外报道对 BMEC 的最长培养时间为 6

个月，传至 35 代问。国内尚未见到长期培养成

功的报近。我们对鼠 BMEC 的培养时间仅达

176 天。传代至 30 代的 BMEC 仍保持着多角

形、 1)1.层生长的特征，能合成和分泌vnI F: Ag , 

ACE ， PGI2 等活性物质，染色体仍为二倍体。但

有些ðlJ活性己丧失，说明要维持 BMEC 的全部

特征是否需要胶质细胞的参与，有待进一步研

究证实。

摘 要

采用 j皮原酶消化、差速离心、尼龙网滤过技

术分肉和1获取鼠脑微血管内皮细胞，接种后 4h

换液{吏获得的内皮细胞纯化，体外进行长期培

养。细胞在体外生长 176 天，传至 30 代 ，细胞初

期成活率为 92% ，纯度近 90% 。经形态学、超散

结构和免疫组化鉴定，培养细胞为血管内皮细

胞。培养至第 30 代的细胞仍能合成和分泌

PGI2 、 ACE 等， vnI F:Ag 阳性表达 ，染色体为二

倍体 (2n=42) ， 基本保持着细胞的主要特征。

该分离和培养方法的建立，将为研究与脑血管

相关疾病提供有用工具。

关键词:脑微血管内皮细胞 细胞分离技术

细胞培养大鼠
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ISOLATION AND LONG-TERM CULTIV ATION OF RAT 
ßRAIN MICROV ASCULAR ENDOTHELIAL CELLS 

QIAN Zhi Yuan HUANG Qiang ZHOU Li Ying SUN Zhi Fang 
CDψartmellt 0/ Nellrosurge l'y ,the Second A..川iliated Hos户ital ,Suzhou Medical College. 215004) 

AßSTRACT 

Brain micovascula r endothelial cells CBMECs )Írom spnaque-Dawley weanling rats were prepared by collagenase 
dige川io口 .di fferential centrifugation and filtering through nylon mesh. Endothelial cells were fu rther purified through 
discarding the cult ure medium at 4 hours after seeding and cultivated in vitro for 176 days ,about 30 passages. Viabili­
ty of both primary dissocia ted and cultivated BMEC was over 92 % with our method , and the purity reached 90% . It 
was verified that cultivated cells were vascular endothelial cells by morphology , ultramicrostructures and immunohis­
tochemistry stlldies. Passage 30 cells could still synthesize and secret PGI2 and ACE ,and were positive for VDF : Ag , 
their chromosomal figure remained diploid C2n=42hoo;which implica ted that BMECs maintained their primary bio­
logical characteris tics afte r long-term is nearly in vitro cultivation. This foundation would provide a useful tool for 
sllldying diseases related to cerebral vessels. 

Key words: ßrain Microvascular endothelial cell Cells Isolation technique Cell culture Ra t 
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