
介绍细胞共培养的两种方法来

王培勇 刘俊 许蜀阂手1、 秉庸
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同一类型或不同类型的细胞是通过旁分泌

可溶性因子或直接接触而进行相互作用 。 这种

细胞间通讯是维持正常器官、 组织及细胞功能

和结构的重要环节。细胞间正常调节关系的破

坏是导致异常分化、肿瘤发生的原因之一。因

30 至 60 分钟， 将上述处理过的滤膜烤干备用(80"C，

1 至 2 小时)。 将 5ml一次性注射器套管切成 12mm

高的困环， 用硅橡胶粘合剂将备用滤膜粘子圆坏一端

作为底部， 并用少许硅橡胶在底部边缘做三个小文

脚， 室温倒置数小时待硅橡胶完全固化后即可高压灭

菌(1 5 磅 ， 15 分钟)备用。 用时与 24.孔塑料培 养板配
此，细胞间相互关系的研究是当今医学和生物 套使用 ， 如图 1 所示。
学的一个重要方向。要进行这方面的研究往往

离不开细胞 培养，特 别 是细 胞共培养 2 

(c叫lture )。本文报道我们采用国产 材料摸索1~队
出的两种易于观察细胞相互作用的 共培养方 「也山~I 一一一+

法z 套皿 (insert)培养法和培养液循环灌流、法， I _-…__ I 
4 

具有普通实验室均易实现的特点。 ......_一一.....----

材料 与方法

, .主要器材与试剂
单组份室温硫化在主橡胶粘合剂 {晨光化 学工业公

司〉 、 混合纤维素醋微孔滤膜(上海新亚净化器件厂)、

5ml 聚碳醋塑料注射器、 恒流泵、 硅胶管等材料， 以

及明胶、 培养液、 3日-胸腺喀驼核苦(3日-TdR，北京

原子核研究陆)、 小牛血清等试剂均属国严。

2. 徽孔底膜套皿的制备

混合纤维素醋微孔滤膜采用文献介绍的方法进行

处理I11 ， 略作改动，即先用 0.1%冰乙酸溶液浸泡 30

分钟， 双蒸、水浸泡 30 分钟 ， 然后用 。 .5% 明胶溶液煮

6 

2 

T 
、

着E皿 龚血与 Z~ 孔板套装

因 1 微孔底膜套血的制备及使用方法

1. 支角 2 . 滤膜 3. 细胞 A 4 . 细胞 B

3. 培养液循环法

装置组成及原理如图 2 所示。 循环管道选用无毒

医用硅胶管及不锈钢管连 接， 末端加 400 目尼龙筛

网，以防两种细胞混杂， 整套管道及培养瓶(玻璃培

养瓶〉可以从恒流泵上拆下进行高压灭菌。利用泵的作

用使培养液在两个培养瓶之间不断循环， 并可根据需

要调整流量。通过三通可施以药物干预或取样分析。整

套装置可置于 37 "C宦温箱内。

4 

固 2 培养液循环培弊装置
1 . 细胞 A 2 . 细胞 B 3 . 三道 4 . 恒流泵 5. 不锈钢管(16 号针头 ) 6 . 硅胶管 7. 尼龙筛网

.国家自然基金资助项目 (No. 39270316λ 
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4. 细胞培养

新生小牛肺动脉内皮细 胞(pulmonary artery 

endothelial ce}ls , PAECs)和肺动脉平滑 肌 细胞

( pulmonay artery smooth muscle cells , PASMs ) 

按以往的方法培养鉴定IM1. 培养成功后进行下列实

验，以观察上述装置培养细胞的可行性。

(1) 细胞单独培养 将 PAEC 和 PASM 分为 24

孔培养板对照组、套皿培养组及漉流培养 3 组 ， 分别单

独以 104/cm2 的密度接种于上述装置。 接种培养 3 天

后用。 . 125%的服蛋白酶消化，将细胞分散后镜下计

数，以观察细胞生长密度， 另设分组实验观察细胞单

独培养长成致密单层的时间。所用培养液为含 20%小

牛血泊的 RPMI-1640 。

(2) 细胞共培养实验 先将 PAEC 和 PASM 以

4 x 10'/cm2 密度分别接种于 24 孔板及套皿中 ， 在含

20%小牛血清的培养基中培养 24 小时待细胞贴壁后，

换以不含小牛血清的培养基， 并将 PAEC 和 PASM 配

对组装共培养 24 小时， 然后每孔加入 2 uC i 的 刑­

TdR ， 继续培养 6 小时后收集细胞进行 。-液闪计数。

平行设置 PASM 和 PAEC 单独培养对照组。

5. 统计处理

所得数据采用单因素方差分析， 并进行差异显著

性检验。

结 果

1.细胞单挫培养的生长情况

以 lo'jcm2 细胞密度接种于微孔滤膜、 j瞿

流装置和 24 孔板士的 PAEC 和 PASM 的生长

情况无明显差别。内皮细胞约 3-4 天可长成

致密单层 ， 平泪'肌细胞则需 5-6 天长成致密

单层。培养 3 天后同种细胞密度在不同组之间

也无明显差别(表 1 )。

表 1 培养在不同装置的细胞计鼓 (1 0 4/cm飞 x :J:的

PAEC 
PASM 

24 孔板

7 .468 土 0 .884

4 . 345士 0 . 6 58

2 . 两种细胞共培养的结果

采用套皿共培养法将 PAEC 和 PASM 共

培养 24 小时后， PAEC 的 3H-'-TdR 掺入明显，

降低， 与单独培养组相比差异显著 (p< o. 05 ); 

但是 PASM 的 3H-TdR 掺入明显 增加， 与单

独培养组相比也有显著性差 别 (P< O.O l ，表

2 ) . 

表 2 套皿法共培 养 对 PAEC 和 PASM 的

3H-TdR 掺入的 影响( cpm/l0' cells, 
'士的

单纯培养 共培养

PAEC 1287.21土 228 .62 973 .50 土 2 79 . 68"

PASM ]285 . 54 士 99 .79 1518 . 73 土 228 . 03 "

.P<0 .05 , ..P<O . Ol 与单独培养织柑比。

讨 论

通过细胞共培养的手段观察两种不同类型

细胞之间的相E作用，目前见于文献报道的有

下述三种方法[1 ， 4 ， 5]: (1)混合培养 (mixcul-

ture ) ， 将所研究的不同种类细胞混合在 |司 -

套皿

7 . 033 士 0 . 771

4 . 670士 1. 05 9

j挫流装置

7 . 595 士 1. 083

4 . 615士 1. 718 

培养器皿中培养， 观察细胞的直接接触，但很

难将培养在一起的不同种类细胞分离观察。 ( 2 )

微载体培养法。 即将一种细胞培 养在微载体

上， 另一种细胞培养在培养皿中，随后将微载

体细胞也加入培养皿中，过一定时间即可观察

两种细胞相五作用，但这种方法一般应小于 4

小时 ， 以防止细胞从微载体上迁移至培养皿

中[句。 ( 3 ) 微孔底膜 套皿培养法 (micropore

membrane insert well ) ， 这种培养套皿底部由

无机或有机材料的微孔膜制成，因为可溶性物

质可以自由通过， 培养在套皿中的细胞可以通

过膜与培养在培养皿中的细胞相互作用。 这种

套皿在国外巳商品化， 但价格昂贵。为解决这

一问题， 我们设计了本文所介绍的细胞共培养

的两种方法。实验观察证明 ， PAEC 和 PASM

均能在这些装置上生长，其生长情况与培养在

24 孔板者无明显差别。 特别需要注意的是，在

作制作套皿时必须用无毒硅橡胶做粘合剂，不

能用环氧树脂或氯丁胶， 因为我们观察表明后

2 种粘合剂对细胞有毒性作用，可使培养的细
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胞脱落死亡。我们采用套皿共培养的方法观察

了 PAEC 和 PASM 的相互作用 ， 实验结呆表

明，共培养后的 PAEC 的 DNA 合成 降低，而

PASM 的 DNA 合成增加。该种模型还可用于

体外培养血管内皮细胞单层通透性的研究 ， 以

及用于培养细胞电镜制样的原位包埋。 j瞿流培

养法只适用于观察贴壁生长的细胞之间的相互

作用，通过串联还可以同时 观察更多的培养

瓶，故特别适用于获取大茧的细胞样本。

摘要

本文设计了两种共培养装置: 微孔底膜套

皿和循环培养， 观察 f培养的小牛肺动脉内皮

细胞 (PAEC ) 和 Hdï #J脉平 滑肌细胞 (PASM)在

上述装置中的生长情况 ， 并用套 .ITll法观察了两

者共培养对 3H-TdR 掺入的影响。 结果发现，

PAEC 丰IIPASM 在上述装置中生长良好，两者

共培养时， PAEC 的 3日-TdR 掺入明显降低

(与对照组相比 p< O.O日 ， 而 PASM 的 3H-TdR

掺入明显升高 (与对照组相比 P<O .Ol )。上述

结果表明 z 本文设计的两种装置可用于细胞共

培养， 以研究细胞间的相互调节天系。

关键词 : 共培养 套皿装置 灌流装置
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T WO IN VITRO COCULTURE MODELS FOR INVESTIGA一
TION OF CELL-CELL INTERACTIONS 

Wang PeiYong , Liu Jian , Xu ShuM in , Sun BingYong 
( Lab. of High A l titude Medicine , Department of T hird MiWary Medical College , 

Chongqing 6300 38 ) 

A BSTRACT 

Two coculture systems , micropore membra ne i nsert well and medium circulating culture 
methods , were developed for investigating heterotypic cell-cell interactions. It was found that 
bovim Pulmonary artEry Endo山li al cell s (PAECs) and 川monary a rt町 smooth muscle cells 
(PASh/15)grew we11 1n thc a6ove sysums-3EI-thymidine uptakE by PAECs decreased and that 
by PASMS Elevated significantly d < 0 . 05 and P < 0 . olrespectivdy, compamd with control )­
ThestrESults proved that th E a bove mEthods are useful for the s tudIEs of cel l-cell i ntEract ions. 
I t a lso suEEEsted that In tEICEllular l ntErac t ions betWEEn PAECs and PASMs may be involV芒d
j n thE regulation of DNA syn thes15 by vascular c巳 ll s .

Ke y words : Coculture Insert well Med ium perfusion device 
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