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人脐静脉内皮细胞体外培养的影晌因素

卡杰 勇 周 岱

(苏州、| 医学院附属第一医院脑血管病研究室 215007 ) 

血管内皮细胞是位于循环血液与血管壁内

皮下组织之间的单层细胞， 是血管壁通透性的

重要屏障， 具有多种生理功能。脐静脉内皮细

胞由于来源充足， 取材、 操作方便， 因而成为

血管内皮细胞体外试验的主要材料。自 Jaffe [l ]

首创脐静脉内皮细胞培养方法后， 以血管内皮

细胞的培养技术为基础的研究工作取得了突飞

猛进的发展。 19 7 6 年 Vane 发现了前列腺素，

19 8 0 年 Furchgott 发现内皮细胞产生的舒张因

子 (EDRF) ， 1 9 8 7 年 Moncede 证明一氧化氮就

是 EDRF ， 以及 19 88 年 Yanagisawa发现内皮

素， 这些成果都是在以脐静脉内皮细胞培养为

代表的血管内皮细胞培养的基础上取得的， 而

脐静脉内皮细胞的体外培养受到许多因素的影

响。

一、 脐带离体时 问 的影 响

脐带取材方便，一般取正常娃振足月分娩

的新生儿无菌脐带，立即漫入 4 0C的脐带保存

液中 ， 保存 6 小时或更多时间会使细胞容易分

离 ， 但最好不超过 48 小时 [2];有研究表明 [ 3] ; 

人脐静脉离体后， 随着时间的延长，内皮某些

物质的含量会发生变化， 脐静脉离体后 6 小时

内 ， 因子 VlIl相关抗原与抗凝血酶功能的变化比

较平缓， 单位面积内前列环素的生成量的变化

亦不十分显著， 而离体后 6 小时到 12 小时，

内皮抗凝血酶功能， 因子回相关抗原释放量以

及前歹!J环素的生成量均随放置时间的延长而呈

下降趋势， 变化显著; 还有研究表明[勺 ， 脐带

离体时间与细胞存活率呈负相关，脐带离体后

3 小时-内 ， 内皮细胞存活率达到 90% ， 离体

24 小时尚 有 50% 的存活细胞。

二、不 同 消化酶的影响

目前， 各种消化酶的应用已代替了机械刮

取来获取脐静脉内皮细胞，它们各有优缺点。

用胶原酶消化的细胞数最多，平均每根脐带可

获取 2-5 X 1 0 5 个细胞， 但有时混杂少量吠:f

维细胞3 链丝菌蛋白酶消化获取的细胞数略少

于胶原酶， 但很少混杂成纤维细胞;膜蛋白酶
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对细胞有毒性作用，且消 化获取的细胞数较

少， 不利于细胞生长的町， 在脐静脉内皮细胞

培养时， 现普遍使用 0.1%的胶原酶， pH 值

调至 7.4，作用 10 至 15 分钟后停止消化p 但

在传代培养时普遍用膜酶处理， 因为用膜酶处

理后， 可以降低非内皮细胞的贴壁能力， 内皮

细胞的贴壁比平滑肌细胞、外膜细胞和成纤维

细胞早，所以可以去除在接种 4 小时后仍未贴

牢的细胞，而这些非内皮细胞的污染如不去

除 ， 将抑制内皮细胞的增殖[ 2 ] 。

三、不同培养液及血清的影响

MEM、 M199 、 RPMI1B40 培养液皆可供脐

静脉内皮细胞生长繁殖， 有研究发现[4]MEM、

RPMI1B40 液促进内皮细胞生长繁殖 的速率无

明显差异;亦有人使用条件培养液 ， 认为条件

培养基中含有平滑肌细胞和外膜细胞的生长抑

制因子，可以防止污染细胞的生长[2]。培养液

用于培养时必须辅加血清，否则细胞贴壁、 伸

展能力较弱，贴壁细胞繁殖速度慢 ， 且以后多

悬浮、 死亡[飞血清的选择是很严格的 ， 许多

人认为胎牛血清效果较好，但 盛民立等[ 2]认

为 ， 最好使用人血洁，如果没有，可用肝素抗

凝的人血浆代替 ， 用新生小牛血清的效果也比

胎牛血清好，因为它们更能抑制非回因子免疫

反应细胞的生长; Gajdusek 等 [B ]认为培养液中

须加入一定浓度血洁的原因可能是血液凝固过

程中血小板聚集时所释放的各种生长因子有剌

激内皮细胞生长的作用，尤其是血小板能够释

放一种血小板衍生的长因子 (PDGF) , 促进内

皮细胞的生长繁殖。

四、血管内皮细胞坐长因

子 (ECGF) 的影响

ECGF 的发现亦使脐静脉内皮细胞的传代

培养有了很大的发展。 ECGF 是一类新发现的

生长因子[7] ，对血管内皮细胞有高效特异的促

有丝分裂作用，在体内可刺激血管的发生与生

长[句。 1990 年 ， 何 红兵等[9]即利用牛下丘脑

中所含 ECGF 的粗提物，将脐静脉内皮细胞在

体外进行长期传代培养， 又提取并纯化了该因

子[l O] ， 并成功地进行了脐静脉内皮细胞的单

次传代， 大规模培养[ 11]。最近，他 们还利用

ECGF ， 打破了将内皮 细胞以 1:2-3 的 比例

进行传代培养的一般方法， 而是以 1:26 的比

例将培养的静脉内皮细胞进行传代， 15 天内

使细胞数量扩增了 333 倍，并保留了原代细胞

的形态结构 ， 保留了与原代细胞相似的对激素

剌激的反应能力[l2 ] 。

五、 传代的 影响

传代亦对脐静脉内皮细胞产生很大的影

响 ， 传代培养的优点在于在原代培养中很难去

除单核-一巨噬细胞 ， 而巨噬细胞可产生白介

素 I 和肿瘤坏死因子以激活内皮细胞，并使它

们改变性状。 但是巨噬细胞不能传代，故当 内

皮细胞传至 2-3 代后， 基本可以去除这种细

胞[ 2 ]。有研究表明 [l SU 脐静脉内皮细胞体外

培养后 ， 对新的生存环境有一个适应过程， 结

果表现为细胞的形态及功能发生一定的变化，

而且 ， 随着培养时间的延辰，这种改变愈加明

显。因此作者认为脐静脉内皮细胞在体外培养

20 天左右， 细胞呈典型的棱形或鹅卵石状，

所培养的细胞有较好的分泌前列环素及 Von

Wille brand 因子的功能，是进行有关基础医

学研究的较佳时期。

六、 排 除污染

细菌、 每菌、 支原体污染细胞培养物较常

见，不但造成培养基等生物制品的极大j良费 ，

且受染后的细胞在生理、生化、 遗传等方面都

已发生变化， 只得废弃[ 14]; 对于细菌、 霉菌

污染，常预防性地加入青莓'素、 链霉素和二性

霉素 B 于细胞培养物巾，当然，培养基应已过

滤除菌z 而支原体的污染一直是困扰细胞培养

工作者的问题， Roul1and-Doussoix [l 5] 检测各

种细胞系，发现污染率为 23% ， 而 Kuppeve-::
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ld [l 6 J发现污染率为 55%。检测支原体 污染的

方法中 ， 逆转录 PCR 法、 RFLPS (限制性片断

长度多态)技术精确、 灵敏[ i7 ， lS ] ，而培养法、

DNA 荧光染色法因简单、 快速、 准确而更为

常用 [IMO] p 支原体污染的清除仍是一个难题，

目前仍推荐使用 抗 生素， 如 B-Mcycline，

MRA、 Ciprobey[ 21 - 23 ] ; 对于血清中支原体污

染的去除， 常采用 56 0C加热灭活 20 分钟或通

过孔径 0.1 μm 的滤膜过滤的方法清除支原体，

但因为这两种方法会降低血清的营养 ， 故仍不

成熟。

七、 其他一些因素的影响

有文献报道肝素能增强内皮细胞生长因子

对血管内皮细胞的增殖作用 [μ ] ;Roseubaum[25] 

发现肝素单独作用于内皮细胞 ， 在低浓度血清

培养(< 10 % ) 时，抑制内皮细胞生长，当血清

浓度升高后 ， 其阻止内皮增殖的作用消失; 当

肝素和 ECGF 同时加入培养液时，肝素可显著

增强 ECGF 对内皮细胞的增殖作用 。

此外，培养箱的二氧化碳浓度亦对培养发

生影响 ， 有报道[28] ， 二氧化碳浓度变高 ， 培

养箱中猪脑血管内皮细胞产生花生四烯酸代谢

产物的量亦在一定范围内增加z 培养 液的 pH

值、 温度亦是影响细胞生长的重要因素。

总之， 尽管因血管内皮细胞由于供体的年

龄、 性另IJ 、 和 11属 、 来源器官及动脉抑或静脉等

的不同 ， 其特性有一定的差异， 但它们仍有许

多共同的特性[27 ] ， 且其他许多人体的血管内

皮细胞来源困难， 培养方法亦不很成熟， 故人

脐静脉内皮细胞的培养仍不失为一项重要的基

本技术 ， 随着该方法的日趋成熟， 与血管内皮

有关的许多基础医学研究必将得到 进一步发

展。

摘 要

脐静脉内皮细胞的体外培养， 为深入研究

该类细胞学特性，探讨与之有关的众多基础医

学课题提供了较为理想的实验手段。 其体外培

养主要受脐带离体时间、 消化酶、 培养液、 血
清、 血管 内皮细胞生长因子 (ECGF) 、 传代、

二氧化碳浓度等影响。
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核糖体失活蛋臼的结构功能与分布

李向东 刘 望夷

(中国科学院上海生物化学研究所 20003 1) 

植物核糖体失活蛋白 (Ribosome- Inacti

vating Protein , RIP)是一种 RNA N-糖苦酶，

可作用于核糖体大亚基上最犬的 RNA ， 在其

特定位点脱去一个腺嘿岭碱基， 使核糖体丧失

蛋白质合成的功能[1 ] 。

现在已经纯化的 RIP 按一级结构的不同

可分为两种类型z 单链 RIP 和双链 RIP， 分别

称为 I 型和 E 型。 I 型 RIP 由一条肤 链组成，

在植物界比较广泛的存在 ， 目 前已 从 30 多种

植物中鉴定、纯化出 I 型 RIP，如天花粉蛋白

(trichosanthin) ，美洲商陆抗病毒蛋白 (poke

week antiviral protei n) 等。 E 型 RIP 由两条

肤链组成，分别称为 A 链和 B 链， 两条链通过

一个二硫键相连接。菌麻毒蛋白 (ricin)和相思

子毒蛋白 (abrin)是最早发现的 E 型 RIP。

I 型 RIP 分子量在 30 kDa 左，右一般为强

碱性蛋白质， pI 在 8-1 0 ， 少数在 10 以上， 多

数为糖蛋白。少数不含糖， 如天花粉蛋白 。 单

链 RIP 对无细胞体系的蛋白 质 合成有强烈抑

制作用 ， IDso 大都在 1 nM 以下 ， 对完整细胞

的毒性却很低，其 ID5日常高达数千 nMo rr 型

RIP 分子量一般为 60-6 5 kDa , pI 在 6 -8

之间。人 B 链拆开后， A链变得 不稳定。较

小的A链是催化活性链，和 I 型 RIP 一样具有

RNA N-糖苦酶活性，专一水解大鼠 28 S rR

NA 的 A 4324 位的 N-C 糖昔键 ， 使核糖体丧

失蛋白质合成功能。 A链含糖量较 B 链少， 有

的甚至不含糖。 在大肠杆菌中表达的菌麻毒蛋

白 A链没有糖基化仍具有催化活性，说明糖基

化对它的催化活性并非必需。 B 链较大，具有

糖结合活性 ， 相当于凝集素，可识别细胞表面

糖肤或糖脂受体末端 D-半乳糖。完整双链 RIP

对无细胞体系蛋白质合成的抑制活性较低 ，

IDso 大都为数 10nmoljL，但若将连接 A、 B 链

的二硫键还原打开后，其活性会大大提高。双链

RIP 对完整细胞的毒性很高， ID50 大都低于

10- 2nmol j L o rr 型 RIP 对动物的毒性很大。B 链

不仅具有细胞识别功能，还能协同A链进入细

胞 ， 定位于高尔基体。在无细胞体系中，双链

RIP 的活性较低。 B 链的存在妨碍了 A 链的活

力发挥。 研究结果表明链间二硫键的断裂是启

动A链活性的关键。若将草麻毒蛋白的二硫桥

以非还原性的 N-N' -0-邻苯二顺丁烯亚股代

替 ， 宦麻毒蛋白虽可进入细胞但不能抑制蛋白

质的合成。从结构和遗传上看， 1 型和 E 型

RIP 有共同的祖先 ， rr 型 RIP 可能是由 I 型

RIP 进化来的。

RIP 在植物体内的生理功能一直没有弄清

楚。 对 RIP 研究的主要兴趣是由于它们具有重

要的理论和应用价值。理论方面， RIP 是研究

核糖体结构与功能的重要工具。应用方面， RIP 

可以作为免疫毒素 (immunotoxin) 的弹头部

分， 治疗人类的顽症如肿瘤等。一些 RIP 具有

抗植物病毒或动物病毒的活性，天花粉蛋白用
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