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近年来友现不同(，~1工 、 甚至同一器官的不

同部份的 JÚl'ì1内皮细胞在结构 、 功能 、 抗原成

份和分谢特点等方面均不相同[11。脐带动 、 静

脉内皮细胞{l低密度Jm击 (1 代谢等方面亦抒{f

明显差异[斗。因而， 刘-血管内皮细胞异质性

( Heterogenei ty)的研究，足阐明其生理特点及

病理变化规律的王安方面。同源性较好的细胞

是进行异质性研究的必斐条仲。因而， 探索获

得同源功、，'iJt脉|付出细胞的实验技术共有 ill虫

的应用价的。口 l沛 ， 11,1 内外文献中尚未见到介

绍一次性 4J: f'J J班刊:功、 m't脉内皮细胞的实验技

术的报道。

我们在从 'J';:脐带动 、 ，JP脉内皮细胞卫]异质

性研究(如形态特点、1=/[原分布和纤洛阳原激

活剂抑制物 ì81主等) "1点索了一种方法， 可以
一次性获时脐 ;i7 功 、 !'ií}ßí}c内皮细胞，除了省时

简便之外， iJi ，f[蜒的 2 可获得同源的 î;)J 、 静脉

内皮细胞。

材料与方 法

(一 )脐带 收柴健&Jï 、 正常分娩胎儿的脐4i;-约

30cm 左右，排Q残血，归去钳夹部分， 投入灭ru保

存液[31 (0. 1.1 mol/L NaCl 、 4 mmol/ L Kcl 、 15 mmol/ L 

Hepse 、 11 mmol/L 葡勾糖、 pH 7.3) 中 、 4 C {!.Ji:{子 ，

24 小时内仪用。

(二 〉消化剂 为 0 . 25%膜蛋白酶液。称取肌ill (1 

酶 (Trypsin ， 200 FIP u/ g . MERCK)0.25 克 ， 溶于 10

ml 超纯7j( (NANO Pure H, Barnstead ) 中。 0 . 22 μm

针头式滤器过v，S ， 小瓶分装 ， - 22 0C保存。临用时稀

释 10 倍.

(三 )培养液 RPMl-1 6 40 培养液(每升含 20%小

国家自然科学基金资助课岛

牛血泊、 L- 谷氨酸胶 0.3 mg 、 ltj 母亲 l' u 、 链霉宗

100 u、 pH一7 . 4)

( 四 )灌洗针头 将 1~ r) 1 主导tH 'J、， tíH'但 2.0 cm 

处剪断、 房平。另自制与针也，!'L 丰11吻合 Îi'-J Jl立在，使之

插入针座dt后可以密合( I刽 1 )。

,,- ~j( 

主F
图 1 灌注针头与胶塞位置示意图

(五 )消化、收集细胞

1.取两!即!泌洗计头。- '1川崎入计 ;-1的间似

动JJ.1z '1川王一恨内; 另一'l~!插入 H 年叮:; 'i} ~ r勺 !rF胁'内 ，

均用止血钳钳紧。 此时针头 J:'] J:;~ 把 j丘i!. lLW的关节

部 ， 以使未插入针头的血管{~5::11~ (问 2! ," D- H anks 

j夜分别反复灌洗脐~动、 ，j;'l，11<l'i毛将(j~ ~l '1(先干净。

图 2 灌j先脐血管时钳夹位置示意图

2. 将脐带两端的止血钳分别仪变 }j rí,j 180 0

，此

时针头均远离止血钳关节部。'TI:新钊紧止血钳使术插

针头的血管受压而闭塞(闯 3 )。充入 。-HanKs 液检

挤无漏液且流出边畅后 ， 白毛I'R注孔注入 0.:?5%~蛋白

酶液(动脉 3-，5 ml ， 静脉(1-10 ml ) 。用胶塞封闭后 ，

(下转插页 3 )
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杨映波等图版

图 版说明

1.脐';i; 动脉内 j仨细胞(微分下涉仙衬摄影。 OLY MPUS， lMT寸 ， x 2 00) 。

2. 脐带静脉内皮细 l白(微分子涉相衬摄影。 OLYMPUS ， lMT-2 , x200)c 

(上接插页 4 ) 

图 3 注入消化i夜时钳夹位置示意图

将脐带放入 -M显有 D-Hanks ì丧的无菌容器内 ， 然后

将容器放入 37 C水?谷中作用 10 分钟。

3 . 将脐带动脉」端的胶法取出 ， 用刻皮肉心

管收集消化液。此后迅速ìt:入运垃(动脉 3 ml， 静脉

5 ml ) 合 20%小牛血沾的附养液以终止酶消化作用?丰

收集入刻度离心于fljlo l' UrîJtt方法收集另→端静脉的

细胞。收集细胞的今i:H'.tU丑化两分钟内完成。切实验

表明 ， ,{E jhJ.j分钟内收 l.(l 古11位的先后对细胞存活率无明

显影响。

4. 室温 F 1, 0)) rr m，离心 10 分钟 ， 但]尽上清

液， 吸取 1 ml 培养浅 j二离心甘巾，吹打成悬液 ， 调整

细胞浓度至 4-5 x 105/m1，将其均匀接种于 35 mm 

培养皿(培养面积约 10 cm 2, 0 . 25%明胶预置过夜 ，

4 "C。用前 2 小时移入 CO2 启养箱)中进行培养。绍

胞培养密度约为 4-3 x 10 4/cm2 硝养而积。

结果和 讨论

用本方法一次性获得的脐带动、 静脉内皮

细胞数分别约为 1 . 5-2 .0 X 10 6 和 0.8-1. 5

X 10 6 (脐带民约 30 cm )o 0 . 4% 台盼蓝拒染试

验表明功 、 静脉内皮细胞{} ili 率均在 95%左

右。接种后动 、 静脉内 j支细胞生|乏良好 ， 并表

现出不同的形态特征。动脉 r~J)支细胞以多角形

为主，静脉内皮细胞以快梭形为主，二者均呈

典型的铺路石样镶嵌m71j (1冬|版恪11 、 2 ) 。我们

认为这一方法完全可供同时进行脐带动、!挣脉

内 j支细胞的异质性研究之JiJ 。

值得提出的是:1. 在整个消化分离过程

中 ， 全部器具如注射器、 自心ff 和灌注针头等

均须作好标志，注意把动 、 15争脉内皮细胞分开。

2 . 一次性获得动 、 静脉内皮细胞后， 如果再

消化余下的脐动脉， 所获|付皮细胞仔活率大为

降低， 培养效果不佳。 3 . 尽管有人 强调用于

消化分肉的脐带应在分娩后 3 小时以内进行，

但用 Jaffe 推荐的内皮细胞保存液[3] 收集脐带，

在分娩后超过 3 小时乃'Ë 24 小时e 以内分离消

化的内皮细胞存活率仍在 95%左右。这为集

巾消化脐带以获取内皮细胞带来便利。
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