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内皮细胞培养中清除成纤维细胞的新方法

王 毅 未佩芳王正因

(第三军医大学野战外科研究所 )

在原代细胞培养中很容易 混杂 成纤维细

胞，并且随着传代I次数的增加，由于成纤维细

胞生长迅速，在培养细胞中所占的比例也日渐

增加。本文介绍一种清除成纤维细胞的方法，

对各种非成纤维细胞的原代培养有一定参考价

值。

以往是用 0 .1 %的胶原酶消化法川来清除

成纤维细胞。但由于胶原酶价格昂贵，故并不

实用。 我们从熊绍银等[2)用拧穰酸膜酶消化分

散细胞的方法中所得到的经验， 试用于清除成

纤维细胞，取得了较为满意的效果。

一、材料 和方法

(一 ) 细胞

无菌条件下取小牛肺， 沿肺动脉主干分离肺功脉

树， 结扎各分枝， 并在结扎处远端剪断之。 用含抗菌

素的 D-Hank' s 液 (含青霉素 100 Ujml ， 链霉素 100

μgjml )浸泡半小时 ， 然后将肺功脉内皮面|翻向外， 用

D-Hank's 液冲洗内皮面 5 次， 结扎残端后， 置 37 0C 、

0. 1 %胶原酶中消化半小时 ， 离心收集内皮细胞， 以

3 x lo Sj ml 细胞密度接种于 199 培 养 基 ， 37 0C 、 5%

CO2 条件下培养， 细胞传至第 4 - 5 代备用。培养瓶

规格为 25 mlo 

( 二 ) 消化剂的配制

1. 0 . 25 %梓核酸膜酶膜酶(国产 ) 2.5 g ， 拧棕

酸纳 2 . 96 g ， 氯化铀 6 . 15 g, 1 % 盼红 1. 5 ml ， 加去

离子水 1L 溶解。 用 1 mol 氢氧化纳调 pH 至 7 . 2 0 用

0.2μm 孔怪的针头式滤器除菌 ，/J，瓶分装 ， - 20"C保

存。

2 . 0 . 25% 膝酶取 2 . 5 g Æ是酶用 D-Hank's 液

1000 ml 溶解 ， 用上法除菌， 分装和保存。用前闪 pH

至 7 . 2 。

3 . EDTA-腕酶先配成合 0.02 %EDTA 的 D-

Hank's 液 1000 ml ， 再加入 2.5 g 膜酶 ， 溶解后除菌，

分装 ， -20 "C保存 ， 用前调 pH 至 7 . 2 。

( 三)消化消除成纤维细胞

倾倒掉培养瓶中的培养液， 立即加入消化液 2ml ，

置倒置显微镜下观察。内视野内 (1 0 x 1 0 倍 )约 20-

40 %的细胞 (包括成纤维细胞和内皮细胞)收缩呈 圆形

时， 立即加入 M-1 99 培养基(含10%小 牛血清，青莓

素 100 Ujml ， 链霉素 100μgjml. pH7 . 2)3ml ， 用毛

细吸管吹打 3 - 4 次后 ， 吸出离心， 清洗 1 次后 ， 置

另一培养瓶内培养(含较多成纤维细胞 ， 但仍可继续纯

化)。原培养瓶中剩 F约 60%附壁的内皮细胞(仍含少

量成纤维细胞) ， 用培养基清洗一次后， 换上新培养

液继续培养。 1 -3 天细胞长满后重复此过程 2 次，

即可得到纯度很高的内皮细胞(见图 1 - 4) 。

-、结 果

(一)三种消化llIJ消化时间的比较

三种消化剂使视野，下 (10x10倍) 2 0-40%

的细胞收缩为圆形所需的时间是 : 0.25%拧撵

酸膜酶 : 3 分 钟 J 0. 25 %膜酶: 2 分钟F

EDTA一膜酶 : 1 分钟。

(二)三种消化剂作用后内皮细胞附壁情

问 况比较

三种消化剂消化下来的细胞， 经一次培养

基清洗后， 约 80 %细胞附壁的时间分别为z

0. 25%拧楼酸膜酶 : 1 2 h; 0 . 2 5%膜酶 : 36 h; 

EDTA一膜酶 : 48 h。

(三)三种消化filJ作用后细胞恢复和 繁黯

情况比较

原培养瓶中经三种消化剂分别消化后的剩

余细胞 ， 用培养基清洗一次后， 再长满的时间

为 : 0.25%样橡酸膜酶 : 24 h; 0.25%膜酶z
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