
第 1 4 卷第 1 期 细胞生物学杂志 27 

[ 9 J Dvorak, H . F. et al. , 1979 , J. Natn. 
Cancer Inst ., 61. 6- 11 . 

[ 10J Roos, E. a nd K. P. Dingemans , 1 97 日 ，

Biochim. Biophys. Ac旬 ， 560, 135-166 . 

[ l1J H auschka , P . V. et a l. , 1986 , Haemos-

tasis, 16 . 273一287 .

口2J D e Metz , M. et a l. . 1982 , J . Biol. Chem ., 
257. 5 32 6一5 329 .

[13J Donati , M. B. et a l., 1986, HaemostalÎs, 
16. 288-294. 

传代内皮细胞形态和功能变化的关系

王毅朱佩芳王正因

{重庆，第三军医大学野战外科研究所 63 0042) 

迄今为止，国内外已有不少学者对体外培

养的内皮细胞(EC )进行 了研究。并已从凝血

vm:因子，胞浆 Weibel-Pa lade 小体和染色体数

目等方面证明了培养 EC 在有限的传代次数内

保持了内皮细胞的生物学性质[ 1 -5 J。但关于传

代 EC 形态和功能研究 的专 门报道还尚未见

到。本实验发现，传代 EC 在其生物 学性质没

有发生根本改变的前提下，也存在着一些形态

和功能规律性变化。这些变化对合理选择使用

传代 EC 来进行实验研究有着重要的意义。本

文结合传代 EC 在相差显微镜下的形 态学改变

及其图象分析研究和蛋白质分泌功能的变化，

来探讨传代 EC 形态和功能变化的关系 ， 旨在

为合理选择传代 EC来进行实 验研究提供参

考。

材料 和方法

-、 内皮细胞分离及培养

参照我室建立的牛肺动脉 EC 的分 离、 培养、 鉴

定及纯化方法进行[6J 。

二、相差摄影

取 1、 3 、 4 、 7 、 9 、 12 、 15 和 20 代融 合单层

EC ， 置倒置显微镜(重庆光学仪器厂产品)下， 给出指

示光标(100 μm)，行负相差放大 100 倍 摄影， 将其负

片行统一倍数的光学放大， 制成照片备用。

三、 计算机图象分析

1. 样本相差摄影所制成的统一放 大照片.

2 . 仪器 MAS-1 图象分析系统(重大光电精密仪

器研究所提供).

3 . 测量参数及计算

测量参数 Area(面积)和 CH (圆形度 ) 。

每次测量， 计算机以照片上光标的长度换算为测

量参照、单位 (mm ) ， 然后直接用积分法算出细胞投影

面积， 用细胞周长除以其外切圆周长算出圆形度 (见

图 1 )， 其值在 。一1 之间 ， 它反映细胞接近圆的程

度， 比值越接近 1 ， 说明细胞平面图形越近似圆.

'Hl} 圆
细胞周 长

图 1 .形度计算示意

四、培养液上清蛋白测定

参照吴如月 I门的考马斯亮蓝 G-250 染色法测定培

养上清蛋白质。具体方法如下2

1. 标准蛋白质溶液牛血清白蛋白 1 mg/ml。

2. 染色液称取 100 mg 考马斯亮蓝 G-25 0 溶于

50 m195%乙醇中 ， 加 100 ml 85%磷酸 ， 加水稀释到

1 升。

3 . 标准曲线的制作在试管内分别加 0、 5 、 10 、

2 0 、 25 、 30 、 40 、 50μ1 标准蛋白质溶液，用水补足到

50 μ1 ， 加 3 ml染色液混匀， 在室温( 20一25"C ) 中放置

15 min， 用 752 型紫外分光光度 计以 595 波长比色，

读 OD 值， 作标准曲线。

本文承蒙重庆大学光也精密仪器研究所大力协
助， 在此深表谢意，
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1992 年

襄， 4骂代内皮细胞面积和圆形鹰

传代次数 样本数 细胞数(个) 细胞而积 (m01 2 ) (立士 SD ) 圆形度(主:tSD)

士
。

杂学物生胞细28 
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0 . 65769 士 0.122

0.58414 士 0.106

0 . 60622 土 0.090

0 . 50957 土 0.021

0 . 00 008 士 0 . 000

0 . 00088 土 0 . 000

0 . 00115 士 0 . 00 1*

0 . 0012 1 士 0 . 001 *

0 . 00142 土 0 . 001*

0 . 00196 士 0 . 003*食

0 . 00222 士 0 . 001*女食0

0 . 00224 士 0 . 001'会*0

句
f
n
o
q
u
9
u
n
x
u
a
q
7
·

户
。

唱

i
'
i
n
r
"
T
A
T
-
τ
A

唱
i

咱
i

。
。
句
。
。
。
。

d
q
d

。
ο

句
。
"
。

咱
i
q
u
a
4
7
·
q
u
n

r
"
F
h
u

n
u

'
A

唱
A

句
，
"

= 0.050957 

注 : P<O.OOl 说明代间 EC 面积均值的比较有非常显著的差异。其中*表示与 1 代相比有显著性差异 (P<
0 . 0日， 食表示与 3 代相比有显著性差异 (P<O . O日，女表示与 4 代相比有显著性差异 ( P<0 . 05) ，。表示与 7 代
相比有显著性差异(p<0 . 05)。余两两比较均无显著性差异。

< 0 . 001 P 

备代肉皮细胞培养液上清蛋白亵 2

蛋白浓度(μ1/50 1-11) 上清蛋白 OD 值 (X土SD)样本传代

次数 测定组 (X) 

0.6755士 0 . 028
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注2 对照组为无血清 M-199 培养基， 其中 * 表示与 1 代相比有显著性差异 ( P<0 . 05) ，
9 、 12 代比较有显著性差异 (p< 0 . 05) 。 余两两比较无显著性差异.

食表示与 3 、 4 、

< 0. 001 p 

果

-、形态学改变

在相差显微镜下， 单层 EC 呈典型的铺路

石状， EC 有圆形 、 多边形、椭圆形等多 种形

状，各代内和代间的细胞大小和形状均有一定

差异 ， 其中以代间细胞大小的差异 比较明显

(图版图 1 - 4) 。

图象分析结果如表 1 所示。

统计分析结果表明 z ①代间细胞"面积"存

在显著性差异，而代间细胞圆形度则无显著怯

结

7 、

4 . 培养液上清蛋白测定取上述各代 EC 4 瓶

(25 ml ) ， 待 4-6 天长满后，用 D-Hank's 液清洗两

遍， 换上无小牛血清培养液 3 ml， 置 37 0C 、 5 %C02

环境中培养 12 h ， 取 50μ1 培养液上清按上法测定。最

后从标准曲线上查得蛋白质浓度。

五、统计学处理

实验结果均用均数士标准差 (X土 SD )表示 ， 多组

均数的比较用单因素方差分析， 均数间两两比较用

NEWMAN-KEUL'S TEST 和 BARTLETT TEST 0 

两指标之间的关系的检验用相关系数的估计和其显著

位检验。所用的 PDA-2 和 PDA-3 程序来源于SPMR

系统(第三军医大学数学教研室提供) .
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图 2 蛋白测定标准幽线

差异， ②代间细胞"面积"的显著性差异存在于

原代与 4 、 7 、 9 、 12 、 15 、 20 代之间 J ~代

与 12 、 15 、 20 代之间 J 4 代与 15 、 20 代乏间 ;
7 代与 15 代 、 20 代之间 。

二、功能改变

蛋白标准曲线见图 2 。

EC 培养上清蛋白测定结果见表 2 所示。

统计结果显示，代间细胞的培养液上清蛋

白测定值有显著性差异，且此显著性差异存在

于 1 代与 3 、 4 、 7 、 9 、 1 2 、 15 、 20 代之间

和 3 、 4 、 7 、 9 、 12 代与 1 5 、 20代之间。

三、形态和功能的相依关系

取上述各代 EC 面积均值和培养液上清蛋

褒 3 传代内皮细胞面积及其上清蛋白浓度

指 标 样本点 样本容量 X::tSD 

EC 面积 (mm' ) 8 

上清蛋白浓度 8 
〈μg/5 0 μ1 )

133 0 . 001395 土 0 . 000711

32 22 . 75 土 5 . 6539

相关系数 一 0 . 86035
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固 3 各代内皮细胞面积与培养液上清蛋白浓度

· 一一 · 上消蛋白浓度 A一--Â.细胞面积

白浓度均值， 作相关系数估计和相关系数的显

著性检验， 其结果见表 3 。

相关系数显著性检验结果: P = 0.00306. 

二指标为显著性负相关关系 (见图 3 )。

讨论

-~ 形态学变化

各代 EC 间的圆形度经统计学分析未见有

显著性差异， 说明代间 EC 在形状上的差异没

有统计学意义。而各代细胞"面积"随传代次数

增加却呈逐渐增大趋势， 并且代间细胞"面积"

存有显著性差异， 其中 4-9 代、 15-20 代相

对稳定。这种 EC"面积" 的逐渐增大有两种可

能z ①是附壁面积增大所致(见医1 4 )。

取活体动物大动脉作扫描电镜观察， 发现

EC 呈"柱状" ( 图版图 5 )，而培养 EC 则呈"扁

平状"(图版图 6)0 EC从体内到体外培养， 这

种由 "高 "到"低"的变化可能 在 传代 EC 中重

演。因为从理论上讲，传代次数越少， EC 的

生物学性质及功能和其正常生理情况下的性质

和功能就越接近，反之愈远。因此 EC 投影面

JdL 44奋地二

图 4 各代内皮细胞附壁面积蛮化示意

注: ...，._，.. ~示传代方向
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积随传代次数增加而增大的现象，交 EC 附壁
面积增加的影响的可能性是存在的。有人(8J认

为 ， EC 在附壁 ， 伸展到融合成片的过程中，

EC 在原伸展状态下产生了一定的回缩。因此，

可以认为这种 EC 摄影面积的大小，在一定程

度上反映了 EC 的收缩功能，即面积越大，收

缩功能越低， 反之收缩功能 越强。②是 EC

体积增大所致。本实验虽然没有进行对 EC 的

三维测量工作以及对 EC 体积的 推估。但从原

代到 20 代 EC 面积增加了 27 倍左右的情况来

看，这种 EC"面积"的大 幅度增加，单纯归因

于 EC 附壁面积的增加，似乎不好解释，因此

推测， 传代 EC 也有体积的增加。

二、功能变化

在 EC 的体外实验 中，巳有不少学者选用

过 ACE， 前列腺素， LDH、 FN、 酸性磷酸酶

等指标来评估 EC 的功能。 在这些指标中绝大

部分物质都属于蛋白质，因此选用上清蛋白含

量能比较宏观 地反映 EC 的代谢功能。 从本实

验的结果来看 ， 3 -1 2 代、 15一20 代 EC培养

液上清蛋白测定值是稳定的(相互之间没有显

著性差异) 。 因此， 可以 认 为 3-12 代、 15-

20 代 EC 的功能是稳定的。

三、形态和功能的关系

传代 EC"面积" 和上清蛋白浓度的相关分

析显示， 二者呈显著负相关 (p< O.Ol)。说明

随着 EC "面积" 的 增大， 其蛋白分泌功能降

低。 产生这种现象的原因可能与以下两个因素

有关z ① EC投影面积、的增大势必影响到单位

面积上的细胞数量。边过对 3 、 7 、 12 、 20 代

的 EC 的细胞核点计数(即长度点计数法，测量

单位为z 细胞核数/l cm 线段，反复随机取 点

测量 25 次， 取均值 ) ， 并将其倒数值与相应各

代 EC 摄影面积作相关分析来进行验算， 其相

关系数为 0 . 8\2 。说明细胞投影面积的改变与单

位面积上细胞数的改变密切相关。因此可以认

为单位面积上 EC 数量的减少是蛋白质分泌量

下降的原因之一。② 从图版图 3 、 4 可以看

出 ， EC 在 12 代以后巳出现空泡 ， 这是细胞逐

渐老化的征象之一。 因此细胞老化，功能降低

也影响到蛋白质的分泌功能。

综合细胞技影面积和蛋白分泌情况来者，

在 4-12 代， 15一20 代 EC 的形态和功能均处

在相对稳定的阶段。 这提示z 在传代 EC 中可

能存在着多个形态和功能的"平台期"，处在这

些"平台期"中的传代 EC，只要不是功能丧失，

就可以作为实验选材。 飞

通常选用哪几代细胞来进行体外实验，习

惯上依据两点考虑z ① 要有足够的细胞数量 ，

②要有稳定的生物学特性。目前国内外在体外

实验中所选用的 EC 传代次数和范围有较大的

差异，如 5-12 代 、 2-9 'f 't 、 2-8 代、 4- 1 2

代、 22-30 代， 5-1 5 代等[卜 15J。有的 甚至

没有说明所使用的是哪几代细胞[ le-191 . 本实

验的结果显示， 传代 EC 间的形态和功能存有

显著性差异，忽略这些差异， 就会给 EC 体外 ·

实验的结果带来误差。当然， EC 种类的不同、

实验材料和方法的不同， 对代间 EC 的形态和

功能的差异会有影响 。 因此 ， 如何选用传代

EC 来进行体外实验， 应根据不同 EC 和不同

的实验方法的预实验结果来决定。

结 论

1.传代 EC 间形态和功能存有显著性差

异。

2. 传代 EC 间形态和功能的变化呈统计

相依关系 ， 可以利用其中任何一方的状况对另

一方的状况作出大致的判断。

3. 传代 EC 中有一个规律，即形态和功

能有相对稳定的阶段， 是作为体外实验选材的

正确时期。如果从细胞数旦充足，细胞生物学

性质稳定且功能旺盛三方面考虑，那么 3-12

代以内应该是体外实验选材的最佳也圆。

摘 要

现在内皮细胞体外培养技术已在医学实验

巾得以日渐广泛的应j门，为了更为什理地选择

传代内皮细胞来进行各种研究，本实验结合了
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传代内皮细胞在相差显微镜下的形态学改变及

图象分析技术和蛋白质分泌功能的变化，探讨

了传代内皮细胞形态和功能变化的关系。结果

显示， 传代内皮细胞存在着形态和功能相对稳

定的阶段，在此阶段的几代细胞是作为实验选

材的理想对象。而非稳定阶段的各代细胞间形

态和功能都存有显著性差异，不应作为实验选

材。
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运用包埋后免疫细胞化学方法研究视网膜

神经细胞的多递质共存来

吕过手IJ 王厚华

(中国科学院上海生理研究所 200031) 

包埋后免疫细胞化学方法 (Postembedding

immunocytochemic&l tcchnique ) 是一种组织先

用树脂包埋、切片后再进行免疫细胞化学反应

的方法[1-4J。与通常冰冻切片的免疫细胞化学

方法相比， 其最大优点是可以按照实验的不同

要求，市IJ备连续的超薄切片 ( 500-1000 λ ) 和

半薄切片 ( 0.5一2μm)，再进行免疫细胞化学

反应。

在视网膜神经递质及其共存的研究中，由

于无长突细胞包含的递质、 调质和其他神经活

性物质特别多 [ 5 1 ， 在视信息调控中具有特别重

要的作用，因此引起了人们极大的关注。 但是

这种细胞的胞体较小，若要检测一个细胞同时

包含 2 种以上递质和调质， 最好的方法是采用

树脂包埋后半薄切片的光 镜 免疫细胞化学方

法。该方法在应用中有两大困难: 1.如何使

漫蚀得当，既要使组织抗原决定簇从被封闭状

态中解脱出来，恢复自由态，又不影响其免疫

本所电镜室曲亩金、 尹眉协助切片， 特此致谢.
· 罔家 自然科学基金项目 。
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