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大鼠脑皮质微血管内皮细胞的培养 
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【摘 要】目ej：培养脑皮质微血管内皮细胞。方法：取1—5d wlstar$L鼠脑皮质I竖不同孔径的筛网过滤后，用胶原酶振荡消 

化获得的微血管内皮细胞进行培养，用Ⅷ因子相关抗原免疫组化鉴定。结果：培养的细胞呈单层贴壁生长，7—9d呈典型的铺 

路卵石样征象。结论：建立了一种简便易行的培养脑皮质微血管内皮细胞的方法 
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【Abstraet 1 06fective：To culture microvascular endothelial cells from Wistar rat cerebral cortex．Methods" 

Cerebral codex from W istar rats of l～5days filte~d by v~ious diameter meshes The pellets~x3ntainin譬 the 

microvessels were washed and collected by centrifugation．The micrevessels obtained from above procedures were 

digested by collagenase V'／I．The isolmed endothella1 cells were cultured in M 199+l 5％ feta1 calf serum at a density 

0f 3× 1 CO／m1 and observed morphologically．Re$1~lIts：The cultured microvascular endothelial cells were stained 

positively for factorⅧ relative antigen．On the 7--9th day，lhe cells displayed  monolayer growth and looked like” 

cobblestones ．a typical appearance of cultured endotheliaI cells 1113der inverted microscope Conclusion：It is a 

simple and easy method to culture endothellaL cells from brain microvessels． 
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脑微血管内皮细胞是构成血脑屏障的主要成 

分，具有特殊的形态结构和机能，在许多病理状态 

下起重要作用‘ 。建立脑徽血管内皮细胞体外培 

养，可获得大量比较单纯的内皮细胞，为研究血脑 

屏障和脑血管疾病以及新药筛选提供实验模型。本 

文报告大鼠脑皮质馓血管内皮细胞培养的一种方 

法。 

1 材料与方法 

1．1 鼠脑皮质微血管内皮细胞培养 

1 l_1 鼠脑皮质微血管 内皮细胞 的分 离 取1O—l2只1— 

5d的Wistm"大鼠 (重庆医科大学实验动物中心提供)，雌雄 

兼用，于超净工作台上操作者左手拇食二指持乳鼠颈部稍下 

处，常规消毒头皮后，右手持眼科剪沿正中线剪开头皮与颅 

骨，用眼科弯镊取出鼠脑。取出的脑立即放人盛有冰冷 

HaI1 s液的平皿中。去除大血管、软脑膜 脑干、小脑和太 

作者介绍：昊文斌 (1966-)，男，主治医师，博士 

主要研宄方向：脑血管疾稿． 

脑髓质。将收集到的大脑皮质，转入另一先放有”0pm不锈 

铜筛网的冰冷Hank's液的平皿中，用玻璃吸管反复吹打呈脑 

匀浆，弃滤液，再用Hank's液反复冲洗网上的血管，将收集 

的血管段液再经孔径75 irl尼龙同过滤，500转离 03mln， 

弃上清，收集沉淀的血管段。 

1．1 2 原代微血管内皮细胞培养 将微血管段移^0．1‰的 

朔胶原酶中37"C振荡消化20min．800r／mln离 C,3min，弃上 

清，沉淀物加人吉15％胎牛血清的M199(完全培养液)制成 

细胞悬液，接种于35ml塑料培养瓶(Nunclon)中 (瓶底朝 

上)，置j7"C．5％c 培养箱孵育，2h后翻转培养瓶 (瓶底 

朝下)，ld后换全液，以剔除混杂的非内皮细胞，【 后每3d 

换完全培养液1扶进行细胞原代培养。 

1．1．3 细胞传代培养 细胞原代培养7—9d后，细胞呈单层 

密集生长近亚融台时进行传代繁殖，以0．25％胰酶(含0 02％ 

EDTA)消化细胞，见细胞大部分脱落时加^完全培养液终止 

消化，轻轻吹打，制成细胞悬液，按实验需妾传代，传代时接种密 

度为3×l mI。 

I．2 特性鉴定 

I．2 1 形态学 用Olympm倒置显馓镜观察内皮细胞的形 

态及生长规律 

1．2．2 用MTT法测内皮细胞的生长率 传代培养至第3 
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代 接种于24孔培养板中 接种密度为3 1 ml，在1～ 

Ild内，每天收集3孔的细胞进行MTT法测细胞的活力。即 

细胞培养至所选时间，弃上清 每孔加人400“l M199，40 

“】MTT继续培养4h后，离 ~2000转，5rain 弃上清，每孔 

加人400“l二甲基亚砜溶解紫色结晶 再转人96孔板，于 自 

动酶标仪上测定0 m值 吸光度值的大小反映内皮细胞成 

活数量及活性。 

1．2．3 免疫组化 将长有细胞的盖玻片取出，用浓度为 

0 1 mmol／L PBS漂洗后，4℃丙酮固定10min，滴加Ⅷ因子相 

关抗原的抗体(博士德，即用型)，再按通用型sP kit(北京中 

山)说明进行操作 DAB显色 封片后镜下观察和照相。 

2 结 果 

2．1 细胞形态学观察 

倒景显微镜观察分离的微血管段形态各异，长 

短不等，呈单技或多枝状。经胶原酶消化后，微血 

管管壁不清，壁上内皮细胞清晰可见。2h后翻转培 

养瓶，目的是去除首先贴壁的长梭形成纤维细胞。 

混悬液内还有未分离干净的神经组织碎片和红细 

胞，ld后换全液即可清除，换液后可见大部分微血 

管片段已贴壁，边缘长出单个内皮细胞，呈三角形 

或长梭形，排列不规则，核淡，胞膜明显，2～3d 

可见细胞分裂增殖形成散在细胞群落，7～9d融合 

成片状，细胞紧密排列，互不重叠，呈典型的铺路 

卵石样结构(见图1)。传代细胞初种时为明亮的园球 

形，悬浮于培养液中，4h后大部分细胞贴壁，呈扁 

平状，24h后细胞胞体变大，随培养时间延长，细 

胞多呈三角形或长梭形，7d后细胞增殖成单层片 

状。传至第4代时细胞轮廓欠清。测定第三代内皮 

细胞的生长率表明内皮细胞的生长高峰在7～9d(见 

图2)，以后不再增殖，出现生长接触抑制现象。 

2．2 免疫组化 

原代、第三代内皮细胞进行vⅢF：Ag免疫组化 

检查，95％以上细胞的胞浆和核膜周围被染成棕褐 

色(见图3)，证实培养的内皮细胞为血管内皮细胞。 

图1 培养第8d(Olympus倒置显微镜 X200) 
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纯化内皮细胞生长率曲线 

图3 ~F：Ag免疫组化 (LAB-SA法，DAB显色 ×200) 

血管内皮遍布全身，位于整个循环系统的内表 

面，它不仅是血管的被动衬里，而且是肌体最大的 

内分泌腺 1。由于它所处的特殊位置，可通过不同 

的机制和生化信息，来释放血管括性物质、细胞因 

子和生长因子，以调节免疫反应、血液流动性、凝 

血过程、血管床张力及通透性，参与正常和新生组 

织的血管形成。脑微血管内皮细胞是位于毛细血管 

微循环的一种特殊细胞，具有极其重要的功能。它 

是构成血脑屏障的主要成分，同时与脑水肿、脑血 

管疾病的发生发展、脑肿瘤的浸润和扩散，尤其是 

脑肿瘤的血管形成等病理过程紧密相关。我们对鼠 

脑皮质微血管内皮细胞培养的偿试，为体外研究各 

种颅脑疾病提供一种崭新的实验工具。由于不同来 

源的血管内皮细胞之间存在较大的差异性，人们常 

根据不同的研究目的选取不同的血管内皮细胞进行 

培养。国外对脑微血管内皮细胞的分离培养始于70 

年代末，难点主要在于脑微血管分离步骤繁杂、内 

皮细胞难以纯化，建立与维持微血管内皮细胞很 

难，且有些方法不适台于国内普通实验室，如需要 

高速冷冻离心机和价格昂贵的内皮细胞生长因子 

等 I，故国内关于脑微血管内皮细胞培养方法的报 

n 转第155页) 

；

一 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科，：学学报2002年第27卷第2期 (Journal of Chongqing Medical Univers 2002 VOI 27 NO 2) ·155 

是镇痛和意识分离药物，具有有效的镇痛作用，抑 

制呼吸轻；戊巴比妥钠可起镇静作用；利多卡因可 

有效预防恶性墅性心律失常发生而降低死亡率，并 

不影响心肌梗塞范围 ；阿托品可减少呼吸道分泌 

物以防止气道阻塞 

左侧第3、4肋间开胸，可不剪断肋骨、胸大肌 

和前锯肌，创伤轻；术后经缝合胸大肌和前锯肌关 

胸，保持了大鼠胸部正常解剖结构，不影响呼吸功 

能有利于大鼠长期存活。关胸前用注射器抽吸胸 

腔，可清除胸腔内血块和快速恢复胸腔负压，有利 

于自主呼吸的恢复。 

本实验结果显示，鼠心肌梗死后21天时，肉眼 

观察梗死区由瘢痕组织替代而变薄、苍白，非梗死 

区心肌肥厚，左心室腔扩张，心脏重量／体重比率增 

加；组织学上有梗死区和非梗死区I型、III型胶原蛋 

白表达增加，与假手术组比较均有非常显著性差异 

(P<0．叭)。而且梗死区比非梗死区明显，邻近梗 

死区的非梗死心肌比远离梗死 区的非梗死心肌明 

显，这表明鼠心肌梗死后出现了相应的病理形态学 

改变。 

采用本技术复制的慢性心肌梗塞太鼠模型，术 

后72h内的死亡率仅为6．67％，3周以上存括率可达 

到78．1％。术中用体表心电图记录较其他指标能更 

早反映心肌损伤变化，且可话体动态观察，其结果 

与心脏病理形态学结果相符，而且与文献报道的结 

果一致 。 

本项实验技术操作简单，创伤轻，成功率高， 

结果可靠。 
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道较少。我们根据本校条件，探讨了培养大鼠脑微 

血管内皮细胞的方法，成功进行了Wisl：ar乳鼠大脑 

皮质微血管内皮细胞的体外培养 根据我们的体 

会，培养时应注意以下几点：(1)仔细剥离软脑膜， 

去除脑干、大血管、小脑和大脑髓质后，吹打成匀 

浆的脑组织经过 170 m和75 m两种孔径滤网过 

滤，这样既可去除较大组织块和大血管，又可达到 

收集微血管段的目的，因据Brendel等[4 研究发现鼠 

脑微血管的直径在6～80 m之间，分离脑微血管多 

选直径8O m左右的滤网筛选。(2)胶原酶充分消 

化。我们用0．1‰的Ⅶ胶原酶在37'C恒温摇床振荡消 

化20min即可。酶充分消化有助于内皮细胞的迁 

移、去除周皮细胞。消化时间的长短因胶原酶的类 

型与不同的浓度而有所不同。0)原代培养时需收集 

到足够量的微血管，否则培养难 成功。(4)原代 

培养2h后，翻转培养瓶以去除先贴壁的成纤维细 

胞，24h后换液一次以去除未贴壁的杂质，净化培 

养环境。开始培养的2～5d，在倒置显微镜下用机 

械方法(细胞刮刀)刮去可疑的细胞或细胞群落。(5) 

传代培养时，只收集最先脱落的细胞进行培养，这 

是因为内皮细胞具有贴壁早，而在酶消化时易脱落 

的特性 。(6)培养内皮细胞最好选用含15％胎牛血 

清的M199培养液来培养，这样有利于内皮细胞的 

生长、逐渐淘汰混杂的神经元和胶质细胞。 
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