
第 21 卷第 10 期 军 医 大 学

1 9 9 9 年 1 0 月

第 三
A C T A A C A D E M IA E M E D IC IN A E

学 报 V
o
l

.

2 1
,

N o
.

1 0

M I L I T A R I S T E R T I A E O e t
.

1 9 9 9 7 6 5

文章编号
:
1 0 0 0

一
5 4 0 4 ( 1 9 9 9 ) 1 0

一
0 7 6 5

一
0 3

2 种酶消化法培养大鼠血管平滑肌细胞生长特性的比较
`

C o m P a r i s o n

t u r e d b y t w o

王关 高” 钱桂生

o f t h e c h a r a c t e r i s t i c s o f r a t v a s c u l a r S m 0 0 t h m u s e l e c e l l c u l
-

e n Z y m a t i c a l l y d i s P e r s e d m e t h o d s

杨晓静 陈维 中 (第三军医大学附属 新桥 医院全 军呼吸 内科研究所 ) 重庆
,

4。。 0 3 7

提 要 目的
:

应 用单纯胶原酶法
、

复合胶原酶法培养 大鼠血管平 滑肌细胞
,

比较其生 长特性
。

方法
:

采

用改 良 L o w yr 法测定了蛋 白质含量
,

依照荧光指示剂法测定 了细胞内〔C
a g +

]
。

结果
: 2 种方法其生 长曲线类

似
,

均 于 7~ s d 至 高峰
,

其蛋 白质含量 略有差 异
,

也是在 7一 s d 达最大
,

钙 含量分别 为 (2 02
.

60 士 1 5
.

1 8)

n m ol L/ 和 (l 53
.

2 0士 11
.

3 4 ) n m ol / L
。

结论
:

单纯胶原酶法相对 经济
,

复合胶原酶 法能更好地保护细胞
,

可根

据 具体情况选用
。

高血压
、

动脉粥样硬化
、

肺动脉高压等疾病均以血

管平滑肌细胞的异常增生 和迁移 为特征
。

为此
,

近几年

来
,

血管平滑肌细胞的培养 已经成为基本技术
。

目前
,

仍然多采用贴块片 lj[
,

其方便经济
、

技术难 度低
,

但贴

块 片确有不足
,

如细胞容易出现
“

去分化
”
或

“

调整
”
现

象图
。

故我们采用单纯胶原酶法 ( A ) 和复合胶原酶法

( B
,

包括胶原酶
、

弹性蛋 白酶和胰蛋白酶抑制剂 )培养

了血 管 平 滑 肌 细 胞 ( V a s e u l a r s m o o t h m u s e l e 。 e l l
,

V SM C )
,

并初步 比较了 2 种方法培养的 V S M C 生长

特性
。

1 材料与方法

1
.

1 主要材料
、

试剂

胶原 酶 I 型 ( S ig m a )
:
0

.

2 %
,

弹性 蛋 白酶 l 型 ( S i g m a )
:

0
.

5%
,

胰蛋 白酶抑 制剂 ( S i g m a)
:
0

.

0 5 %
,

牛血 清蛋白
: 。 ,

l %
,

胰蛋 白酶 ( H yc lo n e
分装 )

: 。
.

1%
,

以上均用 D
一

H a n k s
液 配制而

后过 滤分装
。

A 法仅用胶原酶
,

B 法要用胶原酶
、

胰 蛋 白酶抑制

剂和弹性蛋白酶
。

M 1 99 培养基 (美 国 iG bco )
:

按说 明书配制
。

1
.

2 主要 方法及操作步骤

取心肺组织并分离 出主动脉 W ist
a r
大 鼠购 自第三

军 医大学实验动物中心
,

雌雄各半
,

体 重 ( 2 0 0 士 18) 9
,

依文 献

l[ 〕方法进行操作
。

1
.

2
.

2 消化 先用 钟表镊撕 成 1 m m X l m m 左右 的小条
,

放入 预先盛有 2~ 3 m l o
.

2 % 的胶原酶液
,

盖紧瓶塞
,

置摇摆仪

上 3 7
O

C 2 5 次 / m i n 振摆 1 0一 1 2 h
。

若为复合酶消化法
,

则把小

条放预先盛有 内含 0
.

2 % 的复合消化酶液 2 m l 于 3 7℃ CO :
孵

箱培养 3 0 ~ 4 0 m in
。

1
.

2
.

3 培养 待小 块组 织完 全 消化 溶解 后
,

过 2 0 0 目网
,

1 00 o r
/ im

n
离心 7 m in

。

弃上清液
,

向细胞沉淀 中加人新鲜配

国家自然科学基金资助项 目
,

N o
.

3 9 7 0 0 0 5 7

王关青
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31 岁
,

讲 师
,
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制的 2 0 %胎牛血 清 M 19 9 培养液
,

轻轻吹 打
,

后按每瓶 ( 25 m l)

3 X 10
魂
活细胞接 种在培养瓶里

,

放人 37 ℃ 孵箱里静置 培养
。

1
.

2
.

4 传代 静置 3 d 后
,

贴壁 的细胞呈 伸展
,

部分 区 域已

融合生长
,

培 养基的颜 色变黄
,

换新鲜培 养基
。

6~ 7 d 后
,

细胞

长成单层和多层交错 的致密 细胞层
,

即可传代
。

倾去原有液体
,

加人 0
.

1%胰蛋 白酶及 0
.

0 2 % E D T A 混合消化液 1
.

5一 2
.

5 m l

消化 30
5 ,

镜 下 见细 胞成片地 收缩
,

呈颗 粒状
,

立 即倾去 消化

液
。

最后加人 10 % M 1 99 培养液
,

用滴管将细胞 自瓶壁上 吹打

下来
,

分装接种
。
s d 后可再传代

。

1
.

2
.

5 鉴定 用 S
一

P 法进行抗
a 一

ac it n
免疫组化染 色

。

细胞

经充分洗涤 后
,

加 人 固定液
,

再用环 氧树脂包埋
,

制 成 超薄切

片
,

于透射 电镜下艰察
。

1
.

3 生长特性 的观察
.1 ..3 1 计数分析 传至第 3 代 细胞

,

用胰 蛋 白酶消化 分散

后按 I X I护c/ m “
密度接种于 每组 3 孔瓶

,

培养 g d
,

逐 日检测 1

级
,

计数操作见 文献 〔习
。

1
.

3
.

2 接种存 活率 细胞 被制成分散的悬液后
,

以低密度

( 2~ 5 /m m
, )被接 种到 底物 上

,

贴壁并能存活生长形 成细 胞小

群 (克隆 ) 的细胞 百分数值
,

用 以表 示细胞群 的活力 aj[
。

接种存

活率一形成克隆数 /接种细胞数 x 100 %
。

1
.

4 蛋白质含量测 定

以 B S A 为标准
,

采 用 fo w yr 改 良法 测定 V SM C 的蛋 白质

含量川
,

生化试剂购 自第三 军医大学生 物化学教研室
. ’

1
.

5 胞内〔C a Z十 〕含量测定

取汇合成单层 的 V S M C
,

弃培养后用 H
a n k’ s

液冲洗 3 次
,

然后用无钙镁含 1 m m ol / L E D T A 的 H a n k
, s
液温育 5 m in

,

细

胞从瓶底分离 后用 H a n k’ s
液 洗涤 3 次

,

然后 用培养基 制成 细

胞悬液 (l X l o “ /m l )
,

并 用 台盼蓝检 查 细胞存活率 > 95 %者 置

4o C 保存备用
。

以 F ur
a 一

2( 中国科学院药物研究所 )为荧光指示

剂测定 细胞内钙 释放
。

负载 F盯
a 一 2 时

,

向细 胞悬液内加 人 5

。 m o l / m l 的 F
u r a 一 2 /

A’M
s 7

O

e 温 育 4 5 m i。
,

以使细 胞 内 F
一
2 /

A M 完全水解为 F ur
a 一 2

。

离 心弃上清后将 细胞悬浮于无钙镁的
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肺动脉甚小不便操作且易损伤中膜平滑肌细胞 ; 进行

复合胶原酶法进行培养时
,

我们先将 平滑肌组织在消

化之前在 2 0% 的胎牛血清培养 基中培养 过夜 以促进

平滑肌细胞产生
。

从本研究的结果看
,

复合酶法确有一

些优点
:

①明显缩短消化时间
,

更具 良好的选择性 ; ②

收获的细胞数量多
,

对细胞膜的损害程度较轻 ;③成活

的细胞数量和质量都有提高 ;④ 由于酶作用时间短
,

分

离 细胞 的 纯 度 也 有 所 提 高 ; ⑤ 较好 地保 护 了离 体

V S M C 的性状和 代谢
。

但是应该看到
,

单纯酶法分离

的 V S M C 与复合酶法相 比 虽有差距
,

但不显著
,

其简

便可行
,

无需配制很多酶液 ; 经济
,

仅一种酶 ; 技术难度

相对地较低
,

容易掌握和推广
。

可根据具体情况选用
。

本研究还显示 2 种方法培养的 V S M C 生长状态
、

蛋白质含量和 [ C
a +2 〕浓度均有差异

,

故在同种 系列研

究 中应该采用一种方法
,

不可混用
,

否则无法进行统计

学的分析和 比较
。

(感谢 基础 医 学 部 中心实验 室 肖桃元 教授 在 电镜方 面给

予的指导和帮助
。
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2 结果
表 1 7 0 % 冷乙醇固定样品不同时 间 C V 值及细胞周 期分布

小
厂 值 ( % ) G

。
+ G :

G Z+ M

前后进行的 6 次测试 基本无 变化
,

见 图 1
。

固定后 Z d 与固

定后 5 个月 比较
,

C V 值 和细胞周 期分布均无 明显变化
,

见表 1
。

第 2 天

5 个月

6
.

5 3

6
.

9 1

4 3
.

9 3 2 4
.

4 5 2 1
.

9 9

4 4
.

9 7 2 2
.

4 1 2 1
.

5 0

3 讨论

用 7 0 %冷 乙 醇固定 的单 细胞悬液进行 流式 细胞仪分析
,

至

少可 以 保存 5 个月 以 上
。

而且此固定液 既经济又方便
。

这样就

为较长 时间 内保存 大量样 品提供 了条件
。

由于样品量 的限制
,

此实验没 能继续做下去
。

能否可 以保存更长 的时间
,

这将有待

日后进行更 深人的探索
。
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