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　　提　要　目的: 研究动脉血管平滑肌细胞 ( ASMC)的生长特性和体外血管活性物质对 ASM C增殖作用

的影响。方法: 应用复合酶法和贴块法成功地进行了成人 ASM C分离 ,经低浓度的人胰岛素样生长因子 I

( HILGF-I)作用 ,成人 ASM C呈典型的“谷”与“峰”样生长 ,经历了 10多个月传代培养至 35代 ,并用 PM A作

M T T细胞毒性实验。结果:该细胞生长活性未见异常改变。结论: 此方法能使分离下来的 ASM C的休眠期缩

短 ,传代后生长特征稳定性强 ,培养与纯化能同步进行。

　　关键词　成人动脉平滑肌细胞 ;传代培养 ;动脉粥样硬化 ;细胞增殖模型

　　中图法分类号　 R543. 1

　　近年研究表明 ,动脉血管 ( AS)病变中主要细胞成

份是来源于中膜的动脉平滑肌细胞 ( ASMC) , ASMC

参与 AS的形成和消退 ,同时高血压病中 ASMC的增

殖、迁移、纤维化是血管重构的病理基础。影响体外培

养 ASMC的因素很多 ,尤其是成人 ASMC培养难度

很大 ,主要是分离后休眠期长 ,进入分裂期的细胞少。

因此 ,目前国内外多数实验室仍选用幼年动物的

ASMC进行体外培养 ,也有选用胎儿脐动脉作 ASMC

培养。我们为了研究成人 ASMC增殖及其影响因素 ,

进行成人 ASMC的细胞株纯化 ,以及成人肠系膜

ASMC体外传代培养的稳定性研究。

1　材料与方法

1. 1　成人肠系膜动脉的分离
　　选择无心血管疾病 45～ 65岁的外科腹部手术病人 (胃大部

切除术 ,结肠部分切除术 )的大网膜动脉。无菌操作下取大网膜

动脉 ,用 Hanks液洗涤数次 ,去除血污 ,剥去结缔组织 , 纵轴剖

开 ,用 Hanks液洗涤 ,剥除内膜 ,用 Hanks液洗两次 ,剪切成 1

mm× 1 mm方块 ,用插入法使中膜分离 ,将中膜移入另一平皿 ,

加入 100%小牛血清 ( FBS) (华西医科大学医学分子生物学研究

室制备 ) ,另抽血管供体全血 40 m l,离心后取血清备用。设对照

组为胎儿脐动脉。

1. 2　人肠系膜动脉平滑肌细胞的培养 [1 ]

1. 2. 1　复合酶消化法　 　将小块动脉组织用 D-Hanks液冲

洗 ,然后将动脉块置入消化液中 (胶原酶 II、弹性蛋白酶 1、胰蛋

白酶抑制剂 ) ,并放入 37℃恒温摇床上 20 min,消化液经 100目

筛网过滤 , 1 500 g× 5 min离心 ,再用培养液清洗 ,分次收集消

化好的 ASM C。细胞计数: 将收集的 ASMC置入含 20%小牛血

清 FBS的 DM EM培养液中 ,制成细胞悬液 ,用 0. 4%台盼蓝染

色后计数活细胞数 ,并将 ASMC细胞数稀释至 106 /ml左右。将

细胞悬液接种于培养器皿 , 5% CO2培养箱中。

1. 2. 2　贴块法　　将上述培养的组织 ,按肌丝走向切成 1 mm

× 1 mm× 1 mm小块 ,接种于小方瓶内 (容积 25 ml,培养面积

110 mm2 )。加入 20% FBS /DM EM培养液 ( DM EM为美国 GIB-

CO产品 ) ,置 37℃培养箱中 ,每周更换培养基 1次 , 7 d后在倒置

显微镜下即可见移植块缘上可见生长晕 , 18 d后可见平滑肌细

胞自移植块边缘细胞长满并形成致密单层时 ,即开始传代培

养 ,先弃去培养瓶中生长液 ,用 Hanks液洗两次 ,用 0. 125%胰

蛋白酶与 0. 02% EDTA (美国 Sigma产品 ) ,按 1 1、 1 2配制成

的消化液加入培养瓶中覆盖细胞表面即可 ,于室温下消化 2

min,除去大部分消化液 ,仅留 0. 2～ 0. 3 ml在瓶中继续消化 5

min,若光镜下见细胞收缩、聚集 ,并脱离瓶壁 ,即可加入含 20%

FBS的 DM EM培养液 ,将细胞在瓶壁轻轻吹下来 ,将悬浮细胞

接种于新培养瓶中 ,补足培养液 (每瓶 5 ml,此时 DM EM培养

液中小牛血清含量逐步降低至 5% ) ,吸取少量细胞悬液用 0.

4%台盼蓝染色后计数活细胞数后 ,置 37℃ 5% CO2培养箱中培

养 ,当细胞长成致密单层时可再作传代。

1. 3　冻存与复苏试验
　　将形成致密单层的细胞按上述传代培养法消化下来 ,离心

( 1000 r /min) 5 min,弃上清 ,加入含 20%小牛血清和 10%二甲

亚砜的培养液 ,制成每毫升内含有 50～ 60万细胞悬液 ,注入冻

存管中 ,置 4℃冻箱过夜 ,次日以每分钟降 2℃冷却到 - 60℃ ,全

部浸入液氮中 ;细胞复苏 ,从液氮中取出冷冻管 ,立即置于 40℃
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水溶液中 ,不断摇动 ,化冻后 ,离心去上清 ,用含 20% FBS的培

养液吹打细胞 ,制成细胞悬液。放入培养瓶内 ,置于 5% CO2孵箱

中培养。

1. 4　成人肠系膜动脉平滑肌细胞鉴定
　　 ASMC细胞鉴定见参考文献 [1 ]。

1. 5　人胰岛素样生长因子 I对 ASMC增殖的影响

1. 5. 1　 ASM C生长曲线　 　用含 20% FBS的 DMEM培养液

将 ASM C悬液调至 2× 104个 /ml加入 24孔培养板培养 ,每孔 1

ml, 37℃ 5% CO2孵育 24 h,换含 1% FBS的 DM EM培养液培养

24 h,使细胞处同步状态 (加秋水仙碱 ,无血清培养 2 d) ,设对照

组、人胰岛素样生长因子 I( Human insulin-like g row th facto r-I

HILGF-I)组、佛波酯 ( PM A)组 ,分别加入不同浓度的 HILGF-

I, PMA干预 ,每组 2孔 , 24 h换液体 1次 ,对照组加同样体积的

培养液。48 h后用 0. 125%胰蛋白酶消化 ,制细胞悬液 ,用细胞

计数板直接计数 ,重复 3次。

1. 5. 2　 HILGF-I对 ASMC的 DNA合成影响　　用 M TT微

酶测量法 ,间接检测细胞增殖能力 ,并作毒性实验。将 ASM C

悬液用含 20% FBS的 DM EM培养液调至 1. 0× 105 /ml,加入 96

孔培养板 ,每孔 100μl, 37℃ CO2孵育 24 h ,用 1% FBS的 DMEM

培养液再培养 24 h,使细胞处同步状态 (加秋水仙碱 ,无血清培

养 2 d)。然后分组加入不同浓度 HILGF-I、 PM A干预 ,每个浓

度 4个复孔 ,对照组加同样体积的培养液。每日换液体 1次 ,培养

48 h。加入 0. 5% M T T每孔 10μl,置 37℃培养 4～ 6 h,各孔加酸

化异丙醇 200μl、静置 15 min后用酶联仪选择检测波长 570

nm,参考波长 670 nm,测定 D值 ,重复 2次。

1. 5. 3　 ASM C周期测定　 　用含 20% FBS /DM EM 液将

ASMC悬液调至 2× 104个 /ml加入 24孔培养板培养 ,每孔 1 ml,

37℃ 5% CO2孵育 24 h。换含 1% FBS /DM EM培养 24 h,使细胞

处同步状态 (加秋水仙碱 ,无血清培养 2 d) ,分对照组 , HILGF-I

组 , PM A组 , 在 3% FBS /DM EM 液中分别加入不同浓度

HILGF-I、 PM A,每组 3孔 , 24 h换液体 1次 ,对照组加同样体积

的培养液。72 h后用 0. 125%胰蛋白酶消化 ,制细胞悬液并离

心 ,用 90%乙醇固定 ,流式细胞光度仪测定。重复 3次。

1. 6　统计学分析
　　所有的数据均以 x-± s表示 ,以 t检验进行统计学处理。

2　结果

2. 1　培养动脉平滑肌生长情况
　　肠系膜动脉中膜的组织块种植于培养瓶后的第 4天 ,在倒

置显微镜下观察 ,可见 ASMC以垂直方向从组织块的边缘长

出 ,同一组织块的周边细胞生长密度不一 , ASM C具有近距离

飘移生长特性 ,常常很快脱离组织块 ,然后零散生长成簇或从

组织块向外生长形成细胞晕 ,进而形成细胞簇 ,其簇间相连呈

网状结构。ASM C有一可见圆形或圆形明亮的核 ,核中有 1～ 4

个大小不一深色的核仁 ,细胞浆丰富 ,含少量颗粒。传代细胞接

种于培养瓶 24 h ,多数细胞已贴壁伸展。开始细胞呈圆形 ,不透

明 ;边缘清楚 ,而后逐渐伸展 ,透明度增高 ,周界不清 ,呈典型的

“谷”与“峰”生长。ASM C经传代培养至 35次传代 ,生长方式未

发生异常改变。

2. 2　 HILGF-I对细胞增殖的作用

2. 2. 1　 HILGF-I对 ASM C细胞数的影响　 　与对照组比较

HILGF-I刺激组与浓度梯度有明显关系 ,增加明显说明

HILGF-I有明显促 ASMC增殖作用。在 10- 7 mol /L时增殖最

明显 ,见表 1。

表 1　不同浓度的 HILGF-I对 ASMC增殖

的影响 (x-± s ,n= 6)

Tab 1　 The eff ects of diff erent concentration of HILGF-I

on prolif eration of ASMC( x-± s ,n= 6)

Group　　 Concent rat ion
　　　　　 (CB /mol L- 1 )

Cells number(× 104 /m l)

Cont rol 5. 32± 0. 85

HILGF-I　 1× 10- 6 7. 26± 0. 35**

　　　　　 1× 10- 7 7. 56± 0. 53**

　　　　　 1× 10- 8 6. 59± 0. 78**

　　　　　 1× 10- 9 6. 77± 0. 39*

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01 vs contro l g roup

2. 2. 2　 HILGF-I对 ASMC的 DNA合成作用　　用 M TT微

酶法测得 D值在三组中差别明显 , HILGF-I、 PM A均较对照组

高 ( P < 0. 05) ,说明 ASMC能量代谢活跃 ,产生大量的能量以

供合成多种大分子物质和细胞分裂所需。与细胞计数结果相

符。阳性对照组 PM A呈逐渐下降的趋势 ,而 HILGF-I组则在

10- 7mo l /L的浓度时 DN A合成的能量代谢最活跃 ,见图 1。

图 1　不同浓度的 HILGF-I对成人肠系膜动脉平滑肌细

胞 DNA合成量的影响

Fig 1　 Diff erent concentrat ions of HILGF-I on the DNA

synthesis of adult human mescentric ASMC

2. 2. 3　 HILGF-I对 ASM C细胞周期分类的影响　 　流式细

胞光度仪对细胞周期分类显示: HILGF-I、 PM A干预组 ASM C

处 DNA合成期和分裂期细胞数及百分比均较对照组高 ( P <

0. 05) ,而 PM A组较 HILGF-I组高。HILGF-I浓度为 10- 9mo l /
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L时上两期细胞数最多 ,与浓度成反比 ;佛波酯浓度浓度在

10- 5mo l / L时则这两期细胞数最低 ,在 10- 6mol /L时则这两期

细胞数最多 ,并随浓度的下降而减少。 HILGF-I浓度为 10- 6

mo l /L和 10- 7 mo l /L时 G1期细胞数最多 ,见表 2。

表 2　HILGF-I对 ASMC细胞周期的影响 ( x-± s ,n= 4)

Tab 2　 The eff ects of HILGF- I on ASMC cycle (x-± s, n= 4)

Cell number
Group　 Concentration

　　　 (CB /mol L- 1) G1 S phrase G2+ M phrase

Control 6590± 250. 57 2471. 6± 109. 8 83, 3± 31. 53

HILGF-I 1×10- 6 6955. 3± 456. 62 2771. 6± 553. 37 115. 3± 17. 09

　　　 　 1× 10- 7 7039. 3± 699. 78 2821. 3± 419. 96 153. 0± 60. 22**

　　　 　 1× 10- 8 6640± 530. 94 3228. 7± 508. 22* 189. 5± 28. 38**

　　　 　 1× 10- 9 6310. 7± 130. 32 3377. 3± 49. 24** 225. 0± 21. 01**

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01v s contr ol gr oup

3　讨论

　　动脉平滑肌细胞培养流程中有关技术问题
[2～ 4 ]

:

①培养用的血清:血清中的生长因子和大分子物质有

利于细胞的生长贴壁伸展 ,因此血清是培养液中 20%

的 FBS或胎儿血清或血管供体血清 ,并以混合 FBS的

质量为好 (即 2～ 3头小牛血清相混 )。②培养基的选用:

DMEM培养基是培养动脉平滑肌细胞的最佳选择 ,其

它培养基亦能作用 ,但效果较差。DM EM培养基的特

点是 Ca2+ 、 Mg2+ 含量高 ,氨基酸、维生素和葡萄糖丰

富 ,利于 ASMC的生长。在原代和前三代细胞培养时 ,

若能补加细胞培养用的 HILGF-I或其它细胞因子 ,效

果更好。③ 20%血清培养液的 pH值: p H应在 7. 2左

右 ,绝对不能大于 7. 4,宁酸勿碱。因大多数细胞对碱的

抵抗力较差 ,采用 NaHCO3 CO2缓冲体系时 ,最好选

用 HEPES。④传代细胞消化程度:将培养瓶对着自然

定观察 ,可见从平均、光滑透亮的薄层慢慢成为不透亮

而有“小孔”出现 ,镜下观察细胞收缩 ,边缘由不清到清

晰 ,可见时即为合适。⑤静止培养:培养开始时必须绝

对静置 3 d,培养瓶不能震动和移动 ,以防刚贴壁的细

胞重新漂浮而死亡 ,影响成活率。

　　近年的研究表明 ,大动脉和中动脉的内膜和中膜

内没有成纤维细胞 ,而平滑肌细胞是动脉中膜唯一的

一类细胞 [5, 6 ] ,我们在取材上严格分离动脉壁中膜的

内、中层作为培养材料 ,使平滑肌细胞达到纯培养。为

血管疾病的研究和防治提供了一个可靠的细胞模型。

　　 HILGF-I是多肽激素 ,由胰 β细胞分泌经血循环

作用靶细胞 ,属循环内分泌。HILGF-I对 ASMC有促

生长或增殖作用 ,将 HILGF-I加入 ASMC培养液中

可以促进 ASMC的生长 ,增加细胞内 DNA和蛋白质

合成。体外培养人的 ASMC研究表明 , HILGF-I可促

进 ASMC增殖及 DNA合成 [7, 8, 9 ] ,并与蛋白激酶激活

剂佛波酯的作用平行。

　　培养人的 ASMC,体外研究 HILGF-I对 ASMC

的增殖作用影响 ,是了解 ASMC在外界各种刺激作用

下 , HILGF-I具有促细胞生长作用 ,高浓度的 HILGF-

I与受体结合而调节细胞的生长和 DNA合成。本实验

体外培养人的平滑肌细胞并观察 HILGF-I对 ASMC

生长增殖影响 ,与 PMA组对照发现 ASMC增生在

10- 5 mol /L时最高 ,即在最初就有强烈的反应 ,随着

时间的推移其增生的反应也逐渐减弱 ,提示人 ASMC

对 PMA有时间耐受性反应 ; 与空白对照组比较

HILGF-I组细胞生成明显增加 ,但较 PMA组明显降

低 ,说明 HILGF-I有明显促 ASMC增殖作用 ,并与浓

度梯度有显著关系 ,在 10
- 7
mol /L时增殖最明显 ,也有

随着时间推移其增生的反应也逐渐减弱的现象。

　　 ASMC增殖是多种因素作用的结果 , HILGF-I的

作用不容忽视 ,深入研究其机理 ,对于治疗和预防与高

胰岛素血症胰岛素抵抗相关的一类疾病有一定临床意义。
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Stability of the prol iferation model of adult human mesenteric arterial

smooth muscle cells
*

Wang Xukai, Wang Mei , Liu Guangyao , Yang Chengming , He Duofen, Wang Yan, W an Ying ( Depa rtment of

Cardio lo g y, Daping Hospital, Third M ilitar y Medical Univ e rsity , Chongqing , 400042)

　　 Abstract　Objecti ve: T o investiga te th e g row th charac teristics of ar terial smoo th muscle cells ( ASMCs)

at the mo lecula r lev el and the effects of ex t racorpo ra l va so-activ e substances on the prolife ration of ASMCs.

Methods: Afte r th e cultiv ation o f th e matur e human ASM Cs w as successfully car ried out and the cell class es-

tablished in our labor ato ry , th e primary culture o f th e human ASMCs w as per formed with th e methods of

pa tch adhesion and compound enzyme. Then the cells w ere tr ea ted with human insulin-like g r ow th facto r 1

( HILGF-1) . 10 months later , the 35th pa ssage o f the cells w as got and then M TT cyto tox ic test wa s con-

ducted with PM A. Results: After the tr eatment with HILGF-1, the cells g rew in peak-and valley-like man-

ners and no changes o f the g r ow th cha racte ristics o f th e cells w er e found. Conclusion: The methods can

sho r ten the shock pe riod of isolated cells and enhance the stability o f the passages of the cells. Th erefo re, the

cultur e and purifica tion o f the cells can be perfo rmed simultaneously.

　 　 Key words　 human ar terial smoo th muscle cell; human insulin-like g rowth facto r 1; a th ero sclero sis;

pro life ration

　* 　 This pr ojec t was suppo rted by the National Natur al Science Foundation of China　 No. 39370312

抗-Ce抗-e引起难配血一例报道

Report of a case of dif f iculty in blood matching due to the presence of an-

ti-Ce and anti-e

肖瑞卿
 

　林武存　　 (第三军医大学附属西南医院输血科 )重庆 , 400038

　　输血可导致患者产生同种 Rh抗体 ,以抗-D、抗 -E较常见。

但抗 -Ce抗 -e同时出现则少见。我们 1991年在为兄弟单位解决

疑难配血时发现 1例 ,现报道如下。

1　病例简介

　　患者 ,男性 , 68岁。1990年 9月 7日因慢性粒细胞白血病收治

入院 ,先后输新鲜全血 900 ml,白细胞血小板混悬液 14单位 ,无

不良反应 ,症状缓解出院。1991年 2月 20日复发再次入院 ,输全

血 3次共计 900 ml,每次均有寒战、发热反应 ,体温在 38. 6℃～

39. 2℃ ,血红蛋白逐次下降 ,由 82 g /L降为 68 g /L、 60 g /L、 53

g / L,巩膜黄染 ,配血困难 ,送我院做血型血清学检查。

2　血型血清学检查

　 　血型 O ccDEE M。直接抗球蛋白试验: 抗 IgG、抗 C3均为阴

性。抗体鉴定见表 1。

表 1　患者血清与已知 Rh血型谱细胞反应结果

谱细胞 盐水法 ( 37℃ ) 木瓜酶法 抗球蛋白法

CcDEe 0 4+ 4+

ccDEE 0 0 0

CCDee 0 4+ 4+

ccdd ee 0 4+ 4+

CcDEE* 0 1+ 1+

Ccdd ee 0 4+ 4+

自身 0 0 0

* :谱细胞由上海血站提供

　　吸收释放试验: 患者血清加 ccddee细胞吸收后 , 56℃热放

散 ,放散液加 ccddee细胞 ,抗球蛋白法 4+ , CcDEE细胞 1+ 。患

者血清加 CcDEE细胞吸收后放散 ,放散液同 CcDEE细胞 1+ ,

同 ccddee细胞 1+ 。
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