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　　提　要　目的: 探索一种简单的方法培养大鼠肺动脉内皮细胞 ( RPAECs)。方法: 分离大鼠肺动脉 ,将其

切成小块 ,使其内皮面贴于培养瓶 ,用含有 20%新生牛血清、肝素 90μg /ml、 L-谷氨酰胺 4 mmo l /L、青霉素

100 u /ml和链霉素 100 ug /ml的 RPM I-1640培养基培养。结果: 培养 24 h后 RPAECs从动脉块游出 , 72 h后

将动脉块移去 , RPAECs于 6～ 10 d融合成单层细胞。这些细胞具有规律的鹅卵石样形成及Ⅷ 因子相关抗原

阳性。结论:本方法成功地培养出大鼠肺动脉内皮细胞并通过鉴定。

　　血管内皮细胞是覆盖血管内表面的单层细胞 ,具

有多种重要的生物学功能。而肺血管内皮细胞由于其

所处的解剖部位特殊 ,在生理、病理的许多方面与体循

环内皮细胞有明显的差异 [ 1]。故培养肺血管内皮细胞

对肺循环进行离体细胞水平的深入研究十分必要。以

往曾进行牛、猪等大动物肺动脉内皮细胞培养 ,但其操

作复杂 ,技术条件要求较高 ,价格昂贵 ,来源受到一定

限制 ,制做动物模型也有诸多不便。而大鼠肺动脉细

小 ,难以灌注 ,使用酶消化汉或机械分离法 ,细胞产量

极低 ,培养十分困难。故国内一直未开展。我们采用组

织贴块法成功地培养出大鼠肺动脉内皮细胞并通过鉴定。

1　材料与方法

1. 1　主要试剂
　　 RPM I-1640培养基为美国 Gibco公司产品。

　　胰蛋白酶和肝素钠均为上海生化试剂商店提供。

　　新生牛血清为华西医科大学公共卫生学院产品。

　　兔抗人Ⅷ 因子相关抗原抗血清为 DAKO产品 ,华美分装。

　　荧光标记羊抗兔 lgG为卫生部上海生物制品研究所生产。

　　荧光标记异植物血凝素为 Sigma公司产品。

　　抗菌素: 青霉素钠盐、硫酸链霉素使用浓度分别为 100 u /

ml、 100μg /ml。

　　 L-谷氨酰胺为第二军医大学分装。

　　大鼠肺微血管内皮细胞为本研究所培养。

1. 2　取材
　　选体重 200～ 300 g健康雄性 Wistar大鼠 , 10%乌拉坦 ( 10

μl /mg体重 )腹腔麻醉。颈动脉放血后 ,将整个大鼠泡于 75%酒

精中 2～ 3 s,以后用组织剪逐层剪开胸腔 ,将心脏、肺脏一并切

除 ,放入盛有含青霉素 200 u /ml、链霉素 200μg /ml的 Hanks液

的三角烧瓶内备用。

1. 3　大鼠肺动脉内皮细胞培养
1. 3. 1　大鼠肺动脉内皮细胞原代培养　　将盛有心肺组织的

灭菌三角烧瓶置于超净台。用 Hanks液冲洗 ,分离、剪下肺动脉

主干。冲净血管内的血液 ,用眼科剪纵行剪开肺动脉。平展在塑

料管上切成 1. 5 mm× 1. 5 mm的小动脉片 ,以其内膜面贴于灭

菌的 35 mm培养皿 ( 1%明胶预置过液 , 4℃。用前 2 h移入 CO2

培养箱 ,用前培养液冲洗 )中。置 CO2培养箱微干涸 2 h后 ,加入

培养基 2 ml。放入 37℃ , 5%二氧化碳培养箱中培养 (湿度为

100% )。72 h后细胞可达一定密度 ,将动脉片除去 ,换液一次 ,

以后每 2d换液一次 ,每次换液 1 /2。继续培养 6～ 10 d,形成细胞

单层。内皮细胞纯度达 95%。

1. 3. 2　大鼠肺动脉内皮细胞传代培养　　将长成单层的原代

细胞用 0. 08%胰蛋白酶进行消化 ,每瓶加入 1 ml,置常温 5 min,

镜下观察 ,当细胞间连接疏松时立即倒出消化液 ,加入 3 ml培

养基。用吸管吹打使细胞脱落并充分混匀 ,吸出 0. 1 ml计数 ,得

出细胞总数后 ,将含细胞的培养液稀释成 ( 2. 5～ 3. 0)× 105个

细胞 /ml的接种浓度。25 cm2培养瓶每瓶接种 3 ml细胞悬液 ,继

续培养依次传代。

1. 4　大鼠肺动脉内皮细胞的免疫细胞化学鉴定
1. 4. 1　制片　　用 0. 08%胰蛋白酶如同细胞传代将细胞消化

成细胞悬液。以 800 r /min离心 5 min,除去含血清的培养液 ,再

向沉降的细胞中加少许温 Hanks液 ,用吸管轻轻吹打漂洗后 ,

取少许细胞悬液薄涂于玻片上 ,用吸水纸吸干后甲醇固定 5～

10 min,取出备用。

1. 4. 2　荧光染色

1. 4. 2. 1　Ⅷ 因子相关抗原间接荧光染色　　用 0. 01 mol /L

p H7. 2 PBS液洗涤 3次 ,每次 3 min,样品片加 1 50兔抗人Ⅷ 因

子相关抗原抗血清 (用 0. 01 mol /L pH7. 2 PBS液稀释 ) 50μl

37℃下密封孵育 30 min,然后用 0. 01 mo l /L p H7. 2 PBS液冲洗

3× 3 min。再加 1 25荧光标记的羊抗兔 1gG50μl 37℃密封孵育
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30 min。0. 01 mo l / L pH7. 2 PBS冲洗 3× 3 min,用吸水纸吸干 ,

缓冲甘油封片 ,荧光显微镜观察。对照片第一抗体用 PBS代替 ,

其它步骤同样品片。

1. 4. 2. 2　异植物血凝素结合试验　　用 0. 01 mol /L pH7. 2

PBS液冲洗后 ,吸水纸吸干后加入 25μg /ml荧光标记的异植物

血凝素 50μl在室温密封孵育 30 min,而后用 PBS冲洗 3× 3

min,吸水纸吸干 ,缓冲甘油封片 ,荧光显微镜检查 ,样品片为肺

动脉内皮细胞 ,对照片为肺微血管内皮细胞 ,两者染色过程

一样。

2　结果

2. 1　生长情况
　　组织块贴于培养皿壁后 ,组织块边缘因剪切而产生的小组

织碎片立即向周围扩散 ,培养 24 h后内皮细胞从组织块边缘向

四周游出 , 72 h左右游出物内皮细胞可达一定的细胞密度。取

出组织块 ,继续培养 6～ 10 d细胞融合成片状。

2. 2　细胞形态
　　细胞呈鹅卵石镶嵌状排列 ,细胞呈多角形或梭形 ,大小均

匀。胞核清晰 ,呈卵圆形 ,胞浆丰富。

2. 3　鉴定情况
　　Ⅷ R Ag间接免疫荧光染色样品片阳性 ,呈明亮的黄绿色

荧光 ,对照级阴性 ,异植物血凝素结合试验肺动脉内皮细胞阴

性 ,而肺微血管内皮细胞呈明亮斩黄绿色荧光。

3　讨论

　　本实验主要根据颜培华等 [2 ]报告的大鼠主动脉内

皮细胞培养方法进行培养。在其基础上进行了改进 ,培

养基中加了能抑制成纤维细胞生长的肝素
[3 ]

,使内皮

细胞纯度较高。选择与大鼠内皮细胞Ⅷ 因子相关抗原

有同源性的兔抗人Ⅷ R Ag抗血清做为一抗 ,荧光标

记的羊抗兔 1gG做为二抗 ,进行间接免疫荧光染色。同

时选择仅能与肺泡微血管及直径小于 15～ 20μm的血

管内皮细胞结合 ,不与大血管内皮细胞结合的异植物

血凝素进行结合试验鉴定大鼠肺动脉内皮细胞
[4 ]
。

　　这种大鼠肺动脉内皮细胞培养方法简单 ,不需要

在解剖显微镜下分离较长的肺动脉进行灌注和酶的消

化等复杂过程 ,只是分离出肺动脉主干 ,切成小块 ,将

内皮面贴在培养皿壁上培养即可。另外 ,由于使用含肝

素的选择培养基培养 ,使内皮细胞纯度较高 ,满足原代

研究的要求。与大动物相比大鼠价格低廉 ,来源丰富 ,

有利于同行实验重复与交流及大样本的研究 ,制做动

物模型也比较容易。宜于推广应用。
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紧急床旁经静脉临时心脏起搏 18例分析

Analysis of 18 cases of emergent transient cardiac pacing by venous punc-

ture at bedside

胡厚源 　何国祥　 周　林　 司良毅　 迟路湘　　 (第三军医大学附属西南医院心血管内科 )重庆 , 400038

　　提　要　目的:了解经静脉临时心脏起搏在抢救严重心律失常中的作用及经验。方法: 因严重心律失常

在我科接受经静脉临时心脏起搏者 18例 ,包括病窦综合征、高度或完全性房室传导阻滞、室速等 ,在床旁由右

颈内静脉插入起搏电极 (仅 1例经右股静脉 )。结果:对于缓慢性心律失常用 VV I(或 AAI)方式起搏 ,有室速

者用 VOO方式起搏 ,起搏时间平均 8. 1± 5. 4( 1～ 18) d,除 1例急性心肌梗塞患者因心源性休克死亡外 ,均救
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