
数间质细胞亦有阳性染色 ,该抗原在细胞内的分布有三型: 膜

型、胞浆型和混合型 ,以混合型为主。阳性染色细胞多呈灶性和

弥漫分布。癌细胞内的 c-er bB-2阳性染色强于癌旁肝细胞。

2. 3　 H CC患者 HCV感染与 c-erbB-2基因表达的关系

　　如附表所示 ,癌组织中癌基因 c-erbB-2的蛋白表达阳性率

与该患者的 HCV感染无关 ( P > 0. 05)。

附表　 HCC患者 HCV感染与癌组织 c-erbB-2

蛋白表达的关系

c-erb B-2
分　组 n

(+ ) ( - )

HCV(+ ) 15 7 8

HCV( - ) 31 15 16

3　讨论

　　 HCV为正链 RN A病毒 ,其复制经由一个负链

RN A[2 ] ,目前尚无其整合入宿主基因组的证据。故进

一步揭示 HCV与 HCC发生的可能机理对了解 HCV

的可能致癌性具有重要价值。

　　本实验结果证实我国西南地区肝癌和癌旁组织中

存在 HCV N S3抗原 ,该抗原的保守性仅次于 HCV核

心抗原 ,用作免疫病理诊断可能较理想。其定位与文献

[3, 4 ]报道的结果类似。

　　原癌基因 c-erbB-2与表皮生长因子基因有同源

性 ,其编码蛋白具酪氨酸蛋白激酶活性 ,在细胞增殖与

分化调控中起重要作用。肝癌发生的分子机理可能与

c-erbB-2的激活密切相关 [5 ]。本实验对 HCV不同感染

状态的 HCC组织标本进行 c-erbB-2蛋白的免疫组化

染色发现 , HCV感染与 c-erbB-2蛋白表达无关 ,提示

HCV的致癌可能与 c-erbB-2癌基因的激活无关。究其

原因 ,可能与 HCV RN A不存在逆转录 ,没有整合入宿

主基因组的可能 ,激活癌基因的作用就不存在 ,这于

HBV致 HCC的机理有不同之处。

　　关键词　肝肿瘤 ;基因表达 ; c-e rbB-2

　　中图法分类号　 R735. 7
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血管内皮细胞的滤膜培养方法

The method of culturing artery endothelial cell on f ilter

许蜀闽
 
　王培勇　 孙秉庸　　 (第三军医大学基础部病理生理学教研室、高原医学研究室 )重庆 , 630038

　　提　要　目的:建立、稳定内皮细胞滤膜培养的模型。方法: 分组比较不同明胶浓度处理滤膜 ,不同种植

密度及孵育时间 ,不同孔径滤膜对内皮细胞生长的影响 ,从而确定滤膜培养的各实验条件。结果: 不同明胶浓

度处理滤膜、不同种植密度 ,不同孵育时间对内皮细胞生长的影响差异显著 ( P < 0. 01)不同孔径滤膜对内

皮细胞生长的影响差异不显著 ( P > 0. 05)。结论: 用 1‰明胶处理滤膜 , 105 /cm2的种植密度及孵育 2 d即可获

得较好结果。

　　血管内皮细胞覆盖全身所有心血管腔 ,具很多生

理功能 [1 ] ,对它的研究也日益深入。细胞培养是人们已

熟悉的研究内皮细胞的方法。培养中常用的载体为玻

璃 ,塑料制品。我们用滤膜为载体有其优越性 ,因为滤
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膜带有微孔 ,使培养出来的内皮单层更接近生理状态

成为有用单层。因此 ,滤膜培养为内皮细胞的研究提供

了新方法。为确定各种实验条件 ,建立、稳定内皮细胞

滤膜培养的模型 ,我们做如下实验。

1　材料与方法

1. 1　试剂用品
　　明胶 ( Sig ma ) ,微孔滤膜 ( 0. 8μm、 0. 45μm、 0. 22μm国产 ) ,

小培养皿 , M 1640 ( Sigma ) ,小牛血清 , 0. 15% ,胰蛋白酶

( Difico )其它试剂均为国产 A R级。

1. 2　滤膜处理
　　参照文献 [ 2]的方法 ,加以改进。取 0. 8μm、 0. 45μm、 0. 22

μm孔径的滤膜各数张放入 0. 088 mo l /L醋酸中 60℃浸泡 20

min,取出用双蒸水冲洗 3遍。各种孔径的滤膜分别分为 3份 ,分

别放入 1‰、 0. 5‰、 0. 05‰的明胶溶液中煮沸 1 h。然后用电吹

风吹干。将吹干的滤膜置烤箱 100℃烤 1 h。然后高压灭菌 ( 15

磅 , 30 min)备用。

1. 3　内皮细胞悬液制备
　　取生长情况良好的小牛肺动脉内皮细胞 ( Pulmonar y

ar tery endo the lial cells, PA EC第 13代 )用 0. 15%胰蛋白酶消

化 ,弃消化液 ,加入培养液吹打制成细胞悬液 ,对悬液做细胞计

数 ,以便接种。

1. 4　内皮细胞分组接种
1. 4. 1　不同明胶浓度处理滤膜对 P A EC生长的影响　　取

0. 8μm孔径用 1‰、 0. 5‰、 0. 05‰三种明胶处理的滤膜放入小

培养皿中 ,以 105 /cm2浓度接种 PA EC, 2 d后观察生长情况。

1. 4. 2　不同种植密度和孵育时间对 PA EC生长的影响　　取

1‰明胶处理 0. 8μm孔径滤膜 ,置小培养皿中 ,分为 2组 ,分别

以 1× 105 /cm2和 2. 5× 104 /cm2密度接种 ,并动态观察 2、 5、 10 d

后的生长情况。

1. 4. 3　不同孔径滤膜对 PA EC生长的影响　　取 1‰明胶处

理 0. 8μm、 0. 45μm、 0. 22μm不同孔径滤膜置入小培养皿中 ,以

105 /cm2接种 P AEC, 2 d后观察生长情况。

　　以上各组样本数 n = 5,接种后放入 CO2孵箱孵育 ( 37℃

5% CO2 )

1. 5　观察方法
　　观察时因滤膜不透明 ,光镜下无法直接看到细胞 ,所以我

们将滤膜经梯度脱水后 ,滴加纯醋酸 ,使滤膜透明 ,然后做 HE

染色 ,光镜下做单位面积内细胞计数。每个样本取滤膜中央及

其上、下、左、右四个边缘共 5个视野的平均数为结果。

2　结果
　　见表 ,对影响 PA EC生长的因素: 明胶浓度 ,种植密度 ,孵

育时间及滤膜孔径分组 ,观察结果见表 1, 2, 3。

表 1　不同明胶浓度处理滤膜对 PAEC生长的影响 ( n = 5)

明胶浓度 1‰ 0. 5‰ 0. 05‰

细胞数
2. 3× 105

± 0. 3× 105

5. 7× 103

± 0. 8× 103

3. 4× 102

± 0. 5× 102

　　经方差检验和 q检验 ,各组间 P < 0. 01,说明各组间差异

显著。

表 2　不同种植密度及孵育时间对 PAEC生长的影响

( n = 5)

孵育天数 ( d)
种植密度

2 5 10

105 / cm2
2. 1× 105

± 0. 2× 105

7. 5× 103

± 1. 0× 103
无细胞

2. 5× 104 /m2
4. 8× 104

± 0. 4× 104

3. 2× 102

± 0. 6× 102
无细胞

　　经 t检验 ,不同种植密度相同 ,不同孵育时间组间都有 P

< 0. 01差异显著。

表 3　不同孔径滤膜对 PAEC生长的影响 (n= 5)

滤膜孔径 0. 8μm 0. 45μm 0. 22μm

细胞数
2. 7× 105

± 0. 8× 105

3. 0× 105

± 0. 5× 105

1. 8× 105

± 1. 1× 105

　　经方差检验各组间 P > 0. 05差异无显著性。

附图　滤膜上致密连接的内皮细胞单层　 ( HE× 400)

3　讨论

　　 PAEC在滤膜上生长在其它载体上生长难。本实

验探讨了各种合适的实验条件 ,既使内皮单层形成又

可节省药品及细胞。我们用 1‰明胶处理滤膜 , 10
5

/cm
2

的种植密度及孵育 2 d,获得较好结果如附图。内皮细

胞胞质透亮 ,连接紧密 ,形成单层。其中短时间孵育有
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利于生长与在其它载体上培养情况不一致。如前所述 ,

选择滤膜为载体具有优越性。这种模型可直接用于: ①

单层内皮细胞的通透性研究。②内皮细胞分泌的物质

可通过滤膜微孔 ,故可做联合培养 ,以同时观察两种细

胞的相互作用。③因滤膜较玻片软 ,电镜制样中可直接

用于包埋、切片 ,便于原位观察细胞间的相互关系。本

室已采用这种模型进行了一些研究。如缺氧对肺动脉

内皮细胞的通透性影响 ;缺氧时肺动脉内皮细胞与平

滑细胞的相互作用机制等。这些实验稳定性较好。本方

法适用于不同孔径需要的滤膜内皮单层培养 ,也可作

为其它细胞滤膜培养的基础。

　　关键词　血管内皮细胞 ;细胞培养

　　中图法分类号　 R329. 2
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内皮素 -1在内毒素对肝血流量影响中的作用

Effect of endothel in-1 on endotoxin inf luenced hepatic blood flow

刘宝华 　陈惠孙  　 王代科　 胡德耀** 　 杨恒文** 　　 (第三军医大学附属大坪医院普通外科 )重庆 , 630042

　　提　要　目的: 观察内皮素 -1( ET -1)在内毒素对肝血流量影响中的作用。方法: 选用 Wistar大鼠 20只 ,

分为对照组 ; ET -1组: 4μg kg- 1 ;内毒素组: 10 mg kg- 1内毒素 ;内毒素+ ET -1抗体组: 10 mg kg- 1内毒素和

1 2 000 ET-1抗体 0. 4 ml 只 - 1。采用氢气清除法观察肝血流量。结果:内毒素和 ET -1均能使肝血流量降低 ,

其中 ET -1作用较强 ,持续时间较长。ET -1抗体能部分拮抗内毒素所致肝血流量降低作用。结论: ET -1参与了

内毒素所致的肝血流量降低作用。

　　机体对致炎物质的反应十分复杂 ,涉及神经、体

液、内分泌等许多系统 ,目前认为最重要的是免疫系统

和血管内皮细胞系统 [1 ]。内皮素-1( Endo thelin-1, ET-

1)是血管内皮细胞分泌的最强的缩血管因子 ,以自分

泌、旁分泌的方式调节局部血管紧张度 ,参与局部循环

稳定的维持 [2 ]。本实验采用氢清除法观察内毒素对肝

血流量的影响 ,以及 ET-1在内毒素对肝血流量影响中

的作用。

1　材料和方法

1. 1　材料
　　大肠杆菌内毒素 ( O111 B4 )、内皮素 -1 ( Endo thelin-1,

por cine sequence)购自美国 Sig ma公司。内皮素 -1抗体 ( E T-1

an tibody)购自英国皇家医学院。末梢组织血流仪 ( PHG-300日本 )。

1. 2　动物的准备及分组
　　取 W ista r大鼠 20只 ,体重 250 g～ 280 g雌雄不拘 ,每组 5

只。实验前禁食过夜 ,自由饮水。1. 5%戊巴比妥钠 30 mg kg- 1

腹腔注射。动物麻醉后 ,分组如下: ①生理盐水对照组 ( C组 ) ;

②单纯内皮素 -1组 ( ET -1组 ): 4μg kg- 1;③单纯内毒素组 ( L P S

组 ): 10 mg kg- 1内毒素 ;④内毒素+ ET-1抗体组 ( L EA组 ): 10

mg kg- 1内毒素和 1 2000 ET -1抗体 0. 4 ml 只 - 1。

1. 3　实验方法 [ 3]

　　麻醉后动物仰卧位固定于实验架上 ,行气管切开插管。腹

部正中切口 ,长约 3 cm,显露右侧肝脏。参考电板置于腹部切口

左侧皮下。记录电极针于距肝右叶下缘的 0. 5 cm,斜行 45°,插

入约 1 cm。电极固定稳定 10 min后 ,经气管插管进行人工呼吸 ,

控制频率为 40 bea t /min。开始吸入氢气进行肝血流量 ( Hepa tic

blo od flo w , HBF )测定 ,氢气浓度为 20%。用末梢组织血流仪记

录氢气清除曲线。根据该仪器提供的血流量计算方法 ,将记录

氢气清除曲线 ,经半对数转换 ,求出半衰期 ( l
1
2

)。根据下列公

式计算 HBF。

HBF= 0. 693÷ l
1
2
× 100 /100( ml 100g- 1 min- 1 )

　　肝血流量测定的时间点: 给药前、给药后 5、 15、 30、 45、 60

min。给药方法:自肠系膜小静脉头皮针穿刺 ,后接三通管 ,给以
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