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培养的肺动脉内皮细胞生长及生化特性的初步观察
`

王培勇 孙秉庸 (第三军医大学基础部高原医学研究室
、

病理生理学教研室 ) 重庆
,
6 3 0 0 3 8

提 要 采用胰蛋白酶消化法和刮取法培养了肺动脉内皮细胞 (P A E C )
。

通过原代培养
、

传代和冻存复

苏等步骤
,

观察了 P A E C 的形态及生化特点
,

如姐因子相关抗原
、

细胞内钙
、

环磷酸腺昔等
。

结果表明
:

原代及

传代培养的 P A E C 可很快贴壁生长
,

经 2~ s d 可汇合成单层
,

细胞呈铺路石状排列
,

顶因子相关抗原 阳性
,

并

能分泌血管紧张素转移酶 ,在含 20 %小牛血清的 R PM I一 1 6 4 0 培养基内
,
P A E C 可传 30 代以上

;

传代后的细

胞生长速度加快
,

但加保持其形态和生化特点
。
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中图法分类号 R 3 2 9
.
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血管 内皮细胞不仅构成血管的内衬和屏障
,

而且

还 具有重要 的 内分 泌功 能
,

是分 泌活跃 的旁分 泌细

胞
〔`〕 。

它对于血液细胞
、

血管壁张力及结构改建具有重

要的调节作用
。

有关体血管内皮细胞特点已进行了较

为广泛 的研究
,

但有关肺血管内皮细胞的生长及生化

特 点 的 研 究报道 不 多
,

本文 通 过 肺 动脉 内皮 细胞

(P A E C )培养观察了 P A E C 的特点
,

以了解其生长
、

形

态及某些生化特性
,

并且对培养的方法作了改进
。

细胞鉴定采作姐 因子相关抗原免疫染色 ( A B C 法 )
、

A C E

活性测定及相差显微镜下观察等方法进行
。

1
.

2
.

2 其它观察 通过计数观察 细胞的生长 曲线
,

用

L o w r y 法测定细胞蛋 白质含量
,

用 F盯
a 一

2 荧光指示剂测定细

胞内游离钙浓度 ( [ C
a 什

] )
,

用放免法测定了细胞 内
c
A M P 含

量
,

以了解培养 P A E C 的特点
.

2 结果

1 材料与方法

1
.

1 主妥试剂及器材

胰蛋白酶 ( t r y p s i n
,

肠 f ie o l : 2 5 0 )
,

R PM I一 1 6 4 0 ( JR S
e ie n -

ift ic nI c
.

U S A )
,

血管紧张紊转换酶 ( A C E )测定药盒 (海军总医

院 )
,

兔抗人姐因子相关抗原抗体及羊抗兔抗体 (上海生物制品

研究所 )
,

其它试剂均为国产 A R 级
。

所用的培养瓶或培养皿为

C o s t a r
产品

。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 小牛肺动脉内皮细胞的培养 新生小牛活杀后
,

无

菌下取出肺脏
,

分离出肺动脉主干及左右分支
,

用胰蛋白酶消

化法「之〕或刮取法〔 3] 进行原代培养
.

因肺动脉分支繁多
,

难以结

扎完全
,

我们做了如下改进
:

分离动脉时不必结扎分支
,

分出后

将左右分支内膜翻出
,

直接投入 0
.

5%胰蛋白酶中
,

为了减少污

染可在室温下消化 10 ~ 15 m in
,

收集细胞进行培养
。

原代培养的 P A E C 因消化时间过长或刮取过重或操作不

慎容易污染成纤维细胞或平滑肌细胞
,

因杂细胞生长较快
,

传

代次数越多杂细胞污染越重
,

从而使培养失败
.

在培养中我们

摸索出了下述方法可以清除杂细胞
:

吸弃培养液
,

用 D 一 H A N
-

K’ S 液冲洗 3 次
,

加入 0
.

1% 的胰蛋白酶 1~ 2 m l
,

置相差显微

镜下观察
,

1 ~ 3 m in 即可见大部分 P A E C 收缩变圆而杂细胞仍

然贴壁
,

此刻立即加入小牛血清以灭活胰蛋白酶
,

用吸管轻轻

吹散细胞
,

吸出离心后即为较纯的 P A E C
,

置培养瓶中培养
,

如

此经过 1~ 2 次即可得到 P A E C 的纯培养
。

采用胰蛋白酶消化法或刮取法均可有效地分离 P A E C
,

每

头 小牛的肺动脉可分离出 10
” ~ 10

?

个细胞
。

刚分离下来的

P A E C 在相差 显微镜下观察为亮球形
,

单个或数个成 团
。
1~ Z h

后开始贴壁
,

细胞从球形逐渐变为梭形或扁平
,

胞质透明
,

中央

有卵圆形的核
。

1一 Z d 后呈单层细胞集落
。

集落中心部位细胞

较小排列紧密
,

边缘部位细胞大而 扁平
,

此时可见大量正在分

裂的细胞
,

胞体大而亮
,

数小时后可分裂为两个细胞
。

4 ~ s d 集

落可完全汇合
,

细胞呈多角形排列
,

细胞之间由突起相互联接
。

传代细胞与原代细胞类似
,

但贴壁和 生长较快
,

经 10 一 30 m in

即贴壁
,
3 d 左右可汇合成层

,

传代次数越多细胞生长越快 (见

附图 )
。
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、

附图 P A E c 生长曲线
。
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无论传代或原代 P A E C
,

姐因子相关抗原免疫组化染色均

为阳性
。

生长汇合成单层的细胞若不传代
,

则胞体变大
,

胞浆中

逐渐出现 空泡
,

继续培养则成片脱落
,

表现为接触抑制
。

培养 P A E C 的其它特性见附表
。

附表 培养 P A E c 的某些特征

T a b l e C h a r a e et r i s t i e s o f e u l t u r e d b o v i n e P A E C

G
r o w t h P

a t t e r n

D
e n s

i t y

P
r o t e i n e o n t e n t

S u b e u l t u r e Pe r i o d

A C E
a e t i v i t y

e A M P e o n t e n t

许多研 究表明
,

肺血管 内皮细胞与体血管内皮细

胞有一定的相似之处
,

但也有某些不同的特点
不̀ 飞 。

因此

本实验通过 P A E C 的培养
,

对其形态
、

生长及某些生

化特点进行观察
。

实验表明
,

体外培养的 P A E C 传代

次数越多
,

生长速度越快
,

这可能反映了 P A E C 经传

代后适应了体外的环境
。

P A E C 在含 20 %小牛血清的

R P M I 一 1 6 4 0 培养基中可传 30 代以上
,

传代后仍保持

其形 态和生化特点
,

如单层生长
、

姗 因子相关抗原 阳

性
、

可检测出 A C E 活性
。

这些特点的维持是进行体外

内皮细胞研究的前题
。

培养时
,

若有杂细胞污染
,

用本

文介绍的纯化方法同样可获得 P A E C 的纯培养
。

体外培养 P A E C 的成功
,

为研究其与体血管内皮

的异同提供了条件
。

[ C a ++ j

c o b b l
e s t o n e

l
一
k

e s i n g l
e

l
a y e r

1 5
.

2 5 x l o 4
/
e
m Z ( p

a s s a g e 一4 )

3 0 拜g / e m Z ( p a s s a g e 1 4 )

3 ~ 5 da y s
( p a s s a g e l一 1 0 )

2 ~ 3 da y s
( p

a s s a g e 1 1一 3 0 )

1
.

16 4 n
M / tn i n / m g e e

l l p r o t e i n

2
.

3 6 5 p m o l / rn g e e l l p r o r e 一n

18 0 n rn o l / L 参考文献

3 讨论

1 汤 健
,

唐朝枢
.

循环系统的内分泌功能
.

北京
:

北京 医科大

学
、

协和医科大学出版社
,

1 98 9
:

76

血管 内皮细胞来源于间充质
,

在体外培养可呈纤 2 R y a n U S
·

I s o la t io n a n
d

e u xt u r 。 。
f p u lm o n a r y 。 n

d
o t h

e一ia -

维细胞 型
,

因此需要与来 自血管壁的平滑肌及成纤维
C e

] ]
s

·

E n V i r o n
H

e a
l th P e · s p e c t ,

1 9 5 4 ; 5 6
:
1 0 3

,

_
。 二 , _ 一

。 . , 二 。 、 , 、 , , 、 一 一 一
,

_ 一
, `
一 ~

. ,、
一

L。 二 _ 3 R y a n U S
,

M
o r t a r a

M
,

W h i t a k
e r C

.

I s o
l
a t i o n a n d e u

l t
u r e

。田
肥

丁。 巴 刀。 。

一肤叭刀
, ’ p , 卜丫 、 仄圳肥

日 , 工女觉走
1日 1小 a n d s u

b
e u一t u r e o

f
e n d o t h e

l i
a
l

e e
ll

s :

M
e e

h
a n ie a l M

e t h
o
d

s
·

J

是单层多角渗排列
,

细胞内姗因子相夫抗原阳性
。

此外 T is s u 。 e u
l t

o r 。
M

e t h
,

2 9 5 6 ; 2 0
:
3 6

近年来认为 A c E 和 a 一巨球蛋白也可作为血管内皮细 4 王培勇
,

孙秉庸
.

肺动脉内皮细胞与肺动脉平滑肌细胞相互

胞的标志物
。

接触抑制也是内皮细胞的生长特点
。

本 关系的研究进展
.

见
:

孙秉庸等主编
.

病理 生理学进展 (第五

实验中观察到培养的 P A E C 镜下呈多角型排列
,

有接 册 )
.

北京
:

科学技术文献出版社
,
1 9 92

:
3 04 一 3 17

触抑制现象
,

恤因子相关抗原 阳性
,

可检测到 A C E 活 (收稿
:
1 9 94

一

04
一

25
;

修回
:
1 9 95

一

01
一
2 5)

性
,

证明培养成功
。

A s t u d y o n t h e g r o w t h a n d b i o e h e m i e a l e h a r a e t e r i s t i e s o f e u l t u r e d P u l
-

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

W
a n g P e i y o n g

,

S u n B i n g y o n g ( R
e s e a r e h L a b o

f H ig h A l t i t u d
e
M

e
d i

e i n e ,

eD p a r t m e n t o
f p a t h

o p h y s io l
o g y

,
T h i r d M il i t a r y

M
e d ie a l U

n iv e r s i t y
,
C h

o n g q i n g
,

6 3 0 0 3 8 )

A b s t r a e t N e
w b o r n b o v in e p u l nr o n a r y a r t e r ia l

e n d o t h e l ia l e e ll s ( P A E C ) w e r e e u
l t

u r e d s u e e e s s
f
u
l ly i n

R PM I
一
1 6 4 0 m

e d iu m
e o n t a in in g 2 0% b o v

i
n e s e r u

nr
.

T w o e u
l t

u r e
m

e t h o d
s , n a

m
e l y t r y p s in d ig

e s t i
n g a n

d

s e r a p in g
,

w e r e e o
nr p a r e

d
.

T h e t w o
nr

e t h
o d s w e r e

b
o t h u s e

f
u
l

a n
d

e
f f

e e t i v e
.

P A E C
e o u

ld b
e s u

b
e u

lt
u r e d a n d

h
a
d b

e e n s u r v iv e
d f

o r m o r e t h
a n 3 0 p a s s a g e s

.

T h
e e u l t u r e

d
e e l ls e o u

ld
s e e r e t A

n g i o t e n s in e o n v e r t in g e n z y nr
e

( A C E ) a n d v 1 f
a e t o r r e l a t e d a n t ig e n w e r e p o s i t iv e i n P A E C e u l t u r e

.

T h e e e l l s g r e w m
o r e r a p id ly a f t e r s u b

-

e u l t u r e a n d r e t a i n e
d t h e i r nr

o r p h o l o g ie a
l

a n d b i
o e

h
e m i n a l e h a ia e t e r i s t ie s

.

K e y w o r d s e e
l l

e u
l t

u r e ; P u
i nr

o n a r y a r t e r y ; e n
d o t h

e
li

a
l

e e
l l


