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　　脑血管平滑肌的舒缩是引起脑血管疾病发生的重要病

理变化。血管平滑肌细胞功能的调节依赖胞浆游离 Ca2+浓

度。用共焦激光显微镜可以测试一个细胞内的 Ca2+动态 ,

但所用细胞需粘附在培养皿上且不能被液体冲掉 ,因此即使

使用原代细胞也需培养一段时间。如没有共焦激光显微镜 ,

使用 RF-5000荧光分光光度计只能测定悬浮细胞内 Ca2+浓

度的动态变化 ,这就需要大量的活细胞才能测试。因此必须

建立脑血管平滑肌细胞培养方法。本实验用改进的组织贴

块法培养牛脑血管平滑肌细胞, 方法简便 ,经济 ,通过电镜鉴

定, 台盼蓝染色证实活细胞占 90%以上 , 可用于 RF-5000 荧

光分光光度计观察细胞内 Ca2+浓度的动态变化。

1　材料和方法

1.1　标　本

乳牛脑由广州市奶牛研究所提供(纯种荷斯坦牛)。

1.2　培养基

牛血清白蛋白(BSA)购于 Boehringer Mannheim 公司 ,

DMEM/ F12购于 Gibco 公司 , 胎牛血清(FCS)购于杭州四季

青生物研究所 ,其余试剂均为国产分析纯。

1.3　脑血管平滑肌分离与细胞培养

新生 1～ 2 d健康小牛 ,颈动脉放血处死 、断头 、开颅。无

菌条件下取出全脑 , 仔细分离出基底动脉和大脑中动脉条 ,

放入含有抗菌素(青霉素 100×103 U·L-1 、链霉素 100 mg·

L-1)和 BSA(10 mg·L-1)的 DMEM/ F12营养液中 , 在倒置显

微镜下剪去分枝, 小心去除血管周围结缔组织及外膜 ,然后

纵向剪开管腔, 去除血块和内皮 , 再把血管剪成 1 mm3 左右

大小 , 植入 15 mL培养瓶中 , 各块间隔约 1 mm2 ,均匀分散平

铺瓶底 ,放入 37 ℃含体积分数为 5% CO2 培养箱中约 2 h ,

待组织块贴壁后 ,加入含 200 mL·L-1 FCS 的 DMEM/ F12培

养液 ,覆盖组织块 ,拧松培养瓶盖 ,绝对静置培养。 10 d左右

见有细胞从组织块边缘跳出 ,去除组织块 ,换液 ,待 18 d 左右

细胞融合成片 , 长满瓶底 , 进行传代。传代时倒去营养液 ,

PBS 轻轻洗涤 1 次 , 用消化液(0.5 mg Trypsin +0.53 mmol·

L-1 EDTA)在 37 ℃消化贴壁细胞 ,镜下见细胞收缩变圆 ,立

即倒去消化液 ,加含 100 mL·L-1 FCS 的 DMEM/F12营养液

终止反应 ,轻轻吹打使之形成细胞悬液 ,以(0.3～ 0.5×109)

L-1细胞密度分装入新的培养瓶进行传代培养。 2～ 3 d换液

1次 , 7 d 左右细胞长满瓶底, 再依同法做传代培养。

2　结　果

倒置相差显微镜下观察乳牛脑基底动脉和大脑中动脉

平滑肌细胞呈梭形 ,平行生长 ,束状排列。电镜下可见第Ⅱ代

细胞均富含肌丝, 肌束间可见许多密体。电镜下可见第Ⅳ代

细胞肌丝减少 ,胞浆中充满细胞器 ,有大量的高尔基复合体

和内质网 ,还可见线粒体 ,核糖体 ,溶酶体等。

3　讨　论

脑血管动脉壁薄, 平滑肌细胞数目少, 生长环境条件要

求高 , 对pH 值的改变敏感 , 培养时必须使培养液的 pH7.4

～ 7.5左右。传代是培养成功的关键 ,要注意掌握好传代时

细胞消化的程度, 且必须高密度接种。由于本实验材料是新

生乳牛 ,其脑血管尚未经过血流动力的长期冲击 , 电镜下可

见很多肌丝偏向细胞一侧 ,而成年动物脑血管平滑肌已对外

界环境的改变做出了适应的调节 ,因而肌丝通常成环行 ,在

细胞两侧均匀分布。
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