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人脐静脉内皮细胞的培养和连续传代

江丽芳 刘乐和 郭辉玉

( 微生物学与免疫学教研室 )

提 要 本实验用新生小牛视网膜提取物作血管内皮细胞生长促进剂
,

成功地使人脐静脉内皮细胞

在体外连续培养 2 3代 以 上
。

细胞倍增时间平均为 1 6
.

6h
,

细胞传代时间平均为 s d ,

传代比率为 1 :2 ~ 1 : 3
。

用A B C法证明细胞 内存在租因子相关抗原 ( F飞 r 一A g)
,

透射电镜下可见胞浆内含W (P W e ib e1 刃 al ad e )

小体
,

证实所培养的细胞为血管内皮细胞
。

关键词 人脐静脉内皮细胞 , 传代培养 ; 牛视 网膜提取物
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血管内皮细胞 ( E C )是一种 多功能细胞
,

其在多种疾病中所起的重要作用已越来越受到

重视
。

血管内皮细胞已成为当今医学生物学领

域的重要研究对象
〔` ’ 。

利用体外培 养 法 建 立

血管内皮细胞研究模型是研究血管内皮细胞的

重要手段
。

但血管内皮细胞在体外不易生长
,

长期传代相当困难
。

近年来
,

国外 曾有用内皮

细胞生长因子 ( E C G F ) 维持血 管内皮细胞在

体外培养和传代的报道
,

但国 内此 类 报道甚

少
。

作者用新生小牛视网膜提取物作内皮细胞

生长促进剂
,

并用改良消化法成功地使人脐静

脉内皮细胞在体外连续培养23 代 以上
,

为进一

步研究人血管内皮细胞在出血性疾病
,

特别是

在出血性病毒性疾病中的病理生理过程提供了

一个接近人体的实验模型
。

材 朴 与 方 法

人脐静脉内皮细胞的原代培养

1
.

培养基 ① H一 1 6 4 0培养基
:
含 R p M I -

1 6 4 0 ( G ib e o 产 品 )
,

H e P e s ( M e r e k 产 品 )

10 m m ol / L
,

0
.

03 % L 谷 氨酸氨
,

1 00 U /m l青

霉素
,

1 0 0件g /m l 链霉素
,

5 0林g / m l 卡那霉素
,

20 %小牛血清
。

② H 一 1 6 40 完 全 培养基
:

一

该培

养基在H 一 1 6 40 培养基的基础上加新生小牛视 网

膜提取 物 3 00 卜g /m l
。

该提取物由本研究室刘

乐和等参照文献
〔 ” 3 J经过在缓冲液成份

、
p H

、

提取时间和温度等方面反复改良而制备
。

详细

方法参见另文
。

2
.

培养方法 无菌操作 取 正常分娩或剖

腹产的新生儿脐带约 3 c0 m
,

置于 H B S ( eH eP s -

磷酸盐缓 冲 液 ) 中
, 4 ℃保存

,

48 h 内使用
。

脐带先 用 37 ℃的 H B S 洗 3 ~ 4 次
,

然后在脐

带一端找出脐静脉
,

沿脐静脉走向插入一带套

管的针头
,

固定后注入 50 ~ 1 00 m 137 ℃的 H B S

冲洗管腔
,

驱尽腔内残血
。

用带硅胶套管的止

血钳夹紧脐带另一端
,

缓缓 注 入 胰 蛋 {白 酶
-

E D T A ( 0
.

2 5%胰蛋白酶
, 0

.

0 2 % E D T A i
,
3 )

消化液 15 ~ 20 m l 使静脉充盈
。

将脐带置于 37 ℃

温箱中消化 10 m in
,

收集消化液
,

再 用 30 m

H B S 冲洗静脉管腔
,

使内皮 细 胞 尽量脱落
。

将含有细胞的 消 化 液 和 冲 洗 液 混合
,

离心

z 0 0 0r / m i n
,

s m i n
。

弃上清
,

下沉 细 胞用 H -

1 6 4 0完全培养基 10 m l 制成细胞悬液
。

用 O
。

4%

台盼蓝染色后作细胞 计 数
,

以 1 x 1 0 ,/ cm
,

的

密度接种 6 孔细胞培养板
。

于 37 ℃ ,
5 % co

Z

的细胞培养箱中静置培养
,

3h 后换液
,

以除去

未贴壁的细胞及残留红细胞
。

人脐静脉内皮细胞的传代培养

当培养的细胞长成致密单层后
,

弃去生长

液
,

加入 0
.

02 % E D T A 复 盖 细胞单层
,

室温

下作用 3 ~ s m in
,

待细胞单层呈疏松网状时
,

弃去 E D T A
,

加入 H 一 1 6 4 0 完全培养基
,

轻轻

吹打细胞使之分散
,

制成细胞悬液
,

计数
,

以

1 x 10 ,/
c m

,

的 密度接种细胞培养瓶
。

早期传
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代分瓶比率为 1 : 3
,

后期传代比率为 i : 2
。

人脐静脉内皮细胞的鉴定

1
.

倒置相差显微镜 镜下 观 察人脐静脉

内皮细胞的形态及生长特征
。

2
.

透封 电镜 镜下观察人脐 静 脉内皮细

胞的超微结构
: 分别取培养至第 2 代和第 10 代

的内皮细胞
,

常规固定
、

包埋和超薄切片
,

透

射电镜下观察其超微结构
。

3
.

A B C 法 检测 检测人脐静脉内皮细胞

顶因子相关抗原
: 分别取原 代

、

第 8 代 和 第

15 代的培养细胞
,

用兔抗 人 F现 r一A g 为 第 1

抗体
,

按 A B C一 ik t介绍的方法染色
,

并用 P B S

代替第 1抗体作阴性对照
。

人脐静脉内皮细胞增殖的研究

取生长至第 3 代的内皮细胞
,

制成细胞悬

液
,

以 1 欠 10 ,/孔的细胞数接种 24 孔 细胞培

养板
,

实验分两组
,

一组用 H 一 1 6 4。 完全培养

基
,

另一组则用不含新生小牛视网膜提取物的

--H 1 6 4 0培养基作对照
。

在相同条件下 ( 37 ℃
、

5 % C q ) 培养
。

每 24 h 每组取 4 孔细胞
,

分

别计数
,

取均值
,

绘制生长曲线
。

~ 一一 . , 一 ~

.

一
J

,

一
吸 l _ _

0 1 2

每孔细胞数

结 果

人脐静脉内皮细胞的生长代谢特征

原代细胞接种 后 3h 内
,

95 %以上的细胞

贴壁
。

3~ 5d 可 长成致密单层
。

在含新生小牛

视网膜提取物的 H 一 1 6 4 0 完全培养基中
,
细胞

可连续培养 23 代以上
。

在 15 代 以前
,

细胞传

代时间为 3~ s d
, 1 5 代以后为 5 ~ 7d

。

传至 2 3

代以后
,

细胞生长缓慢
,

体积变大
,

胞浆内出

现大量空泡
,

最后 自然脱落
。

细胞生长曲线显

示
,

细胞平均倍增时间为 16
.

h6
。

第 5 天出现

接触抑制现象 ( 图 1 )
。

未加新生小牛视网膜

提取物的对照组
,

细胞培 养 仅能 维持 3 代左

右
,

且生长缓慢
,

往往在长成致密单层以前就

脱落
。

人脐静脉内皮细胞的形态学特征

在倒置相差显微镜下
,

内皮细胞呈略长的

多 角 形
,

长 成 致密单层的细胞呈鹅卵石状排

列
,

无细胞重叠现象 〔 图 2 )
。

t厂d

图 1 人脐静脉内皮细胞生长曲线

( 一▲一 ) 代表在H
- 1 6 40 完全 培养基上的生长曲

线
。

(
· · ·

一 ) 代表在普通H 一 1 6 4 0培养荃上的生

长曲线

透射电镜结果显示
,

第 2 代和第 10 代的内

皮细胞核膜清晰
,

均含有丰富的内质 网
、

线粒体

和微管结构
,

并可见一种直径。
.

09 ~ 0
.

1 1协m
,

长 0
.

4~ 2协m 的致密杆状小体
,

此即为内皮细

胞特征 性 的 W e i b e l一几 l a d e小体 (W P 小体 )
。

此外
,

还注意到
,

有些内皮细胞的胞浆内含有

一些直径为 0
.

6~ 0
.

7林m 的自噬泡
,

其出现是

否与体外培养的人脐静脉内皮细胞的特殊代谢

过程有关
,

有待进一步研究
。

内皮细胞现因子相关抗原的检洲

A B C 染 色 结果显示
,

受检的原代
、

第 8

代和第 15 代内皮细胞的胞浆均被染成棕褐色
。

阴性对照未见此反应
,

说明所培养的细胞稳定

地产生租因子相关抗原
。

讨 论

为了研究血管内皮细胞的生理功能及其在

多种疾病中的病理生理过程
,

自1 9 6 3年起
,

人

们便不断地开展内皮细胞体外培养的研究
,

以

便提供一个接近人体的研究模型
。

但由于人血

管内皮细胞培养条件 要 求 高
,

不易在体外生

长
,

长期以来只 能 在 体 外 维 持 培 养 2 ~ 3

代
〔 ` ” ’ 。

1 9 8 1年
,

M a c i a s 的研究使人血管内皮

细胞的体外培养获得突破性进展
,

他用从牛下

丘脑提取的 E C G F 作为生长促进 剂
,

成 功地

使人血管内皮细胞在 体 外 连 续 培 养 15 ~ 20

代
〔 6 , ” 。

国内张宝庚
、

魏少 敏等也曾先后报道

过人脐静脉内皮细胞的体外培养法
,

但由于缺
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乏有效的内皮细胞生长促进剂
,

所以
,

只能使

细胞在体外维持 2 ~ 3 代
`已

·

” 。

作 者 利用新生

小牛视网膜提取物作为促生
一

长剂
,

实现了人血

管内皮细胞的
一

长期传代培养
,

成功地建立了一

个简便易行的人血管内皮细胞连续培养法
。

在培养方法上
,

本实验对传统的酶消化法

作了改良
,

用低浓度的胰蛋白 酶
一 E D T A 作为

消化液
,

取得了较好的效果
,

每条脐带约可收

获 10
6

个内皮细胞
,

其中活 细 胞 数在 97 %以

上
。

对传代细胞
,

又采用 E D T A 代替胰酶消化

法
,

一

利用助
T A 与 细 胞间桥二价阳离子的鳌

合作用使细胞分散
,

避免了酶消化法对细胞的

损伤
,

有利于细胞增殖
。

目前认为
,

内皮细胞

生长因子是维持血管内皮细胞在体外长期培养

的必要条件
,

国外已有商品出售
。

本实验用新

生小牛视网膜提取物作为生长促进剂也收到满

意的效果
,

说明该提取物具有促人血管内皮细

胞生长的作用
。

w P 小体仅见于内皮细胞
,

被认为是鉴定

内皮细胞最好的形态学 标 志
。 F 珊 r一 A g 除 存

在于内皮细胞外仅见于巨核细胞和血小板内
,

也被认为是内皮细胞的可靠标志
。

本实验在透

射电镜 下 观 察 到 W P 小体
,

用 A B C 法检出

F 租 r一 A g ,

从 而 证 实所 培养的细胞为人血管

内皮细胞
。

目前我们正应用传代培养的人血管

内皮细胞研究乙型脑炎病毒和登革病毒与人血

管内皮细胞的相互作用
。

( 本文图 2
、

3 见插页 4 )
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P R IM A R Y A N D S E R I A L S U B C U L T I V A T I O N S

O F T H E E N D O T H E IL A L C E L L S F R O M
+

H U M A N U M B I L I C A L V E IN fN V I T R O

J i a n g L i f a n g L i u L e h e G u o H u i y u

( D e P a r t m e n t o f m e d i e a l m i e r o b i o l o g y a n d i m m u n o l o g y )

H u m a n u m b i l i e a l v e i n e n d o t h e l i a l e e l l s ( H U V E C ) w e r e g r o w n f o r m o r e t h a n 2 3 P a s
-

s a g e s i n m e d i u m R p M I 一 2 6 4 0 s u P P l e m e n t e d w i t h 2 0% e a l f s e r u m a n d b o v i n e r e t i n a l e x t r
-

a e t P r e P a r ed b y a u t h o r s l a b
.

T h e e e l l s e x h ib i t ed P o P u l a t i o n d o u b l i n g t i m e b y a n a v e r a g e

o f 16
.

6 h o u r s
.

S e r i a l s u b e u l t i v a t i o n s w er e m a d e w i t h a n a v e r a g e o f 5 d a y s a n d s P l i t r a t i o

o f l : 2一 3
.

I m m u n o 一 h i s t o e h e m i e a l a n d t r a n s m i s s i o n e l e e t r o n m i e r o s e o P i e e x a m i n a t io n o f t h e

e e l l s s h o w e d t h a t t h e h u m a n e n d o t h e l i a l e e l l s e o n t a i n e d F 珊 r 一A g a n d W
e i b le 一aP l a d e

,

s

(W P ) b o d i e s
.

K e y w o r d s h u m a n u m b i l i e a l v e i n e n d o t h e l i a l e e l l : s e r i a l s u b e u l t i v a t i o n ; b o v i n e r e
-

t i n a l e x t r a e t

.

简 报
.

中国人中发现的 6 种 G 6 P D 基因点突变

杜传书
`
王 蓄

`

陈路明
’

华小云 赵崇义
2

左 琳
“

曹乐冬
3

( 1
.

医学遗传学研究室 .2

关健词 葡糖
一 6一磷酸脱氢酶缺乏症 ,

中图号 Q 3连3

台湾长庚医学院 3
.

美国奥克兰儿童医 院 )

点突变 ; 遗传性疾病 ; 聚合酶链反应 ; 变异型

J作者对产 馋夫 妇 中查 出葡糖
一
6 一磷 酸 脱 氢 酶

( G 6 P D ) 缺乏症的男性患者 39 例作了生化变异型鉴定

(按 19 67 年 W H O 统一法 )
。

并研究 了其 G e P D 基因

突变 的 性 质
。

方
.

法 是
,

在分 别 扩 增 G 6 P D 编码

的拐个外显子的基础上
,

用其 P C R 产 物 作 非 对 称

附 表 6 种突变性变及频率

命 名 c D N A位置 碱基改变 氨基酸置换 例数 %

C
i

C
:

C 3

C
4

C
s

C
e

未鉴定

1 37 6

1 3 8 8

1 3 1 1

3 9 2

1 02 4

9 4

G , T

G ) A

G ) T

G ) T

G ) T

A ) G

精 , 亮

精 , 组
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p C R ( A P C R )
。

将获得的单链产物以双 脱 氧链终止

法进行 D N A 顺序测定
。

结果
:

除 2 例未定出突 变性

质外
,

共发现了 6 种不同点突变
。

见附表
。

值得指出的是
:

① 39 例分属 1 9 种生化变异型
,

但从 D N A 水平仅见 C种突变型
,

即一 种 D N A 突 变

型可见于不同的 G 6P D 生化变异型 , 偶见二 种 D N A

突变型为单一生化突变型
。

这除生化鉴定技术性原因

外
,

可能与翻译后的修饰有关
。

② 生化鉴定 的指标

中
,

除脱氨 N A D P 利用率增高与 C :
突变型似有一定

联系外
,

其他如酶活性
,

电泳迁移率
、

热稳定性
、

脱

氧 C 6P 和半乳糖
一
6
一

磷酸利用率与 D N人 突变
一

之间均

未见明显相关
。

③ C 3
突变除 1 3 1 1位有一同义突变外

,

均见第 n 内含子的第 93 位有一碱基 置 换 ( C , T )
。

此

二突变似都难以解释 G 6 P D 活性降低的现 象
,

有 待

进一步探讨
。
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