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摘要:分别采用组织贴块法和胶原酶消化法培养肉鸡肺动脉内皮细胞,并对其进行传代。采用形态学和凝血Ð因子

相关抗原免疫组化染色法对所培养的细胞进行鉴定。结果表明, 2种方法均能够获取原代肉鸡肺动脉内皮细胞,采

用贴块法培养2周左右可获得单层生长的细胞,而采用胶原酶消化法3～ 5 d即可获得单层生长的细胞。原代肉鸡肺

动脉内皮细胞在体外可传5～ 6代。倒置显微镜和H E 染色观察培养细胞的形态符合血管内皮细胞的特征, Ð因子

抗原免疫组化染色结果呈阳性进一步证明培养的细胞是肺动脉内皮细胞。
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　　Abstract: Pu lmonary artery endo thelia l cells (PA EC) of b ro iler w ere iso lated by the m ethods of t issue trans2
p lan tat ion and co llagenase digest ing. O b tained cells w ere subcu ltu red. Iden tificat ions of the cells w ere perfo rm ed

w ith the mo rpho logical featu re and imm unoh istochem ical sta in using specific an tiserum against facto r Ð rela ted

an tigen. T he resu lt show ed that bo th m ethods cou ld ob tain the p rim ary PA EC. A confluen t mono layer of cells w as

fo rm ed 2 w eek s after t issue transp lan tat ion. Cells ob tained by co lagenase digest ing fo rm ed mono layer 325 days after

iso lat ion. P rim ary PA EC cou ld be subcu ltu red and had been su rvived fo r 526 passages in v itro. Phase con tract m i2
cro scopy and H E stain of the cu ltu red cells demonstrated the mo rpho logical characterist ics of endo thelia l cells. Im 2
m unoh istochem ical sta in revealed that facto r Ð rela ted an tigen w as po sit ive in the cu ltu red cells, indicat ing the spe2
cific characterist ic of endo thelia l cells.
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　　肺动脉内皮细胞 (pu lm onary artery endo thelia l

cells, PA EC)是覆盖于肺动脉内表面的单层细胞,

具有多种重要的生物学功能。PA EC 功能与结构的

完整性与多种疾病相关,如呼吸窘迫综合征和肺动

脉高压等。对肉鸡的研究表明,肺血管内皮损伤可能

在肉鸡肺动脉高压综合征的发生、发展过程中起着

重要的作用[ 1 ]。哺乳动物如大鼠、新生犊牛和猪的

PA EC 的分离培养方法已有报道[ 224 ] ,但鸡PA EC 的

体外培养国内外均未见报道。因此建立肉鸡PA EC

体外培养方法将为进一步研究肉鸡肺动脉高压综合

征的发病机理和防治方法提供有效的研究手段。

1　材料与方法

111　实验动物　1日龄或20日龄健康AA 肉鸡。

112　主要设备　超净工作台 (苏州净化设备厂) ,倒

置生物显微镜 (重庆光学仪器厂) ,二氧化碳培养箱

(T herm o Fo rm a 3111) ,水浴震荡器 (江苏太仓实验

仪器厂) ,显微照相系统 (N ikon E200)。

113　主要试剂　M 2199 培养基 (G IBCO BRL ) , 新

生牛血清 (杭州四季青公司) , L 2谷氨酰胺 (AM 2
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R ESCO ) , 明胶 (AM R ESCO ) , Ê 型胶原酶 (W OR 2
TH IN GTON ) , 胰蛋白酶 ( 1∶250, AM R ESCO ) ,

ED TA (国产分析纯) ,兔抗Ð因子相关抗原抗体 (北

京中杉金桥公司) , SABC 免疫组化试剂盒 (武汉博

士德公司) , DAB 显色试剂盒 (武汉博士德公司) ,

T ritonX2100 (S IGM A )。

114　培养器皿的处理　培养瓶或培养皿用1%明胶

液进行包被,包被方法按参考文献进行[ 5 ]。培养前1

d 加入 1%明胶于培养瓶或培养皿中,置于 4℃冰箱

内过夜,临用前2 h 置入37℃ CO 2 培养箱,用时倾倒

掉明胶液,用培养液清洗3次。

115　肉鸡PAEC的原代培养

11511　组织贴块法　取 1日龄健康肉鸡,颈动脉放

血处死。将肉鸡用针头固定在操作台上, 70%酒精消

毒胸腹部,逐层打开胸腹腔,无菌取出肺动脉主干,

置于37℃预热含青霉素200 IU ömL ,链霉素200 m gö

L 的D 2H ank s液中备用。在超净台内取出肺动脉,

放在盛有D 2H ank s液的培养皿中。分离外膜的脂肪

和结缔组织, 用D 2H ank s液反复冲洗, 并用注射器

将血管内的血液冲净。用眼科剪纵行剪开肺动脉平

展在平皿内,用双面刀片将其切成 1 mm×1 mm 的

小动脉片,用弯头针挑起,以其内膜面贴入经 1%明

胶液预包被的 25 mL 培养瓶中,块间距离约 015 cm

左右。加塞置 37℃、饱和湿度二氧化碳培养箱 1～ 2

h,使之贴牢,之后加入含 20%小牛血清的M 2199培

养基约 2 mL ,使培养基刚好可以淹没组织块,放入

37℃, 5%二氧化碳培养箱中培养, 2～ 3 d 换1次液。

当肺动脉片周围有细胞生成并达到一定密度时,将

小动脉片取出,继续培养,直至形成单层细胞。

11512　胶原酶消化法　取 20 日龄健康肉鸡,无菌

取出肺动脉,其法同贴块法。在超净台内冲净血管

后,用眼科镊从血管一端插入另一端,夹住另一端翻

转,使血管内膜朝外,外膜朝内,用丝线将血管两端

扎牢。将血管置于 100 mL 三角瓶内, 加 5 mL 含

011%胶原酶的D 2H ank s液 (pH 712, 37℃) , 37℃水

浴震荡器内震荡以促进内皮细胞解离。30 m in 后加

等量含20%小牛血清的M 2199培养液终止消化。将

收集到的细胞装于 10 mL 带塞离心管内, 800～

1 000 röm in 离心5 m in,去上清液,用含20%小牛血

清的培养液稀释沉淀细胞,并用吸管轻轻吹打使细

胞重悬浮。再次离心细胞,去上清液,用2～ 3 mL 含

20%小牛血清的培养液重悬浮细胞,显微镜下计数,

用含20%小牛血清的培养液调整细胞至 (20～ 30)×

104ömL ,以3 mL 细胞液接种于经1%明胶液预处理

的25 mL 培养瓶中,放入 37℃, 5%二氧化碳培养箱

中培养。

116　肉鸡 PAEC 的传代　当肉鸡原代 PA EC 长成

单层后即可进行传代。以 0105%胰蛋白酶20102%

ED TA 液室温下进行消化, 镜下观察, 当细胞开始

收缩变圆,细胞间连接疏松时立即翻转培养瓶,使液

体脱离接触细胞,移至超净台内倒出消化液,加入 6

mL 含 10%小牛血清的培养基,用吸管吹打使细胞

脱落并混合均匀,以3 mL 细胞液接种于25 mL 培养

瓶,一般1瓶传2瓶,继续培养,至细胞长成单层后按

上述方法依次传代。

117　肉鸡PAEC的形态学观察

11711　活细胞形态的观察　在倒置显微镜下观察

肉鸡原代和传代PA EC 的形态。

11712　H E 染色观察　将传代时消化下来的细胞

以2×104ömL 的密度种植于直径 3 cm 的细胞培养

皿内,培养皿内放置一块经1%明胶液预处理的盖玻

片,至细胞融合成单层, PBS 冲洗, 80%乙醇固定 30

m in,作H E 染色后观察。

118　肉鸡 PAEC 的免疫组化鉴定　采用凝血Ð因

子相关抗原免疫组化法鉴定。将消化下来的细胞种

植于1%明胶液预处理的盖玻片上,盖玻片置于直径

3 cm 细胞培养皿内,至细胞长至 80%融合时停止培

养, PBS清洗3次,每次1 m in。4%多聚甲醛固定15

m in, PBS清洗3次,每次2 m in, 015% T riton X2100

孵育20 m in, PBS清洗3次,每次2 m in。3% H 2O 2 孵

育15 m in 消除内源性过氧化物酶, PBS清洗3次,每

次2 m in。滴加1∶100兔抗人Ð因子相关抗原抗体,

于4℃湿盒内过夜,以PBS液作为阴性对照。PBS清

洗3次,每次5 m in,滴加二抗工作液,于37℃湿盒内

孵育30 m in, PBS清洗3次,每次5 m in。DAB 显色5

～ 8 m in,镜下观察至棕色时用蒸馏水终止显色。蒸

馏水洗2次,梯度酒精脱水,取出盖玻片用吹风机吹

干,用中性树胶封固于载玻片上。

2　结果

211　细胞生长情况　贴块法培养肉鸡PA EC,约在

培养 3～ 5 d 后肺动脉片周围开始有细胞游出 (图

1A ) ,培养5～ 8 d 后细胞生长达到一定密度 (图1B ) ,

此时将小动脉片取出,继续培养 6～ 10 d,形成细胞

单层。

胶原酶消化法培养肉鸡 PA EC, 刚消化下来的

细胞呈椭圆形, 6 h 后即开始贴壁。培养细胞约在接

种后4～ 5 d 长成单层。传代细胞每5～ 7 d 传代1次,
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传代次数越多,细胞生长越困难,本方法培养的肉鸡 PA EC 在体外可传5～ 6代。

图 1　A 1肺动脉片周围有细胞游出,倒置显微镜, 10×10; B 1肺动脉片周围细胞大量生长,倒置显微镜, 10×10; C1肉鸡
PA EC 呈短梭形或多角形,长成单层的细胞呈典型的铺路石样外观,倒置显微镜, 10×10; D 1肉鸡PA EC H E 染色,细

胞核椭圆形,呈深蓝色,胞浆呈淡红色,光镜, H E, 10×10

212　细胞形态观察　活细胞形态的观察:倒置显微

镜下观察肉鸡PA EC 呈短梭形或多角形,长成单层

的细胞呈典型的铺路石样外观 (图1C)。

H E 染色: 细胞呈短梭形或多角形,细胞核椭圆

形, 呈深蓝色, 轮廓清楚, 胞浆丰富呈淡红色 (图

1D )。

图 2　肉鸡PA EC 的鉴定, Ð因子相关抗原免疫组化染色

呈阳性,阳性细胞胞浆中出现棕黄色颗粒, 阳性率

在 90%以上, 10×40

213　免疫组化鉴定　Ð因子相关抗原免疫组化检
测可见培养细胞胞浆内有棕黄色颗粒 (图2) ,证实培

养的细胞为PA EC。经计数统计, PA EC 的阳性率在

90%以上。

3　讨论

　　大量的研究表明,血管内皮细胞不仅是覆盖于

血管内表面的屏障,也是一个重要的内分泌器官,它

能分泌多种血管活性物质,如一氧化氮 (NO )、前列

环素 (PG I2)、内皮素 (ET )等,从而参与多种血管相

关的生理和病理过程。因此,运用体外培养的血管内

皮细胞作为研究模型已成为近年来心血管疾病研究

领域的一个热点[ 627 ]。

大动物如牛和猪的血管内皮细胞培养主要采用

酶灌注消化法[ 324 ] ,而大鼠由于血管较小,多采用组

织贴块法[ 2 ]。家禽肺动脉较细,同时家禽PA EC 在体

外生长活力较差, 因此, 体外培养肉鸡 PA EC 在取

材、培养上有一定难度,不易成功。本研究以 1日龄

和20日龄肉鸡为取材对象,分别采用组织贴块法和

翻转血管胶原酶消化法,都能成功的培养出PA EC。

两者相比较,组织贴块法操作简便易行,适用于日龄

较小、血管比较细小的肉鸡,但细胞长成单层需要长

达2周左右的时间。胶原酶消化法操作上比较繁琐,

容易损伤血管壁,仅适用于大日龄、血管腔较大的肉
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鸡。胶原酶消化法所用的胶原酶价格昂贵,但能够在

短时间内获得大量的PA EC。

培养器皿表面的特殊处理是肉鸡PA EC 能够在

体外贴壁和增殖的关键因素。原代培养的肉鸡

PA EC 在玻璃器皿内能够贴壁生长,但明显的表现

出生长不良。传代的PA EC 在未经特殊处理的玻璃

器皿内几乎不贴壁生长。培养血管内皮细胞常用的

基质有纤维连接蛋白 (Fn) , 鼠尾胶原和商品明胶

等[ 8 ] ,本试验中使用 1%明胶作为包被液,能够使肉

鸡PA EC 良好的贴壁生长。

消化法培养肉鸡PA EC 时,酶的选择和消化时

间至关重要。常用的胰蛋白酶很难将PA EC 消化下

来,而且对细胞有一定的毒性作用,消化下来的细胞

也难以贴壁成活。胶原酶则很容易将PA EC 消化下

来。胶原酶的消化时间应控制在 30 m in 以内,时间

太长容易将结缔组织和中层的平滑肌细胞消化下

来,影响内皮细胞的纯度。

肉鸡PA EC 传代培养显示,原代细胞传至 5～ 6

代即开始衰退,因此利用肉鸡PA EC 为材料进行相

关的研究时,应选择5代以内的细胞为宜。

血管内皮细胞来源于间充质,在体外培养可呈

成纤维细胞型,因此要与来自血管壁的平滑肌及成

纤维细胞相区别。首先可从形态学上初步鉴别,

PA EC 呈短梭形或多角形,单层生长,长满的细胞呈

典型的铺路石样。成纤维细胞呈长梭形,而血管平滑

肌细胞可重叠生长,长满的细胞形成“峰2谷”样的典
型外观。血管内皮细胞的特异鉴定有2种方法,一是

透射电子显微镜下可见W eibel2Palade 小体 (W 2P

小体) ,二是内皮细胞含有凝血Ð因子相关抗原[ 8 ]。

W 2P 小体在电镜下不易找到,而且有的动物血管内

皮细胞没有W 2P 小体, 因此电镜检查结果并不确

实。Ð因子相关抗原只存在于血管内皮细胞,巨核细

胞及血小板中,因此Ð因子相关抗原的存在是血管
内皮细胞最可靠的标志,已成为鉴定血管内皮细胞

的公认标准。本研究通过免疫组织化学鉴定及形态

学观察,证明所培养的细胞为PA EC,这为进一步深

入研究肉鸡肺动脉高压综合征及家禽的其他心血管

疾病提供了更为广泛的研究手段。
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