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摘要 : 采用组织贴块法培养肉鸡肺动脉内皮细胞 ( PAEC) , 并依据细胞形态学特点和凝血因子Ⅷ相关抗原免疫组化染色

结果对所培养的细胞进行鉴定。以黄嘌呤 /黄嘌呤氧化酶 (X /XO ) 系统作为氧自由基发生系统建立 PAEC氧化损伤模

型。结果表明 : 肉鸡 PAEC在体外能够存活并传 5～6代。形态学观察和Ⅷ因子抗原免疫组化染色检查证明培养的细胞符

合肺动脉内皮细胞的特点。氧自由基能够明显损伤 PAEC, X /XO系统作用下细胞生长被抑制 , 甚至导致细胞死亡 , 并且

这种抑制作用对 XO有剂量依赖性。与正常对照组相比 , 损伤组 PAEC培养液中脂质过氧化产物丙二醛 (MDA ) 含量升

高 , 提示氧自由基促进了 PAEC的脂质过氧化。这说明氧自由基对肉鸡肺动脉内皮细胞具有损伤作用 , 可能在肉鸡肺动

脉高压综合征的发病过程中起重要作用。
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Lip id pe roxida tic injury of the cultured pulmona ry a rte ry
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Ab s tra c t: Pulmonary artery endothelial cells ( PAEC) of broiler were isolated by the method of tissue exp lantation. Identifications

of the cultured cells were performed with the morphological feature and immunocytochem ical stain using specific antiserum against

factorⅧ related antigen. Xanthine /xanthine oxidase (X /XO ) served as the oxygen free radical (OFR ) generating system. In

vitro model of oxidative injury of PAEC was established based on the X /XO system. The results showed that PAEC could survive in

vitro and subculture for 5 - 6 generations. Morphological and immunocytochem ical observations of cultured cells demonstrated spe2
cific characteristics of endothelial cells. PAECs were severely damaged by OFR. The viability of cells was inhibited by X /XO sys2
tem , and dose2dependent decrease in cell viability was found with increasing XO dosages. Some cells even died. The concentration

of malondialdehyde (MDA, a p roduct of lip id peroxidation) was increased in the culture media treated with X /XO system, sug2
gesting that OFR p romoted the lip id peroxidation of PAEC. These results suggest that OFR m ight have an injury effect on the endo2
thelium of pulmonary artery in broiler and may p lay an important role in the mechanism of pulmonary hypertension syndrome.
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肺动脉内皮细胞 ( PAEC) 是存在于肺动脉内膜的单层细胞 , 通过释放血管舒张因子和血管收缩因

子 , 如一氧化氮、内皮素和血管紧张素等 , 而具有多种血管活性作用。近年来的研究表明 , 血管内皮细

胞的损伤可导致多种心血管疾病的发生 , 如动脉粥样硬化、糖尿病、高血压和肺动脉高压等。血管内皮

细胞受损的原因很多 , 其中氧自由基损伤是目前研究的热点之一。对肉鸡的研究发现 , 氧自由基和脂质

过氧化损伤在肉鸡肺动脉高压综合征 (pulmonary hypertension syndrome, PHS) 的发病过程中起着重要

的作用 [ 1 - 3 ]。Pan等 [ 1 ]发现 , PHS肉鸡血浆中过氧化脂质含量升高 , 说明脂质过氧化作用参与了肉鸡

PHS的病理过程 ; 何诚等 [ 4 ]通过电镜检查发现 PHS患鸡肺动脉内皮细胞发生了明显的损伤。那么 , 肺

动脉高压肉鸡肺动脉内皮细胞损伤与脂质过氧化作用的关系究竟如何 ? 在人类医学上 , 已经利用哺乳动
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物体外细胞培养的手段对过氧化应激和肺动脉内皮细胞损伤两者的关系进行了大量的研究 [ 5 ] , 但从比

较医学的角度对家禽进行的研究至今尚未见报道。另外 , 血管内皮细胞培养是目前心血管疾病研究中常用

的研究手段 , 人类和多种动物肺动脉内皮细胞的体外培养方法都已建立 , 但家禽肺动脉内皮细胞的体外培

养至今仍未见报道。本研究拟建立一种可靠的肉鸡 PAEC体外培养方法 , 并建立一套氧自由基损伤体外培

养肉鸡 PAEC的模型 , 从细胞形态和增殖方面探讨氧自由基和脂质过氧化对肉鸡肺动脉内皮细胞的作用。

1　材料与方法

111　主要材料

1日龄 AA肉鸡 , M - 199培养基 ( GIBCO BRL) , 新生牛血清 (杭州四季青公司 ) , L -谷氨酰胺、

明胶、胰蛋白酶 (1∶250)、噻唑蓝均为 AMRESCO公司产品 , 兔抗因子 Ⅷ相关抗原抗体购自北京中杉

金桥公司 , SABC免疫组化试剂盒购自武汉博士德公司 , 黄嘌呤、黄嘌呤氧化酶均为 Sigma公司产品 ,

丙二醛 (MDA) 含量检测试剂盒购自南京建成生物技术公司。

112　肉鸡 PAEC的培养和鉴定

11211　PAEC的原代培养　取 1日龄健康 AA肉鸡 , 无菌取出肺动脉 , 放在盛有 D2Hanks液的培养皿

中 , 分离血管外膜的脂肪和结缔组织 , 用 D2Hanks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 10 g·L - 1明胶液预包被的 25 mL培养瓶中 , 各块间距离 015 cm左右。加盖置 37 ℃、

饱和湿度的二氧化碳培养箱 1～2 h, 使之贴牢 ; 加入含 20 %小牛血清的 M - 199培养基 2 mL, 于 37 ℃

5%二氧化碳培养箱中培养 , 2～3 d换 1次液。约 3～5 d后肺动脉片周围有细胞长出。培养 5～8 d后细

胞生长达到一定密度时 , 将小动脉片取出 , 继续培养 6～10 d, 直至形成细胞单层。

11212　PAEC的传代　原代培养的 PAEC长成单层时 , 以 015 g·L - 1胰蛋白酶和 012 g·L - 1 EDTA液室

温下进行消化。传代培养用含 10%小牛血清的M - 199培养基 , 一般 1瓶传 2瓶 , 继续置 37 ℃、5 %二

氧化碳培养箱中培养。至细胞长满后按上述方法依次传代 , 每 5～7 d传代 1次。

11213　PAEC的鉴定　在倒置显微镜下观察肉鸡原代和传代 PAEC的形态。用凝血因子Ⅷ相关抗原免疫

组化染色的方法对培养的细胞进行鉴定 , 免疫组化染色步骤按照试剂盒操作说明进行。

113　氧化损伤模型建立及试验分组

取生长良好的第 3～4代 PAEC以 2 ×104 mL - 1的密度接种于 96孔细胞培养板中 , 培养 48 h后 , 将

原培养基吸出 , 加入新培养基和不同浓度 X /XO。按 Ram等 [ 6 ]的方法建立细胞氧化损伤模型。将细胞

分为正常对照组和 3个损伤组 , 每组 12孔。各组处理如下 : 对照组仅加入培养基 200μL, 损伤组在培

养基中加入剂量相同的黄嘌呤 ( xanthine, X) 和不同剂量的黄嘌呤氧化酶 ( xanthine oxidase, XO ) , 使

X终浓度为 10μmol·L
- 1

, XO终浓度分别为 011、012和 013 IU·mL
- 1

, 各组终体积均为 200μL。

114　氧自由基对肉鸡 PAEC损伤的形态学观察及 PAEC存活和增殖能力的测定

X /XO系统分别作用 PAEC 1、12和 24 h, 在倒置显微镜下观察细胞的形态并摄像记录。用 MTT比

色法测定细胞的存活和增殖能力 [ 7 ]。X /XO系统作用 PAEC 24 h, 每孔加入 5 mg·mL
- 1的 MTT 20μL,

继续孵育 6 h; 吸出孔内培养液后每孔加入 150μL二甲基亚砜 (DMSO ) , 室温下振荡 10 m in, 用酶标

仪检测各孔 A570值 (λ= 570 nm) , 以 A570值代表细胞存活和增殖活力。

115　丙二醛 (MDA ) 含量的测定

X /XO系统作用 PAEC 24 h后吸出培养基 , 冷冻保存。采用丙二醛检测试剂盒测定细胞上清液内的

MDA含量 , 测定方法为硫代巴比妥酸法。

116　数据处理

用单因素方差分析法对数据进行统计分析 , 按邓肯氏多重比较法进行各组数据间的差异显著性比较。

2　结果与分析

211　肉鸡 PAEC的形态学和因子Ⅷ相关抗原免疫组化鉴定

　　倒置显微镜下观察肉鸡 PAEC呈短梭形或多角形 , 单层生长 , 长成单层的细胞呈典型的铺路石样外
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观 (图 1) , 符合血管内皮细胞的特征。因子Ⅷ相关抗原免疫组化染色可见培养细胞的胞浆内有棕黄色

颗粒 (图 2) , 证实培养的细胞为 PAEC, PAEC的阳性率在 90 %以上。

图 1　肉鸡 PAEC形态学鉴定 ( ×100 )

F ig11　Mo rp ho lo g ica l iden tifica tio n o f b ro ile r PAEC

图 2　肉鸡 PAEC的免疫组化鉴定 ( ×400 )

F ig12　 Imm uno h is to chem ica l iden tifica tio n o f b ro ile r PAEC

212　氧自由基对肉鸡 PAEC损伤的形态学观察

与图 1正常 PAEC相比 , X /XO系统作用 1 h, PAEC细胞出现收缩 , 细胞间隙明显增大。其中 013

IU·mL
- 1

XO组变化最明显。12 h后胞浆内出现低折光率颗粒和空泡样物质。随着 XO浓度的增加 ,

PAEC受损伤的程度逐渐加剧。24 h后 , 011 IU·mL - 1和 012 IU·mL - 1 XO组可见培养板底部分区域细

胞从培养板脱落死亡 (图 3 - A , 图 3 - B ) , 而 013 IU·mL - 1 XO组大部分细胞变圆脱落 (图 3 - C)。

图 3　氧自由基对肉鸡 PAEC损伤的形态学观察 (X /XO系统作用 24 h, ×100 )

F ig13　Mo rp ho lo g ica l o b se rving o f the in ju ry e ffe c t o f O FR o n b ro ile r PAEC , 24 h a fte r the a c tio n o f X /XO sys tem

A: 10μmol·L - 1 X + 011 IU·mL - 1 XO; B. 10μmol·L - 1 X + 012 IU·mL - 1 XO; C. 10μmol·L - 1 X + 013 IU·mL - 1 XO

213　不同浓度 X /XO对 PAEC生长的影响

各试验组细胞孔 A570值均低于对照组 , 差异显著 , 其中以 013 IU·mL
- 1

XO组降低最显著。随着

XO浓度的增加 , A570值的降低对 XO呈剂量依赖性 (图 4 - A )。

214　不同浓度 X /XO对肉鸡 PAEC产生脂质过氧化物的影响

由图 4 - B可见 , 培养液中加入 X /XO后 , 细胞的脂质过氧化作用增强 , 培养液中 MDA含量升高 ,

各试验组均显著高于对照组 , 且 MDA含量的升高与 XO呈剂量依赖性。

图 4　不同浓度 X /XO对肉鸡 PAEC生长活力 (A) 及产生脂质过氧化物 (B ) 的影响
F ig14　Effec t o f d iffe ren t co ncen tra tio n s o f X /XO o n the g row th a c tivity (A) a nd MDA co n ten t (B ) o f b ro ile r PAEC

不同小写字母表示差异显著 ( P < 0105)。The different small letters show significant difference at 0105 level.
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3　讨论

311　肉鸡 PAEC体外培养方法的建立

本研究采用组织贴块法首次培养出原代肉鸡 PAEC, 并成功进行了传代。形态学观察和凝血因子Ⅷ

相关抗原免疫组化染色鉴定表明所培养的细胞是肺动脉内皮细胞 , 且纯度较高。这一方法的建立为进一

步研究肉鸡 PHS和其他心血管疾病提供了有效的研究手段。

312　黄嘌呤氧化酶自由基发生系统

黄嘌呤氧化酶是体内常见的能产生自由基的酶 , 主要存在于血管内皮细胞内 , 它可催化次黄嘌呤及

黄嘌呤分别氧化成黄嘌呤和尿酸 , 并产生活性氧自由基 , 所以选择 X /XO系统作为肉鸡 PAEC氧化损伤

的模型是有代表性的。除了 X /XO系统外 , 常用的体外产生氧自由基的模型还有 : 次黄嘌呤 /黄嘌呤氧

化酶模型 [ 8 ]、过氧化氢 (H2 O2 ) 模型 [ 6 ]、氢过氧化枯烯模型 [ 9 ]和电解模型 [ 10 ]等。

313　氧自由基对肉鸡 PAEC的损伤作用及机制

本试验显示 , X /XO系统作用肉鸡 PAEC后 , 能够改变细胞的正常形态 , 抑制细胞生长 , 并且这种

抑制作用对 XO有剂量依赖性 , XO浓度越高 , 对细胞生长的抑制作用越明显。高剂量的 X /XO可导致

培养细胞的明显死亡。本研究结果证实 X /XO系统产生的氧自由基对肉鸡 PAEC具有损伤作用 , 这一结

果与 Gup ta等 [ 5 ]报道的氧自由基对哺乳动物肺动脉内皮细胞的损伤效应一致。Gup ta等 [ 5 ]用 100～500

μmol·L - 1的 H2O2处理体外培养的猪 PAEC, 并检测乳酸脱氢酶的释放量以评估细胞氧化损伤程度 , 结

果发现 H2 O2呈剂量依赖性地引起猪 PAEC的细胞毒作用。

目前的研究表明 , 自由基对机体组织的生物学作用主要与生物膜的脂质过氧化有关。本试验中 , 不

同浓度 X /XO作用肉鸡 PAEC 24 h后 , 细胞培养液内脂质过氧化的代谢终产物 MDA的含量呈剂量依赖

性的升高 , 这说明 X /XO系统产生的氧自由基诱发了肉鸡 PAEC的脂质过氧化。这一试验结果进一步支

持了先前的发现 , 前期在肉鸡体内进行的研究中 , 发现 PHS发病过程中氧自由基和脂质过氧化产物含

量明显升高 [ 1 ]
, 并且出现了肺动脉内皮的损伤 [ 4 ]。

本研究结果表明 , 外源性的氧自由基可损伤体外培养的肉鸡肺动脉内皮细胞 , 这一作用主要通过细

胞的脂质过氧化途径实现。这一结果从细胞学的角度肯定了自由基理论在肉鸡 PHS发病过程中的作用 ,

为进一步研究肉鸡肺动脉高压的发病机制和防治方法提供了理论根据。
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