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［摘　要］目的：建立一种可行的原代血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣ）培养方法。方法：严格无菌操作环境下取大鼠
胸主动脉及腹主动脉中层组织，通过组织块贴壁法进行原代培养，胰酶消化法进行传代，应用倒置相差显微镜对

不同培养时间的细胞进行形态学观察，使用免疫荧光法对培养细胞进行鉴定。结果：原代培养第４～６天时，组
织块周围开始有长梭形细胞爬出；第７～９天时，细胞爬出较少的呈网状生长，组织块周围细胞爬出较多的呈漩
涡状生长，致密排列呈束状；第１０～１４天时，细胞呈典型的“峰—谷”样结构，相互融合达８０％，此时传代细胞生
长速度增快，细胞变大，折光性减弱，免疫荧光染色鉴定可见 ＶＳＭＣ特异性的 α－平滑肌肌动蛋白（αＳＭａｃｔｉｎ）
表达，表达的阳性细胞在９５％以上。结论：成功建立一种可行的原代ＶＳＭＣ培养方法。
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　　目前，心血管疾病已成为我国城乡居民总死亡
原因之首，这类疾病发病的病理生理基础为血管损

伤及损伤后的修复不良，主要有冠心病和高血压，

但其发病机制至今仍不清楚［１］。血管平滑肌细胞

（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ，ＶＳＭＣ）是血管壁的主
要细胞之一，位于血管壁的中层，有收缩型和分泌

型２种；正常状态时，以收缩型为主，主要维持血管
的紧张度；当发生动脉硬化时，ＶＳＭＣ分泌大量的
因子，使其从收缩型转变为分泌型，而加重了动脉

硬化的进程［２］。此外，ＶＳＭＣ的过度增殖与冠状动
脉介入术后再狭窄和动脉粥样硬化有紧密的联

系［３］。因此，研究 ＶＳＭＣ的生物学行为及其机制
对研究此类心血管疾病至关重要，而建立一种培养

ＶＳＭＣ的方法成为该研究的关键。本研究在传统
的组织块贴壁法的基础上进行改进，对大鼠胸主动

脉ＶＳＭＣ进行原代培养，并用免疫荧光法培养的原
代细胞进行鉴定，成功获得了生长状态良好、纯度

较高的ＶＳＭＣ，报告如下。

１　材料与方法

１．１　动物与试剂
雄性ＳＤ大鼠，体质量１５０ｇ，购于贵阳医学院

动物中心［合格证号ｓｃｘｋ（黔）２００２－０００１］。主要
试剂有高糖ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清、０２５％胰蛋
白酶（ｇｉｂｃｏ公司，美国），小鼠抗大鼠 α平滑肌肌
动蛋白（αＳＭａｃｔｉｎ）单克隆抗体（武汉博士德生物
工程有限公司），ＦＩＴＣ标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ二抗
（北京中杉金桥公司），ＤＡＰＩ、封闭血清及 ＴｒｉｔｏｎＸ
１００（索莱宝公司）。
１．２　方法
１．２．１　取材　取２只 ＳＤ大鼠，麻醉后将其颈椎
脱臼处死，动物固定、消毒后，暴露胸，腹、主动脉，

沿脊柱剪取腹、主动脉到主动脉弓的一段血管，立

即放入预冷的盛有ＰＢＳ缓冲液的无菌离心管中。
１．２．２　细胞培养　将动脉血管转入盛有 ＰＢＳ的
培养皿，去除血管外的血凝块及脂肪组织，剪开血

管轻轻刮除血管内膜以除去内皮细胞，使用眼科弯

镊以压、推血管中膜与外膜完全分离。夹取坚韧的

中膜用 ＰＢＳ漂洗３次后，放入灭菌的青霉素小瓶
中，同时加入血清 １ｍＬ，将中膜剪成约 １ｍｍ×
１ｍｍ×１ｍｍ的组织块，将组织连同血清移入培养
瓶中，待血清浸润整个瓶底后吸除剩余血清，将组

织块均匀平铺于培养瓶中；加入含 ２０％血清的
ＤＭＥＭ培养基３～５ｍＬ，放入３７℃ ５％ ＣＯ２培养
箱中，４～６ｈ后缓慢翻转培养瓶，使已贴附在瓶底
的培养瓶完全浸入培养基中静置培养４～５ｄ，待部
分组织块周围有细胞迁出即可换液，每３ｄ换液１
次，直至传代。

１．２．３　传代培养　培养至１０～１４ｄ时（细胞融合
达８０％）传代细胞，加入０２５％胰蛋白酶ＥＤＴＡ消
化液１ｍＬ，待细胞形状变圆，细胞间间隙变大时加
入含１０％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养液２ｍＬ终止消化，轻
轻吹打细胞使细胞脱壁。收集培养液体，１０００ｒ／
ｍｉｎ，离心 ５ｍｉｎ，弃上清液，用含 ２０％ ＦＢＳ的
ＤＭＥＭ培养液６ｍＬ重悬细胞，混匀细胞后接种于
２瓶新的２５ｃｍ２培养瓶中，平均每瓶３ｍＬ重悬液，
每３ｄ换液１次。
１．２．４　细胞冻存与复苏　细胞冻存：冻存前２４ｈ，
给细胞换新鲜培养液，使细胞处于对数生长期。细

胞密度为１×１０９～３×１０９／Ｌ，加入含０２５％胰蛋
白酶消化，加入含１０％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养液２ｍＬ
终止消化，收集培养液，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃
上清液体，按１∶９比例，分别加入ＤＭＳＯ１００μＬ，血
清９００μＬ重悬细胞，转移入冻存管，－８０℃冰箱
保存。细胞复苏：取出冻存细胞后立即在３７℃水
浴中迅速融化，完全溶解后移入离心管，加入含

１０％ ＦＢＳ的完全培养基 ３ｍＬ，１０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，弃上清液体，用含２０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养
液３ｍＬ重悬细胞，加入培养瓶后在培养箱中培养。
１２５　细胞鉴定　在倒置相差显微镜下观察细胞
的大小、形状、生长特质以及排列情况。选取状态

良好的细胞铺于激光共聚焦培养皿中，用４％多聚
甲醛固定后加山羊血清孵育、加一抗小鼠抗大鼠

αＳＭａｃｔｉｎ（稀释比例１∶１００）、加入ＦＩＴＣ标记山羊
抗小鼠ＩｇＧ二抗（稀释比例１∶１００）、加 ＤＡＰＩ工作
液、最后加入抗荧光猝灭剂，激光共聚焦照相。

２　结果

２１　ＶＳＭＣ体外培养生长情况
原代培养第 ４～６天时，少量组织块周围有

ＶＳＭＣ细胞爬出，大部分呈长梭形，小部分呈多角
形或不规则形（图１Ａ或１Ｂ）；第７～９天时，细胞
爬出较少的呈网状生长，组织块周围细胞爬出较

多，呈漩涡状生长，致密排列呈束状（图１Ｃ）；第１０
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～１４天时，细胞呈典型的“峰—谷”样结构，相互融
合达８０％，此时即可传代（图１Ｄ）；原代细胞生长

速度较慢、体积小及折光性强（图１Ｅ），而传代细胞
生长速度增快，细胞变大，折光性减弱（图１Ｆ）。

注：Ａ为原代培养第５天，Ｂ为原代培养第７天，Ｃ为原代培养第９天，Ｄ为原代培养第１２天，Ｅ为原代细胞，Ｆ为传代细胞

图１　原代及传代培养的ＶＳＭＣ细胞（１００×）
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｐｒｉｍａｒｙｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｎｄｐａｓｓａｇｅｃｅｌｌｓｏｆＶＳＭＣａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｕｎｄｅｒｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
２２　ＶＳＭＣ冻存后复苏

冻存的第３代ＶＳＭＣ复苏后０ｈ，大多数细胞
呈圆亮点形态悬浮于培养基，仅有数个细胞呈贴壁

状态（图２Ａ）；复苏后１５ｈ，已有一小部分细胞处

于贴壁状态，其形态呈圆饼状（图 ２Ｂ）；复苏后
１０ｈ，细胞绝大多数已贴壁生长，且已形成平滑肌
细胞故有长梭形形态（图２Ｃ）；复苏后７２ｈ，细胞已
完全贴壁，且融合生长至９０％（图２Ｄ）。

注：Ａ为复苏后０ｈ，Ｂ为复苏后１５ｈ，Ｃ为复苏后１０ｈ，Ｄ为复苏后７２ｈ

图２　复苏后的第３代ＶＳＭＣ（２００×）
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｒｅｖｉｖｅｄｔｈｉｒｄｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆＶＳＭＣ

２３　ＶＳＭＣ鉴定
αＳＭａｃｔｉｎ是ＶＳＭＣ的标志性分子，培养的第

３代ＶＳＭＣ经免疫荧光染色后，使用激光共聚焦观
察αＳＭａｃｔｉｎ沿纵轴呈肌丝状排列于细胞质内
（图３Ａ），细胞质发绿色荧光，细胞核蓝染，阳性细
胞率达９５％以上（图３Ｂ），表明所培养的原代细胞
纯度较高。

２４　培养过程中的细胞污染
当在原代细胞培养过程中，无菌观念不强或操

作不当，就会发生污染，本研究在原代细胞培养第

７天时出现了霉菌污染（图４）。
２５　原代细胞培养翻转培养瓶的时间

由于直接浸在培养基中的组织不容易让细胞

爬出，所以组织培养一定时间后需要将培养瓶翻

转，实验结果显示，２ｈ翻转培养瓶几乎没有细胞

爬出，４～６ｈ翻转均有细胞爬出，但此后翻转时间
越长，细胞爬出需要的时间越长，１２ｈ翻转瓶底，
尽管有细胞从组织中爬出，但细胞状态不好。因

此，４～６ｈ为最佳翻转培养瓶的时间。

３　讨论

ＶＳＭＣ是构成血管组织的重要细胞成分，其主
要作用为维持血管张力。ＶＳＭＣ的异常增殖和迁
移是动脉粥样硬化、冠状动脉介入术后血管再狭窄

及高血压等疾病的主要病理特征［３－４］。ＶＳＭＣ共
有２种表型：收缩型和分泌型。生理状态下，ＶＳＭＣ
表现为收缩型以维持正常的血管张力；病理情况

下，其转化为分泌型并具有更强大的增殖和迁移活

性［５－７］。同时高钙高磷可使ＶＳＭＣ转化为成骨样
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注：Ａ为ＦＩＴＣ标记的αＳＭａｃｔｉｎ，Ｂ为αＳＭａｃｔｉｎ在ＶＳＭＣ中的阳性率为９５％以上

图３　免疫荧光检测αＳＭａｃｔｉｎ在ＶＳＭＣ中的表达（６３０×）
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅαＳＭａｃｔｉｎｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＶＳＭＣｓｈｏｗｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ．

注：Ａ为丝状菌（霉菌）污染，菌体呈丝状；Ｂ肉眼可见培养瓶中有２处霉菌呈团蔟状生长

图４　原代细胞培养第７天时的霉菌污染（２００×）
Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｐｒｉｍａｒｙｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆＶＳＭＣｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｂｙｆｕｎｇｕｓｏｎｔｈｅ７ｔｈｄａｙｏｆｃｕｌｔｕｒｅ

细胞导致血管钙化［８］。因此，探讨 ＶＳＭＣ的生物
学行为及其调控机制成为业界专家学者的研究热

点，建立一种成熟的ＶＳＭＣ培养方法成为研究的必
备条件。ＶＳＭＣ的培养分原代和细胞株培养，而原
代培养又分为胰酶消化法和组织块培养法［９－１１］。

胰酶消化法虽有培养周期短的优点，但因其操作复

杂、酶消化时间较难掌控及组织块需要量大等缺点

而不被诸多研究者采用［１２－１４］。组织块培养法操作

简便、细胞产率高且细胞活性好等优点而被业界研

究者广泛应用［１５］。因此，本研究采用组织块培养

法。ＶＳＭＣ的组织块培养一般分２部分：一是动物
取材，二是细胞培养。动物取材严格在 ＳＰＦ及动

物实验室进行，所有器械均需高压灭菌，操作每一

环节则更换一套剪刀和弯镊，从而避免污染［１６］。

细胞培养部分则在细胞功能实验室的生物安全柜

中完成，且整个过程均在冰上操作。

本研究通过观察 ＶＳＭＣ体外培养生长情况、
ＶＳＭＣ冻存后的复苏情况及培养的第 ３代 ＶＳＭＣ
经免疫荧光染色鉴定，证实本研究在实验室成功建

立了一种可行的原代 ＶＳＭＣ培养方法。总结经验
如下：（１）由于 ＶＳＭＣ位于血管中膜，所以尽量去
掉内膜，外膜，因内膜由内皮细胞组成，相对 ＶＳＭＣ
不易爬出，仅仅使用弯镊轻轻来回３次刮除剪开的
血管即可；纵向剖开血管，利用中膜相对坚韧，而外
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膜较软似一滩泥的特点，固定血管一端，使用弯镊

轻压，推向血管另一端即可分离中膜与外膜；（２）
因原代培养最常见的细胞污染有细菌，支原体，霉

菌污染污染后有其各自特点［１７－２０］；本研究在原代

培养时多次出现过霉菌污染，按文献方法处理后第

２天霉菌仍有生长［１８］，本研究总结的更好方式是

立即丢掉细胞，并对细胞培养室和培养箱进行严格

的消毒杀菌处理；（３）通过尝试２～１２ｈ的翻转培
养瓶，发现４～６ｈ的时间段翻转培养瓶，可使细胞
迁出更快，细胞活性更好。本研究还发现，对培养

的原代ＶＳＭＣ传代之后的细胞冻存，因ＶＳＭＣ相对
脆弱，复苏后难以存活等特点，所以，冻存ＶＳＭＣ时
应严格按照冻存时间操作，并且不能使用掺杂有培

养基的胎牛血清作为冻存液。
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