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要!目的
!

探讨培养大鼠内皮祖细胞的最佳适宜条件%方法
!

通过密度梯度离心法分离培养来源于大鼠骨髓及脾脏的

单核细胞"观察在不同条件下(

?

T

值$二氧化碳!

OV

1

#浓度$血清浓度$取材大鼠月龄$内皮祖细胞来源)培养内皮祖细胞的成功

率%结果
!?

T$)

两组内皮祖细胞培养的成功率明显高于
?

T$)!

组!

!

$

")"3

#"

3)3@ OV

1

浓度组内皮祖细胞培养的成功率明

显高于
3)"@OV

1

浓度组!

!

$

")"3

#"

(

月龄组内皮祖细胞培养的成功率明显高于
1

月龄组!

!

$

")"3

#"血清浓度及内皮组细胞来

源对细胞培养的成功率无明显影响!

!

%

")"3

#%结论
!

大鼠内皮祖细胞适宜在
?

T$)1

的
_G=G/X

培养液及培养箱
OV

1

浓度

为
3)3@

的环境下生长"且年幼的大鼠取材培养的成功率高%

关键词!细胞培养技术*内皮祖细胞*成功率
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内皮祖细胞是内皮细胞的前体细胞"在
(**$

年被
2-797

等(

(

)首次发现"它能在各种细胞因子的诱导下"从骨髓及外周

血动员"归巢到心肌缺血部位及损伤血管局部"分化为内皮细

胞"促进新生血管的形成及损伤血管的再内皮化(

(/#

)

%此外"研

究还发现"外周血内皮祖细胞的数量是心血管疾病的发病率!

病死率以及动脉粥样硬化疾病进展独立的预测因素(

!/3

)

%目

前"内皮祖细胞已被认为是心血管系统的成员"它与心血管疾

病密切相关"有广泛的临床应用前景(

+

)

%但由于内皮祖细胞的

许多生理特征及影响其功能的机制仍不清楚"限制其临床应用

的进展%这就需要大量的细胞实验来探讨其生理学特性%但

在内皮祖细胞培养的实验中"至今没有一个统一的模式"什么

培养条件最适合内皮祖细胞生长"目前未见这方面的报道%在

作者的前期实验中发现"内皮祖细胞与其他细胞"例如平滑肌

细胞!肿瘤细胞等相比"培养的成功率不高%究其原因是没有

掌握好最佳的培养条件%因此在本实验中"给予不同的处理条

件"摸索最适合内皮祖细胞生长的培养环境"提高培养的成

功率%

!

!

材料与方法

!)!

!

试剂
!

_G=G/X

培养基购自
W'<'8&

公司"优质胎牛血清

购自
T

B

8:&.4

公司"大鼠淋巴细胞分裂液购自中国医学科学院

生物医学工程研究所%

!)"

!

实验动物
!

雄性
E_

大鼠"月龄
(

!

1

月"体质量
(3"

!

1""

D

"由第三军医大学实验动物中心提供%

!)#

!

实验方法

!)#)!

!

大鼠骨髓源内皮祖细胞的分离培养
!

*

(

+采用颈椎脱

臼法处死雄性
E_

大鼠"聚维酮碘消毒"无菌条件下取大鼠双

侧后肢*股骨!胫骨+"用
")"(A&:

'

X

磷酸二氢盐缓冲液*

?

9&-/

?

9754<;CC46-7:'.4

"

MZE

+冲洗骨髓腔"直到冲洗液清亮为止%

*

1

+

(""

!

1""

目筛网过滤%*

#

+用大鼠淋巴细胞分离液通过密

度梯度离心法分离单个核细胞%*

!

+用
")"(A&:

'

XMZE

液洗

涤分离出的单核细胞
#

次"以除去淋巴细胞分裂液%*

3

+按
!h

("

+

'

AX

密度接种在培养瓶中"加入含青霉素
(""

(

'

AX

!链霉

素
(""

(

D

'

AX

的
_G=G/X

培养液*根据需要添加
("@

!

1"@

胎牛血清"同时将
?

T

分别调为
$)1

及
$)!

+%根据需要置于

(*1#

重庆医学
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年
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月第
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卷第
#1

期
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基金项目!国家自然科学基金资助项目*
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3@

或
3)3@

二氧化碳*

OV

1

+!饱和湿度!

#$f

培养箱中培养%

培养
!09

后换液%以细胞贴壁生长判断为培养成功"成功率

i

培养成功次数'培养总次数%

!)#)"

!

大鼠脾源内皮祖细胞的分离培养
!

采用颈椎脱臼法处

死雄性
E_

大鼠"聚维酮碘消毒"无菌条件下取大鼠脾脏"用眼

科剪将其剪成碎块%之后用
(""

!

1""

目筛网过滤"以后步骤

同骨髓源内皮祖细胞的分离培养步骤%

!)E

!

实验分组
!

*

(

+根据
_G=G/X

培养液
?

T

值分为&

?

T

$)!

组及
?

T$)

两组"其他培养条件分别为
1"@

胎牛血清!培

养箱
OV

1

浓度为
3@

!取材于
1

月龄
E_

大鼠脾脏%*

1

+根据

培养箱
OV

1

浓度分为
3@ OV

1

浓度组及
3)3@ OV

1

浓度组"

其他培养条件分别为
1"@

胎牛血清!

?

T$)!

!取材于
1

月龄

E_

大鼠脾脏%*

#

+根据
_G=G/X

培养液血清浓度分为
("@

胎牛血清组及
1"@

胎牛血清组"其他培养条件分别为

?

T$)!

!培养箱
OV

1

浓度为
3@

!取材于
1

月龄
E_

大鼠脾脏%

*

!

+根据大鼠月龄分为
(

月龄组及
1

月龄组"其他培养条件分

别为
?

T$)!

!培养箱
OV

1

浓度为
3@

!

1"@

胎牛血清"取材于

脾脏%*

3

+根据内皮祖细胞来源分为骨髓源组!脾源组!骨髓加

脾源组"其他培养条件分别为
?

T$)!

!培养箱
OV

1

浓度为

3@

!

1"@

胎牛血清"

1

月龄
E_

大鼠%

!)F

!

统计学处理
!

采用
EMEE(")"

进行统计学分析"多组间

进行单因素的方差分析"计量资料以
GdA

表示"组间两两比较

用
];[4

B

\-

方法进行"两个配对样本用配对
9

检验"以
!

$

")"3

为差异有统计学意义%

"

!

结
!!

果

")!

!

内皮祖细胞的形态特征
!

刚贴壁的内皮祖细胞呈圆形!

短梭形"随着时间延长呈长梭形!多边形"典型的呈克隆样生

长"见封
#

图
(

%

")"

!

培养液
?

T

值对培养内皮祖细胞成功率的影响
!?

T$)1

组培养成功率为*

*")""d3)$"

+

@

"

?

T$)!

组培养成功率为

*

(+)+$d#)##

+

@

"前者明显高于后者*

!

$

")"3

+"见图
1

%

!!

(

&

?

T$)

两组-

1

&

?

T$)!

组%

)

&

!

$

")"3

"与
?

T$)

两组相比%

图
1

!!

培养液
?

T

值对培养内皮祖细胞成功率的

影响#

'i#

$

")#

!

OV

1

浓度对内皮祖细胞培养成功率的影响
!

3@ OV

1

浓

度组培养成功率为*

$1)+$d()!3

+

@

"

3)3@ OV

1

浓度组培养

成功率为*

*")##d()!3

+

@

"前者明显低于后者*

!

$

")"3

+"见

图
#

%

")E

!

培养液血清浓度对内皮祖细胞培养成功率的影响
!

("@

胎牛血清组培养成功率为*

0+)+$d#)##

+

@

"

1"@

胎牛血清组

培养成功率为*

*1)##d()!3

+

@

"二者比较差异无统计学意义

*

!

%

")"3

+%

")F

!

取材大鼠的月龄对内皮祖细胞培养成功率的影响
!

(

月

龄组培养成功率为*

*#)##d#)##

+

@

"

1

月龄组培养成功率为

*

+#)##d#)##

+

@

"前者明显高于后者*

!

$

")"3

+"见图
!

%

!!

(

&

3@ OV

1

浓度组-

1

&

3)3@ OV

1

浓度组%

)

&

!

$

")"3

"与
3)3@

OV

1

浓度组相比%

图
#

!!

OV

1

浓度对内皮祖细胞培养成功率的影响#

'i#

$

!!

(

&

(

月龄组-

1

&

1

月龄组%

)

&

!

$

")"3

"与
(

月龄组相比%

图
!

!!

取材大鼠的月龄对内皮祖细胞培养成功率的

影响#

'i#

$

")G

!

取材来源对内皮祖细胞培养成功率的影响
!

骨髓源组培

养成功率*

*")+$d1)##

+

@

!脾源组为*

0*)+$d#)$(

+

@

!骨髓

加脾源组为*

*")##d1)$1

+

@

"

#

组之间比较差异无统计学意

义*

!

%

")"3

+%

#

!

讨
!!

论

内皮祖细胞培养的方法很多"常用的有免疫磁珠分选法"

此种方法培养的内皮祖细胞纯度较高"但价格昂贵"且对内皮

祖细胞有一定的损伤"不适宜做大量的实验(

$

)

%另一种比较经

济又方便的方法便是密度梯度离心法"此种方法培养内皮祖细

胞成本低"比较方便"受到广泛的应用(

0

)

%本实验采用此种方

法比较合理%成功培养内皮祖细胞的培养液有多种"如
G(**

培养 基(

*

)

!

=WG1

培 养 基 及
_G=G/X

培 养 基(

0

"

("/((

)

"而

_G=G/X

培养基相对便宜"因此作者选择
_G=G/X

培养基用

于本实验"至于几种培养基培养成功率孰优孰劣"需要进一步

研究%

体外细胞的培养除要求满足营养的需要外"培养环境还必

须具备细胞生存的适宜条件"包括温度!

?

T

值等"

OV

1

为细胞

生长所需要"并与维持培养基的
?

T

值有关"各种细胞对
?

T

的要求不尽相同"大多数细胞适宜在
?

T$)1

!

$)!

条件下生

长(

(1

)

%内皮祖细胞培养通常是在
3@ OV

1

浓度培养箱中培

养(

0

)

%为了探讨内皮祖细胞培养最适合的
?

T

值和
OV

1

浓度"

作者在不同的
?

T

值和
OV

1

浓度下培养内皮祖细胞"结果发

现在培养液
?

T$)1

及培养箱
OV

1

浓度在
3)3@

时"内皮祖细

胞的贴壁成功率增高"由此说明内皮祖细胞适宜在
?

T$)1

及

1*1#

重庆医学
1"((

年
((

月第
!"

卷第
#1

期



培养箱
OV

1

浓度在
3)3@

的条件中生长%文献报道用含
1"@

胎牛血清的
_G=G/X

培养基可以成功分离培养内皮祖细

胞(

(#

)

%作者在实验中发现"用
1"@

胎牛血清的
_G=G/X

培养

基培养内皮祖细胞成本增高"为了了解能否用低浓度的血清培

养内皮祖细胞"作者用含
("@

胎牛血清的
_G=G/X

培养基培

养内皮祖细胞"结果发现培养贴壁成功率与
1"@

胎牛血清的

_G=G/X

培养基组明显"这与
U'7.

D

;&

等(

(!

)的研究一致%因

此认为用含
("@

的胎牛血清的
_G=G/X

培养基既适合内皮

祖细胞生长"又节约实验费用%培养内皮祖细胞常用的实验动

物有猪!兔及大鼠"用大鼠作实验动物经济方便"常用幼年大鼠

(

!

1

月龄"为了明确大鼠年龄与培养内皮祖细胞成功率有无

关系"作者分别观察了
(

月龄组及
1

月龄组内皮祖细胞培养的

成功率"结果发现
(

月龄组大鼠成功率高于
1

月龄组"考虑这

可能与年龄越小造血组织的活力越强"贴壁生长的成功率就越

高有关%内皮祖细胞的取材来源多样"比如脐带血!外周血!肝

脏!骨髓!脾脏等(

(3/($

)

"脐带血来源有限"外周血内皮祖细胞数

量少"难满足实验要求"而大鼠骨髓!脾脏来源经济"内皮祖细

胞的增殖分化能力强"能满足实验要求"为了评价来源于骨髓

及脾的内皮祖细胞的贴壁成功率"作者分别培养来源于大鼠骨

髓!脾脏及骨髓加脾脏的内皮祖细胞"结果发现单独来源于骨

髓或脾脏以及二者混合培养的内皮祖细胞的成功率无明显差

异%这为作者培养大鼠骨髓及脾来源的内皮祖细胞提供参考%

当然影响培养内皮祖细胞成功的原因还很多"比如细胞接种密

度(

(!

)

!不同的培养基!生长因子!细菌污染!操作过程中的动作

粗暴!取材标本放置时间的长短等"需要在实验过程中严格的

无菌观念及不断摸索最适宜内皮祖细胞培养成功的条件"以提

高培养成功率"加快实验进程%

总之"本实验结果明确了培养大鼠骨髓及脾来源的内皮祖

细胞在
?

T$)1

的
_G=G/X

培养液!

3)3@ OV

1

浓度的培养箱

中培养成功率高"同时取材大鼠的年龄越小培养成功率越高"

为经济!高效的大鼠内皮祖细胞培养提供参考%
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