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细胞直接接触对新生血管生成调控作用的研究*

余 杨,吴洪坤,罗永金,喻鹏凌,何 勇,陈 灏△

(中国科学院大学附属重庆医院/重庆市人民医院心血管外科 401121)

  [摘要] 目的 研究并探讨血管内皮细胞增殖、交联形成新生血管网的相关机制,以促进缺血性心脏病患

者的心肌再血管化。方法 体外分离原代小鼠内皮细胞、心肌细胞及心肌成纤维细胞,分别进行相应各组的三

维细胞培养,引入血管内皮生长因子,建立体外血管生成的三维模型并行免疫荧光染色检测,观察了解血管网

状结构的形成情况。结果 内皮细胞+血管内皮生长因子体外三维培养,内皮细胞增殖,且相互交联形成明显

的血管网状结构;内皮细胞独立体外三维培养,内皮细胞无明显增殖,血管网状结构不明显;内皮细胞+心肌细

胞和内皮细胞+心肌成纤维细胞分别体外三维共培养,其内皮细胞增殖、交联形成血管网状结构的情况与内皮

细胞+血管内皮生长因子组相似。结论 内皮细胞和周围细胞(包括成纤维细胞和心肌细胞)间的直接接触是

促血管生成的重要机制之一。
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  [Abstract] Objective To
 

study
 

the
 

related
 

mechanism
 

of
 

re-establishing
 

collateral
 

networks
 

by
 

vascular
 

endothelial
 

cell
 

proliferation
 

and
 

crosslinking,so
 

as
 

to
 

promote
 

the
 

myocardium's
 

revascularization
 

in
 

ischemic
 

heart
 

disease
 

patients.Methods Three-dimensional
 

cultures
 

of
 

endothelial
 

cells,cardiomyocytes
 

and
 

cardiac
 

fibroblasts
 

isolated
 

from
 

primary
 

mice
 

were
 

performed
 

in
 

vitro.Vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

was
 

intro-
duced

 

to
 

establish
 

a
 

three-dimensional
 

model
 

of
 

angiogenesis
 

in
 

vitro
 

and
 

detected
 

by
 

immunofluorescence
 

stai-
ning

 

to
 

observe
 

the
 

formation
 

of
 

vascular
 

reticular
 

structure.Results In
 

the
 

three-dimensional
 

culture
 

of
 

en-
dothelial

 

cells+vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor,there
 

was
 

obvious
 

cellular
 

proliferation
 

and
 

crosslinking
 

to
 

form
 

vascular
 

networks.In
 

the
 

endothelial
 

cells
 

alone
 

culture,there
 

was
 

no
 

obvious
 

cellular
 

proliferation
 

and
 

formation
 

of
 

vascular
 

network
 

structure.In
 

the
 

three-dimensional
 

co-culture
 

of
 

endothelial
 

cells+cardiomyo-
cytes

 

and
 

endothelial
 

cells+cardiac
 

fibroblasts,the
 

situation
 

of
 

cells
 

and
 

neovascularization
 

was
 

similar
 

to
 

the
 

endothelial
 

cells+vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

culture
 

group.Conclusion Direct
 

contact
 

between
 

endo-
thelial

 

cells
 

and
 

surrounding
 

cells
 

(including
 

cardiac
 

fibroblasts
 

and
 

cardiomyocytes)
 

is
 

one
 

of
 

the
 

important
 

mechanisms
 

of
 

angiogenesis.
[Key

 

words] endothelial
 

cells;cardiomyocytes;cardiac
 

fibroblasts;angiogenesis;three-dimensional
 

cul-
ture

  缺血性心脏病是目前全球范围内主要的致死性

疾病之一[1]。梗死心脏的功能性恢复主要依赖于侧

枝血管网的重建,以供给足够的含氧血液[2]。尽管缺

血早期的再灌注治疗(如外科手术、安装支架)明显降

低了致死率,但要恢复并维持心肌正常功能仍然依赖

于血管的再生,这也是促血管化治疗缺血性心脏疾病
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的主要策略和目标[3]。虽然血管生成和血管生成相

关因子已被广泛研究,但促血管生成机制及通路十分

复杂,仍未得到完全阐明[4]。故本研究拟建立有效的

体外三维细胞培养模型,探寻再血管化的具体调控机

制,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

(1)实验动物:6~8周龄雄性C57BL/6小鼠10
只及1~2

 

d新生雄性C57BL/6小鼠20只,由陆军军

医大学实验动物中心提供。(2)细胞:雄性C57BL/6
小鼠肺脏分离、纯化出的肺微血管内皮细胞及由其心

脏分离出的心肌细胞和心肌成纤维细胞。(3)主要试

剂:胰蛋白酶、DMEM/H 完全培养基、10%胎牛血清

购自美国Gibco公司;胶原酶Ⅱ购自美国 Worthing-
ton公司;多肽水凝胶购自上海翌圣公司;四甲基罗丹

明异硫氰酸酯(TMRITC)购自北京百灵威公司;山羊

抗兔IgG抗体购自美国Sigma公司;兔抗鼠特异性

CD31抗体购自美国BD公司。(4)主要仪器:荧光显

微镜(德国Leica公司)。

1.2 方法

1.2.1 原代细胞分离

6~8周雄性C57BL/6小鼠断髓法处死,暴露胸

腔,迅速取出肺脏并切碎,在JAVED等[5]实验的基础

上,采用酶消化及免疫磁珠分选法分离、纯化小鼠肺

微血管内皮细胞,保存备用。

1~2
 

d新生雄性C57BL/6小鼠断髓法处死,取心

脏,充分绞碎,室温下分别依次置于0.1%胰蛋白酶及

0.08%胶原酶Ⅱ中约7
 

h,彻底消化。吸出细胞悬液,于
细胞培养皿中静置约2

 

h,以便于非心肌细胞黏附贴

壁[6]。剩余细胞悬液(含心肌细胞)吸出保存备用。

1~2
 

d新生雄性C57BL/6小鼠断髓法处死,解
剖暴露心脏,将其取出,磷酸盐缓冲液(PBS,pH

 

7.4)
反复清洗后,剪成碎末,室温下于0.25%胰蛋白酶中

充分混匀、消化,并静置后吸出上清液,加入20%
 

DMEM/H完全培养基,终止胰蛋白酶反应,置于细胞

培养箱(37
 

℃,50%
 

CO2)孵育40
 

min。滤网过滤,弃
去未消化的组织碎粒,1

 

500
 

g超速离心机离心5
 

min,弃去上清液,加入适量PBS,反复吹打后,再次离

心,由此2~3次,最后将分离并富集的心肌成纤维细

胞加入培养基中孵育并保存备用[7]。

1.2.2 三维细胞培养

各类细胞按以下方式分组:内皮细胞+血管内皮

生长因子组、内皮细胞组、内皮细胞+心肌细胞组和

内皮细胞+心肌成纤维细胞组。
具体三维培养方法如下:各组细胞分别接种在置

于培养皿中的1%多肽水凝胶支架(多肽序列:
 

AcN-
RARADADARARADADA-CNH2)上[8]。内 皮 细

胞+血管内皮生长因子组及内皮细胞组内皮细胞接

种密度为1.4×106/cm2;内皮细胞+心肌细胞组及内

皮细胞+心肌成纤维细胞组两种细胞按1∶1接种,
各细胞接种密度均为0.7×106/cm2。将10%胎牛血

清加入接种于多肽水凝胶支架的各组细胞中(内皮细

胞+血管内皮生长因子组中胎牛血清含血管内皮生

长因子),置于细胞培养箱中孵育7
 

d,每2天更换1
次细胞培养基。

1.2.3 免疫荧光细胞染色

于细胞培养箱中取出上述4组经三维培养的细

胞培养皿,弃去剩余培养基,0.01
 

mmol/L
 

pH
 

7.4
 

的

PBS反复清洗3次,吸去残留液体。加入100%冷丙

醛37
 

℃下固定10
 

min,PBS洗3次,每次5
 

min。再

加入兔抗鼠特异性CD31抗体(1∶100),37
 

℃下作用

30
 

min,弃去残留一抗,PBS漂洗3次,每次5
 

min,最
后加入四甲基罗丹明异硫氰酸酯(tetramethylrho-
damine

 

isothiocyanate,TMRITC)标记的山羊抗兔

IgG抗体(1∶200),37
 

℃下作用30
 

min,弃去残留二

抗,PBS漂洗3次,每次5
 

min。滴加甘油缓冲液后,
直接于荧光显微镜下镜检,并摄片记录[9],呈红色荧

光为阳性表达。

2 结  果

  内皮细胞组内皮细胞和细胞间相互交联无明显

增生,无明显血管网状结构形成;内皮细胞+血管内

皮生长因子组、内皮细胞+心肌细胞组及内皮细胞+
心肌成纤维细胞组内皮细胞明显增生,细胞间相互交

联增多,形成了较多的血管网状结构,见图1。

  A:内皮细胞+血管内皮生长因子组;B:内皮细胞组;C:内皮细胞+心肌细胞组;D:内皮细胞+心肌成纤维细胞组。

图1  各组三维培养细胞的特异性CD31免疫荧光染色(×400)
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3 讨  论

  缺血性心脏病是由于冠状动脉粥样硬化性改变

引起血管管腔狭窄或闭塞,造成冠状动脉血流供应与

心肌需求间失衡,从而导致缺血性心肌损伤的一大类

疾病总称[10]。心肌缺血会导致心绞痛、心肌梗死、心
力衰竭、恶性心律失常,甚至猝死[11]。且长期缺血、缺
氧会导致心肌弥漫性纤维化,可造成心肌收缩和舒张

功能障碍,此时即使心肌血运恢复,其疾病进程也无

法逆转[12]。MORAN等[13]通过研究指出,自20世纪

90年代开始,全球年龄标准化的心肌梗死发病率、心
绞痛患病率、全球大部分地区年龄标准化缺血性心脏

病死亡率有所降低,缺血性心力衰竭患病率则升高,
但由于人口增长和老龄化的影响,近年来全球缺血性

心脏病的疾病负担明显增加,现已占据全球死亡原因

的第1位。因此,研究心肌重塑过程中血管生成的分

子机制,促进早期间质血管网再生,对有效延缓并逆

转该类疾病有重大的实际临床意义。
血管生成是在促进因子和抑制因子的共同作用

下,内皮细胞激活、增殖、迁移,最终形成新生血管和

血管网的过程[14]。已发现的血管生成促进因子主要

包括血管内皮细胞生长因子家族、成纤维细胞生长因

子家族及转移生长因子家族等20多种[15],而抑制因

子包括凝血酶敏感蛋白1、干扰素ɑ/β、血管抑素、

16×103 泌乳素、血小板因子4等300种[16]。在正常

生理条件下,此过程的调控是由这两种因子之间的平

衡实现的,通常抑制因子的作用要强于促进因子。当

心肌组织在物理的(压力或容量超负荷)、化学的(缺
血或缺氧)及代谢的(多种代谢产物)因素作用下,这
一平衡被打破,血管生成因子启动,通过众多细胞信

号通路,如 Notch信号通路、Netrin1-CD146信号通

路、转移生长因子-β信号通路等,以及其一系列复杂

的分子生物学反应而使细胞外基质降解,内皮细胞激

活、增殖、迁移形成管腔,最后结合相应平滑肌细胞和

周围细胞构成完整的血管网状结构,以使病变组织的

微血管 密 度 增 加、改 善,甚 至 恢 复 其 氧 气 和 营 养

供应[17]。
综上所述,虽然血管生成的分子机制及其通路被

广泛研究,且很多已被证实[18],但具体调节过程十分

复杂,该领域仍需进一步的研究探讨。本实验另辟蹊

径,通过血管内皮细胞、心肌细胞、心肌成纤维细胞的

体外三维培养,结果发现:在内皮细胞与心肌细胞、内
皮细胞与心肌成纤维细胞共培养的条件下,去除血管

内皮生长因子依然能促进内皮细胞增殖并交联形成

完整的血管网络。该研究揭示了细胞间直接接触的

促血管化功能,解答了血管生成调节领域内的又一个

疑问,为进一步探讨细胞间相互作用在血管生成及其

他生理和病理环境下的功能奠定了基础。
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