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鲤血管内皮细胞的分离培养及初步鉴定
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,

苏州 � � �� � �

摘要
�

鲤动脉球腔内灌注 �
�

� �胶原酶消化
,

分离到大量内皮细胞及少量成纤细胞
,

�� ℃
,

在

加人蛋白含量为
� ��� 阔� �鲤下丘脑粗提液的 ���� 十 �� �小牛血清培养液中

,

细胞生长 良

好
,

�� 后
,

接近单层
。

原代经三次 �
�

� � 柠檬酸胰酶消化逐步淘汰少量成纤维细胞
,

�� � 后
,

得纯内皮细胞
,

并顺利传至二代
,

第二代细胞经血凝珊� 因子酶标检测发现
,

培养细胞存在血

凝姗� 因子相同抗原
,

具有内皮细胞的一般特征
,

从而得到初步鉴定
。
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血管内皮细胞 �� � ��� �� �� 。
���

,

� � �是血管壁通透性 的重要屏障
,

具有多种生理功

能
。

现已证明
,

内皮细胞功能异常与人和动物疾病
,

如心血管疾病
,

肿瘤扩散
,

免疫疾病等

都有直接关系
,

因而
,

内皮细胞的研究成为当今生物学
、

医学研究中的热点〔‘】
。

�� 年代初

发展起来内皮细胞的培养方法 �� 
,

使进一步研究其生物学行为成为可能
,

此后
,

相继发现

了前列腺环素
、

舒张因子 ��� � �
,

后证明为一氧化氮 �
、

内皮素��
� � � ��� ��� 等生物活性 因

子
,

使内皮细胞的研究进人了崭新的阶段
。

而鱼类血管内皮细胞生理学和病理学 的基础

研究报道较少
,

其体外培养至今未见正式报道
,

鱼类血管内皮细胞培养
,

不仅为鱼类血液

循环生理的基础研究提供良好细胞动态模型
,

也将为鱼类疾病�特别是草鱼 出血病 �致病

机理研究提供良好的实验手段
。

为此
,

以鲤作为实验材料
,

开展了内皮细胞 的体外培养工

作
,

以期为建立细胞模型开展鱼类生理学病理学研究积累第一手资料
。

� 材料和方法

�
�

� 实验用鱼 健康 � 龄鲤�〔�夕��
� � � �� �� ‘

。 �
�

���
�

�� �� 尾 ��� 尾
,

购于苏州某渔场
。

�
�

� 常用溶液的配制 � � �� � � � 修正液 �
按常规 �

一

��� �� 液 的配制方法
,

并通过改变

� �� � 的浓度
,

调节渗透压至 ���

���� �� ��
,

成为 � �� � �� 修正液 � � ���� 液
�
取 �� ! �� ��

�

�� 产品 ���
�

�� 加双蒸水至 ���� � � 过滤除菌
,

�℃冷藏 � � �
�

�� 胶原酶
�
取胶原酶 �

��� � � � 产品 ��� �� 加 � �� �� �
修正液 �� ����

,

�
�

� � � ��送 调节 �� 至 �
�

�
,

过滤除菌分

装
,
一 �� ℃冷冻保存 �� �

�

�� 胰酶
�
胰酶 � 日产 � � ��� ��

�
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� 期 吴 康等
�

鲤血管内皮细胞的分离培养及初步鉴定 ���

中
,

�
�

� � � ��送 调节 � � 至 �
�

�
,

过滤除菌分装
,
一 �� ℃冷冻保存 � � �

�

� � 柠檬酸胰酶
�

胰酶 �
�

��
,

柠檬酸钠 �
�

�� �
,

��� �
�

�� ��
,

�� 酚红 �
�

�� � 加双蒸水 ��� ���� 溶解
,

��� ���

� 别�� 调节 � � 至 �
�

�
,

过滤除菌分装
,
一 ��℃冷冻保存 �� �� 戊二醛液

� ����� � ! 戊二

醛 � 日产 �加 � �� �� �
修正液至 �� � �

,

分装
,

�℃冷藏备用 � � 羊抗人租� 因子抗血清 � � ��

�购自上海生物制品研究所 � � � �� 斗狠� �
� ���� 购自上海华美生物工程公司 �

。

�
�

� 动脉球内皮细胞的分离 取 � 龄健康鲤 ��
�

�� 叼尾 ��� 尾
,

无菌取其完整心脏和动

脉球
,

于心室和动脉球间
,

无菌棉线扎紧
,

在动脉球另一端灌注 � �� � � � 液
,

反复抽洗去除

残留血细胞后
,

注人 �
�

��胶原酶 �
�

� ����
,

扎紧
,

� �� �� �
洗涤心室和动脉球外表

,

以去除

血细胞
。

将其浸人 �� � ��� �
液中

,

�� 一��℃消化 �� �� �
后

,

吸掉 � ��� ��
,

取动脉球剪碎
,

用少许 �
一

� � � �� 液打散细胞
,

�� �� �� 而� 离心 �而� ,

�� �� � �� � 小牛血清悬浮细胞
,

并取

少许细胞染色计数
。

另外
,

按常规胰酶 ��
�

�� �消化法分离细胞与上述方法对照
。

�
�

� 鲤下丘脑粗提液的制备 取鲤下丘脑按张惕等 �� 方法制备鲤下丘脑粗提液
,

并根据

�吸
。
值测蛋 白含量

,

过滤分装
,
一 ��℃冷冻备用

。

�
�

� 鲤血管内皮细胞的培养 � 原代培养是将两种不 同酶消化与加 ��� 阿� � 鲤下丘

脑提取液及正常培养液进行交叉试验
,

共 � 种处理
,

每组重复二瓶
。

在上述 � 瓶中均接种

细胞数 �
�

�� � �� � �� � � ,

加 ��� � � �� �小牛血清
,

�� ℃
,

无 �� 培养
,

�一�� 换液一次
,

换

液时
,

处理瓶中的下丘脑提取液含量不变
,

观察细胞生长情况
。

� 原代细胞中成纤细胞 的
清除

,

胶原酶消化与加鲤下丘脑提取液处理瓶中细胞
,

接近长满单层时
,

按王毅�’� 等方法
,

用 �
�

� �柠檬酸胰酶逐步消除成纤维细胞
,

并继续培养至单层
。

� 经纯化后
,

长满单层原

代细胞
,

用 �
�

��胰酶消化
,

按 � � �一5分瓶培养
、

传代(培养液中均含 350 阔mL鲤下丘脑
粗提液)

。

1

.

6 鲤动脉球内皮细胞的鉴定 在将传二代细胞瓶 中
,

加人盖玻片
,

按常规传代细胞法

接种内皮细胞
,

培养 Zd 后
,

去除培养液
,

按徐宜为等[s] 方法作酶组化试验
,

D.
h

a n
k

s

洗涤 3

次
,

1 % 戊二醛 固定 Zh
,

D- ha

n
ks 洗涤 3 次

,

羊抗人珊R 因子抗血清孵育 Zh
,

D
h

an ks 洗涤 3

次
,

加 SPA 一 H R P 孵育 Zh
,

D.
h

an ks 洗涤 3 次
,

4 甲基对苯二胺 十 氏q 作底物
,

反 应

10 而n
,

0

.

l

mo

l )
L 磷酸盐 一 0

.
l m

o
l{L 蔗糖 (pH 7

.
4) 缓冲液洗涤 3 次

,

常规脱水
,

洁净
、

封

片
、

镜检
。

2 结果

2
.
1 鲤动脉球内皮细胞分离

0
.
35kg 鲤动脉球平均为 250 mg

,

用胶原酶和胰酶消化后得二类细胞平均数见表 1
。

表 1 两种不同酶消化获得二类细胞数

T ab
.
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离到大量较纯 内皮细胞
。

从胶原酶与胰酶消化 比较发现
:
胰酶消化由于混有大量纤维细

胞(结缔组织细胞)
,

该细胞生长速度远远超过 了内皮细胞
,

从而使内皮细胞无法培养
。

胶

原酶消化是获得纯内皮细胞重要手段
。

但其价格相 当昂贵
,

无法进行 内皮细胞大批量的

培养
,

用柠檬酸胰酶清除原代内皮细胞中成纤维细胞能达到满意结果
,

纯化后原代内皮细

胞可以用胰酶作为消化液传代
。

其次
,

内皮细胞体外增殖需要生长刺激因子
,

参照张惕等

方法制备鲤下丘脑粗提液作为生长刺激因子
,

用该液后
,

细胞增殖提高了 4 倍以上
,

并继

续添加该液
,

成功将内皮细胞传至二代
,

鲤下丘脑内生长 因子与报道的 75 kd 酸性蛋 白内

皮细胞生长因子(E C G F )是否相类似
,

需要作进一步的证实
。

本实验室通过抗人血凝珊R

因子抗体酶标检测
,

发现鲤上皮细胞上存在着与人血凝珊R 因子抗原同原性很强的因子
,

作为初步鉴定鱼类内皮细胞的指标
,

可以说明
,

血凝珊R 因子在生物进化过程中
,

具有一

定的保守性
。

目前
,

鲤上皮瘤细胞(E Pc )已成为研究水产动物病毒重要的细胞模型[6j
,

该细胞对许

多水产动物病毒具有很强的易感性
,

作为与 E PC 胚胎发生同源的血管内皮细胞
,

是否对

水产动物病毒具有易感性
、

广谱性
,

有待于作进一步探索
。
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