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① 鸡肺动脉平滑肌细胞培养及免疫组化鉴定

董世山3 　乔 健　赵立红　孙茂红　张建军　田 勇
(中国农业大学动物医学院, 北京 100094)

摘　要　应用组织贴块法、贴块配合差速贴壁法成功培养不同日龄鸡的肺动脉平滑肌细胞。一般需 4～ 7 d细

胞从组织块边缘长出,再经 5～ 10 d长成细胞单层。鸡日龄越小培养的肺动脉平滑肌细胞生长越旺盛。培养的

肺动脉平滑肌细胞呈梭形、三角形,圆形核位于中央,胞浆丰富致密。用兔抗鸡 Α2actin 多克隆抗体为一抗做免

疫组化染色,平滑肌细胞占 95%以上。
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Abstract　T he pu rpo se of th is experim en t w as to find som e m ethods of cu ltu ring ch icken’s

pu lmonary arteria l smoo th m u scle cells (PA SM C ). In th is experim en t, exp lan ts cu ltu re,

exp lan ts cu ltu re com b ined w ith differen t ia l a t tachm en t w ere u sed. T he p rim ary cu ltu re of

Ch icken’s PA SM C w as successfu lly done by u sing the tw o m ethods. T he successive tran sfer

cu ltu re w as easily grasped. T he Α2act in of cu ltu red cells w as detected by

imm unoh istochem istry. T he younger the ch icken w as, the easier the PA SM C grow s. T he

grow ing period of cells w as abou t 10～ 15 d.
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平滑肌细胞是研究动脉粥样硬化、高原缺氧、肺动脉高压、肺心病、缺血再灌注损伤及自由

基损伤等病理过程发生发展的主要环节。平滑肌细胞的培养有助于揭示各种心肺疾患的病理

机制。在人类医学中,以培养的平滑肌细胞为对象进行研究已成为心血管系统疾病的主要研究

手段[1～ 4 ]。哺乳动物动脉和胎儿动脉平滑肌的培养方法已经成熟, 肺动脉平滑肌细胞

(pu lmonary arteria l smoo th m u scle cells, PA SM C)的培养也有报道[1, 5～ 8 ]。但对禽类 PA SM C

的培养在国内外尚未见报道。培养禽 PA SM C 对于阐明禽类心血管系统疾病譬如肉鸡肺动脉

高压综合征的发病机理具有重要作用, 同时也是相关研究的必要前提。因此, 需要建立

PA SM C 的培养方法。本研究参照哺乳动物平滑肌细胞培养和鉴定方法并加以改进[5, 9～ 11 ] ,形
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成比较稳定可靠的鸡 PA SM C 培养和鉴定技术,能够提供足量 PA SM C 用于研究工作。

1　材料和方法

111　试验材料

10, 20, 60, 80日龄鸡各 8只。

112　细胞培养试剂

M 199培养液:M 199 (Sigm a) 15. 1 g 溶于 1 000 mL 三蒸水中,过滤除菌,使用前加入胎牛

血清 200 mL (浙江三利生物制品厂)并加入 105 IU 青霉素和 100 m g 链霉素,调节 pH 710～

712。

组织漂洗液:乳2H ank’s液

消化酶:含 0. 05%胰蛋白酶 (北京天象人生物工程公司) , 0. 02% ED TA (北京化工厂)。

细胞固定剂: 4%中性福尔马林固定液。

113　免疫组化试剂

兔抗鸡 Α2act in 多克隆抗体,兔 SP k it,DAB k it (均购自北京中山生物技术有限公司)。

114　培养方法

11411　贴块配合差速贴壁法　取 10, 20日龄鸡各 8只,放血处死后,立即剪开胸腹部皮肤,用

酒精消毒胸腹部肌肉。剪开胸壁,用另一套器械将心脏连同肺动脉主动脉剪下,放入冰块上的

平皿中。仔细剥离血管,分离剪下肺动脉。用冷乳2H ank’s液漂洗 2次,移入另一平皿中剪开血

管壁,用刀片轻刮血管内壁去掉内皮细胞。用冷乳2H ank’s液漂洗 1次,将血管置平皿中用眼

科弯头剪剪成 1 mm 3 碎块。用吸管将血管壁碎块种植于培养瓶,碎块间距为碎块大小的 3倍

左右。将其放入 37℃培养箱中干孵 2 h,使组织块贴壁牢固。加入含血清M 199培养液,放入二

氧化碳培养箱 37℃静置培养 2 d,然后观察换液。

待细胞长成单层后,用消化酶消化至胞间出现裂隙,轻轻倾去消化液。加入M 199吹打使

细胞悬浮, 37℃静置培养 40～ 50 m in,使成纤维细胞贴壁。移出富集 PA SM C 悬液于另一培养

瓶中,再次使成纤维细胞贴壁。将细胞悬液 900 rõm in - 1离心 10 m in,浓缩平滑肌细胞。以 5×

104 个õmL - 1的密度移入培养瓶中或内置盖玻片的培养皿中,在二氧化碳培养箱 37℃培养。

11412　贴块法　60, 80日龄鸡无菌取材同上。分离剪下肺动脉。用冷乳2H ank’s液漂洗 2次,

移入另一平皿中剪开血管壁,用刀片轻刮血管内壁去掉内皮细胞。用钟表镊撕下血管中膜,用

冷乳2H ank’s液漂洗后置平皿中,用眼科弯头剪剪成 1 mm 3 碎块。用吸管将血管壁碎块种植于

培养瓶,碎块间距为碎块大小的 3倍左右。将其放入 37℃培养箱中干孵 2 h,使组织块贴壁牢

固。加含血清M 199培养液,放入二氧化碳培养箱 37℃静置培养 2 d,然后观察换液。

11413　PA SM C 的传代培养　当细胞在组织块周边爬出较多,各组织块间单层细胞几乎汇合

时进行传代。用 0. 05%胰蛋白酶和 0. 02% ED TA 室温消化 2～ 3 m in,在倒置显微镜下观察细

胞间出现裂隙时中止消化。轻轻弃去消化液,用M 199培养液洗下细胞按 1∶2传代于培养皿

中培养。

115　培养细胞的免疫组化鉴定

从培养皿中取出长满细胞单层的盖玻片,用 PBS 漂洗后,加入 4%中性甲醛固定液固定

3～ 5 m in。蒸馏水洗去固定剂。用 0. 25% T ritonx2100和 5%DM SO 溶液孵育 20 m in,然后按

免疫组化试剂盒提供方法染色。
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2　结　果

211　细胞培养

21111　原代细胞培养　贴块配合差速贴壁法: 贴块培养 4 d 后,用倒置显微镜观察可见有细

胞从组织块边缘呈放射状爬出。其后 4～ 5 d 细胞生长较快,形成细胞单层。邻近组织块的细胞

密集,胞体较小,形态不清晰。较远的细胞为单层细胞,有些细胞胞体较大,呈梭形、三角形等多

种形态,圆形胞核位居中央,胞浆丰富致密。有些细胞边缘不整齐,胞体大,胞浆稀薄透明。2次

差速贴壁后,绝大多数细胞呈梭形、三角形和星形,核近似圆形。

贴块法:贴块培养 6 d 后,有细胞从组织块边缘爬出。其后 10 d 长成细胞单层。邻近组织

块的细胞密集,胞体较小,形态不清晰。较远的单层细胞,胞体较大,呈梭形、三角形等多种形

态,中央有圆形细胞核,胞浆丰富致密。

21112　PA SM C 的传代培养　细胞传代培养 12～ 24 h 细胞贴壁伸展成小短杆状。48 h 后细

胞呈梭形。3～ 4 d 细胞单层汇合。本试验 PA SM C 传 5代后生长仍然良好。

212　免疫组化染色

免疫组化染色后, Α2act in 阳性细胞在显微镜下呈梭形、三角形,胞核蓝染位于细胞中央,

胞浆有细小均匀的棕黄色颗粒分布。Α2act in 阳性细胞占 95%以上。用血管壁石蜡切片为阳性

对照染色,可见平滑肌细胞内密布棕色颗粒。血管壁平滑肌细胞中的颗粒较培养细胞内的颗粒

稍大。用 PBS替代一抗的阴性对照片中,细胞内未见棕黄色颗粒,胞浆清晰。

3　讨　论

311　培养方法的选择

经过反复试验,基本建立了鸡PA SM C 的培养方法。通过免疫组化染色鉴定证实培养细胞

为平滑肌细胞。 2 种方法都可以培养出 PA SM C。贴块配合差速贴壁法适用于低日龄鸡

PA SM C 的培养,雏鸡肺血管壁非常薄,很难将中膜撕下,只能将血管全壁培养,然后利用成纤

维细胞贴壁快的特点去除成纤维细胞而获得平滑肌细胞。这种方法操作步骤多, 生长周期

较长。

贴块法比较简便,容量掌握,成功率高,但关键是撕下的中膜要纯,不能混杂外膜,以避免

成纤维细胞污染。适用于肺动脉壁较厚的大日龄鸡。组织块应尽量剪碎,细碎的组织块容易贴

壁不易脱落,同时在实验中发现细小的组织块细胞生长快 ,空间利用率高,细胞产率也高。

312　日龄对培养 PASM C的影响

试验发现不同日龄对鸡PA SM C 的培养有很大影响。低日龄鸡肺动脉培养细胞容易生长,

10～ 20日龄鸡培养一般 4 d 即可有细胞爬出, 80日龄鸡贴块则需 7～ 8 d。而且低日龄鸡培养

的细胞生长旺盛, 20日龄以内鸡培养 8 d 即可长成汇合单层,而 80日龄鸡需 13 d 才能长成细

胞单层。

313　免疫组化鉴定

在免疫组化染色时,由于 Α2act in 阳性部位在细胞浆中,一抗不易透过细胞膜,因此需要用

T ritonX2100和DM SO 对膜进行处理增加渗透性。组织贴块和细胞组织较厚,内源性过氧化物

酶不易灭活,操作时应比试剂盒提供的时间延长 10～ 20 m in。许多文献报道对盖玻片进行粘

片剂处理,本试验中由于组织块细小贴壁牢固,无需对盖玻片进行特殊处理,在染色过程中操
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作轻缓,未发生脱落现象。
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简讯

陈文新院士、吴常信院士获国家奖

我校陈文新院士主持的“中国豆科植物根瘤菌资源多样性、分类及系统保存

的理论与技术”荣获国家自然科学二等奖; 吴常信教授主持的“畜禽遗传资源保存

的理论与技术”荣获国家科技进步二等奖。

另外,我校资环学院参加的“北方旱农区域治理与综合发展研究”和植保学院

蔡祝南教授参加的“主要花生病毒株系,病害发生规律和防治”分别荣获国家科技

进步二等奖。

第八届霍英东青年教师基金和青年教师奖公布

资源与环境学院左强教授、管理学院教师田志宏获得霍英东青年教师基金;

动物医学院教师陈耀星获得青年教师二等奖。
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