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改良的两步复合酶消化法制备大鼠胸主动脉血
管平滑肌细胞

周玥华１，２，刘　 星１，２，张艳军１，２，汪　 辛１，２，陈渝萍１，２∗

（１． 西南交通大学材料先进技术教育部重点实验室，成都　 ６１００３１； ２． 西南交通大学材料科学与工程学院，成都　 ６１００３１）

　 　 【摘要】 　 目的　 本文报道一种基于复合酶消化法进行改良的大鼠胸主动脉血管平滑肌细胞的分离方法。 方

法　 采用胶原酶、胰肽酶复合酶对胸主动脉进行初步消化去除内外膜、再对中膜进行二次消化释放血管平滑肌细

胞。 结果　 细胞分离后贴壁生长，多具梭形形态，呈现典型的“峰 － 谷”生长状态，１ 周可进行传代；多种收缩型血

管平滑肌细胞的分子标记基因均在所分离培养的细胞中高表达；超过 ９５％ 的细胞为 ａｌｐｈａ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ（α⁃
ＳＭＡ）和 ｍｙｏｓｉｎ⁃ＩＩ 显著阳性。 结论　 本分离方法简捷易行、重复性好，所得细胞活性佳、纯度高，可确保短时间内获

得大量收缩型血管平滑肌细胞。
【关键词】 　 血管平滑肌细胞；复合酶；两步消化法
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　 　 血管平滑肌细胞（ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ，
ＶＳＭＣ）参与了高血压、动脉粥样硬化和血管再狭窄

等疾病的发生发展［１ － ４］，关于 ＶＳＭＣ 的研究是心血

管疾病细胞分子病理学的重要内容，而其开展的前

提是获得结构功能良好的 ＶＳＭＣ。
目前 ＶＳＭＣ 体外分离培养方法大致分为组织块

贴壁法、酶消化法两大类。 前者使用器械剥离内外

膜、并将血管剪成小块进行贴壁培养，最后 ＶＳＭＣ 从

组织块爬出［５ － ９］。 该方法费用低廉，是目前国内较为

通用的 ＶＳＭＣ 分离方法。 但是其缺点显而易见：１）组
织块极易漂浮而造成分离失败［２，１０］。 ２）内外膜容易

有残留、中膜层容易被易刮伤。 因此，使用该方法分

离出的ＶＳＭＣ 活力欠佳，需要２ ～ ４ 周（甚至７ 周）才
可传代；且细胞纯度低，传代培养 ５ 代左右才能达到

９８％纯度［２，１１，１２］。 更有研究显示，使用该方法所分离

的 ＶＳＭＣ 的收缩表型特征明显减弱［１３］，不能满足多

种收缩型 ＶＳＭＣ 的研究工作［３，１４］。
自 １９７８ 年 Ｉｖｅｓ 等［１５］人采用蛋白酶直接消化血

管组织来制备 ＶＳＭＣ 以来，先后有人尝试了胶原酶、
胰酶和胰肽酶等蛋白酶［１６ － ２１］。 传统的酶消化法用

酶单一，消化时间可从几个小时长至几天。 组织的

消化不均匀，细胞产量少。 除此之外，胰酶对 ＶＳＭＣ
有损伤。 后期进一步发展出多种蛋白酶联合消化

的方法来改善细胞产量和活性以提高分离的成功

率和稳定性［２２ － ２４］。 但是，迄今报道的各种复合酶消

化方法中，所使用的酶的种类及数量较多，操作步

骤繁琐冗长，污染率较高。 而且，因酶制品的差异，
消化时间不能得到统一。 这些问题的存在使得该

方法难以为初学者掌握、分离效果不一，尚未为国

内研究者大量采用［１６］。 因此，尚待建立一种成功率

高、且更简便易行的 ＶＳＭＣ 分离制备方法，以满足现

今 ＶＳＭＣ 研究工作进行的需要。
为此，我们考察了国内外各种 ＶＳＭＣ 分离方

法［１６，１７，２５，２６］，对实验细节反复摸索和优化，建立了一

种改良的复合酶消化法，并成功地应用该方法进行

了大鼠 ＶＳＭＣ 的分离制备。 和报道的其它 ＶＳＭＣ 分

离制备方法相比，该方法操作简捷易行，操作时间

短。 分离的重复性极好、成功率很高，可确保所获

得的 ＶＳＭＣ 的数量、活性、纯度及其收缩型表型。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验试剂

含钙镁 ＨＢＳＳ、不含钙镁的 ＰＢＳ、ＤＭＥＭ⁃Ｆ１２ 高

糖培养基均来自 Ｈｙｃｌｏｎｅ；０􀆰 ２５％ 的胰酶细胞消化

液、双 抗 和 胎 牛 血 清 来 自 Ｇｉｂｃｏ； 二 型 胶 原 酶

（ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅⅡ）、胰蛋白酶抑制剂（ ｓｏｙｂｅａｎ ｔｒｙｐｓｉｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ） 和胰肽酶 Ｅ （ ｅｌａｓｔａｓｅ） 来自 Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ
Ｂｉｏｃｈｅｍ；ＤＭＳＯ 和细胞计数试剂盒 ＣＣＫ８ 分别购自

Ｓｉｇｍａ 和北京庄盟；ＲＮＡ 分析试剂包括 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂、
逆转录试剂盒和 ＤＮａｓｅ Ｉ（Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ，美国）和定

量 ＰＣＲ 试剂（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美国）；基因引物于上海生工

合成，各基因的特异序列见表 １；免疫分析试剂包括

ＤＡＰＩ 和 ＲＩＰＡ （ Ｓｉｇｍａ， 美国）、 正常兔 ＩｇＧ （ Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ，美国）、α⁃ＳＭＡ、ｍｙｏｓｉｎ⁃ＩＩ 和 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ 的兔抗

（Ａｂｃａｍ，美国）及 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５９４ 羊抗兔二抗购自

（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）。
表 １　 引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ
基因
Ｇｅｎｅｓ

基因符号
Ｇｅｎｅ ｓｙｍｂｏｌ

引物的序列（５′ － ３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ （５′ － ３′）

Ｍｙｏｃａｒｄｉｎ Ｍｙｏｃｄ ＧＧＧＣＣＣＡＧＣＡＴＴＴＴＣＡＡＣＡＴ
ＴＣＣＣＣＡＴＴＴＴＴＣＴＣＣＣＣＴＴＴＡＴ

Ｍｙｏｓｉｎ⁃ＩＩ Ｍｙｈ１１ ＣＧＧＡＡＡＧＣＡＡＧＣＣＴＧＣＡＴＴ
ＣＣＡＧＧＡＣＴＣＣＣＧＴＡＣＧＡＡＡＧ

Ｓｍｏｏｔｈｅｌｉｎ Ｓｍｔｎ ＡＡＧＧＣＣＡＴＧＡＴＴＧＡＧＡＡＡＣＴＡ
ＧＣＡＣＣＡＧＧＧＣＡＣＡＧＡＡＡＧ

Ｔｒａｎｓｇｅｌｉｎ（ＳＭ２２α） Ｔａｇｌｎ ＣＧＧＣＡＧＡＴＣＡＴＣＡＧＴＴＡＧＡＡＡＧ
ＧＧＧＣＴＧＡＧＧＣＴＧＡＧＧＡＴＡＧＧＴ

α⁃ＳＭＡ Ａｃｔａ２ ＧＴＧＧＧＧＧＡＣＧＡＡＧＣＧＣＡＧＡＧ
ＧＧＣＣＴＴＡＧＧＧＴＴＣＡＧＣＧＧＣＧ

Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓ９ Ｒｐｓ９ ＧＡＣＴＣＣＧＧＡＡＣＡＡＡＣＧＴＧＡＧＧＴ
ＣＴＴＣＡＴＣＴＴＧＣＣＣＴＣＧＴＣＣＡ

１􀆰 １􀆰 ２　 实验仪器

超净工作台（苏州净化设备集团）；气浴恒温振

荡器（金坛市鸿科仪器厂）；细胞培养箱 （ Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｏｒｍａ，美国）；倒置显微镜（Ｌｅｉｃａ ＤＭＩＬ，美国）；荧光

显微照相设备（Ｌｅｉｃａ，美国）；Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美
国）； Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ
（ＣＦＸ９６，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美国）；Ｐｏｗｅｒ Ｐａｃ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ （ Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ，新加坡）。
１􀆰 １􀆰 ３　 实验动物

健康的 ＳＰＦ 级别 ＳＤ 雄性大鼠，体重 ９０ ～ １００
ｇ，购自四川省人民医院实验动物研究所 【 ＳＣＸＫ
（川）２０１３ － １５】。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 复合酶液的配制

实验开始前以 ＨＢＳＳ 新鲜配制复合酶消化液

（二型胶原酶，１ ｍｇ ／ ｍＬ；胰蛋白酶抑制剂，１ ｍｇ ／
ｍＬ；胰肽酶，７􀆰 ０８ μＬ ／ ｍＬ）。 配制好的酶液置于
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３７℃、摇速 ６０ ｒ ／ ｍｉｎ 的气浴恒温振荡器里预热（备
注：一条大鼠的胸主动脉约用 ２ ｍＬ 的复合酶液）。
１􀆰 ２􀆰 ２　 原代 ＶＳＭＣ 的分离

取乙醚麻醉大鼠，转至无菌动物手术台，用

７５％的酒精喷湿大鼠的胸腹部，剖开胸腹腔充分暴

露胸主动脉血管。 小心剔除粘附在血管上的组织

和粘膜，迅速剪取胸主动脉置于高压灭菌、预冷的

生理盐水中并转移到细胞培养室的超净工作台；反
复冲洗血管表面的血污，用 ２ ｍＬ 的注射器吸取生理

盐水进一步冲洗管腔内的凝血块等（３ 次左右）。 在

保证不伤害血管的前提下，小心剔净其表面黏附的

纤维组织，立即放入含 １ ｍＬ 复合酶液的 ４ ｍＬ 离心

管中，在 ３７℃的气浴恒温振荡器里消化 ４５ ｍｉｎ，摇
速 ６０ ｒ ／ ｍｉｎ。 随后将血管置于预冷的、带双抗的

ＤＭＥＭ 中，用弯头和直头眼科小镊子轻柔剥离血管

外膜；漂洗后再用弯头的小剪刀纵向剪开血管，以
弯头小镊轻轻刮除内膜，最后以 ＨＢＳＳ 漂洗剥离的

中膜层。
将中膜层置于干净的培养皿，以弯头眼科剪快

速剪成 １ ～ ２ ｍｍ３ 小块，转入放有 １ ｍＬ 复合酶液

的 ６ 孔板，转移到孵箱中，３７℃，５％ ＣＯ２，消化 １ ｈ；
每消化 ２０ ｍｉｎ 后取出孔板轻轻晃动；消化 ５０ ｍｉｎ 后

开始观察细胞从组织碎块游离的情形。 待多数组

织块中的细胞开始脱落时加入预热过的含 ２０％
ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ⁃Ｆ１２ 培养基终止消化。 随后用 １０ ｍＬ
注射器抽打组织消化液以帮助细胞进一步从组织

残片中脱离（大致 １０ ～ ２０ 次），再用 ４０ μｍ 的细胞

筛过滤悬液到 ６ 孔板的另一个孔内，获得 ＶＳＭＣ 细

胞悬液。 取滤网上的组织、重复抽打和过滤 １ 次，将
２ 次过滤后的细胞悬液一起转移到 １５ ｍＬ 的离心管

里，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 收集细胞。 最后取含

２０％ ＦＢＳ 和抗生素的 ＤＭＥＭ⁃Ｆ１２ 重新悬浮细胞，种
入 ６ 孔板进行培养（Ｐ０ 代），静置 ４８ ｈ 后开始观察。
１􀆰 ２􀆰 ３　 原代 ＶＳＭＣ 的传代培养和冻存

一周后 Ｐ０ 代细胞基本长满孔板 （９０％ ），以

０􀆰 ２５％胰蛋白酶液消化 ＶＳＭＣ，重悬于含 ２０％ ＦＢＳ
的 ＤＭＥＭ，并于直径 １０ ｃｍ 培养皿中进行传代培养

（Ｐ１ 代）。 细胞再次长满后进行同样的消化传代

（Ｐ２ 代），从 Ｐ２ 代开始进行 ＶＳＭＣ 冻存。 Ｐ５ 代以后

的 ＶＳＭＣ 以含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２（１ ∶ １）进行

培养。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＶＳＭＣ 的细胞形态学观察

ＶＳＭＣ 分离培养 ２ ｄ 后开始以倒置相差显微镜

观察培养状态下细胞的形态和生长情形。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＶＳＭＣ 的生长活力测定

将 Ｐ２ 代细胞以每孔约 １０００ 个细胞 ／ １００ μＬ 培

养基接种于 ９６ 孔板，置细胞培养箱内培养。 以

ＣＣＫ⁃８ 试剂盒定期分析孔内细胞数量，检测细胞生

长情形。 每次测定 ６ 孔，连续测 ３ ｄ。
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＶＳＭＣ 的 ＩＣＣ（细胞免疫荧光）

分析将 Ｐ２ 代细胞接种于内置细胞爬片的 ２４ 孔

板中培养 １ ｄ。 取出爬片，以 ４％ ＰＦＡ 于室温固定

２０ ｍｉｎ，后以甲醇于 － ２０℃透膜 １０ ｍｉｎ，然后用封闭

液（１％ ＢＳＡ，４％ 羊血清，０􀆰 １％ Ｔｗｅｅｎ２０，０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ
甘氨酸）在室温下封闭 ４５ ｍｉｎ。 分别与 α⁃ＳＭＡ 一抗

（１∶ ５００）、Ｍｙｏｓｉｎ⁃ＩＩ 一抗（１∶ １００）和相应等量的正常

兔 ＩｇＧ 在 ４℃孵育过夜，然后再和 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５９４ 偶

联的羊抗兔二抗（１∶ １０００）于室温避光孵育 １ ｈ。 每

一步孵育前样品均以 ＰＢＳ 漂洗三遍。 最后以 ＤＡＰＩ
染核，并于荧光显微镜下进行观察。
１􀆰 ２􀆰 ７　 ＶＳＭＣ 的收缩型表型基因的表达分析

取 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂分别裂解 Ｐ２ 代 ＶＳＭＣ 和大鼠肝

星状细胞株 Ｔ６ 细胞，提取总 ＲＮＡ；ＲＮＡ 定量后以逆

转录试剂盒制备 ｃＤＮＡ、随后进行定量 ＰＣＲ 反应以

分析细胞中各表型基因的 ＲＮＡ 表达水平；并以 ２％
的琼脂糖凝胶电泳检测扩增片段。 以 ＲＩＰＡ 液裂解

Ｐ２、Ｐ３、Ｐ４ 代细胞、Ｔ６ 细胞和 Ｈｅｌａ 细胞，分别制备

细胞总蛋白；定量蛋白浓度后进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分
析，定量检测 α⁃ＳＭＡ、ｍｙｏｓｉｎ⁃ＩＩ 和 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ 蛋白在

细胞中的表达水平。

２　 结果

２􀆰 １　 ＶＳＭＣ 的分离制备

为获得高产量、高活性的 ＶＳＭＣ，我们采用复合

酶二步消化的方法进行 ＶＳＭＣ 的分离制备。 胸主动

脉在以复合酶液初步消化 ４５ ｍｉｎ 后，外、内膜可被

轻松剥离和刮除，顺利获得完整的中膜。 对剪碎的

中膜组织块进一步进行二次消化，可解除内外弹性

膜对 ＶＳＭＣ 的束缚。 图 １Ａ 了显示中膜组织碎块在

两步酶消化结束时在显微镜下观察的情形。 可见

组织碎块中多个细胞正在逃逸胶原等蛋白纤维的

束缚，呈葡萄串状贴附于组织块。 将分离后的 Ｐ０
代细胞接种于 ６ 孔板，起初细胞呈球状（图 １Ｂ）；１２
ｈ 后贴壁的细胞开始拉长，并呈明暗交替分布；培养

２ ｄ 后细胞逐渐铺展开，初显 ＶＳＭＣ 形态，呈梭形、
长条形和三角形生长（图 １Ｃ）。 接种 ７ ～ ８ ｄ 后 Ｐ０
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代细胞接近长满，密集生长处细胞重叠生长，可观

察到明显的峰⁃谷生长态势（图 １Ｄ）。 随后以胰酶消

化细胞、传代于 １０ ｃｍ 培养皿中，约 １ 周后 Ｐ１ 代细

胞再次长满，数量可达约 １００ 万。

注：（Ａ）酶消化结束时被蛋白纤维缠绕的 ＶＳＭＣｓ；（Ｂ）分离接种于 ６ 孔板的 Ｐ０ 代 ＶＳＭＣｓ；
（Ｃ）培养两天的 ＶＳＭＣｓ；（Ｄ）体外培养 １ 周后的 ＶＳＭＣｓ。

图 １　 ＶＳＭＣ 的分离和培养

Ｎｏｔｅ． （Ａ） ＶＳＭＣｓ ｔａｎｇｌｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｉｂｅｒｓ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ； （Ｂ） Ｉｓｏｌａｔｅｄ Ｐ０ ＶＳＭＣｓ ｉｎ ６⁃ｗｅｌｌ ｐｌａｔｅ；
（Ｃ） ＶＳＭＣｓ ａｆｔｅｒ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ｔｗｏ ｄａｙｓ； （Ｄ） ＶＳＭＣｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ａ ｗｅｅｋ ｉｎ ｖｉｔｒｏ．

Ｆｉｇ． １　 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ＶＳＭＣｓ

２􀆰 ２　 ＶＳＭＣ 的生长活力

为了检测所分离的 ＶＳＭＣ 的生长能力，我们取

Ｐ２ 代 ＶＳＭＣ 接种于 ９６ 孔板，持续培养 ４ ｄ。 培养期

间定时取细胞以 ＣＣＫ８ 试剂盒处理、检测孔内生长

的活细胞数。 如图 ２ 所示，在培养的 ９６ ｈ 内，细胞

数量逐渐增多。 细胞在经过接种初期的适应后，其
增长开始显著加快，生长旺盛，显示出极佳的增殖

活力。 表明我们所分离的细胞具有良好的活力。

图 ２　 第二代 ＶＳＭＣｓ 的增殖分析

Ｆｉｇ． ２　 Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｐ２ＶＳＭＣｓ

２􀆰 ３　 ＶＳＭＣ 的 ＩＣＣ 分析（细胞免疫荧光）
取培养的 Ｐ２ 代 ＶＳＭＣ 细胞作免疫荧光分析，进

一步对所分离的 ＶＳＭＣ 细胞进行鉴定。 我们首先检

测了 α⁃ＳＭＡ 这一最常用的 ＳＭＣ 分子标记蛋白。 其

次，考虑到近期研究发现一系列传统的 ＳＭＣ 分子标

记（ 包括 α⁃ＳＭＡ， ＳＭ２２， ｈ１⁃ｃａｌｐｏｎｉｎ 和 ｓｍｏｏｔｈｅｌｉｎ
等）在其它类型细胞中也有较高表达，我们还选择

了检测 ｍｙｏｓｉｎ⁃ＩＩ 这一目前公认的更特异的 ＳＭＣ 分

子标记［３］。 如图 ３ 显示，α⁃ＳＭＡ 和 ｍｙｏｓｉｎ⁃ＩＩ 蛋白抗

体均在所分离的 Ｐ２ 代 ＶＳＭＣ 细胞中产生了清晰的

红色荧光信号，表明细胞表达收缩型 ＶＳＭＣ 的特征

性蛋白。 荧光显微镜下可见 α⁃ＳＭＡ 肌动蛋白丝状

纤维与细胞长轴平行、向两头成放射分散，胞质均

匀、细胞核轮廓清晰可见；尤其是 ｍｙｏｓｉｎ⁃ＩＩ 免疫荧

光信号在细胞中也非常显著，意味着该蛋白在细胞

内水平很高（图 ３）。 对两个平行培养孔内各 ４ 处视

野里的细胞进行计数和统计，发现 ＩＣＣ 检测 α⁃ＳＭＡ
和 ｍｙｏｓｉｎ⁃ＩＩ 蛋白阳性细胞的比率可达 ９５％ ，表明在

传至 Ｐ２ 代时所分离的细胞中收缩型 ＶＳＭＣ 的纯度

已经达到 ９５％ 。 这些结果说明使用本方法主要获

得的是高纯度的收缩型 ＶＳＭＣ。
２􀆰 ４　 ＶＳＭＣ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白的表达分析

我们对分离培养的 ＶＳＭＣ 表型基因的表达情形

还进行了 ＲＮＡ 和蛋白的定量分析。 首先以实时定

量 ＰＣＲ 分析了所分离的细胞中各类收缩型 ＶＳＭＣ
典型性状基因的表达情形。 如图 ４Ａ 所示，两次单
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注：（Ａ）蛋白 α⁃ＳＭＡ；（Ｂ）对应（Ａ）的细胞核 ＤＡＰＩ 染色；（Ｃ）合并 Ａ ＆ Ｂ；（Ｄ）蛋白 ｍｙｏｓｉｎ⁃ＩＩ；
（Ｅ）对应（Ｄ）的细胞核 ＤＡＰＩ 染色；（Ｆ）合并 Ｄ ＆ Ｅ。

图 ３　 细胞免疫荧光

Ｎｏｔｅ． （Ａ） α⁃ＳＭＡ； （Ｂ） ＤＡＰＩ⁃ｓｔａｉｎｅｄ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｉ ｏｆ （Ａ）； （Ｃ） Ｍｅｒｇｅ ｏｆ Ａ ＆ Ｂ； （Ｄ） Ｍｙｏｓｉｎ⁃ＩＩ；
（Ｅ） ＤＡＰＩ⁃ｓｔａｉｎｅｄ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅｉ ｏｆ （Ｄ）； （Ｆ） Ｍｅｒｇｅ ｏｆ Ｄ ＆ Ｅ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ ｏｆ ｔｈｅ Ｐ２ ＶＳＭＣｓ

独分离的 Ｐ２ 代 ＶＳＭＣ 细胞均高水平表达一系列

ＶＳＭＣ 收缩型表型标记物基因，如 Ａｃｔａ２、Ｍｙｈ１１、
Ｔａｇｌｎ 等；且控制这些表型基因表达的主要转录调

控因子 Ｍｙｏｃａｒｄｉｎ 的基因也在细胞中表达［２７］。 较

Ｔ６ 这种肌纤维化样的肝星状细胞，分离的 ＶＳＭＣ 中

Ａｃｔａ２ 和 Ｔａｇｌｎ 的表达水平明显增高，表明这些细胞

维持更强的收缩型 ＶＳＭＣ 基因表达。 以 ２％的琼脂

糖凝胶电泳检测扩增产物，发现它们均为单一条带

（图 ４Ｂ），说明基因扩增的特异性。

注：（Ａ）Ｐ２ 代 ＶＳＭＣｓ 各基因 ＲＮＡ 水平的定量 ＰＣＲ 分析；（Ｂ）ＰＣＲ 产物的 ２％琼脂糖凝胶电泳结果。

图 ４　 ＶＳＭＣｓ 的 ｍＲＮＡ 表达分析

Ｎｏｔｅ． （Ａ）Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｐ２ ＶＳＭＣｓ； （Ｂ） Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ２％
ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ．

Ｆｉｇ． ４　 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＶＳＭＣｓ

随后取 Ｐ２ ～ Ｐ４ 代 ＶＳＭＣ、Ｔ６ 和 ＨｅＬａ 细胞总

蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ，定量分析细胞中 α⁃ＳＭＡ 和

ｍｙｏｓｉｎ⁃ＩＩ 的蛋白表达情形。 如图 ５ 所示，两种蛋白

在所有被检细胞中都有一定表达，但在分离的

ＶＳＭＣ 中的表达水平显著高于 Ｔ６ 和 ＨｅＬａ 细胞，说
明所分离的 ＶＳＭＣ 在传至 Ｐ４ 代时仍然维持极好的

收缩型 ＶＳＭＣ 表型性状。
最后，鉴于分离的原代 ＶＳＭＣ 在培养过程中逐

渐从收缩型表型向合成型表型转变，我们比较了培

养至 Ｐ４ 代和 Ｐ８ 代时，所分离的 ＶＳＭＣ 中表型基因

表达情形的差异。 从图 ６ 可以清楚地看见，较 Ｐ４ 代

ＶＳＭＣ， Ｐ８ 代细胞中 Ｍｙｈ１１ 的 ＲＮＡ 水平急剧下降，
α⁃ＳＭＡ 的 ＲＮＡ 表达也下调但幅度小。 图 ６ 还显示
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图 ５　 ＶＳＭＣｓ 的蛋白表达分析

Ｆｉｇ． ５　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＶＳＭＣｓ

了 ｍｙｏｃａｒｄｉｎ 和 Ｋｒｕｐｐｅｌ⁃ｌｉｋｅ ｆａｃｔｏｒ ４ 这对调控 ＳＭＣ
收缩表型基因表达的正负转录调控因子的表达情

形。 它们的 ＲＮＡ 表达水平在 Ｐ４ 代和 Ｐ８ 代分别逆

转，前者水平由高变低，后者水平从低到高，共同调

控着细胞从收缩型表型向合成型表型的转变。

注：（Ａ）收缩表型基因；（Ｂ）转录调控因子基因。

图 ６　 Ｐ４ 和 Ｐ８ 代 ＶＳＭＣ 的 ＲＮＡ 表达水平比较

Ｎｏｔｅ． （Ａ） ｃｏｎｔｒａｃｔｉｌｅ ｇｅｎｅ； （Ｂ） ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ．

Ｆｉｇ． ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＲＮＡｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ Ｐ４ ａｎｄ Ｐ８ ＶＳＭＣｓ

３　 讨论

在实验中我们对传统的复合酶消化方法进行

了反复摸索改良，精确调制了复合酶的配制和消化

时间以提高消化效果，获得了很好的分离效果；同
时还对每一步操作细节加以细化，使其可为初学者

轻松掌握。 主要的改进点为：（１）选择 ９０ ～ １００ ｇ
的大鼠作为胸主动脉取材对象，既保证了 ＶＳＭＣ 的

增殖分化潜能，又满足了操作要求；（２）选取胶原蛋

白酶和胰肽酶配制复合酶，保证中膜层中 ＶＳＭＣ 的

释放；（３）在酶消化液中添加了胰酶抑制剂，改善所

分离细胞的活力；（４）利用空气摇床震荡进行初步

消化，促使血管内外膜充分接触混合酶液、消化时

间减少为 ４５ ｍｉｎ，利于内外膜的剥离，减少内外膜与

中膜层的牵拉，提高了细胞活性和细胞纯度；（５）将
剥离的中膜层剪成组织碎块，转入 ６ 孔板在细胞培

养箱内进行再消化，每间隔 ２０ ｍｉｎ 略加晃动，充分

保证酶的消化效果，消化时间也被缩短为 １ ｈ；（６）
接种 Ｐ０ 细胞到 ６ 孔板、长满后传至 １０ ｃｍ 培养皿进

行 Ｐ１ 代 ＶＳＭＣ 培养。 这样的接种密度可以使得

ＶＳＭＣ 维持较好的增殖速率。 经过这些改进，可在 ２
周左右获得百万量的 Ｐ１ 代收缩型 ＶＳＭＣ、Ｐ２ 代时

纯度高达 ９５％以上。
我们在摸索过程发现，确保所分离的 ＶＳＭＣ 活

力的关键是维持中膜层的完整。 在剥离外膜时，动
作要轻柔；在刮除内膜时，用力要均匀，一般两次刮

除就足够了。 过多刮除会损坏中膜层，降低细胞产

量和活力。 使用我们建立的复合酶配方及其作用

条件进行初步酶消化，可适当降解内外膜组织间的

蛋白成分、使得内外膜的去除轻松易行，对中膜层

的损伤大为降低。 二步消化的设计不仅可以较好

地消除内外膜中其它细胞成分的污染、提高分离的

ＶＳＭＣ 细胞纯度，还可以大大缩短制备 ＶＳＭＣ 的

时间［５，１９］。
有研究者发现，以组织块贴壁法制备 ＶＳＭＣ 虽

然所获得的细胞数量较多，但多为合成型表型；而
采用酶消化法制备的 ＶＳＭＣ 则保留了收缩型表

型［３，１３，１４］。 为了确定使用我们的改良方法所分离的

细胞的表型，我们考察了 Ｐ２⁃Ｐ４ 代细胞中多个收缩

型表型分子标记基因及收缩表型调控转录因子的

ＲＮＡ 和蛋白表达情形，证实细胞均高水平地表达这

些标记基因。 进一步分析传至 Ｐ８ 代的细胞，我们

确定典型的收缩型 ＶＳＭＣ 分子标记和调控转录因子

的表达水平随培养时间增长而下降，尤其是 ｍｙｏｓｉｎ⁃
ＩＩ 这一分子标记，其 ＲＮＡ 水平的降低幅度远超 α⁃
ＳＭＡ 基因，是较 α⁃ＳＭＡ 更为准确的 ＳＭＣ 分子标记。
因此，使用我们改良的方法可分离制备高纯度的收

缩型大鼠 ＶＳＭＣ。
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ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ＩＩ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ，１９８２，９２（２）： ２８９ － ２９８．

［２４］ 　 Ｏｗｅｎｓ ＧＫ， Ｌｏｅｂ Ａ， Ｇｏｒｄｏｎ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｌｐｈａ⁃ｉｓｏａｃｔｉｎ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ
ｃｅｌｌｓ：ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｃｙｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， １９８６，１０２（２）： ３４３ － ３５２．

［２５］ 　 Ｒａｙ ＪＬ，Ｌｅａｃｈ Ｒ，Ｈｅｒｂｅｒｔ ＪＭ，ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ａ ｓｉｎｇｌｅ

ｍｕｒｉｎｅ ａｏｒｔａ［Ｊ］ ． Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｃｅｌｌ Ｓｃｉ，２００１，２３（４）：１８５ － １８８．
［２６］ 　 Ｋｏｂａｙａｓｈｉ Ｍ， Ｉｎｏｕｅ Ｋ， Ｗａｒａｂｉ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｓｉｍｐｌｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ

ｉｓｏｌａｔｉｎｇ ｍｏｕｓｅ ａｏｒｔｉｃ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒ
Ｔｈｒｏｍｂ，２００５， １２（３）：１３８ － １４２．

［２７］ 　 Ｇｏｍｅｚ Ｄ，Ｏｗｅｎｓ ＧＫ． Ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ ｉｎ
ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｒｅｓ，２０１２，９５ （２）：１５６１ － １５６４．

〔修回日期〕２０１６ － １２ － ０５

３２中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ７ 月第 ２７ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ７


