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小鼠肺微血管内皮细胞磁珠分选法分离和原代培养*☆

孙振朕1，蔡在龙2，朱科明1，邓小明1

Magnetic beads isolation and primary culture of mouse pulmonary microvascular endothelial
cells in vitro

Sun Zhen-zhen1, Cai Zai-long2, Zhu Ke-ming1, Deng Xiao-ming1

Abstract
BACKGROUND: Lung function depends on the activity of pulmonary microvascular endothelial cells (PMVECs). It is a very
important cell model in related researches, while the cells which are isolated by the tissue block culture adhesion method that are
currently widely used in China have a major disadvantage of being usually mixed with other cells.
OBJECTIVE: To establish an accurate and effective technique and methods of isolation and culture mouse PMVECs in vitro.
METHODS: PMVECs were isolated and purified by collagenase I digesting and magnetic beads separating,and adherent
cultured in vitro. The growth curve of cultured PMVECs was measured by CCK-8, the cell morphology and ultrastructure was
observed by microscopes and its phenotype was identified by flow cytometry.
RESULTS AND CONCLUSION: The cells grew as a monolayer in culture and exhibited the well-described cobblestone
morphology, contained a lot of endothelial cell specific rhabditiform organelles Weibel-Palade bodies, expressed endothelial cell
specific surface marker CD105 relatively stably, and rarely expressed lymphatic endothelial cell specific surface marker
VEGFR-3. The PMVECs isolated successfully by immunoglobulin magnetic beads are of high purity and rapid multiplication and
retain certain of their functional differences, including constitution and antigen molecule expression.

Sun ZZ, Cai ZL, Zhu KM, Deng XM. Magnetic beads isolation and primary culture of mouse pulmonary microvascular endothelial
cells in vitro.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(50): 9366-9369.
[http://www.crter.cn http://en.zglckf.com]

摘要

背景：肺组织的功能依赖于肺微血管内皮细胞的活性，因此肺微血管内皮细胞是相关研究的重要细胞模型，但目前国内多

采用的组织块贴壁法培养所得的肺微血管内皮细胞常有其他细胞混杂。

目的：建立一种有效分离、培养、扩增小鼠肺微血管内皮细胞的方法。

方法：采用酶消化、免疫磁珠二次分选法分离纯化小鼠肺微血管内皮细胞，贴壁培养法体外扩增，CCK-8法测定细胞的生

长情况，相差显微镜观察培养细胞的形态，透射电子显微镜观察细胞的超微结构，流式细胞仪对其表型进行鉴定。

结果与结论：培养所得小鼠肺微血管内皮细胞具有典型的铺路石样形态学特征，含有大量内皮细胞特有的杆状细胞器

Weibel-Palade小体，较稳定地表达内皮细胞特异性表面标记 CD105，不表达淋巴管内皮细胞特异性表面标记血管内皮生

长因子受体 3。说明免疫磁珠二次分选法可成功分离纯化小鼠肺微血管内皮细胞，体外培养所获细胞纯度高、自我更新能力

强，并保留了包括构成、表面抗原表达等特性。

关键词：免疫磁珠；分离；小鼠；肺微血管内皮细胞；细胞培养
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0 引言

内皮细胞呈单层连续性衬在血管内面，在

炎症反应、损伤及免疫应答时循环中的中性粒

细胞向组织和器官募集的过程中发挥着积极

的作用。在炎症反应过程中，内皮被炎性因子

或细菌内毒素激活，进而调节黏附因子的表达

和细胞因子的生成，而后两者可调节外周循环

中中性粒细胞的黏附和迁移[1]。研究显示，内

皮细胞并不是单一的，因其所在的各种血管床

和器官的不同而表达不同的细胞学和生化特

性，以适应局部环境的需要[2-3]。

肺微血管内皮细胞在肺血管通透性改变、

血管通透性肺水肿、急性肺损伤和脓毒症等过

程中有重要作用，使其成为体外研究相关病症

机制不可缺少的细胞模型。

实验在Lim等[3]方法的基础上，结合国内

实验室实际情况，采用免疫磁珠二次分选法分

离纯化小鼠肺微血管内皮细胞，建立一种有效

分离、培养、扩增小鼠肺微血管内皮细胞的方

法。

1 材料和方法

设计：细胞学体外观察实验。

时间及地点：于2009-07-01/23在解放军

第二军医大学长海医院中心实验室完成。
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材料：

实验动物：清洁级6~8周龄C3H/HeN小鼠9
只，雌雄不限，体质量18~25 g。由上海实验动

物资源中心提供，许可证号：SCXK(沪)2008-
0016。实验过程中对动物的处置符合中华人民

共和国科学技术部颁布的《关于善待实验动物

的指导性意见》文献的相关要求[4]。

试剂及仪器：

方法：

抗体磁珠的预处理：取100 μL Dynal磁珠于

1 mL PBS+0.1%牛血清白蛋白中制成磁珠冲

洗缓冲液，混匀，置于磁架上，1 min后移去上

清液，冲洗4次；磁珠冲洗缓冲液再悬浮磁珠至

最初的容积；每100 μL(4×107)磁珠加入10 μL
(5 μg)抗体；置于旋转混匀机4 ℃孵育30 min；
再于磁架冲洗4次后用磁珠冲洗缓冲液再悬浮

磁珠抗体至最初的容积，于4 ℃保存，有效期

为1周。

细胞的制备：10%水合氯醛(400 mg/kg)麻
醉小鼠后，体积分数70%乙醇消毒，取小鼠肺

脏，置于装有30 mL冰基础培养基(DMEM含体

积分数20%胎牛血清、25 mmol/L HEPES及1%
青链霉素双抗)的50 mL试管中。无菌条件下将

分离的组织置于直径100 mm的一次性组织培

养皿中；将肺叶小心剪下，去除可见的支气管

放入另一只装有30 mL冰基础培养基的干净试

管中；轻摇试管以去掉器官表面的红细胞；移

至另一干净培养皿中，用剪刀剪成碎块；平均

分 3份移入装有 15 mL预热的胶原酶溶液

(1×)[用Hank’s平衡盐液溶解胶原酶Ⅰ制成

0.2 g/L的贮存液(100×)]的3支50 mL试管；轻轻

振荡试管、37 ℃孵育45 min；12-G金属针头

接20 mL注射器抽吸研磨细胞悬液15~18次，

制成单个细胞悬液，尽量不要引起泡沫；用

70 μm细胞滤器将细胞悬液过滤到另一干净的

50 mL试管中，然后用10 mL基础培养基冲洗滤

器；细胞悬液4 ℃、1 300 r/min离心8 min；弃
上清，6 mL冰基础培养基再悬细胞并移至

1.5 mL EP管中，每管1 mL，共6管。

初次免疫磁珠分离：每毫升细胞悬液加入

15 μL抗CD31涂层的磁珠，置于旋转混匀机

4 ℃孵育20 min；后将EP管置于磁架2 min。
吸附细胞的磁珠和无细胞吸附的磁珠将被分至

EP管的两极；无需移动EP管，将上清液移出，

从磁架上取下EP管，各加入1 mL冰基础培养基

重悬磁珠团粒；将EP管再置于磁架上2 min，
小心地吸出上清；重复冲洗至少4次，直至上清

液变得清澈；各加入1 mL完全培养基(基础培养

基加100 mg/L肝素、100 mg/L内皮细胞生长因

子、1%非必需氨基酸及1%丙酮酸钠)重悬浮磁

珠团粒，并将其移至具有0.1%明胶涂层的T75
培养瓶，再加入4 mL完全培养基；放入标准体

积分数5%CO2培养箱孵育过夜，移除未贴壁细

胞，已贴壁细胞用HBSS液冲洗2次后加入

10 mL完全培养基；隔日用10 mL完全培养基换

液[3]。

再次免疫磁珠分离：一般在接种后7 d左右，

初级培养细胞70%~80%融合时即可行二次分

选，以提高内皮细胞的纯度。弃去培养基，用

HBSS液冲洗内皮单细胞层，加入4 mL 0.25%
胰蛋白酶，轻轻摇匀，37 ℃孵育，相差显微镜

下观察确定内皮细胞已经收缩、分离，形成间

隙。观察整个过程，避免胰酶消化时间过长；

4 mL基础培养基终止胰酶作用，并将细胞悬液

移入15 mL离心管；2 000 r/min离心5 min；弃

上清，用2 mL冰基础培养基重悬细胞沉淀后移

入EP管中，每管1 mL，共2管，每管加入30 μL
抗CD144涂层磁珠后置于旋转混匀机4 ℃孵育

20 min；置于磁架重复冲洗4次；用完全培养基

重悬细胞，接种于1个明胶涂层的T75培养瓶中。

细胞传代：内皮细胞培养需隔日10 mL完全

培养基换液；培养细胞达80%~90%融合后用胰

酶消化，以不超过1:3的比例传代；所得细胞的

纯度因每次制备而异。第2~5代细胞用于实验。

透 射 电 镜 观 察 内 皮 细 胞 特 有 的 细 胞 器

Weibel-Palade小体：取即将传代的细胞(细胞要

尽量成熟些，细胞器才能丰富齐全)约5×107个，

以40 g/L多聚甲醛固定，4 ℃保存，送交电镜

试剂及仪器 来源

高糖 DMEM培养基、胎牛血清

内皮细胞生长因子

大鼠抗小鼠 CD31/CD144 抗体

PE标记大鼠抗小鼠CD105单克

隆抗体及其同型对照抗体

生物素化的山羊抗小鼠血管内

皮生长因子受体 3(vascular
endothelial growth factor-3,
VEGFR-3)多克隆抗体、NL557
标记的连霉亲和素及相应的同

型对照抗体

绵羊抗大鼠 IgG 磁珠、MPC-S
型磁架

胰蛋白酶

倒置显微镜

流式细胞仪

酶标仪

Gibco
Biomedical Technologies
BD
Biolegend

R&D

Dynal

Invitrogen
Olympus
Miltenyi
Thermo labsysytems

www.CRTER.org孙振朕，等. 小鼠肺微血管内皮细胞磁珠分选法分离和原代培养

ISSN 1673-8225 CN 21-1539/R CODEN: ZLKHAH



孙振朕，等. 小鼠肺微血管内皮细胞磁珠分选法分离和原代培养

P.O. Box 1200, Shenyang 110004 cn.zglckf.com9368

www.CRTER.org

室制片、检查。

流式细胞仪检测细胞CD105和VEGFR-3的表达：取1~5
代的培养细胞，0.25%的胰蛋白酶消化，2 000 r/min离
心7 min，弃上清，PBS洗1次后重悬，制成大于1×109 L-1

的单细胞悬液；分至每个待测的流式管，每管0.1 mL，
分别加入荧光标记的抗体及其相应的同型对照抗体，室

温避光孵育15 min，2 000 r/min离心7 min后300 μL
PBS重悬后上机[3,5]。

细胞生长情况：采用CCK-8法，取第2代内皮细胞以

1×107 L-1的浓度接种于96孔板上，以培养基作为空白对

照，空白和内皮细胞分7组，每组3孔，终体积100 μL。
培养7 d，每天测1组，每孔加入CCK-8 10 μL，37 ℃继

续培养3 h。在酶标仪上以空白对照调零，读取450 nm
处的吸光度(参比波长650 nm)，数据取3孔的平均值，

绘制生长曲线。

主要观察指标：细胞形态、表型及生长情况，细胞

超微结构。

设计、实施、评估者：设计为通讯作者和第一作者，

实施为第一作者，全体作者负责评估，均经过系统培训。

2 结果

2.1 培养细胞的形态 培养物接种3~5 d，倒置显微镜

下可见含有内皮细胞的分散集落，见图1a。融合的单细

胞层具有血管内皮细胞典型的铺路石样形态，见图1b。
但过度融合生长会因细胞过于紧密而呈现进行性细长

纺锤形，见图2。

2.2 培养细胞的超微结构 电镜下细胞状态良好，细

胞器丰富，见图3a，并可见大量内皮细胞特有的杆状细

胞器Weibel-Palade小体，见图3b。

2.3 培养细胞的免疫表型测定 流式细胞仪检测结果

显示，细胞纯度均在95%以上，大小均一，状态良好，

第1~5代细胞均表达内皮细胞表面标志CD105，阳性率

在40%左右，见图4。

肺部血管内皮细胞分选最可能混有的淋巴管内皮

细胞的特有表面标记VEGFR-3的表达呈阴性，说明培养

所得的内皮细胞无淋巴管内皮细胞混杂，见图5。

2.4 培养细胞的生长情况 见图6。

Figure 1 Mouse pulmonary microvascular endothelia cells at
5 d after primary culture

图 1 原代培养第 5天的小鼠肺微血管内皮细胞

a: ×200 b: ×100

Figure 2 Mouse pulmonary microvascular endothelia cells at
10 d after primary culture (×100)

图 2 原代培养第 10天的小鼠肺微血管内皮细胞(×100)

Figure 3 Observational result of mouse pulmonary
microvascular endothelia cells under a transmission
electron microscope

图 3 肺微血管内皮细胞透射电镜观察结果

a: ×10 000 b: ×100 000 (Arrowheads:
Weibel-Palade bodies)

Figure 4 Expression of CD105 in mouse pulmonary
microvascular endothelia cells

图 4 小鼠肺微血管内皮细胞 CD105的表达
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Figure 5 Expression of vascular endothelial growth factor-3
(VEGFR-3) in mouse pulmonary microvascular
endothelia cells

图 5 小鼠肺微血管内皮细胞血管内皮生长因子受体 3的表
达
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3 讨论

国内外开展肺微血管内皮细胞的原代培养已近20
年，方法主要分为组织块贴壁法和酶消化法，鉴定方法

多用形态学结合免疫组化染色AgⅧ相关抗原、流式细胞

仪检测CD31/CD102表达等[6-9]。上述两种细胞培养方法

虽然步骤简单、经济易行，但是存在成纤维细胞等杂细

胞干扰的缺点，即便使用差速贴壁和分次消化的方法也

不能确切的去除杂细胞[9]，从而降低了其实用性；且免

疫组织化学法步骤复杂、灵敏性不高；而内皮细胞表面

标记CD31、CD102的高表达仅限于1~3代[3]。

Weibel-Palade小体，简称W-P小体，系内皮细胞

所特有的杆状细胞器，由Weibel和Palade于1964年首次

发现于大鼠肺内小动脉及多处器官的血管内皮，被认为

是鉴定内皮细胞的依据之一。但其数量存在种属差异，

且同一种属离心脏越近的血管其内皮所含W-P小体越

多。抗CD105单克隆抗体是20世纪90年代初由英国曼彻

斯特大学实验病理研究室以胎儿脐静脉内皮提取物免

疫BALB/c系小鼠所得到的一类纯化抗体，为IgG类球蛋

白，不与大血管内皮细胞反应且表达较为稳定[10]。1996
年Kukk等[11]利用受体亲和色谱法从前列腺癌细胞的胞

外基质中提纯出血管内皮生长因子C DNA，血管内皮生

长因子C是近年来发现的血管内皮生长因子家族新成

员，可特异性地与淋巴管内皮细胞上的VEGFR-3结合，

是目前所知惟一具有淋巴管生成作用的因子。

实验选择酶消化法结合免疫磁珠二次分选、流式细

胞仪检测表面标记CD105和VEGFR-3表达，并结合国

内实验室的习惯和条件，反复摸索，改良Lim等的方法

以分离、纯化、体外培养和鉴定小鼠肺微血管内皮细胞。

结果显示成功分离并体外扩增出小鼠肺微血管内皮细

胞，克服了杂细胞的干扰，并经多种方法证明准确有效。

实验成功的关键在于高效率分选和快速有效地扩

增。这就有赖于抗体磁珠预处理时充分清洗(不少于4
次)，尽量去除NaN3以减少其对细胞的不良影响；处理

肺组织时去除任何可见的支气管并尽可能地将组织剪

碎使酶作用充分；胶原酶消化时间不宜超过50 min，以

免损伤细胞影响贴壁；抗体与磁珠作用及细胞与抗体磁

珠作用时保持4 ℃以确保抗体活性、降低细胞代谢，从

而保证分选效率和细胞活性。

总之，实验建立了一种简单、可重复、测试良好的

分离小鼠肺微血管内皮细胞的方法。
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来自本文课题的更多信息--

基金资助：国家自然科学基金项目(30872459)，课题

名称：脓毒症急性肺损伤时血小板 TLR4在肺微血管内皮

细胞损伤中的作用机制研究。

致谢：感谢解放军第二军医大学长海医院心胸外科实

验室的龚德军老师给予的细心指导和大力帮助。

课题的意义：用酶消化和免疫磁珠分选相结合的方法

提高细胞纯度；从细胞形态、超微结构及特异性膜表面抗

原表达 3方面鉴定并通过测定 VEGFR-3表达进行排除，

提高准确性。为转基因动物广泛应用于科学研究及脓毒症

急性肺损伤机制的离体研究提供了技术支持和细胞工具。

课题评估的“金标准” ：鉴定内皮细胞的标准很多，

但是没有所谓的“金标准”，只有国内外较常用的标准，

也不是惟一的。实验根据自身特点选择了特异性较高且较

为方便快捷的几种方法进行了鉴定和排除。

设计或课题的偏倚与不足：磁珠分选法成本较高，步

骤较复杂，对实验环境、设备的要求较高。
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Figure 6 Growth curve of second passage of mouse
pulmonary microvascular endothelia cells

图 6 第2代小鼠肺微血管内皮细胞的生长曲线
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