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胰蛋白酶消化法体外培养和鉴定人脐静脉血管内皮细胞*☆ 
白燕慧1，张明昌1，边  芳2 

Culture and identification of human umbilical vein endothelial cells in vitro using Trypsin 
digestion method   

Bai Yan-hui1, Zhang Ming-chang1, Bian Fang2 

Abstract 
BACKGROUND: The establishment of human umbilical vein endothelial cells model in vitro has significant meaning for the study 
of neovascularization, but human umbilical vein endothelial cells are difficult to cultivate in vitro and there is not a criterion. 
OBJECTIVE: To explore how to harvest and identify human umbilical vein endothelial cells in vitro. 
METHODS: 0.25 g/L Trypsin and 0.02% ethylene diamine tetraacetic acid perfusion method was used to isolate human umbilical 
vein endothelial cells from the fresh umbilical cord, and the cells were cultured and amplified. The composition of culture medium 
was simplified by not adding vascular endothelial cell growth factor and heparin. Human umbilical vein endothelial cells grown to 
80% confluence were identified by morphological observation and immunofluorescence method. 
RESULTS AND CONCLUSION: The endothelial cells spread on the bottom of the dishes within 2 hours, then coalesced and 
grew to form a confluent monolayer of polygonal cells within 24 hours. The cultured cells were identified as human umbilical vein 
endothelial cells. Trypsin perfusion is a simple and effective method for collection of human umbilical vein endothelial cells. Cells 
harvested with this protocol can be used as models on research of vascular endothelial cells in vitro. 
 
Bai YH, Zhang MC, Bian F. Culture and identification of human umbilical vein endothelial cells in vitro using Trypsin digestion 
method. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(15): 2695-2698.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：体外建立稳定可靠的人脐静脉血管内皮细胞模型，目前培养方法缺乏统一的标准。 
目的：探索脐静脉内皮细胞的体外培养的方法。 
方法：采用 2.5 g/L 胰蛋白酶和 0.02%EDTA 消化、分离、体外原代培养及消化传代脐静脉内皮细胞，简化完全培养液组分

(不添加血管内皮细胞生长因子、肝素等辅助因子)，当原代培养细胞 80%以上汇合，根据细胞特有的形态学特征和Ⅷ因子

进行内皮细胞的鉴定。 
结果与结论：种植在培养瓶中的内皮细胞 2 h 贴壁生长，24 h 换液后内皮细胞 80%融合，细胞状态好，内皮细胞呈单层铺

路石样外观，经过镜下观察和Ⅷ因子相关抗原鉴定证明是脐静脉内皮细胞。证实用胰蛋白酶灌注脐静脉是一种简单、实用

的获得人脐静脉血管内皮细胞的方法，可靠性大，成功率高，可以构建体外研究血管内皮细胞的模型。 
 
关键词：人脐静脉；血管内皮细胞；细胞培养；形态学；鉴定 
缩略语注释：HUVECs: human umbilical vein endothelial cells，人脐静脉血管内皮细胞 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.15.008 
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0  引言 
 

角膜是眼主要的屈光介质，正常角膜没有

血管，以保持其透明性。角膜缘则具有丰富的

血管网，在感染、外伤、免疫反应等病理情况

下，毛细血管由角膜缘处向角膜内生长。一般

认为，毛细血管进入角膜周边部1.0~2.0 mm以

上即称为角膜新生血管。角膜新生血管可破坏

角膜正常微环境，是角膜移植排斥反应的高危

因素；而且新生血管结构较脆弱。易渗透，常

因出血渗出及继发纤维化等导致失明，是目前

常见的致盲原因。角膜移植是治疗角膜病致盲

的主要方法，但血管化植床的角膜移植排斥率

高达49%[1]。因此角膜新生血管的治疗一直是个

棘手的问题，而对其发生机制的研究是解决问

题的关键。为了更好地研究新生血管的发病机

制，需要在体外建立稳定可靠的血管内皮细胞

模型。由于内皮细胞株的体外培养存在异议[2]，

因此脐静脉内皮的原代培养是最常用于内皮细

胞研究的方法之一[3-5]。 
实验通过探索脐静脉内皮细胞的培养的方

法，为进一步研究角膜新生血管的发病机制在

体外建立稳定可靠的人脐静脉血管内皮细胞

(human umbilical vein endothelial cells, 
HUVECs)模型。 
 
1  材料和方法 

 
设计：细胞的体外培养。 
时间及地点：2011-03/09在华中科技大学

同济医学院附属协和医院眼科实验室完成。
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材料：健康产妇足月分娩的婴儿脐带由华

中科技大学同济医学院附属协和医院妇产科提

供，产妇及其家属签署知情同意书。 
主要试剂和仪器： 

 
 
 
 
 
 
 

实验方法： 

HUVECs的原代培养：无菌条件下取新生儿

脐带，长度至少>20 cm，在超净工作台内剪去

脐带两端血肿、钳夹部分，找到口径较大的脐

静脉后，将尖端磨平的50 mL注射器针头插入

脐静脉一端的管腔中，用止血钳夹闭以固定针

头，用37 ℃预热的生理盐水冲洗脐静脉直至流

出液无色，再用PBS冲洗2遍。止血钳夹闭脐

带另一端后，抽取2.5 g/L胰酶和0.02%的EDTA
混合液注入脐静脉使静脉充盈，置脐带于37 ℃
培养箱中消化10~12 min后，收集消化液于   
50 mL离心管中，加入含有体积分数20%胎牛

血清的完全培养基于离心管中终止消化，以      
1 000 r/min离心10 min后，弃去上清液，加入

新鲜配制的完全培养基吹打均匀后，种植于  
25 cm2一次性培养瓶中，于37 ℃培养箱内培

养。理论上24 h后更换培养液，以后两三天换1
次液，直至细胞长至80%融合[6-15]。 

HUVECs的传代培养：相差显微镜下观察，

待细胞生长至80%以上融合时，于超净台内弃

去培养瓶内旧的培养基，再用PBS洗1遍后，

加入 2.5 g/L胰酶和 0.02% 的 EDTA混合液     
1 mL，轻轻晃动使消化液铺满培养瓶底，同时

在倒置相差显微镜下观察，当细胞大部分变圆

时，弃去消化液，在培养瓶中加入完全培养基

终止消化，然后将细胞从培养瓶底吹打下来，

以1∶2传代。 
HUVECs的鉴定：经2.5 g/L胰酶和0.02%的

EDTA混合液消化后的细胞重悬于细胞培养液

中，将细胞接种于预先加有盖玻片的培养孔内，

待细胞贴壁生长至80%汇合时取出爬片，用

PBS清洗2次，置爬片于预冷的丙酮中，-20 ℃
固定10 min，PBS洗2次，滴加兔抗人Ⅷ因子

相关抗原(vwF)多克隆抗体(1∶50)[16]，4 ℃孵

育过夜，PBS洗3次，FITC标记羊抗兔 IgG  
(1∶500)避光孵育2 h，暗室中PBS洗5 min，      

5 mg/L DAPI室温下避光染色2 min，荧光显微

镜下观察，以细胞胞质出现红色荧光为染色阳

性的判断标准。 
主要观察指标：HUVECs的形态学及免疫

荧光染色的鉴定。 
   

2  结果 
 
2.1  HUVECs形态学观察  细胞接种后随即

在倒置相差显微镜下观察，培养液中有很多大

小不等的圆形细胞，2 h后开始贴壁，24 h后可

生长至80%融合，细胞边界清楚，胞浆丰富，

呈鹅卵石样排列，见图1a。细胞传代后30 min
后开始贴壁，细胞纯度高，但细胞生长较原代

慢，形态略差见图1b，细胞传5代以上细胞生长

缓慢，时逐渐变肥大，扁平，细胞状态差，即

使培养5~7 d，也不能达到80%汇合，见图1c。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2  内皮细胞鉴定结果  免疫荧光鉴定显示

见图2。95%以上细胞胞浆vwF染色阳性见图

2a，b。 

试剂及仪器 来源 

DMEM-F12 培养基，胎牛血清 
胰蛋白酶和 Na2-EDTA 粉剂   
青霉素，链霉素              
恒温恒湿培养箱              

Hyclone 公司         
Gibco 公司 
Amresco 公司 
广东省医疗器械厂 

Figure 1  Morphological observation of human 
umbilical vein endothelial cells (HUVECs)
(×100) 

图 1  人脐静脉血管内皮细胞的形态学观察
(×100) 

a: The primary HUVECs 

b: The second passage of HUVECs 

c: The fifth passage of HUVECs 
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3  讨论 
 
HUVECs的培养最早始于20世纪60年代，张宝庚 

等[17]首先在国内采用胶原酶消化的方法取得HUVECs
后进行培养，随后杨小平等[18]改用胰蛋白酶灌注脐静

脉，消化取得HUVECs后进行培养取得成功。HUVEC
的原代培养的主要方法有机械刮取[19]、组织块移植和

酶消化法。前两种方法容易混杂其他血管壁细胞，近

年来逐渐被酶消化法取代。 
由于HUVECs原代培养成功率低，且传代次数有

限，文献报道使用胶原酶来消化以及在培养液中使用血

管内皮生长因子促进细胞生长[20-22]，血管内皮生长因子

是促进血管内皮生长的重要生长因子[23]，但生长因子及

胶原酶价格昂贵，在实际中不易推广，作者使用价格低

廉的胰蛋白酶来消化脐静脉，试图找到一种简单、实用、

有效的培养脐静脉内皮细胞的方法，取得良好效果，现

将实验体会总结如下。 
首先，脐带的选择非常重要。脐带的选择要注意以

下几个方面：①捐献脐带的孕妇一定要排除心脏病、肝

炎、糖尿病、血小板减少症、营养不良等内科疾病，因

为孕妇的营养状态会影响脐带的质量，营养状态好的孕

妇脐静脉内皮细胞的活力好，获得的细胞的数量多、质

量高。以往的文献中很少强调这一点，作者也是在多次

失败后才体会到这一点。②脐带一定要新鲜，取下的脐

带最好在2 h内将细胞的分离完成，最好不要超过3 h，
文献报道离体6~12 h内皮细胞Ⅷ因子相关抗原[24]、前列

环素呈下降趋势，本实验曾经比较脐带取下后2 h及5 h
细胞的成活率，发现后者细胞的成活率、细胞的数量和

质量显著下降，不能满足进一步传代及实验要求，因此

取下的脐带要尽早处理。 
其次，酶和酶消化时间的选择也很关键。目前常用

的酶主要有胰蛋白酶和Ⅰ型胶原酶[25]。采用Ⅰ型胶原酶

分离HUVECs，价格比较昂贵，而胰蛋白酶消化分离

HUVECs可以降低非内皮细胞的贴壁能力[26]，但是胰蛋

白酶消化法因消化时间不易掌握而限制了其广泛应  
用[27-28]。本实验研究发现，胰蛋白酶消化时间并不是固

定不变，而是随脐带的长度不同而变化，一般在10~   
12 min范围内，只要掌握最佳消化时间，并及时终止消

化，就可以成功获得足够多的内皮细胞，实验过程中  
2.5 g/L胰蛋白酶需要新鲜配制，用之前需37 ℃预热，

通常每条脐带可以用胰酶消化2次，2次消化后所收集细

胞数量及状态差别不大，这种方法可以使每根脐带都得

到充分的利用，这在之前的文献中未见报道。在传代培

养时，消化所用的胰蛋白酶中一定要加入EDTA，如果

仅仅用胰酶去消化，贴壁细胞很难消化下来。 
再次，完全培养基是否新鲜同样重要。本实验中每

次原代培养中所用完全培养基均为新鲜配制，配制后保

存时间一般不超过2周。完全培养基中所加入的血清是

体积分数20%的新鲜胎牛血清，因HUVECs是一种低增

殖能力细胞，Bryan等[29-30]认为，新鲜胎牛血清中含有

的各种细胞因子等可促进内皮细胞的生长，如果保存时

间过长，会显著影响细胞因子等成分。王志华等[31]认为

胎牛血清的浓度为10%~15%才能维持内皮的生长，本

实验原代培养时胎牛血清的体积分数一般保持在20%，

在这个体积分数细胞才能稳定生长。 
据文献报道，内皮细胞培养5~7 d可长至80%融合，

但本实验在培养原代细胞过程中有5次在细胞24 h换液

后，细胞已达到80%融合，且细胞边界清楚，生长状态

良好，传3代后细胞的生长状态仍然较好，这在之前的

文献中未见报道。内皮细胞具有相互接触促生长作用，

因此细胞接种密度不能过低，当细胞接种密度低于

1×105时内皮细胞增殖能力明显减弱，传代后细胞不易

成活。本实验的成功可能与接种密度，脐带质量以及消

化时间的良好把握有关。 
另外，本实验使用的是corning公司的一次性无菌

25 cm2培养瓶，在实验中离心转速一般为1 000 r/min，
时间10 min，时间过长会打碎细胞，反之，细胞则不能

很好地分离沉淀。培养液的保存须注意其密闭性，完全

培养液的保存时间不可超过2周，须长期保存的培养液

应置于-20 ℃的冰箱中。另外消化操作及培养传代时应

严格防范污染，本实验在配制完全培养基时一般都要加

青霉素、链霉素，细胞发生污染的情况很少。至于培养

过程中是否加生长因子，本实验过程中并未加生长因

子，细胞依然生长良好，而且加生长因子的话可能会影

响后继实验的结果，因此不赞成加生长因子。 

Figure 2  Immunostaining result for multiclonal rabbit 
anti-human Ⅷ factor antibodies 

图 2  人脐静脉血管内皮细胞第Ⅷ相关抗原染色阳性 

a: ×200   

b: ×400  
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血管内皮细胞的纯度对于进一步的实验结果有决

定性的影响，在进一步的实验研究之前应对所获得的培

养细胞进行鉴定。除了形态学上特征的单层铺路石状排

列外，最为可靠的鉴定内皮细胞的方法是Ⅷ因子相关抗

原的免疫组化鉴定，本实验结果表明胰蛋白酶消化法可

以获得高纯度的人血管内皮细胞，经体外传代培养仍可

保持稳定的血管内皮细胞表型，是一种理想的细胞培养

方法，有助于新生血管的体外实验研究。 
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