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Abstract 
Objective: To explore a simple, economic and highly purified modified method to isolate and cul-
ture the endothelial cells of rat thoracic aorta. Methods: Under an aseptic condition, the thoracic 
aorta was harvested in a male adult Wistar rat anesthetized with 2% pentobarbital sodium. After 
having removed the peripheral connective tissue and fat, the thoracic aorta was turned inside out 
to expose its intima. Then, the thoracic aorta ends were ligated with the sterile silk thread, and 
thoracic aorta intima was digested with 0.125% trypsin for 18 min - 20 min in centrifugal tube. 
Cell growth and cell morphology was directly observed under inverted phase contrast microscope; 
immunohistochemistry and immunofluorescence method is applied to detect and identify if the 
primary culture rat aortic endothelia cells (RAECs) are the vascular endothelial cells by their 
combining reactivity with VIII factor related antigen antibody. Results: After 3 - 4 days, the cul-
tured rat aortic endothelial cells were distributed on the basement of six-well plates in a cluster. 
10 - 12 days later, the adherent cells spread to cover most bottom of culture plate with about 85% 
of the adherent cells in a confluent monolayer, and show a typical cobblestone appearance which 
is the characteristic of the vascular endothelial cells. In addition, immunohistochemical staining 
and mmunofluorescence staining with monoclonal anti-Factor-VIII antigen antibody in culturing 
RAECs were shown by the tan and green fluorescence positive reactive particulate matter found in 
most of the cell cytoplasm, suggesting that the primary culture RAECs are the vascular endothelial 
cells. Conclusions: Just using the concentrations as low as 0.125% trypsin, our modified cultural 
method of vascular endothelial cells is a convenient, economical and applicable one with a higher 
cell activity and purity, no needing the expensive collagen enzyme and endothelial cell growth 
factor. 
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摘  要 

目的：探索改进一种简单、经济和高纯度的大鼠血管内皮细胞分离培养方法。方法：采用2%戊巴比妥

钠麻醉Wistar大鼠，在无菌条件下截取主动脉约3~4 cm，再将主动脉血管外翻使内膜暴露，用丝线结扎

动脉两端，以0.125%胰蛋白酶消化18~20 min，在倒置相差显微镜下直接观察细胞生长和细胞形态特

征，分别应用免疫组化和免疫荧光方法检测第VIII因子相关抗原抗体结合情况，对培养传代的血管内皮

细胞进行鉴定。结果：采用0.125%胰蛋白酶直接消化可获得高纯度的大鼠主动脉血管内皮细胞。经过

3~4天培养，细胞呈集落样散在分布于六孔培养板底，到10~12天时，细胞贴壁增长至覆盖大部分培养

板底，约85%的细胞汇合成单层，呈现典型的“鹅卵石”样内皮细胞特征；此外，免疫组化和免疫荧光

方法检测第VIII因子相关抗原抗体结合情况，发现大多数细胞胞浆呈现棕黄色和绿色荧光的阳性反应，

显示分离培养的细胞主要是血管内皮细胞。结论：本改良的细胞培养方法操作简便，只需浓度低至

0.125%胰蛋白酶即可获取较高纯度的血管内皮细胞，不需要较昂贵的胶原酶及内皮细胞生长因子，与

现有的其他培养方法相比更为经济实用。 
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1. 引言 

血管内皮细胞(Vascular endothelial cell, VEC)是存在于血管壁与血液之间的天然屏障，不仅参与血管

的形成，而且在组织生长、发育过程中也有重要作用[1]。VEC 主要生理功能有：释放不同的生物活性调

节因子调节血管的收缩与舒张；防止血小板的聚集、黏附以及血栓的形成；防止炎性细胞对血管壁的粘

附、浸润等。其结构功能的正常对于预防血栓闭塞性血管炎(thromboangiitis obliterans, TAO)等周围血管

疾病的发生和发展有着重要意义[2]。VEC 易受体内外物理、化学因素攻击损伤，引起 VEC 功能尤其是

内分泌功能紊乱，是不少心血管疾病早期表现形式，且与糖尿病、肿瘤等疾病的发生、发展有密切关系

[3]。VEC 是组织细胞培养对象之一，以 VEC 建立疾病的离体模型，被广泛应用于心血管疾病、肿瘤血
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管生成和血管修复等领域研究[4] [5] [6]。人脐静脉内皮细胞(HUVEC)是目前国内外研究最常用的内皮细

胞。主要考虑 HUVEC 容易获得和培养，实验重复性好，但是人脐静脉内皮细胞来源于静脉而非动脉。

大鼠是一个十分重要的研究模型，繁殖较快，取材方便，且与人相似性较高，但分离培养鼠原代主动脉

内皮细胞是比较困难的[7]。因此探索建立一套操作简单，实用、重复性良好的大鼠主动脉内皮细胞(rat 
aortic endothelia cells, RAECs)分离培养方法，具有重要意义。目前国内外常见的获取 VEC 的方法包括机

械刮取法、组织块移植法和酶消化法等，均存在一些不足之处[4] [5] [6] [7]，通过对上述方法优缺点的分

析，并在参考了大量国内外文献的基础上，经过反复实验，改进了原代大鼠主动脉血管内皮细胞培养方

法。并获得了纯度高，活性良好的 VEC。为 TAO、心血管疾病、肿瘤血管生成和血管修复等领域研究的

开展提供了较好的实验素材。现介绍如下。 

2. 材料与方法 

2.1. 实验材料 

2.1.1. 主要试剂与仪器 
含双抗低糖型 RP1640 培养基(北京 Solarbio 科技有限公司)，胎牛血清(杭州四季青生物工程材料有限

公司)，胰蛋白酶(美国 Gibco 公司)，PBS (北京中杉生物技术有限公司)，FVIII 多克隆抗体(武汉博士德生

物工程有限公司)、荧光标记羊抗兔 Ig 抗体(北京中杉金桥生物技术有限公司)。医用型超净工作台(苏州佳

宝净化工程设备有限公司)，CO2 培养箱(上海医疗器械厂)，倒置相差显微镜(日本 OLYMPUS 公司)，荧

光显微镜(日本 OLYMPUS 公司)。 

2.1.2. 实验动物 
清洁级雄性 Wistar 大鼠 2 只，体量 200~250 g，由南昌大学医学院动物实验中心提供，动物合格证：

[南昌大学实验动物中心，编号 SCXK(赣)，2008-0001]。 

2.2. 实验方法 

2.2.1. RAEC s 原代培养 
Wistar 大鼠采用 2%戊巴比妥钠麻醉，无菌条件下打开腹腔，分离并取约 3~4 cm 主动脉放入含有双

抗的 PBS 中漂洗，用眼科剪和小镊子去除主动脉外周结缔组织及脂肪，并用吸管将动脉管腔残留的血液

冲洗干净。将消毒过的除掉针头的缝衣针牵引手术缝合线穿过主动脉管腔，缝合线的远端结扎主动脉的

一端。再用血管钳牵引缝合线，同时用镊子夹住血管的另一端轻轻反向下拉使主动脉内膜翻出，将已翻

转的主动脉两端向内折入少许，缝合线将主动脉两端结扎，并用在酒精灯上烧热的镊子烫烙动脉两端，

使翻转的主动脉两端完全密闭。将翻转封闭的主动脉完全浸入装有 2~3 ml 的 0.125%胰蛋白酶的离心管中，

置于 37℃水浴锅中，消化 18 min，加入等量含 10% FBS 的培养液中止消化，收集消化液，于 1000 r/min
离心 5 min，弃上清，在底部沉淀的细胞中加入含 20% FBS 的 RP1640 培养液重悬，吹打混匀，接种在六

孔板内。放入 37℃和 5% CO2 培养箱培养。孵育 3~4 天时细胞贴壁，再更换培养液。之后每隔 2~3 d 换

液 1 次，在倒置相差显微镜下观察细胞生长情况。 

2.2.2. RAEC s 传代培养 
原代培养的 RAECs 孵育约 10~12 d，至贴壁细胞覆盖 3/4 以上六孔培养板面积，约 80%的细胞融合

成单层时即可传代。弃培养液，用 0.01 mmol PBS 液洗涤培养板 2 次，加入 1~2 mL 0.125%胰蛋白酶消化

约 2~3 min，待镜下见内皮细胞皱缩变圆时，立即加入等量含 10%胎牛血清的 RP1640 培养液终止消化，

用吸管轻轻反复吹打使细胞完全脱壁并混匀，转移到 10 ml 离心管中，室温下以 1000 r/min 离心 5 min，
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弃上清，沉淀细胞中加入含 10%胎牛血清的 RP1640 培养液 3 mL，轻轻吹打使细胞重悬均匀，倒置相差

显微镜下计数，以(2~3) × 105/瓶的密度接种到 25 cm2 的塑料培养瓶中，置于 37℃ CO2 培养箱内孵育。

根据内皮细胞贴壁时间快于成纤维细胞的特点，传代培养 4 h 后换培养液可以除去未贴壁杂细胞，以后

每 2~3 d 换液一次，倒置相差显微镜下观察细胞生长情况。 

2.2.3. RAECs 的形态学观察 
在培养过程中，每天于倒置相差显微镜下观察细胞的生长和细胞形态特征，并拍照。 

2.2.4. 免疫组化法鉴定 RAECs [3] 
取第三代长满 24 孔培养板的传代细胞，设立实验组和空白对照组，至细胞汇合成单细胞层后，吸去

培养液，以 0.01M PBS 漂洗 2 次，经 40 g/L 多聚甲醛固定 30 min，用 PBS 洗 3 次，体积分数为 3%H2O2

室温浸泡 30 min，以灭活内源过氧化物酶，PBS 洗 2 次，0.3%TritonX-100 室温浸泡 30 min，PBS 洗 3 次，

滴加 5% BSA 封闭液，室温 20 min，甩去多余液体不洗。然后加入稀释(1:100)Factor VIII 抗体，4℃湿盒

过夜，用 PBS 洗 3 次；滴加 2 抗，室温孵育 30 min，PBS 洗 3 次，二氨基联苯胺(DAB)室温显色，显微

镜下控制反应时间，蒸馏水洗涤，苏木精轻度复染，蒸馏水洗涤，PBS 返蓝，在荧光显微镜下观察并摄

片。用 PBS 代替 Factor VIII 抗体，其余步骤不变，作为阴性对照。 

2.2.5. 免疫荧光染色技术鉴定 RAECs 
取生长于 25 cm2 的塑料培养瓶第 3 代细胞，传代接种于 24 孔培养板，随机分为实验组和空白对照

组，至细胞生长融合成单细胞层后，吸去培养液，0.01 mmol PBS 漂洗 2 次，经 40 g/L 多聚甲醛固定 30 min
后再用 PBS 漂洗 3 次，体积分数为 3% H2O2 室温浸泡 30 min，以灭活内源过氧化物酶，PBS 洗 2 次，0.3% 
TritonX-100 室温浸泡 30 min，PBS 洗 3 次，滴加 5%BSA 封闭液，室温 20min，甩去多余液体。然后加

入 1:100 稀释的第 VIII 因子相关抗原 FactorVIII-related antigen，FactorVIII)抗体，4℃湿盒过夜。次日用

PBS 洗 3 次，滴加用异硫氰酸荧光素(FITC)标记的 IgG 抗体，室温置于暗室中 30 min，PBS 洗 3 次，在

荧光显微镜下观察染色结果并拍片。 

2.2.6. RAECs 细胞活力检测 
4.0 g 台盼蓝中加入少许双蒸水研磨，待台盼蓝充分溶解后定容至 100 ml，经滤纸过滤后放 4℃保存。

临用时加 PBS 稀释至 4 g/L。于 RAECs 传代过程中每次取 50 μl 细胞悬液与 50 μl 的 4 g/L 台盼蓝混匀，

取 1 滴滴入血球计数板于倒置显微镜下计数 200 个左右细胞。显微镜下可见活细胞拒染，死细胞被染成

淡蓝色。计算活细胞率(%) = 活细胞数/总细胞数 × 100%，此过程重复 3 次，取平均值。 

3. 结果 

倒置相差显微镜下观察显示培养 3 天的细胞呈透亮的圆形，单个或成团，呈棱状或多角形(图 1(A))；
培养 11 天，细胞生长覆盖六孔板面积的 85%以上，呈现 VEC 典型的“鹅卵石”样特征(图 1(B))。 

3.1. RAECs 免疫组化鉴定 

应用抗 VIII 因子相关抗原抗体进行免疫组织化学检查，结果显示 DAB 染色阳性，200 和 400 倍显微

镜下观察到细胞浆内有棕黄色颗粒(图 2)。 

3.2. RAECs 免疫荧光鉴定 

用抗 VIII 因子相关抗原抗体进行免疫荧光染色，400 倍荧光显微镜下观察细胞质呈现绿色荧光阳性

反应(图 3)。 
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Figure 1. (A) Rat aortic endothelia cells (RAECs) after 3 days culture, which appear to be like triangle or polygon (×100); 
(B) RAECs after 11 days culture, showing a slabstone-like changes (×100). Bar = 25 μm (A, B) 
图 1. 倒置相差显微镜下的培养 3 天(A)和 11 天(B)的大鼠主动脉血管内皮细胞形态学特征(×100) 
 

 
Figure 2. Immunohistochemical staining with monoclonal anti-Factor-VIII antigen antibody in culturing RAECs (A: ×200, 
B: ×400). Bar = 50 μm (A,B) 
图 2. RAECs 中内皮细胞标志分子 VIII 因子相关抗原表达阳性(A: ×200, B: ×400) 
 

 
Figure 3. Immunofluorescence staining with monoclonal 
anti-Factor-VIII antigen antibody in culturing RAECs (×400) 
图 3. RAECs 中 VIII 因子相关抗原免疫荧光染色阳性(×400) 
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3.3. RAECs 活力检测 

在传代培养过程中，内皮细胞经台盼蓝试验，检测活细胞率 > 95%。 

4. 讨论 

VEC 最初仅被看作血管内壁的屏障，后来研究显示 VEC 具有重要的内分泌功能，可调节血管壁的

通透性、维持血流状态及出血凝血功能平衡、调节血管张力[1]。应用培养的 VEC 建立相关疾病的离体模

型，在心血管疾病、肿瘤血管生成和血管修复等领域研究中较为普遍[3]。大鼠因其繁殖较快、取材方便

且价格低廉，故此分离培养大鼠主动脉内皮细胞(RAECs)常被用于以上的相关研究。有关 RAECs 的培养

方法改进的研究层出不穷。 
血管内皮细胞位于血管内膜表面，其下面是结缔组织层，主要由Ⅲ型胶原构成，其体外培养多采用

消化法、植块法，消化法结合反复机械刮取法及热处理植环法，但存在着原代培养难度大、效率低，以

及在细胞分离培养过程中操作较繁琐并容易增加微生物和非血管内皮细胞污染等缺点[4] [5] [6] [7]。大鼠

胸主动脉管腔细小，肋间动脉分支多，使大鼠胸主动脉血管内皮细胞的原代培养比较困难。机械刮去发

和植块法获取大鼠血管内皮细胞的方法易混杂其他血管壁细胞，近几年来已逐渐被酶消化法取代。一般

的胶原酶消化法培养内皮细胞产量低，操作较复杂且消化时间不好掌握，而多步骤酶消化法常因成纤维

细胞或平滑肌细胞污染导致培养失败[8]。本实验采用将主动脉内膜外翻，利用缝合线结扎、镊子烫烙血

管两端的双重封闭，以胰蛋白酶直接消化的方法，获取一定数量的内皮细胞，传代培养时利用 RAECs
对胰酶较成纤维细胞及平滑肌细胞敏感的特点，采用低浓度、短时间差速消化传代法，提高了 RAECs
的纯度。通过多次实验对比还发现，以 0.125%及 0.25%浓度的胰蛋白酶分别消化 18~20 min 及 10~12 min
获取的 RAECs 数量及纯度无明显差别。 

内皮细胞呈单层“铺路石”状排列是其生长特性，也是其形态学的重要特征，而第 VIII 因子是内皮

细胞的标志性特征[5] [7]。在本实验中，我们通过形态学观察发现其生长出的细胞呈单层“铺路石”状生

长(见图 1)，采用免疫组织化学与免疫荧光两种检验方法证明有第 VIII 因子相关抗原存在，确认为血管内

皮细胞，增加了鉴定的可靠性(见图 2)。 
这些结果显示以胰蛋白酶直接消化法获取 RAECs，以差速消化传代进一步提高内皮细胞纯度的方法

操作简单，经济实用，可以进一步推广应用。同时应用此低浓度胰蛋白酶直接消化法获取高产量 RAECs
时，应注意以下操作要点：①针头穿过血管腔时应注意勿损伤主动脉内膜，结扎血管两端时要严密，结

扎线外的主动脉残端尽可能除去，烫烙主动脉残端要彻底，确保仅主动脉内膜面与胰蛋白酶接触；②选

择合适的胰蛋白酶浓度和控制好消化时间是实验的关键，使之既能充分消化主动脉内皮组织，又可减少

RAECs 损伤和非血管内皮组织细胞混入；③原代培养的 RAECs 对营养要求较高，须用含 20%胎牛血清

的培养液培养，传代细胞可用含 10%~15%胎牛血清的培养液培养；④原代培养应用六孔板种板，利于细

胞间相互影响，通过产生促生长活性物质，互相促进生长。 
本方法能够获得高产率的 RAECs，重现性较好，操作相对简单，并且所得到的细胞纯度和活力都相

对较高，为体外 VEC 离体模型的建立以及对心血管疾病、肿瘤血管生成和血管修复等发生机制的研究提

供了技术支持和理论指导。 
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