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摘要　 目的　 建立非人灵长类动物冠状动脉原代内皮细胞

的分离和培养方法，为研究人冠状动脉内皮细胞提供细胞模

型。 方法　 无菌分离猕猴冠状动脉，胶原酶短暂消化后采用

组织黏附法分离猕猴冠状动脉原代内皮细胞，利用流式细胞

术检测并分选 ＣＤ３１ 阳性细胞，确定内皮细胞纯度；经前列

腺素 Ｅ２（ＰＧＥ２）刺激后，以 ＣＣＫ⁃８ 法和高内涵细胞成像法分

别检测猕猴冠状动脉原代内皮细胞活力和增殖能力、以 Ｔｒ⁃
ａｎｓｗｅｌｌ 法和 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶法分别检测猕猴冠状动脉原代内皮

细胞迁移能力和体外成管功能。 结果　 猕猴冠状动脉原代

细胞在 １０ ～ １４ ｄ 细胞覆盖培养瓶面积的 ８０％ 左右，细胞呈

不规则多边形和铺路石状。 流式检测其纯度为 ３１ư ７％ 左

右，分选后利用流式细胞术再次检测内皮细胞纯度，达 ９５％
以上；ＰＧＥ２ 能显著上调猕猴冠状动脉原代内皮细胞的增殖、
迁移和成管能力。 结论　 该研究成功建立猕猴冠状动脉原

代内皮细胞分离培养方法，通过功能研究表明猕猴冠状动脉

原代内皮细胞可以作为模拟人冠状动脉内皮细胞的体外细

胞模型。
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　 　 内皮细胞生理上分泌 ＮＯ 和内皮素（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ，
ＥＴ）等细胞因子，控制血管舒缩及血液中大分子和

血细胞的外泄［１］；内皮损伤及功能障碍时，其表达

血管细胞黏附分子⁃１ 和内源性 ＮＯ 等生物分子导致

血管舒缩平衡被打破［２ － ３］。 前列腺素 Ｅ２ （ ｐｒｏｓｔａ⁃
ｇｌａｎｄｉｎ Ｅ２， ＰＧＥ２）在多种组织中发挥重要功能，病
理状态下表达升高，加重多种炎症反应参与疾病的

发生发展［４］。 冠状动脉为营养心脏的主要血管，其
内皮细胞作为与血液接触的直接屏障尤为重要。

目前已有成人、小鼠和猪的冠状动脉原代内皮

细胞分离方法，尚未见猕猴相关方法报道［５ － ７］。 与

其他动物相比，猕猴表现出与人类遗传、免疫和代谢

的高度相似性，是基础研究和临床应用之间一个理

想的转化模型［８］。 在体外实验中，为更好模拟人体

细胞的病理生理状态，探索一种简便可行的猕猴冠

状动脉原代内皮细胞分离方法十分必要。 该研究成

功建立了猕猴冠状动脉原代内皮细胞的分离培养方

法，并对其进行鉴定和功能研究。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物　 选取 ３ ～ ５ 岁普通级实验猕猴，饲
养于安徽医科大学临床药理研究所实验动物中心。
温度 ２０ ～ ２６ ℃；日温差≤４ ℃；相对湿度 ４０％ ～
７０％ 。 昼夜交替满足猕猴作息时间，饲料、水和瓜果

蔬菜不受限制，定时为猕猴播放音乐及视频。 实验

动物购自旌德县皖南猕猴驯养繁殖基地，生产许可

证号：ＳＣＸＫ（皖）２０２０⁃００１。 该实验过程得到安徽医

科大学临床药理研究所动物伦理委员会批准（批
号：ＰＴ⁃２０２０⁃００１）。
１． ２　 主要试剂　 冠脉内皮细胞完全培养基购自武

汉普赛诺生命科技有限公司；ＤＭＥＭ 基础培养基和

胎牛血清（ｆａｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ， ＦＢＳ）购自以色列 Ｂｉｏ⁃
ｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ 公司；ＣＤ３１ 抗体购自美国 Ｂｉｏｌｅｇ⁃
ｅｎｄ 公司；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒购自广州 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司；
ＰＧＥ２ 购自美国 Ｃａｙｍａｎ 公司；基质胶（Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶）
和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室均购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司；Ⅱ型胶

原酶购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；舒泰 ５０ 购自合肥国腾动

物保健有限公司。
１． ３　 主要仪器 　 Ｃｙｔｏ ＦＬＥＸ 型流式细胞仪：美国

Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司；ＢＤ ＦＡＣＳＡｒｉａ 分选型流式细

胞仪：美国 Ｂｅｃｔｏｎ Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ 公司；２３０６２ 型 ＣＯ２ 培

养箱：美国 ＳＨＥＬ ＬＡＢ 公司；Ｉｍａｇｅ Ｘｐｒｅｓｓ Ｍｉｃｒｏ４ 型

高内涵细胞成像分析仪：美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｃｉｅｓ 公

司；Ｉｎｆｉｎｉｔｅ Ｍ１０００ ＰＲＯ 多功能酶标仪：瑞士 ＴＥＣＡＮ
公司。
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１． ４　 猕猴冠状动脉原代内皮细胞分离方法　 猕猴

以 ６ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量肌肉注射舒泰 ５０ 麻醉，股动脉放血

处死。 无菌取出猕猴心脏，并用眼科剪、眼科镊分离

冠状动脉前降支和右冠状动脉。 将血管移入无菌

１ư ５ ｍｌ ＥＰ 管中剪碎，并用含双抗的生理盐水清洗，４
℃、４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 弃上清液。 加入 １ ｍｌ
０ư １％ Ⅱ型胶原酶，于恒温振荡箱 ３７ ℃、２００ ｒ ／ ｍｉｎ
消化 ３０ ｍｉｎ 左右，终止消化并离心。 用冠状动脉完

全培养基重悬组织块，并将其轻轻贴入培养瓶中，加
入 ３ ｍｌ 冠状动脉完全培养基。 将培养瓶竖立在 ３７
℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中，４ ～ ６ ｈ 后轻轻放倒细胞培养

瓶进行培养，过程中保持组织块一直呈贴壁状态。
１． ５　 猕猴冠状动脉原代内皮细胞形态学观察　 倒

置显微镜（ＤＭｉ１ 型）观察并拍照记录猕猴冠状动脉

原代内皮细胞形态及生长状况。
１． ６　 猕猴冠状动脉原代内皮细胞传代培养　 原代

细胞培养 １０ ～ １４ ｄ，细胞覆盖培养瓶面积 ８０％左右

去除组织块，进行传代。 加入胰蛋白酶消化细胞；当
细胞皱缩变圆后终止消化。 ４ ℃，１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ 后，用含 ２０％ ＦＢＳ 的高糖 ＤＭＥＭ 培养基

（２０％培养基）重悬，并 １ ∶ ２ 进行传代培养。
１． ７　 猕猴冠状动脉原代内皮细胞纯度检测　 将消

化所得细胞 ４ ℃、２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，２００ μｌ
ＰＢＳ 重悬，取 １００ μｌ 细胞悬液孵 ＣＤ３１ 抗体 ３０ ｍｉｎ。
离心并加入适量 ＰＢＳ 重悬细胞，过滤后流式细胞仪

检测内皮细胞比例。
１． ８　 分选和培养猕猴冠状动脉原代内皮细胞　 制

备细胞悬液，于 １ư ５ ｍｌ ＥＰ 管中孵育 ＣＤ３１ 抗体 ４０
ｍｉｎ，４ ℃、１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ。 ＰＢＳ 重悬细胞，
经 ２００ 目纱网过滤放入流式管中，分选型流式细胞

仪进行分选。 分选后细胞置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养

箱中培养。
１． ９　 猕猴冠状动脉原代内皮细胞功能实验

１． ９． １　 细胞活力和增殖实验

１． ９． １． １　 ＣＣＫ⁃８ 法检测猕猴冠状动脉内皮细胞活

力　 制备细胞悬液并使用计数板计数，以 ５ × １０３

个 ／孔铺入 ９６ 孔板， 培养 ６ ｈ 后加 ０ư ３ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＰＧＥ２。 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养箱培养 ４８ ｈ，ＰＢＳ 洗涤细

胞。 每孔加 １００ μｌ ２０％ 培养基、１０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 试剂

继续培养 ２ ～ ４ ｈ 后，以酶标仪检测其吸光度（λ ＝
４５０ ｎｍ）。
１． ９． １． ２　 高内涵细胞成像法检测猕猴冠状动脉内

皮细胞增殖　 细胞制成悬液后，以 ５ × １０３ 个 ／孔细

胞接种 ９６ 孔板，０ư ３ μｍｏｌ ／ Ｌ ＰＧＥ２ 刺激 ４８ ｈ。 ＰＢＳ

清洗细胞，多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ，加 ＤＡＰＩ 染核 ７
ｍｉｎ，用高内涵成像系统拍照。 设定软件参数，检测

细胞直径最小到最大范围和细胞荧光最弱到最强范

围，减去背景荧光强度，统计分析各组细胞数量。
１． ９． ２　 细胞迁移实验　 猕猴冠状动脉内皮细胞制

成悬液后，接种于 ２４ 孔板，０ư ３ μｍｏｌ ／ Ｌ ＰＧＥ２ 刺激

４８ ｈ。 消化细胞铺入 ２４ 孔板中 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室，下室

加 ２０％培养基。 培养 １２ ｈ 后将小室放入含 ０ư １％
结晶紫的生理盐水，染色 １５ ｍｉｎ；显微镜下观察拍

照，每组随机选取 ９ 个视野，计数每组视野紫色深染

细胞总数。
１． ９． ３　 细胞成管实验　 内皮细胞接种于 ２４ 孔板，
０ư ３ μｍｏｌ ／ Ｌ ＰＧＥ２ 刺激 ４８ ｈ 后制备细胞悬液；取 ３０
μｌ Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶加入 ４ ℃放置 ３０ ｍｉｎ 预冷 ９６ 孔板中，
培养箱放置 ２ ｈ 至完全凝胶；以 ５ × １０３ 个 ／孔细胞

接种 ９６ 孔板，培养 ６ ｈ；倒置生物显微镜（ＤＭｉ１ 型）
下观察拍照，每组随机选取 ５ 个视野，计数每组视野

内皮细胞聚集成环的总数。
１． １０　 统计学处理 　 以 ＳＰＳＳ ２０ư ０ 软件、ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ７ư ０ 软件分别进行统计分析与图形绘制相关

工作。 所得实验数据均以 �ｘ ± ｓ 表示，两组间比较通

过 ｔ 检验进行数据统计，Ｐ ＜ ０ư ０５ 为差异有统计学

意义。

２　 结果

２． １　 猕猴冠状动脉原代内皮细胞形态学观察　 培

养第 ３ 天组织块周围爬出细胞，到 １０ ～ １４ ｄ 组织块

周围细胞出现生长接触抑制现象，细胞密度占培养

瓶 ８０％ 左右（图 １Ａ）。 去除组织块重新铺瓶生长，
可见猕猴冠状动脉原代细胞贴壁生长，形态展开，细
胞核清晰居中（图 １Ｂ）。 分选后第 ２ 天内皮细胞贴

壁，多呈扁平多角形，核圆形或椭圆形，形似铺路石

状（图 １Ｃ）。
２． ２　 内皮细胞纯度鉴定　 分选前流式细胞术检测

内皮细胞纯度为 ３１ư ７％左右（图 ２Ａ、Ｂ）。 分选后以

流式细胞术对内皮细胞进行鉴定，结果显示内皮细

胞纯度大于 ９５％ （图 ２Ｃ、Ｄ），满足后续实验要求，提
示猕猴冠状动脉原代内皮细胞分离成功。
２． ３　 猕猴冠状动脉原代内皮细胞功能实验

２． ３． １　 ＰＧＥ２ 对猕猴冠状动脉原代内皮细胞活力以

及增殖的影响　 ＣＣＫ⁃８ 法检测猕猴冠状动脉原代内

皮细胞活力，结果表明 ＰＧＥ２ 刺激组（ＰＧＥ２ 组）较未

刺激组 （Ｎｏｒｍａｌ 组） 内皮细胞活力显著提高 （ ｔ ＝
－ ３ư ９４８，Ｐ ＝ ０ư ０１７） （图３Ａ） 。高内涵成像法检测
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图 １　 原代内皮细胞生长状况　 × ４００
Ａ：黏附组织旁原代内皮细胞；Ｂ：去除组织后原代内皮细胞；Ｃ：分选后原代内皮细胞

图 ２　 流式细胞术鉴定内皮细胞纯度

Ａ：分选前阴性对照组；Ｂ：分选前 ＣＤ３１ 阳性对照组；Ｃ：分选后阴性对照组；Ｄ：分选后 ＣＤ３１ 阳性对照组

猕猴冠状动脉原代内皮细胞的增殖能力，结果表明，
与未刺激组相比，ＰＧＥ２ 刺激组猕猴冠状动脉原代内

皮细胞增殖能力显著增强（ ｔ ＝ － ２ư ８８７， Ｐ ＝ ０ư ０４５）
（图 ３Ｂ ～ Ｄ）。

图 ３　 ＰＧＥ２ 对内皮细胞活力及增殖能力的影响（ｎ ＝ ３， × ２００）

Ａ：猕猴冠状动脉原代内皮细胞活力统计图；Ｂ：猕猴冠状动脉原

代内皮细胞增殖能力统计图；Ｃ：Ｎｏｒｍａｌ 组；Ｄ：ＰＧＥ２ 组；与 Ｎｏｒｍａｌ 组

比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５

２． ３． ２　 ＰＧＥ２ 对猕猴冠状动脉原代内皮细胞迁移的

影响　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测猕猴冠状动脉原代内皮细胞

迁移能力，结果表明，与未刺激组相比，ＰＧＥ２ 刺激组

猕猴冠状动脉原代内皮细胞迁移数量明显增多，表
明 ＰＧＥ２ 刺激后猕猴冠状动脉原代内皮细胞迁移能

力增强（ ｔ ＝ － ４ư ２５１， Ｐ ＝ ０ư ０１３）（图 ４）。

图 ４　 ＰＧＥ２ 对内皮细胞迁移能力的影响（ｎ ＝ ３， × ２００）
Ａ：Ｎｏｒｍａｌ 组；Ｂ：ＰＧＥ２ 组；Ｃ：猕猴冠状动脉原代内皮细胞迁移能

力统计图；与 Ｎｏｒｍａｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５
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２． ３． ３　 ＰＧＥ２ 对猕猴冠状动脉原代内皮细胞血管生

成的影响　 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶法 ６ ｈ 检测内皮细胞成管能

力良好。 由结果可知，与未刺激组相比，ＰＧＥ２ 刺激

组猕猴冠状动脉原代内皮细胞成管能力显著增强（ ｔ
＝ － ５ư ３４１， Ｐ ＝ ０ư ００６）（图 ５）。

图 ５　 ＰＧＥ２ 对内皮细胞血管生成的影响（ｎ ＝ ３， × ４００）
Ａ：Ｎｏｒｍａｌ 组；Ｂ：ＰＧＥ２ 组；Ｃ：猕猴冠状动脉原代内皮细胞成管数

量统计图；与 Ｎｏｒｍａｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０ư ０１

３　 讨论

　 　 非人灵长类作为人类最亲密的进化亲属，是人

类生理和疾病研究的宝贵模型［８］。 人类致病基因

的高度特异性使得无法利用一些低等动物模型来绘

制这些致病基因的图谱［９］，这会导致一些药物向临

床转化的失败，使用与人类基因组高度同源的非人

灵长类动物猕猴可以提高临床药物研发成功率［８］，
提示非人灵长类动物模型和细胞模型的重要性。

冠状动脉是心脏的营养血管，当其发生病变时

严重威胁人类生命。 川崎病（ｋａｗａｓａｋｉ ｄｉｓｅａｓｅ， ＫＤ）
是一种主要影响冠状动脉的全身性血管炎综合征，
人冠状动脉内皮细胞经刺激后增殖和成管能力增

强，可能参与 ＫＤ 的发病过程［１０］；冠状动脉内皮细

胞不能充分利用 ＮＯ 适当调节血管舒缩也会诱发冠

状动脉疾病［１１］。 因此，关注冠状动脉内皮细胞有助

于了解相关疾病的发生和发展。
目前对不同血管原代内皮细胞提取方法多为酶

消化法［１２］、组织刮取法［５］、组织黏附法［６］。 相较于

大血管而言，冠状动脉行走于左右冠状沟内，管径狭

小，在许多方法上受到限制。 酶消化法难以掌握消

化强度；组织刮取法难以掌握刮取力度；组织块黏附

法相对简单，但血管打开后难以区分正反面，同时直

接黏附细胞爬出缓慢。 该研究采用酶消化和组织黏

附相结合的方法，同时考虑到细胞生长过程中纯度

不够问题，该实验采用了流式细胞术进行分选，以获

取高纯度内皮细胞。
ＣＤ３１ 即血小板内皮细胞黏附分子⁃１ （ ｐｌａｔｅｌｅｔ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ １， ＰＥＣＡＭ⁃１），是
内皮细胞上最丰富的共信号受体蛋白，形成与血液

细胞接触的第一线［１３］。 在细胞分选前后，使用

ＣＤ３１ 抗体标记，细胞纯度由 ３１ư ７１％ 左右上升到

９５％以上，满足实验要求，表明猕猴冠状动脉原代内

皮细胞分离成功。
ＰＧＥ２ 属于前列腺素家族，通过结合细胞膜上 ４

个不同的 Ｅ 型前列腺素受体（Ｅ⁃ｔｙｐｅ ｐｒｏｓｔａｎｏｉｄ ｒｅ⁃
ｃｅｐｔｏｒ １ ～ ４，ＥＰ１ ～ ４）发挥作用，在血管内皮细胞上

与 ＥＰ４ 受体结合诱导其增殖、迁移和成管能力［１４］。
该实验以 ＰＧＥ２ 为刺激剂，检测猕猴冠状动脉内皮

细胞功能，经刺激后其增殖、迁移和成管能力显著增

强，提示猕猴冠状动脉原代内皮细胞分离成功。
不同器官和血管内皮细胞存在异质性，表现在

其形态、生理和表型差异等［１］。 对冠状动脉、静脉

和冠状动脉微血管分离出来的内皮细胞对比研究表

明，前列腺素合成能力存在区域差异［１５］。 若要进一

步揭示动脉粥样硬化、冠心病等好发于冠状动脉的

疾病发病机制，冠状动脉内皮细胞是很好的体外细

胞模型。 该实验以猕猴为实验动物成功探索出非人

灵长类冠状动脉原代内皮细胞分离方法，并对内皮

细胞的功能进行了鉴定，为研究冠状动脉相关疾病

提供了一个体外细胞模型。
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