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人脐静脉内皮细胞培养液的选择 
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(新乡医学院 生命科学技术学院，河南 新乡 453003) 

摘 要 ：目的：筛选出人脐静脉内皮细胞(HUVECs)原代、传代最适培养液．方法：0．02 II型胶原酶灌注脐 

静脉消化 15 min获得细胞，用不同的培养液培养．24 h后观察细胞贴壁状况，细胞计数法得到贴壁细胞数量；内皮细 

胞标志性蛋白vWF进行细胞鉴定．传代培养后 ，用 MTT法比较不同培养液对 HUVECs活力的影响．结果：用含 

ECGS、20 FBS的 ECM组进行原代培养，可获得贴壁细胞数量最多的 HUVECs，且与其他组间有显著差异；用含 

3O ng·mL～ VEGF165、10 FBS的 M199进行传代培养，HUVEcs活力较 ECM组无明显差异．结论：HUVECs 

原代 、传代培养分别选用优化后的培养液，既保证原代 HUVECs的质量和数量，又使传代培养成本降低 60．8 ． 

关键词：人脐静脉内皮细胞；原代和传代培养；细胞鉴定；培养条件优化 

中图分类号：Q256 文献标志码 ：A 

血管内皮细胞(Endothelial Cells，ECs)通过调节血压、凝血与抗凝，从而保持血管的通畅及血液的正常 

流动．血管内皮细胞功能的紊乱可引起一系列血管相关性疾病，如：动脉粥样硬化、血栓等．因而血管内皮细 

胞已成为研究血管新生及血管相关疾病的重要体外模型_1]．血管内皮细胞株如 ECV一304、HUVEC一12等都 

属永生化细胞，这些细胞与原代内皮细胞相比其遗传物质已发生改变．且这些细胞株在体外模拟的环境与真 

正的血管内皮环境存在较大差异．原代细胞由于培养代数短，其遗传物质很少发生改变，细胞代表性好．因 

此，建立一种经济实用的血管内皮细胞原代培养方法十分必要l_2j． 

人脐静脉内皮细胞(Human Umbilical Vein Endothelial Cells，HUVECs)因取材容易，分离操作简单， 

已成为体外研究血管功能实验的主要细胞_3]．HUVECs分离技术自创立以来，经过了诸多的改进，其分离技 

术已日益完善，但想要成功培养 HuVECs并不容易．HuVECs对培养条件要求高，培养液的选择是决定培 

养成败的关键因素． 

目前 HUVECs原代、传代培养主要选用 ECM培养液．包含胎牛血清(Fetal Bovine Serum，FBS)、内皮 

细胞生长添加剂(Endothelial Cell Growth Supplement，ECGS)的 ECM 培养液是针对正常人类血管或微血 

管内皮细胞体外培养而设计的一种完全培养液，适于人类血管或微血管内皮细胞生长．但 ECM 培养液每 

500 mI 售价约为 1500元，且其 FBS浓度仅为 5 ．预实验发现 5 FBS并不能满足原代 HUVECs的生长 

需要，因此还需额外添加 FBS．高血清和 ECM培养液使 HUVECs的培养成本一直居高不下，这严重限制了 

HUVECs的培养规模 ，影响后续实验进展．因而亟待对 HUVECs培养液进行优化 ，降低培养成本． 

本实验在借鉴其他学者[4 原代分离和培养 HuVECs的基础上，通过探索替换 ECM培养液中的基础 

培养液和 ECGS，来降低 HUVECs的培养成本，并取得了理想的效果，为进一步研究血管内皮细胞的功能及 

阐明相关疾病的生理和病理机制提供了很好的基础． 
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1 材料与方法 

1．1 实验材料 

实验用新生儿脐带取 自新乡医学院第三附属医院，正常娩 出，实验方案经医院伦理委员会批准 ，产妇及 

家属均签署知情 同意书． 

1．2 主要试剂 

ECM培养液、胎牛血清、内皮细胞生长添加剂，购于 Sciencell；L—DMEM 培养液、M199培养液，购于 

Hyclone；血管内皮细胞生长因子165，购于金斯瑞生物科技公司；兔抗人第Ⅷ因子 vWF抗体，购于Solarbio； 

山羊抗兔 IgG—FITC抗体，购于北京中杉金桥公司；青一链霉素、明胶、10×多聚赖氨酸、多聚甲醛、0．25 胰 

蛋白酶溶液、Ⅱ型胶原酶，购于北京鼎国昌盛生物技术公司；其他试剂均为国产分析纯． 

1．3 实验方法 

1．3．1 HUVECs的分离 

无菌条件下取健康产妇正常分娩后的新鲜脐带约 10 cm(4 h内)，剪去脐带两端的止血钳夹痕，并处理 

血肿的部分；在脐带静脉的一端插入灌胃针，用含 1．0％青一链霉素的生理盐水反复冲洗脐静脉至流出液澄 

清；将脐静脉另一端用止血钳钳闭，通过灌胃针向脐静脉注人 0．02 1I型胶原酶至静脉管腔完全充盈；将脐 

带连同止血钳置于含 1．0％青一链霉素的生理盐水中 37℃ 水浴 15 min；期间每隔 5 min用手轻按脐带帮助 

细胞消化，15 min后收集脐静脉消化液，并用含1o FBS的L—DMEM培养液冲洗脐静脉，将消化液和冲洗 

液吹打均匀． 

1．3．2 HUVECs的原代培养及分组 

将混匀的消化液和冲洗液等分到 9个离心管中进行离心(1000×g，5 min)，弃上清；分别加入含 ECGS、 

10％、20 FBS的ECM，L—DMEM 和 M199培养液各 4 mL，并轻轻吹打使细胞均匀分布；将细胞悬液分别 

接种于一次性培养瓶(多聚赖氨酸包被)中，37℃、5 CO。培养箱中培养；24 h后更换培养液以去除残余红 

细胞和其他未贴壁细胞，随后每 3 d换液 1次．试验重复 4次． 

1．3．3 原代 HUVECs的细胞形态及免疫荧光鉴定 

细胞玻片 PBS浸洗 3次；4 多聚 甲醛固定 15 min，PBS浸洗 3次 ；0．2 TritonX一100破膜 10 min， 

PBS浸洗 3次；10 9／6山羊血清室温封片30 rain；vWF一抗稀释液(1：100)，4℃孵育过夜，PBS—T浸洗玻片3 

次；荧光二抗，37℃孵育 1 h，PBS—T浸洗 3次；含 DAPI的抗荧光淬灭剂封片，荧光显微镜下观察(图 4)． 

1．3．4 HUVECs的传代培养及分组 

将用 ECGS+2O FBS~ECM培养液培养好的原代 HUVECs细胞，用常规方法进行传代操作，传代培 

养选用 ECGS+10 FBS+ECM，ECGS+20 FBS+ECM，ECGS+10 FBS+M199，ECGS+20 FBS+ 

M199培养液，来测定不同血清浓度的ECM，M199对 HUVECs传代培养的影响(图 5)．传代培养选用 1O 

FBS+M199作为基础培养液，分别添加 ECGS和 10、20、3O、5O、100 ng·mL VEGF165来测定不同浓度的 

VEGF165对 HUVECs传代培养 的影响(图 6)．用 3代 HUVECs重复试验 3次． 

1．3．5 MTT法测细胞活力 

将细胞悬液接种到96孔板，每孔 200 L，约 1×10 个细胞，在培养箱中孵育 24 h；孵育结束后向每孔加 

2o L MTT溶液，继续在培养箱中孵育 4 h；之后吸出96孔板中的上清液，然后每孔加入 150 L DMSO，振 

荡 10 min；在酶标仪上测各孔在 490 nm处吸收值． 

1．3．6 相对细胞活力计算 

相对细胞活力一(实验组一空白组)／(对照组～空白组)． 

1．3．7 统计学分析 

采用 GraphPad Prism 5，以均数±标准差( ±s)表示实验结果．多组数据之间的比较采用单因素方差 

分析(Analysis of Variance，ANOVA)．P<0．05为差别有统计学意义． 
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2 结果与分析 

2．1 不同培养液培养所分细胞 24 h后贴壁细胞的数量 

实验结果显示 ，原代 HUVECs培养 24 h后．除 r 10 FBS的 ECM、Ml 99和 2O u／FBS的 卜=(、M、M199 

上}j养组贴壁细胞较多外(图 1)。其他组几乎没有细胞贴壁．对贴壁 胞较 多纰 ，胰酶消化离心 I 消 -500 txl 

培养液重悬细胞进行细胞计数 ，2() FBS的 ECM 上ff养组得剑的贴 纠胞_fl{多，且与其他绀有极其 著差异 

( 2)． 
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【 l J t 液』 拜 l代 Ï!VECs 2,1 h『1 J 卸l1j世 0 0 ̂ 、I凡 

2．2 原代细胞贴壁形态及 vWF免疫荧光鉴定 

贴壁细胞呈长梭形，且呈 层铺路石状排列(I鬈】3)．采』{j 1人J皮细胞怀忠性蛋 白 vwF进行细胞鉴定，免疫 

荧光检测结果显示 ：细胞内古人量的绿色荧光颗粒 ( 4)．及其第 ＼lll l夫I 卡l{火抗原呈 阳性反应．太叫分离的 

细胞是 HUVEC． 
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4 内皮细胞标志性蛋 白vwF免疫荧光鉴定图 

2．3 传代培养中不同培养液对 HUVECs活力的影响 

埘于第-代细胞 ，分别用含 10 和 2() FBS的 M199、ECM 完全培养液进行培养．实验结果 显示用 含 

10 FBS的 M l99完伞培养在传代液培养 HUVECs时 效果与用禽 1 0 、20 FBS的 ECM 完全培养液 

培养时并无HJ]显差异(P>0．05)． 

2．4 传代培养 中不 同浓度的 VE(；F165对 HUVECs活力的影响 

在传代培养中我们用不同浓度的VEGF1 65来代替 ECGS来作为 ttUVECs培养的牛长【夫l于。实验结果 

示．3O ng·mI VE(；F165绀与 ECGS组尤明显差异(P>O．05)． 

3 讨 论 

l5O 

1(】() 

童 

-

T - 5() 

O 

川酶消化法得到的原代 HUVECs受损大，H细胞 仔环境发生改变，而传代培养的 HUVECs没有受 

到损伤Ⅱ已经适应体外培养环境．1夫j而原代 HUVECs和传代培养的 HUVECs对营养的需求并不相同．我 

们把原代、传代 HUVECs的培养区分开 ，用不同的培养液米进行 HUVECs的原代、传代培养 ，筛选出最适 

合原代 HUVECs的培养液，以及最经济的传代 HUVECs培养液． 

胎牛I缸清在细胞培养中占据一个很重要的『f】色。其 含彳丁各种 浆赁 白、多肽、脂肪、碳 水化合物 、生 长[太1 

子 、激素和无机盐等成分，这些物质或促进细胞 长或抑制 长活性 ，使细胞维持正常的生理平衡．血清浓度 

过高或过低都会抑制 常细胞的分裂及生长．经试验证明，培养原代 HUVECs时，血清浓度为 2O 最为合 

适．培养传代 HUVECs时，血清浓度为 l0 最为合适． 

培养基是为细胞提供生长和增殖的生存环境．通过实验验汪．原代 HUVECs用 ECM培养基可使细胞 

贴壁数显著增加，大大缩短原代 HUVECs培养时问．而在传代培养 HUVECs过程中用 M199培养基即町 

满足 HUVECs的正常增殖需要 ，降低培养成本． 

一 
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对 HUVECs的培养来说生长因子是必不可少的[8]．ECM培养基中所带的ECGS提取自胎牛脑垂体的 

包含多种促内皮细胞生长的因子的混合物，其中主要起作用的是 FGF家族，还有一些起辅助作用的激素和 

其他生长因子．而血管内皮生长因子(vascuLar endothelial growth factor，VEGF)作为上调血管生成的重要 

因子，能特异性地直接作用于血管内皮细胞，诱导血管内皮细胞增殖、迁徙及血管腔形成，进而导致新生血管 

的生成 ]，VEGF165是 VEGF家族 的主要成员．本实验通 过给予体外培养 的 HUVECs不 同浓度 

VEGF165，发现 VEGF165能够促进 HUVECs增殖 ，且在一定浓度范围内，其作用效果呈剂量依赖性．实验 

表明，添加质量浓度为 30 ng／mL的 VEGF165即可替代 ECGS． 

就传代培养 HUVECs的成本而言，选用含 30 ng·mL VEGF165+10 FBS的 M199培养液，每 

500 mI 成本为 800元 (商 品化 的 M199培 养液 售价 约 为 5O元 ，加 上 FBS，Sciencell，500 mI ，3600元 ； 

VEGF165，金斯瑞生物科，5O g，1300元)，较 20 FBS的 ECM 培养液(每 500 mL，2040元)降低了 

60．8 ．这使得一般实验室即可扩大 HUVECs的培养规模． 

综上所述，区别对待 HUVECs原代、传代培养，既能保证原代 HUVECs的质量和数量，又能使传代培 

养成本显著降低． 
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Selection of Human Umbilical Vein Endothelial Cell Culture Medium 

GUO Menglong，BAO Xiaodan，LIU Qiaoli，QUAN Keling，JING Changqin，WANG Wenfeng 

(College of Life Science and Technology，Xinxiang Medical University，Xinxiang 453003，China) 

Abstract：Objective：Screen the optimum mediam in primary culture and subculture of HUVECs．Methods：Cells were 

obtained by 0．02 type II collagenase perfusion of umbilical vein to digest 1 5 min and cultured in different medium．Observe 

cel1 adherence status after 24 h and the number of cells was calculated by cel1 counting method：Identify endothelial cell bv 

marker protein vW F．Aher subculture，the effect of different culture solution on the activity of HUVECs was compared via the 

MTT method．Results：The largest number of HUVECs were harvested using ECM medium with ECGS，20％FBS in primary 

culture，which exhibited significant differences with the other groups；HUVECs were subcultured by M1 9 9 medium containing 

30 ng·mL VEGF165 and 10 FBS，but the difference of HUVECs viability was not obvious compared with the ECM group． 

Conclusion：Use optimized medium for primary culture and subculture of HUVECs to ensure the quality and quantity of the 0一 

riginal HUVECs and reduce the cost of passage culture by 60．8 ． 

Keywords：HUVECs；primary culture；subculture；cytology；optimization of culture medium 
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