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摘要 利用改良的组织贴壁法原代分离培养大鼠肺动脉平

滑肌细胞( PASMCs) ，探讨低氧对其增殖的影响。显微操作

无菌下取 SD 大鼠肺组织，分离肺动脉、剥离肺动脉中层，用

组织块贴壁法培养，倒置相差显微镜观察细胞形态，细胞免

疫荧光法和 α-平滑肌肌动蛋白( α-SMA) 鉴定 PASMCs 纯度。
常氧和低氧下体外培养 PASMCs，CCK-8 法测定增殖。成功

培养大鼠原代 PASMCs，细胞生长及传代稳 定，纯 度 高 达

90%以上。PASMCs 在低氧下的增殖能力明显低于常氧( P
＜ 0. 05) 。可选择内径合适、雄性来源的 PASMCs 作为体外

研究对象。
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肺 动 脉 高 压 ( pulmonary arterial hypertension，

PAH) 是由多病因所致，主要以肺动脉压力增高为特

点的进行性和致命性疾病，通过血管收缩、肺血管重

构，最终诱发右心衰竭和死亡［1］。一旦确诊，生存

时间一般仅为 2 ～ 8 年［2］。目前 PAH 的判定标准

是: 静息状态下平均肺动脉压力≥3. 325 kPa，运动

状态下≥3. 99 kPa［3］。PAH 主要分为动脉型、左心

疾病型、呼吸系统疾病及低氧相关型等疾病类型，其

中低氧性或称缺氧性 PAH 最为常见［4 － 6］。肺动脉

平滑肌细胞( pulmonary arterial smooth muscle cells，
PASMCs) 作为肺血管壁的重要组成成分，其异常增

殖是肺血管重构的主要原因［6］。近年来研究［7］开

始以 PASMCs 作为细胞模型来探讨 PAH 的分子机

制。该研究改进组织块贴壁法原代分离及培养大鼠

原代 PASMCs，通过 N2 诱导低氧培养，拟研究低氧

对于原代分离培养 PASMCs 的增殖影响。为研究

PAH 体外细胞水平研究提供良好的模型。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 2 只 8 ～ 10 周龄的清洁级 Spra-
gue-Dawley 雌性大鼠由扬州大学医学实验动物中心

提供，体质量( 160 ± 10 ) g，普通饲料喂养，自由采

光，饮食，室温控制在 20 ℃左右。
1． 2 实验仪器与试剂 YCP 系列三气厌氧培养箱

购自长沙华曦电子公司; 倒置显微镜、荧光显微镜购

自日本 OLYMPUS 公司; CO2 孵育箱购自美国 Ther-
mo 公司。水合氯醛购自生工生物公司; 高糖 DMEM
粉末和胰酶购自美国 GIBCO 公司; 胎牛血清购自杭

州四季青公司; 青 － 链霉素购自上海碧云天生物公

司; 4%多聚甲醛购自北京索莱宝公司; anti-α-SMA
抗体购自美国 abcam 公司，FITC 标记的羊抗鼠二抗

和 DAPI 染液购自美国 CST 公司，CCK-8 试剂盒购

自日本东仁化学公司。
1． 3 实验方法

1． 3． 1 大鼠原代 PASMCs 分离培养 课题组根据

实际操作改进如下: 水合氯醛( 300 mg /kg) 腹腔注

射大鼠，麻醉后大鼠 75%乙醇浸泡 5 min，无菌手术

台上开胸取出肺组织，无菌 PBS 漂洗 3 次。固定肺

叶两端，手术显微镜下用显微弯镊顺着肺血管走向

将肺动脉及三级以下分支分离出来，剥净血管周围

的肺组织、神经及筋膜等，分离干净的肺血管转移至

新 100 mm 平板中。显微剪纵行剪开肺血管，内膜

面向上，用显微弯镊轻轻刮拭内层，去除内皮细胞

层。眼科剪剪成约 1 mm3 的小块，再接种到含 1 ml
DMEM 培养基 ( 含 20% 血清、100 U /ml 青 － 链霉

素) 的平皿中，轻摇培养液，使每块组织块间距约为

0. 8 ～ 1. 0 cm。静置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中 2 h，

等组织贴牢后，缓慢添加 DMEM 培养液( 20% 血清、
100 U /ml 青 － 链霉素) 完全覆盖住组织块，继续培

养。
1． 3． 2 大鼠原代 PASMCs 形态及生长特点的观察

细胞从组织块周围爬出后，换液间歇在倒置相差
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显微镜下仔细观察 PASMCs 形态及生长特点，拍照。
1． 3． 3 细胞免疫荧光鉴定 PASMCs 消化后，以约

5 × 105 个 /ml 的密度接种到放有盖玻片的 6 孔板

中，待 PASMCs 贴壁且密度达到 30% ～ 50% 时，取

出 6 孔板，弃去培养基，PBS 清洗 2 次，4% 多聚甲醛

室温固定 15 min，0. 3% Triton-X 100 室温破膜 10
min，5% BSA( 0. 1% Triton-X 100 配制) 室温封闭 30
min，200 μl 一抗 α-SMA ( 1 ∶ 400，3% BSA、0. 1%
Triton-X 100 配制) 滴加于盖玻片上，4 ℃过夜孵育。
第 2 天室温平衡 1 h，PBST 清洗 5 min × 3 次，FITC
标记的二抗室温避光孵育 1 h，PBST 清洗 5 min × 3
次。DAPI 避光染色 10 min，PBST 清洗 5 min × 3
次。荧光显微镜下拍照。
1． 3． 4 低氧培养 PASMCs PASMCs 消化后分为低

氧组和常氧组培养。低氧组持续低流量通入纯 N2，

通过数字监控器实时控制 O2 浓度为 1. 0%，而常氧

组为正常 O2 浓度培养。
1． 3． 5 CCK-8 检测 PASMCs 增殖 96 孔板中接种

PASMCs 约 103 个 /孔，分为常氧组和低氧组，每组设

6 个复孔。分别在常氧和低氧下培养 0、2、4、6、8、
24、48、72 h 后，取出培养板，每孔加入 100 μl 含有

10 μl CCK-8 溶液的 DMEM 培养基，37 ℃继续孵育

2 h，检 测 425 nm 处 的 吸 光 度 值 ( optical density，

OD) 。
1． 4 统计学处理 采用 Graphpad prism6. 0 软件作

图，并对处理的数据进行统计分析，实验数据以 珋x ±
s 表示，2 组均数间比较采用 t 检验分析，以 P ＜ 0. 05
为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 PASMCs 形态及生长特点 倒置相差显微镜

下观察大鼠原代 PASMCs 在第 5 d 时从组织块周围

爬出，第 7 天时细胞呈放射状排列，大小不等，形态

多样主要有梭形、多角形、纤维形等( 图 1A) 。细胞

传代第 5 天，部分融合交织成网状，多数呈长梭形，

有分支状突起，细胞部分区域多层重叠生长，高低起

伏，成“峰 － 谷”样( 图 1B) 。反复传代 3 ～ 5 代均可

保持良好的形态结构和功能。
2． 2 PASMCs 的 α-平 滑 肌 肌 动 蛋 白 ( α-smooth
muscle actin，α-SMA) 免疫荧光鉴定 荧光显微镜

检测 Dapi 标记的所有细胞核呈椭圆形发蓝色荧光

( 图 2B) 。检测 FITC 标记的平滑肌中 α-SMA，仅平

滑肌细胞呈阳性反应，发绿色荧光，在平滑肌细胞胞

质中平行于细胞长轴呈细丝状表达( 图 2A) 。细胞

平均纯度达 95%。
2． 3 常氧与低氧组 PASMCs 形态差异 PASMCs
分别于常氧和低氧下培养，培养 2 d 后如图 3 所示，

常氧下 PASMCs 正常稳定生长，细胞形态呈梭形或

多角形，细胞比较圆润( 图 3A) 。低氧下 PASMCs 数

量变少，细胞变细变长，细胞间隙增宽( 图 3B) 。

图 1 PASMCs 在倒置显微镜下的形态学特征 × 100

A: 肺 动 脉 组 织 爬 块 第 7 天 PASMCs 形 态; B: 传 代 第 5 天

PASMCs 形态

图 2 PASMCs 的免疫荧光结果 IF × 200

A: α-SMA 细胞免疫荧光染色阳性; B: α-SMA 与 Dapi 染色后合并图

图 3 PASMCs 在常氧和低氧条件下细胞形态特征 × 100

A: 常氧组 PASMCs 生长状态; B: 低氧组 PASMCs 生长状态

2． 4 常 氧 与 低 氧 组 PASMCs 增 殖 能 力 差 异

CCK-8 法检测 PASMCs 生长曲线。如图 4 所示: 不

论是否缺氧 PASMCs 的 OD 值都会随着时间增加而

逐渐增高。但常氧组整体 OD 值( 1. 354 0 ± 0. 221 8，

n = 8) 显著高于低氧组( 0. 814 3 ± 0. 086 52，n = 8) ，

常氧组 PASMCs 生长较低氧组快，增殖速度也明显
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强于低氧组( t = 2. 268，P ＜ 0. 05) 。

图 4 PASMCs 在常氧与低氧条件下生长曲线图

与低氧组比较: * P ＜ 0. 05

3 讨论

体外原代分离培养细胞可以排除众多因素干

扰，也可以模拟在体实验结果，故而大量疾病模型的

体外试验开始应用体外原代分离组织细胞。本课题

组为研究 PAH 的致病机制，改进组织贴壁法，成功

分离并原代培养出 PASMCs，利用 α-SMA 鉴定第 3
代 PASMCs 的纯度高达 90%以上。

PAH 形成主要归因于 PASMCs 的异常增殖等。
目前所有在体实验均证实，低氧可促进 PASMCs 异

常增殖，诱发 PAH。但体外细胞培养结果却不一

致［1］。研究［8 － 9］显示低氧会抑制新生小牛 PASMCs
增殖; 有研究者认为低氧不直接诱导体外培养的

PASMCs 增殖，只有预先用佛波酯激活细胞的蛋白

激酶 C，低 氧 培 养 的 PASMCs 数 目 才 会 明 显 增

加［9 － 11］; 徐敦全 等［12］也认为雌激素会显著降低低

氧下 PASMCs 的增殖。本实验显示低氧培养不同时

间点，PASMCs 的增殖情况有较大差异，相对于常氧

培养，短期低氧并不会改变 PASMCs 的生长状况，而

长时间低氧培养对 PASMCs 的增殖并没有促进作

用。众所周知，应对同样的低氧环境，肺动脉对低

氧的收缩反应会因血管内径大小的不同而有差异，

有研究者发现低氧下内径 200 ～ 600 μm 的猫肺动

脉收缩反应最明显，而内径 ＞ 800 μm 的猫肺动脉

平滑肌细胞肌球蛋白轻链对低氧的刺激不发生磷酸

化，基本无收缩反应［10 － 11］。于天正 等［8］发现内径

为 300 ～ 400 μm 的 PASMCs 在低氧下增殖反应最明

显，500 ～ 800 μm 的 PASMCs 次之，而内径 ＞ 1 000
μm 的 PASMCs 基本无增殖，提示低氧对 PASMCs
的促增殖作用会因内径的不同而不同。

本文分离的原代 PASMCs 来源于雌性大鼠肺血

管，研究［12 － 14］显示，雌性大鼠的肺血管对低氧表现

出较轻的收缩反应，细胞水平试验亦证实，取自雌激

素水平较高的动物的原代 PASMCs 低氧增殖反应较

低，则是因为离体的肺动脉血管与原代细胞仍表达

或分泌一定水平的雌激素［12］; 膜性受体介导内源性

雌激素降低低氧性肺动脉血管的收缩作用。雌激素

抑制低氧反应增殖的可能机制为: ① 内源性雌激素

在大鼠 PAH 发生过程中发挥拮抗性作用，通过非基

因组作用途径( GPＲ30 受体途径) 降低肺动脉压力

和基因组途径抑制肺血管重构和 PASMCs 的增殖，

发挥其拮抗 PAH 的作用［12］; ② 雌激素刺激血管生

成 NO，通过 PI3K 信号途径激活 cAMP，从而抑制平

滑肌细胞的增殖迁移［13］; ③ 雌激素通过调节 miＲ-
NA-21 来调控雌激素受体对肺血管的保护作用［14］。
故而雌激素可抑制低氧诱导的肺血管增殖。
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infection resistance，and to provide suggestions for clinical prevention and treatment． Case control and retrospective
analysis were used to study the reported cases of Acinetobacter baumannii ( Ab) infection． Patients were divided in-
to MDＲ-Ab and non-MDＲ-Ab groups based on drug resistance． Univariate and Logistic regression analysis were
used to analyze the risk factors of intracranial drug resistance in MDＲ-Ab with multiple drug resistance． Univariate
analysis showed thathospitalization time，ICU stay，pulmonary infection，cerebrospinal fluid ( CSF) leakage，CSF
drainage obstruction，antibiotics use before infection Ab and hormone use after surgery were all related risk factors
of MDＲ-Ab intracranial infection resistance ( P ＜ 0. 05 ) ． Logistic multivariate analysis showed thathospitalization
time，ICU stay，inpatency of CSF drainage and antibiotics use before infection with Ab were all independent risk
factors for MDＲ-Ab intracranial infection resistance ( P ＜ 0. 05 ) ． For patients with long hospital stay，ICU stay，

unobstructed CSF drainage，and antibiotics use before Ab infection，drug resistance was easy to occur． Therefore，

in the process of clinical treatment，the hospital stay should be shortened as far as possible and the patients should
be moved out of ICU in time． The drainage channel should be maintained unobstructed and antibiotics should be
reasonably applied．
Key words Acinetobacter baumannii; intracranial infection; drug resistance; influencing factors
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Isolation and identification of primary rat
PASMCs and effects of hypoxia on their proliferation

Zhang Fengyu1，2，Yao Deshan1，Li Ｒujun1，et al
( 1Dept of Central Lab，Affiliated Hospital of Yangzhou University，Yangzhou 225001;

2Dept of Laboratory Medicine，Huashan Hospital，Fudan University，Shanghai 200040)

Abstract The modified tissue adherent method was used to extract and culture rat pulmonary arterial smooth mus-
cle cells( PASMCs) ，and the effects of hypoxia on the proliferation of PASMCs were explored． The lungs of SD rats
were separated from chest under aseptic condition． Pulmonary artery was isolated and pulmonary artery tissue was
planted with the adherent method of tissue explants． The cellular morphology was observed by inverted phase con-
trast microscope． The purity of the cells was identified by immunofluorescence assay using α-smooth muscle actin
( α-SMA) ． The primary in vitro cultured PASMCs were exposed to normoxic and hypoxia condition respectively，

then CCK-8 assay was used to detect the proliferation of PASMCs． The primary rat PASMCs were isolated and cul-
tured successfully，the cell growth and passage were stable． Immunofluorescence assay showed that the positive rate
of α-SMA was beyond 90% ． The cells grew stably，culture and purification could perform in the same time． Immu-
nology results showed that the positive rate of α-SMA was beyond 90% ． CCK-8 assay demonstrated that the prolif-
eration of PASMCs expose to hypoxia was lower than that of normoxia． The primary culture model of rat PASMCs
was built successfully in vitro． PASMCs with appropriate inner diameter and separated from the male rats will be se-
lected as the study object in vitro．
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