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［摘要］　目的：探讨血管瘤内皮细胞体外培养的方法并观察其生物学特性。方法：收集新鲜手术切除的婴幼儿血管瘤标本，

采用组织块结合酶消化法培养内皮细胞，免疫组化ＥｎＶｉｓｉｏｎ法对培养的细胞进行鉴定；流式细胞仪ＦＩＴＣＣＤ３４检测内皮细胞

纯度；相差显微镜下观察血管瘤内皮细胞的生物学特性。结果：共收集血管瘤标本１４例，有８例成功培养出内皮细胞，内皮

细胞呈现两种形态：多角形和梭形，经免疫组化鉴定为内皮细胞；培养的细胞中ＣＤ３４＋细胞数为７６．２８％；血管瘤内皮细胞有

明显的“管腔形成”。结论：组织块结合酶消化法能成功培养较纯的婴幼儿血管瘤内皮细胞，培养的内皮细胞具有某些生物学特

性。
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　　血管瘤是婴幼儿最常见的良性肿瘤，约有４％～
１２％白种新生儿出现血管瘤，男女发病比例为

１（３～５），早产低体重儿发病率更高，可高达２３％。
目前血管瘤发病机制不清楚，研究显示血管内皮细
胞异常增殖、大量微血管形成是婴幼儿血管瘤最显

著特征。体外培养血管瘤内皮细胞是揭示血管瘤发
病机制的重要步骤，常规血管瘤组织块培养方法存
在内皮细胞产量低、内皮细胞分离困难、杂细胞污染
重等难题，本研究采用组织块结合酶消化方法培养
血管瘤内皮细胞，获得较高纯度的内皮细胞，并观察
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到血管瘤内皮细胞的某些生物学特性，现报告如下。

１　材料和方法

１．１　标本来源　收集第二军医大学长海医院和上
海新华医院２００７年１～１２月手术切除的血管瘤标
本，家属对本研究知情同意，选择年龄＜１２个月且未
进行任何治疗的１４例标本进行细胞培养。

１．２　培养液和试剂　ＧｉｂｃｏＭ１９９培养基、胰蛋白
酶、青霉素＋链霉素、Ｇｉｂｃｏ胎牛血清（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司），碱性成纤维细胞生长因子（Ｐｅｐｒｏ公司），肝素钠
（上海伯奥生物科技有限公司），鼠抗人Ⅷ因子、鼠抗
人ＣＤ３４（Ｄａｋｏ公司），ＦＩＴＣＣＤ３４（Ｃａｌｔａｇ公司），ＦＡＣ
ＳＣａｌｉｂｕｒ型流式细胞仪（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司），计算
机数据处理软件（ＢＤ公司Ｃｅｌｌｑｕｅｓｔ软件）。

１．３　血管瘤内皮细胞分离和培养　（１）手术切除的
血管瘤组织标本，无菌条件下置于ＤＨａｎｋ液试管
中，４℃保存，运至细胞培养室。（２）用ＤＨａｎｋ液将
血管瘤标本的凝血块和坏死组织冲洗干净，再用

ＰＢＳ液冲洗至肉眼观察冲洗液颜色清亮，无浑浊及
脱落组织。（３）用眼科剪和镊去除多余的皮肤及脂
肪，选择瘤体组织，适当修剪成１～２ｃｍ３的组织块，
放入预温３７℃的０．２５％胰蛋白酶中，３７℃水浴箱中
振荡消化１０～２０ｍｉｎ，加入含１０％胎牛血清（ｆｅｔａｌ
ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）培养液中止消化。（４）将消化后
的组织块修剪成１ｍｍ３大小的微粒，接种于事先用

１％明胶包被的培养皿内，静置１０ｍｉｎ。然后加入约

０．５ｍｌ完全内皮细胞培养基（成分为 Ｍ１９９培养基、

２０％胎牛血清、２５ｎｇ／ｍｌ碱性成纤维细胞生长因子、

１００ｍｇ／Ｌ肝素、１０ＩＵ／Ｌ青霉素、１００ｍｇ／Ｌ链霉
素），仅使培养液刚刚湿润组织块，勿使组织块浮起，
置于体积分数为５％ＣＯ２、３７℃培养箱内孵育。（５）

２４ｈ后补充０．５ｍｌ内皮细胞培养基，使培养液缓慢
浸润组织块，置培养箱继续培养。５ｄ后更换培养
液。（６）接种后１周去除组织块，倒置相差显微镜下
确认内皮细胞岛，用细胞刮去除非内皮细胞，更换培
养液后继续培养。每３～４ｄ更换培养液１次。（７）
细胞汇合成片铺满培养皿时按１∶３比例传代培养。

１．４　血管瘤内皮细胞形态学观察、鉴定及纯度检测

１．４．１　形态学观察　倒置相差显微镜下观察血管
瘤内皮细胞生长情况和形态学特征，并用数码照相
机记录观察的结果。

１．４．２　免疫组化ＥｎＶｉｓｉｏｎ法鉴定　将培养成功的
原代血管瘤内皮细胞接种至３．５ｃｍ培养皿中制作
细胞爬片，培养１周后，取出细胞爬片，ＰＢＳ冲洗２
遍，９５％乙醇室温下固定１５ｍｉｎ，０．３％的双氧水室

温下孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗，然后以正常血清室温下
封闭１０ｍｉｎ．分别加入第Ⅷ因子相关抗原鼠抗人抗
体（工作浓度１２００）和ＣＤ３４鼠抗人抗体（工作浓
度１２００）４℃过夜，ＰＢＳ冲洗后鼠抗兔二抗室温孵
育３０ｍｉｎ。ＰＢＳ冲洗后，加入链霉菌抗生物素过氧
化物酶溶液室温下孵育３０ｍｉｎ。ＰＢＳ冲洗，ＤＡＢ显
色，脱水，光学显微镜下观察并拍照。

１．４．３　流式细胞仪ＦＩＴＣＣＤ３４检测内皮细胞纯度　
传代的血管瘤内皮细胞长满培养皿后，吸除培养液，
用ＰＢＳ清洗２遍，用预温３７℃的０．２５％胰蛋白酶消
化２ｍｉｎ，相差显微镜下观察内皮细胞皱缩变圆，加入
含１０％ＦＢＳ的培养基中止消化，吹打细胞，使成单细
胞悬液，离心（２２２×ｇ，５ｍｉｎ）收集细胞，倒掉培养基，

ＰＢＳ洗１次，调整细胞密度为１×１０６／ｍｌ；离心后去掉
上清液，先加入１８００μｌＡ溶液（ＮＰ４０＋胰酶＋四氯
酸精氨）作用１０ｍｉｎ；然后加入１５００μｌＢ溶液（胰酶
抑制酶液＋ＲＮａｓｅ）作用１０ｍｉｎ，最后加入１５００μｌＣ
溶液（ＣＤ３４ＦＩＴＣ抗体）作用１５ｍｉｎ；测定前将样品用

２００目尼龙膜过滤；将样品加入ＦＣＭ的样品室，以激
发波长４８８ｎｍ测定细胞荧光强度。

２　结　果

　　共培养血管瘤标本１４例，有８例标本成功培养
出内皮细胞。组织块接种后最早４８ｈ就可见细胞从
组织块边缘爬出（图１Ａ）。爬出的细胞有２种形态：
一种是成团的多角形细胞，细胞紧密排列，细胞境界
清晰，细胞膜明显，胞核较淡；另一种呈梭形，细胞形
状稍长，疏松排列，呈放射状游出组织块，细胞境界
清晰，胞膜明显，胞核较淡。３～５ｄ内皮细胞爬出量
最丰富，去除组织块后，多角形细胞向四周扩张生
长，但生长速度较慢；梭形细胞呈现漩涡式生长，生
长速度较快，５～７ｄ后细胞密度较高，相互融合后，
梭形细胞转变为类圆形或多角形（图１Ｄ），细胞排列
较紧密，生长速度减慢。２种形状的细胞在生长时有
明显的“管腔形成”现象，尤其是在生长活跃的边缘
区域（图１Ｃ），细胞培养３～４周后长满培养皿（图

１Ｂ）。细胞传代培养后，生长速度较慢，传代３代后
的细胞形态发生改变，成为长梭形，不再具有铺路石
样形态，呈现衰退迹象，并有凋亡现象出现。

　　免疫组化ＥｎＶｉｓｉｏｎ法检测培养的细胞第Ⅷ因
子相关抗原和ＣＤ３４抗原呈阳性反应，细胞膜和胞
质有明显的阳性染色，细胞核无染色（图２），证实为
内皮细胞来源的细胞。流式细胞仪ＦＩＴＣＣＤ３４检
测培养细胞ＣＤ３４＋细胞数为７６．２８％（图３），表明传
代后的内皮细胞纯度较高。
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图１　体外培养的血管瘤内皮细胞
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图２　体外培养的细胞免疫组化鉴定
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图３　流式细胞仪检测体外培养的

细胞中ＣＤ３４＋细胞数的结果
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３　讨　论

３．１　血管瘤内皮细胞的分离培养　通过不断摸索

和改进，人们逐渐找到适合和促进微血管内皮细胞
生长的条件，如在培养基中添加牛脑提取物、碱性成
纤维细胞生长因子（ｂＦＧＦ）、表皮细胞生长因子
（ＥＧＦ）、胰岛素、肝素、氢化可的松、抗真菌药物
等［１］。但长期困扰血管瘤内皮细胞体外培养的杂细
胞污染，目前仍没有很好的解决方案。文献介绍了
多种纯化内皮细胞的方法，包括梯度离心法［２］、机械
刮除法［３］和 ＶＥＧＦ培养法［４］等，这些方法单独使用
效果都不理想。近年来，新出现免疫磁珠法是一种
较理想的分离方法，但在实际应用中，如果磁珠分选
纯化的内皮细胞密度达不到１０４／ｃｍ３以上，细胞培养
很难成功。血管瘤内皮细胞刚从组织块中分离出
来，通常数目较少，活力也差，因此免疫磁珠法还有
待进一步完善。

　　传统组织块法培养血管瘤内皮细胞，组织块为
混合瘤体、纤维脂肪组织的复合体，瘤体成分被纤维
脂肪组织包裹，内皮细胞要从组织块边缘游出有一
定的障碍，而且还包括成纤维细胞在内的其他杂细
胞混杂其中。如能够尽可能去除瘤体外的纤维脂肪
组织，一方面可以给内皮细胞游出创造一个无障碍
的环境，另一方面还能够减少杂细胞的污染，提高内
皮细胞纯度。根据上述原理，我们首先使用胰蛋白
酶消化组织块１５～２０ｍｉｎ，除去包绕在瘤体外的组
织，然后将纯净的瘤体组织修剪成微粒接种至细胞
培养皿。文献［５］报道肝素具有促进内皮细胞生长和

抑制成纤维细胞的作用，并且这种作用与肝素浓度
正相关。我们在内皮细胞培养液中添加１００ｍｇ／Ｌ
肝素可以促进内皮细胞游出，同时抑制成纤维细胞
的游出，有利于纯化内皮细胞。内皮细胞和成纤维
细胞生长特性不同，内皮细胞在组织块接种后３～５
ｄ最先爬出，成纤维细胞通常要在１周后游出，利用
内皮细胞和成纤维细胞生长特性的时间差，在成纤
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维细胞未游出之前去除组织块，能够减少成纤维细
胞的污染。通过这些综合措施，每个培养皿中总有

３～４个组织块游出外形均是卵圆形或多角性的纯内
皮细胞，无其他细胞混杂，最后采用机械刮除法清除
混有杂细胞的内皮细胞群落，培养皿内保留纯内皮
细胞群落。纯化的内皮细胞培养３周左右，可基本
长满培养皿，即可传代扩大培养。血管瘤内皮细胞
传代后生长速度不如原代，传代培养３代后细胞变
形，并有细胞凋亡出现。组织块结合酶消化法可以
培养出纯度较高的血管瘤内皮细胞，是一种简单实
用而又有效的方法。

３．２　血管瘤内皮细胞生物学特性观察　内皮细胞
异常是婴幼儿血管瘤发生的核心因素，研究显示，婴
幼儿血管瘤内皮细胞能够表达 ＧＬＵＴ１［６］、ＬｅｗｉｓＹ
Ａｇ（ＬｅＹ）、ＦｃＲγⅡ、ｍｅｒｏｓｉｎ、ＩＤＯ、淋巴内皮生长因
子ＬＹＶＥ１［７］和ＣＤ１３３［８］等抗原。这些抗原分别是
胎盘微血管内皮细胞、淋巴内皮细胞和内皮祖细胞
特异性抗原。体外培养的血管瘤内皮细胞显示，血
管瘤内皮细胞具有摄取３Ｈ胸腺苷，其克隆性测定
显示血管瘤内皮细胞来源于同一祖细胞，而且血管
瘤内皮细胞的增殖率是正常真皮微血管内皮细胞的

２．５倍，血管瘤内皮细胞的迁移能力是微血管内皮细
胞的３．５倍，并且这种迁移能力不会被血管抑制
剂———内皮他丁所抑制［９］。我们体外培养的血管瘤
内皮细胞有两种形态，一种呈梭状，另一种是多角
形，与赵曜等［１０］报道的培养的颅内海绵状血管瘤内

皮细胞相似，两种形态细胞边界清楚，胞质丰富，核
圆形或椭圆形，居中，梭形细胞分散排列，生长活跃，
生长速度快，呈现漩涡式生长方式，当细胞达到一定
密度时，形态转变为多角形；多角形细胞团块状排
列，向周边扩散样生长，生长较缓慢，原代细胞生长３
周后，逐渐停止增殖，进入相对平稳期，持续大约１
周左右，逐渐发生凋亡。血管瘤内皮细胞生长方式
与血管瘤临床表现有必然的联系，婴幼儿血管瘤瘤
体呈现为凹凸不平状隆起，类似彼此相连的山峰，在
两个隆起之间有红色凹陷皮肤，这可能是因两种不
同形态内皮细胞及其不同生长速度所致。体外培养
的血管瘤内皮细胞还存在一个明显的特征：“管腔形
成”，尤其是在细胞分裂增殖活跃的边缘区域。１９８２
年，Ｍｕｌｌｉｋｅｎ等［１１］首先描述了体外培养的血管瘤内

皮细胞有管腔形成现象，以后在血管瘤体外培养模
型中发现，增殖期血管瘤组织块培养４ｄ就形成明显
血管，并且增殖期组织块血管形成速度显著快于消
退期和消退完成期的组织块［１２］。管腔形成现象在其

他内皮细胞培养中（如脐静脉内皮细胞）并不明显，
推测可能是由于血管瘤内皮细胞来源于微血管内皮

细胞及其快速生长所致。

　　（志谢　南昌大学二附院病理科李里香教授鉴
定并审核本文图片，在此表示感谢！）
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