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［摘要］　目的：建立人非小细胞肺癌血管内皮细胞体外分离培养体系，研究其体外生长特性。方法：利用酶消化法分离出肺

癌组织微血管片段，采用植块培养法培养原代内皮细胞，先后以局部消化法和差速黏附法进行纯化；应用光镜、免疫细胞化学

及免疫荧光技术对所获得的人肺癌血管内皮细胞进行鉴定。结果：所获人非小细胞肺癌血管内皮细胞呈ＦⅧＲＡｇ、ＣＤ３４阳

性；电镜下生长状态良好、可传代培养。结论：本研究摸索并建立了人非小细胞肺癌血管内皮细胞的分离培养方法，所获人非

小细胞肺癌血管内皮细胞对肿瘤血管生成及抗肿瘤药物的研究具有重要价值。
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　　肿瘤血管生成对实体瘤的生长及侵袭尤为重
要，血管在肿瘤细胞的代谢、逃逸、进入血液循环等
过程中具有重要作用，没有局部新生血管的形成，肿
瘤直径可能不会超过２～３ｍｍ［１］。不同肿瘤源性的
内皮细胞（ｔｕｍｏｒｄｅｒｉｖｅｄｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＴＥＣ）的
形态、特征和功能存在异质性［２］，肿瘤组织新生血管
内皮细胞与正常组织血管内皮细胞也存在差异。长
期以来缺乏ＴＥＣ分离培养体系及此类细胞系，体外
研究肿瘤血管生成时一直都使用源于正常血管内皮

细胞甚至内皮细胞样细胞系［３］。因此，培养非小细

胞肺癌血管内皮细胞（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｄｅ
ｒｉｖｅｄｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＮＳＣＬＣＤＶＥＣｓ）对
研究肺癌的发生、浸润、转移以及开发新药均具有重
要价值［４５］。但目前尚缺乏供肺癌血管生成研究的
理想体外内皮细胞系及其培养模型。

　　因此，本研究采用人非小细胞肺癌作为材料来
源，探讨建立ＮＳＣＬＣＤＶＥＣｓ的分离培养方法。

１　材料和方法

１．１　标本来源　非小细胞肺癌组织取自上海新华
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医院心胸外科手术切除新鲜标本。无菌取材后迅速
将瘤组织放入４℃预冷的Ｆ１２培养液中，低温保存带
到细胞培养室。

１．２　主要试剂　Ｆ１２培养液及标准胎牛血清为

Ｇｉｂｃｏ公司产品；Ⅳ胶原酶、胰蛋白酶为Ｓｉｇｍａ公司
产品；ＦＩＴＣ标记的兔抗人ＣＤ３４、ＦⅧＲＡｇ多克隆
抗体、ＥｎＶｉｓｉｏｎ免疫组化试剂盒为丹麦Ｄａｋｏ公司
产品；青、链霉素购自上海生工生物工程有限公司。

１．３　ＮＳＣＬＣＤＶＥＣｓ分离、纯化及培养

１．３．１　分离与培养　超净台上无菌条件下取出肺
癌组织，用ＰＢＳ液反复冲洗，尽可能将组织内血液冲
洗掉，去除坏死组织；将剩下肺癌组织剪成小于０．５
ｍｍ×０．５ｍｍ×０．５ｍｍ大小，玻璃匀浆器研磨后，
无菌２００目钢筛网过滤，收集网上沉淀，放入培养瓶
中，加入０．２％胰蛋白酶１５ｍｌ，常温下消化９０ｍｉｎ；
无菌２００目钢筛网过滤组织悬液，收集网上沉淀，

０．５％胶原酶３７℃消化９０ｍｉｎ，无菌５００目钢筛网过
滤，最大程度保留毛细血管膜层；挑出毛细血管薄膜
样组织块，置入适量含医用肝素１００Ｕ／ｍｌ、１０％胎
牛血清的Ｆ１２培养液的培养皿内，保持组织块刚好
与培养皿底部接触，放入３７℃、５％ＣＯ２孵箱内培养。
第３日换液，６～７ｄ血管内皮细胞开始爬出，３周后
弃去组织块后并继续培养，并用倒置显微镜观察从
组织块长出的人ＮＳＣＬＣＤＶＥＣｓ。

１．３．２　纯化与传代培养　在细胞传代过程中，加入

０．２％胶原酶消化后，显微镜下观察到２／３的纤维细
胞变圆，部分脱壁，加入３ｍｌ含有血清的培养基中
止消化（约５ｍｉｎ），然后用弯头吸管轻轻吹打事先在
培养皿上标记的纤维样细胞生长区域，用少量培养
液漂洗１遍，加入适量１０％胎牛血清的Ｆ１２培养液

继续培养。逐渐纯化的细胞融合后，吸出原培养液，
加入消化液，并用吸管反复吹打细胞层，使其脱壁，
将悬浮的细胞接种于新的培养瓶内，观察到３／４的
细胞贴壁后（约３０ｍｉｎ），稍加振荡，弃去含尚未贴壁
细胞的培养液。上述操作在前４代细胞传代时连续
进行，以完成对内皮细胞的纯化。

１．３．３　倒置相差显微镜下观察及图像分析　通过
显微摄像记录组织块贴壁培养３、６、８ｄ后原代细胞
及纯化的细胞传代培养的生长情况及形态变化。

１．４　内皮细胞的鉴定　１～３代内皮细胞按照免疫荧
光试剂盒说明，以ＦＩＴＣ标记的兔抗人ＦⅧＲＡｇ多克隆
抗体、ＣＤ３４抗体进行染色鉴定，以ＰＢＳ作空白对照。

１．５　ＮＳＣＬＣＤＶＥＣｓ生长曲线测定　取接近长满的

ＮＳＣＬＣＤＶＥＣ消化制成的单细胞悬液，调整细胞密
度为１×１０４／ｍｌ，接种至２４孔细胞培养板中，每孔

１．２ｍｌ，每３孔为１组，共８组，每隔４８ｈ抽查１组，
用细胞计数板计算细胞数目并求均值。以培养时间
为横轴，细胞数的对数为纵轴绘制生长曲线。

２　结　果

２．１　ＮＳＣＬＣＤＶＥＣｓ形态学观察及鉴定　组织块培
养后７～１４ｄ，部分组织块边缘可见有短梭形的以组
织块为中心生长的血管内皮细胞；初期细胞大多呈
短梭形，胞体大，折光性强，少数为多边形及三角形，
其间夹杂着少数胞体极细长的成纤维细胞（图１Ａ）。
培养细胞经纯化后，镜下观察以短梭形为主，胞体变
短并略变小，传代接种后５ｄ，细胞开始融合，１２～１５
ｄ形成致密融合的单层（图１Ｂ）。Ⅷ因子相关抗原、

ＣＤ３４免疫荧光呈阳性（图１Ｃ、１Ｄ）。

图１　ＮＳＣＬＣＤＶＥＣｓ形态学观察及鉴定结果

Ｆｉｇ１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＮＳＣＬＣＤＶＥＣｓ
Ａ：Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｅｘｐｌａｎｔｃｕｌｔｕｒｅ（７ｄ）；Ｂ：ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＮＳＣＬＣＶＥＣｓ（１２１５ｄ）；Ｃ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦⅧＲＡｇｉｎＮＳＣＬＣＶＥＣｓ；Ｄ：Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ＣＤ３４ｉｎＮＳＣＬＣＶＥＣｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．２　ＮＳＣＬＣＤＶＥＣｓ生长曲线　原代生长缓慢，

３～４周生长至融合，若从组织块周边长出细胞少，融
合时间会更长。传代细胞生长速度明显加快，第

３～８日进入对数生长期，１０ｄ进入平台期（图２）。
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图２　ＮＳＣＬＣＶＥＣｓ生长曲线

Ｆｉｇ２　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆＮＳＣＬＣＶＥＣｓ

３　讨　论

　　大量实验研究［６７］已证实肿瘤的形成、发展、转
移等与癌症血管发生密切相关，而ＴＥＣ的特性及其
激活与静止是血管生成的关键。在分子水平，ＴＥＣ
的特性与正常内皮细胞明显不同［８］，导致ＴＥＣ对抗
血管生成治疗更易耐药，了解ＴＥＣ的转变机制及调
节因子，阻断其活性转化机制，成为抗肿瘤血管形成
的重要研究课题。

　　目前尚未发现从人肺癌组织分离培养肺癌血管
内皮细胞的方法。因此，本研究通过参考其他血管
内皮细胞分离富集的方法［９１２］，进行多次摸索、探
讨。结果发现：肺癌微血管内皮细胞的分离是成功
的关键，一开始我们采用胰酶及胶原酶消化成单个
细胞，然后参照文献［１３］进行Ｐｅｒｃｏｌｌ密度梯度离心，
然而发现癌组织较硬，分离出血管内皮细胞需较长时
间，所得细胞无活性；中间我们曾在胰酶及胶原酶消
化后再贴壁并采用医用纱布过滤，发现所得血管内皮
细胞数量很少；最后我们采用组织块贴壁法，血管内
皮细胞的数量得到明显提高，培养液加至保证组织块
刚好与培养皿接触时内皮细胞生长速度最佳。

　　本实验的难点是血管内皮细胞的纯化。内皮细
胞纯化目前有机械刮除法、梯度离心法、克隆培养
法、ＦＡＣＳ分类法、免疫反应杀伤法、免疫磁珠法
等［１４１５］。通过反复实验，我们发现梯度离心法与克
隆培养法不适合本实验血管内皮细胞的纯化，而后

３种方法费用昂贵。本研究采用局部消化法和差速
黏附法进行纯化，利用内皮细胞比其他细胞脱壁、贴
壁更快的特点，组织块贴壁置于肝素化的培养基中
进行多次差别传代处理。相对来说，此种方法较繁
杂及增加污染的机会，但只要我们注意无菌操作，即
能够达到实验目的，并进行传代培养。培养内皮细
胞主要鉴定指标是单层“卵石”样镶嵌排列的形态学
特点及人第Ⅷ 因子相关抗原的表达。本研究还采

用近年国际上广泛采用ＣＤ３４鉴定血管内皮细胞来
鉴定。

　　综上所述，本实验采用新鲜人非小细胞肺癌组
织消化获得肿瘤微血管片段，采用植块培养法培养
原代内皮细胞，依次以局部消化法和差速黏附法进
行纯化；应用光镜、免疫细胞化学、免疫荧光等技术
对所获得的人 ＮＳＣＬＣＤＶＥＣｓ进行鉴定，分离获得
了较高纯度可传代并生长良好的 ＮＳＣＬＣＤＶＥＣｓ，
为研究人非小细胞肺癌抗血管生成提供了良好的实

验材料，对研究肺癌的发生、浸润、转移以及开发新
药均具有重要价值。

　　（志谢　本研究得到第二军医大学基础部生物
化学与分子生物学教研室王梁华副教授、孙铭娟博
士以及免疫学教研室孙卫民教授的大力支持和帮

助，在此一并表示感谢！）
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１　临床资料　患者男，５９岁。双足肿痛、麻木１年余，伴消

瘦、胸骨膨凸、多毛５个月。入院体检：Ｔ３７．４℃，Ｐ９０次／

ｍｉｎ，ＢＰ１５０／９５ｍｍＨｇ（１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ）。头颈部、胸前

皮肤呈紫红色，四肢毛发粗且黑，浅表淋巴结不大。胸骨隆

起、表面皮肤肿胀、紫红、硬化。双侧乳房女性化，心、肺正常。

腹部膨隆，肝肋下未及，脾肋下２ｃｍ，移动性浊音（－）。双足、

双踝凹陷性水肿。双踝关节以下痛觉过敏、跟膝胫反射消失，

病理反射未引出。实验室检查：外周血 ＷＢＣ４．９９×１０９／Ｌ、

Ｇｒａｎ５７．９％、ＲＢＣ６．０４×１０１２／Ｌ、Ｈｂ１８６ｇ／Ｌ、红细胞压积

０．７０、网织红细胞正常，ＰＬＴ２１８×１０９／Ｌ。尿、粪常规（－）。肝

功能、血脂正常，血尿酸５８０μｍｏｌ／Ｌ。抗核抗体阴性；ＣＲＰ

３．１７ｍｇ／Ｌ、血沉７ｍｍ／ｈ。血清ＩｇＧ２１．８ｇ／Ｌ、ＩｇＡ３．１４ｇ／Ｌ、

ＩｇＭ２．７１ｇ／Ｌ。血清免疫固定电泳：ＩｇＧλ型轻链带。雌二醇

１１０ｐｍｏｌ／Ｌ、睾酮７．０７ｎｍｏｌ／Ｌ；ＴＴ３１．１８ｎｍｏｌ／Ｌ、ＴＴ４８０

ｎｍｏｌ／Ｌ、ＴＳＨ１３．２３ｍＩＵ／Ｌ；ＡＣＴＨ１７４ｎｇ／Ｌ、皮质醇１８７

ｎｍｏｌ／Ｌ（上午８：００）、１７１ｎｍｏｌ／Ｌ（下午４：００）。骨髓细胞学：

粒、红、巨三系增生明显活跃。粒系４４．５％；红系３９％，以中晚

期细胞为主，成熟红细胞大小不一，可见挤压重叠；淋巴细胞

７％；浆细胞１．５％，未见异常浆细胞；巨核细胞呈簇分布，全片

１２７个，散在和聚集血小板易见。血清维生素Ｂ１２＞２０００ｐＵ／

ｍｌ、红细胞生成素１．２ｍＵ／ｍｌ，中性粒细胞碱性磷酸酶积分

２１４分。血气分析：氧分压８８．３ｍｍＨｇ、动脉血氧饱和度

９７．５％。肌电图：双侧腓总神经、胫神经传导速度明显减慢，双

侧正中神经、肘部未能引出动作电位，腕部潜伏期明显延长，

上述肌肉可见失神经电位。诊断：ＰＯＥＭＳ综合征伴真性红细

胞增多症。采用甲泼尼龙８０ｍｇ／ｄ，静脉滴注；１周后改为泼

尼松６０ｍｇ／ｄ，口服；环磷酰胺０．８ｇ冲击，每月１次，左旋甲状

腺素片５０μｇ／ｄ口服。４周后患者双下肢肿胀逐渐消退，疼痛

缓解。复查血常规：ＷＢＣ５．３６×１０９／Ｌ、Ｇｒａｎ７５％、ＲＢＣ５．３６

×１０１２／Ｌ、Ｈｂ１５４ｇ／Ｌ、ＰＬＴ２２８×１０９／Ｌ，继续以环磷酰胺＋
泼尼松（ＣＰ）方案治疗，随访１２个月病情稳定。

２　讨　论　ＰＯＥＭＳ综合征是一种与浆细胞增生相关的多

系统受损疾病，该病最早由Ｃｒｏｗ和Ｆｕｋａｓｅ报道。１９８４年，

Ｎａｋａｎｉｓｉｈｉ等［１］提出了ＰＯＥＭＳ综合征的临床特征，包括多

发周围神经病（Ｐ）、多脏器肿大（Ｏ）、内分泌改变（Ｅ）、异常球

蛋白（Ｍ样蛋白）和皮肤异常（Ｓ），并且强调核心症状为多发

周围神经病和 Ｍ样蛋白。该例患者符合ＰＯＥＭＳ综合征的

临床特点，红细胞容量增多，骨髓红系显著增生，中性粒细胞

碱性磷酸酶活性增高，血清维生素Ｂ１２＞２０００ｐＵ／ｍｌ和动脉

血氧饱和度９７．５％，符合真性红细胞增多症的诊断标准。

ＰＯＥＭＳ综合征合并真性红细胞增多症者罕见，国内仅涂三

进等［２］和周晋等［３］分别报道ＰＯＥＭＳ综合征伴血小板增多

症和伴骨髓增殖性疾病各１例，ＰＯＥＭＳ综合征与骨髓增殖

性疾病的相关性均有待进一步探讨。
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