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组织贴块法建立人气道平滑肌细胞体外培养模型的研究 *
刘 媛 黄 茂△ 李 涛 刘 红
（南京医科大学第一附属医院呼吸科 江苏南京 210029）

摘要 背景：人气道平滑肌已被证实参与气道重塑，气道平滑肌的重塑已成为慢性呼吸道疾病的主要病理改变之一。人气道平滑
肌细胞的培养对慢性呼吸道疾病的研究有重要意义。组织贴块法培养人气道平滑肌细胞是原代培养人气道平滑肌细胞的基本方
法之一。目的：采用组织贴块法建立人气道平滑肌体外培养模型。方法：采集人气道组织，用组织贴块法进行人气道平滑肌细胞的
原代培养，获得的细胞经形态学和免疫细胞化学染色鉴定。结果：培养的细胞呈典型的 "谷峰 "状生长 ,胞浆内特异性的平滑肌肌
动蛋白阳性表达 ,符合平滑肌细胞的形态学特征和生物学特性。结论：组织贴块法易操作，结果可信，并可培养出高纯度活性好的
人气道平滑肌细胞，成功建立了体外人气道平滑肌细胞增殖模型，提供了研究慢性呼吸道疾病的细胞培养模型。
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ABSTRACT Objective: To establish the model of human airway smooth muscle in vitro by attachment-block culture. Methods: The
human airway wall was separated from lung resection carefully and cut into small pieces about 1 mm3, and then these pieces were at-
tached on the wall of culture bottle. After 3 hours, those tissue pieces were cultivated in DMEM with 20 % calf serum. Results: Cells had
grown on the bottom of culture bottle like peak-valley in shape. All cells almost were smooth muscle cells identified through An- ti-
α-actin immunohistochemistry stain. Conclusion: Attachment-block culture of human airway smooth muscle cells is simple to operate,
reliable in result, high in purity and useful as a cellular model for study of respiratory diseases.
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气道平滑肌（Airway smooth muscle, ASM）是气道的重要
组成之一，能够保持气道张力，维持气道管状形态，从而有利于

气体流通，保持肺部通气。近年来发现气道平滑肌参与慢性支
气管肺疾病中很多病理生理变化，比如慢性炎症、气道重塑等，
已成为支气管哮喘、慢性阻塞性肺病等疾病发病机制研究中的
热点[1-2]。气道平滑肌细胞（ASM cell，ASMC）的体外培养为研究
其细胞生物学行为提供了一个有效的平台。鉴于外购细胞株费
用高昂，原代培养 ASMC最能反映出体内生长特性，对于呼吸
系统疾病的科研工作者具有重要意义。近年来鼠气道平滑肌细
胞的体外培养技术已成熟 [3-6]，人气道平滑肌细胞（Human
ASMC，HASMC）培养也已成为国内外呼吸系统疾病研究的热
点，本实验采用组织贴块法进行 HASMC的原代培养，从而在
体外建立 HASMC的增殖模型。

1 材料与方法

1.1 试剂和仪器

DMEM/高糖培养基与 HBSS液购自美国 Gibco公司；胎
牛血清（FBS）购自美国 Hyclone公司；0.25 %胰蛋白酶、青链霉
素购自美国 Gibco公司；人抗平滑肌α-actin购自北京中杉金桥
公司；PDGF-BB购自 Peprotech 公司；CO2细胞培养箱为美国

Thermo Fisher Scientific公司；超净台为日本 AIR TECH株式
会社；倒置显微镜为日本 Nikon公司；离心机为 80-2T低速台
式离心机；其余试剂均为分析纯。
1.2 原代培养 HASMC
取南京医科大学第一附属医院胸外科同期肺叶切除术患

者的正常肺叶、段支气管标本，采用组织贴块培养法[7]。无菌条
件下用 HBSS液（加入青链霉素）洗标本四到五次，每次 20
ml，去除血污，使用无菌器械从外膜表面分离结缔组织，纵向剖
开支气管，用圆手术刀片刮去内膜，尽可能将平滑肌和软骨环

分离，将分离的平滑肌剪成 1 mm3的小组织块，用无菌牙科探

针送入培养瓶，贴于已预湿的底面，等距排列，翻转培养瓶加入

含 20 %胎牛血清的 DMEM（高糖）约 2.5 ml，勿使培养液接触
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底面。将培养瓶底面朝上，置于 CO2细胞培养箱中绝对静置 3 h
左右，当组织块接近干涸时轻轻翻转培养瓶，使培养液刚好没

过组织块表面，半开放绝对静置培养 3天后将培养液添至 5
ml，第 6天全换液，此后每 3天换液一次。
1.3 传代培养 HASMC
倒置显微镜下观察，当细胞融合 80 %以上时，可行首次传
代。吸弃旧培养液，PBS液 3 ml洗两遍，吸弃洗液，加入 0.25 %
胰酶 1.5 ml，轻晃培养瓶使其均匀分布于底面，置于 CO2细胞

培养箱中，镜下观察当细胞胞质回缩，由梭形变圆形时加入含

10 %胎牛血清的 DMEM培养基 2 ml终止消化，移液管轻轻吹
打 2遍，吸入无菌离心管中，配平好低速离心机 1500转 /分离
心 5分钟后弃上清，加入适量 PBS，轻轻吹打细胞使之分散开，
再次 1500转离心 5分钟，弃上清，加入适量含 10 %胎牛血清
的 DMEM，吹打均匀后按 1:2-1:3加入新培养瓶中。传代后每
三天换液。3-6代细胞用于实验。
1.4 细胞的纯化
原代培养 HASMC时，难免有其他细胞混杂其中，如成纤

维细胞、上皮细胞、内皮细胞等，可利用下面三种方法去除。
1.4.1 优势纯化法 取材时已去除大部分的内外膜和结缔组织，
虽原代培养时仍混有杂细胞，但平滑肌细胞占多数，此时平滑

肌细胞的增殖优势会抑制杂细胞的生长，尤其是内皮细胞和上

皮细胞，随着传代次数的增加，平滑肌的纯度进一步提高。实验
用 3-6代 HASMC的纯度达 96 %以上。
1.4.2 人为机械刮除法 即原代培养中在倒置显微镜下观察，发
现有不生长平滑肌的组织块和虽有细胞生长，但不是平滑肌细

胞的组织块，用记号笔在瓶壁标出，在超净台内用无菌牙科探

针在底部相应位置予以轻轻刮除，勿碰及周围区域，后用 PBS
冲洗两遍，加新培养液继续培养。
1.4.3 差速贴壁法 杂细胞中的内皮细胞和上皮细胞可通过生
长优势去除，而与平滑肌细胞同属纤维样细胞的成纤维细胞，

贴壁时间大约为 10-30 min，与平滑肌细胞的贴壁时间（1-4小
时以上）相比，其贴壁过程快，这一特性被利用为差速贴壁法来

纯化 HASMC。具体操作：用胰酶消化 HASMC，待细胞变圆，折
光度增加时加含 10 %FBS的 DMEM终止消化，并用滴管轻轻
吹打形成细胞悬液，静置 15分钟，使成纤维细胞先贴壁，将剩

余细胞悬液转移至另一培养瓶中继续静置 15分钟，将余下的
细胞悬液再转移至新培养瓶中静置培养[8]。这样得到的最后的
培养瓶中平滑肌细胞纯度最高。
1.5 HASMC鉴定
1.5.1 形态学鉴定 倒置显微镜下观察细胞形态、大小、排列情
况、生长态势等。
1.5.2 免疫细胞化学鉴定 取 3-5代对数生长期的细胞胰酶消
化后接种到放置盖玻片的培养皿中，细胞爬片生长至单层，待

细胞融合至 80 %时取出盖玻片，做 α-actin免疫细胞化学染色：
将爬有细胞的盖玻片用 PBS漂洗 5 min×3次后丙酮室温下固
定 20 min，PBS再次漂洗 5 min×3次，然后按照 SP免疫组化
试剂盒和 DAB显色试剂盒说明书逐条进行操作（一抗为抗人
平滑肌 α-actin）。

2 结果

2.1 细胞培养
组织块接种后 1-2天可有圆形小细胞爬出，5-7天可见平

滑肌细胞贴壁生长，细胞呈中间小圆形，两头细长型的梭形，大

小不一，随着细胞增殖，细胞间相互融合，部分重叠，多集中于

培养瓶底部局部区域。予胰酶消化重铺后细胞可大致均匀分
布，密度低时呈网状，密度高时呈漩涡状，即典型 " 峰谷 " 状
（图 1），逐渐铺满瓶底，当细胞融合达 80 %进行首次传代。本实
验首次传代胰酶消化时间达 5 min，首次传代后 5-7天细胞可
再次爬满瓶底，再传代时胰酶消化 1.5分钟即可使细胞变圆，
终止消化。传代后的细胞与原代细胞生长方式和形态特点一
致。
2.2 HASMC鉴定
2.2.1 形态学鉴定 倒置显微镜下观察单个 HASMC呈中间小
圆形，两头细长型的梭形或不规则三角形，细胞突起锐利，胞质

丰富，有 1－2个细胞核，可向细胞密度低的方向伸出足突。细
胞融合后细胞长梭形，平行生长，呈束状排列，相互穿插，起伏

状生长呈现出典型 "峰谷 "状现象。
2.2.2 免疫细胞化学鉴定 对平滑肌细胞特异的 α-actin进行免
疫组化 SP法染色，显微镜观察，95 %以上细胞呈强阳性染色，
胞浆呈棕黄色或者棕红色，胞核呈蓝色（图 2）。

图 1 可见典型“峰谷”样结构（倒置显微镜，×100）
Fig.1 HASMCs had grown like peak-valley in shape

(invert microscope,×100)

图 2 哆疫细胞化学鉴定（倒置显微镜，×100）
Fig.2 Immunohistochemical characterization of HASMCs

(invert microscope,×100)
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3 讨论

HASMC已被证实参与气道重塑，成为呼吸道疾病的主要
病生改变之一。而临床上采集患者的 HASM进行研究受到多
种限制，多数研究人员仍选择采用动物模型来研究 ASM参与
的呼吸道疾病的发病机制。Woodruff PG.说不能获得足够的气
道组织和将平滑肌细胞从组织中分离的困难是从事类似平滑

肌研究较少的原因之一[9]。故 HASMC的培养具有重要意义。原
代培养既节约费用，且组织和细胞刚离体，生物学性状还未发

生改变，具有二倍体遗传特性，最能反映出体内生长特性，对药

物和损伤刺激反应灵敏，尤其适合做药物测试和细胞分化等实

验研究。目前 HASMC的原代培养方法主要为组织贴块法和酶
消法两种[10-12]。酶消法与组织贴块法相比，虽然周期短，细胞纯
度相对较好，但耗费多，且消化时间长短受消化酶的浓度大小

难以掌握。而组织贴块法耗费少，操作简化，灵活运用文章中所
提及纯化方法，所得的细胞纯度亦可在 98 %以上，结果稳定。
原代培养 HASMC的关键在于：1.严格无菌操作，否则一

旦发生污染难以查找污染源，且会殃及培养箱内其他细胞。2.
气道与外界相通，本不是无菌环境，所用 HBSS和 DMEM中均
要加入青链霉素。但传代培养时可不加，以免影响细胞活性。3.
取材部位是成功关键之一，气道越向下平滑肌含量越少，取标

本时尽量取气道的膜部，此处平滑肌居多，培养的成功率高，气

道软骨环处平滑肌数量不多，且分离干净较困难。4.取材时间
不宜过长，过长组织块已干涸不易贴壁，且生物学性状不稳定，

会发生变化。5.发现不长细胞或生长细胞为杂细胞的组织块尽
早除去，以免产生的代谢产物影响平滑肌生长活性。6.组织块
接种时加入的培养液刚好没过组织块即可，一般 1-2 ml，不可
加多，否则静置时组织块易漂浮，不易贴壁。若发现培养液不
够，可在组织块贴壁后缓慢沿瓶壁添加。7.传代时发现细胞已
变圆，透亮度增加，但仍贴壁时不宜再将培养瓶放回孵箱继续

消化，可轻轻晃动瓶身，细胞一般就会脱落下来。
本实验中组织贴块法原代培养获得的 HASMC第三代时

纯化达 99 %，2-5代均 1：4传代，符合原代培养不伤细胞活性
的情况下仍能获得高纯化的细胞的目的。
美国国立心肺血液中心 2006年举办的专家研讨会上针对

ASM提出后续研究方向：发生生物学、ASM兴奋收缩耦联、细
胞生长增殖和迁移、免疫学、ECM[13]。目前研究发现支气管哮喘
发病机制中 HASM是调节支气管张力最重要的收缩单位，是
控制气道直径的效应器，也是重要的免疫调节细胞，在表型、结
构和功能上的改变具有动力性和可塑性，与其他炎症反应组分

的关系非常复杂[14]。而 Cox G等研究发现作用于气道平滑肌的
支气管热成形术能够进一步改善哮喘症状，降低急性发作频

率[15]。全球对 HASM作用的研究越来越深入，原代培养 HASM
为广泛研究 HASM奠定了基础。
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