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[摘要] 　 脑微血管内皮细胞(Ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎬＢＭＶＥＣ)是构成血脑屏障(Ｂｒａｉｎ￣ｂｌｏｏｄ ｂａｒｒｉｅｒꎬ
ＢＢＢ)的基本组分ꎬ多种神经疾病都与 ＢＢＢ 的失功能相关ꎬ分离培养原代 ＢＭＶＥＣ 是体外研究 ＢＢＢ 功能及其调节

的重要手段. 本文通过简单有效的葡聚糖密度梯度离心和酶消化方法ꎬ从小鼠脑组织分离培养出 ＢＭＶＥＣꎬ并用

免疫荧光染色进行了鉴定. 结果表明ꎬ内皮细胞表面特征性的标记分子 ＣＤ３１ 阳性细胞达到 ９５％以上ꎬ同时通过

ＶＥ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ 及 ＺＯ￣１ 免疫荧光染色鉴定证实ꎬ其为脑微血管内皮细胞. 本研究为体外利用 ＢＭＶＥＣ 进行相关研究

提供了良好基础.
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血脑屏障(Ｂｒａｉｎ ｂｌｏｏｄ ｂａｒｒｉｅｒꎬＢＢＢ)的完整性为保护神经系统的正常运行提供了基础ꎬ脑微血管内皮

细胞(Ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｖｅｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎬＢＭＶＥＣ)是组成血脑屏障结构的基本组分[１] . ＢＢＢ 失功能对于一

系列神经疾病病理过程的起始都具有重要意义ꎬ包括脑中风、多发性硬化症、Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ 等[２－６] . 目前ꎬ尚没

有很好的治疗该类疾病的有效方法ꎬ而血脑屏障及内皮细胞被认为是一个很好的靶点.
在脑微血管的血管腔一侧ꎬ相邻内皮细胞之间通过紧密连结和黏着连接形成结构紧密、通透性极低的

屏障ꎬ其外围包绕的周细胞、基膜和神经胶质细胞伸出的突起使这一结构更加坚固. 在生理状态下ꎬ血脑

屏障阻止脑微血管与神经组织之间的物质交流ꎬ包括大分子和细胞等ꎬ以维持机体的稳态[７] . 在脑血管相

关疾病发生过程中ꎬ常常伴有炎症、缺血等症状ꎬ此时脑微血管内皮细胞和血液细胞等被激活ꎬ导致内皮通
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透性升高ꎬ血脑屏障功能遭到破坏ꎬ血液中的大分子物质和血细胞侵入神经组织ꎬ通过分泌炎症因子和细

胞因子等造成神经细胞损伤[８－９] . 近期的研究发现ꎬ血脑屏障功能障碍对于相关疾病的起始具有极为重要

的作用. 因此ꎬ脑微血管内皮细胞生物学成为相关疾病研究的热点问题ꎬ而体外分离培养脑微血管内皮细

胞成为进行相关研究的必要手段.
小鼠是与人类基因组最接近的模型生物ꎬ许多疾病模型和基因敲除模型都是利用小鼠建立的ꎬ因此其

脑微血管内皮细胞的分离培养尤为重要. 目前ꎬ国内外对于大鼠的脑微血管内皮细胞培养方法的报道较

多ꎬ也较为成熟[１０－１３] . 而小鼠由于其脑组织较小ꎬ每只个体能够分离得到的细胞数量有限ꎬ因此报道的方

法并不多见[１４－１６] . 怎样得到数量更多、纯度更高的脑微血管内皮细胞是建立该方法的关键.
本文通过简单的葡聚糖密度梯度离心和酶消化的方法ꎬ建立了有效的原代小鼠脑微血管内皮细胞培

养方法ꎬ通过细胞免疫荧光染色进行了鉴定. 结果表明ꎬ分离培养的脑微血管内皮细胞纯度可达到 ９５％以

上ꎬ细胞之间表达该细胞特异的紧密连结蛋白. 本文为利用脑微血管内皮细胞进行血脑屏障的体外研究

提供了良好基础.

１　 材料与方法

１.１　 实验材料

１.１.１　 实验动物

实验所用动物为 ６~８ 周龄 Ｃ５７ / ＢＬ６ 小鼠(购自南京大学模式动物研究所ꎬＳＰＦ 级)ꎬ性别不限.
１.１.２　 实验试剂

ＤＭＥＭ 培养基、０.２５％胰酶－ＥＤＴＡ 购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ胶原酶Ⅰ购自 Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ 公司ꎻ明胶、肝素钠、
Ⅰ型 ＤＮＡ 酶、ＥＧＦ、维他命 Ｃ(Ｖｃ)、氢化可的松、ＫＨ２ＰＯ４、Ｎａ２ＨＰＯ４、５ ｍｇ / ｍＬ ＤＡＰＩ 染液购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ
ｂＦＧＦ 购自 Ｒ＆Ｄ 公司ꎻ胎牛血清(Ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳ)、青链霉素、Ｌ－谷氨酰胺、羊血清购自 Ｇｉｂｃｏ 公

司ꎻ葡聚糖 Ｄｅｘｔｒａｎ－７０ 购自上海生工生物工程公司ꎻ４％多聚甲醛、Ｔｒｉｔｏｎｘ￣１００、Ｔｗｅｅｎ￣２０ 购自 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公

司ꎻＲａｔ ａｎｔｉ￣ＣＤ３１ ａｎｔｉｂｏｄｙ 购自 ＢＤ 公司ꎻＲａｂｂｉｔ ａｎｔｉ￣ＶＥ Ｃａｄｈｅｒｉｎ 购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚｅ 公司、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５５５
ｇｏａｔ ａｎｔｉ￣Ｒａｔ ＩｇＧ、Ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉ￣ＺＯ￣１ ａｎｔｉｂｏｄｙ、ＦＩＴＣ ４８８ ｇｏａｔ ａｎｔｉ￣Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司.
１.１.３　 试剂配制

细胞生长培养基(１００ ｍＬ):用 ＤＭＥＭ 配制ꎬ含 ＦＢＳ ２０ ｍＬ、１ ｍＬ １００×Ｌ－谷氨酰胺、５ μＬ ５ ｎｇ / ｍＬ
ＥＧＦ、０.１ ｍＬ ４ ｎｇ / ｍＬ ｂＦＧＦ、１０ μＬ １ μｇ / ｍＬ Ｖｃ、０.２ ｍＬ ２ μｇ / ｍＬ 氢化可的松、６８ μＬ １ｍｇ / ｍＬ 肝素钠、１ ｍＬ
１００×青链霉素.

１５％葡聚糖溶液(Ｄｅｘｔｒａｎ￣７０):称取 ４.５ ｇ Ｄｅｘｔｒａｎ￣７０ꎬ溶于 ３０ ｍＬ 无菌 ＰＢＳ 溶液(包含 １×双抗) . 由于

葡聚糖在 ＰＢＳ 中溶解较慢ꎬ一般在实验刚开始最先配制.
０.１％明胶:０.１ ｇ 明胶溶解于 １００ ｍＬ ＰＢＳꎬ高压灭菌ꎬ４ ℃保存备用.

１.２　 实验方法

１.２.１　 小鼠脑微血管内皮细胞的分离与培养

２４ 孔细胞培养板的处理:以 ０.１％明胶包被ꎬ于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱内孵育 １ ｈ~２ ｈ. 无菌 ＰＢＳ 清洗

３ 次ꎬ灭菌水清洗 １ 次ꎬ晾干备用.
小鼠脑的分离:预先准备好 ＰＢＳ(含双抗)ꎬ直径 ３.５ ｃｍ 细胞培养皿ꎬ直径 ６ ｃｍ 细胞培养皿ꎬ并向 ３.５

ｃｍ 培养皿中加入 ２ ｍＬ ＤＭＥＭꎬ所有的手术器械均置于 ７５％乙醇中浸泡 ３０ ｍｉｎ. 颈脱臼处死小鼠ꎬ酒精棉

球擦拭小鼠头部及全身ꎻ剪开小鼠头部皮肤ꎬ剥离颅骨ꎬ小心取出大脑ꎬ浸入含 ＤＭＥＭ 培养基的 ３.５ ｃｍ 培

养皿中ꎬ置于冰上.
脑膜的分离及去除:将完整的脑组织于无菌滤纸来回滚动至干净滤纸表面无明显的组织残留ꎬ此步骤

将脑组织表面大部分脑膜及大血管去除ꎻ然后将脑组织转移至 ＰＢＳ(含双抗)中ꎬ在体视镜下去除小脑、脑
干及残余的脑膜及白质.

脑微血管的分离纯化:将以上处理好的脑组织转移到生物安全柜中ꎬＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ然后尽量控干水

分ꎬ移入 ２ ｍＬ ＥＰ 管中ꎬ用显微剪剪碎至匀浆状(至 １ ｍＬ 的移液枪枪头可顺利吸取) . ＥＰ 管内加 １ ｍＬ 葡

聚糖溶液继续快速剪 １００ 下ꎬ然后将剪碎的组织移到 １５ ｍＬ 离心管ꎬ补加 １５％葡聚糖溶液至 １０ ｍＬꎬ颠倒

—９３１—

􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉



南京师大学报(自然科学版) 第 ４０ 卷第 ３ 期(２０１７ 年)

混匀 ３ 次. 室温 ２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ可看到离心管内液体分三层ꎬ其中最下面一层发白或淡红色沉淀

为微血管段富集部分ꎬ中间澄清液体为葡聚糖溶液ꎬ最上面一层为残余的脑组织. 微血管沉淀中加入 ２ ｍＬ
ＤＭＥＭꎬ轻轻吹打混匀暂存于 ４ ℃ . 将上层组织块和中间的葡聚糖溶液转移到一个新的 １５ ｍＬ 离心管中ꎬ
补加 １５％葡聚糖溶液至 １０ ｍＬꎬ室温 ２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ再次收集脑微血管ꎬ之后再重复一次. 最后

将 ３ 次所收集的微血管段合并至同一 １５ ｍＬ 离心管内ꎬ补加 ＤＭＥＭ 至 １０ ｍＬꎬ室温 １ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３
ｍｉｎꎬ富集的脑微血管段位于离心管底.

微血管段的消化及培养:向离心管中加入 ２ ｍＬ ＤＭＥＭ 消化液(含 １％胶原酶Ⅰꎬ０. ８％胰酶ꎬ１％
ＤＮａｓｅⅠ)ꎬ３７ ℃水浴 １.５ ｈꎬ每隔 １５ ｍｉｎ 轻轻摇动数次. 为了观察消化状态ꎬ防止消化不够或消化过度ꎬ至
７５ ｍｉｎ 时ꎬ吸取 ５ μＬ 消化液观察消化情况ꎬ待出现大部分血管段被消化成由 ５ ~ １０ 个细胞组成的团块时

停止. 消化完成后加入含 ＦＢＳ 的细胞生长培养基 ３ ｍＬꎬ轻轻吹打混匀ꎬ终止消化. 室温 １ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ加入生长培养基ꎬ轻轻吹打混匀ꎬ移入明胶包被的 ２４ 孔细胞培养板中(１ 只小鼠脑分离

出的微血管接种 １ 个孔)ꎬ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中培养. ２４ ｈ 后吸弃旧培养基ꎬ用 ３７ ℃预热的无菌

ＰＢＳ 清洗 ３ 次去除未贴壁细胞及组织碎屑ꎬ更换新鲜培养基继续培养ꎬ以后每 ２ ｄ~３ ｄ 更换 １ 次新鲜培养基.
１.２.２　 细胞传代

原代细胞长至 ８０％左右可以进行细胞传代. 细胞传代步骤如下:弃去旧培养基ꎬＰＢＳ 洗 １ 次ꎬ每孔加

入 ２００ μＬ ０.２５％的胰酶－ＥＤＴＡꎬ约 １０ ｓ 后吸去大部分消化液ꎬ３７ ℃继续消化约 １ ｍｉｎꎬ待细胞突起回缩时

加入含有血清的细胞培养基终止消化ꎬ将细胞轻轻吹打下来ꎬ转移至新的明胶包被的 ２４ 孔培养板内继续

培养. 用于做免疫荧光的细胞应提前将细胞爬片铺于 ２４ 孔板内ꎬ传代细胞接种于细胞爬片之上.
１.２.３　 细胞免疫荧光染色

固定:首先将培养板内培养基弃去ꎬＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ每孔内贴壁加 １ ｍＬ ４％ ＰＦＡ 室温固定 １０ ｍｉｎꎬＰＢＳ
洗 ３ 次ꎬ每次 ３ ｍｉｎ.

破膜:每孔加入 １ ｍＬ ０.５％ Ｔｒｉｔｏｎｘ￣１００ꎬ室温孵育 １０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ每次 ３ ｍｉｎ.
封闭:５％羊血清湿盒内室温封闭 １ ｈ.
一抗孵育:按抗体说明书稀释一抗ꎬ每个细胞爬片加 ５０ μＬꎬ放入湿盒内 ４ ℃冰箱孵育过夜ꎻ第二天恢

复室温 ３０ ｍｉｎꎻ含 ０.１％ Ｔｗｅｅｎ￣２０ 的 ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎ.
二抗孵育:加入荧光二抗(ＤＡＰＩ 同时掺入)室温湿盒内避光孵育 １ ｈꎻ避光条件下ꎬ含 ０.１％ Ｔｗｅｅｎ￣２０

的 ＰＢＳ 洗 ４ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎ.
封片:加防淬灭封片剂封片.
拍照:激光共聚焦显微镜(Ｎｉｋｏｎ Ａ１－ＴＩＲＦ)拍照.

１.２.４　 细胞计数及分析

使用 ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行细胞总数计数ꎬ辅助人工排除不清楚及多个细胞核成团的情况. ＣＤ３１ 阴性细

胞通过 Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ ５.０ 软件进行人工计数ꎬＣＤ３１ 阳性细胞数＝细胞总数－ＣＤ３１ 阴性细胞数. 随机选取 ３ 个

视野进行计数ꎬ实验重复 ３ 次. 数据用(Ｍｅａｎ±ＳＤ)表示ꎬＥｘｃｅｌ 进行统计分析.

２　 结果

２.１　 小鼠脑微血管内皮细胞的形态观察

经过密度梯度离心分离纯化及酶消化ꎬ光镜下微血管段呈现数个细胞联在一起的串珠状结构

(图 １Ａ)ꎬ培养 ２４ ｈ 后ꎬ洗去未贴壁细胞及组织碎片ꎬ微血管内皮细胞开始沿着微血管段边沿向四周迁出

(图 １Ｂ) . ４８ ｈ~７２ ｈ 后细胞呈快速增殖状态ꎬ整体呈涡旋状ꎬ单个内皮细胞逐步呈现铺路石形态(图 １Ｃ) .
２.２　 小鼠脑微血管内皮细胞的免疫荧光鉴定

２.２.１　 ＣＤ３１ 的表达鉴定

ＣＤ３１ 是内皮细胞特异表达的膜蛋白ꎬ当细胞达到一定密度后ꎬ相邻细胞靠在一起时ꎬ可明显显示阳

性信号. 将培养 ７ ｄ 的细胞以 ＣＤ３１ 抗体进行免疫荧光染色(图 ２)ꎬ随机选取 ３ 个视野进行细胞计数ꎬ重复

３ 次. 结果显示ꎬＣＤ３１ 阳性细胞所占比例为(９５.７３±３.５５)％ꎬ表明分离得到了高纯度的内皮细胞.

—０４１—
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宋晓彬ꎬ等:小鼠脑微血管内皮细胞的分离培养与鉴定

Ａ－Ｃ:培养时间分别为 ０ ｈ、２４ ｈ、７２ ｈ. 右上角为放大的图中部分. 标尺＝ ２００ μｍ
图 １　 小鼠原代培养脑微血管内皮细胞的光镜照片

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

蓝色为 ＤＡＰＩ 染色显示细胞核ꎬ红色为内皮细胞特异性的 ＣＤ３１ 抗体免疫荧光染色. 比例尺＝ １００ μｍ
图 ２　 培养 ７ｄ 的原代小鼠脑微血管内皮细胞 ＣＤ３１ 免疫荧光染色

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ７ ｄ

蓝色为 ＤＡＰＩ 显示细胞核ꎬ红色显示内皮细胞特异性标志物 ＣＤ３１ꎬ绿色显示紧密连接蛋白 ＺＯ￣１. 比例尺＝ １００ μｍ
图 ３　 小鼠脑微血管内皮细胞免疫荧光鉴定

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ７ ｄ

２.２.２　 ＺＯ￣１ 的表达鉴定

机体多数组织器官相邻内皮细胞之间通过黏着带连接在一起ꎬ而脑微血管内皮细胞之间除了黏着带ꎬ
还以紧密连接相连ꎬ以形成结构更为复杂紧密的血脑屏障. ＺＯ￣１ 是一种重要的紧密连接蛋白ꎬ主要位于内

皮细胞的血管腔顶端ꎬ在血液和脑组织之间起到封闭作用. 细胞传代后 ２ ｄꎬ细胞密度达到 ９０％左右ꎬ细胞

逐渐融合ꎬ紧密连接开始形成. 当细胞融合后ꎬ用 ＣＤ３１ 与 ＺＯ￣１ 进行共染(图 ３) . 细胞显示 ＣＤ３１ 和 ＺＯ￣１
双阳性ꎬ表明所分离的脑微血管内皮细胞之间形成了良好的紧密连接.
２.２.３　 ＶＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达鉴定

如前所述ꎬ在脑微血管内皮细胞之间的连接除了紧密连接外ꎬ还会形成黏着连接. 血管内皮钙黏素

ＶＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 是血管内皮细胞间一种主要的黏着连接蛋白. 以 ＶＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 对培养 ７ ｄ 的细胞进行了免疫

荧光染色. 结果表明ꎬ分离培养的细胞大多数阳性表达 ＶＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ(图 ４)ꎬ说明它们之间黏着连接形成较

好ꎬ也进一步证明所分离的细胞为血管内皮细胞.

—１４１—
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蓝色为 ＤＡＰＩ 显示细胞核ꎬ绿色显示黏着连接蛋白 ＶＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ. 比例尺＝ １０ μｍ. ＤＡＰＩ(Ｂｌｕｅ)
图 ４　 小鼠脑微血管内皮细胞免疫荧光鉴定

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ

３　 讨论

目前国内外关于脑微血管内皮细胞分离纯化方法主要包括:筛网过滤法、密度梯度离心法、酶消化法

等ꎬ多数是二种或三种方法以及二次和二次以上酶消化、密度梯度离心的组合[１０ꎬ１３ꎬ１５－１７] . 经过反复优化ꎬ
建立了快速简单的两步法ꎬ即一次密度梯度离心法和一次酶消化法. 本研究未使用多数文献使用的尼龙

网过滤法[１６]ꎬ这样可以很大程度避免细胞污染. 为了节省时间同时更好地保持细胞活性ꎬ选择性省去许熊

飞等[１３]和 Ｓｈｉｎｓｕｋｅ Ｎａｋａｇａｗａ[１２]等使用的两次酶消化的第一次消化ꎬ以直接机械剪碎代替ꎬ避免了操作的

冗杂性ꎻ另一方面 ｐｅｒｃｏｌｌ 密度梯度离心步骤较为繁琐ꎬ如操作不慎很大程度上影响微血管的分离效果ꎬ内
皮细胞的生长状态及活性也容易受到很大的影响ꎬ这里省去了 ｐｅｒｃｏｌｌ 梯度离心[１５]这一步骤. 发现ꎬ不做

ｐｅｒｃｏｌｌ 密度梯度离心ꎬ对于内皮细胞的纯度没有明显影响(本文的细胞纯度在 ９５％以上)ꎬ且细胞活性保

持较好. 另外ꎬ在 １５％葡聚糖离心后消化中使用 ３ 种酶的混合液(Ⅰ型胶原酶ꎬ胰蛋白酶ꎬⅠ型 ＤＮＡ 酶)消
化 １.５ ｈ 左右ꎬ效果较好ꎬ节省了时间ꎬ相比其他使用含有 ２％ ＦＢＳ 及 ３０ Ｕ / ｍＬ ＤＮＡｓｅⅠꎬ０.１％胶原酶 /分散

酶 ３７ ℃水浴 ６ ｈꎬ大大缩短了时间ꎬ从而不仅使操作更简便ꎬ且可以更好地保持细胞活性.
为了提高获取细胞数量ꎬ在实验过程中改进了葡聚糖离心纯化微血管段步骤. 进行了连续 ３ 次的离

心ꎬ将所取得的微血管合并ꎬ大大降低了离心造成的微血管损失ꎬ获取了数目更多的微血管. 同时ꎬ在分离

微血管过程中没有进行筛网过滤[１８－１９]ꎬ既减小了污染的可能ꎬ也避免了细胞的损失. 本课题组多次使用本

文所述的小鼠原代 ＢＭＶＥＣ 培养方法进行细胞的分离培养及相关研究ꎬ在不同个体和不同批次的小鼠分

离培养过程中ꎬ均得到了足够的细胞数量ꎬ纯度也达到 ９５％以上ꎬ表明本方法可以常规用于实验室.
综上所述ꎬ本文建立了一种操作简单、耗时较少、得率较高、重复性好的分离纯化小鼠脑微血管内皮细

胞的方法ꎬ可用于体外进行血脑屏障功能及相关研究.
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