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CCL2促进大鼠原代心肌微血管内皮细胞血管形成
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摘  要：本文旨在探讨趋化因子CCL2在成年大鼠原代心肌微血管内皮细胞(cardiac microvascular endothelial cell, CMEC)血管

形成中的作用。分离原代大鼠CMEC，用CD31和VIII因子免疫染色鉴定，观察不同时间点基质胶(Matrigel)上CMEC血管形

成情况，用real-time RT-PCR和ELISA分别检测在血管形成过程中CCL2的表达和分泌情况。结果显示：(1)大鼠原代CMEC分
离成功，该细胞具有形成血管能力，成网数和节点数在Matrigel处理后4 h显著增加；(2) CMEC血管形成过程中CCL2和CCR2
的表达量显著上调，并且CCL2的分泌量明显增加；(3) CCL2阻断抗体和CCR2拮抗剂均可显著降低CMEC血管形成能力。上

述结果提示，大鼠原代CMEC在血管形成过程中可分泌CCL2，并且CCL2-CCR2信号通路促进了CMEC血管形成。
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CCL2 promotes angiogenesis of primary rat cardiac microvascular endothelial 
cells
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Abstract: The aim of the present study was to investigate the role of chemokine CCL2 in angiogenesis of primary adult rat cardiac 
microvascular endothelial cells (CMEC). The rat CMECs were isolated and identified through morphology examination and immu-
nostaining with CD31 and factor VIII antibodies. The angiogenesis of CMEC on Matrigel was evaluated at different time points. The 
expression and secretion of CCL2 during the process of angiogenesis was detected by real-time RT-PCR and ELISA, respectively. The 
results showed that, the primary rat CMEC was isolated successfully, and the angiogenesis of CMEC was significantly induced after 
Matrigel treatment for 4 h. The expression of CCL2 and CCR2 were increased during angiogenesis, and the secretion of CCL2 was 
detected after 2 h of angiogenesis and reached the peak concentration of 1 588.1 pg/mL after 4 h. Either CCL2 blocking antibody or 
CCR2 antagonist significantly reduced the angiogenesis of CMEC. These results suggest that CCL2 is secreted during the process of 
angiogenesis of CMEC, and CCL2/CCR2 signaling pathway may play an important role in promoting angiogenesis. 
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研究论文

近年来心血管疾病的发病率和死亡率逐年增

高，心肌缺血、心肌肥大过程中心肌微血管代偿性

增加并伴随心肌微血管内皮细胞 (cardiac microvas-
cular endothelial cell, CMEC) 的功能改变 [1,2]。CMEC
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对心脏代谢、生长、节律性和血管形成起着重要作

用，具有异质性和器官特异性 [3]。小鼠 CMEC 经内毒

素刺激后可分泌趋化因子 CCL2 (C-C motif chemokine 
ligand 2)，即单核细胞趋化蛋白 -1 (monocyte che-
motactic protein-1, MCP-1)，并且核因子 κB (nuclear 
factor-κB, NF-κB) 激活增加 [4]。大鼠 CMEC 低氧 /
复氧后促炎细胞因子 IL-6和TNF-α 分泌明显增加 [5]。

目前研究显示，趋化因子 CCL2 是由 76 个氨基酸

残基组成的分子量为 13 kDa 的趋化因子，参与细

胞的生长、发育、分化、凋亡和分布等多种生理功能，

并在多种病理生理过程中发挥重要作用，如炎症反

应、病原体感染、创伤修复及肿瘤形成和转移等 [6]。

研究显示，趋化因子 CCL2 也参与血管形成过程，

CCL2 敲除小鼠血管形成能力受损 [7, 8]。CCL2 通过

与其特异性受体 CCR2 结合，可在乳腺癌组织中显

著促进血管形成 [9]。然而，CCL2 对于 CMEC 血管

形成的作用仍不清楚。本研究从成年 Wistar 大鼠中

分离原代 CMEC，分析在血管形成过程中趋化因子

CCL2 分泌的变化，及 CCL2 对 CMEC 血管形成能

力的影响，本研究结果将有助于理解 CCL2 对大鼠

原代 CMEC 的调控作用。

1  材料与方法

1.1  大鼠 CMEC 的分离与培养　　大鼠原代 CMEC
的分离方法参考已有文献报道 [10, 11]，并做改进。本

研究动物实验方案经河南大学医学院医学与科研

伦理委员会批准 ( 许可证编号：HUSOM2020-263)。
成年 Wistar 雄性大鼠 (200~240 g) 购自北京维通利

华实验动物技术有限公司，用 2% 戊巴比妥钠腹腔

麻醉后将其固定于手术台上，75% 酒精消毒皮肤，

开胸，无菌剪下心脏，置于预冷的 PBS 中，用预冷

的 PBS 清洗心脏至无淡红色血液流出，在超净工作

台内剥离左心室部分后用 PBS 洗 1 次，去除心内、

外膜，在 70% 的乙醇中灭活 30 s，用 PBS 清洗 1 次，

在冰上用手术刀片将组织切成 1 mm3 大小的组织

块，将其转移到锥形瓶中，再用 D-Hanks 缓冲液

(H1040-500，Solarbio 公司 ) 清洗一次，弃去液体，

加入 15 mL 提前配制好的 0.2% 的 II 型胶原酶

(LS004176，Worthington 公司 )，37 °C 振荡消化 25 
min，然后加入同等体积的 0.05% 胰酶 ( 无 EDTA)
(15050057，Gibco 公司 ) 反复吹打几次，继续 37 °C
振荡消化 25 min，加入 15 mL 含有 10% 胎牛血清

(ST30-3302，PAN-Seratech 公司 ) 的 DMEM 培养基

(16000-044，Gibco 公司 ) 终止消化，用 70 μm 孔径

的网筛将细胞悬液过滤到新的 50 mL 离心管中，

800 g 离心 10 mim，弃上清，用 CMEC 细胞培养基

重悬。CMEC 细胞培养基为 DMEM 和 M199 (11150- 
059，Gibco 公司 ) 等比例混合，并含有 20% 胎牛

血清、2 ng/mL VEGF (DC083，Novoprotein 公司 )、
870 nmol/L 胰岛素 (I9278，Sigma 公司 )、65 nmol/L
转铁蛋白 (T8158，Sigma 公司 )、29 nmol/L 亚硒酸

钠 (S5261，Sigma 公司 )、青链霉素 (100×，SV30010，
Hyclone 公司 )。细胞计数后接种 (2 × 105 个 / 孔 ) 到
提前4 h采用1 mg/mL鼠尾胶原 (C7661，Sigma公司 )
包被好的的 12 孔板中，在 5% CO2、37 °C 温箱中

培养6 h后更换新鲜的培养基，以后每2天换一次液，

待细胞接近融合时进行传代。

1.2  大鼠 CMEC 的鉴定　　分离的原代大鼠 CMEC
采用形态观察和细胞表面 VIII 因子相关抗原及

CD31 抗体染色鉴定。分别于 1、2、3、5 d 在倒置

显微镜下观察 CMEC 的形态，并记录细胞生长状态。

将生长至融合状态的细胞按 5 000 个 / 孔接种到 96
孔板中，每隔 1 天后分别进行：(1) 消化收集细胞，

取 20 μL 细胞悬液与台盼蓝 1:1 混合后进行细胞计

数，绘制生长曲线；(2) 将培养基换成培养基与

MTS (G3580，Promega 公司 ) 等比例混合液，置于

细胞培养箱中避光孵育 4 h，检测 490 nm 波长下的

吸光度值。

1.3  CMEC 表面标志物的免疫荧光染色　　消化收

集细胞，按照 2 × 104 个 / 孔接种到放有细胞爬片的

24 孔板中，置于含有 5% CO2、37 °C 温箱中培养

24 h。弃培养基，用 PBS 洗三遍，4% 的多聚甲醛

室温固定 20 min。用 PBS 洗涤细胞 3 次，2 min/ 次，

加入 30 mmol/L 甘氨酸 1 mL，室温反应 5 min，用

PBS 洗涤细胞 3 次，2 min/ 次，与 0.1% Triton-X-100
于 4 °C 孵育 10 min，加 3% BSA-PBS 室温封闭 1 h，
弃封闭液，将细胞爬片置于载玻片上，滴加用 3% 
BSA-PBS 稀释的小鼠抗大鼠 CD31 抗体 (ab119339，
Abcam 公司 ) 或兔抗大鼠 VIII 因子相关抗原抗

体 (NB100-91761，Novusbio 公司 )( 稀释比例均为

1:100)，湿盒内 4 °C 冰箱孵育过夜。用 PBS 洗涤细

胞 3 次，5 min/ 次，加入相应的 Alexa Fluor594- 羊
抗鼠 IgG (A11005，Invitrogen 公司 ) 或 AF488 羊抗

兔 IgG 抗体 (A11008，Invitrogen 公司 ) (3% BSA-PBS 
1:1 000 稀释 ) 于湿盒内避光孵育 1 h，PBS 洗涤细

胞 3 次，5 min/ 次，加 1:1 000 稀释的 DAPI 染液，
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避光孵育 5 min。DAPI 染液用 3% BSA-PBS 稀释。

弃 DAPI 染液，用 PBS 洗涤细胞 3 次，5 min/ 次，

取出细胞爬片，封片后于倒置荧光显微镜下观察。

1.4  CMEC 血管形成实验　　提前一天把基质胶

(Matrigel) (354234，Corning公司 )置于冰上 4 °C融化。

在无菌条件下，将 200 μL Matrigel 迅速铺到 −20 °C
预冷的 24 孔板中，使 Matrigel 均匀铺满整个板孔，

随后 24 孔板置于含 95% O2 和 5% CO2、37 °C 温箱

中孵育 30 min，使 Matrigel 成固态。消化收集细胞，

计数，取 2 × 105 个细胞均匀接种到有 Matrigel 的
24 孔板中。在光学显微镜下观察不同时间点 (2, 4, 
6 h) 的 CMEC 血管形成情况。用 ImageJ 软件分析

血管管腔和血管节点个数。

1.5  ELISA 检测血管形成过程中 CCL2 分泌　　按

照 CCL2/MCP-1 ELISA 检 测 试 剂 盒 (DY3144-05, 
RD systems) 说明书进行如下操作 ：每孔加 100 μL 
Coating buffer，4 °C 过夜。弃去液体，用 Wash buffer
洗 3 次，2 min/ 次，最后一次拍干。每孔加入 200 μL
稀释液，室温孵育 1 h。每孔分别加 100 μL 样品或

标准品 ( 标准品用稀释液稀释为不同浓度，最高稀

释至 200 倍 )，室温孵育 2 h。弃去液体，用 Wash 
buffer 洗 5 次，每次洗 30 s~1 min，最后一次拍干。

加入 100 μL/ 孔工作液，室温孵育 1 h 后弃去液体，

用 Wash buffer 洗 5 次，最后一次拍干。每孔加 100 
μL 底物溶液，避光孵育 30 min。加入 50 μL 终止

液后测 450 和 570 nm 波长处吸光度值，根据 OD570

与 OD450 的读数差值计算样品浓度。

1.6  Real-time RT-PCR 检测 CCL2 和 CCR2 mRNA
表达　　取 2 × 105 个细胞均匀接种到有 Matrigel 的
24 孔板中，分别于血管形成过程中的 0 和 4 h 收集细

胞。采用 Trizol 裂解处理后提取 RNA，以逆转录的

cDNA 作为模板进行 real-time RT-PCR 检测 CCL2
和 CCR2 mRNA 表达水平，以 β-actin 作为内参。引

物序列见表 1。采用 7500 Fast real time PCR system 

(Life Technologies 公司 ) 进行上机检测。程序为：

预加热：95 °C，10 min ；40 个循环：95 °C，10 s ；
60 °C，30 s ；72 °C，32 s。
1.7  用 CCL2 阻断抗体或 CCR2 拮抗剂处理 CMEC
后血管形成能力观察　　CMEC 消化计数后每孔接

种 2 × 105 个细胞到铺有 Matrigel 的 24 孔板中，将

细胞分为对照组 ( 未添加试剂 )、IgG 组 [ 用 IgG 
(EPR25A，Abcam 公司 ) 处理 ]、CCL2 抗体组 [ 用
CCL2 中和抗体 (ab25124，Abcam 公司 ) 处理 ]。IgG
和 CCL2 中和抗体浓度均为 5 μg/mL。

另取同样铺有 Matrigel 的 24 孔板中的 CMEC
进行 CCR2 拮抗剂 RS504393 (2517, RD systems) 处
理，细胞分为对照组 ( 未添加试剂 ) 和 CCR2 拮

抗剂组 ( 用 RS504393 处理 )。CCR2 拮抗剂的浓

度为 10 μmol/L。各组处理 4 h 后在显微镜下进行

拍照。

1.8  统计学处理　　数据均采用 mean ± SEM 表示，

用 GraphPad Prism 7 统计软件进行分析。多组间比

较采用单因素方差分析 (ANOVA)，两两比较采用

LSD 分析，P < 0.05 时认为差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  成功分离原代大鼠CMEC
成年 Wistar 大鼠原代 CMEC 分离培养 24 h 后，

呈梭形贴壁细胞。3~5 d 时细胞增长较快，细胞呈

梭形或三角形，在细胞密度高时呈铺路石形 ( 图
1A)，待细胞长至近融合状态时进行传代。台盼蓝

染色后进行细胞计数 ( 图 1B) 及 MTS 增殖实验 ( 图
1C) 结果显示，原代 CMEC 培养 3~4 d 进入呈对数

期增殖期，4 d 以后细胞增殖缓慢，进入稳定期。

免疫荧光染色结果显示，原代培养 5 d 的 CMEC
细胞质与细胞核周围存在 CD31 抗原阳性颗粒 ( 红
色荧光 ) 和 VIII 因子相关抗原阳性颗粒 ( 绿色荧光，

图 1D)，表明本研究成功分离出原代 CMEC。

表1. Real-time RT-PCR引物

Table 1. Real-time RT-PCR primers
Primers Sequences (5’ to 3’) Target length (bp)
CCL2 forward TGGGCCTGTTGTTCACAGT 127
CCL2 reverse TTCTCCAGCCGACTCATTG 
CCR2 forward CATACTTGTGGCCCTTATTTTCC 174
CCR2 reverse GATGAGCCTCACAGCCCTAT 
β-actin forward CTTCCAGCCTTCCTTCCTGG 145
β-actin reverse AATGCCTGGGTACATGGTGG 
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2.2  原代CMEC体外血管形成能力及CCL2/CCR2表达

CMEC 具有内皮细胞形成血管的特点，在铺有

Matrigel 的 24 孔板中 2 h 可见黏附、分散网状结构，

4 h 可见血管网络状结构 ( 图 2A)。血管形成不同时

间点管腔的变化明显，表现为成网数和节点数在

4 h达到最高，与 2 h相比具有显著差异 (P < 0.05)(图
2B、C)。

为了验证 CCL2 是否在血管生成中发挥作用，本

研究用 real-time RT-PCR 方法检测了血管形成过程

中 CCL2 和 CCR2 mRNA 表达水平，结果显示，在

Matrigel 上 4 h 时 CCL2 和 CCR2 的表达量分别上调为

0 h 的 3.59 倍和 3.36 倍，差异具有显著性 ( 图 3A) ；

进一步采用 ELISA 方法检测了血管形成过程中细

胞培养液上清 CCL2 的分泌量，结果显示在 Matrigel
上 4 h 后 CCL2 分泌量达到高峰，为 1 588.1 pg/mL 
( 图 3B)。
2.3  CCL2-CCR2信号通路阻断后抑制CMEC血管

形成

为了验证 CCL2 对血管形成的影响，本研究在

CMEC 形成管腔过程中加入 CCL2 中和抗体，结果

显示，和对照组相比，CCL2 抗体组培养上清中游

离的 CCL2 含量显著降低 ( 图 4A)，血管的成网数和

节点数均显著减少，分别为对照组的 66.2% 和 73% 
(P < 0.05)( 图 4B~D)。

图   1. 大鼠原代心肌微血管内皮细胞的分离与鉴定

Fig. 1. Isolation and identification of primary rat cardiac microvascular endothelial cells (CMEC). A: Cell morphology after incubation 
for 1, 2, 3, and 5 days. B: Results of trypan blue staining. C: Results of MTS staining. Mean ± SEM, n = 3. n. s., no significance. D: 
Representative images of immunofluorescence staining with CD31 and factor VIII antibodies. Scale bar, 100 μm. 



娄 强等：CCL2促进大鼠原代心肌微血管内皮细胞血管形成 445

另外，在 CMEC 形成管腔过程中加入 CCR2 拮

抗剂 RS504393 (10 μmol/L) 处理，结果显示，和对

照组相比，CCR2 拮抗剂组 CMEC 血管形成能力受

到显著抑制，成网数和节点数显著下降，分别为对

照组的 59.1% 和 59.6% (P < 0.05)( 图 5)。

3  讨论

血管形成在恢复心肌缺血 / 再灌注过程中起重

要作用，内皮细胞活化是血管形成的重要步骤。本

研究成功分离大鼠原代 CMEC 用以研究血管形成，

模拟体内血管重建的生理过程，探讨了趋化因子

CCL2 在血管形成过程中的分泌与作用。

在大鼠原代 CMEC 的分离上，本研究做了如下

改进：剥除心内膜以及心外膜，用 75% 乙醇灭活

30 s，更好地避免了心内膜的内皮细胞及心外膜的

间质细胞对 CMEC 的污染，另外，本研究把组织

块切成 1 mm3 的大小，这有利于更好把握消化时间，

避免对细胞造成更多的损伤。本研究分离出的细

胞的形态和形成管腔样的结构特点符合 CMEC 的

特点，内皮细胞表面分子标志 CD31 及 VIII 因子相

关抗原染色鉴定结果也确认了原代大鼠 CMEC 分

离成功。我们将分离的 CMEC 进行了 Vimentin 抗

体染色 ( 补充图 1A，网址 http://www.actaps.com.cn/

图   2. 大鼠原代心肌微血管内皮细胞的血管形成能力

Fig. 2. The angiogenesis of rat cardiac microvascular endothelial cells (CMEC) after treatment with Matrigel for 2, 4, and 6 h. A: Cell 
morphology. Scale bar, 100 μm. Square: mesh; Arrow: node. B. Number of meshes. C: Number of nodes. Mean ± SEM, n = 3. n. s., no 
significance.

图  3. 血管形成过程中大鼠原代心肌微血管内皮细胞CCL2和
CCR2的表达及CCL2的分泌 
Fig. 3. mRNA expression levels of CCL2 and CCR2 (A) and 
CCL2 secretion (B) in rat cardiac microvascular endothelial cells 
(CMEC) during angiogenesis. The mRNA expression levels 
were detected by real-time RT-PCR. The CCL2 concentrations in 
the supernatant were analyzed using ELISA. Mean ± SEM, n =  
3. n. s., no significance.
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supplement/195Sfig.pdf)，结果显示免疫荧光染色呈

阴性，排除了分离出的细胞是成纤维细胞的可能。

此外，我们同时分离了大鼠原代心肌成纤维细胞

(adult rat ventricular fibroblast, ARVF)，免疫荧光染

色显示 Vimentin 和 α-SMA 抗体染色呈阳性，而

CD31 和 VIII 因子抗体染色呈阴性 ( 补充图 1B，网

址 http://www.actaps.com.cn/supplement/195Sfig.pdf)，
表明 CD31 和 VIII 因子是 CMEC 较为特异的分子

标志物。

肿瘤细胞 ( 如小鼠黑色素瘤细胞 B16-F10) 形成

的血管可能具有较小的内腔，更易于片段化和崩解，

这有利于肿瘤细胞在体内的扩散 [12]。在本研究中，

成年大鼠原代 CMEC 形成血管 4 h 的管腔明显比

2 h 管腔大，这可能与血管形成的过程中并不伴随

血管内皮细胞增殖能力的增强有关。

CCL2 被认为能促进人脐静脉和皮肤内皮细

胞的血管形成 [13]，并且可以上调低氧诱导因子 1α 
(hypoxia inducible factor 1α, HIF-1α) 和血管内皮生

长因子 (vascular endothelial growth factor, VEGF) 的
表达水平 [14]，因此 CCL2 在内皮细胞血管形成过程

中可能发挥了关键作用。CCL2 阻断抗体应用于乳

腺癌小鼠可以明显降低肺转移 [13]。本研究结果显示，

与对照组相比，CCL2 抗体组 CMEC 血管形成能力

显著降低，提示 CCL2 可能在 CMEC 血管形成过程

中起作用。CCL2 阻断抗体并不能完全抑制 CMEC
的血管形成能力，说明 CCL2 在 CMEC 介导的血管

图   4. CCL2中和抗体抑制大鼠原代心肌微血管内皮细胞血管形成

Fig. 4. The CCL2 neutralizing antibody inhibited angiogenesis of rat cardiac microvascular endothelial cells (CMEC). A: CCL2 
concentration in the supernatant analyzed by ELISA. B: Cell morphology after incubation with or without CCL2 antibody (Ab) for 4 h. 
Scale bar, 100 μm. C. Number of meshes. D: Number of nodes. Mean ± SEM, n = 3.
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形成中不是唯一的因素，可能是对下游信号途径调

控，如 Ets-1 信号途径 [15]，但是具体机制尚不明确。

心肌肥大或心脏失代偿等情况伴随了心脏血管

生成和血管重构的缺陷 [16]。心脏血流动力学的改变

或缺氧刺激可能促使促血管生成因子如 CCL2 释放

增加，进而诱导适应性的心肌重构。CMEC 对血管

生成的作用可能依赖于 CCL2 的表达与分泌。

综上所述，本研究结果显示，在 CMEC 血管形

成过程中，CCL2 和 CCR2 的表达量显著上调，并且

CCL2 的分泌量明显增加，应用 CCL2 阻断抗体后

发现其血管形成能力受到明显抑制，提示 CCL2 在

大鼠 CMEC 血管形成中可能起促进作用。
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