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小鼠心肌细胞的体外培养
Ξ

刘雨潇,华进联,张慧茹,窦忠英
(西北农林科技大学 陕西省干细胞研究中心,陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　对采用组织块法和酶消化法体外培养小鼠心肌细胞的结果进行了比较,并对体外培养心肌细胞的

生理活性进行了初步测定。结果表明,用组织块法分离培养胎、乳鼠心肌可得到自主节律性搏动的心肌细胞; 分别

用1 göL 胶原酶+ 10 göL BSA , 0. 5 göL 胰酶+ 1 göL 胶原酶, 1 göL 胰酶分离培养胎、乳鼠心肌,均可得到大量心肌

细胞,且细胞活力较好,能自主博动 20 d以上;用上述 2种方法分离培养成年鼠心肌,结果均不理想; 在载有自主节

律性搏动的小鼠心肌功能性细胞团的培养皿中加入Ca2+ 和肾上腺素后,细胞团搏动速度加快,搏动力加强; 加入

K+ 后则细胞团搏动速度减缓,搏动力减弱,其对钾、钙、肾上腺素的反应与在体内基本一致,表明体外培养的小鼠

心肌细胞具有与在体心肌细胞相似的功能。
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　　心肌细胞是一种终末分化细胞,一旦成熟便失

去了分裂增殖能力,故各种原因引起的心肌损伤无

法通过细胞增殖进行修复[1 ]。心肌梗死时死亡的心

肌细胞,将由没有收缩功能的疤痕组织代替,这极可

能引起心力衰竭。目前,对于心肌坏死、心肌梗死等

疾病大多采取保守治疗,即只能控制心肌细胞进一

步坏死,而不能修复已坏死的细胞。具有生物学功能

的心肌细胞数目下降是此类疾病患者死亡的根本原

因。对治疗心力衰竭来说,修复死亡或损伤心肌及改

善心功能仍面临着极大的挑战[2 ]。近年来的研究[3 ]

表明,将体外培养的心肌细胞移入受损心脏可促进

损伤心肌再生,并改善心脏功能。因此,体外培养的

心肌细胞可代替药物治疗心脏疾病。此外,体外培养

的心肌细胞还可作为心脏病理学及生理学的研究材

料,用以研究心肌的细胞分化、生长及蛋白合成等方

面的问题。目前有学者[4 ]报道,成年动物心肌具有一

定的分裂能力,心脏及心肌细胞的微环境可诱导干

细胞向心肌细胞分化。

心肌细胞原代培养的常用方法共有 3 种: 离体

心脏灌注法、消化法和组织块法[5 ]。离体心脏灌注法

是心肌细胞分离培养的最常用方法,但对于小鼠来

说,实施心脏灌注有一定难度。组织块法操作简单、

成功率高,但采用此方法很难在短时间内获得大量

细胞。酶消化法适于培养大量组织,但细胞对消化酶

浓度及作用时间要求严格,只有采用低浓度分段消

化法才能获得活力较好的心肌细胞。本试验采用组

织块法和酶消化法分离培养小鼠心肌细胞,对小鼠

心肌细胞原代培养方法的可靠性和稳定性进行了分

析比较,旨在筛选出一种更高效的心肌细胞培养法。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　试验动物　由第四军医大学实验动物中心

提供的怀孕 13～ 16 d 的昆白母鼠及出生 1～ 6 d 的

乳鼠。

1. 1. 2　试　剂　主要有DM EM , TCM 199 (G IBCO

公司) , 犊牛血清 (国产) , PBS 与枸橼酸钠 (国产自

配) ,胰蛋白酶 (华美公司分装) , ED TA (国产) ,胶原

酶1 (Sigm a)。

1. 2　方　法

1. 2. 1　组织块法　 (1)取材。无菌取胎鼠、乳鼠和成

年鼠心脏, 放入盛有 PBS 的无菌培养皿中, 反复清

洗去掉血污,将其移入另一培养皿中。 (2)剪碎。用

眼科剪将组织块剪成0. 5～ 1 mm 3 的小块,加入少量

培养液,待其贴壁后再增加适量培养液 (DM EM +

100 mL öL 犊牛血清+ 0. 1 mmo lömL 双抗+ 0. 1
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mmoL öL 二巯基乙醇)。 (3)培养及形态观察。将培

养皿放入37 ℃,体积分数5% CO 2 和饱和湿度条件

下培养, 2 d 换培养液 1次,每间隔 12 h 观察 1次细

胞生长情况。(4)继代培养。细胞铺满皿后传代培养。

先弃去培养液, 用 PBS (2)清洗 2～ 3 次, 加入适量

2. 5 göL胰酶轻轻振荡 2～ 3 次,并于显微镜下观察

细胞消化情况,待细胞收缩、出现空隙时,加入等量

细胞培养液终止消化。然后将细胞移入离心管中,

1 000 röm in 离心5 m in,弃去上清液,加入适量培养

液反复吹打,将细胞制成悬液,计数。调整细胞浓度

后将其接种到新的培养皿中培养。

1. 2. 2　酶消化法　 (1)取材。同组织块法。(2)用眼

科剪将组织剪至淤泥状,分为 3 份,分别加入 1 göL
胰酶, 1 göL 胶原酶+ 10 göL 牛血清蛋白 (BSA )和

0. 5 göL 胰酶+ 1 göL 胶原酶。 (3) 37 ℃条件下消

化,胎鼠心肌消化8 m in 即中止。 (4)成年鼠和乳鼠

心肌消化 5～ 8 m in 后自然沉淀,弃去上清液,在沉

淀中加入3～ 4 mL 消化液, 37 ℃条件下再消化3～ 5

m in,以500 röm in 离心1～ 2 m in 后,收集上清液,并

在其中加入与消化液等量的含血清培养液终止消

化。重复上述过程直到组织完全消化为止,集中各次

所得的消化液。 (5)以1 000 röm in 离心5 m in,弃去

上清液,加入适量培养液将细胞制成悬液,并取少量

计数。(6)心肌细胞纯化。将剩余细胞悬液接种培养

皿中,置于 37 ℃,体积分数 5% CO 2 条件下静置 90

m in, 吸出培养液置于另一皿中。 (7)心肌细胞成活

率检测。取心肌细胞悬液2滴与台盼蓝混匀,接种于

细胞计数板上, 于显微镜下观察, 着蓝色者为死细

胞,活细胞不着色。计算心肌细胞台盼蓝摄取率。

1. 2. 3　Ca2+ , K+ 和肾上腺素对心肌细胞搏动性的

影响　在载有自主节律性搏动的小鼠心肌细胞团的

培养皿中, 分别加入 1 m gömL 葡萄糖酸钙,

1 m gömL KC l和1 ΛgömL 盐酸肾上腺素,观察其对

心肌细胞搏动率和搏动力的影响 (共测定5个样本,

每个测3次)。加入Ca2+ 后,测定心肌搏动速度变化,

每10 m in 测1次,每次记数3次。加入K+ 后,测定心

肌搏动速度变化,每 20 m in 测 1 次,每次记数 3 次。

加入肾上腺素后,测定心肌搏动速度变化,每10 m in

测1次,每次记数3次。

2　结果与分析

2. 1　不同年龄小鼠心肌细胞的组织块法培养结果

2. 1. 1　胎鼠心肌细胞培养结果　胎鼠心肌细胞培

养 12 h 后, 组织块周边出现向外延伸的透明细胞

突,随后细胞慢慢向外扩展,形态各异,表现为杆状、

圆形、多角形或纤维形,折光性较强。皿中有许多跳

动样的功能性心肌细胞团, 跳动速度 20～ 120

次öm in不等。从跳动着的细胞团中脱出的细胞多为

圆形细胞,体积较大,胞核清晰,胞质丰富, 10～ 20 d

内保持着自主节律搏动性,细胞生长迅速, 1周便可

铺满培养皿底。

2. 1. 2　乳鼠心肌细胞培养结果　乳鼠心肌细胞培

养1～ 2 d 后开始脱细胞,细胞形态与乳鼠心肌细胞

基本相似,细胞生长比较迅速,皿中少见跳动样细胞

团。

2. 1. 3　成年鼠心肌细胞培养结果　成年鼠心肌细

胞组织块培养 6～ 7 d 时,部分细胞开始向外伸展扩

增,细胞多为成纤维细胞,细胞生长缓慢,培养 1 月

方可传代。

2. 2　不同年龄小鼠心肌细胞酶消化法分离结果

2. 2. 1　胎鼠心肌细胞的消化次数及消化后台盼蓝

摄取率　采用 1 göL 胰酶, 1 göL 胶原酶+ 10 göL
BSA , 0. 5 göL 胰酶+ 1 göL 胶原酶分段消化胎鼠心
肌可得自主搏动的心肌细胞,其台盼蓝摄取率分别

为 ( 9. 28± 3. 4) % , ( 8. 72± 1. 1) %和 ( 9. 51±

2. 1) %。对上述结果进行比较, 差异不显著 (P >

0. 05) ,表明低浓度酶单次消化法是较适宜的胎鼠心

肌细胞分离方法。

2. 2. 2　乳鼠心肌细胞消化后台盼蓝摄取率　采用1

göL 胰酶、1 göL 胶原酶+ 10 göL BSA 消化 3～ 4

次, 0. 5 göL 胰酶+ 1 göL 胶原酶消化 2～ 3 次均可

得到自主搏动的心肌细胞,其台盼蓝摄取率分别为

( 8. 26± 1. 36) % , ( 7. 85± 3. 06) %和 ( 8. 36±

2. 91) %。3组之间差异虽不显著 (P > 0. 05) ,但仍可

看出, 1 göL 胶原酶+ 10 göL BSA 组心肌细胞存活

率高于其他2组,这表明加入10 göL BSA 有助于提

高心肌细胞的存活率。此外, 0. 5 göL胰酶+ 1 göL胶
原酶组消化效率最高 (消化次数明显少于其他 2

组) ,这说明低浓度胶原酶和胰酶混用有助于提高消

化效率。

2. 2. 3　成年鼠心肌细胞的消化结果　用 3 种消化

液多次消化成年鼠心肌细胞的结果均不理想,细胞

扩增极少, 大部分为细胞碎片, 故未测台盼蓝摄取

率。

2. 3　Ca2+ , K+ 和肾上腺素对自律性搏动的心肌细

胞团的影响

2. 3. 1　Ca2+ 对自律性搏动心肌细胞团的影响　加

入 Ca2+ 后可观察到心肌细胞团搏动力增强,其搏动
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速度变化见表1。
表 1　Ca2+ 对心肌细胞搏动速度的影响

T able 1　Effect of Ca2+ on the beating rate of cardiom yocytes 次öm in

被测样本
Samp le

未加Ca2+

N o Ca2+

添加Ca2+ A dding Ca2+

10 m in 20 m in 30 m in 40 m in 50 m in

A 36. 0±1. 26 41. 0±3. 21 44. 0±6. 24 46. 0±2. 38 45. 0±1. 32 40. 0±3. 65

B 3. 0±2. 34 6. 0±1. 22 9. 0±1. 05 11. 0±3. 56 10. 0±2. 58 5. 0±3. 32

　　由表 1可看出,加入Ca2+ 后心肌细胞搏动速度

明显加快, 30～ 40 m in 前后达到峰值。此后,细胞的

搏动速度逐渐恢复。由此可见,外源性Ca2+ 可使体外

培养的心肌细胞搏动速度加快,搏动力增强。

2. 3. 2　K+ 对自律性搏动心肌细胞团的影响　加入

K+ 后可观察到心肌细胞团搏动力减弱,搏动速度减

慢。未加K+ 的心肌细胞搏动速度为 (99. 00±3. 61)

次öm in,添加K+ 后20 m in 时,心肌细胞团的搏动速

度为 (77. 00±6. 24) 次öm in, 40 m in 时为 (33. 00±

4. 58) 次öm in,加入K+ 1 h 后,心肌细胞团停止搏

动。由此可见,外源性K+ 可使体外培养的心肌细胞

搏动速度减慢,搏动力减弱。

2. 3. 3　肾上腺素对跳动样心肌细胞的影响　加入

肾上腺素后可观察到,心肌细胞团搏动力增强,搏动

速度变化见表2。

表 2　肾上腺素对心肌细胞跳动的影响

T able 2　Effect of adrenaline on the beating rate of cardiom yocytes 次öm in

被测样本
Samp le

未加肾上腺素
N o adrenaline

添加肾上腺素A dding adrenaline

20 m in 30 m in 40 m in

C 23. 30±5. 14 28. 70±2. 51 31. 30±3. 05 24. 00±2. 00

D 12. 70±2. 52 22. 00±2. 64 25. 00±3. 00 20. 70±2. 12

　　由表 2 可看出,加入肾上腺素后心肌细胞搏动

速度明显加快,约20～ 30 m in 达到峰值。此后,细胞

的搏动速度逐渐恢复。由此可见,外源性肾上腺素可

使体外培养的心肌细胞搏动速度加快,搏动力增强。

3　讨　论

3. 1　分离方法对心肌细胞体外培养的影响

　　组织块法主要用来分离培养新生动物心肌细

胞,该方法简单易行,可得到较多心肌细胞。但由于

心肌组织由多种细胞组成,用组织块法培养时,各种

细胞混合生长,难以纯化。相比之下,酶消化法是较

好的心肌培养方法,自 1969 年Kono 开创性地利用

胰蛋白酶和胶原酶成功地分离出心肌细胞以来,人

们在实践中不断完善心肌细胞分离技术[6 ]。胰蛋白

酶主要用来分离组织间的蛋白质成分[7 ] ,胶原酶仅

对细胞间质有较强的消化作用,但其消化作用不受

血清成分的影响。有文献报道[8～ 10 ] ,采用低浓度胰

蛋白酶 (加 ED TA 或不加)或胶原酶分段消化胎鼠

和乳鼠心肌可得大量能自主搏动的心肌细胞。本试

验对前人的工作进行了总结和改进:单独使用1 göL
胰酶;在1 göL 胶原酶中加入10 göL BSA ,以降低酶

对细胞的损伤;混合使用0. 5 göL 胰蛋白酶和1 göL
胶原酶以提高消化效率。三者分离心肌细胞均,可得

大量自主搏动性心肌细胞,细胞的成活率大于90%。

本试验显示低浓度酶 (分段)消化法是理想的 (乳)胎

鼠心肌细胞分离方法,但2种消化酶混合使用,或在

消化酶中加入保护剂效果则更佳。

3. 2　年龄对心肌细胞体外培养的影响

试验动物年龄对心肌细胞分离培养具有很大的

影响,胎鼠心肌较乳鼠心肌更易分离培养,而成年鼠

心肌用组织块法及酶消化法均难以得到能自主搏动

的功能性心肌细胞。这表明组织分化程度越高,越难

以进行体外培养。目前,培养乳鼠和胎鼠心肌均采用

分段消化法。本试验结果表明,胎鼠不需分段,低浓

度酶作用 8～ 10 m in 即可得到大量节律性搏动的心

肌细胞团。

3. 3　体外培养心肌细胞对Ca2+ , K+ 和肾上腺素的

反应

正常心肌细胞具有自律性、兴奋性和收缩性,能

自动发生节律性兴奋,凡能使钙离子内流加速、钾离

子内流减速的因素均可使心肌细胞自律性加强、心

律加快、收缩力增强。肾上腺素有促进钙内流的作

用,使平台电位显著增加,儿茶酚胺通过膜的cAM P

产生出来, cAM P 通过蛋白激酶系统进行膜蛋白磷

酸化,从而促进了钙内流,使心肌细胞收缩力加强,

搏动加快。本试验在培养液中加入Ca2+ , K+ 和肾上
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腺素,并检测心肌细胞的变化情况,结果显示增加了

体外培养的心肌细胞外液中的Ca2+ 和肾上腺素浓度

后,搏动样心肌细胞团的跳动速度及强度显著增大,

加入K+ 则出现相反的结果。由此初步证明,体外培

养的心肌细胞具有与在体心肌细胞相同的生理特

性。
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M ou se card iom yocytes cu ltu re in v itro

L IU Y u-x iao, HUA J in - l ian ,DOU Zhong-y ing
(S haanx i S ub2cen ter of N a tiona l S tem Cell E ng ineering & T echnology ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Tw o m ethods of card iom yocytes cu ltu re in m ice hearts w ere designed to evaluate the

physio logica l act ivit ies of cu ltu red card iom yocytes in v itro. T he resu lts show that card iom yocytes of

ven tricu lar m u scle can be iso la ted by cu lt iva t ing t issue p ieces. T he cu ltu red card iom yocytes w ere round2
shaped o r rod2shaped w ith spon taneou s con tract ility; w ith 1 göL co llagenase+ 10 göL BSA , 0. 5 göL trysin

+ 1 göL co llagenase and 1 göL trysin, a lo t of card iom iocytes having u ita t ity can be ob ta ined and can

con tract spon taneou sly, bu t the cu ltu re w ith digest ive flu id is no t very su itab le fo r adu lt m ice hearts.

Supp lem en t w ith Ca2+ and adrenaline in the m edium reduced the ra te and the pow er of con tract of

card iom yocytes. How ever the oppo site resu lt is ob ta ined after adding K+ .
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