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　　[摘　要 ]　对采用组织块法分离培养的大鼠心肌细胞进行了鉴定及相关的生物学特性研究,以进一步用于心

脏细胞工程、组织工程的种子细胞及其他方面的研究。结果显示,分离培养出的心肌细胞呈多种形态,整体形如铺

路石样,生长中的心肌细胞常伸出伪足,形状为星形,培养至第4天的心肌细胞常可相互交织形成细胞簇,出现节律

性的搏动;心肌细胞的PA S糖原染色呈阳性,胞浆内大量的糖原颗粒被染成品红色;细胞凋亡2Hoech st 检测试剂盒

荧光染色显示,心肌细胞核内荧光物质分布均匀一致,没有出现细胞凋亡时所特有的荧光致密浓染或碎块状致密

浓染现象;对第 1代和第 6代心肌细胞生长曲线测定显示,心肌细胞生长曲线呈“S”型, 2代心肌细胞生长曲线趋于

一致;心肌细胞Α2sarcom aric actin (Α2SA )免疫组化鉴定显示,心肌细胞呈强阳性且具有较高纯度。上述结果表明,利

用该方法培养的心肌细胞具有较高的增殖能力和纯度,可作为种子细胞用于心脏的细胞工程和组织工程及其他方

面的研究。
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　　心肌细胞除广泛用于生理、药理及病理学研究

外,还能分泌多种细胞因子。有研究[1 ]表明,大鼠心

肌细胞能分泌抑制胚胎干细胞 ( em b ryon ic stem

cell, ES)分化的因子, 心肌细胞的分离培养已成为

重要而基本的技术。国内董世山等[2 ]2003年报道了

鸡心肌细胞的组织块培养及免疫组化鉴定; 韩嵘

等[1 ]和孟国良等[3 ]利用大鼠心肌细胞条件培养液进

行了小鼠ES细胞的分离培养。心肌细胞作为心脏细

胞工程及组织工程的种子细胞,已成为当今医学研

究的热点。在心肌细胞的细胞工程与组织工程研究

中,大鼠和小鼠的心脏最为常用[4 ]。目前,国内外大

多数实验室常采用心脏灌注法或酶消化法分离心肌

细胞, 但大量酶的使用会影响心肌细胞的生长特

性[5 ] ,而组织块培养法可以避免这些缺陷,但国内尚

未见组织块培养法分离的大鼠心肌细胞纯度及其生

物学特性方面的研究报道。

本次试验采用组织块培养法分离培养大鼠心肌

细胞,并对其体外生物学特性进行了详细研究,以期

为心脏的细胞工程、组织工程及ES细胞的深入研究

等奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　2～ 3周龄Sp rague2D aw ley (SD )大鼠,购自第四

军医大学实验动物中心; Α2SA 单抗, SABC 免疫组

化试剂盒,DAB 显色试剂盒,购自武汉博士德公司;

DM EM 高糖培养基购自Gibco 公司; FBS购自北京

鼎国生物技术发展中心; 多聚赖氨酸为Sigm a 公司

产品; 细胞凋亡2Hoech st 染色试剂盒购自碧云天生

物公司。

1. 2　心肌细胞的培养

将2～ 3周龄 SD 大鼠颈部脱臼致死,无菌条件

下立即打开胸腔, 取出心脏, 用 PBS 液洗去心脏周

围及心脏房室腔内的血液或血凝块,去除心房部分,

将心室肌剪碎成 l～ 2 mm 3 的组织块,用小镊子摆放

在培养皿中,在37 ℃培养箱中培养。组织块贴附约2

～ 3 h 后, 补加DM EM 培养液继续培养, 每天观察

记录。待组织块周围的心肌细胞铺满培养皿时,用胰

酶消化传代。

1. 3　心肌细胞的PA S糖原染色法

取事先经多聚赖氨酸处理的干净盖玻片,放入
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处理好的培养皿中,然后接种传代的心肌细胞,待细

胞铺满整个盖玻片后,用小镊子从培养皿中轻轻取

出心肌细胞爬片。浸泡盖玻片于固定液中,固定 10

m in, 1%过碘酸氧化 5 m in,蒸馏水洗数次, Sch iff 试

剂染色10 m in,流水冲洗15 m in,用苏木精染细胞核

3 m in,蒸馏水洗,梯度酒精脱水,二甲苯透明,树胶

封固,显微镜下观察记录。取另1张大鼠心肌细胞的

细胞爬片,在1%的淀粉酶中于37 ℃ 消化1 h,设为

阴性对照。

1. 4　细胞凋亡2Hoech st荧光染色试剂盒检测

将事先经多聚赖氨酸处理的干净盖玻片置于培

养皿内,接种心肌细胞。待细胞铺满培养皿时,取出

细胞爬片,在细胞爬片上滴加 0. 5 mL 固定液,固定

10 m in。去除固定液,用PBS液洗2次,每次3 m in,

洗涤时晃动数次。吸尽液体,加入 0. 5 mL Hoech st

33258染色液,染色5 m in,晃动数次。滴1滴抗荧光

淬灭封片液于载玻片上,盖上贴有细胞的盖玻片,使

细胞接触封片液,切勿弄反。荧光显微镜下观察记

录。

1. 5　心肌细胞生长曲线的测定

将原代心肌细胞和经冻存复苏传至第6代的心

肌细胞用胰酶消化传代并进行计数。按1×104ömL

接种心肌细胞于24孔培养板中,每间隔24 h 计数 1

次,每次3孔,每孔计数3次,连续计数3 d,求其平均

值。

1. 6　心肌细胞肌动蛋白的免疫组化及纯度鉴定

盖玻片事先经多聚赖氨酸处理,待心肌细胞接

种前放入培养皿中,按1×105ömL 接种心肌细胞,待

心肌细胞铺满盖玻片后,小心取出盖玻片,按免疫组

化试剂盒操作说明进行心肌细胞鉴定。取SD 大鼠的

新鲜心肌冰冻切片用作阳性对照。在显微镜下任意

选取整个视野下相邻的100个细胞进行阳性细胞计

数,计算出阳性细胞所占比率。

2　结　果

2. 1　心肌细胞的形态学观察

　　采用组织块培养法,原代心肌细胞一般在 24 h

后会自动从组织块周围迁出。刚开始从组织块中迁

出时,心肌细胞呈现梭形,伴随着迁出细胞的增多,

组织块周围的心肌细胞呈现出不规则的圆形、三角

形。细胞间紧密连接,整体形如铺路石样 (图1) ,一般

心肌细胞核内有1个或多个核仁。传代的心肌细胞

一般铺展状况明显,常伸出伪足,形成不规则的星形

(图2)。随着细胞生长密度的不断增加,细胞间伸出

的伪足会交织成网状。有时一些细胞紧密结合形成

细胞簇,呈现出放射状或同心圆状,经过 4～ 5 d 的

培养,这些细胞簇会自发地搏动 (图3)。

图 1　SD 大鼠的原代心肌细胞 (×200)

F ig. 1　P rim ary cardiom yoctes of SD rat (×200)

图 2　SD 大鼠传代生长中的心肌细胞 (×200)

F ig. 2　Passaged cardiom yoctes of

SD rat in grow th ing (×200)

图 3　SD 大鼠的心肌细胞簇 (×200)

F ig. 3　C lusters of SD rat cardiom 2
yoctes in grow th ing (×200)

2. 2　心肌细胞的PA S糖原染色鉴定

心肌细胞经PA S 糖原染色法鉴定 (图 4) ,结果

显示被检测的心肌细胞呈现阳性,在心肌细胞胞浆

中大量的糖原颗粒被染成品红色,心肌细胞核呈现

蓝色,非心肌细胞则不呈现品红色。经1%淀粉酶处

理的心肌细胞爬片显示为阴性。

2. 3　细胞凋亡2Hoech st染色试剂盒检测

细胞凋亡2Hoech st 染色试剂盒检测显示,细胞

爬片上的心肌细胞核荧光物质分布均匀一致,没有

出现细胞凋亡时表现的荧光致密浓染或碎块状致密

浓染 (图5)。在心肌细胞爬片上心肌细胞密度较疏的
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部位,常可以观察到心肌细胞的核分裂相,表明心肌

细胞处于较强的分裂增殖状态。心肌细胞有丝分裂

时形成的纺锤体荧光染色清晰可见,越是在心肌细

胞密度较少的地方,这种现象就越多。

图 4　SD 大鼠心肌细胞的PA S糖原染色 (×200)

F ig. 4　PA S glucogen sta in ing of

cardiom yoctes of SD rat (×200)

图 5　SD 大鼠心肌细胞的Hoech st染色 (×200)

F ig. 5　Hoech st sta in ing of cardiom 2
yoctes of SD rat (×200)

2. 4　心肌细胞生长曲线的测定

经过连续 7 d 不间断的心肌细胞计数, 绘制的

心肌细胞生长曲线如图 6 所示,表明心肌细胞与机

体的其他一些细胞一样,具有相似的分裂增殖状态,

同样经历适应期、对数期、稳定期和衰退期 4 个阶

段。第1代心肌细胞的生长曲线与第6代心肌细胞的

生长曲线总体上具有相似的生长趋势,差异不显著。

图 6　心肌细胞生长曲线

——. 第1代生长曲线; 222. 第6代生长曲线

F ig. 6　T he grow th curves of cardiom yocytes

——. 1st passage grow th curve;

222. 6th passage grow th curve

图 7　SD 大鼠心肌细胞的Α2SA 免疫组化鉴定 (×200)

F ig. 7　Α2SA iden tificat ion of rat cardiom yoctes (×200)

2. 5　心肌细胞肌动蛋白的Α2SA 免疫组化鉴定

经免疫组化染色后,细胞爬片上圆形、星形及三

角形等多种形态心肌细胞的胞浆内可见到大量棕黄

色颗粒,细胞核被染成蓝色 (图7)。显微镜下随意选

取4个视野,阳性心肌细胞平均为94. 75% (表1)。阳

性心肌细胞以胞浆中有大量棕黄色颗粒为特征。
表 1　SD 大鼠心肌细胞的纯度

T able 1　Purity of SD rat cardiom yoctes

分组
Group

总细胞数
To tal
cells

阳性
细胞数
Po sit ive

cells

阴性
细胞数

N egative
cells

阳性
比率ö%
Po sitive

rate

1
2
3
4

100
100
100
100

93
96
95
95

7
4
5
5

93
96
95
95

3　讨　论

3. 1　组织块培养法用于心肌细胞分离培养的优点

目前,国内外多数研究人员在心肌细胞的分离

中采用了心脏灌注法或酶消化法,这些方法存在着

一些明显的缺点。如心肌灌流液的温度过高会增加

心肌细胞的耗氧量和代谢率,影响心肌细胞功能;过

低则会降低消化酶的活性,延长消化时间。另外在主

动脉逆行灌流分离心肌细胞时,常因心脏体积小,主

动脉插管困难及插管深度无法把握,引起离体心脏

缺氧时间延长,分离的心肌细胞成活率低,电生理活

性差。同时,由于需要多种不同钙浓度的灌流液和消

化液共同作用, 增加了实验难度和污染几率。

Kono [6 ]和 Pow ell等[7 ]较早报道了使用胶原酶分离

细胞。采用酶消化法分离心肌细胞时,消化液中大量

酶的利用使消化时间和程度不易控制,同时也使分

离培养的心肌细胞易发生“钙反常”现象[5 ]。曹春梅
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等[8 ]研究发现,早期分离的心肌细胞置于正常钙浓

度溶液中,会因发生钙反常而死亡。相反,心肌细胞

的组织块培养法则简化了操作流程,降低了实验成

本, 提高了实验效果, 并可有效避免这些问题的干

扰。

3. 2　组织块培养法与心肌细胞的增殖活力

一般认为在成熟个体中,心肌属于最终分化细

胞[9 ]。本次试验对培养的心肌细胞进行了生长曲线

测定及细胞凋亡检测试剂盒检测,结果显示离体培

养的大鼠心肌细胞具有较强的分裂增殖能力,心肌

细胞的凋亡现象较难见到。细胞凋亡 (A pop to sis)是

生物体细胞的一种自然衰亡现象[10 ] ,形态上表现为

胞浆浓缩、核染色质浓缩、细胞膜发泡、内陷和凋亡

小体形成等变化[10, 11 ]。Hoech st 33258 荧光染料通

过对心肌细胞核的荧光染色,可反映出心肌细胞的

增殖能力。

3. 3　组织块培养法与心肌细胞的纯度

本次试验通过对心肌细胞的糖原染色与Α2SA

免疫组化鉴定,检测了分离培养的心肌细胞的纯度。

鉴定结果显示,采用此种方法分离培养的心肌细胞

具有较高的纯度,可作为种子细胞用于心肌的细胞

工程、组织工程及其他方面的研究。研究表明,在心

肌梗死区移植活体心肌细胞,可以明显改善心脏功

能[12, 13 ]。近年来,国外已成功地在体外复制了组织

工程化心肌组织[14, 15 ]。E schenhagen 等[16 ]将鸡胚胎

心肌细胞接种在组织支架上,在体外形成了具有收

缩功能的心肌网络结构,这无疑是心肌组织工程成

功的开端。通过将分离培养的心肌细胞接种到心脏

病变部位或组织支架上,可以进行心肌细胞工程与

组织工程等方面的深入研究。
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appearance of these cells w ere studied by ligh t m icro scope. T he resu lts are as fo llow s: T he fib rob last cell

and the bovine m amm ary ep ithelia l cells grow in differen t areas. T he bovine m amm ary ep ithelia l cells w ere

cu ltu red in v itro th rough single2cell af loa t, w h ich fo rm ed island mono layer aggregates, then the cells

p ropagated and fo rm ed dom e2like con struct ion. T he cell nucleu s is circu lar o r oval w ith 2- 4 co res. In the

cu ltu re m edium w ith est rogen, the nucleu s type changed. T he m amm ary ep ithelia l cells can be developed

in to m any cell types, the m ajo rity of w h ich are sho rt shu t t le2like o r gubo idal. T he cells connected w ith each

o ther p roperly and fo rm ed net2like con struct ion.

Key words: in v itro cu ltu re; m amm ary ep ithelia l cell; the appearance of cells
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Study on cu ltu re characterist ics of ra t card iom yocytes in v itro
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Abstract: R at card iom yocytes w ere iso la ted to ob ta in cu ltu red card iom yocytes by m ean s of t issue

cu ltu re, w h ich w ere cu lt iva ted and iden t if ied to study their b io logica l characterist ics so as to be u sed in

heart cell engineering, seed cells t issue engineering and o ther research fields. R esu lts ind ica ted that

card iom yocytes iso la ted and cu lt iva ted had m any shapes,mo st of w h ich are like slab stone. Card iom yocytes

w ith p seudopod becam e star2like in their grow th. Card iom yocytes in cu ltu reon on 4th day can in terlace one

ano ther and becam e cell clu sters w ith rhythm ical beats; PA S glucogen sta in ing of card iom yocytes w as

po sit ive, g lucogen in cytop lasm w ere sta ined to pu rp le; card iom yocytes w ere negat ive w ith Hoech st cell

apopo to sis assay k it; Grow th cu rve of 1st and 6th passage card iom yocytes w ere S2shaped; Card iom yocytes

w ere st rong po sit ive and had h igh pu rity w ith Α2sarcom aric act in (Α2SA ) imm unoh istochem istry assay.

A bove all, card iom yocytes can be u sed in heart cell engineering and t issue engineering and in o ther f ields as

feed cells.

Key words: SD rat; card iom yocytes; b io logica l characterist ics
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