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犬心房肌细胞分离及其
S

型钙通道电流检测的研究
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摘
!

要!目的
!

探讨一种稳定可靠的犬心房肌细胞的分离方法!提高膜片钳的实验成功率并检测
S

型钙通道电流&方法
!

采用改良
S+.

N

80D&//

灌流系统行主动脉逆行灌注!采用选择性冠状动脉插管的方法!获得单个心房肌细胞&在显微镜下观察细胞

形态!并应用膜片钳全细胞模式记录
S

型钙通道电流&结果
!

分离细胞存活率为
=#B

!

6#B

!复钙后细胞存活率为
5#B

!

7#B

!

耐钙细胞形态呈杆状!折光性强!横纹清晰!并能稳定记录
S

型钙通道电流&结论
!

改良
S+.

N

80D&//

技术有助于稳定分离出存活

率高%具有正常电生理特性的犬心房肌细胞!能用于心房肌细胞离子通道的研究&

关键词!肌细胞!心脏+细胞分离+膜片钳术+钙通道!
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近年来!随着膜片钳技术日趋成熟!对单个心肌细胞各种

离子通道的电流密度+

->]

曲线等电生理特性和通道动力学参

数的研究也取得了较大的进展!而获取达到膜片钳检测要求的

心肌细胞成为关键所在"

!:;:

年
c&.&

-

!

.率先采用酶解法成

功对成年大鼠心肌细胞进行了分离!酶解法也成了获得单个心

肌细胞的主要方法"目前国内外多采用
S+.

N

0.8&D//

灌流装

置!逆行主动脉灌流酶解法分离小动物的心肌细胞!但此方法

对于犬心房部分的灌流效果不佳!获得单个心房肌细胞较为困

难"国内分离犬心房肌细胞的文献报道不多!本文将国外的分

离方法加以改良!通过选择性冠状动脉回旋支插管的方法!可

以获得横纹清晰+表面光滑且耐钙的心房肌细胞"该方法分离

的心房肌细胞能满足膜片钳实验的要求!并成功记录
S

型钙

通道电流"

!

!

材料与方法

!9!

!

材料

!9!9!

!

实验动物
!

健康成年杂种犬$普通级%

"#

只!体质量

!#

!

!FT

N

!雌雄不限!由重庆医科大学实验动物中心提供"

!9!9"

!

试剂和溶液配制
!

台氏液#

G+3,!5;KK&,

,

S

+

c3!F97

KK&,

,

S

+

R

N

3,

"

#96KK&,

,

S

+

3+3,

"

!96KK&,

,

S

+

G+%

"

EA

7

#955

KK&,

,

S

+葡萄糖
!#KK&,

,

S

+

%PEP2!#KK&,

,

S

$

G+A%

调至
(

%

=97

%"无钙台式液#台式液中去除
3+3,

"

"酶液#无钙台式液成

分加胶原酶
.

$

3S2--

%

"::Z

,

K

N

+

#9FB

牛血清清蛋白$

[2?

%+

3+3,

"

F#

#

K&,

,

S

$

G+A%

调至
(

% =97

%"

c[

液#

c3!"#

KK&,

,

S

+

G+%

"

EA

7

!#KK&,

,

S

+牛磺酸
!#KK&,

,

S

+

PU\?!#

KK&,

,

S

+

S>

谷氨酸
=#KK&,

,

S

+葡萄糖
!#KK&,

,

S

+

#9FB[2?

$

cA%

调至
(

%=97

%"记录钙电流的电极内液#

3'3,!"#

KK&,

,

S

+

\P?>3,"#KK&,

,

S

+

R

N

3,

"

!9#KK&,

,

S

+

PU\?!#

KK&,

,

S

+

R

N

>?\EF KK&,

,

S

+

%PEP2!# KK&,

,

S

+

G+>U\E

#9!KK&,

,

S

$

3'A%

调至
(

%=97

%"记录钙电流的电极外液#

\P?>3,!5; KK&,

,

S

+

3'3,F97 KK&,

,

S

+

R

N

3,

"

! KK&,

,

S

+

3+3,

"

"KK&,

,

S

+

G+%

"

EA

7

#955KK&,

,

S

+葡萄糖
!#KK&,

,

S

+

7>

氨基吡啶$阻断
-*&

电流%

"KK&,

,

S

+尼氟酸$阻断
3+

"f依赖

性
3,

k 电流%

F#

#

K&,

,

S

"药品和试剂#

--

型胶原酶为美国

@&D*C).

N

*&.

公司产品!

[2?

+

3'3,

+

\P?>3,

+

G+>U\E

+

3'A%

+

R

N

>?\E

+尼氟酸均为
2)

N

K+

公司产品!

7>

氨基吡啶为德国

?,8D)1C

公司产品!其余均为国产分析纯"

!9"

!

方法

!9"9!

!

参照
S)

等-

"

.的方法并加以改良
!

杂种犬用
5B

戊巴比

妥钠$

!KS

,

T

N

%麻醉后!开胸前给予肝素
F##-Z

,

T

N

腹腔注

射!

!F

!

"#K).

后!取出犬心脏!迅速把心脏浸入
7d

无钙台式

液中$所有用于细胞分离和灌流的溶液均以
!##BA

"

平衡%!

冲洗心腔内残血"用自制灌流导管于左冠状动脉回旋支插管

后!与
S+.

N

80D&//

灌流系统相连接!用丝线结扎供应左+右心室

的主要分支!以保证左心房得到充分灌注"用无钙台氏液$

5=

d

!

!##BA

"

持续氧饱和%以
"#

!

5#KS

,

K).

恒定流速灌流心

肌
F

!

!#K).

"当心肌停止收缩+灌流液清亮时改用低钙酶液

F#=5

重庆医学
"#!!

年
!"

月第
7#

卷第
5;

期



$

5=d

!

!##BA

"

持续氧饱和%以同样流速持续灌流
5F

!

7F

K).

"当心脏表面呈现黄白色+膨胀疏松且半透明状时!每
F

分

钟多部位剪下部分心房肌组织!置于
FKSc[

液$

"Fd

%中迅

速剪碎成大约
!KK

5 的组织碎块!用广口吸管轻轻吹打
5

!

F

K).

!在低倍显微镜下观察!直到单个细胞充满视野且死亡细

胞不多时停止吹打!用
"##

目尼龙纱网过滤为细胞悬液!然后

室温$

"#

!

"Fd

%下静置
5#K).

后用于膜片钳实验"

!9"9"

!

膜片钳全细胞记录
!

取细胞悬液
!

!

"

滴于倒置显微

镜上的自制灌流槽中!使细胞充分贴壁后!以电极外液进行灌

流!速度为
!

!

"KS

,

K).

!以去除杂质和死亡细胞"采用两步

法拉制微电极!冲灌电极内液后阻抗
"

!

FRb

!将电极固定在

电极夹持器上并与
?Q&.>"##[

放大器相连"在镜下找到边界

清楚+纹理清晰+大小适中的细胞&缓慢将电极靠近细胞!在电

位补偿后利用负压抽吸!形成高阻抗封接&快电容补偿后破膜!

慢电容补偿后即可对细胞进行电压钳制!建立全细胞记录模

式"刺激脉冲通过
(

3,+K

(

69#

软件控制的
4

,

?

转换器操纵!

记录的信号经膜片钳放大器$

?Q&.>"##[

%

?

,

4

转换及
"T%X

滤波放大后存入计算机硬盘"记录心肌细胞
S

型钙通道电流

及每个细胞电容!计算电流密度$

(

?

,

(

H

%

`

电流$

(

?

%,电容

$

(

H

%"

S

型钙通道电流为去极化起始部的内向电流与去极化

末端电流的差值"

!9"9#

!

细胞活性的鉴定
!

将分离的心肌细胞放于倒置显微镜

下进行活性鉴定-

5

.

#用
7

N

,

S

台盼蓝
!

份+细胞悬液
:

份进行

染色!

5K).

后用血细胞计数板分别计数活细胞和死细胞!计

算活细胞百分比"存活心肌细胞百分比
`

$长杆状细胞数量,

全部细胞数量%

a!##B

"

!9#

!

统计学处理
!

采用
(

3,+K

(

69#

及
3,+K

(

0D69#

软件测量

电流!数据进行统计学处理"

"

!

结
!!

果

"9!

!

细胞的形态学观察
!

倒置显微镜下观察可见约
=#B

!

6#B

的犬心房肌细胞呈长杆状$封
5

图
!

+

"

%!细胞结构的立体

感强+边界整齐+表面光滑+无小泡及颗粒+横纹清晰!为存活细

胞"将细胞复钙后!约
5#B

!

7#B

的细胞很好的附壁于倒置

显微镜下的细胞灌流槽中!静止不动!结构及横纹均清晰!细胞

膜完整!此为耐钙细胞"约有
5#B

的细胞发生持续地自发性

收缩!幅度较强!数分钟后细胞横纹变得模糊+消失!细胞挛缩

呈团球状!成为死细胞!此即不耐钙细胞"只有复钙后表面清

洁+横纹清晰+折光性强+细胞膜完整耐钙的细胞才能用于膜片

钳的封接和记录"

"9"

!

细胞成活率
!

经台盼蓝染色!死细胞被染成淡蓝色!活细

胞拒染!细胞成活率约为
=#B

!

6#B

!复钙后仍有
5#B

!

7#B

的耐钙细胞"

图
5

!!

S

型钙通道电流

"9#

!

心肌细胞
S

型钙通道电流的记录
!

刺激模式为钳制电

位
kF#K]

!以失活钠通道及
\

型钙通道!起始于
k7#K]

+终

止于
;#K]

+

FK]

为跃阶+时长为
"##K'

的电压刺激细胞!刺

激频率
#9"%X

"以刺激电压为自变量+该电压下的电流大小

为因变量作图!即可得到细胞钙电流的
->]

曲线"从
->]

曲线

可以观察到!电流于
k7#K]

开始激活!在
#

!

!#K]

时达到

峰值$图
5

+

7

%"

图
7

!!

S

型钙通道电流
->]

曲线

#

!

讨
!!

论

获得稳定数量和较高质量的犬心房肌细胞是进行膜片钳

检测的基础"由于犬心房血管分布不如心室丰富!使犬心房肌

细胞比小动物的难分离!技术难度更大"国内多采用
7

步灌流

法#$

!

%使用台式液灌流!主要目的是排空心肌间和心腔内的血

液&$

"

%无钙台式液灌流!主要是疏松心肌细胞间的桥粒和连

接-

7>F

.

&$

5

%再加酶液灌流!用于降解细胞外基质!使成团的心肌

细胞解离成单个心肌细胞&$

7

%最后使用低钙台式液灌流!清除

细胞表面的残留酶液!减少酶对心肌细胞的损伤"本研究结合

自身经验!对上述分离方法加以改进并简化为两步#$

!

%无钙台

式液灌流&$

"

%酶液灌流"同时改良如下操作#$

!

%开胸取心脏

前
5#K).

预先给予肝素处理!实验中使犬在体肝素化可以防

止冠状动脉内血栓形成!增强后期灌流效果"$

"

%取心脏迅速!

在心脏取出的最初
!

!

"K).

时!直接使用
7d

无钙冰台式液

辅助冲洗残血"因为如果使用含钙台式液灌流!将使心脏收缩

加强!增加心肌代谢!影响细胞活性"$

5

%实验采用选择性冠状

动脉插管的方法灌注心房!但是由于心房血管分布不如心室丰

富!本研究采用结扎主要心室血管分支的办法保证心房灌注"

实验中发现!结扎心室分支后灌流效果明显改善"$

7

%多部位+

多时间点取材!可增加细胞产量!提高膜片钳效率!同时选择最

佳活性状态的细胞进行检测"同时!本研究还控制了多个影响

细胞数量和质量的因素#$

!

%消化酶"国外文献报道!在急性分

离细胞时多采用胶原酶和透明质酸酶联合应用-

;

.

!国内则偏向

于用蛋白酶和胶原酶联合运用!但有报道认为蛋白酶对细胞有

一定损伤-

=

.

!因此本研究选择单用
@&D*C).

N

*&.

公司
.

型胶原

酶$活性为
"::Z

,

K

N

%!与文献报道的适合活性单位相近-

6

.

!消

化时间大约
5F

!

7FK).

!细胞产量较高!若时间过长可对细胞

造成不可逆的损害-

:

.

"值得注意的是由于不同批号和批次的

酶之间的差异较大-

6

.

!推荐使用同一批号的酶!可以加强实验

的稳定性"$

"

%胶原酶激活需要低
3+

f浓度"

3+

f浓度过高会

影响胶原酶发挥作用!一般
"#

!

"##

#

K&,

,

S

效果较理想"$

5

%

灌流方式"本研究采用的是恒流的灌流方式!灌流液速度控制

在
"#

!

5#KS

,

K).

!高于这个流速!会造成细胞损伤!低于这个

流速!获得单个细胞的数量将大幅下降"$

7

%灌流液"灌流液

(

%

值控制在
=95

!

=97

!过高或过低都会影响细胞的生理活

性"$

F

%保存液"

c[

液可以抑制心肌细胞收缩!利于细胞活

性的保持"有研究表明!保存的细胞具有正常的电生理特

性-

!#

.

"同时清蛋白具有保护细胞膜的作用!可减轻酶液对细

胞的损伤"

c[

液保存在室温$

"#

!

"Fd

%的条件下细胞活性

比保存在
7d

冰箱里要好-

!!

.

!可保存细胞达到
;

!

6C

"$

;

%温

度"灌流时温度需控制在
5;

!

5=d

!这样既保证了胶原酶的

激活!同时又使细胞处在生理状态下"$

=

%其他"氧气的饱和

;#=5

重庆医学
"#!!

年
!"

月第
7#

卷第
5;

期



一般在
5#K).

以上!氧流量
#9"

!

#9FS

,

K).

"液体均使用超

纯水!水质将会对细胞的存活数量有影响!同时有利于维持复

钙后细胞的钙耐受性-

!"

.

"此外!系统的清洁也非常重要!可使

用双蒸水加
=FB

乙醇清洗
"

!

5

次!清除残留酶液和杂质"

灌流后酶解法分离出单个细胞后遇到的最关键问题是复

钙时遇到的'钙反常(现象$

1+,1)LK

(

+D+8&Q

%

-

!!

.

!大多数学者认

为心肌细胞发生钙反常的机制是由于大量钙离子短暂快速进

入细胞内!钠离子外流!导致细胞内钙超载有关"文献多报道

采用梯度复钙法!细胞损伤会比较小!存活率较高"但本研究

发现采用一步复钙法!虽然得到细胞产量可能稍低$约
5#B

!

7#B

%!但存活细胞状态更好!更利于膜片钳检测"

本研究通过对以往实验环节的改进!结合自身的经验!可

以稳定地分离出犬的心房肌细胞!分离得到的心肌细胞结构完

整+活性好+耐受性佳!能用于膜片钳研究!并成功的对钙电流

进行检测!为电生理研究奠定了良好的实验基础"
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%23\

是当前将白血病完全治愈最有希望的措施"

%23\

前的超大剂量化疗及移植后的免疫活性细胞都能起到

清除残留白血病细胞的作用!可有效预防白血病复发!并长期

存活"目前对于某些难治复发性白血病患儿!特别是第一疗程

未缓解者!仅通过化疗随时可能复发!如伴有
[3J

,

?[S

或

RSS

断裂基因阳性以及高危组的
?SS

!仅化疗难以获得长期

存活已成为共识-

:

.

"本组中
!5

例患儿行
%23\

!均为难治或

复发病例"其中
?SSF

例$均为高危组患儿%!

?RS=

例!

R?S!

例!均植入成功并长期存活"因此对于常规化疗难以

达到完全缓解和长期生存的难治+复发性白血病患儿!选用

%23\

是一种提高长期存活率的重要手段"
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