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豚鼠乳鼠心房肌细胞体外培养的探讨
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　　摘　要：目的　探讨豚鼠乳鼠心房肌细胞培养的条件和方法。方法　取１～２ｄ龄豚鼠乳鼠的心房肌，用０．０６％的胰蛋白酶

消化１次，再用０．０８％Ⅱ型胶原酶重复消化４次，并采用前２次、后２次和前后４次消化后的细胞分别培养法，观察３者对心房肌

细胞产量、存活率、搏动率及纯化率的影响。结果　３种培养法都得到可观的心房肌细胞数量和较高的存活率、搏动率及纯化率，

特别是后２次消化后的细胞培养法。结论　应用０．０６％的胰蛋白酶消化１次和０．０８％Ⅱ型胶原酶重复消化４次，可以分离出数

量较多、状态良好的心房肌细胞。
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　　自１９６０年 Ｈａｒａｒｙ等
［１］首次对豚鼠乳鼠的心房肌细胞进

行培养以来，心房肌细胞培养被广泛地应用于心血管疾病的研

究，其原因在于体外培养的心房肌细胞能够保持其在体内原有

的许多结构和功能，并具有自发性节律搏动，且心肌细胞的培

养具有简便、定量、重复性好以及不受神经体液因素的影响等

特点［２］，进而在心血管疾病研究领域中起到了不可替代的作

用。然而，由于心房肌细胞易受损伤、不易传代等特点，目前多

数学者应用原代培养的心房肌细胞进行实验。那么，探索出合

适的心房肌细胞培养方法，使得心房肌细胞达到理想的数量、

存活率、纯化率和细胞活力，是体外培养心房肌细胞模型的关

键。本实验参照了Ｓｉｍｐｓｏｎ等
［３］心房肌细胞的培养方法并加

以改进，探讨豚鼠乳鼠心房肌细胞培养的方法。

１　材料与方法

１．１　实验动物　选择出生１～２ｄ的豚鼠的乳鼠，雌雄不限，

由中国医科大学实验动物部提供。

１．２　仪器与试剂　ＤＭＥＭ低糖培养液（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），

胎牛血清（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），胰蛋白酶（天津灏洋试剂公

司），Ⅱ型胶原酶（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），ＤＨａｎｋｓ液（自配），溴脱

氧尿核苷（Ｂｒｄｕ，美国Ｓｉｇｍａ公司），双抗液（美国Ｓｉｇｍａ公司），

兔抗大鼠心房肌肌钙蛋白Ｉ（ｃＴｎＩ）抗体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公

司），ＦＩＴＣ标记羊抗兔二抗（北京中杉试剂公司），超净工作台

（江苏苏净集团仪器设备公司），二氧化碳培养箱（德国 Ｈｅｒａｅ

ｕｓ公司），倒置相差光学显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），离心机

（ＳＴ２１Ｓｏｒｖａｌｌ，美国），恒温振荡水浴箱（ＧｒａｎｔＯＬＳ２００，美

国）。

１．３　方法

１．３．１　心房肌细胞的分离及培养　取１～２ｄ的豚鼠乳鼠５

只，无菌条件下开胸取出心脏，用预冷的 ＤＨａｎｋｓ液洗涤１

遍，然后用两把眼科弯镊子将心房分离下来，再用预冷的 Ｄ

Ｈａｎｋｓ液洗涤２遍，剪成约１ｍｍ３ 碎块，加入４～５倍体积的

０．０６％的胰酶并放入３７℃恒温振荡水浴箱中，震荡（频率：７５

ｒ／ｍｉｎ）消化心房肌组织７．５ｍｉｎ，第１次消化后自然沉淀并弃

上清液，并用 ＤＨａｎｋｓ液洗涤１遍，然后从第２次开始用

０．０８％Ⅱ型胶原酶消化，前后消化４次，每次加入后吹打１５次

左右，每次消化时间７．５ｍｉｎ，消化后再次吹打２０次左右，自然

沉淀后，吸出每次分离的上清液加入等量含１０％胎牛血清的
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ＤＭＥＭ低糖培养液，前２次和后２次各放入１个１５ｍＬ离心

管中，经２００目滤网过滤，然后４℃８５０ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，离

心后弃掉上清液，各加入１．５ｍＬ培养液，轻轻吹打制成细胞

悬液，各吸入６孔板中，再将其吹匀，各吸出０．５ｍＬ放入另一

孔中，然后将６孔板放入ＣＯ２ 培养箱培养６０ｍｉｎ后，采用差速

贴壁分离技术，吸出细胞悬液，分别放入另３个孔中，再放入

ＣＯ２ 培养箱培养６０ｍｉｎ后，采用同样的方法再次分别放入另

一个６孔板的３个孔中，前３ｄ滴入５溴脱氧尿嘧啶核苷（Ｂｒ

ｄｕ）使其终浓度为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ，并继续培养，２４、４８ｈ都进行换

液，以后隔日换液。

１．３．２　心房肌细胞数量及存活率的测定　两孔中各取４０μＬ

细胞悬液，并分别加入１６０μＬ的０．４％台盼蓝液，混匀后再取

适量混合液滴于细胞计数板上，随机取１０个低倍（１０×）视野

计数４个大格中的细胞总数及未染成蓝色的活细胞数，计数

１０次，取平均值。细胞存活率＝活细胞数／细胞总数×１００％。

１．３．３　心房肌细胞搏动频率及搏动率的观察　培养３ｄ的心

房肌细胞在倒置显微镜下先计数聚集成心房肌细胞簇的心房

肌细胞的搏动频率，再随机在高倍（２０×）视野中，计数６００个

心房肌细胞中搏动心房肌细胞数，得出心房肌细胞搏动率（细

胞搏动率＝搏动细胞数／细胞总数×１００％），随机观察培养４ｄ

的心房肌细胞的形态变化及生长状况。

１．３．４　心房肌细胞纯度的鉴定　取培养７２ｈ的心房肌细胞

进行纯度鉴定，用兔抗大鼠肌钙蛋白Ｉ抗体作为一抗，山羊抗

兔ＩｇＧ作为二抗荧光蛋白，采用细胞免疫荧光法，用磷酸盐缓

冲液（ＰＢＳ）作为一抗的阴性对照。随机取１０个高倍（２０×）视

野计数阳性细胞及细胞总数。阳性细胞率＝阳性细胞数／细胞

总数×１００％。

２　结　　果

２．１　培养心房肌细胞的情况　本实验采用前２次、后２次和

前后４次消化后的细胞分别培养法，观察３者对心房肌细胞产

量、存活率、纯化率和活力的影响，实验结果显示采用上述方法

中的后２次消化培养的心房肌细胞总数、存活率和活力更为理

想（图１、图２）。

２．２　培养心房肌细胞的形态变化　在两次差速贴壁后，在倒

置显微镜下观察到心房肌细胞形态，最初为圆形或椭圆形，４ｈ

后，开始有心房肌细胞贴壁生长，此时的形态为柱状梭形、长三

角形、短三角形；１２ｈ后，细胞逐渐在瓶壁表面铺展，此时大多

数心房肌细胞已经贴壁生长，此时可见少数单个细胞开始搏

动，频率不一；２４ｈ后，能贴壁生长的心房肌细胞几乎都已经

贴壁生长，细胞铺展状况更加明显，并伸出伪足，形态上多数细

胞逐渐变成不规则的星形；１～２ｄ后，伪足可相互接触交织成

网，形成细胞单层或细胞簇，呈放射状排列的同心圆状，其搏动

同步化，形成所谓功能性合体细胞（图３）；至３ｄ时，自发搏动

频率和波动率都达高峰，计数培养１０次的平均搏动频率为每

分钟１１６～１１９次，平均搏动率为８９％～９２％；至５～６ｄ时搏

动频率及波动率开始减少。

２．３　心房肌细胞纯度的鉴定　２４孔板爬片培养４ｄ的心房肌

细胞，以兔抗大鼠肌钙蛋白Ｉ抗体作为一抗，山羊抗兔ＩｇＧ作

为二抗荧光蛋白，用细胞免疫荧光法，可见细胞质染色呈绿色；

细胞核呈蓝色，非心房肌细胞只有细胞核呈蓝色。结果显示几

乎所有的细胞呈现阳性，说明此时培养的心房肌细胞较纯，见

图１、图４。

图１　　３组消化后的心房肌细胞存活率及培养４ｄ

的纯化率和活力

　　Ａ：前２次消化后的心肌细胞；Ｂ：后２次消化后的心肌细胞；Ｃ：前

后４次消化后的心肌细胞。

图２　　３组消化后培养的心房肌细胞密度和总数

图３　　３组消化后培养４ｄ的心房肌细胞（×２００）

图４　　３组消化后培养４ｄ的心房肌细胞、兔抗大鼠心房肌

肌钙蛋白Ｉ、山羊抗兔ＩｇＧ（×４００）

３　讨　　论

　　近年来生物起搏器（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐａｃｅｍａｋｅｒ）研究已成为缓

慢性心律失常治疗领域的新热点，人们对心房肌细胞的研究越

来越深入。心房肌细胞原代培养不受神经、体液等因素影响，

在实验研究中具有举足轻重的作用。然而，由于心房肌细胞有

易受损伤、不易传代等特点，所以如何控制大鼠心房肌细胞体

外培养的影响因素，进而得到纯化好、存活率和活力高的心房

肌细胞，是实验成功一个关键因素。

本实验利用酶分解法［４］，即０．０６％的胰蛋白酶消化１次，

再用０．０８％Ⅱ型胶原酶重复消化４次，并采用差异性贴壁技
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术及添加Ｂｒｄｕ纯化细胞的方法分离豚鼠乳鼠心房肌组织，以

获得高产量、高活力的心房肌细胞。现对豚鼠乳鼠心房肌细胞

体外培养的重要影响因素进行总结如下：

３．１　实验豚鼠的选择　许多学者研究发现成年大鼠心肌细胞

为终末分化细胞，不具有分裂增殖能力，乳鼠在出生后３ｄ内

心肌细胞都有增殖能力，但大鼠出生后时间越短，其心肌细胞

分离后存活率越高，越容易贴壁生长［５］。而豚鼠在出生后１～

３ｄ的心房肌细胞都有增殖能力，可用于心房肌细胞培养。有

文献报道，以半日龄为好［６］。作者对出生半日到３ｄ的乳鼠进

行心房肌细胞培养，发现胎龄为１～２ｄ最好，原因可能是：（１）

对于１～３ｄ的乳鼠，消化酶对细胞影响较大；（２）对于半日龄

的乳鼠，心肌细胞对酶的反复消化耐受差，消化过程不好控制

以致细胞的存活率和活力不理想，并且心脏小，细胞数量较少；

（３）对于２～３ｄ的乳鼠，心房肌细胞增殖和贴壁生长能力较１

～２ｄ的乳鼠差，消化后细胞的存活率和活力也不理想；（４）对

于１～２ｄ的乳鼠，消化过程好控制，消化后心房肌细胞数量也

较多，且存活率较高，活力较好。

３．２　消化酶种类的选择　心房肌细胞能否培养成功的关键是

减轻分离过程对细胞的损伤。有学者认为“单纯应用胰蛋白酶

消化对细胞的存活率有极大的负面影响”［７］。分离心房肌细胞

常用的消化液有胰蛋白酶（一般与依地酸二钠联合应用，可降

低细胞损害）和胶原酶［８９］。二者的目的是使组织块分散为单

个细胞，利于细胞贴壁生长。无论是胰蛋白酶还是胶原酶，其

浓度较低为好，本实验选用０．０６％的胰蛋白酶（含ＥＤＴＡ）消

化１次，从第２次开始用０．０８％Ⅱ型胶原酶重复消化４次，就

是较好的例子。其原因是０．０６％的胰蛋白酶不但对心房肌细

胞损害小，而且分解组织间质蛋白的作用较胶原酶强，有利于

达到第１次弃上清液的消化目的，第２次开始用０．０８％Ⅱ型

胶原酶，通过消化细胞间胶原蛋白来实现游离心房肌细胞的目

的，这与胰蛋白酶消化的机制不同，而且作用温和，消化的时间

长短容易控制，消化次数（与高浓度的消化酶相比，如果消化酶

浓度大，需要短时间多次消化）较少。作者尝试过用０．１２５％

胰酶进行短时间、多次消化，然而消化时间不易控制，效果不理

想。总之，选用低浓度的，联合应用两种消化酶更适合心房肌

细胞培养，这可能是今后心房肌细胞培养的共同趋势。

３．３　心房肌细胞纯化方法的选择　消化分离后通常存在两种

细胞：心房肌细胞和成纤维细胞。成纤维细胞较心房肌细胞更

容易贴壁且具有分裂增殖能力，如果处理不当，很容易成为优

势细胞，对实验结果产生极大的影响。因此，在心房肌细胞培

养中应尽可能地去除成纤维细胞，以达到较为纯化的心房肌细

胞。本实验根据心肌细胞和成纤维细胞在培养皿表面贴壁生

长的速度不同的特点，采用两次差速贴壁分离法［１０１１］（每次６０

ｍｉｎ）和加入Ｂｒｄｕ
［３，１２］通过竞争取代胸腺嘧啶脱氧核苷，抑制

ＤＮＡ复制，进而抑制混杂于心房肌细胞中的少量成纤维细胞

增生，并对心房肌细胞无毒性及抑制作用，可得到纯度为

９５．４％～９６．２％的心房肌细胞。

综上所述，心房肌原代培养在心血管领域中具有重要的作

用。那么，如何在心房肌细胞原代培养中获得达到实验要求的

心房肌细胞数量、存活率、纯化率和活力是决定实验成败的关

键。本研究介绍的利用低浓度酶消化原代培养心房肌细胞方

法，细胞纯化率高、活力高、细胞数量较多、操作简便、重复性

好，且最为值得关注的是实验操作的可控制性强，是一种较为

理想的心房肌细胞原代培养方法，可广泛地用于建立病理生理

模型，研究细胞电生理、蛋白及基因的表达，从而探索以基因治

疗为基础的生物起搏器在治疗病态窦房结综合征中的新途径。
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