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%摘要&

!

目的
!

探索改良的人心房肌细胞分离方法$方法
!

采用两步酶消化法急性分离人心房肌细胞"采用膜片钳全细胞

记录技术记录小电导钙激活钾通道$结果
!

该分离方法可获得数量较多的心房肌细胞"窦性心律患者可获得完整有横纹细胞

-0.c-.

"慢性房颤患者可获得完整有横纹细胞
0-.c0.

"比较差异有统计学意义!

!

$

.4.!

#$该方法可获得大量形态完整"横纹

清晰的单个人心房肌细胞"且能在所分离的心房肌细胞上记录到典型的小电导钙激活钾通道电流$结论
!

该试验所采用的分离

方法简便"稳定有效"可获得细胞数量多和细胞质量好的单个人心房肌细胞$

%关键词&

!

电学(肌细胞"心脏(人心房肌(分离方法(膜片钳(离子通道

%中图分类号&

!

)"804;

%文献标识码&

!

<

%文章编号&

!

!#8!9:-;:

!

0.!8

#

!;9!";!9.-

8/1-

5

.+<(7-(*4+7'+.10+62*1+/+'4,-2/2*.126)2.71+-

A

+)

A

*(0

"

3#&

'

?/#$

,

+

!

!

Q#&G1$&

'

:#/

!

!

G1$+3-/

!

!

2+2/

,

#&

0

!

G1$+O#$

!

!

./)/#$4/&

'

0

#

$

!P5-

6

#(78-&7$

9

"#(;/$4$

',

!

71-<

99

/4/#7-;=$>

6

/7#4$

9

0$+71W->7)-;/:#4A&/B-(>/7

,

!

.+S1$+

!

0/:1+#&#;#...

!

"1/&#

&

0PL-

,

.#M$(#7$(

,

$

9

)-;/:#4K4-:7($

6

1

,

>/$4$

',

!

)/&/>7(

,

$

9

K;+:#7/$&$

9

"1/&#

!

N&>7/7+7-$

9

"#(;/$B#>:+4#(%->-#(:1

!

0$+71W->7)-;/:#4A&/B-(>/7

,

!

.+S1$+

!

0/:1+#&#;#...

!

"1/&#

%

!!

)

890*.2)*

*

!

:9

;

()*1<(

!

Q26>D1

A

?73K

E

G2C=1362@?>=1K=>L212I637

N

@=LDK?7?>G3?@K

A

2J

A

>=64=(*4+70

!

M7X

A

K=13

N

=6>327

K=>L21F?6D6=1>2362@?>=637

N

@=K

A

2J

A

>=6IG2KLDK?7?>G3?@?71FL2@=9J=@@

E

?>JLJ@?K

E

>=JL73

V

D=F?6D6=1>2G=J2G16K?@@J279

1DJ>?7J=J?@J3DK?J>3C?>=1

E

2>?663DKJDGG=7>4>(0,6*0

!

QL36K=>L212B>?37=1?@?G

N

=7DKB=G2I?>G3?@K

A

2J

A

>=64QL=>2>?@?K2D7>2I

?>G3?@K

A

2J

A

>=637&)

N

G2D

E

F?6-0.c-.FL3@=<S

N

G2D

E

F?60-.c0.?71>L=13II=G=7J=F?66>?>36>3J?@@

A

63

N

73I3J?7>

$

!

$

.4.!

%

4%7

>L366>D1

A

!

?@?G

N

=7DKB=G2I63K

E

@=?716>G3?>=1637

N

@=?>G3?@K

A

2J

A

>=6F=G=2B>?37=1

!

?71?>

AE

3J?@6K?@@9J271DJ>?7J=J?@J3DK9?J>39

C?>=1

E

2>?663DKJL?77=@JDGG=7>F?6G=J2G1=127>L=362@?>=1?>G3?@K

A

2J

A

>=64?+/)6,01+/

!

QL==6>?B@36L=1362@?>=1K=>L213663K9

E

@=

!

6>?B@=?71=II=J>3C=4*=J?7?J

V

D3G=?@?G

N

=?K2D7>2I637

N

@=?>G3?@K

A

2J

A

>=6F3>L

N

221

V

D?@3>

A

4

)

@(

A

B+.70

*

!

=@=J>G3J3>

A

&

K

A

2J

A

>=6

!

J?G13?J

&

LDK?7?>G3?K

A

2J

A

>=6

&

362@?>=1K=>L21

&

E

?>JL9J@?K

E

>=JL73

V

D=

&

3273JJL?77=@

!!

采用单个心肌细胞进行心律失常发病机制的研究及抗心

律失常药物靶点的筛选!是目前研究的热点"这些研究均需要

以单个心肌细胞为研究对象!通过膜片钳技术检测离子通道的

电流变化来阐明和证实"细胞活性正常是上述研究的根本"

因此!分离的心肌细胞质量好是上述研究成功的重要保证"人

体标本来源珍贵!探索完善的人心房肌细胞分离方法至关重

要"随着电生理研究技术的深入进展!国内外的学者都对人心

房肌细胞分离方法作了相应的报道!分离方法不断改善)

!9#

*

!但

在实际操作中分离出符合试验要求的细胞却并非易事"现多

采用两步酶解法分离心肌细胞!但液体
E

+

值#酶浓度#消化时

间等报道不一!获得的心肌细胞质量也有所差异"本实验室从

事心房颤动电生理研究多年!对心肌细胞分离方法掌握熟练"

经过理论和实践相结合!能够优化出一种更为有效的适合做膜

片钳试验的细胞!并在单个心房肌细胞上可观察到功能正常的

小电导钙激活钾通道电流$
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%!现报道如下"

!
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材料与方法

!4!

!

材料
!

!4!4!

!

病例资料
!

选取
0.!/

年
#

月至
0.!#

年
#

月在西南医

科大学附属医院接受体外循环手术患者的新鲜右心耳组织"

其中!窦性心律$

&)

%患者
!/

例!慢性房颤$

<S

%患者
!-

例"所

有受试者均签署知情同意书!术前均行常规超声心动图检查"

取材获得西南医科大学附属医院伦理委员会同意!所有试验程

序遵照国内相关法规和政策"

!4!4"

!

主要试剂
!

Y

型胶原酶#

\\%Y

型胶原酶#牛血清清蛋

白#

;9

羟乙基哌嗪乙磺酸 $

+MTM&

%#乙二醇
9

双
9

$

09

氨基乙醚%

四乙酸$

MOQ<

%#牛磺酸#腺苷#甘露醇#

'

9

羧基丁酸#

&f

通道

特异性阻断剂$

?

E

?K37

%均为
&3

N

K?

公司产品!试剂均为国产分

析纯"

!4!4#

!

主要溶液
!

试验中所用细胞分离液!包括$

!

%心肌转运

液$牛黄酸
!.KK2@

(

U

!腺苷
/KK2@

(

U

!硫酸镁
:KK2@

(

U

!

+MTM&!. KK2@

(

U

!磷酸二氢钾
/. KK2@

(

U

!甘露醇
!..

KK2@

(

U

!葡萄糖
!;.KK2@

(

U

!用氢氧化钾调
E

+

值至
84;

%&

$

0

%介质液$氯化钠
!-8KK2@

(

U

!牛磺酸
!.KK2@

(

U

!硫酸镁
!

KK2@

(

U

!磷酸二氢钾
/KK2@

(

U

!

+MTM&/KK2@

(

U

!葡萄糖
!.

KK2@

(

U

!用氢氧化钾调
E

+

值至
84;

%&$

-

%心肌细胞
fZ

液

$牛磺酸
!.KK2@

(

U

!

'

9

羧基丁酸
!.KK2@

(

U

!磷酸二氢钾
!.

KK2@

(

U

!氯化钾
0.KK2@

(

U

!

+MTM&!.KK2@

(

U

!

MOQ<!.

KK2@

(

U

!甘露醇
/KK2@

(

U

!葡萄糖
0/KK2@

(

U

!谷氨酸钾
8.

KK2@

(

U

!清蛋白
!K

N

(

KU

!用氢氧化钾调
E

+

值至
84;

%&$

;

%

记录离子通道的浴液$

R

甲基氨基葡萄糖
!;.KK2@

(

U

!氯化钾

;KK2@

(

U

!氯化镁
!KK2@

(

U

!葡萄糖
/KK2@

(

U

!

+MTM&!.

KK2@

(

U

!用盐酸调
E

+

值至
84;

%&$

/

%电极液 $葡萄酸钾
!;;

KK2@

(

U

!氯化镁
!4//KK2@

(

U

!

+MTM&!.KK2@

(

U

!

MOQ</

KK2@

(

U

%"

!4"

!

方法

!;"!

重庆医学
0.!8

年
/

月第
;#

卷第
!;

期

"

基金项目#国家自然科学基金资助项目$

:!;8..00

%&四川省教育厅重点项目$

!#h<.!"0

%&泸州市
9

泸州医学院联合项目$

0.!;."8/

%"

!

作

者简介'王笑宇$

!"".$

%!在读硕士!主要从事心血管内科方面研究"

!

#

!

通信作者!
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!4"4!

!

人体心房肌细胞的分离

!4"4!4!

!

准备工作
!

$

!

%打开水浴箱!保证水浴箱的温度恒定

为
-8]

左右&$

0

%制备酶液
#

$蛋白酶
/

$

#^

(

KU

!胶原酶
!/.

^

(

KU

!牛血清清蛋白
!K

N

(

KU

!总量
/KU

!用酶介质液配

制%!制备酶液
.

$胶原酶
!/.^

(

KU

!清蛋白
!K

N

(

KU

!总量
0.

KU

!用酶介质液配制%分装于
;

个玻璃小瓶中$室温%&$

-

%心肌

转运液充氧约
0.K37

!充氧饱和后转移入
0.KU

玻璃小瓶后

置于冰桶中送往手术室!剩余心肌转运液放置于
;]

以备后续

洗涤组织块用"

!4"4!4"

!

转运组织
!

参考李妙龄等)

!

*的方法并加以改进!将

体外循环手术中切除的右心耳组织置于充氧饱和冰冷的心肌

转运液中"转运至实验室应该越快越好!不超过
!.K37

为佳"

如果转运过程不可避免时间延长!那么保存液的温度应维持在

;]

)

0

*

"

!4"4!4#

!

洗涤组织
!

$

!

%将组织与心肌转运液置入
!.JK

直

径的培养皿中!洗涤血液和油脂!剔除心肌组织外膜及脂肪组

织&$

0

%

0..

$

#..K

N

组织足够用于分离细胞)

0

*

&$

-

%在
;]

心

肌转运液中将组织剪成
!KK

- 左右的小块"$

;

%整个过程保

证持续充氧!不超过
-K37

"

!4"4!4$

!

消化组织
!

分两步组成'$

!

%将剪碎的组织块置于酶

液
#

中进行消化!整个酶消化过程均要处于水浴箱内$

-8]

左

右%"若室温较低可能影响酶消化细胞!因而保持较高室温"

整个过程持续充氧"一般需要消化
-.

$

/.K37

!消化时间因酶

量#组织块大小#组织性质#温度而不同"一般在
0.K37

左右

用巴氏吸管吸取酶液于倒置相差显微镜下观察!出现单个有横

纹心肌细胞时!可终止酶液
#

消化"向酶液
#

中加入酶介质

液!吹打洗涤后去除上清液!重复该步骤
!

$

0

次"$

0

%将组织

块置于酶液
.

中消化!保持
-8]

并持续充氧!这一过程氧气保

持低速#平稳!不宜充氧过快!避免气流损伤细胞"消化
-

$

;

K37

有细胞出现!一般在
/

$

:K37

时出现大量细胞!低倍视野

$

!̀..

%下约
!.

个细胞!且细胞横纹清楚!可终止酶消化"消

化时间依情况而定!一般不超过
!.K37

"在有细胞的前提下!

消化时间宁短勿长!时间过长细胞易受损!不适合膜片钳试验"

酶液
.

消化后!用酶介质液洗涤轻柔吹打!收集上清液!将组织

块再转移至酶液
.

"酶液
.

消化重复
-

次!且消化时间越来

越短"

!4"4!4%

!

保存细胞
!

-

次消化收集的酶液
/..G

(

K37

离心
/

K37

后去除上清液!加入
fZ

液于
;]

保存备用!

!L

后可用于

电生理试验"

!4"4!4C

!

心肌细胞的计数
!

选取
&)

组心房肌
:

例和
<S

组

心房肌
:

例进行细胞计数!吸取相同体积的
fZ

液的细胞悬液

于倒置相差显微镜下!每组获得的心房肌细胞在低倍镜下$

`

!..

%观察并计数"

!4"4!4U

!

心肌细胞形态的鉴定
!

在细胞计数的同时!按细胞

形态分为杆状有横纹的细胞!横纹不清晰细胞及收缩成团的

细胞"

!4"4!4V

!

心肌细胞的活力检测
!

采用台盼蓝染色方法鉴定心

肌细胞的活力!试验中应用
.4/KU

心房肌细胞悬液加入
.4/

KU

的台盼蓝溶液!充分混匀后在室温下静置
/K37

后用吸管

吸取少量细胞悬液!注入计数板小室内"在倒置相差显微镜下

观察心房肌细胞核染色情况"如细胞核未被染色!提示心肌细

胞存活&如细胞核被染成蓝色!提示心肌细胞死亡"用
&)

组
;

例和
<S

组
;

例测定的平均值计算细胞存活率!心房肌细胞活

力$

[

%

a

$细胞总数
$

着色细胞数%(细胞总数
!̀..[

"

!4"4"

!

电生理记录
!

吸取细胞悬液静置于浴槽中!

!.K37

后

待细胞贴壁后加全细胞浴液灌流
/

$

!.K37

"于倒置相差显微

镜下寻找呈杆状#细胞膜完整#横纹清楚#无收缩#贴壁良好的

心房肌细胞进行电生理试验"试验电极采用软质玻璃管!经横

式拉制仪$

T9"8

!

6LD>>=G

公司!美国%拉制而成"充灌电极液后

电极阻抗
0

$

/(

0

"采用膜片钳放大器$

MT'!.4.

!

+Mf<

公

司!德国%记录电流信号!用
T?>JLK?6>=G

软件采集数据存储于

计算机中"采样频率为
!.H+X

!低通滤波频率为
0H+X

"

!4#

!

统计学处理
!

采用
&T&&!.4.

软件进行统计分析!计量

资料用
Dc>

表示!组间比较采用
7

检验!检验水准
!

a.4./

!以

!

$

.4./

为差异有统计学意义"

,G3

N

37:4.

软件进行作图"

试验 结 果 采 用
T?>JL K?6>=G

!

E

D@6=>22@

!

<ZS D>3@3>

A

和

'@?K

E

I3>!.4.

软件进行处理"

"

!

结
!!

果

"4!

!

人心房肌细胞的计数
!

从心脏外科体外循环所取的心房

肌组织约
8.

$

".K

N

!

&)

组可获得完整有横纹细胞
-0.c-.

!

<S

组可获得完整有横纹细胞
0-.c0.

!两组比较差异有统计

学意义$

!

$

.4./

%!均适合于做膜片钳试验!见图
!

"

"4"

!

心肌细胞活力的鉴定
!

&)

组与
<S

组分离的心房肌细

胞!分别为$

8;4/c;4"

%

[

和$

8!4"c-48

%

[

!两组比较差异无

统计学意义$

!

%

.4./

%!见图
!

"

!!

<

'两组分离获得的细胞数&

Z

'两组分离的细胞的存活率"

图
!

!!

两组分离的细胞数和细胞存活率比较

"4#

!

心肌细胞形态的鉴定
!

该方法分离的细胞多呈杆状!有

分支!两端钝圆!横纹清晰"细胞直径
!.

$

-.

%

K

!细胞长度约

/.

$

!0.

%

K

"分离的细胞按形态可分为以下几类'第
!

类!细

胞膜光滑完整!折光性强!横纹清楚!无收缩!是试验首选!该类

细胞占
#.[

$

8.[

&第
0

类!细胞膜光滑!折光性好!有横纹!

不收缩!但细胞表面有
!

处或多处凹陷!这类细胞也能封接并

记录电流!占
!.[

&第
-

类!细胞膜不光滑!细胞不完整有破

损!折光性差!无横纹!易收缩!占
/[

$

!.[

&第
;

类!另有细

胞收缩成团!约占
!.[

"后两类细胞不符合试验要求"

;]

低

温保存的细胞可存活大于
!0L

!具有正常的细胞电生理特性"

从
&)

组和
<S

组心房组织分离获得的单个心房肌细胞!

&)

组

细胞横纹清晰!折光性好!

<S

组细胞的横纹欠清晰!见图
0

"

!!

<

'

&)

组&

Z

'

<S

组"

图
0

!!

急性分离的人心房肌细胞!

;̀..

"

"4$

!

急性分离人心房肌细胞记录的小电导钙激活钾通道电流

!

本试验中电极内液的游离钙离子浓度为
/`!.

$8

K2@

(

U

!保

证
&f

通道的激活"形成全细胞模式后!保持电位在
$#.KY

!

指令电压从
$!-.KY

去极化到
i#.KY

!持续
0..K6

!阶跃

!.KY

!可记录到一内向整流电流!在此基础上加入
&f

通道特

异性阻断剂
?

E

?K37

后电流明显减小!加药前后相减的电流为

&f

通道电流"当指令 电 压 在
$!-. KY

时 的 电 流 幅 值

0;"!
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为
$;-;

E

<

!加入
<

E

?K37

后电流幅值为
$08.

E

<

!

$!-.KY

的
&f

通道电流为
$!#;

E

<

"给药前后的电流
9

电压关系曲线

见图
-

!该电流具有明显的内向整流特性"

!!

<

'加
?

E

?K37

前&

Z

'加
?

E

?K37

$

!..7K2@

(

U

%后&

'

'

&f

通道的电流
9

电压关系曲线"

图
-

!!

人心房肌细胞上记录到的小电导钙激活钾通道

#

!

讨
!!

论

采用人体心房样本进行试验具有较好的临床价值"人心

房肌细胞的分离虽有较多的报道!但真正获得质量好活性正常

的人心房肌细胞依然很有难度!因此获得功能正常的人心房肌

细胞成为了后续很多试验的瓶颈"本文研究者从事心房肌细

胞研究二十余年!通过该分离方法的改进!可以获得质量好!数

量多的单个人心房肌细胞"分离细胞经常会遇到以下问题'细

胞形态好!但耐钙能力差!在含钙的细胞外液中收缩死亡&耐钙

但贴壁不良好!无法满足试验要求"

以上现象都与细胞质量不良和功能受损密切相关!本文提

出的分离方法借鉴国内外科研者分离方法!依靠大量实践!从

以下几方面严格控制条件)

8

*

'$

!

%整个试验过程均需要氧饱和!

转运组织至实验室这一过程由于无法充氧!要保证心肌转运液

充氧充足&酶解细胞过程需维持在
-8]

&严格控制细胞分离液

的
E

+

值!分离液
E

+

控制在
840

$

84;

)

:

*

&本试验采用德国产

的纯水仪$

(3@@3

E

2G=

%!符合试验要求'水电导在
!

%

6

(

JK

以下"

$

0

%分离时应尽量剔除结缔组织和脂肪组织!实践表明油脂和

结缔组织影响酶解细胞的效果"组织块以
!KK

- 左右大小较

佳!太大不利于酶消化"$

-

%酶浓度#类型#批次#保存温度#溶

解程度都与分离效果有关)

"9!.

*

"根据不同年龄段的患者酶量

作适当调整!调整幅度不超过
!.[

"一般中老年患者酶量高

于青年及幼儿患者"胶原酶的选择可能是分离细胞最关键的

一步了"

*2G>L37

N

>27Y

型胶原酶已经成功分离出人心房肌

细胞)

!!9!8

*

"尽管
.

性胶原酶也能分离出大量有活性符合试验

要求的细胞!但根据实践还是推荐
Y

型"即使在一个单一的

胶原酶类型中也有不同批次表现出的显著酶活性不同"这些

不同就要求研究者仔细挑选批次并测试不同批次以获得完美

的分离过程"

*2G>L37

N

>27

生化公司有在线可用的批次挑选

工具"$

L>>

E

'((

FFF4F2G>L37

N

>279B32JL=K4J2K

(

J@6

(

K?>JL4

E

L

E

%

)

!:

*

"$

;

%严格控制消化时间!消化时间因酶量#组织块大

小#患者年龄#温度有所不同"酶解过程中可能转瞬就会出现

细胞!特别是酶液
.

消化过程!出现大量细胞应立即中止!避免

过度消化而致细胞状态不好"$

/

%吹打细胞应轻柔!特别是酶

液
.

消化阶段和离心后!尽量保持细胞的完整性"$

#

%早在

!"8.

年就已经发现肌细胞在含钙环境中分解!所有的细胞会

挛缩或没有活性"因此分离细胞要在无钙中完成"但是生理

浓度的钙离子重新引入会引起钙快速内流而致细胞死亡"这

被称为-钙离子悖论现象."改善分离环境包括通过添加牛磺

酸降低
E

+

到
84.

!!还有将分离的细胞保存在配有
MOQ<

的

保存液中!这些都可以防止上述现象发生"

本试验参考李妙龄等)

!

*的方法!进行了改进"本方法的优

点在于省略了
MOQ<

脱钙的过程!也不需要过滤"酶用量少!

对细胞损伤小"每次用蛋白酶
04/K

N

!胶原酶
;4/K

N

"消化

时间缩短!一般酶液
#

消化
-.

$

;.K37

!酶液
.

不超过
!.K37

"

酶液
#

出现有横纹细胞就终止消化!保证了细胞的质量!这是

实践总结"分离出的细胞有收缩成团的!但
#.[

$

8.[

符合

试验要求!在含钙细胞外液中能够存活!可保存
!0L

左右"

细胞的完整性和正常的生理功能是试验的基础!应用该方

法分离出的细胞可封接并且能记录到
%&f

电流!表明这种方

法是能分离出符合膜片钳要求的细胞!具有可重复性!有利于

心肌细胞相关疾病的电生理试验研究"
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近年来!随着基因组学和蛋白质组数据库的不断扩大!生

物信息学方法在微生物致病性研究中的应用越来越广泛!在疾

病防治中发挥重大作用*

<;M<L

+

"本研究从
=I%

基因组中成功

克隆出
,-

.

/

基因!并运用生物信息学方法对
,-

.

/

蛋白的理化

性质#结构和功能进行分析!发现该蛋白共
<;O

个氨基酸!理论

等电点
P+OQ

!属于稳定性蛋白质!呈疏水性"

"

转角和无规则

卷曲位于蛋白表面!有利于抗体嵌合!常含有优势抗原表

位*

<R

+

"

,-

.

/

蛋白中
"

转角和无规则卷曲含量高!提示其容易

与抗体嵌合!可能含有潜在的抗原表位"

,-

.

/

蛋白的空间构

象能够直观的展示蛋白质的立体构象!对进一步研究其结构与

功能的关系等具有重大意义"综上所述!本研究初步认识了

,-

.

/

蛋白的基本结构和功能!为进一步研究
,-

.

/

蛋白在结核

病治疗的应用价值方面提供了更多的理论依据"

参考文献
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