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[摘摇 要] 摇 目的摇 优化 SD 乳鼠心肌细胞和心肌成纤维细胞的体外分离培养的条件和方法。 方法摇 分别用胰酶、
域型胶原酶依次消化分离心肌组织, 再通过两次差速贴壁分离法分别收集、培养乳鼠心肌细胞和心肌成纤维细

胞。 光学显微镜下分别观察心肌细胞和心肌成纤维细胞的基本形态特征的变化,原代心肌细胞行心肌肌钙蛋白免

疫荧光鉴定,而心肌成纤维细胞则用第 2 代行波形蛋白免疫荧光鉴定。 结果摇 心肌细胞在 2 ~ 4 h 开始贴壁生长,
12 ~ 24 h 贴壁速率大幅增加,并出现自发性搏动,48 ~ 72 h 心肌细胞粘合成簇,细胞成活率,纯度均达 95%以上;心
肌成纤维细胞第 2 ~ 4 代细胞生长良好,纯度高达 98% 以上。 结论摇 此种方法可得到产量大,纯度高,活力好的心

肌细胞和心肌成纤维细胞,为心血管疾病的基础与临床研究提供了理想的实验模型。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To optimize the conditions and methods of SD rat cardiomyocytes and cardiac fibroblasts in vitro
culture. 摇 摇 Method摇 Digested ventricular tissue with trypsin first, and then collagenase域. 摇 Collected and cultured neo鄄
natal rat cardiac myocytes and fibroblasts through the way of differential adhesion for two times. 摇 The basic shape change of
cardiac myocytes and cardiac fibroblasts were observed under the opitical microscope. 摇 Cardiac myocytes were assayed by
cardiac troponin immunofluorescenee and the second generation cardiac fibroblasts were assayed by vimentin immunofluores鄄
cence. 摇 摇 Results摇 Cardiomyocytes began to adhere and grow after 2 ~ 4 hours; The adherent rate increased substantially
and the cells beated spontaneously after 12 ~ 24 hours; 48 ~ 72 hours later cardiomyocytes adhered to be clustered; Both of
the cells爷 survival rate and purity reached more than 95% . 摇 The second generation to the fourth generation cardiac fibro鄄
blasts grew wel1 and its purity was as high as 98% . 摇 摇 Conclusion摇 A great quantity, purity and high survival rate of
cardiocytes and cardiac fibroblasts can be effectively cultured by this method. And it provides an ideal experimental model
for the cardiovascular disease and clinical studies.

摇 摇 体外培养心肌细胞及心肌成纤维细胞,可在不

受神经、内分泌等其他因素的影响下模拟多种病理

模型[1,2],是心血管疾病基础研究的基本方法之一,

有着广阔的应用前景。 但目前体外培养心肌细胞

及心肌成纤维细胞仍存在细胞成活率低,活力及纯

度不够的现象,尤其是心肌细胞。 本次实验参照文
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献[3,4]方法进行部分改进,得到生长状态良好、纯
度较高的心肌细胞及心肌成纤维细胞,现将具体实

验方法和经验予以报道。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 材料

摇 摇 出生 1 ~ 3 天 SD 乳鼠, 雌雄不限,由新疆医科

大学第一附属医院实验动物中心提供。 CO2 培养箱

购自 Thermo Forma 公司;恒温离心机、超净工作台、
荧光倒置显微镜购自 Leica 公司;眼科手术器械三

套;胎牛血清、高糖达氏改良伊格尔(DMEM)培养基

购自 Gibco 公司;双抗购自 HyClone 公司;谷氨酰

胺、D鄄Hanks、胰酶、 40 g / L 多聚甲醛、 2. 5 mL / L
Triton X鄄100、0. 4% 台盼蓝、5鄄溴脱氧尿嘧啶核苷

(BrdU)均购自 Sigma 公司;域型胶原酶购自 Worth鄄
ington 公司;正常驴血清、DyLight594 标记的驴抗小

鼠 IgG、FITC 标记的驴抗兔 IgG、1 mg / L DAPI 购自

ImmunoReagents,Inc. 公司;小鼠抗心肌肌钙蛋白 T
抗体购自 Abcam 公司;兔抗波形蛋白单克隆抗体购

自 Cell Signaling 公司。
1郾 2摇 试剂配制

配制含有 100 mL / L 胎牛血清,100 kU / L 青霉

素、100 mg / L 氯霉素,10 g / L 谷氨酰胺,10 g / L 非必

需氨基酸的高糖 DMEM 完全培养液,用 D鄄Hanks 溶

液配制 1 g / L 胰酶,0. 8 g / L 域型胶原酶,以上液体

均需调整 pH 值在 7. 0 ~ 7. 2 之间。
1. 3摇 组织消化和分离细胞

取乳鼠 8 只, 无菌条件下开胸取出心脏,剔除

大血管等组织,留取心尖部心室组织,沿其纵轴剪

3 ~ 4下,使其呈花瓣状,放入装有 1 g / L 的胰酶瓶子

中,置于摇床上以最小往复速度,4益冰箱消化过夜。
第 2 天弃去大部分胰酶,加入等量完全培养液终止

消化,弃上清。 加入浓度为 0. 8 g / L 域型胶原酶置

37益水浴箱震荡消化 8 ~ 10 min,收集上清,置于加

有等体积培养液的离心管中。 重复上述步骤 3 ~ 4
次,直到组织块基本消化完为止。 收集各次消化的

液体, 以 1 200 r / min 离心 5 min, 弃上清, 用完全

培养基重悬,接种于第 1 个 100 cm2 培养皿中,放入

37益 50 mL / L CO2 培养箱中孵育 50 min(第 1 次差

速贴壁)。 吸出尚未贴壁的细胞悬液置于第 2 个

100 cm2 的皿中,同样条件下再培养 35 min(第 2 次

差速贴壁), 收集细胞悬液,台盼蓝染色计数,根据

不同实验目的用完全培养液调整细胞密度为 1 伊

108 / L,并加入 BrdU 以抑制非心肌细胞增殖,接种于

相应的培养器皿中。 在 2 次差速贴壁的第 1 和第 2
个 100 cm2 皿中 (主要含心肌成纤维细胞)加人完

全培养基继续培养。
1郾 4摇 心肌细胞成活率检测

用台盼蓝法检测心肌细胞存活率。 正常心肌

细胞为透明、折光性强的圆形细胞,未染色,死亡细

胞呈蓝色。 细胞成活率(% ) = [(总细胞数 - 着色

细胞数) / 总细胞数 伊 100% ]。
1郾 5摇 心肌细胞搏动及形态学观察

倒置显微镜下观察心肌细胞和心肌成纤维细

胞生长状态、形态变化;观察心肌细胞搏动的频率、
节律、强度及范围,以判断心肌细胞生长状态。
1郾 6摇 心肌细胞和心肌成纤维细胞的免疫荧光法

鉴定

取原代心肌细胞以 3 伊 108 / L 接种于放有无菌

盖玻片的 6 孔板内制作细胞爬片,48 h 后取出爬片,
40 g / L 多聚甲醛固定 15 min,2. 5 mL / L Triton X鄄100
透化 10 min,驴血清室温封闭 30 min,加入小鼠抗心

肌肌钙蛋白 T 抗体,室温孵育 1 h,加入荧光二抗

DyLight594 标记的驴抗小鼠 IgG,避光室温孵育 1 h。
避光加入 DAPI 染色 1 min,倒置荧光显微镜下拍照

记录。 心肌成纤维细胞则用传至第 2 代的细胞行波

形蛋白抗体鉴定,一抗加入兔抗波形蛋白单克隆抗

体,二抗加入 FITC 标记的驴抗兔 IgG,方法同上。

2摇 结摇 果

2. 1摇 心肌细胞的存活率及产量

摇 摇 台盼蓝染色计数 200 个细胞,10 个细胞染色阳

性, 细胞存活率 95% 。 由公式:均数 伊 2 伊 107 =
cells / L,算出每升细胞悬液中所含心肌细胞数量,再
粗略推算 1 只乳鼠心肌细胞的产量 = 均数 伊 2 伊 107

伊总细胞悬液量 /乳鼠心脏总量,约为 3. 1 伊 106 个

细胞。
2郾 2摇 心肌细胞的形态学特征

刚分离的心肌细胞呈圆形或椭圆形,培养 2 h ~
4 h 细胞开始贴壁生长,逐渐变为梭形、三角形、星
形、多边形等形态, 立体感明显,折光性强。 培养 24
h 后细胞贴壁完全且分布均匀,可见部分贴壁的单

个细胞出现自发性搏动,搏动的频率和节律不同;
培养 48 h 后细胞伸出的伪足相互形成交联,偶有菊

形的细胞团形成,搏动频率 50 ~ 150 次 / min 不等。
培养 72 h 后细胞伪足相互接触交织成密集的网,形
成放射状排列的细胞簇,可见岛屿样搏动, 呈同步
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性, 搏动频率 80 ~ 150 次 / min,细胞搏动率可达到 90%以上(图 1)。

图 1. 普通光学显微镜下心肌细胞( 伊 100)摇 摇 A 为传统方法所得 24 h 后心肌细胞,B 为改良方法所得 24 h 后心肌细胞,C 为改良方法

所得 48 h 后心肌细胞,D 为改良方法所得 72 h 后心肌细胞。

Figure 1. Myocardial cells under light microscope( 伊 100)

2郾 3摇 心肌成纤维细胞的形态学特征

心肌成纤维细胞在培养 30 ~ 50 min 后大多数细

胞已贴壁,其中部分开始伸出伪足,伸展成梭形,多边

形,胞体较大,立体感不强,胞核清晰且大,通常含1 ~
3 个核呈椭圆形,胞质透明,呈薄片状,无自发性搏动

(图 2A)。 心肌成纤维细胞生长迅速,2 ~ 3 天即可铺

满皿的 80% ~90%,细胞排列紧密 (图 2B)。
2郾 4摇 心肌细胞的免疫荧光鉴定

倒置荧光显微镜下观察,红色为抗心肌肌钙蛋

白 T 抗体特异性染色,蓝色为 DAPI 染色的细胞核,
计数后,改良后心肌细胞的纯度可达到 95% 以上,
而传统方法所得心肌细胞的纯度只达 75%左右(图
3)。
2郾 5摇 心肌成纤维细胞的免疫荧光鉴定

倒置荧光显微镜下观察,绿色为波形蛋白特异

性染色,蓝色为 DAPI 染色的细胞核(图 4),计数

后,心肌成纤维细胞的纯度可达到 98%以上。

图 2. 普通光学显微镜下心肌成纤维细胞( 伊 100) 摇 摇 A 为

第一代心肌成纤维细胞,B 为第二代心肌成纤维细胞。
Figure 2. Cardiac fibroblasts under light microscope( 伊100)

图 3. 心肌细胞的免疫荧光鉴定摇 摇 箭头所指红色为抗心肌肌钙蛋白 T 抗体特异性染色,蓝色为 DAPI 染色的细胞核。 A 为改良后心肌细

胞荧光鉴定( 伊 200);B 为改良后心肌细胞荧光鉴定( 伊 400);C 为传统方法心肌细胞荧光鉴定。

Figure 3. Immunofluorescence identification of myocardial cells
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图 4. 成纤维细胞的免疫荧光鉴定摇 摇 箭头所指绿色为波形蛋

白特异性染色,蓝色为 DAPI 染色的细胞核。

Figure 4. Immunofluorescence identification of cardiac fi鄄
broblasts

3摇 讨摇 论

体外培养的心肌细胞和心肌成纤维细胞具有

定量、重复性和可控性好以及不受神经体液因素影

响等特点,利用体外培养的心肌细胞研究非血流动

力学因素所致的心肌肥厚及其他心血管疾病的发

病机制日益受到生物医学界的广泛关注。 如何成

功培养高纯度心肌细胞和心肌成纤维细胞是基础

研究心血管疾病的前提。
3郾 1摇 心室肌组织的剪切

不同于以往实验中将心室肌组织切成 1 mm3

的碎片[5],选择纵向将心室肌组织剪成花瓣状,不
仅可以使心肌组织更充分的和胰酶接触,而且避免

了剪切过程中心肌中所释放出来的毒素,同时也方

便消化收集细胞,极大程度上避免了心肌组织块的

误吸。
3郾 2摇 平衡盐溶液及培养基 pH 值

心肌细胞对 pH 值十分敏感,最适 pH 为 7. 0 ~
7. 2 左右,过酸、过碱均会严重影响心肌细胞的生长

和生理功能,所以严格要求、调整培养液和平衡盐

溶液的 pH 值尤为重要。 配制及使用培养液时应注

意:淤pH 值会在过滤后上升 0. 1 ~ 0. 3;于每次配好

的培养液尽量在 2 周内用完,否则其中的 CO2 会溢

出,导致 pH 上升。 使用前应补充谷氨酰胺和 NaH鄄
CO3。
3郾 3摇 消化酶的选择

胰酶的主要作用是分解组织间质的蛋白成分,
对细胞膜蛋白也具有较强的破坏作用。 胶原酶作

用缓和,能特异性地水解细胞间质中的胶原纤维,而

不损伤其它蛋白质和组织。 本次实验不同于以往

单一胰酶[3] 或胰酶和胶原酶同时联合运用[4] 消化

心肌组织的方法,首先用浓度为 1 g / L 的胰酶 4益过

夜消化心肌组织,不但避免胰酶对细胞膜的破坏,
而且有效的分解了心肌组织间质的蛋白成分,使心

肌组织变松散,次日用 0. 8 g / L 域型胶原酶多次重

复消化,注意控制消化时间。 此种消化方法能够保

证心肌细胞的数量和活力,并且完整的保存了心肌

细胞的结构和功能特点。
3. 4摇 差速贴壁法及 5鄄溴脱氧尿苷纯化心肌细胞

差速贴壁纯化法是根据心肌细胞和心肌成纤

维细胞贴壁速度的不同而进行的方法,单次差速贴

壁很难去除干净心肌细胞中成纤维细胞。 本实验

采取两次差速贴壁,并在心肌细胞培养液中加入 5鄄
溴脱氧尿苷,从而抑制非心肌细胞的增殖,联合两

种方法来提高心肌细胞和心肌成纤维细胞的纯度。
总之,此次研究通过长时间的实验证实,利用

胰蛋白酶与胶原酶依次消化心脏组织,通过两次差

速贴壁联合 5鄄溴脱氧尿苷的使用能较好的分离纯

化心肌细胞和心肌成纤维细胞,其纯度高、活性好、
细胞结构保存完整,是一种较为理想的心肌细胞和

心肌成纤维细胞原代培养方法,可用于多种心血管

疾病病理模型的建立。
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