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人心房肌细胞的培养与鉴定
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5 5 【摘要】5 目的5 探索人心房肌细胞的原代及传代培养方法。方法5 取心外科手术患者（"6 7 8
96 # 岁，平均 :6 7 岁）常规切除的右心耳，利用组织贴块法原代培养心房肌细胞并进行传代培养，对培

养细胞（取第 $ 代）进行光镜、透射电镜形态学观察和免疫细胞化学鉴定，并绘制生长曲线。结果

原代培养"# 4 左右时细胞数目可达 "#9 8 "#! ; &)；此后每 < 8 7 4 可传代一次，大多可传至第 = 代。透

射电镜观察到典型心肌细胞的超微结构，免疫细胞化学分析显示 >#?以上的细胞呈 !@肌动蛋白及心

肌特异性肌钙蛋白"抗体染色阳性。细胞生长曲线显示第 $ 代细胞在密度为 " A "#9 8 = A "#9 ; &) 呈

对数生长，倍增时间约 :< -。结论5 利用组织贴块法成功培养出人心房肌细胞，所得心房肌细胞纯度

高并能传代培养，为深入研究人心房肌细胞的病理生理及分子生物学奠定了基础。

【关键词】5 细胞培养；5 人；5 心房肌细胞
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5 5 对于心房整体及单个心房肌细胞在各种病理

生理情况下生物学特性的研究，以往多靠动物模型

来完成，动物模型研究的良好结果不能直接推论到

人体，直接在人的心房肌细胞上进行研究的结果是

最可靠的。建立人心房肌细胞的体外培养方法意义

重大［"］。本研究旨在探索人心房肌细胞体外培养

的新方法。

材料与方法

"2 主要材料：ST%T 培养基、R%L%K、U@谷氨酰

胺（均为 V(J.C 公司产品），新生小牛血清（ 杭州四

季青生物制品公司），胰酶（S(0.C 进口分装），羊抗

人肌钙蛋白"（B+Q，K’+G’@.F1W），鼠抗人非特异性 !@
肌动蛋白、平滑肌特异性 !@肌动蛋白（K(,&’ 公司），

兔抗羊 Q,V@XQBN、羊抗鼠 Q,V@NY$（武汉博士德公司

分装），KLP@RZL（自标），细胞培养瓶、培养板、培养

皿（均为丹麦 [\[N 公司产品），荧光倒置显微镜

（日本 [(MC+），]%T@":##%^ 透射电镜（日本），U_‘@
型超薄切片机（瑞典）。
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!" 组织取材及细胞培养：心房标本取材于行心

外科手术患者常规切除的右心耳，于 # $ %& ’() 内

运送到实验室。* 例均为先天性心脏病患儿，其中

心房间隔缺损 + 例，心室间隔缺损 # 例。患者年龄

%, # $ -, & 岁，平均 !, # 岁，皆无心力衰竭和房性心

律失常，标本取材得到第四军医大学伦理委员会批

准。用无血清培养基洗涤，无菌条件下用眼科剪将

右心耳修剪成 % ’’. 大小的肌粒。洗去血细胞后，

用弯 吸 管 将 肌 粒 均 匀 贴 于 细 胞 培 养 瓶 内。置 于

./0、#123!、饱和湿度的培养箱中，*& ’() 后补加

%#1小牛血清的 4565 培养基，使肌小粒浸浴于培

养液中静止培养。观察并换液（. 7 换液一次），待

细胞接近长满瓶底即可传代。

细胞传代方法：至单层细胞铺满近培养瓶底的

8&1以上时即可进行传代。将原代细胞瓶内的培养

液倒去，加入 9:;（&, % ’<= > ?，@A/, !）充分清洗细胞

面，倾去 9:; 后加 &, !#1 胰酶 % ’=，镜下观察。当

细胞成片收缩呈球形时，立即加入含血清培养基终

止消化。用弯头吸管反复吹打瓶壁使细胞自瓶壁脱

落，%B ! 分装接种。先倒置培养瓶，*& ’() 后翻转培

养瓶，以差速贴壁法去除成纤维细胞及其他杂质。

细胞接近长满瓶底后（ 约 # 7）可再传代，取第 . 代

细胞片进行鉴定与实验。

." 光学显微镜观察与摄片：倒置光学显微镜下

观察细胞生长情况并摄片。

+" 细胞片标本制备：将盖玻片置于培养皿中，

将细胞悬液滴加在盖玻片上。待细胞长好后，用冷

丙酮固定 !& ’()，分别作荧光及免疫组化用。

#" 免 疫 细 胞 化 学 染 色： 取 待 用 细 胞 片，

&, % ’<= > ? 9:; 洗 . 次，每次 . ’()，吹干。以 &, %1
:;C 封闭 非 特 异 性 反 应（./0 水 浴 .& ’()），%1
DE(F<)GH%&& 打 孔，.1 A!3! 封 闭（ ./0 水 浴 .&
’()）。加鼠抗人平滑肌 !H肌动蛋白（./0 水浴 +#
’()）；9:; 洗 . ’() I . 次，加 ;9CHAJ9 标记的二抗

（./0水浴 +# ’()）；再 9:; 洗 . ’() I . 次，加底物

4C:HA!3!（./0水浴 +# ’()）；9:; 洗净，苏木紫衬

染 %# ’()，普通光学显微镜下观察并摄片。

免疫 荧 光 染 色：细 胞 片 用 %1 DE(F<)GH%&& 打

孔，加羊抗人 D)K、鼠抗人平滑肌 !H肌动蛋白（./0
水浴 +# ’()）；9:; 洗 . ’() I . 次，加兔抗羊 KLMH
NKD2、羊抗鼠 KLMH2O.（./0水浴 +# ’()），荧光显微

镜下观察并摄片。

以上免疫细胞化学实验皆设立阴性对照（ 以

9:; 代替一抗）和阳性对照（正常人心房肌组织）。

-" 透射电镜标本制备与观察：取对数生长期的

单层细胞，弃去培养液，用自制橡皮细胞刮刮下单层

细胞，用吸管将细胞移入 %& ’= 尖底离心管中，加

+0预冷的 9:;，以 !&&& E > ’() 离心 !& ’()；弃上清

液，用吸管沿管壁缓缓加入 !1 戊二醛固定 ! P，%1
四氧化锇再固定 ! P，丙酮逐级脱水，环氧树脂 -%8
包埋，?Q:HR 型超薄切片机切片，醋酸双氧铀、枸橼

酸铅双重染色，S65H%!&&6G 透射电镜观察。

/" 细胞生长曲线的绘制：取生长状态良好的第

. 代细胞，接种于 !+ 孔培养板内，每孔 % I %&# 个细

胞，加入 % ’= 4565 培养液，置 ./0、#1 23! 孵箱

中培养；每 !+ P 任取 . 孔，以 &, !#1 的胰蛋白酶消

化制成单细胞悬液，计数（ 每次计数 . 遍，取平均

值），待细胞长满时停止计数，绘制生长曲线，计算

群体 倍 增 时 间（ D7），计 算 公 式：D7 T F I =<L! >
（ =<LUFH=<LU<），其中 F 代表培养时间，U< 及 UF 分别

代表接种后及培养 F 小时后的细胞数。

8" 统计学处理：实验重复 * 次（共 * 例）。数据

以用 "! V " 表示，采用 6WXY= 软件进行统计分析并绘

制曲线图。

结 果

%" 心房肌细胞的培养及光学显微镜观察：采用

组织块培养法贴块 + $ # 7 后即可见有细胞从肌小

粒（组织块）边缘爬出，细胞呈梭形（图 %）。此后细

胞数明显增多，%& 7 左右时细胞生长密度可达瓶底

的 /&1 $8&1（图 !），其数目可达 %&- $ %&/ > ’=，此

时即可传代。此后每 + $ # 7 可传代一次，大多可传

8 代，细胞生长共 %, # 月余。

!" 心房肌细胞的免疫细胞化学鉴定：培养的细

胞 *&1以上非特异性 !H肌动蛋白抗体染色阳性（图

.，+），平滑肌特异性 !H肌动蛋白抗体染色阴性；心

肌特异性 D)K 抗体染色阳性进一步证明培养的细胞

为心肌细胞（图 #）。

." 透射电镜观察：培养 . 代的细胞可见较多微

（肌）丝和线粒体，细胞器靠近细胞核，符合典型心

房肌细胞的超微结构（图 -）。

+ " 细胞生长曲线绘制（ 图/）：第.代人心房肌

细胞在密度为 % I %&- $ 8 I %&- > ’= 呈对数生长，倍

增时间约 !+ P。
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图 !! 心房肌组织块法培养，贴块 " # 后细胞由肌小粒边缘爬出（ $ %&&）! 图 "! 组织块法培养的心房肌细胞贴块 ’& # 后，心房肌细胞密集

生长（ $ %&&）! 图 #! 第 ( 代细胞的免疫细胞化学鉴定，)&* 以上培养细胞的胞浆中充满棕色颗粒，为 !+肌动蛋白抗体染色阳性（ $ "&&）

图 $! 第 ( 代细胞的免疫荧光染色鉴定，)&* 以上培养细胞的胞浆中充满红色颗粒，为 !+肌动蛋白抗体染色阳性（,-( 标记法，$ "&&）! 图

%! 第 ( 代细胞的免疫荧光染色鉴定，)&* 以上培养细胞的胞浆中充满绿色颗粒，为 ./0 阳性着色，证明所培养细胞的心肌起源（10., 标记

法，$ %&&）! 图 &! 第 ( 代细胞的透射电镜照片，细胞内较多微（肌）丝，线粒体清晰可见（ $ %2 3&&）

图 ’! 第 ( 代心房肌细胞的生长曲线

讨 论

人心肌细胞培养模型综合了急性分离的心肌细

胞及在体模型的优点，培养过程中可使分离时受损

伤的心肌细胞得以修复；可以排除其他多种干扰因

素（如神经体液、血液动力学等），在一种特定环境

下从细胞水平研究各种因子对人心肌细胞的影响；

另外，人心肌细胞培养模型中可用于研究蛋白和基

因的表达，在分子生物学实验中有重要的应用价值。

但由于培养条件脱离生理环境，细胞许多“表型”特

征会发生变化，如因肌原纤维迅速降解而失去收缩

功能等，表明培养细胞同时存在一些缺点［’］。

由于受到分离培养技术的限制，人心房肌细胞

的研究相对滞后。目前，人心房肌细胞培养主要采

用酶消化法［%+"］。但成熟人心房肌细胞属终末期细

胞，极易受缺血、缺氧、酶消化和机械刺激等因素的

损伤；而且由闰盘和细胞外间质形成强有力的物理

连接，因此难于分离；另外，无钙环境下分离的心房

肌细胞为不耐钙细胞，当细胞外环境恢复为生理状

态下时极易产生瞬间收缩而失去在体的形态，为此

人心房肌细胞的分离培养具有相当的难度。最近，

国外有研究采用组织贴块法原代培养人心房肌细胞

获得成功，细胞在体外培养环境下存活可达 (4［3］。

与消化培养法相比，组织块培养法实用、可行，耗材

少、成本低；而且使细胞免受缺氧、酶消化和机械刺

激等因素的损伤，具有一定的优越性。

本研究旨在探索人心房肌细胞体外培养的新方

法。我们以心外科手术体外循环切下的先心病幼儿

心耳为标本，采用组织贴块法进行培养。进一步的

形态学观察及免疫细胞化学鉴定显示，培养细胞的

透射电镜观察符合典型心房肌细胞的超微结构；

)&*以上细胞非特异性 !+肌动蛋白抗体染色阳性，

而平滑肌特异性 !+肌动蛋白抗体染色阴性；心肌细

胞特异性 ./0 抗体染色阳性（ 占 )&* 以上）进一步

证明培养的细胞为心肌细胞。另外本研究首次发

现，幼年人的心房肌细胞可传代培养。曾有研究发

现，小儿的心室肌细胞可传代培养，细胞分裂并发生

表型变化，传代 %" 次、长达 5 个月方失去增殖能

力［5］。我们采用组织贴块法培养人心房肌细胞，
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! " # $ 后可见肌细胞由肌小粒边缘爬出，%& $ 后细

胞数可达 %&’ " %&( ) *+，并可继续传代培养，使短期

内获得大量心房肌细胞成为可能，也为进一步开展

人心房肌细胞分子生物学及人心房肌细胞移植研究

创造了条件。由于成年人心肌细胞不能再生，对缺

血的耐受性也较弱；人心房肌细胞可传代培养及增

殖的现象，可能给心肌细胞移植治疗心肌梗死后心

力衰竭带来新的契机。

组织贴块法培养人心房肌细胞方法的建立，为

人心房肌细胞基因表达及信号转导的研究奠定了基

础。如进一步探索在各种致病因素及药物作用下，

人心房肌细胞离子流与基因表达的变化及其信号转

导机制，将推进心房扩大、房性心律失常、心房重构

的机制及防治研究。
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·论著摘要·

益心饮对感染柯萨奇 ,F 病毒小鼠心肌组织穿孔素和

颗粒酶 , 基因表达的影响

秦志丰 Z 魏晓 Z 魏品康 Z 许玲 Z 郑培勇 Z 尤圣富

Z Z 本实验在小鼠急性病毒性心肌炎模型上观察了益心饮

对心肌穿孔素和颗粒酶 , *9Q8 表达水平的影响。

%= 材料与方法：雄性 ,5+[ ) A 小鼠、! " ’ 周龄、体重（E& \
E）J ，%E& 只，分为正常对照组，病毒模型组，病毒 W 黄芪对照

组，病毒 W 益心饮低、中、高剂量组，每组各 E& 只。除正常对

照组外，均 于 实 验 当 日 在 小 鼠 腹 腔 注 射 柯 萨 奇 ,F 病 毒

（D],F）稀释液 &^ E *+ 复制病毒性心肌炎动物模型。正常

对照组腹腔注射 &^ E *+ 不含病毒的稀释液。实验当日在病

毒接种 F& *-4 后，各组灌胃黄芪注射液 %& J·RJ _%·$ _%、益

心饮 E^ # J·RJ _%·$ _%、# J·RJ _% ·$ _%、%& J·RJ _% ·$ _%，

正常组、模型组灌胃同体积的生理盐水，连续 %! $。于第 (、

%! 天各组分别处死 ’ 只，无菌摘取心脏，一半置 !‘ 多聚甲

醛固定，一半置 _ (&a 冷冻。心肌标本常规 Pb 染色，光镜

下观察心肌病理变化，计算心肌病变积分。以 !H肌动蛋白

为内参照物，采用 9>H7D9 法，计算穿孔素、颗粒酶 , 和 !H肌
动蛋白的比值。

E= 结果：感染病毒后第 (、%! 天，所有药物治疗组心肌炎

性和坏死等病理改变均明显轻于病毒模型组（! c &^ &# 或

! c &^ &%）。第(、%! 天各组中 !H肌动蛋白的 *9Q8 均有稳

定的表达，正常对照组未见穿孔素和颗粒酶 , *9Q8 表达。

( $ 时穿孔素 ) !H肌动蛋白：病毒 W 黄芪对照组、病毒 W 益心

饮低、中、高剂量组为 E^ #G \ &^ F#、%^ GG \ &^ F&、%^ O% \ &^ !%、

%^ #( \ &^ E!，与病毒模型组 F^ %O \ &^ #E 比有差异（! c &^ &#
或 ! c &^ &%）。%! $ 时穿孔素 ) !H肌动蛋白：病毒 W 益心饮

中、高剂量组为 %^ ## \ &^ EE 、%^ EE \ &^ %E，与病毒模型组

%^ G( \ &^ %! 比有差异（! c &^ &# 或 ! c &^ &%）。( $ 时颗粒

酶 , ) !H肌动蛋白：病毒 W 黄芪对照组、病毒 W 益心饮低、中、

高剂量组为 %^ &O \ &^ %#、%^ FF \ &^ %( 、%^ EE \ &^ E&、&^ (E \
&^ EF，与病毒模型组 %^ ’E \ &^ %G 比有差异（! c &^ &# 或 ! c
&^ &%）。%! $ 时颗粒酶 , ) !H肌动蛋白：病毒 W 益心饮中、高

剂量组为 &^ GG \ &^ &(、&^ ’F \ &^ &G，与病毒模型组 %^ &% \
&^ &O 比有差异（! c &^ &# 或 ! c &^ &%）。

F^ 讨论：结果提示益心饮可降低穿孔素和颗粒酶 , 的

表达，尤以中、高剂量组的作用更加明显，抑制穿孔素和颗粒

酶 , 的表达可能有利于病毒性心肌炎的治疗。
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