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原代乳小鼠心肌细胞的分离培养及鉴定
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　　摘　要：目的　建立原代乳小鼠心肌细胞的培养方法，评价心肌细胞的存活状况并鉴定心肌细胞纯度。方法　应用胰酶联合

胶原酶共同消化３ｄ内Ｃ５７乳小鼠心脏，台盼蓝染色判断心肌细胞存活率，αａｃｔｉｎ免疫荧光染色鉴定心肌细胞纯度。结果　利用

３ｄ内乳鼠心脏可成功培养原代小鼠心肌细胞，台盼蓝染色显示细胞存活率大于９５％，αａｃｔｉｎ免疫荧光染色显示心肌细胞纯度达

９５％以上。结论　严格控制实验条件，可成功培养高存活率和高纯度的小鼠心肌细胞。
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　　各种基因敲除及转基因小鼠已广泛应用于心血管疾病动

物模型的建立，已为心血管疾病机制的研究作出了巨大贡献。

体外心肌细胞培养作为一种体外实验研究模型，可以排除神

经、体液的干扰而独立地从细胞和分子水平研究心血管疾病的

发生、发展机制，但由于小鼠心肌细胞的分离和培养比较困难，

所以一直限制了医学科研工作者在细胞生物学水平上对心血

管疾病方面的深入研究。本实验室在以往的经验基础上，摸索

出了一套成熟可行、简单可靠的小鼠心肌细胞培养方法，获得

的心肌细胞存活率高且纯度高。本文对此培养方法做一简单

介绍，并对其中的关键影响因素做详细的探讨。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　１～３ｄ龄野生型Ｃ５７新生乳鼠，ＳＰＦ级，

由第三军医大学实验动物中心提供，合格证号：ＳＣＸＫ（渝）

２００７０００３。

１．１．２　主要仪器与试剂　显微眼用镊、眼科剪、显微镊、显微

剪（上海医疗器械有限公司），器械使用前清洗干净并经高压灭

菌（１２１℃，２０ｍｉｎ）。二氧化碳培养箱、倒置显微镜（ＯＬＹＭ

ＰＵＳ）、超净工作台（苏净安泰）、低温台式离心机（Ｓｉｇｍａ）。小

牛血清、ＤＭＥＭ／Ｆ１２、胰酶、胶原酶Ⅱ（ＧＩＢＣＯ），ＢｒｄＵ溴脱氧

尿苷（Ｓｉｇｍａ），青霉素、链霉素（华美生物工程公司），ａｎｔｉαａｃ

ｔｉｎｉｎ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），组织固定液（Ａｌｐｈｅｌｙｓ），ＴｒｉｔｏｎＸ１００（Ａｍｒｅｓ

ｃｏ），ＳｌｏｗＦａｄｅＧｏｌｄａｎｔｉｆａｄｅｒｅａｇｅｎｔｗｉｔｈＤＡＰＩ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），

ＡｌｅｘａｇｏａｔａｎｔｉｍｏｕｓｅＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）。

１．２　方法

１．２．１　心肌细胞培养方法　乳鼠７５％乙醇全身消毒，眼科剪

沿剑突处正中线开胸，轻轻挤出心脏，迅速用弯显微镊取下心

脏，放入盛有冷ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液的平皿中。用眼科剪剪掉

两心耳，轻柔清洗残留血液后心脏转入另一盛有冷 ＤＭＥＭ／

Ｆ１２培养液的培养皿中，将心脏均匀剪成约１ｍｍ３ 的碎片。将

心脏脆片组织转入无菌离心管中，加入约１０倍体积的消化液

（胰酶０．１２５％，胶原酶Ⅱ０．１２５％），将离心管放入３７℃温水

中，不时振荡以保持心肌碎片始终处于悬浮状态。首次消化

１０ｍｉｎ，自然沉降，弃上清液。再加约１０倍沉淀体积的消化液

继续消化１５ｍｉｎ（不时振荡以保持心肌碎片始终处于悬浮状

态，后同），自然沉降，吸取上清液转移至另一离心管，加１倍体

积含２０％血清的完全培养液终止消化。剩下的心肌碎片补加

消化液直至消化完全。合并上清液，４００ｇ离心８ｍｉｎ，弃去上

清液，加入适量培养基，轻柔吹打重悬细胞。将细胞悬液经４０

μｍ细胞过滤网过滤，以滤去细胞团块，将细胞接种于１００ｍｍ

培养皿中进行差时贴壁９０ｍｉｎ，以除去心肌成纤维细胞和血管

细胞等非心肌细胞。轻轻吸出上清液，４０μｍ滤网过滤，加入

溴脱氧尿苷（ＢｒｄＵ），使其培养液终浓度为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ，轻柔

混匀之后，种植到包被好明胶的６孔板中。３７℃５％ ＣＯ２ 孵

育４８ｈ后用无血清ＤＭＥＭ／Ｆ１２清洗１次，更换完全培养液，

以后每隔２４ｈ更换１次完全培养液，完全培养液含０．１ｍｍｏｌ／
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ＬＢｒｄＵ终浓度。

１．２．２　心肌细胞存活率测定　心肌细胞差时贴壁后接种前，

吸取１００ｍＬ细胞悬液与１００ｍＬ台盼蓝染色液均匀混合，染

色３ｍｉｎ后吸取少量经染色的细胞混合液，用血细胞计数板计

数，至少数５００个细胞，数出蓝色细胞和细胞的总数，蓝色细胞

为死亡细胞，未着色细胞为活细胞，计算细胞存活率。细胞存

活率＝（细胞总数－蓝色细胞数）／细胞总数×１００％。

１．２．３　心肌细胞形态学观察　心肌细胞接种于３５ｍｍ小皿

中培养贴壁后，倒置显微镜下观察心肌细胞形态并拍照。

１．２．４　心肌细胞纯度鉴定（αａｃｔｉｎ染色）　心肌细胞接种于

３５ｍｍ培养皿中培养。贴壁后，吸去培养液，ＰＢＳ液轻柔漂洗

细胞爬片后于ＣＯ２ 培养箱中孵育４５ｍｉｎ。取出，弃去ＰＢＳ液，

加组织固定液室温固定１２ｍｉｎ。吸去固定液，加ＰＢＳ液轻柔

漂洗５ｍｉｎ×３次。弃ＰＢＳ液，０．２％ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温打孔通

透５ｍｉｎ，吸去通透液，加ＰＢＳ液漂洗５ｍｉｎ×３次。５％羊血清

室温封闭２ｈ，吸去封闭液，滴加１∶１００稀释（稀释液１％羊血

清）的ｒａｔａｎｔｉｍｏｕｓｅαａｃｔｉｎ抗体，用封口膜盖好，４℃过夜。

取下封口膜，用自制针头小钩取出细胞爬片，ＰＢＳ液漂洗５ｍｉｎ

×６次，滴加二抗（ｇｏａｔａｎｔｉｒａｔＩｇＧ，按１∶２００稀释），封口膜

盖好，３７℃避光孵育１．５ｈ。取下封口膜，吸去二抗，ＰＢＳ液漂

洗５ｍｉｎ×４次，取出爬片，蒸馏水漂洗，ＤＡＰＩ封片。荧光镜下

观察，拍照，免疫荧光染色阳性者为心肌细胞，同一视野下普通

光下观察、拍照、计数肌细胞总数，计算心肌细胞纯度。

２　结　　果

２．１　细胞存活率测定　台盼蓝染色观察显示细胞存活率达

９５％以上。

图１　　培养３ｄ的心肌细胞

图２　　心肌细胞的ａｎｔｉαａｃｔｉｎ染色鉴定

２．２　心肌细胞形态学观察　心肌细胞未贴壁悬浮于培养液中

时形状为椭圆形或圆形。１ｄ左右，心肌细胞开始长出伪足；

２ｄ左右，伪足在镜下成纤维条索状，此时心肌细胞则已完全贴

壁，细胞胞体呈不规则形状，如梭形、菱形或多角形，细胞开始

聚集生长（图１）。３ｄ左右出现同步自发性搏动，每分钟约

１００次。

２．３　心肌细胞纯度鉴定　心肌细胞ａｎｔｉαａｃｔｉｎ染色呈阳性

（图２），可见明显的心肌特异性横纹肌结构，细胞核周围可见

棕黄色颗粒，心肌细胞阳性率大于９５％。

３　讨　　论

鼠心肌细胞培养包括大鼠心肌细胞培养和小鼠心肌细胞

培养，大鼠心肌细胞培养技术已相对成熟，已广泛应用于心血

管疾病的研究，而小鼠心肌细胞的培养技术则难度较大，目前

应用受限。小鼠心肌细胞的培养又包括成年小鼠和乳小鼠心

肌细胞的培养，由于成年小鼠心肌细胞已失去增殖分化能力，

培养难度则更大，在此文中仅讨论乳小鼠的心肌细胞培养技

术。心肌细胞在培养过程中易受各种处理因素和操作水平的

影响，其存活率、搏动效果和纯度均是影响后续实验的主要因

素，也是该技术的瓶颈问题。因此，本文对心肌细胞培养过程

中影响心肌细胞存活率、搏动效果和纯度的影响因素进行重点

讨论。

３．１　鼠龄选择　小鼠心肌细胞随年龄的增长，其增殖分化能

力逐渐减弱，新生３ｄ内，尚具有部分增殖分化能力
［１２］，而成

年小鼠心肌细胞则不具备增殖能力成为终末分化细胞。因此，

在选择鼠龄时，应尽量选择１～３ｄ鼠龄的乳鼠，这样的心肌细

胞成活率及贴壁率较高。根据作者的经验，半日龄内乳鼠最为

理想。

３．２　心肌细胞消化　消化过程是影响心肌细胞存活率的重要

因素，其主要影响因素有消化酶、消化温度和振荡力度。用于

心肌细胞消化的酶主要有胰酶和胶原酶，胰酶不仅可分解组织

间质蛋白成分，同时对肌细胞膜蛋白亦起较强的破坏作用［３４］，

因此，对心肌细胞损伤较大，但消化彻底。胶原酶主要作用于

细胞间质的胶原纤维［５］，故作用缓和，对细胞损伤也较小，但消

化时间长且不彻底。本实验室的经验为胰酶联合胶原酶同时

使用，以降低胰酶对细胞的损伤，同时又不影响心肌细胞的彻

底消化。不同浓度配比的胰酶和胶原酶混合消化液对心肌细

胞的作用时间也是有影响的。本实验室应用的胰酶和胶原酶

的比例为１∶１（０．１２５％∶０．１２５％），消化温度为３６．５℃～３７

℃，振荡频率及力度以达到使心肌碎片处于均匀悬浮状态即

可，除首次消化外每次消化１５ｍｉｎ。首次消化下来的细胞主要

为一些血细胞和从组织边缘消化下来的坏死心肌细胞及其细

胞碎屑，应弃去。使心肌碎片始终处于悬浮状态是为了保证心

肌碎片与消化液充分接触，达到同步消化。小鼠心肌细胞比较

脆弱，振荡力度不宜过大且建议不使用搅拌子进行搅拌消化。

３．３　防止污染　防止细胞污染是心肌细胞成功培养的另一重

要因素。细胞培养过程中污染来源主要有以下几条途径：（１）

不洁的动物组织标本：取材时动物消毒不彻底或操作不小心导

致心脏组织污染；（２）清洗消毒：培养用物品、材料洗刷不净，引

入微生物和有毒物质；（３）操作：操作者未戴口罩、帽子，或操作

不当心、操作不规范将无菌器具碰到了污染的物品；（４）空气：

空气中含有大量的微生物也是导致细胞污染的主要原因，常见

的有细菌、真菌、支原体等；（５）血清：市售血清灭菌不彻底，潜

在病毒和支原体污染。

３．４　细胞纯化　心脏组织消化下来的细胞主要包括心肌细胞

（约８０％）和成纤维细胞，另外有少部分血管细胞等
［６］。尽管
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成纤维细胞在数量上不及心肌细胞，但成纤维细胞具有增殖分

化能力，生长迅速，且贴壁较心肌细胞早，若不加以控制，则会

生长成为优势细胞，严重影响心肌细胞的纯度和生长状态。在

此，可以利用成纤维细胞较心肌细胞贴壁早的特点，在培养６０

～９０ｍｉｎ时，大部分成纤维细胞已贴壁而心肌细胞尚未贴壁。

采用差速贴壁的方法可除去大部分成纤维细胞。差速贴壁剩

下的少量成纤维细胞可通过在培养基中加入溴脱氧尿苷（Ｂｒ

ｄＵ）以抑制成纤维细胞的ＤＮＡ和蛋白质合成
［７］加以控制。本

实验室经过差速贴壁和ＢｒｄＵ处理后，心肌细胞的纯度一般可

达９５％以上，完全可用于后续试验。另外，小鼠心肌细胞比较

脆弱，在各操作步骤中若时间与力度控制不是很准确时，则会

遇到心肌细胞贴壁不好的情况。根据作者的经验，此时可用

１％明胶包被培养皿则可良好贴壁。

３．５　接种密度　心肌细胞接种密度不仅可影响细胞间的相互

接触，并且会影响细胞长期培养的成活率［８］。接种细胞的密度

应根据实验观测目的而定。一般而言，若需单个心肌细胞贴壁

生长，如作形态学观测，６孔板中每孔的接种细胞数量应控制

在（１～２）×１０５ 个；若需心肌细胞形成单层细胞或多层细胞，

或形成细胞簇，如收获心肌细胞作 ｍＲＮＡ或蛋白表达水平的

观测时，则每孔的接种密度可增加到（５～６）×１０５ 个。

３．６　其他　其他影响因素包括培养液的ｐＨ值，ｐＨ值为７．０

～７．２时更利于细胞的生长
［９］，且培养液随着放置时间的延长

ｐＨ值逐渐升高，因此，最好现配现用。若操作技术娴熟，培养

液里可不加抗菌药物。本实验发现培养液里不加抗菌药物时，

心肌细胞生长状态更为良好；换液时间太短或太长均不利于心

肌细胞生长，以肉眼可见培养液颜色改变即ｐＨ值改变时换液

即可。

４　结　　语

小鼠心肌细胞在培养技术上还存在着一定的难度，如何简

化分离、纯化步骤、提高心肌细胞存活率和纯度仍是小鼠心肌

细胞培养技术的关键。随着各种基因敲除和转基因小鼠在心

血管疾病机制研究中的广泛应用，相信与之相对应的小鼠心肌

细胞体外模型会将心血管疾病的机制研究在细胞和分子水平

上推向一个新的高度。
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