
分离的成年大鼠心肌细胞的 Ca2 +流入测定

笃兆莺 * fi页全保川 果五点廉*

C'上海市第六人民医院老年病研究室 200233 ) 

( ' .中国科学院上海细胞生物学研究所)

钙离子通透心肌细胞膜的流量调控研究，

不仅在心肌细胞膜功能的理论上而且在临床实

践中都很重要。 80 年代初 ， Ney ier 发现心肌

组织在缺血和缺氧损伤后细胞能否继续生存，

与 Ca2+ ， Na + 在I K + 通过细胞膜的运输调控有

非常重要的关系 [IJ。为了在心肌细胞水平上进

行细胞膜的离子运输测定， 一些人用膜蛋白酶

消化分肖鸡胚的或乳鼠的心肌细胞，经培养形

成贴壁单层后供在不同实验条件下的细胞膜离

子流量测定 [2，句。近年来，成年动物心肌细胞

的分离也已获得进展，而且这种细胞被认为是

一种心肌 局部缺血 的更理想的体外研究模

型[4 J 。

本研究以分离的成年大鼠心肌细胞作为实

验材料，应用放射性|司位京 4 5Ca2 + 示踪技术，

进行 Ca2 + 通透心肌细胞膜的流量动力学分析。

本文主要报道新鲜分离的成年大鼠的心肌细胞

可作为耐究心肌细胞膜离子运输功能的体外实

验模型， 为进一步开展心脏复苏药物的作用机

制研究打下基础。

材料和 方法

1. 实验动物和药品

成年 Wistar 大鼠由上海细胞生物学研究所实验动

物房供给。 一般化学试剂均为国产 AR 级。胶原酶

(Coilagenase typell)购自 Sigma 公司 ; 山梨醇为第二

军医大学药学系产品 ; '5CaCl z(0 . 37- 1.5 GBq x mg- 1 

Ca'+)购自 Amersham 公司。 硝苯甲 氧乙基异丙~定(尼

莫的平， Nimodipine)购白天津中央制药厂。

2. 心肌细胞的分离和收集

成年大鼠心肌细胞的分离参照H巳eid由e 等的方法 I川' 1

简单过程如下z 选取 200-300 克体重的 Wistar大鼠 ，

戊巴比妥制麻醉，打开胸腔， 取出 心脏 ， 在冰冷的缺

Ca 1 + 液中洗涤干净后，将心脏安装在 Langendoff 装

置上 ，用缺 Ca2+ 液灌注 5 分钟， 接着用含胶原酶(1.25

mg/ml ) 的缺 Ca2+ 液循环灌注 45 分钟 ， 取左右心室部

分，剪碎和分散细胞。 采用自然沉淀法分次收集心肌细

胞 ，并制备实验所需的细胞悬液，供当日实验使用。整

个分离心肌细胞的过程在 37 0C下进行。

3 . 心肌细胞形态和成活率鉴定

在光学显微镜下用血球计数板计数细胞， 杆状和

球形细胞分类统计， 并以细胞对锥虫蓝染料的排斥能

力 ， 计数成活和非成活的细胞[川‘'1

4仁. Ca'+ 遇遗心肌细胞脯的流入量测窟

Ca' + 流入1ll1U定参考 McCall 等的方法I31 ， 并加以

改进s 计数分离的心肌细胞，制备每毫升流量测定液

中含 7 x 10'→105 个细胞的主主液(流量1ll1U定液成分为 s

120 mmol / L NaCl , 30 mmol/ L KCl , 3.4 mmol / L 

MgClz, 15 mmol/L 葡 萄糖 ， 30 moJ /L牛磺 酸和 5

mmol/ LHEPES , pH7 . 4, ;lJ日入 CaClz 至实验所需浓

度)。 流入测定系统温商在 37 0C振荡恒温水浴槽内 ，在

加入 '5Ca z + (l . 0 5-2 . 1 μCi x ml- 1 ) 时开始计时。按实

验设计的时间 ， 分别l以取 200 μl 均匀的细胞悬液， 立

即与 30 倍体积的终止液( 7 %山梨醇)i昆军日 ， 离心 ( 3000

rpm) 2 分钟 ， 沉淀的 细胞再以终止液洗涤 2 次后与

100 μ1 的 5% SDS 充分混匀， 移入计数杯和加入 3 ml 

闪烁液， 用 Beckman LS 5801 液体闪 烁计数仪计数

cpm o 取 5 μ1 细胞起;液计数总 cpm， 数据处理参照文

献[气 以每个心肌细胞流人 fmol Ca2 + 为计算单位。

结 果

1 . 分离的心肌细胞形态和成活率

用胶原酶灌注成年大鼠的离体心脏，可获

得大量的单个分离的心肌细胞(图版 A 图) 0 18 

只动物个体的统计数据显示，平均从每只大鼠

心脏的心室部分可分离收集到 5.1 土 0.6 X106

个心肌细胞(表 1 )， 其中杆状细胞约占 85% ，

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志



40 细胞 生 物 学杂 志 1994 年

表 1 分离的成年大贼心肌细胞鼓量、 形态和成活率统计表

动物个体数
细胞数

(个土 SE )

杆状细胞率 杆状拒染细胞率事

<% ::t SE ) <%土 SE )

18 5 . 1 士 0 . 6 x106 84 . 8 土 1. 7 82 . 7 士 1. 7

* 指形态完整并对锥虫蓝把染的杆状细胞即成活细胞

活细胞占 82%左右。球状细胞如图版 B 图箭

夫所示， 表明细胞的质膜结构已遭受不可逆性

破坏，细胞变形成球状 ，且迅速被锥虫蓝染色 ，

为死亡心肌细胞。而在较高倍数的光镜下观察 ，

可以看到绝大多数杆状细胞形态完整， 能清晰

地显示纹状结构并对锥虫蓝拒染， 为成活心肌

细胞(图版图 C) 。

2 . Ca2 +流入心肌细胞的时间曲线

为丁证明以上分离i的一群心肌细胞的质膜

功能活性，我们进行了 45Ca2+通透心肌细胞膜

流入细胞内的时间曲线测定(图 ] )。 结果表明

在 3，0 分钟温育过程中，随着温育时间的延长，

Ca2 -+: 流λ量逐渐上升。然而，在开始几分钟

内， > Ca2，+流入速度较快，以后渐渐减慢， 有达

到平衡的趋势J当温育时-间达 60 分钟时 ，未导

致明显的 Ca2 ; 流入量的增加。说明 Ca2 + 流入

心肌细胞在动力学上有两个不同的时相 ， 其一

是快速运输相， 另一个为慢速运输相。 在上述

测定系统中，加入 10 μmol /L 浓度守的硝苯甲氧

乙基异丙吭观察其效应 ， 因 1 的测定数据表明 ，
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· 图 . 1 、 Cal + 流入分离心肌细胞的时间曲线图
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图 2 Ca 2 + 流入心肌 细胞的速度与 Ca2+滚

度的关系

硝苯甲氧乙 基异丙 l应对 CaZ + 流入心肌细胞约

有 30%的抑制作用。

3 . Ca2+ 流入心肌细胞的速度与其浓度的

关系

在改变 Ca2+浓度分别为1. 37 、 1 1. 37 、

2 0 、 200 和 5 00 ~mol /L 时的 Ca2 + 流入速度分

别为 0 . 11 士 0.01 、 0 . 33 土 0.05 、 0 . 7 3 士 0.008 、

8 . 91 士 0.2 1 和 2 1. 5 8 士 0. 96 ( fmol / celJ / h ) ( 图

2 )。无论是低 Ca2 + 浓度(图 2 左上角 ) ， 还是

较高 Ca2 + 浓度 ， Ca2 + 流入速度与胞外 Ca2+ 浓

度的关系都呈线性关系。这表明在分离的心肌

细胞 Ca2+通透质膜进入胞内的动力学特征，是

与自由扩散的离子通道特性相符合的。

讨 论

为了建立 Ca2+通透心肌细胞膜流量研究

的体外实验模型， 本研究以成年大鼠分离的心

肌细胞为材料 ， 应用放射性同位素 4úCa2+示踪
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法，进行了 CaZ + 流入动力学分析。作离子通透

细胞质膜的流量测定，首先应该考虑细胞膜的

完整性问。最近有人应用荧光标记凝集素的方

法证明， 在胶原酶消化分离心肌细胞过程中 ，

细胞质膜表面的结构没有受到破坏[6 J 。 我们 以

相似的方法分离得到的心肌细胞，从形态和对

锥虫蓝拒染的结果都与文献 [ 3 J报道的相一致。

CaZ + 流入分离的心肌细胞的时间依赖性分析

表明 ， Ca2 + 的运输符合两室动力学特征[71 ，从

而为进一步证明从成年动物分离的心肌细胞的

质膜具有完整性和功能活性提供了又一证据。

CaZ +流入心肌细胞的时间曲线(图 1 )显示

两个不同的时相， 其一是快 速运输 CaZ+的系

统， 另一个是慢速运输 Ca2 + 系统，这可用心

肌细胞膜上存在两类 CaZ+运输成分的叠加来

作解释。 Murphy 等报道了在贴壁培养的鸡胚

心肌细胞所进行的 CaZ + 流量 测定 (2 ) 。 他们的

CaZ + 流入时间曲线同样显示两个不同的时相 。

然而，他们所测得 CaZ + 迅速 运输 的哈约 9

秒， 而从本实验的时间曲线看，迅速运输相的

哈大约是 10 分钟。 由于实验材料和实验条件

不同，产生如此的差异也是可以理解的。

无机离子通透细胞膜的运输， 主要由载体

和通道两类蛋白质分子担负，两者在动力学上

有显著差别，前者是饱和l动力学特征，而后者

是自由扩散动力学特征[8 )。我们在 Ca2 + 流入

心肌细胞的速度与胞外 CaZ+ 浓度的依赖关系

分析中看到(图 2 )，分离的心肌细胞质膜上存

在的 Ca2+ 流入系统是非饱和成分， 这就证明

CaZ + 流入分离的心肌细胞是通d过其质膜上的通

道途径。

为了进一步鉴定 Ca 2 + 通道的功能特性 ， 本

实验应用已知的 Ca2 + 通道拮抗剂硝苯 甲氧乙

基异丙览考察了对 CaZ + 流入的效应。实验结果

明显地看出， 10 !lmoljL 硝苯甲氧乙基异丙院

对 Ca2 + 流入约有 30%'的抑制效应 (图 1 )， 这

与 McCarthy 等报道相一致[9 J 。 因此， 分离的

成年大鼠心肌细胞为我们今后深入开展心脏复

苏药物对细胞膜离子运输系统作用机理的研究

提供了很有意义的实验材料。

摘 要

本研究进行了成年 Wistar 大鼠心肌细胞

的分离， 从细胞的形态及其对锥虫蓝拒染的结

果显示分离细胞的成活率达 80% 以上。 以放射

性同位素 45Ca2+ 作为 示踪物， 对 Ca2 + 流入分

离的心肌细胞作动力学分析结果表明z 流入心

肌细胞的 Ca2 + 量依赖于温育时间 ; Ca2 争 的流

入速度与胞外 Ca2 + 浓度的依赖性呈线性关系 。

由此说明， 一群分离的心肌细胞具有完整的和

稳定的质膜表面， Ca 2 +通透心肌细胞质膜的流

入符合自由扩散动力学特征， 显示了 Ca2 + 通

道的功能活性。 从而， 为进一步开展心脏复苏

药物对心肌细胞膜 Ca2忐通道作 用机理的分析

和缺j缸缺氧对心肌细胞功能影响的研究提供了

一个体外实验模型。
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