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体外培养心肌细胞的纯化方法及其应用

手j、红

(中国 "1:)医研究院西苑医院基础研究室)

心肌组织、由 多种细胞构成，在体外培养的

特殊环境中， 这些不同种类的细胞在形态、功

能及分裂速度等许多方面都有很大差别。 我室

自 1978 年建立体外培养心肌 细胞方法并用于

中医药研究获得成功后[ 1]，体外培养的心肌细

胞已应用于许多研究领域中。 目前国内大部分

的实验报道均用混合培养的心肌细胞， 给心肌

细胞代谢 、心肌细胞药理 、病理及细胞生物学等

方面的问题的分析和研究带来很大干扰，因此

分离去除其它细胞， 而保留心肌细胞并维拮其

正常生长及生理，功能，对于深入细致的研究有

着重要的意义 ， 是当前国内外该项研究中颇为

重视的一个问题。

体外培养的心肌细胞中通常存在两类细

胞: 心 !lJl细胞 (myocardial cells，简称M细胞)

和]，戈纤维样细胞(fibroblast-like cells , 简称 F

细胞)。 后者主要来自 心脏组织中的内皮细胞、

心内膜细胞 、 血管平滑肌细胞等，又称之为间

质细胞(mesenchymaJ cel1s) [ 2 ， 3 ] 。 培养 的M细

胞具有以下生物学特征 : (1)原代培养的细胞

大多具有收缩功能， 在适宜条件下可自发地搏

动 ;(2) 含糖原和肌原纤维;(3) 有较长的有丝

分裂期和传代时间 ; (4) 贴附培养器皿表面较

慢， 而 F 细胞的特征相反[.1]。新生ï;JJ物心肌M

细胞和 F细胞在培养前其数量的 比 值约为

6:4，由于 F 细胞增娟迅速， 培养 3-5 天后在

本文得到李连i左手1 1李 i快恢老师指导， 谨致谢意。

数 日 上可大大超过M细胞[ 5 ] ，占有很大的培养

面积， 对M细胞的生长及收 缩 功 能有很大影

响"' 7] ， 对于观察M细胞的形态 、 功能及代谢

也带来一定困难， 因此介绍国外常用的几种纯

化分离M细胞的方法， 可供我们参考和借鉴。

-、差速贴壁分离法

差速贴壁分离法 (Differential A ttachment 

Technique)的原理即根据心肌M细胞和JF 细胞

在培养器皿表面贴监生长的速度不同而进行分

离的方法。用服蛋白酶消化心肌组织所得的混

合细胞悬液， 接种在适当大小的 培养瓶中 ，

37 'C静置 90 分钟，轻轻振摇后倾出尚未贴膛

的M细胞 ， 重 新接 种， 可得纯度大于 95 % 的

M细胞， 而原土ì:Í'养瓶中的贴监细胞几乎全部均

为 F 细胞 [ 5 ] 。 显微镜下观察， 刚接种的M细胞

呈圆形，而F 细胞主短悻状。 也有报道用 lttl去

得M细 胞 95% ， 而 F 细胞 93 % [7 ]。 所取贴壁

的时间各有不同， 短至 20 分钟 [町， 长至 3 小

时-PJ] ， 通常以 60-90 分钟 多 用 "'1 0 ]，实验

操作也略有差异 ， 有直接倾出， 也有振摇、 旋

转、 平皿翻转等不同方法，这些对细胞分离纯

度都有很大影响。 另外， 动物的年龄、 细胞接

种量及操作熟练程度等对控制各类细胞数也有

很大关系。 差速贴壁分离j去具有操作简便 、 用

时短、 对细胞影响/卜分离纯度高等优点， 国

外有关实验室大多采用该方 法。 Wenzel 等人

发现， 纯化后培养的M细胞较 ib~合培养的搏功
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时间长， 这些M细胞开始搏动的时间提前， 易

形成同步 ， 且收缩力增强[ 7 J 。 用该法收集到的

纯度很高的 F 细胞， 也可用于多 种 实 验研

究[ 5 ， 9J 。 差速贴壁分离法也有不足之处， 即不

适用于心肌细胞长期培养的实验， 如最初为

95 %纯度的M细胞， 经培养，1-5 天 后， M细

胞与 F 细胞之比就可达 3 : 2[ 5 J ，所以仍存在 F

细胞干扰的问题。

二、 化学试剂抑制法

有些化学物质对某一种细胞生长有抑制作

用 ， 而对另一种细胞无明显影响 ， 因此可利用

这些物质破坏)种细胞或抑制其生长，从而得

以观察另)种细胞的行为活动。 Clark 的 实验

发现， 在培养基中不加谷氨眈胶，可维持鸡胚

M细胞占总细胞数约 64% ， 此比例至少可稳

定 30 天，培养 6 个月后仍可见收缩活性。 加

入谷氨眈胶(29 2 μg/ml )后 ， 则剌 激 F 细胞大

量增生， 而M细胞生 民率无明显变化。 Clark

认为，外源性谷氨航脑是 F 细胞增生的剌激因

子， 而M细胞则可能通过其 它途径调节其生

长[II J O Kaneko 和 Goshima 通过几种试剂的比

较研究， 发现钙;其 子就体 (Ca + + ionophore ) 

A 23187 有选择性地浴解F 细胞的作用。培养

一天以上的心肌混合细胞， 用 A 23 1 8 7 作短暂

处理(1 0 分钟 )后 ， F 细胞出现核皱缩、 胞浆固

缩及空炮形成 ， 而M细胞保持正常形态， 但出

现一过性收缩节律失常，去除 A 23187 能很快

恢复正常节律。实验要求必须在培养温度 25 'C

时加入 A 2 31 8 7，若在 37 'C则M 细胞 也受损

伤。 该方法用时较短， 可在培养的不同时期反

复进行。 A 23187 诱发的 F 细胞形态学变化可

能是由于 F 细胞摄入过量钙离 子 所致[ 1 2 J 。 其

它还有用 BrdU、 nicotine 及 CO 等 试剂 [6 ， 汀 ，

主要作用在于抑制 F细胞的 DNA 合成或蛋白

合成， 达到抑制 F 细胞增生的目的。化学试剂

;去能在细胞已经贴壁生民或分裂之后消除 F 细

胞， 可用于培养时间较长、 两种细胞已生长并

融汇成单层的实验， 与差速贴堕分离?去比较有

其优点， 但加入或减少某一种物质， 对M细胞

或多或少有一定影响， 是其不足之处。

三、其它方法

心肌细胞的纯化方法还有离心法 、 无血清

培养法及调节温度法[3 ， 11 ， 14]，均因抑制JF细胞

生长的同时也影响M细胞的生长和收缩功能而
实验室少用。另有方法将心房心室肌细胞分别

分离 ， 将其中一种染色后混入另一种细胞中共

同培养， I 观察比较两种不同来源细胞的生长找

况及细胞形态和功能上的差异 [ 15 ) 。

四、纯化细胞的应用

纯化分离后的心肌细胞可用于多方面的研

究。 Schroedl 和 Hartzell 观察了混合培养与M

和 F细胞单独培养时糖、 脂肪酸和蛋白质代谢

的情况， 结果发现， 混合培养比单独培养消耗

更多的葡萄糖。 混合培养 11 天后 细胞蛋白含

量增加 100 % ， 而分别单独培养时M细胞仅增

加 33 % ， F 细胞蛋 白增加 2 1 %。对 脂肪酸的

刑用无明显不同。作者认为混合培养在代谢上

显示出功能的协同作用，因而更能抵抗"饥饿'

的影响 [ 8 J 。

不同类型的心肌细 胞对缺血的反应不

同， 体外培养的M和 F 细胞对缺氧缺糖所致

"缺血"样损伤模型的反应也不一样。 M细胞较

敏感， 通常在缺氧缺糖 4-6 小时即出现胞浆

乳酸脱氢酶(LDH )和磷酸肌酸激酶 (CPK)大量

溢出 ， 收缩活性降低， 细胞形态也发生改变。 "

当恢复给氧给糖后， 细胞损伤继续加重， 出现

不可逆性损伤 [9 ， 13 ， 16 J 。 用同样方法 ， Acosta 观

察纯化分离的 F 细胞， 结果表明 ， F 细胞能耐

受更长时间的缺血， 缺氧缺糖 4-24 小时测定

结果， 细胞活度、 总蛋 白含量、 细胞形态等均

无明显改变 ， 而 LDH 溢出量 有明显增加， 但

重新给氧给糖后 ， LDH 又恢复正常 值， 表明

F 细胞并未出现致死性的不可逆损伤[叫。心内

膜和血管内皮通透性大小及细胞的完整对维护

缺血时心肌的损伤起着重要、作用 ， Acosta 的实

验在细胞水平证实了这点。

分离纯化的心肌细胞巳用于本学科-些前

情问题的研究。例如 Goshima 等最近进行了小
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鼠心肌细胞与鹊辑心肌细胞及其它非心肌细胞

的融合实验。 M细胞由 HVJ(Hemagglutinating

Virus of Japan )介导分别与M细胞、神经母细

胞瘤细胞和非兴奋性细胞(如 KB 细胞)进行融

合。由多个M细胞融合形成的同核体为一巨大

心肌细胞， 与其它非心肌细胞形成杂核体，这

些杂核体细胞均保留了M细胞的收缩特征，但

收缩活性(包括收缩强度和时间)都小于同核

体，原因是与非心肌细胞融合后破坏了原M细

胞肌原纤维的结构[ 17 ] 。

心肌细胞的纯化， 主要是为了收获M细

胞，用于一些较深入细致的研究。如M细胞离

子通道的研究[18] ; 肌动蛋白、肌球蛋白等收

缩成分的研究[18j z 受体的研究[20 J 及缺血损伤

再灌注时"氧矛盾"和 "钙矛盾"现象的研究[川

等等。在美国和日本一些实验，纯化方法已成

为心肌细胞培养过程中的一个常规手段。

纯化分离方法为我们观察 、 分析心肌细胞

的形态 、 功能和代谢及与其它细胞的相互关系

等带来极大的方便。这些方法中，以差速贴壁

分离?去最为简单，收获细胞的纯度高， 对细胞

影响小， 因此国外及本实验室多采用此法。 用

该方法分离培养的M细胞进行实验，发现 M细

胞收缩活性增强，形成同步收缩的时间早、范

围大，生化测定指标稳定，数据波动小，实验

重复性较好， 并且实验结果能更客观地反映M

细胞状况。 对于长时间培养的实验或临时处

理，也可考虑加入化学试剂以调节或控制不同

类型细胞的数目。

摘要

心肌组织、由 多种细胞构成， 在体外培养条

件下， 各种细胞混杂生辰。本文着重介绍了国

外近年来常用的几种心肌细胞纯化分离方法:

差速贴壁分离法、化学试剂抑制法等， 并结合

我们自己实验经验， 对这几种方 法进行了比

较，对这些方法的应用 ， 本文也做了一些简单

介绍。
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