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固 9 细胞有丝分裂晚中期图解

含有 Ca++ 的广大膜系，位于纺锤体的两

极，并沿着着丝点伸入到纺锤体内部

增加，可能激活一个或几个能动的因子，经过

一个肌动球蛋白一一微丝系统与染色体运动结

合在一起，有可能调节着染色体的运动.同时，

还由于 ER 所处的位置，能很好地供给有丝分

裂器与它周围的细胞质，甚至相邻细胞之间的

通讯.因为 ER 的组分能从皮层的细胞质连续

地伸展到纺锤体的内部，细胞表面所接受的信

号可通过 ER 的漏泡腔传递到有丝分裂器，来

剌激或调节有丝分裂周期.因此，如果要进一

步了解有丝分裂全过程的机理，就必须把膜与

纺锤体都考虑在内。
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心肌细胞培养研究的进展

李连达李映欧

〈北京中医研究院西苑医院〉

体外培养的心肌细胞可保持其结构及功能

上的某些特点，具有自发性节律搏动，已广泛

用于生物学及医学研究，近年国外发展较快，

为从细胞及分子水平研究心肌的生理、病理、

药理以及某些基本理论问题，开辟了一个新的

领域，早在 1910 年 Burrows 氏首创鸡胚心肌

组织块培养，观察到搏动。两年后 Carrel 维

持鸡胚心肌组织块连续搏动达 104 天，并做传

代培养。他退休后由 Ebeling 继续培养达 34

年，但所培养的细胞株已转化为心脏成纤维细

胞，失去搏动功能。由于鸡胚心肌细胞的生物

学特性与人类有较大差异， HararY(1960) [l] 

首次用哺乳动物 Wistar 种乳鼠进行心肌细胞

培养，成功地维持自发性节律搏动达 40 天，

此后多数学者均采用他的方法，成为心肌细胞

培养发展史上的一个重要里程碑.七十年代又

从成年动物分离出单个搏动的心肌细胞[2]，建

立一些实验病理模型，开展了心肌细胞生长发

育、生理、代谢、病理、药理等基本理论的研

究，在培养方法及观察手段上也有了很大的改

进，促进了心脏分子细胞学的发展.

培鼻方法

一般采用胚胎或新生动物的心室组织，经

膜蛋白酶消化，分离成单个心肌细胞，制成细

胞悬液， 37'C下培养. 4-12 小时细胞贴壁生
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第 4 卷第 3 J明 细胞生物学杂志 ? 

长，各个心肌细胞出现搏动，但速率、节律互

不相同，各单个细胞相连成细胞单层或细胞簇

后，立即变为同步搏动， 培养 48 小时可用于

各种实验研究。原代培养的心肌细胞经膜蛋白

酶处理后，可制成新的细胞悬液，进行传代培

养.

早年常用鸡胚，尤以 7-17 天鸡胚最适宜

作心肌细胞培养，但与成年动物在位心脏的反

应性有些差别。 Sperelakis 发现它对乙酷胆

险、肾上腺素、阿托晶及箭毒的反应较弱;苯

妥英销对鸡胚心肌细胞电生理的实验结果，也

与体内不同，说明鸡胚心肌细胞培养有一定局

限性.近年用小鼠、大鼠、田鼠、豚鼠、兔及

犬等动物的胚胎或新生动物的心肌作细胞培养

均已成功.特别是人胚心肌细胞培养有更重要

的科学价值，早在 1928 年 Morosow 等就进

行了人胚心肌组织培养工作，培养的心肌搏动

了 4.......36 天; 1972 年 Chang T .D. 等[3] 用 13

周的人胚心肌组织作培养，搏动达 18.......88 天。

但这些都是用经典的组织培养方法在血浆凝块

上培养出来的。 1973 年 Halbert 等问利用两

个人胚的心肌细胞在 Rose 培养小室中培养，

形成同步搏动的单层细胞，搏动速率 17-77

次/分，并且观察到搏动细胞的分裂情况.最

近， Thompson!6] 应用娃振 20 屑的人胚心肌

细胞培养，研究了自喉毒素对培养的心肌细胞

的损伤作用及引起心肌细胞的形态和功能改变

的有关机制。

新生和胚胎心脏与成年心脏有一定差别.

以往建立的从成年动物心肌制备细胞悬液的实

验方法不够理想，细胞不太完整，并且没有搏

动。 1970年有三个小组各自独立地报道了从成

年大白鼠心脏中制备单个的搏动的心肌细胞的

分离方法. Berry 利用胶原酶和透明质酸酶作

心脏灌流进行分离; Vahouny 用心室肌碎块

以膜蛋白酶、胶元酶、透明质酸酶消化分离 E

Bloom 则利用机械方法分离， 但对细胞膜有

一定影响.此后对分离方法的研究很多，但一

般认为从成年动物心脏中分离的心肌细胞，仅

能维持 2.......4 小时西动.最近 Jacobson L6J 从

成年大自鼠培养的心肌细胞自发性搏动持续了
60 天，为成年动物心肌细胞培养迈出了可喜

的一步.

在细胞培养中，分离心肌细胞多用机械分

离和酶分离方法，且多采用膜蛋白酶，一般认

为此酶不损伤活细胞、没有毒性，如合用靡蛋

白酶、弹力纤维酶及胶原酶，能分离出较多心

肌细胞，每个乳鼠心脏约可分离出8x106 个细

胞.也有人认为膜蛋白酶能改变细胞特性，使
细胞分化能力丧失，细胞膜上的药物受体被灭
活或被消化掉• Kasten 认为，虽然膜蛋白酶

能穿透细胞膜，对肌原纤维有一定的损伤，但

在 15 小时内很快恢复，或长出新的肌原纤维，

开始搏动.此外，各种消化酶的纯度和质量与

其毒性也有关系.

提高心肌细胞纯度及其他培养方法2 经膜

蛋白酶消化而得到的细胞悬液，心肌细胞与内

皮细胞的比例为 60:40. 为了提高心肌细胞的

比例，利用内皮细胞能更早地贴壁的特点，用

贴壁分离法(Differential Attachment Tec

hniqu吟，将两种细胞分开，可培养出 95%心

肌细胞或 100%内皮细胞.此外，如增加接种

的细胞数，可以培养出含有 105 个细胞、直径

为 2.......4 毫米的细胞簇(cluster). 利用仙台

病毒可把细胞单层融合成巨大的多核心肌细

胞[7]. 采用组织重组的方法可培养出心肌细胞

的再聚集体(Reaggregation )[町、 合成的心肌

细胞束(Synthetic strand)[町、定向生长的纤

维束 (Growthoriented strand) [1町等，用于

各种实验研究.

心肌细胞培鼻的某些应用

1.心肌细胞形态挚的观察

应用倒置相差显微镜观察，从 7 天的鸡胚

培养的心肌细胞即具有成年动物心肌细胞的特

点.培养的乳鼠心肌细胞开始为圆形，贴壁后

呈扁平形、长形、三角形，或伸出伪足成不规

则的星形或棱形，心肌细胞长约 15 微米，宽 8
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8 细胞生物学杂志 1982年

微米，不规则形细胞的直径约 30 微米。 H-E

染色可见心肌细胞胞浆较清亮，核成球形，核

仁少;间质细胞胞浆为浅蓝色，没有红色的内

含物， 核较大， 颜色较浅， 有数个核仁.应

用 Masson 氏三色染色可把心肌细胞染成深红

色，而非心肌细胞则被染成浅灰蓝色.用透射

电子显微镜观察培养的乳鼠心肌细胞，其超微

结构与未经培养的乳鼠心肌细胞基本相同，但

游离的核糖体、糖元，线粒体特别丰富，粗面

内质网显著可见，滑面内质网稀少，细胞连接

形成很快，第二天便可认出闰盘.在扫描电子

显微镜下观察，细胞多为长梭形、球形或卵圆

形，细胞表面有许多细小突起，细胞周围伸出

大量细长突起到达或直接进入邻近细胞，形成

"桥'\其功能与细胞间连接有关.如诱发心

肌细胞搏动节律失常，特别是发生纤维颤动

时，在扫描电镜下可观察到细胞钵及其边缘发

生裙皱样起伏、突起与细胞离解、间隙连接发

生改变等[I11.

2. 心肌细胞搏动的观察(12)

搏动是心肌细胞重要的特征.可将细胞收

缩所引起的光密度变化转变为电讯号，描记下

来。这种图象称之为搏动图(Mechanogram) , 

其速率、节律、幅度及形状等参数可准确地反

映心肌细胞收缩情况。培养中单个细胞各自搏

动的频率、节律不同，一旦互相接触形成细胞

单层后，则搏动同步化.心肌细胞间的间隙连

接是传导冲动的低电阻联络结构，与搏动同步

化有关。 Goshima 等观察到心肌细胞同步化

搏动形成并不需要一定存在心肌细胞间的直接

接触，即使夹杂其他细胞，也能形成同步化搏

动。在培养的乳鼠心肌细胞之间，通过中间细

胞株如 FL 细胞或 HeLa 细胞连接时，亦可发

生同步搏动，并认为是通过细胞内电偶联达到

的。 FL 细胞表面存在某些成分， 是心肌细胞

与 FL 细胞之间形成电偶联所必须的.这种成

分受基因控制.

3. 培鼻心肌细胞的电生理特点[叫

培养的心肌细胞微电极插入技术难度较

犬，单层细胞微电极插入的成功率为 75.3% , 

而游离的单个心肌细胞插入微电极的成功丰仅
为 8.3%，经测定单层培养的乳鼠心肌细胞的

静息电位为- 64.0 :1: 4.3( - 40-.... - 80) 毫伏、

动作电位4O~110 毫伏，超射幅度 21. 8士1. 8

(O~30)毫伏、上升速率 89士 13 伏/秒， 动作

电位时间 145土 13 毫秒，搏动速率 177士 60

(100-....260)次/分，起搏电位 15 :1: 7.3(8-....62)

毫伏/秒，有平台期.一般认为有下列特点z

(1)反分化现象，即心肌细胞经培养后有返回

到幼稚水平的倾向.如鸡胚心肌细胞膜电位在

正常胚胎发育过程中发生分化 2-....4 天的鸡胚

心无快饷通道，其动作电位由慢通道产生，且

对河豚毒素(TTX)不敏感，至胚胎第 5 天才

分化完全。如用 16-....18 天的鸡胚培养的心肌

细胞，其电生理特性与未培养的 16-....18 天的

鸡胚心肌细胞的电生理特性不同，而与幼稚鸡

胚心肌细胞的电生理特性相似，如静息电位

低，自律性高、起搏电位易变，动作电位上升

速率慢，超射小、快制通道丧失，加入 TTX

不能阻断动作电位， Na-K-ATP 酶活性下降，

cAMP 水平升高.这些现象均说明， 培养的

心肌细胞发生了反分化，其电生理特性返回至

幼稚阶段.此外，培养的单层细胞与再聚集体

在电子显微镜下能见到一些肌原纤维的走向比

较乱，似 8 天的鸡胚心肌细胞肌原纤维的排列.

用较老(18 天〉的鸡胚心肌细胞作培养，其肌

原纤维排列仍较紊乱，有的断裂，数目减少.

可见心肌细胞在培养中从形态学上看也有返回

至幼年状态的情况.但最近巴对心肌细胞在培

养中反分化的概念提出了疑问，认为培养的鸡

胚心肌细胞中存在快铀通道，还认为在心肌细

胞培养中不发生什么反分化，而上述现象可能

与酶的消化及培养中非心肌细胞过度增殖有关

系. (2) 培养的单细胞或单层细胞中部分具

有自发性搏动节律失常，主要原因是具有起搏

样活性的细胞比例不恒定，起搏点的发放率不

稳定，以及细胞的传导性异常等. (3) 电生理

各参数受培养时间、细胞纯度及培养方法的影
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响，解释结果时必须注意。

4. 培养心肌细胞的代谢特点

培养的心肌细胞经过一定时间后停搏.与

细胞内部代谢特别是酶活性改变有关。细胞搏

动时二磷酸腺昔酶活性一直保持高水平，为搏

动提供能量，在搏功即将停止前，该酶的活性

降至最低水平。在培养过程中细胞内苹果酸脱

氢酶、异拧攘酸脱氢酶、肌酶磷酸激酶(CPK)

沽'!'!f:逐渐降低;己糖磷酸激酶水平不变; 6一磷

酸葡萄糖脱氢酶活性增加。乳酸脱氢酶(LDH)

活性缓慢 F降，其同功酶型在培养数天后从H

亚单位为主变化至M亚单位为主，移向厌氧型

亚单位; CPK 也从 CPK-MM移向CPK-BB.

关于引起同功酶改变的原因: (1) 有人认为是

心肌细胞在缺氧条件下的代谢适应.在培养的

乳鼠心肌细胞观察到，培养基氧分压在 38mm

Hg 以上时，同功酶没有上述变化，而氧分压

降低豆 0.6mmHg 时， LDH 同功酶向M型转

变。 Acosta[14]观察到缺氧后， LDH 及 CPK

从胞浆中漏出至培养基中，如恢复给氧， LDH

及 CPK 又恢复至正常水平. Laarse[15] 观察

到缺氧引起 LDH 的同功酶-α一程丁酸脱氢酶

(I-IBDH)的释放， 缺氧心肌细胞重新给氧后，

反可加速 HBDH 的释放〈氧矛盾现象). (2) 

也有人认为引起同功酶改变的原因是由于培养

过程中二lF心肌细胞的迅速增殖引起，这些同功

酶在非心肌细胞中含量比较丰富。这一结论与

有人在人的肥大心脏巾和缺血性肥大心脏中

研究酶的变化时所得出的结果相符，目iJ LDH

同功酶分布的变化与纤维组织相对比例的增加

两岳之间的关系较为密切，而与心肌细胞本身

的改变之间的关系较不密切。 (3) 与温度、培

养基的成分、 pH 值及灌流液等影响因素有

关。

乳鼠心肌细胞在培养过程中，氧的摄入量

下降，非培养的心肌细胞呼吸商为 0.81，而

培养的心肌细胞高达 0.96，说明以糖代谢为

主。培养一周后出现 Crabtree 效应及 Paust

cur 效应，细胞对葡萄糖消耗量较高， 更换培

养基 6........12 小时后，糖就显得缺乏，其泊花旦

比成年大白鼠心脏灌流中的消耗量高出10........20

倍，并且排出大量乳酸，约有 1/3 的葡萄糖被

氧化为乳酸盐，其调节机制目前正在深入研究@

用同位素标记软脂酸盐进行研究，发现培

养的心肌细胞能主动地代谢脂肪酸， 把 14C_

软脂酸盐氧化成 14C-二氧化碳，脂肪酸的~(i(

化与时间及蛋白质浓度有线性关系。加入肉 4

险后，脂肪酸氧化速度增加 30........70%。脂肪

酸在培养的心肌细胞能稳定地积聚达到 50 的

之多，脂肪酸的摄取与细胞内 ATP 含量、

pH、膜电位、细胞内膜及其成分、 阳离子的

电化学梯度、温度等因素均有关系。脂蛋白脂

肪酶(LPL)活性则与培养时间有关，在头 4 天

呈稳定水平，然后快速增加，在培养第 21 天

时约增加 3........4 倍.

目前认为大白鼠在生后第三周心肌 υNA

多聚酶活性就降至成年鼠的最低水平，心肌细

胞就丧失 DNA 合成、 有丝分裂及增殖的能

力。在培养的心肌细胞中用 3H- 胸腺唔览核

昔eH-TdR)掺入，发现培养第 3........4 天，其

摄取量达到最高峰，细胞分裂最快，而此时

LPL 活性却为低水平， 说明此时细胞代谢主

要以核酸和蛋白质的合成代谢为主z 而第 6 天

后， 3H-TdR 的摄取量下降， LPL 洁性上升，

说明心肌细胞代谢转变为氧化代谢为主，细胞

进入永久的 G) 期，心肌细胞就逐渐从成肌细

胞(Myoblast)变为无分裂能力的肌细胞(Myo-

cyte) • 
5. 心肌细胞培养在实瞌病理学及药理学

等方面的应用。

应用培养的心肌细胞，可以造成各种心

肌损伤的实验病理模型，如"缺血性"损伤

〈缺氧及缺葡萄糖引起的损伤、模拟心肌缺

血) [1 4'15]、免疫性心肌细胞损伤[16] 、 心肌病

病理损伤，微生物毒素如白喉毒素[5]、链球菌

洛血素、副j容血弧菌毒素、 柯萨奇 B3 病毒等

造成的损伤，以及搏动的节律失常模型等[17 J , 

从细胞及分子水平研究心肌细胞病理、变化的机
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理。在细胞及分子药理学中，目前已在培养的

心肌细胞证实存在肾上腺素能←和萨受体、

胆险能M受体[1町、前列腺素受体及组织胶矶、

H2 受体等.培养的心肌细胞也是研究强心

式、抗心律失常药物及保护缺血性心肌损伤的
药物，进行药物筛选的良好工具之一[ 19). 

结 语

本文对近年国外心肌细胞培养的研究进展

作了概要综述.现已可从人、犬、兔、豚鼠、

鼠、鸡等多种动物的胚胎、新生或成年动物的

心肌进行细胞培养、形成自发性节律搏动，利

用生物学、形态学、生理、生化等先进手段，

对培养的心肌细胞的生长、发育、代谢、电生

理特性以及搏动节律失常、心肌损伤等病理模

型进行了深入研究，为从细胞及分子水平了解

心肌的发生、形态、病理及药理等问题，提供

了一个重要的研究工具.
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环核苦酸的免疫细胞化学

林 f中翔

(北京市肿瘤防治研究所细胞生物学研究室)

』、言l 吉

环核甘酸兔疫细胞化学技术自 1972 年

Wedner 等(1 ，")建立以来，已有不少进展。 它

是以 Coons 等 [3J 显示组织内抗原定位的免疫

细胞化学技术为基础，用环核昔酸抗体进行定

位的方法.这种方法与亚细胞组分的环核昔酸

生化测定互相配合，更有利于闸明问题的本

质。同一组织或细胞内环核音酸的定位与定量

测定结果共同分析，有助于从结构与功能的关

系上探索环核音酸在生命活动中的重要作用，

对研究环核苦酸在肿瘤生长的调控作用上更有

意义.

免疫细胞化学的方法有许多种[叫，在环核
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