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余的前病毒功能顺序都得已表达。这样的缺陷可能产

生于最-j)J形成前病毒时·逆转录的错误。 如果细胞因子

得以解除由于这一缺陷所造成转录上的阻断， 那么所

产生的 RNA 转示物将不会受到这种缺陷的影响 ，从而

可能导致释放能诱导高度生产性格染的病毒颗粒。 因

此， 在病毒这一有限顺序部分的这些jl顷式作用的缺陷

就不会通边遗传传递给子代病毒。

人们可能安向及有关1E阅节的信息传递给前病毒

的信号性质。 尽管用 DNA 酶 I 敏感性测 定已经显示

特异的染色质结构和转录活性有关， 但是这利1染 色质

的构型似乎是控制转录活性基本分子机制的结果。正

如转染实验所示， 这利1机理和tiE化的 DNA 有关。

纯化的 DNA 可能先将病毒或 细胞顺序中的核昔

酸顺序的信息， 调节转 染病毒的活力。 然而， 这种

DNA 的一种附加的和重要 的成份存在子和一些胞唔

院残基连接的甲基基团中， 这些基因可能决定了体内

或休外转染 的前病毒 的转 录活 性。这一 假设 是从

Eisenman 及其同事们最近的工作，以及该实验室应用

甲基化拮抗剂 5- 氮胞昔能 诱导内源性前病毒的 表达

而提出来的。 假定这种甲基基因调节是有潜平'创'~重要

性的， 改变这些 DNA 的甲基化酶的说 节机制仍得不

到解释。

采用现代的分子克隆技术， 将有助于快速鉴定这

些对于控制过程重要的细胞和病毒顺序 ， 而这种信息

又将在控制所有细胞基因表达的性质方而会有重要的

启示。
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图 1 逆转病毒基因组形式的相互转变

(a) 亲 1毛病毒 RNA 反转录成 DNA产生一系

列未整合的DNA ， 其中之一发生整合形成前

病毒， 如 ( b )所描绘。 前病毒反过来又作为合

成二71代 RNA 的模板 ，如 ( C)所示。 如图所示 ，

反转录和基因组的主排在最初 存在于病毒
RNA 的左 ( 5' 常\ ) 和右 (3 ' 精)末端的顺 序 产

生冗余拷贝。 (b) 中小箭头指示前病毒假定

的转录启动子部位。

(c) 
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易位导致在病毒基因组末端基因!顺序中的冗余顺序。

重要的是当 RNA 和 DNA 基因组并列时 (如图所示) , 

显然 DNA 前病毒在两端都超出 RNA。这样， 子代病

毒RNA(向前的)转录是开始于离最近细胞顺序:几百个

核苦酸的病毒顺序区域内。同样， 转录也在病毒顺序

区域内终止。

从这个系统中得出的结论是启动病毒转录的启动

子很可能是由病毒基因编码的， 这种启动于的功能很

可能受到反式作用 医l子的影响，正如在 MMTV 诱导

过程中J头'涉及的那样。

除了邻近的细胞顺序外， 一个潜在的顺式作用控

制的重要位点 可能在 病毒顺序组中(图 1 小箭头所

示) , 其巾 或许含有影响转录启动作用效率的顺序。

一些内源性前病毒在这种顺序中也许存在缺陷 ， 而其
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乳鼠原代心肌细胞培养物的初步观察来

王鸿秀 龚建林

(浙江中医学院 〉

1982 年开展大鼠乳鼠心肌细胞的原代培养 ， 并

作了初步观察。

· 扫描电镜部分囱浙江省科委电镜室蔡继炯同志

协助观察与拍摄，特此致谢。

1960 年 Harary 用膜蛋白酶分离出新生大

鼠的单个心肌细胞，作了单层培养，维持自发

性持动达 40 天 [1]。此后，其他学者培养成功了

大鼠胎鼠及人胚的心肌细胞。我国于 1978 年首

由北京中医研究院西苑医院开展了心肌细胞培

养工作， 作了中医中药的实验性研究。我们于
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64 细胞生物学杂志 1984 年

材料及方法

心肌细胞分离及单层培养方法基本按 照西苑医

院[句，用新生 2~4天的杂种大鼠， 性别不拘，无菌

剪取心室肌肉 ， 用 Hanks 氏液洗去血块，去外膜，剪

碎后加入 0 . 06%展蛋白酶(新疆伊犁肉联广 生化制药

厂产) ， 置 37 0C水浴， 以 100 次/分速率磁力搅拌 10

分钟后， 弃去上层液， 然后再用膜蛋白酶以上法连续

分次消化 3~4 次 ， 收集第 1 次以外的各次的上层

液， 离心， 弃去上清液。 沉淀物经 Hanks 氏液洗涤

后， 用含有小牛血清、青链霉素及 pH 7.2 的 Eagle

MEM 培养液稀释成 8 x 1 0 5 /ml 的细胞悬液， 分装入

25 ml 容积的培养瓶， 每瓶 3ml ， 置 37"C培养箱中密

闭培养。

结果

1 .细胞形态

用倒置相差显微镜观察。培养 2-3 小时

细胞开始贴壁， 24 小时心肌细胞贴壁牢固，大

部为单细胞，有少量小细胞簇(可能为未分散的

细胞团)，细胞呈圆形，胞浆少、透亮，核圆含核

仁 1-2 个，至 48 小时胞浆呈伪足状突起。第

3 天起细胞生长旺盛，细胞簇数量增多面积增

大，细胞形状多样化有圆形、梭形及锥形，胞

浆突起呈芽枝状，自细胞簇周围呈放射状生长

〈图 1 )，以后突起逐渐伸长变粗，胞浆丰富有

饱满感，有忻光， 有颗粒〈图 2 )， 至第 5 天长

成单层。 10 天左右胞浆突起呈树枝状伸长增粗

似肌纤维样， 各细胞簇借此相互连结成网。 20

天左右各细胞簇逐渐汇合成肌纤维束，以后肌

纤维束集中增粗成粗大的肌纤维〈图 3 ) 0 30 天

以后胞浆内出现空泡，肌纤维中心区出现黑斑

状退化性病灶， 该处细胞结构及搏动功能均

消失，随着退化灶扩大，肌纤维搏动减弱 ， 40 

余天时纤维变细断裂而解体，个别标本至 60 余

天全部解体。

与心肌细胞生长的同时， 有非心肌细胞生

长，大部为多角形，梭形，少数为细长梭形B

前者胞浆稀薄半透明，无折光无颗粒，核大椭圆

形，核仁 2 - 3 个，后者细长梭形细胞胞浆折

光强含少量颗粒，核小呈圆形或肩 椭圆形。

Kasten[3] 认为乳鼠心肌细胞培养物中主要含心

肌细胞及内皮样细胞。由于活细胞观察难以辨

别细胞类型，我们用培养四天的心肌细胞培养

物作 H.E 及 P.A.S 染色 ， 提示前者为多角形

或短梭形的内皮样细胞，胞浆j炎染无枝状突出，

平坦铺开成片，胞核大椭圆形，核质疏松，嗜

碱性弱。后者细长梭形细胞很少，单个散在分

布，胞浆内有丰富糖元颗粒， 胞核致密嗜碱性

较强，是否为心脏传导系细胞，尚待深究。在

染色标本中未见典型的成纤维细胞。在培养第

5 至第 7 天时内皮样细胞明显增多，在形成的

肌纤维束周围有大量内皮样细胞聚集(图 3 )。

2. 细胞表面超微结构

用扫描电镜观察培养 4 天及 8 天的心肌细

胞表面结构。培养 4 天的心肌细胞表面有众多

皱裙，并有细长突起插入邻近细胞， 使二细胞

相连(图 4 )。 培养 8 天的心肌细胞表面皱福增

多，排列似鱼鳞状，胞浆突起增多变粗，延长

成肌纤维互相连结，连结处有不整齐的微绒毛 ，

参阅文献[4] 可能为闰盘样结构(图 5 、 6 ) 。邻

近的内皮样细胞表面光滑无皱裙半透明，平坦

铺开连合成片，无胞浆突起(图 6 )。

3. 搏动功能与药物试验

观察在室温下 (22一2 7 "C )进行。培养 24

小时单个细胞有抽搞性搏动，每分钟 14-17

次 J 48 小时起搏动细胞增多，同一视野中各细

胞的搏动节律与速率不同 ; 第 4 天起出现整个

细胞簇的同步化持动，搏动有力，节律性加强 ，

搏动速率增加，自 8 -101 次/分，最高达 173

次，搏动方式为向心性同步化收缩; 10 天后藉

校状突起相连结的各细胞簇呈同步化搏动 ， 搏

动方式改为沿心肌长轴进行的收缩性拇动，搏

动率为 12-88 次/分， 最高达 172 次; 30 天后

肌纤维出现退化性病灶，搏动力减弱，搏动范

围缩小，由整根肌纤维收缩变为分段性搏动，

节律不齐频率减少，个别标本如此搏动维持至

第 61 天。在细胞簇的同步化搏动中，搏动常先

起动于一处，由该处牵动邻近细胞。

用硫酸异丙肾上腺素及心得安注 射液(北
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京制药厂生产)于室温 27 0C 检测培养八天的心 3.3 问Iml) ， 观察 10 分钟后，在肾上腺素作用

肌细胞 。 受体功能。 选择搏动有力节律整齐的 基础上加入心得安(最终浓度 13.3 昭Iml) ， 结

细胞簇， 先加入等量培养液，计数搏动率，无 果见表 1 。

明显改变， 再加入异丙肾上腺素(最终浓度 以下结果经 t 测验， 有显著差异 (p<

表 1 异丙睛上腺素及心得安注tt液对心肌细胞挪动率的影响

i I 异丙肾上腺素 3.3 阳Iml i 异丙肾上腺素 | 心得安 13.3 问Iml
标本号 | 加药前苏~I分 |一一一一一----， 一一一一 ， , 

i N~ ~ ~"~ ~ "" I加入后 5' 次/分i 10' 次/分 !作用后次/分 !加入后叫/分I 10' 次/分

1 -17-「l厂丁寸-2 ---j 72 I 47 I 41 

f」-1一一-，---，-__ 95__ _ _ 1 ___9~___1←止一户 I 81 

81 85 

0.0] )，说明培养的心肌细胞对自受体激动剂与

抑制剂可发生反应。

讨论

乳鼠健康情况可影响心肌细胞的体外生

长，皮弱而反应迟饨者 ，其心肌细胞在体外生民

慢，搏动出现i丛，而强壮活泼者，其心肌细胞

在体外生辰'快，搏动出现早。培养第 3 天时细

胞簇数目增加l且固和、增大，搏动的心肌细胞也

增多;但至第 5 天不再增多 ， 提示培养第 3-

4 天可能为心肌细胞对数生长期，此时可见到

长梭形的心肌细胞分裂像。 Mark[5 ] 用定时电

影摄影见到心肌细胞分裂时，不发生细胞变圃，

至分裂未期子细胞仍彼此紧密相连。

心肌细胞搏功率与细胞形状无关，各单个

细胞及细胞簇的搏动率有较大差异 z 同步化搏

动先起动于某局部细胞，继而扩及邻近相连的

细胞。 Harary 证明细胞间物理性接触在搏动传

导中起决定作用 ， 搏动通过胞浆传递，每个心

肌细胞有其潜在的固有的搏动率，但细胞簇的

拇功率是由快搏动细胞所左右。Mark 观察到当

快搏动细胞与慢搏动细胞接触，实现同步化后 ，

搏动率增快。 De Haan 认为心肌细胞培养物中

有两类细胞， 一类为可发出冲动的起搏细胞，

一类为静息细胞，只当起搏细胞冲动传来时才

1\~功 ;他还观察到单个心肌细胞一旦相互接触，

40 5 

快者在数分钟内就完成同步化搏动， 在膜连接

处有低电阻裂隙连接，动作电流可从一个细胞

传到另-细胞。按以上见解，各细胞及细胞簇

搏动率的差异及同步化可能与快搏动细胞的生

长及其与慢搏功细胞的接触情 况有关[5.6 .7 ] 。

我们观察了硫酸异丙肾上腺素及心得安对

不同培养时间的心肌细胞簇搏动率的影响，见

到随着培养时间增长，对搏功率影响 日趋明显

与稳定，故认为培养的心肌细胞搏动功能对自

受体药物反应的强弱可能与细胞膜 自受体的生

长及功能情况有关。

根据以上观察，认为培养的心肌细胞可作

为研究与其有关的中医中药的有利工具。
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