
一 836 一 重庆医科大学学报2011年第36卷第 7期 (Journal of Chongqing Medical University 2011．Vo1．36 NO．7) 

技术与方法 文章编号：0253—3626(2011)07—0836—06 

微电极阵列芯片技术研究不同发育阶段 C57小鼠心肌细胞的 
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【摘 要】目的：微电极阵列芯片技术研究不同发育阶段 C57小鼠心肌细胞的电生理特性。方法：分离 13．5—19．5 d胎鼠和2 d乳 

鼠的心室肌细胞并培养于微电极阵列(Microelectrode arrays，MEA)电极盘中 48 h，通过倒置相差显微镜，透射电镜、扫描电镜观 

察其形态 ，免疫组化鉴定并用 MEA技术研究其电生理特性。并对生后 1、7、14、21、28、35、>60 d的意识清醒未麻醉的小鼠行心 

电图(Electrocardiogram，ECG)和心率变异性(Heart rate variability，HRV)~录。结果：胎鼠心室肌细胞场电位时程(Field poten— 

tial duration，FPd)随发育而增加(P<0．01)，乳鼠的突然明显缩短(尸<0．01)。胎鼠心室肌细胞的搏动频率随发育而减慢。出生后小 

鼠的心律是窦性心律，平均 PR、RR、QRS、QT、-rr问期随发育逐渐缩短，7 d组比 1 d组减少的差异有统计学意义(尸<0．O1)，而 14、 

21、28、35和>60 d之间差异无统计学意义。卜S—T段在 1 d小鼠明显抬高，7 d组和14 d组逐渐降低，到35 d则基本回到基线。 

HRV随发育逐渐增加。结论：C57小鼠胎鼠心肌细胞 FP电生理特性的变化和生后小鼠ECG间期和形态随发育的变化可能为 

小鼠心脏随发育的电生理特性提供有用的信息。 
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的作用 ，并且期望能通过调节四环素的浓度 ，调控阻抑蛋 白 

对四环素操纵子下游的s基因表达的的调控。结果表明，转 

染后未加 四环素诱导的细胞上清中，表达 HBsAg水平极低 ， 

其 S／N值未达到阳性标准 ；而加不同量四环素进行诱导后 ， 

细胞上清中 HBsAg表达量随着时间的延长逐渐增加 ，以 72 

h后最明显，但在同一时间点表达量与四环素的浓度似乎关 

系不大。 

本实验构建了S基因的四环素调控表达载体，在体外的 

研究中，该重组载体实现了四环素对HBsAg表达的调控作 

用．即加入四环素后启动了目的基因的表达，但没有实现不 

同浓度四环素对目的基因表达量的精确调控。这方面还需要 

进行深入的研究，比如开发新的调控表达载体，改变 TO／TR 

的比例，实现目的基因最佳的调控表达，以期用于临床进行 

基因治疗。 
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Study on eIectrOphysiOlOgjcaI characteristics of cardiomyocytes at different 

developmental stages frOm C57 mice by microelectrodes arrays 
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【Abstract]Objective：To explore electmphysio10gical characteristics of cardiomyocytes at different developmental stages from C57 

mice by microelectrodes arrays．Methods：The single ventricular cardiomyocytes from fetal in 13．5~19．5 d and neonatal in 2 d C57 

mice were obtained and cultured in MEA(microelectrode arrays)plates about 48 h respectively，and to be observed through the meth— 

ods of inveaed phase contrast microscope，transmission electron microscope，scanning electron microscope，and identified through im— 

munocytochemistry and MEA which investigated the electrophysi0l0gical properties．ECGs and heart rate variability(HRV)were record- 

ed in conscious，unsedated C57 mice at different postnatal days(days 1，7，14，21，28，35，>60)．Results：The field potential dura- 

tion prolonged with the increase of gestational age in cultured ventricular cardiomyocytes(P<O．O1)，then decreased in neonatal(P< 

O．O1)．And the beat frequence decreased with development in ventricular cardiomyocytes from embryotal mice．In postnatal mice，the 

heart rhythm was sinus rhythm，mean PR，RR，QRS，QT，JT interval decreased with development，there was significant difference on 

day 1 and day 7(P<0．01)，and without significant difference on day 14，21，28，35 and>60．The J-S-T segment was elevated in day 

1 neonatal，resolved by day 14 and disappeared in 35 day．The HRV increased with development． Conclusion：The field potential 

properties of embryonic cardiomyocytes and ECG intervals and morphological changes during the normal postnatal mice with devel- 

opment may provide some useful inform ation for exploration the development of electr0physiology characteristics in heart from C57 

mice． 

【Key words]microelectrode array；mice；development；e1ectr0physi0logy characteristics 

小 鼠是心血管领域及转基因研究重要的模型动物 ，是评 

估心血管基因或基因突变对心血管表型和心血管疾病的影 

响的有用工具。以往主要用膜片钳技术对其进行电生理特性 

的研究．局限于单个细胞，不能反映细胞间电活动传导状况， 

且有创、很难进行长时程检测。Li Wang等用膜片钳技术发现 

孕 18 d、生后 1、3 d和成年 FVB小鼠的钾电流及出生后心电 

图存在发育性的变化 】，本实验首次采用微电极阵列(Micro— 

electrode arrays，MEA)标测技术 (60个位点同步、动态无创 

长程记录)结合心电图(Electrocardiogram，ECG)对 C57小鼠 

心室肌细胞从孕 13．5 d到成年心脏随发育变化的电生理特 

性进行分析和比较。为小鼠胎鼠心肌细胞的发育、生理特性 、 

毒性实验、药物筛选提供手段。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 实验动物 选取 2月龄 C57 BL／6孕小鼠 12只，孕龄 

13．5、14．5—19．5 ，每段孕龄各取 2只。出生 1、3、7、14、21、 

35、>60 d龄C57 BL／6小鼠共 315只，雌雄不拘。分为 1 d龄 

(35只)、3 d龄(33只)、7 d龄(33只)、14 d龄 (26只)、21 d 

龄(25只)、28 d龄(75只)、35 d龄(68只)。成年小鼠(>60 d 

龄 20只)。来源于新疆医科大学实验动物 中 51[SCXK(新) 

2003—0001 o 

1．1．2 主要试剂 高糖 DMEM(Hyclone，批号SH30022．01B)， 

胎牛血清(FBS，Gibco批号：619559)，生长液：10％FBS的高 

糖 DMEM液 ，消化液 ：0．05％胰蛋白酶 (trypsin，Gibco批号 

25300—054)，抗兔oL—actin(1：200，北京博奥森生物技术有限 

公司，批号：010186)。 

1．1．3 主要仪器 lead一2000锦江电生理仪(频响范围0．05— 

30 Hz，采样频率 3 960 Hz，16 bit／通道)，Cardio win谷山丰心 

电工作站。倒置显微镜(Olympus)，倒置荧光显维镜(Zeiss 

MIC01562)，显微照相系统(Zeiss AxioVision 4．1)。 

1．2 方法 

1．2．1 心室肌细胞分离和培养 分别取孕 13．5～19．5 d胎鼠 

心室中下 1／3处，将心室肌移至 DMEM液切为 1 mm3左右的 

组织块，用0．05％的胰蛋白酶反复消化分离为单个细胞。用含 

15％ FBS的高糖 DMEM混悬置于 60 mm培养皿内．于 37℃ 

5％CO：饱和湿度的培养箱内45 min差速贴壁法去除成纤维 

细胞，吸出上层细胞悬液，离心后弃上清，1~2 ml生长液混悬， 

台盼蓝染色计数，以5xlO ／／'／ml的细胞密度分别接种到6孔 

细胞培养板及 MEA盘中培养 48 hIlOl，观察细胞的形态及 自 

发搏动频率和FP。 

1．2．2 心室肌细胞一般特性的观察及鉴定 对培养48 h的 

心室肌细胞分别行倒置相差显微镜、扫描电镜、透射电镜观 

察。通过抗 d—actin单克隆抗体的免疫组化检测行心肌细胞 

的纯度鉴定 
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图5 小鼠随发育变化的心电图和 HRV参数变化 
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图6 小鼠生后 ECG随发育变化 

C57小鼠作为国内外心血管疾病研究及转基因研究重 

要的实验模型动物，关于其心脏电生理特性的研究主要来 自 

于膜片钳单细胞水平的研究 ，不能反映细胞间电活动传导状 

况。1972年 Thomas首次报道了用来检测细胞外电兴奋性细 

胞活动的多电极阵列 ，他们记录了培养的鸡心肌细胞 自发收 

缩组织的场电势_15】。为研究C57小鼠心脏随发育变化的电生 

理特性 ，本文在国内首次对不同胎龄的胎鼠心肌细胞分离后 

培养于 MEA中，研究其随发育变化的搏动情况和场电位变 

化和传导情况。在国内首次对清醒状态未麻醉出生后的C57 

小鼠行随周龄变化的心电图记录，为研究小鼠心脏发育生理 

学建立一种新的模式。 

通过MEA记录的场电位形态和动作电位具有可比性， 

二者形态相似，方向相同或倒置。二者都属于细胞贴附式细 

胞外记录，动作电位反应的是单个细胞的变化，MEA除可以 

反应单个细胞的电位，尚可反应细胞之间的传导和相互联系， 

且非损伤性易于长时程记录。本实验首次记录的培养胎鼠心 

室肌场电位时程随着发育逐渐延长，细胞的搏动频率逐渐减 

低。由于尚未进一步行膜片钳验证离子的变化，尚待进一步 

研究探索。 

MEA的电极直接与心脏贴附，更忠实、直接地反映了电 

极接触部位心肌细胞的电生理活动，且属于心肌细胞直接接 

触细胞外 60个电极二维水平同步记录，利于多点 FPs的长 

时程记录．并可反映细胞与细胞之间的信息传递。而非心电 

图的反应整体心脏电活动的综合向量 ，是一种研究心脏电生 

理活动的理想方法。但三者有一定相互对应的关系[6,16~191。 

体表心电图是获取人体或整体动物心脏去极化和复极 

化信息一种最为简便、易行的检测方法。本实验进一步研究 

了生后在体清醒非麻醉状态下小鼠心脏随发育变化的心电 

图的变化。一般动物体重越轻、年龄越幼小者有心率越快的 

倾向，年龄越大心率越慢。在本研究中，小鼠生后随着生长发 

育 日龄的增加，RR间期进行性缩短，心率逐渐增快。Li Wang 

等也在 FVB小鼠 1、7、14 d和成年小鼠的心电图上观察到 

了这种现象目。所有小鼠幼鼠均无明显的sT段，QRS波群之 

后紧接着一个快速、向上显著的正向波即 J波，随后接以一 

个较慢的、波幅很小的负向T波。可见小鼠心电图明显的年 

龄相关性的改变，整个 J—sT—T复合波时限随发育逐渐缩短 ， 

小鼠心电图J—sT—T抬高的平台部分随日龄逐渐降低，到 1 

月龄已接近等电位线。Antzelevitch通过对心室肌内膜 、中层、 

外膜的动作电位分析和电生理研究提出心室肌瞬时外向钾 

电流的分布离散是 J波产生的基础。心外膜和 M层心肌细胞 

复极过程中 2相平台期消失，一部分心室肌 2相复极提前 ， 

甚至消失，其细胞学基础是细胞内ca2+浓度升高 。心率变异 

性则增加 。可能随着小鼠的生长发育，由交感神经系统占优 

势转为由迷走神经系统占优势。刚出生小鼠迷走神经发育和 

功能近成熟．而交感神经发育尚远未成熟，结合和储存去甲 

。肾上腺的能力不全，基础代谢率高、基础心率较快、心率变异 

性低，说明神经体液因素对心脏电生理活动的调节是在发育 

过程中逐渐成熟的。 

7、14、21、28、35 d小鼠心率、PR、QRS、QT、JT间期均较 

1 d组减低．与文献报导相似。可能由于 Ito和 IKI随发育的 

变化导致心脏动作电位的改变。IKr是胎鼠心室肌的主要的 

复极电流，AP有平台期，但在生后早期表达改变，到发育成 

年就消失．而以Ito作为主要复极电流，使AP平台消失，AP 

明显缩短[ 。 

本文通过 MEA技术结合心电图系统地研究了小 鼠随发 
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育的心脏电生理特性，为研究小 鼠心脏发育生理学建立一种 

新的模式。本研究未行膜片钳的研究，如能结合膜片钳对细 

胞动作电位及细胞内离子水平随发育变化进一步研究，将更 

有利于小鼠心脏发育机制的阐明。 
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