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新生大鼠心肌细胞原代培养方法的改良 

王佳南 1，张晓刚 ，汤为学2，郑丽娜 1 

(1．重庆医科大学附属第一医院心内科，重庆 400016；2．重庆医科大学病理生理学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨更为简便的新生大鼠心肌细胞原代培养的方法，使分离的心肌细胞达到理想的数量、存活率和纯度。方法： 

用胰蛋白酶和 Ⅱ型胶原酶联合消化 ，分离新生大鼠心肌细胞，进行体外培养，观察心肌细胞形态学变化 ，并以细胞免疫荧光进行 

心肌细胞纯度鉴定。结果：心肌细胞分离良好，收获细胞数量及存活率高，可贴壁搏动生长，免疫荧光显示培养的心肌细胞纯度 

达 95％以上。结论：改良的细胞培养技术可获得生长状态良好的心肌细胞。 
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Improvement of primary culture of cardiac myocytes in neonatal rat 

WANG ．fia—nan，et al 

(Department of Cardiology，f First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To discuss how the more convenient primary culture method of rats’cardiac myocytes to increase the quantity， 

livability and purity of isolated cells．Methods：Neonatal rats’cardiac myocytes were isolated by co—digestion of trypsin and collagenase 

II，and then cultured in vitro．Morphocytology changes were observed and cell purity was evaluated by immunofluorescence．Results： 

Isolation of cardiomyocytes was with a good quantity and high livability．Cells adhered and impulsed wel1．Immunofluorescence staining 

confirmed the cell with purity higher than 95％ ．Conclusion：The modified cell culture method can obtain the Cardiomyocytes with good 

growth state． 
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原代培养的心肌细胞具有自发搏动性、可控性 

好、重复性好等结构与功能特点Il_，是研究单一因素 

对心肌细胞影响的理想模型．可在不受神经体液因 

素的影响下进行电生理、受体、药理及毒理、分子生 

物学等方面的研究[2~5]，同时也是心肌组织工程种子 

细胞的主要来源之一。如何尽可能地获得较多的单 

细胞、较高的细胞存活率，同时尽可能地除去心脏 

的非心肌细胞 (Non—myocardial cell，NMCs)是心肌 

细胞培养中关键 的问题 。本文就此进行 了研究 ，参 

照Simpson161，张颖等l 7l的方法并加以改良，摸索总结 

出一套简便、有效的新生大鼠心肌细胞的培养技术。 

1 材料和方法 

1．1 实验动物 

作者介绍：王佳南(1983一)，男，硕士， 

研究方向：心血管疾病病理生理 

通讯作者：张晓刚，男，教授，E-mail：zxgO233@sina．toni 

0．5～1 d的SD大鼠：由重庆医科大学实验动物中心提 

供。 

1．2 主要试剂 

D—Hank’S液 (Gbico)，胰蛋 白酶(Gibco)，II型胶原酶 

(Sigma)，EMDM—H(Gibco)，优等胎牛血清(天津 TBD)，DAPI 

(sigma)，cTnT抗体 (武汉博士德公司)，台盼蓝 (实验室提 

供 )。 

1．3 实验方法 

1．3．1 分离培养心肌细胞 选用 0．5 1 dSD大鼠6只，75％ 

酒精浸泡，碘酊消毒皮肤，在无菌条件下开胸取出心脏 ，仔细 

去 除心脏相连大血管 和心房组织 (留心尖部 )，于 4℃的 

D—Hank’S液中漂洗 3～4次，以去除残存血液，眼科剪将心 

尖部组织剪成 1 mm 碎块后，加入 4 ml的 0．125％胰蛋白酶 

溶液，于 37cC恒温水浴箱中消化 3 min，然后弃上清。于剩余 

沉淀中加入混合消化液 5 ml(0．125％胰蛋白酶 +0．1％II型 

胶原酶)，置 37℃水浴消化 8～10 min，其间振荡 2 3次 ，静 

置后将上清液移入离心管 中，加含 10％胎牛血清预冷的 

DMEM—H培养液终止消化。随后用上述方法反复消化 7 8 

次至组织块基本消化完毕。收集各次上清液并终止消化后， 

200目的尼龙网筛过滤去除残留组织块 ，以 1 000 r／min速度 
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离 心 8 ra i n ， 将所 得 的 细胞 与培 养液 混 悬 后 ， 采 用 差 速 贴 壁 分

离 法 去 除心 肌 成纤 维 细 胞 ( 其 原 理 是 根 据 成纤 维 细 胞 的贴 壁

速 度 明显 快 于 心 肌 细 胞 的贴 壁 速 度 ， 故 可 将 细胞 悬 液 接 种 在

适 当大小 的培 养瓶 中 ， 静 置 一 定 时 间后 轻 轻振 摇 倾 出 尚未 贴

壁 的心 肌 细胞 重 新 接 种 ， 而 原 培 养 瓶 中 的贴 壁 细 胞 几 乎 全 部

均 为 成 纤 维 细胞 ) ， 每 次 2 h ， 共 进 行 2 次 ， 将 未 贴 壁 的 心 肌 细

胞 悬 液 吸 出 ， 调 整 细胞 密度 接 种 于 培 养板 中 。 4 8 h 首 次换 液 ，

以 后 根 据情 况 2 ～ 3 d 换 液 。

1 ． 3 ． 2 观 察指标 的测 定

1 ． 3 ． 2 ． 1 细 胞 收 获 数 量 及 存 活 率 取 分 离 消 化 的 细 胞 悬 液

加 等 体 积 台 盼 蓝 ， 充 分 混 匀 后 滴 入 血 细 胞 计 数 池 中 ， 计 数 单

细胞 总数 及 死 亡 细 胞 数 。 收 获 细 胞 数 量 = ( 血 计 数 池 4 大格

计 数 细 胞 总数 ，4 ) × 2 × 1 0
。

× 毫 升 数 ；存 活 率 ％ = ( 4 大格 细胞

数 一 4 大 格 死 亡 细 胞 数 )／细 胞 总数 × 10 0 ％ ， 计 数 6 次 ， 求 平

均 值 。

1 ． 3 ． 2 ． 2 心 肌 细 胞 形 态 学 的 观 察 将 培 养 2 、 8 、 2 4 、 4 8 、 7 2 h

的 细 胞 在 倒置 相 差 显 微 镜 下 观 察 心 肌 细胞 形 态 。

1 ． 3 ． 2 _3 心 肌 细 胞 纯 度 检 查 采 用 D A P I 标 记 细 胞 核 ( 含 有

心 肌 细 胞 和 成 纤 维 细 胞 ) ， 抗 肌 钙 蛋 白 ( c T n T )抗 体 的 免 疫 荧

光 染 色 对 心 肌 细 胞 进 行 纯 度 鉴 定 。 细 胞 纯 度 ％ = c T n T 阳性

细胞 染 色数 ／D A P I 核 染 细 胞 总 数 × 1 0 0 ％ 。

2 结 果

2 ． 1 细 胞 存 活 率

将 经 2 次 差 数 贴 壁 后 的 心 肌 细 胞 悬 液 用 台 盼

蓝 染 色 ， 滴 入 细 胞 计 数 池 中 计 数 ， 活 的 心 肌 细 胞 不

着 色 ， 死 亡 的 细 胞 着 蓝 色 ， 计 算 收 获 细 胞 总 数 及 心

肌 细 胞 存 活 率 。 重 复 6 次 ， 获 得 心 肌 细 胞 总 量 达 6 ×

1 0
。

， 即 刻 活 细 胞 存 活 率 平 均 达 到 7 6 ． 3 7 ％ ( 见 表 1 ) 。

表 1 心 肌 细 胞 即 刻 存 活 率 测 定

2 ． 2 心 肌 细 胞 形 态 学 的 观 察

在 倒 置 相 差 显 微 镜 下 观 察 ' 冈0分 离 的 心 肌 细 胞

呈 圆 形 ( 图 l 红 色 箭 头 ) ， 培 养 2 h 后 成 纤 维 细 胞 基

本 完 全 贴 壁 ( 图 1 黑 色 箭 头 ) ， 而 少 数 心 肌 细 胞 8 h

左 右 开 始 贴 壁 ， 少 数 贴 壁 的 单 个 心 肌 细 胞 出 现 了 自

发 性 搏 动 ， 搏 动 的 频 率 、 节 律 各 不 同 ( 图 2 ) 。 2 4 h 后

搏 动 的 心 肌 细 胞 百 分 率 大 约 为 5 0 ％ ， 搏 动 频 率 较 分

散 ， 约 3 0 ～ 5 0 次 ／ra i n ( 图 3 ) 。 至 4 8 h 视 野 下 细 胞 呈 梭

形 ， 板 形 ，
三 角 形 或 扁 平 不 规 则 形 ， 折 光 度 较 高 ， 细

胞 中 隐 约 可 见 细 胞 核 ， 搏 动 的 心 肌 细 胞 百 分 率 大 于

9 0 ％ ， 搏 动 频 率 多 集 中 在 5 0 ～ 8 0 次／ra i n ( 图 4 ) ， 7 2 h

后 细 胞 充 分 铺 展 ， 贴 壁 牢 固 ， 少 数 局 部 呈 均 一 搏 动

频 率 ， 可 达 8 0 ～ 1 0 0 次／m i n ( 图 5 ) 。

2 ． 3 心 肌 细 胞 纯 度 检 查

取 培 养 7 2 h 的 心 肌 细 胞 ，
D A P I 标 记 细 胞 核 2 h

，

P B S 清 洗 5 - 6 遍 后 换 上 新 鲜 培 养 液 ， 6 h 后 进 行 免

疫 荧 光 实 验 。 D A P I 标 记 细 胞 核 呈 蓝 光 ( 图 6 ) ， 荧 光

显 微 镜 下 细 胞 核 的 数 量 代 表 细 胞 总 数 ；心 肌 细 胞 肌

钙 蛋 白抗 原 表 达 呈 阳 性 ( 图 7 ) ， 而 非 心 肌 细 胞 呈 阴

性 。 因 此 。 肌 钙 蛋 白 阳 性 率 反 映 了 心 肌 细 胞 纯 度 ( 细

胞 纯 度 ％ = c T n T 阳 性 细 胞 染 色 数／D A P I 核 染 细 胞 总

数 x 1 0 0 ％ ) ， 可 作 为 心 肌 细 胞 纯 度 鉴 定 的 指 标 。 镜 下

任 选 6 个 视 野 ， 每 个 视 野 计 数 2 0 个 细 胞 ， 每 次 实 验

图 1 2 h 贴 壁 成 纤 维 细 胞 x 2 0 0 ( 黑 色 )

未 贴 壁 心 肌 细 胞 x 2 0 0 ( 红 色 )

图 2 8 h 贴 壁 心 肌 细 胞 x 2 0 0

图 3 2 4 h 心 肌 细 胞 x 2 0 0
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共 计 数 1 2 0 个 细 胞 ， 重 复 3 次 ， 阳 性 细 胞 的 比 率 分 的 平 均 比 率 为 9 6 ． 3 9 ％ ( jrL 表 2
， 图 8 ) 。

别 为 9 8 ． 3 3 ％ ， 9 4 ． 1 7 ％ 和 9 6 ． 6 7 ％ ，
3 次 实 验 阳 性 细 胞

图 4 4 8 h 心 肌 细 胞 × 2 0 0 图 5 7 2 h ，C,
,

,~ , =
'

4 ttga x l o o 图 6 D A P I 标 记 细 胞 核 x 10 0

图 7 免疫 荧光 c T n T 阳 -性细

胞 x 10 0

3 讨 论

图 8 细 胞 核 D A P I 荧 光 染 色 与

c T n T (+ )免 疫 荧 光 重 叠 图 片 x 10 0

白 M o s o c o n a
I。1首 次 用 蛋 白水 解 酶 从 胚 胎 心 脏 中

分 离 出 单 个 细 胞 以 来 ， 已 陆 续 建 立 了 一 些 从 胚 胎 和

新 生 动 物 的 心 脏 中分 离 、 培 养 心 肌 细 胞 的 方 法 。 虽

然 培 养 的 心 肌 细 胞 无 法 完 全 取 代 在 体 心 肌 细 胞 的

研 究 ， 但 可 做 为 在 体 心 肌 细 胞 急 性 分 离 的 有 益 补

充 ， 同 时 也 可 作 为 研 究 单 一 因 素 对 心 肌 细 胞 影 响 的

理 想 模 型 。

S i m p s o n 法 [6 1是 乳 鼠 心 肌 细 胞 培 养 的 经 典 方 法 ，

其 主 要 的 操 作 过 程 是 采 用 0 ． 1 ％ 胰 酶 联 合 0 ． 0 0 2 ％

D N A 酶 于 2 4 qC搅拌 旋 转 器 下 消 化 ， 而 纯 化 细 胞 则 是

采 用 差 速 贴 壁 1 次 ( 3 0 m i n ) 的 基 础 上 加 用 溴脱 氧 尿

苷 ( B r d u ) ， 但 我 们 发 现 用 此 法 操 作 较 为 繁 琐 ， 而 且

培 养 心 肌 细 胞 存 活 率 和 搏 动 率 均 不 高 。 故 而 对 其 进

行 了 适 当 的 改 良 。 主 要 有 以 下 几 点 ：( 1 )适 宜 浓 度 的

胰 酶 和 Ⅱ型 胶 原 酶 联 合 使 用 ；(2 ) 采 用 多 次 消 化 ， 每

次 消 化 时 间 均 不 超 过 1 0 ra i n ；( 3 ) 不 用 磁 力 搅 拌 器 ，

直 接 3 7 ℃ 恒 温 水 浴 消 化 ；(4 )2 次 差 速 贴 壁 延 长 贴

壁 时 间 。

表 2 心 肌 细 胞 纯 度 鉴 定 ( ；± s ， n = 6 )

实验次数 心 肌 细胞 纯 度／％

1

2

3

9 8 -3 3 ± 2 ． 2 2

9 4 ． 1 7 ± 1 ． 1 5

9 6 ． 6 7 ± 3 _3 3

3 ． 1 分 离心 肌 细 胞

使 用 的 酶 主 要 有 胰 蛋 白酶 和 胶 原 酶 ， 胰 蛋 白酶

主 要 分 解 组 织 间 质 的 蛋 白成 分 ， 作 用 较 强 ， 对 细 胞

胞 膜 具 有 较 大 破 坏 作 用 。 通 常 其 使 用 浓 度 为 0 ． 0 5 ％ ～

0 ． 2 5 ％ ， 浓 度 过 高 ， 心 肌 细 胞 容 易 消 化 过 头 ， 降 低 心

肌 细 胞 的 存 活 率 ， 浓 度 过 低 ， 需 要 消 化 的 时 间 较 长 ，

同样 也 会 降低 心 肌 细 胞 的存 活 率 。 而 胶 原 酶 主要 消

化 细 胞 问 质 中 的 胶 原 纤 维 以 释 放 心 肌 细 胞 ， 对 心 肌

细 胞 损 伤 较 小 ， 但 作 用 缓 和 ， 消 化 的 时 间 需 要 延 长 ，

给 实 验 带 来 不 便 。 鉴 于 此 ， 我 们 采 用 了 适 宜 浓 度 胰

酶 联 合 Ⅱ型 胶 原 酶 ( 0 ． 1 2 5 ％ 胰 酶 ， 0 ． 1 ％ 11 型 胶 原 酶 )

分 次 进 行 消 化 ， 每 次 最 多 不 超 过 1 0 m i n ， 而 且 随 着

消 化 次 数 及 酶 对 组 织 块 作 用 累 积 时 间 的 增 加 ， 消 化

时 问 也 相 应 逐 步较 少 ， 减轻 胶 原 酶或 胰 蛋 白 酶 对 已

消 化 下 来 单 细 胞 的 破 坏 作 用 。 作 用 总 时 间 约 为 6 0

m i n 。 此 外 不 用 磁 力 搅 拌 器 ， 直 接 水 浴 消 化 ， 其 间 间

断 低 频 振 荡 ， 使 操 作 更 加 简 单 ， 减 少 了 污 染 的 机 会 。

分 离 、 消 化 后 收 获 的 细 胞 数 量 及 即 刻 的 活 细 胞 率

高 ， 培 养 后 细 胞 生 长 搏 动 良好 ， 表 明 在 这 样 条 件 下

对 心 肌 细 胞 的 损 伤 较 小 ， 分 离 的 效 果 和 质 量 都 较

好 。
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3．2 心脏 

由心肌细胞和非心肌细胞组成，心肌细胞约占 

25％，近 75％的细胞则是非心肌细胞成分 ，如成纤 

维、内皮、间皮、神经细胞等。而在非心肌细胞中，成 

纤维细胞占了绝大部分比例，而且成纤维细胞的快 

速生长及其分泌的某些活性物质将对心肌细胞形 

态结构和生理功能造成很大影响，因此在体外培养 

心肌细胞时去除成纤维细胞就显得格外重要 。目前 

国内外常用的纯化分离方法有：化学试剂抑制法和 

差速贴壁法，化学试剂抑制法如溴脱氧尿苷(Brdu)~ 

等干扰成纤维细胞的有丝分裂，达到抑制其增殖的 

目的，但对心肌细胞或多或少有一定影响 ，可能不 

适合药理及毒理学方面的研究；差速贴壁法㈣具有 

操作简便、对细胞影响小、分离纯度高等优点，但所 

取贴壁的时间各有不同，为此我们采用了两次差速 

贴壁 延长贴壁时 间 ．经免疫组 织荧光检测纯 度达 

95％以上 ，适合实验研究的应用 。 

3_3 此外，我们在心肌细胞培养过程中总结了一些 

注意事项 

3．3．1 鼠龄的选择 一般提倡 l～3 d的新生鼠用以 

培养心肌细胞均可。有文献报道以半日龄大鼠心肌 

细胞培养效果最佳【l1】，我们在实验中也发现以0．5—1 

d的效果较好。其原因可能是出生时间越短的含胶 

原组织较少 ，消化相对容易。 

3．3．2 稳定的pH 培养液 pH值一般控制在 7．2～ 

7．4，若 pH值大于 7．6，大大影响细胞的贴壁 ，生长 

也会受到抑制，搏动亦会减弱。目前多采用 NaHCO， 

来调节培养基 pH值，但 CO：容易逸出，特别是在温 

度较高的开放环境中 ，造成 pH值升高 ，而采用 

HEPES(4，2羟乙基一1一哌嗪乙烷磺酸)，一种有较强 

缓冲能力的氢离子缓冲剂，可以较长时间恒定 pH值 ， 

克服上述缺点。 

3．3-3 离心 离心 时间不宜过 长 ，离心力不 宜太 

大，否则易造成机械性损伤，以 1 000 r／min，5-8 min 

为宜 。 

3．3．4 液体量及换液时间的选择 避免培养液体 

量过多，浮力过大 ，影响心肌细胞的贴壁，所加的量 

不宜过多。心肌细胞贴壁慢，为避免未贴壁活的心 

肌细胞随换液而被丢弃，应在接种 48 h左右换培养 

液。 

3．3．5 接种密度 接种细胞数不能太多，也不能太 

少。细胞数过多，易发生营养不良，细胞数过少 ，心 

肌细胞粘附伸展后不能相互接触，细胞之间无法进 

行信息交流，心肌细胞收缩不易同步，收缩持续时 

间变短。 

3．3．6 包被 采用一些促贴壁的物质如明胶 ，多聚 

赖氨酸等包被培养瓶可以促进细胞的贴壁。 

4 结 语 

改进的新生大鼠心肌细胞培养方法，心肌细胞 

收获数量多，存活率高，心肌细胞和非心肌细胞分 

离较彻底，心肌细胞纯度较高。用此法培养的心肌 

细胞可以满足各种生理生化实验的要求。 
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